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1. Einleitung

1.1 Abklarung unklarer Gallengangsstenosen

Die Abklarung einer Stenose der Gallenwege stellt gegenwartig in der Medizin
eine Herausforderung dar (Moura et al. 2018). Haufig gestaltet sich die
Unterscheidung zwischen gutartigen und bésartigen Stenosen schwierig (Tanaka
et al. 2018). Zum einen ist der Zugang erschwert, um Gewebeproben zu
gewinnen: In der perkutanen, bildgebend gesteuerten Biopsieentnahme werden
die auf die Gallenwege beschrankten Tumorzellen oft nicht sicher getroffen und
im intraduktalen Zugang ist es schwierig, ausreichend Gewebsmaterial zu
entnehmen. Zudem ist das Wachstumsmuster der Cholangiokarzinome oft mit
einer ausgedehnten desmoplatischen Umgebungsreaktion verknipft, so dass
eine sichere Malignitatsbestimmung immer wieder nicht gelingt. Dabei sind die
Analyse und Aufarbeitung des erhaltenen Gewebes, Zytologie oder Histologie,
und dadurch die Differenzierung zwischen einer benignen oder malignen Genese

wichtig fur die weitere Therapieentscheidung (Navaneethan et al. 2015b).

Trotz unterschiedlicher Verfahren zur Gewebegewinnung findet sich weiterhin,
auch unter Kombination verschiedener Methoden, eine unzureichende
Sensitivitat bei der Diagnostik von Malignomen der Gallenwege (Kushnir et al.
2018). Als neue Methode der Gewebegewinnung wird in dieser Arbeit das
Verfahren der Kryobiopsie (CB) im Bereich der Gallenwege untersucht, welches
in der Lungenheilkunde bereits in klinischen Studien eine deutliche Uberlegenheit
gegenuber den herkdmmlichen Biopsietechniken gezeigt hat und bereits im
klinischen Alltag verwendet wird (Hetzel et al. 2012). Weiterhin konnten Klein et
al. in ex-vivo Modellen im Bereich der Urologie eine Uberlegenheit der CB
gegenuber einer herkdmmlichen Zangenbiopsie nachweisen (Klein et al. 2019,
Klein et al. 2022).



1.2. Einteilung der biliaren Stenosen

1.2.1 Benigne Stenosen

Es gibt viele unterschiedliche Ursachen fur die Entstehung von gutartigen
Engstellen (benigne Strikturen) im Gallengang. Mit bis zu 80% gehoren in der
westlichen Welt die iatrogen entstandenen Stenosen zu den haufigsten
Ursachen. Diese entstehen zu einem grofden Teil durch Eingriffe im Bereich des
Gallenwegsystems wie beispielsweise bei der Cholezystektomie oder
Lebertransplantation (Shanbhogue et al. 2011). Weitere Ursachen benigner
Stenosen konnen als Folge entzindlicher Prozesse (10% aller Strikturen durch
chronische Pankreatitis) oder auf dem Boden einer Autoimmunerkrankung
entstehen (primar sklerosierende Cholangitis, 1IgG-4 assoziierte sklerosierende
Erkrankung). Dabei stellt beispielsweise die eosinophile Cholangitis eine haufig
nicht diagnostizierte Unterform der sklerosierenden Cholangitis dar (Walter et al.
2017). Auch bei infektiosen Erkrankungen (HIV, Parasitenbefall), obstruktiven
Beschwerden (Choledocholithiasis, Mirizzi-Syndrom) oder ischamischer Genese
(Vaskulitis/Lebertransplantation) kénnen Gallengangsstenosen entstehen
(Altman et al. 2016).

1.2.2 Maligne Stenosen

Der Groldteil maligner bilidrer Strikturen entsteht auf dem Boden eines
Pankreaskarzinoms, eines Cholangiokarzinoms oder eines Papillenkarzinoms
(Moura et al. 2018). Weitere Ursachen konnen ein Gallenblasenkarzinom oder
Tumormetastasen sein (Tanaka et al. 2018). Das Gallengangskarzinom stellt
hierbei die haufigste direkt von den Gallenwegen ausgehende maligne
Erkrankung dar und hat eine schlechte Prognose. Die Inzidenz der Erkrankung
ist abhangig von der geographischen Lage, wobei die hochste Inzidenz in
Sudostasien besteht (Blechacz et al. 2011). Ursachlich fur die schlechte
Prognose sind die schwierige Diagnose des Gallengangskarzinoms und die
lange Abwesenheit spezifischer Symptome, so dass eine Diagnose meist erst in
spat fortgeschrittenem Stadium gestellt wird (Harewood 2008, Blechacz 2017).



Die haufigste Vorstellung (ca. 90%) betroffener Patienten in der Klinik erfolgt mit
unklarem lkterus. Zehn Prozent der Patienten stellen sich mit einer Entzindung
der Gallenwege vor, einer sogenannten Cholangitis (Blechacz et al. 2008). Zum
aktuellen Zeitpunkt ist die chirurgische Resektion des Tumors die einzige kurative
Behandlung und bei fortgeschrittenem Stadium haufig nicht mehr moglich (Joo
et al. 2018). Daher besteht die Indikation flrr eine schnelle und sichere Diagnostik

mit ausreichender Sensitivitat.



1.3 Diagnostik der Gallenwege

1.3.1 Nichtinvasive Diagnostik der Gallenwege

Eine eindeutige Diagnose und Differenzierung der Ursache unklarer Stenosen
der Gallenwege mittels bildgebender Verfahren ist haufig nicht mdéglich (Walter
et al. 2016, Tabibian et al. 2015). Zu den relevanten bildgebenden Verfahren in
der Gallengangsdiagnostik gehoren die Sonographie, die Computertomographie
(CT), die Magnetresonanztomographie (MRT) und die endoskopische
Ultraschalldiagnostik (EUS).

1.3.1.1 Sonographie und Endosonographie

Die transabdominelle Sonographie ist meist die erste durchgeflhrte
Untersuchung bei Verdacht auf eine Leber- oder Gallenwegserkrankung (van
Beers 2008). Studien haben gezeigt, dass mit der Sonographie beispielsweise
bosartige Tumoren wie ein Gallengangskarzinom diagnostiziert und ihre
Morphologie charakterisiert werden kann (L E Hann et al. 1997). Die Sensitivitat
und Spezifitdt der Untersuchung hangen dabei jedoch stark von der
Tumorlokalisation, der Qualitat der Ultraschallausristung und der Erfahrung des
Untersuchers ab (Weber et al. 2008). Auch die Endosonographie kann als
erganzendes Verfahren zur Diagnostik der Gallenwege und Abklarung unklarer
Strikturen genltzt werden (Rdsch et al. 2002). Sie gilt beispielsweise als sensitive

Methode zur Beurteilung von regionalen Lymphknoten (Blechacz et al. 2008).



1.3.1.2 Computertomographie

Die kontrastmittelgestitzte Computertomographie (CT) stellt aktuell eine
Standardmethode als bildgebende Diagnostik des Gallengangskarzinoms dar
(Joo et al. 2018). Mit ihrer Hilfe kann eine gute Beurteilung des Primartumors
erfolgen. Auch konnen eine Erweiterung der Gallengange, Gefaldeinbriche des
Tumors oder Metastasen festgestellt werden (Weber et al. 2008).
Einschrankungen der Diagnostik zeigen sich bei der Erfassung von
Lymphknotenmetastasen, kleiner Lebermetastasen oder einer
Peritonealkarzinose (Vilgrain 2008). Auch die Beurteilung einer maglichen
Resezierbarkeit bei hilaren Cholangiokarzinomen kann auf Grund falscher
Abschatzung der Ausdehnung des Tumors entlang der Gallenwege
eingeschrankt sein (M Tillich et al.1998). Vorteile beispielsweise gegenuber der
MRT stellt die geringere Anfalligkeit gegenuber Artefakten dar (Yeh et al. 2009).

1.3.1.3 Magnetresonanztomographie

In den letzten Jahren nimmt die MRT eine zunehmend wichtige Rolle im Bereich
der Diagnostik der Gallenwege ein. Speziell in der Diagnostik des
Gallengangskarzinoms dient sie zur Beurteilung der Ausdehnung des Tumors
und einer moglichen Resektabilitat (Joo et al. 2018, Weber et al. 2008). Mit Hilfe
der MR-Technik konnen die verschiedenen Anteile des Gewebes wie
Gallengange, BlutgefaRe und die angrenzende Leberparenchymbeteiligung
beurteilt werden. Der hohe Weichteilkontrast der MRT erleichtert das Erfassen

und die Darstellung von infiltrierend wachsenden Tumoren (Manfredi et al. 2003).

Mit dem Verfahren der Magnetresonanz-Cholangiopankreatikographie (MRCP)
steht die genaueste nicht invasive Methode zur Darstellung der Gallenwege zur
Verfugung. Mit ihrer Hilfe kdnnen Aussagen uber die Tumorausdehnung im
Gallengang vor und hinter einer Stenose getroffen werden (Jhaveri et al. 2015).
Sie stellt aktuell den Goldstandard der nicht invasiven Diagnostik dar und kann
dem Patienten in bestimmten Fallen eine invasive Diagnostik (beispielsweise
durch eine endoskopisch retrograde Cholangiopankreatikographie ERCP)
ersparen (Joshi et al. 2014). Mit Hilfe der MRCP kann im Gegensatz zur ERCP



eine nichtinvasive, detailreiche Darstellung des Gallengangsystems erfolgen und
es konnen 3D-Rekonstruktionen zur genaueren Beurteilung erstellt werden
(Joshi et al. 2014). Die MRCP wird routinemalfig im klinischen Alltag genutzt
(Chandarana et al. 2016).

1.3.1.4 Zukunftstrachtige bildgebende Verfahren

Die Confocal Laser Endomicroscopy (CLE) ermoglicht die mikroskopische
Darstellung von epithelialem und subepithelialem Gewebe des Gallengangs in
Echtzeit wahrend einer ERCP/Cholangioskopie. Dabei wird eine spezielle Sonde
in den Gallengang eingefiihrt und nach intravenéser Gabe von Fluoreszin kann
das Zielgewebe mittels Applikation eines Lasers beleuchtet werden und es

entstehen Echtzeitbilder zur Gewebebeurteilung.

Weitere bildgebende Verfahren sind die intraduktale Sonographie (IDUS) und die
Optical Coherence Tomography (OCT). IDUS nutzt eine kleine Ultraschallsonde,
die vom Gallengang ausgehend Ultraschallbilder mit hoherer Auflésung im
Vergleich zu herkdmmlichen endoskopischen Ultraschalls generieren kann,
wahrend bei der OCT anstelle Ultraschall Infrarotlicht zur Darstellung des

Zielgewebes genutzt wird (Mukewar et al. 2019).

1.3.2 Invasive Diagnostik der Gallenwege
1.3.2.1 Endoskopisch retrograde Cholangiopankreatikographie

Bildgebende Verfahren wie die CT- oder MRT-Diagnostik sind hilfreich zur
Beurteilung unklarer Strikturen des Gallengangs. Fur eine eindeutige
Diagnosestellung wird jedoch meist eine Gewebeprobe bendtigt (Lee et al. 2014).
Die ERCP wird als Standardmethode zur invasiven Abklarung von
Gallengangsstenosen oder eines unklaren lkterus genutzt. Mit ihrer Hilfe kann
einerseits eine Diagnostik mittels Gewebeentnahme und andererseits ein
therapeutischer Eingriff zur Entlastung der Gallenwege (beispielsweise durch
eine Stenteinlage) erfolgen (Lee et al. 2019). Wahrend der ERCP erfolgt mit Hilfe

eines Drahtes die Kanulierung der Gallenwege und im Anschluss die



Kontrastmitteldarstellung des Gallengangstraktes oder einer Striktur unter
Rontgendurchleuchtung (Ma et al. 2019, Tabibian et al. 2015). Die
Gewebeentnahme wird nach Darstellung der Stenose mit Hilfe einer
Blrstenzytologie oder durch eine Zangenbiopsie unter Rontgendurchleuchtung
durchgefuhrt (Albert et al. 2015, Navaneethan et al. 2015b).

Bei der Burstenzytologie wird die Blrste unter Durchleuchtung mit Hilfe eines
Katheters mit oder ohne Drahtfuhrung in die Gallenwege eingefihrt. Im
Anschluss wird die Blrste aus dem Katheter vorgeschoben, Uber die Striktur
mehrfach vor- und zurlckbewegt, wieder in den Katheter zuriickgezogen und
gemeinsam mit dem Katheter aus dem Endoskop entfernt. Im Anschluss wird das
erhaltene Gewebe entweder direkt auf einen Objekttrager gegeben oder die
Burste wird inklusive des Zellmaterials zur Untersuchung eingeschickt (Bellis et
al. 2002b).

Vorteile der Burstenzytologie sind eine niedrige Komplikationsrate, eine
weitreichende Verfugbarkeit, eine relativ einfache Anwendung und die
Maglichkeit, Gewebe aus fast den gesamten Gallenwegen erhalten zu kdnnen
(Costa et al. 2018).

Die Zangenbiopsie ermdglicht, falls erfolgreich, eine tiefere Gewebeentnahme im
Gallengang im Vergleich zur Burstenzytologie. Dabei wird die Biopsiezange unter
Durchleuchtung vom Endoskop aus in den Gallengang gefiihrt und durch Offnen
und Schlielen der Zange im Bereich der Stenose Gewebe gewonnen. Hierzu
wird eine Papillotomie (Eréffnung des Gallenganges) benétigt. Nachteilig an der
Zangenbiopsie ist, dass sie zeitlich und technisch deutlich aufwendiger ist als die
Blrstenzytologie (Bellis et al. 2002b) und insbesondere bei Biopsiezielen

proximal des Leberhilus haufig nicht erfolgreich ist.

Verschiedene Arbeiten haben gezeigt, dass die Sensitivitat der Diagnostik fur die
Gewebeentnahme mittels Burstenzytologie oder Zangenbiopsie eingeschrankt
ist (Hartman et al. 2012).



Ursachen der eingeschrénkten Sensitivitét

Ein Grund fir die eingeschrankte Sensitivitdt ist, dass bei kleinen
Gallengangstumoren nur wenig Gewebematerial gewonnen werden kann und

haufig eine diskontinuierliche Tumorausbreitung besteht (Bankov et al. 2018).

Auch erfolgt die Darstellung des Tumorareals nicht unter direkter Sicht, sondern
unter Rontgendurchleuchtung. Hier kann es unter Umstanden schwierig sein, die
Zielstruktur eindeutig darzustellen. Ein Einfluss auf den Gewinn histologischer
Proben mit der Biopsiezange kann die Lage der Striktur haben. Es hat sich
gezeigt, je weiter distal die Striktur lag, desto erfolgreicher war die

Gewebegewinnung war (Bellis et al. 2002a).

Ein weiteres Problem ist die Qualitat der Biopsien, da bei der Zangenbiopsie
haufig nur oberflachliches und fragmentiertes Gewebe gewonnen werden kann.
Ursache hierfur sind beispielsweise beim Gallengangskarzinom die histologische
Beschaffenheit des Tumors mit einer teilweise sehr festen Struktur auf Grund der
desmoplastischen Eigenschaften des Tumorgewebes und auch der Subtyp des
Tumors (Bellis et al. 2002a, Blechacz et al. 2011). Auch technische Fehler bei
der Anfertigung der histologischen Schnitte fur die Burstenzytologie konnen die

Diagnostik erschweren (Logrono et al.2000).

In Hinblick auf die histopathologische Beurteilung und Interpretation muss
bertcksichtigt werden, dass diese haufig subjektiv ist und es bei Zweitmeinungen
deutliche Diskrepanzen zur ursprunglichen Beurteilung geben kann (Bellis et al.
2002a, Hahm et al.2001). So werden teilweise die gewonnenen Proben einer
Blrstenzytologie abhangig vom Zelltyp in vier Kategorien eingeteilt: gutartig
(benigne), atypisch, malignitatsverdachtig und maligne. Dabei kann nicht
eindeutig gesagt werden, ob die malignitatsverdachtigen/atypischen Zellen
bdsartig sind oder nicht und hierdurch ihre Behandlung erschweren. Dies gilt vor
allem, wenn die Gallengangsstenosen auch in den bildgebenden Verfahren nicht
eindeutig einzuordnen sind (Park et al. 2019). Bei den pathologischen Kriterien
unklarer Histologien (atypische Zellen) finden sich zusatzlich unterschiedliche
Ansétze zur Einteilung. Hieraus kénnen sich auch Anderungen fiir die gezogene

Relevanz und die Therapieplanung ergeben (Renshaw et al. 1998).



Méglichkeiten zur Verbesserung der Diagnostik
Kombination diagnostischer Verfahren

Eine Verbesserung der Sensitivitat der Diagnostik kann durch eine Kombination
von mehreren Gewebeentnahmetechniken erreicht werden. So ermdglicht die
Kombination der Methoden Blrstenzytologie und Zangenbiopsie eine hohere
Sensitivitat, als wenn die Verfahren einzeln angewendet werden (Weilert et al.
2014, Navaneethan et al. 2015b).

Auf Grund dieser Erkenntnis erganzten beispielsweise Jailwala et al. die
Diagnostik bei Verdacht auf eine maligne Erkrankung der Gallenwege um ein
drittes Verfahren. Dabei wurden die Blrstenzytologie, Zangenbiopsie und die
Feinnadelaspiration kombiniert. Die Autoren stellten eine deutliche Verbesserung
der diagnostischen Sensitivitat bei Anwendung des Dreifachverfahrens fest und
empfahlen generell, mindestens zwei Methoden zur Gewebegewinnung zu

nutzen.

Weitere Arbeiten bestatigten diese Ergebnisse (Jailwala et al. 2000, Lee et al.
2014). Allerdings muss hier ein hoher Aufwand betrieben werden, um die
Sensitivitat geringfugig zu erhdhen. Aktuelle Arbeiten steigern die diagnostische
Sensitivitat durch den Zusammenschluss mehrerer unterschiedlicher Methoden
zur Gewebegewinnung. Tanaka et al. 2018 erhielten eine Sensitivitat von 72%
durch die Kombination von bis zu vier unterschiedlichen Verfahren der
Gewebegewinnung. Nachteil dieser Herangehensweise ist, dass dies einen
grolReren Aufwand bei der Diagnostik und die erforderliche Expertise bei
Verfahrenskombinationen mit bislang weiter nicht zufriedenstellender Sensitivitat
erfordern (Gonda et al. 2017).

Gewebeverarbeitung

Ein weiterer Ansatz zur Optimierung der Sensitivitat stellt die zusatzliche
Diagnostik  und  Aufarbeitung des gewonnenen  Gewebes  auf
molekulargenetischer Ebene dar. So kdnnen mit Hilfe der Fluoreszenz-in-situ-
Hybridisierung (FISH) die aus der Burstenzytologie gewonnen Zellen und
fluoreszenzmarkierten DNA-Proben beispielsweise. auf chromosomale

Veranderungen untersucht werden. Hilfreich ist dabei, dass die meisten soliden



Tumoren zahlreiche strukturelle chromosomale Anomalien aufweisen. FISH kann
in Kombination mit Burstenzytologie und Zangenbiopsie zusatzlich erfolgen und
damit die Sensitivitat steigern (Kipp et al. 2004, Nanda et al. 2015). Auch die
Technik der DNA-Sequenzierung mittels PCR (Polymerase Kettenreaktion) zur
Untersuchung der erhaltenen Zytologie auf Mutationen wird durchgefihrt und
zeigt vielversprechende Ergebnisse (Gonda et al. 2017, Bankov et al. 2018,
Singhi et al. 2019). Vereinzelte Studien berichten von einer Uberlegenheit der
DNA-Sequenzierung gegenuber der FISH-Analyse bei der Analyse von
Zytologieproben. Ein Vorteil scheint hier, dass die DNA-Sequenzierung weniger

aufwendig und kostenguinstiger ist (Dudley et al. 2016).

1.3.2.2 Endosonographisch gesteuerte Feinnadelpunktion

Eine weitere Moglichkeit der Gewebeakquisition stellt die endosonographisch
gesteuerte Feinnadelaspiration (EUS-FNA) dar. Sie wird mittlerweile zunehmend
zur Abklarung unklarer bilidrer Strikturen angewendet. Die Sensitivitat dieser
Diagnostik wird in Studien sehr unterschiedlich beschrieben, weist jedoch in
Metaanalysen beispielsweise eine deutlich hdhere Sensitivitat als die ERCP mit
Blrstenzytologie auf. Sie wird aktuell als ergdnzendes Diagnoseverfahren
zusatzlich zur ERCP und Cholangioskopie bei Fallen empfohlen, in denen bis
dahin bei Malignitatsverdacht noch keine eindeutige Histologie gewonnen wurde
(Sadeghi et al. 2016). Lee et al stellten in ihrer Arbeit fest, dass distale Strikturen
der Gallenwege auf Grund der Lage und Darstellbarkeit teilweise besser mit der
EUS-FNA zu erreichen sind als per direkter Cholangioskopie. Auch im Vergleich
zur ERCP scheint die EUS-FNA bei distalen Strikturen diagnostisch Uberlegen
(Lee et al. 2019, Novikov et al. 2019). Ein Vorteil der EUS-FNA ist die Darstellung
suspekter Lymphknoten und die gegebenfalls mogliche Punktion mit
Gewebeentnahme. In Bezug auf beispielsweise das Cholangiokarzinom kann
dies zusatzliche Informationen bezuglich der Prognose geben und eventuell auch
in einer Anderung der Therapie resultieren (Harewood 2008). Weiterhin wird eine
niedrigere interventionelle Komplikationsrate im Vergleich zur ERCP beschrieben
(Novikov et al. 2019). Ein Nachteil kann eine mogliche Streuung des Tumors bei

der Gewebeentnahme sein (Kushnir et al. 2018, Heimbach et al. 2011). Auch
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wird ahnlich wie bei der ERCP mit Gewebeentnahme durch die Birste lediglich
eine Zytologie erhalten, anhand der es schwierig sein kann, eine Diagnose zu

stellen (Varadarajulu et al. 2004).

1.3.2.3 Cholangioskopie

Die Technik der Cholangioskopie ermdglicht eine direkte visuelle Darstellung des
Gallenwegsystems, wobei gleichzeitig diagnostische/therapeutische Eingriffe
durchgefuhrt werden konnen. Erste Erwahnungen dieser Technik finden sich
bereits in den 1950er Jahren (Ayoub et al. 2018). In den 1970er Jahren wurde
die Cholangioskopie (damals als Choledochoskopie) im Bereich der Chirurgie
intraoperativ.zur Behandlung von Gallensteinen und auch bereits zur

Tumordiagnostik verwendet (Berci 1977).

Die ersten endoskopischen Durchflihrungen der Cholangioskopie erfolgten circa
1976. Diese wurden mit Hilfe der sogenannten Mother-Baby-Technik
durchgefuhrt. Hierbei wird das Cholangioskop durch den Arbeitskanal eines
Duodenoskops uber einen Fuhrungsdraht in die Gallenwege eingefuhrt.
Nachteile dieser Technik waren die Zerbrechlichkeit des Cholangioskops, eine
eingeschrankte Beweglichkeit/Manovrierfahigkeit, hohe Kosten und der Bedarf
eines zweiten erfahrenen Untersuchers (Beyna et al. 2016, Ayoub et al. 2018).
Eine weitere Mdglichkeit der visuellen Darstellung der Gallenwege stellt die
direkte perorale Cholangioskopie (DPOC) dar (Albert et al. 2011). Dabei werden
nach Sphinkter-Papillotomie ein dinnes Gastroskop oder ein sehr dinnes
Cholangioskop direkt in den Gallengang eingeflihrt. Es wird kein zweites
Endoskop bendtigt und der Eingriff kann von nur einer Person durchgefuhrt
werden. Vorteile dieser Untersuchungstechnik sind eine gute Bildqualitat, ein
grélerer Arbeitskanal und eine genaue Handhabung des Endoskops (Thaker et
al. 2017). Nachteile finden sich durch die sehr anspruchsvolle
Untersuchungstechnik, die schwierige Intubation des Gallengangs und die
Labilitat des Endoskops. AuRerdem erschwert der deutlich groRere Durchmesser

des Gerates die Diagnostik in kleineren Gallengangen (Ayoub et al. 2018).
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Eine Weiterfihrung der Mother-Baby-Technik gibt es seit 2005, in Form des
fiberoptischen Cholangioskopiesystems SpyGlass™ (Boston Scientific Corp),
welches ebenfalls nur einen Untersucher zur Bedienung bendtigt. Dabei wird
wahrend einer ERCP Uber den Arbeitskanal des Duodenoskops das
Cholangioskopiesystem eingefliihrt und Uber einen Fuhrungsdraht in den
Gallengang gelenkt. Nach Intubation des Gallenganges kann der Fihrungsdraht
entfernt werden und eine bildliche Darstellung der Gallenwege mit Hilfe des
fiberoptischen Systems erfolgen (Ayoub et al. 2018, (Navaneethan et al. 2016).
Vorteilhaft bei dieser Untersuchungstechnik sind die sehr gute bildliche
Darstellung bei nur einem Untersucher und die Bewegungsfreiheit auf Grund der

Beweglichkeit des Endoskops in alle vier Richtungen.

Diagnostik unklarer Strikturen in der Cholangiskopie

Die Cholangioskopie mit gezielter Biopsie wird aktuell als erganzendes Verfahren
bei der Abklarung unklarer Stenosen des Gallengangs empfohlen (Thaker et al.
2017). Dabei liegt ihr Vorteil gegenliber der ERCP in der direkten bildlichen
Darstellung der Striktur und visuellen Erfassung eventueller Veranderungen des
Gewebes, welche unter Durchleuchtung vielleicht nicht wahrgenommen worden
waren. Es koénnen unter Sicht Biopsien eines auffalligen oder
malignomverdachtigen Areals genommen werden (Shah et al. 2006). Ein
Nachteil der Cholangioskopie gegenuber der reinen ERCP kann eine
moglicherweise hdhere interventionelle/postinterventionelle Komplikationsrate
sein. Ein haufigeres Auftreten von Cholangitiden wird in der Literatur beschrieben
(Sethi et al. 2011).

Diverse wissenschaftliche Arbeiten zeigen eine maliige bis gute Sensitivitat bei
der Diagnostik unklarer Strikturen des Gallengangs (Navaneethan et al. 2016,
Navaneethan et al. 2015a, Kurihara et al. 2016). Einschrankungen finden sich
teilweise zum Beispiel bei nicht ausreichend gewonnenem Gewebe auf Grund

einer zu kleinen Biopsiezange (Kanno et al. 2018, Sekine et al. 2022).

Trotz einiger Vorteile der Cholangioskopie gegenltber der ERCP lasst sich

sagen, dass die Abklarung von unklaren Gallengangsstenosen, auch auf Grund
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der verschiedenen morphologischen Begebenheiten des Gewebes, erschwert
bleibt (Lee et al. 2019). Ein Drittel aller maligner Strikturen wird auch mittels
Cholangioskopie nicht richtig diagnostiziert (Novikov et al. 2019). Walter et al.
stellten in einer retrospektiven Studie fest, dass cholangioskopisch gesteuerte
Biopsien bei IBS (indeterminate biliary stricture) keinen diagnostischen Vorteil
gegenuber der fluoroskopisch gewonnenen Biopsie aufweisen (Walter et al.
2016).

1.4 Neue Technik Kryobiopsie

Ein ganzlich neuer Ansatz zur Verbesserung der Gallengangsdiagnostik stellt die
Untersuchung mit einer alternativen Biopsietechnik, der CB, dar. Sie findet als
diagnostisches Verfahren in der Pneumologie bereits im klinischen Alltag
Anwendung (Troy et al. 2020). Das thermische Verfahren mit Kaltesonden wurde
bereits vor 1980 in der Akuttherapie verwendet beispielsweise zur Behandlung
von endobronchial exophytisch wachsenden malignen Tumoren (Hetzel et al.
2008).

Die ersten CB zur diagnostischen Beurteilung erfolgten im Jahr 1987 wahrend
einer Thorakoskopie (Bonniot et al. 1989). Die CB macht sich die physikalische
Eigenschaft des Joule-Thomson-Effektes zu Nutze. Grundprinzip hierbei ist, dass
durch Entspannung (Dekompression) eines unter Druck stehenden Gases es zu
einem Kalteeffekt kommt, der dann eine damit verbundene Kaltesonde im
Bereich der Metallspitze abkuhlt (Hetzel et al. 2008). Die gefrorene Kryosonde
haftet an wasserhaltigem Gewebe durch Adhasion an und es kénnen im Bereich
der Pneumologie beispielsweise Stenosen entfernt werden, Biopsien mit
grollerem Gewebeanteil erfolgen oder Fremdkdorper geborgen werden (Hetzel et
al. 2004, Babiak et al. 2009, Schumann et al. 2010b).

Speziell in Bezug auf den Gewebeerhalt fur die weitere Aufarbeitung haben
wissenschaftliche Arbeiten in der Pneumologie einen deutlichen Vorteil der CB
gegenuber einer herkdmmlichen Zangenbiopsie ergeben (Schumann et al.
2010a). Im Vergleich zur Zangenbiopsie konnten mit der CB grollere

Gewebeproben mit weniger Artefakten (Quetschartefakte durch mechanische
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Kompression) gewonnen und somit die Qualitat der Proben deutlich angehoben
werden. Ein weiterer Vorteil gegenuber der Zangenbiopsie zeigte sich darin, dass
die Kryosonde so konzipiert ist, dass sie tangential und frontal eingesetzt werden

kann und somit das Zielgewebe leichter erreicht werden kann (Hetzel et al. 2012).

Basierend auf oben genannten Eigenschaften der CB und der bestehenden
Problematik der Diagnostik im Bereich der Gallenwege wurde im Rahmen dieser
Arbeit der Ansatz verfolgt, die CB im Gallengang als neue diagnostische

Verfahrenstechnik zu untersuchen.
Elevation

Als Zusatztechnik wurde in dieser Arbeit die Moglichkeit der Elevation des
Gewebes in Kombination mit CB untersucht. Bei der Elevation wird das
Zielgewebe beispielsweise mit Kochsalzlésung unterspritzt, um eine Abhebung
der Lasion zu ermdglichen und somit das Risiko einer Gewebeverletzung zu
reduzieren und eine sichere Abtragung zu ermdglichen. Diese Technik wird im
Rahmen endoskopischer Eingriffe im Magen- und Darmtrakt bereits regelmafig
eingesetzt (Al-Taie et al. 2012).
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1.5 Ziel der Studie/Aufbau

Ziel dieser Studie war es die Technik der CB in nativen und veranderten
Gallenwegen am ex vivo Modell des Schweins und am humanen ex vivo
Explantat zu untersuchen. Die Arbeit sollte die Machbarkeit und eine mogliche
Verbesserung der diagnostischen Sensitivitat im Bereich der Gallenwege durch
eine neue Verfahrenstechnik (CB) eruieren und prufen, ob diese in Zukunft eine
mogliche Alternative zu den aktuellen Gewebeentnahmemethoden darstellen
konnte. Primare Endpunkte stellten die Machbarkeit beziehungsweise der Erhalt
von verwertbarem Gewebe dar (Gewebe erhalten Ja/Nein). Als sekundare
Endpunkte wurden die Qualitdt und Quantitat des Gewebes beurteilt

(Histologische Beurteilung, GroRenauswertung, Reprasentativitat).

Die Durchfihrung der Studie erfolgte in zwei Teilen. Zunachst wurde am
Tiermodell eine Standardisierung der CB im Gallengangsgewebe durchgefihrt.
Unter Hinzunahme zwei weiterer Techniken, der Hydrotechnik (Elevation des
Gewebes) und der HF-Chirurgie (Defektsetzung), wurde die CB in Vergleich zur
herkdbmmlichen Zangenbiopsie gesetzt. Das erhaltene Gewebe wurde

histologisch in Bezug auf Qualitat und auf seine GroRRe beurteilt.

Im zweiten Teil der Studie wurde anhand explantierter humaner Praparate des
Gallengangs (post-operativ; entweder natives oder neoplastisch verandertes
Gewebe) einerseits mittels Zangenbiopsie und andererseits mittels CB
Gewebeproben entnommen und im Anschluss miteinander verglichen. Hierzu
erfolgte eine Beurteilung durch zwei erfahrene Histopathologen in Hinblick auf
diagnostische Aussagekraft, Gewebetiefe und Qualitat. Weiterhin wurde eine
GroRenausmessung zur Beurteilung der Quantitat im Vergleich durchgefuhrt.

Tabelle eins listet das verwendete Material im Tiermodell auf.
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2. Material und Methoden

2.1 Untersuchungsaufbau und Durchfiihrung Tiermodell
2.1.1 Material Tiermodell

Die Technik und der Ablauf der CB wurden zunachst im Tiermodell getestet und
optimiert. Zusatzlich zur bereits in der Einleitung beschriebenen CB wurden im
Rahmen der Testreihen weitere unterstitzende Verfahren aus der
Hochfrequenz-Chirurgie (HF-Chirurgie) und aus der Hydrochirurgie in
Kombination mit CB oder Zangenbiopsie angewendet und auf ihre Eignung
geprift. Hierzu zahlen die Gewebeelevation mit Wasserstrahlsonde und der

Einsatz der HF-Chirurgie (Defektsetzung mit HF-Sonde).

Im Einzelnen wurde fur diese Untersuchung folgendes Material verwendet:

ERBE ERBEJET® 2 Hydrochirurgie 10150-000
ERBE Flexible Wasserstahl- Elevation 20150-020
Sonde
ERBE ERBECRYO® 2 Biopsie, Rekanalisation, 10402-000
Devitalisierung in
Kryotechnik
ERBE Flexible Kryosonde Prototyp flr Prototyp

@ 1,1 mm Lange 130 cm  Kryobiopsien

ERBE VIO® 300D HF-Chirurgie 10140-100
Generatormodul

ERBE Slim Line Elektrodengriff =~ HF-Chirurgie 20190-065
mit 2 Tasten

Schaftdurchmesser 4mm

ERBE Drahtschlingenelektrode  HF-Chirurgie 20191-215

@ 6 mm gerade
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Medwork

Boston

Scientific

Julabo

neolLab

WAK-
Chemie
Medical
GmBH
ZEISS

ZEISS

ZEISS

ZEISS

ZEISS

ZEISS

EndobBite
Cholangioskopiezange

260 cm Lange

Radial Jaw 4 Standard
Capacity 240 cm Lange
2.8 mm J Arbeitskanal

Typ Model EH

Bad Stabil®

Histological marking
colours

Zeiss Axio Scope.A1

Axiocam MRc

ZEN (blue edition)

Plan-Neo fluar

A-Plan

N-Achroplan

Tabelle 1: Verwendetes Material im Tiermodell

Cholangioskopie BIO1-C4-18-

260
Biopsiezange des M00513400
gastrointestinalen
Traktes
Umwalzpumpe zur Wird nicht mehr
Temperierung vertrieben
Wasserbad

Wasserbadstabilisator 1-6095
Gewebsmarkierungs- WAK-HM-

farbe BL5/60

Lichtmikroskop Seriennummer
3322000739

Mikroskopkamera zur Art.Nr. 1600-

Digitalisierung 426508-9902-
000

Software fir digitale
Bildverarbeitung von
Lichtmikroskopen

Objektiv Maldstab 1,25
X

Objektiv Malistab 2,5 x,
5x, 10x

Objektiv Malstab 20x
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Das Gewebe wurde mit Hilfe eines Wasserbades durch die Umwalzpumpe der
Firma Julabo-EH temperiert. Als Wasserbadstabilisator diente hierzu der Bad
Stabil® der Firma neolLab. Die CB erfolgten durch das Basismodul
ERBECRYO®?2 und einen ERBE Kryosondenprototyp mit 1,1 mm Durchmesser
und 130 cm Lange (Abbildung 1 und 2). Fur die Zangenbiopsien wurden die
Cholangioskopiezange EndoBite der Firma Medwork (Medwork, Hoéchstadt,
Deutschland) mit einem Durchmesser von 1,8 mm und einer Lange von 260 cm
(CF) und die Biopsiezange Radial Jaw 4 Standard der Firma BostonScientific
(Boston Scientific, Marlborough, Massachusetts, USA) mit dem Durchmesser 2,8

mm und einer Lange von 240 cm (GBF) verwendet.

Zur Elevation des Gewebes wurden das Basismodul ERBEJET® 2 und eine
passende flexible Wasserstrahlsonde der Firma ERBE (ERBE Elektromedizin
GmbH, Tldbingen, Deutschland) verwendet. Die Anwendung der HF-Chirurgie
wurde mit Hilfe des ERBE Generatormoduls VIO®300 und einem ERBE slim line
Elektrodengriff mit zwei Tasten durchgeflhrt, an dessen Griff sich eine gerade

Drahtschlingenelektrode befand.

Die teilweise durchgeflihrte Anfarbung der Schnitte wurde mit histologischer
Gewebsmarkierungsfarbe der Firma WAK-Chemie Medical GmBH des Typs
Histological marking colours durchgeflihrt. Die weitere histologische Beurteilung
und Ausmessung des Gewebes erfolgte mit Hilfe des Lichtmikroskops Zeiss
Axioscope.A1 der Firma ZEISS. Es wurden Objektive der Firma ZEISS im
Maldstab 1,25x (Typ Plan-Neo fluar), 2,5/5/10x (Typ A-Plan) und Malstab 20x
(Typ N-Achroplan) genutzt. Als Mikroskopkamera zur Digitalisierung der
histologischen Schnitte wurde die AXiocam MRc der Firma ZEISS verwendet und
zur weiteren digitalen Bildverarbeitung die Software ZEN (blue edition) von
ZEISS.
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Abbildung 1: Prototyp der Kryosonde von ERBE

Abbildung 2: Prototyp der Kryosonde in Vergré3erung
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2.1.2 Praparation des Gewebes

Das untersuchte und praparierte Material im Tiermodell wurde als explantiertes
Schweinegewebe von einem nahegelegenen Schlachthof bezogen. Als Praparat
wurden die Leber inklusive Gallenblase, Dinn- und Dickdarm erhalten. Es
erfolgte zunachst eine grobe Praparation des Gewebes mit Schere und Skalpell.
Dunn- und Dickdarm wurden bis auf die Einmindung des Gallengangs in den
Dunndarm vollstandig entfernt und das Restgewebe mit Wasser gereinigt. Im
Anschluss wurde das Praparat in ein Wasserbad mit 37,8°Celsius gelegt,
welches die Kerntemperatur des Schweines simulieren und den Verfall des
Gewebes aufhalten sollte. Nach einer Stunde im Wasserbad erfolgte die
Feinpraparation auf einem Metalltablett mit Schere, Skalpell und Pinzette.
Zunachst wurde die Gallenblase per Schnittinzision eroffnet, die sich entleerende
Gallenflissigkeit aufgesaugt und das Restgewebe getrocknet. Im Anschluss
erfolgte die Sondierung des Gallengangs mit einer kleinen Metallsonde bis zur
EinmUndung in die Papille/Dinndarm und die vorsichtige Erdffnung des
Gallengangs entlang der Sonde mit einer Schere. Der erdffnete Gallengang
wurde mit Hilfe von kleinen Metallklammern fixiert und offengehalten. Es wurden
kleine Metallplattchen zur Festlegung und Markierung der Biopsiestellen
eingelegt. Die erste Biopsiestelle und die Durchnummerierung wurden durch das
schwarze Farben des gallenblasennahen Metallplattchens bestimmt und dieses
als Nummer eins festgelegt (Abbildung 3). Im Anschluss an die Praparation

wurden abwechselnd die unterschiedlichen Biopsietechniken angewendet.
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Abbildung 3: Préparierter Gallengang (')

Préparierter Gallengang mit Fixierung durch Metallklammern und Markierung der Biopsiestellen durch
Metallplattchen (schwarz geférbtes Bléttchen Biopsiestelle Nummer eins)

2.1.3 Gewebeentnahme

Die Gewebeentnahme mittels Zangenbiopsie erfolgte unter direkter Sicht frontal
entweder mit der Cholangioskopiezange (CF) oder der Standardbiopsiezange
(GBF) an der vorher markierten Stelle. Das erhaltene Gewebe wurde in einen
bereitgestellten Behalter gelegt. Zur Entnahme von Gewebe in
Kryobiopsietechnik wurden zunachst Voreinstellungen am Basismodul
ERBECRYO2® vorgenommen. An das Modul wurde eine
Kohlenstoffdioxidflasche angeschlossen. Der Effekt wurde auf Effekt eins
festgelegt. Der CO2-Eingangsdruck lag bei 60 bar. Zur Durchfuhrung der Biopsie
wurde der flexible Kryosondenprototyp an markierter Stelle mit der Metallspitze
der Sonde entweder frontal oder tangential am Gewebe angelegt. Im Anschluss
erfolgte die Aktivierung mit Ful3schalter und unterschiedlicher Aktivierungszeit
(ein bis drei Sekunden). Die Sonde wurde durch oben genannte Aktivierung

heruntergekuhlt und nach Anfrieren des Gewebes abhangig von der
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Aktivierungszeit ruckartig zurickgezogen. Anhaftendes Material wurde in die
vorher bereitgestellten Behalter Gberfuhrt (Ablauf siehe Abbildung 4-8).

Abbildung 5: Aktivierung der Sonde mit Anfrieren des Gewebes (')
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Abbildung 7: Gewebe anhaftend an Sonde nach erfolgter Kryobiopsie (")
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Abbildung 8: Gewebsdefekt nach Kryobiopsie (7

Zur Gewebeentnahme mit Elevation in Kombination mit einer der oben
genannten Biopsietechniken erfolgten zunachst Voreinstellungen des
Basismoduls ERBEJET®2. Als Grundprogramm wurde null * gewahlt. Der Effekt
lag bei 40. An die markierte Entnahmestelle wurde eine flexible
Wasserstrahlsonde frontal angelegt und durch die Aktivierung des Ful3schalters
eine Menge von 1-2 ml 0,9-prozentige Kochsalz-Lésung (0,9% NaCL) unter das
Gewebe gespritzt, bis eine ausreichende Anhebung der obersten Gewebeschicht
sichtbar wurde. Im Anschluss erfolgte entweder die Gewebeentnahme mit Zange

(CF/GBF) oder mit CB nach oben genannter Beschreibung.

Eine weitere Biopsietechnik wurde in Kombination mit HF-Chirurgie durchgefuhrt.
Hierzu wurde zunachst die Einstellung des Geratemoduls VIO®300 D der Firma
ERBE, geeignet fur unterschiedliche Formen der HF-Chirurgie, vorgenommen.
Es wurde das Grundprogramm null * mit monopolarer Buchse und der Modus
Auto Cut ausgewahlt. Der Effekt wurde auf eins festgelegt und die maximale
Wattzahl auf 180. Ein Slim Line Elektrodengriff mit zwei Tasten und
Drahtschlingenelektrode wurde angeschlossen. Auf Knopfdruck konnte die

Drahtschlingenelektrode aktiviert und ein Gewebedefekt im Bereich der
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vormarkierten Stelle gesetzt werden. Im Anschluss wurde eine Kryosonde im
Bereich des Defektes aufgesetzt und mit unterschiedlicher Aktivierungszeit
versucht, Gewebe zu gewinnen. Abbildung neun zeigt den Versuchsaufbau im
Uberblick.

Abbildung 9: Versuchsaufbau mit den verschiedenen Systemen im Tiermodell

2.1.4 Gewebeverarbeitung

Die erhaltenen Gewebeproben wurden in vorher bereitgestellte Behalter geflllt
und in 4,5% Formalin fixiert. Das in Formalin eingelegte Gewebe wurde als
histologischer Schnitt angefertigt. Von den erhaltenen Gewebeproben wurden
exemplarisch jeweils vier Schnitte von den Verfahrenstechniken CB, CB
Elevation, Zangenbiospie und Zangenbiopsie Elevation hergestellt. Die
Zangenbiopsie zeigte sich nur mit GBF erfolgreich, denn nur mit dieser Technik
konnte Gewebe gewonnen und fixiert werden. Die Gewebeentnahme mittels CF

war nicht erfolgreich. Mit dieser Technik konnte kein Gewebe erhalten werden.

25



2.1.5 Histologische Begutachtung

Die Begutachtung der histologischen Schnitte und die Beurteilung des
Gewebsschadens bei Elevation erfolgten durch eine histopathologische
Fachkraft.

2.1.6 GroBRenausmessung

Die Ausmessung der GroRenflache des gewonnenen Praparates wurde nach
Anfertigung der histologischen Schnitte durchgefuhrt. Hierzu wurden die
erhaltenen Schnitte lichtmikroskopisch (ZEISS Zeiss Axioscope.A1) dargestellt
und mit Hilfe einer Mikroskopkamera (ZEISS AXiocam MRc) fotografiert und
digitalisiert. Im Anschluss erfolgte die GroRenausmessung durch Umrandung des
fixierten Gewebes und automatischer Berechnung der Oberflache mit Hilfe des
Software-Tools ZEN (blue Edition) (Abbildung 10).

Abbildung 10: Gré3enausmessung histologisches Prdparat
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2.2 Untersuchungsaufbau und Durchfiihrung humaner Teil

2.2.1 Material humanes Gewebe

FiUr die humane Studie wurde folgendes Material verwendet:

ERBE

ERBE

Medwork

Boston Scientific

ZEISS

ZEISS

ZEISS

ERBECRYO® 2

Flexible Kryosonde @

1,1 mm Lange 130 cm

EndoBite
Cholangioskopiezange
260 cm Lange 2mm &

Arbeitskanal

Radial Jaw 4 Standard
240
Lange 28 mm O

Capacity cm

Arbeitskanal

Zeiss Axioscope.A1

Axiocam MRc

ZEN (blue Edition)
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Biopsie,
Rekanalisation,
Devitalisierung in

Kryotechnik

Prototyp flr
Kryobiopsien

Cholangioskopie

Biopisezange im
gastrointestinalen
Trakt

Lichtmikroskop

Mikroskopkamera

zur Digitalisierung

Software fur
digitale
Bildverarbeitung
von

Lichtmikroskopen

10402-000

Prototyp

BIO1-C4-18-260

M00513400

Seriennummer
3322000739

Art.Nr. 1600-
426508-9902-
000



ZEISS Plan-Neofluar Objektiv Malistab

1,25 x

ZEISS A-Plan Objektiv Malstab
2,5 x, 5x, 10x

ZEISS N-Achroplan Objektiv Malstab
20x

OLYMPUS BX53F Mikroskop

OLYMPUS PlanAPO N Objektiv Malstab
2x

OLYMPUS UPlan FLN Objektiv Malstab
4x

OLYMPUS UPlan FLN Objektiv Malstab
10x

OLYMPUS UPlan FLN Objektiv Malstab
20x

OLYMPUS UPlan FLN Objektiv Malstab
40x

Tabelle 2: Verwendetes Material in der humanen Studie

Die CB wurden mit dem Basismodul ERBECRYO®2 und einem ERBE
Kryosondenprototyp mit 1,1 mm Durchmesser und 130 cm Lange durchgeflhrt.
Die Zangenbiopsien wurden mit der Cholangioskopiezange (CF) EndoBite der
Firma Medwork (Medwork, Hochstadt, Deutschland) mit einem Durchmesser von
1,8 mm und einer Lange von 260 cm und mit der Biopsiezange Radial Jaw 4
Standard der Firma BostonScientific (Boston Scientific, Marlborough,
Massachusetts, USA) mit dem Durchmesser 2,8 mm und einer Lange von 240

cm durchgeflhrt.

Die histologische Beurteilung des Gewebes erfolgte mit einem Mikroskop des
Typs BX53F und Objektiven der Firma OLYMPUS. Als Obijektive fur den Mal3stab
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2x wurde der Typ PlanAPO N verwendet. Fur die MalRstabe 4x/10x/20x/40x
wurden Objektive des Typ UPlan FLN eingesetzt. Die GréRenausmessung des
Gewebes erfolgte durch das Lichtmikroskop Zeiss Axioscope.A1 der Firma
ZEISS. Es wurden Objektive der Firma ZEISS im Maldstab 1,25x (Typ Plan-Neo
fluar), 2,5/5/10x (Typ A-Plan) und Malstab 20x (Typ N-Achroplan) genutzt. Als
Mikroskopkamera zur Digitalisierung der histologischen Schnitte wurde die
Axiocam MRc der Firma ZEISS verwendet und zur weiteren digitalen
Bildverarbeitung und GrélRenausmessung die Software ZEN (blue edition) der
Firma ZEISS. Tabelle zwei listet das verwendete Material im humanen Teil der
Studie auf.

2.2.2 Studienpopulation

Die Probandenrekrutierung erfolgte in Kooperation mit der Abteilung flr
Viszeralchirurgie des Robert-Bosch-Krankenhauses. Die angestrebte Fallzahl
betrug n=10-15. Eingeschlossen wurden Patienten, bei denen der Verdacht oder
bereits die histologische Bestatigung auf eine Tumorformation im Bereich des
Pankreas oder der grollen Gallenwege bestand und die sich einer

Duodenopankreatektomie (Whipple-Operation) unterzogen.

2.2.3 Ethikvotum

Die geplante Studie wurde der Ethikkommission der Eberhard-Karls-Universitat
Tubingen am 28.07.2017 vorgelegt. Am 28.09.2017 erfolgte die Bestatigung,
dass seitens der Ethikkommission bezuglich der Studie keine Bedenken
bestanden (Projektnummer 495/2017B0O2). In dieser Studie wurden alle
Analysen explizit mit Restmaterialien durchgefiihrt, die im Rahmen der Blut- und
Gewebebank des Robert-Bosch-Krankenhauses (IKP 238, Zeichen der
Universitatsklinikum Tudbingen Ethik-Kommission: 448/2009BO2) gesammelt

wurden.
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2.2.4 Aufklarung

Die Patienten wurden Uber die oben genannte Blut- und Gewebebank des
Robert-Bosch-Krankenhauses/Instituts Klinische Pharmakologie
schriftlich/mundlich am Vortag der Operation informiert und aufgeklart.
Voraussetzung fir die Teilnahme eines Patienten als Proband war eine

schriftliche Einwilligung.

Die schriftliche Patienteninformation stellte klar, dass eine Weigerung, an der
Untersuchung teilzunehmen, oder der Rucktritt von den Untersuchungen zu
jedem beliebigen Zeitpunkt ohne nachteilige Folgen flr den Patienten bliebe. In
jedem Falle bestatigte die Unterschrift, dass der Patient sich freiwillig
entschlossen hatte, an der oben genannten Blut- und Gewebebank
teilzunehmen, unbeschadet gesetzlicher und ethischer Rechte und mit der
Maoglichkeit, jederzeit ohne Angabe von Grinden von der Teilnahme

zuruckzutreten.

2.2.5 Datenerfassung und Datenschutz

Die Einwilligung der Patientin/des Patienten zur Aufbewahrung und Analyse von
Biomaterialien im Rahmen der oben genannten Blut- und Gewebebank des
Robert-Bosch-Krankenhauses/Instituts fur klinische Pharmakologie beinhaltete
auch die Einwilligung in die Erfassung der demografischen (zum Beispiel Alter,
Geschlecht) und krankheitsbezogenen Daten die routinemaRig in der
Krankenakte erfasst werden. Alle relevanten projektbezogenen klinischen Daten
wurden aus der Krankenakte in einem gesonderten Studienfile pseudonymisiert
gespeichert. Die Daten und Biomaterialien, die im Rahmen dieses Projektes
erhoben und analysiert wurden, werden fir 10 Jahre gespeichert
beziehungsweise aufbewahrt. Danach werden alle erhobenen persénlichen und
klinischen Daten sowie alle Proben anonymisiert. Im Anschluss ist ein Widerruf
nicht mehr mdglich. Darauf wurden die teiinehmenden Probanden hingewiesen.
Im Rahmen der neuen Europaischen Datenschutz-Grundverordnung vom
25.05.2018 erfolgte zusatzlich die schriftliche Information der Studienbeteiligten,

die vor dem 25.05.2018 an der Studie teilnahmen. Probanden die nach dem

30



25.05.2018 in die Studie eingeschlossen wurden, unterschriecben eine
zusatzliche Erganzung zur Patienteninformation und Einwilligungserklarung fir
Studien.

2.2.6 Gewebeentnahme und Praparation

Das explantierte humane Praparat beinhaltete Pankreasgewebe, Duodenum und
Gallengang, welcher in die Papille mundete. Nach durchgefuhrter Operation
(Duodenopankreatektomie) wurde das Gewebe nativ in die Abteilung flr
Pathologie gebracht. Hier erfolgten die Inspektion und Aufbereitung des
Gewebes durch einen erfahrenen Pathologen. Der distale Gallengang wurde mit
einer Schere in Richtung Papille im Langsschnitt eroffnet. Die Gerateeinstellung
des ERBECRYO®2 wurden mit Effekt eins und 60 bar CO2-Druck festgelegt. Im
Anschluss wurde das Praparat manuell mit zwei Pinzetten fixiert und es erfolgten
Gewebeentnahmen durch CB mit unterschiedlichen Aktivierungszeiten oder eine
der zwei Biopsiezangen (Durchfihrung siehe auch Abschnitt Tiermodell) aus
dem praparierten Gallengang von proximal nach distal zur Papillenregion.
Abbildung 11 zeigt die Biopsiestelle nach Gewebeentnahme und Abbildung 12
das erhaltene Gewebe. Das gewonnene Gewebe wurde in vierprozentigem
Formalin fixiert, in Paraffin eingebettet, aus den Gewebebldcken histologische
Schnitte zur mikroskopischen Beurteilung angefertigt und im Anschluss mit

Hamatoxylin Eosin gefarbt.
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Abbildung 11: Biopsiestelle nach Gewebsentnahme mit Kryosonde

F

Abbildung 12: Entnommenes Gewebe durch Kryobiopsie

32



2.2.7 Histologische Beurteilung/Reprasentativitat

Die histologische Beurteilung des erhaltenen Gewebes wurde von zwei klinisch
erfahrenen Histopathologen, verblindet zur Biopsietechnik, durchgefuhrt. Zur
Qualitatsbeurteilung des erhaltenen Gewebes diente ein vorgefertigter
Fragebogen. Erster Punkt des Fragebogens war eine Beurteilung in Hinsicht auf
Artefakte. Mogliche Angaben waren: keine, niedrige, mafige oder hohe Rate (in
Zahlen null, eins, zwei, drei) an Quetschartefakten oder andere Ursache flr
Artefakte.

Als nachster Punkt wurde die Frage nach der Verwertbarkeit der Probe gestellt,
der sogenannten Reprasentativitat. Anzukreuzen war Ja oder Nein (in Zahlen null
oder eins) mit eventueller Begrindung (zu klein, Quetschartefakte, kein
Gallengangsgewebe). Reprasentativitadt wurde definiert als das Vorhandensein
von ausreichend auswertbarem Gallengangsepithel, um eine Bdsartigkeit
auszuschlieRen, oder, im Falle eines Karzinoms, das Vorhandensein von
ausreichend Tumorzellen und moglichem invasivem Wachstum, das eine

eindeutige Diagnose einer Bosartigkeit ermdoglicht.

Der nachste Fragepunkt beinhaltete die histopathologische Beurteilbarkeit und
Qualitat des Gewebes. Hierzu wurde ein semiquantitativer Score (Likert-Skala)
von null bis sechs in aufsteigender Wertung genutzt (Tabelle 3). Null stellte als
niedrigste Bewertung fest, dass auf Grund der sehr schlechten Qualitat der
gewonnenen Probe eine Beurteilung der Morphologie und der
histopathologischen Merkmale nicht mdglich sei. Der Score zwei wurde als
schlechte Qualitat der Probe eingestuft und somit bestand eine deutliche
Beeintrachtigung der  Beurteilbarkeit der  Morphologie und  der
histopathologischen Merkmale. Als Score vier wurde festgelegt, dass trotz
leichter Einschrankungen der Probenqualitat eine Beurteilung der relevanten
Morphologien und histopathologischen Merkmale/Strukturen erfolgen kénne. Die
maximale Punktzahl sechs beschrieb die vollstandige und uneingeschrankte
Beurteilbarkeit aller relevanter Morphologien und histopathologischen

Merkmale/Strukturen.
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Die Fragebdgen wurden zu jedem einzelnen histologischen Praparat von beiden

Histopathologen unabhangig voneinander ausgefulit.

0 Due to very poor specimen quality, it is not possible to assess the

relevant morphological and histopathological features

Aufgrund der sehr schlechten Probenqualitét ist es nicht méglich, die relevanten
morphologischen und histopathologischen Merkmale zu beurteilen

1

2 Due to poor specimen quality assessment of relevant morphological
and histopathological structures and features is severely
compromised
Aufgrund schlechter Probenqualitét ist die Beurteilung relevanter morphologischer
und histopathologischer Strukturen und Merkmale stark beeintréchtigt

3

4 Despite moderate limitations in specimens’ quality assessment of the
relevant morphological and histopathological structures and features
is compromised but possible
Trotz moderater Einschrankungen der Proben ist die Qualitatsbeurteilung der
relevanten morphologischen und histopathologischen Strukturen und Merkmale
beeintréchtigt, aber méglich

5

6 The specimen allows for complete and unrestricted assessment of all

relevant morphological and histopathological structures and features

Die Probe ermdglicht eine vollsténdige und uneingeschrénkte Beurteilung aller

relevanten morphologischen und histopathologischen Strukturen und Merkmale

Tabelle 3: Originaler histologischer Bewertungsbogen nach Likert

(Likert-Skala 0-6) zur Beurteilbarkeit der Qualitét des erhaltenen Gewebes (") und deutsche Ubersetzung

34



2.2.8 GroRenausmessung

Das erhaltene Gewebe wurde nach der Anfertigung der histologischen Schnitte
zur weiteren Beurteilung ausgemessen. Hierzu wurden die Schnitte
lichtmikroskopisch (ZEISS Zeiss Axioscope.A1) dargestellt. Mit Hilfe einer
Mikroskopkamera (ZEISS Axiocam MRc) wurden diese fotografiert und
digitalisiert. Im Anschluss wurde die GroRe durch digitale Umrandung des
fixierten Gewebes und automatisches Berechnen der Oberflache mit der
Software-Tool ZEN (blue edition) ausgemessen (Abbildung 13 und 22). Die

Ergebnisse der GroRenausmessung wurden tabellarisch festgehalten.

Fliche 2,653 mm?
Mittlere Intensitat 2016,456

0,5 mm

Abbildung 13: Beispiel der Gré3enausmessung
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2.3 Statistik

Tiermodell

Samtliche Daten wurden mit der Graph Pad Prism Software Version 8 (Graph
Pad Software, LCC) und R (R Core Team [2020], tidyverse package Version
1.3.0.) analysiert und ausgewertet. Zur Berechnung der statistischen Signifikanz
wurden je nach Datenart der Mann-Whitney-Test, der Wilcoxon-Test oder der
Chi-Quadrat-Test angewendet. Sdmtliche p-Werte sind zweiseitig und ein p-Wert

von kleiner 0,05 wurde als statistisch signifikant gewertet.

Humaner Teil

Die Ubereinstimmung der beiden Pathologen (Interrater-Reliabilitét) beziiglich
der Reprasentativitadt wurde durch den Cohen’s Kappa Koeffizient ausgedrtickt.
Zur Vermeidung von Fehlern bei multiplen Tests wurde die Bonferroni-Holm Me-
thode angewandt. Ausgehend von den erhaltenen Daten der Studie wurde eine
Post-hoc Poweranalyse durchgeflihrt. Die Powerberechnung der Studie wurde
mit der Funktion power.t.test in R durchgefuhrt und lag bei 47%. Da es sich nicht
um eine randomisierte Studie handelte, wurde eine Post-hoc-Analyse durchge-
fuhrt, um ein mdgliches Bias in der chronologischen Reihenfolge der Biopsiever-
suche aufzudecken. Obwohl die Verteilung der Biopsieversuche zwischen den
Patienten und der Biopsietechnik nicht véllig gleich war (p=0,089), gab es keine

eindeutige statistische Verzerrung.
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3. Ergebnisse

3.1 Auswertung Tiermodell

3.1.1 Makroskopische Auswertung

Die erfolgreichen Biopsien und Biopsieversuche verteilten sich auf die einzelnen

Methoden wie folgt:

CB 27 5 22
CB + Elevation 44 13 31
CB + HF 16 11 5
CF 16 0 16
GBF 9 9 0
CF + Elevation 3 0 3
GBF +Elevation 9 5 4
CB gesamt 87 29 58
CF/GBF gesamt 37 14 23
Biopsien gesamt 124 43 81

Tabelle 4: Verteilung der erfolgreichen Biopsien und Biopsieversuche auf die einzelnen Methoden

In Summe wurden 124 Biopsien durchgefuhrt. Tabelle vier listet die Verteilung
der erfolgreichen Biopsien und Biopsieversuche auf. 87 Biopsien erfolgten in
Kryobiopsietechnik/Kombinationstechnik und 37 Biopsien in
Zangenbiopsie/Kombinationstechnik. Von den insgesamt 124 Biopsien waren 43
Biopsien (35%) erfolgreich. 81 Biopsien (65%) waren nicht erfolgreich.
(Verteilung der Biopsieversuche und erfolgreicher Biopsien der einzelnen
Methoden siehe Tabelle 4). Mit CF konnten keine Proben gewonnen werden.
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Insgesamt betrachtet waren 29 Biopsien in Kryobiopsietechnik und 14 in
Zangentechnik erfolgreich. Der p-Wert der beiden Gruppen lag bei p = 0,682 und

ist somit statistisch nicht signifikant.

3.1.2 Histologische Beurteilung

Die histologische Beurteilung der erhaltenen Gewebeproben konnte nur sehr ein-
geschrankt erfolgen (gesamt 16 Proben). Nur bei vier von 16 ausgewerteten Ge-
webeproben konnte eine Unterscheidung der verschiedenen Gewebetypen mik-
roskopisch getroffen werden. Drei dieser vier Proben zeigten eine Perforation des
Gallenganges. Eine Beurteilung der Qualitédt des Gewebes und mdglicher Arte-

fakte war nicht moglich.

3.1.3 GroRenauswertung

Angefertigt und ausgewertet wurden jeweils vier exemplarische histologische
Schnitte der vier verschiedenen Entnahmetechniken (CB, CB+Elevation, GBF,
GBF/Elevation). Die Entnahmetechnik CB/HF-Chirurgie wurde auf Grund der zu
grollen Destruktion des Gewebes nicht bericksichtigt. Ebenfalls entfiel die
Auswertung der CF, da mit dieser Technik keine verwertbaren Proben gewonnen
werden konnten. Der Mittelwert der vier Schnitte des ausgemessenen Areals lag
fur die CB bei 9,65 mm? bei einer Standardabweichung von 8,03 und fur die CB
mit Elevation bei einem Mittelwert von 8,66 mm? bei einer Standardabweichung
von 7,0. Der Mittelwert der vier Schnitte des ausgemessenen Areals fur die GBF
lag bei 2,14 mm? bei einer Standardabweichung von 0,93 und fir GBF mit
Elevation lag der Mittelwert bei 2,11 mm? mit einer Standardabweichung von
0,89. Nach Zusammenfihrung der Subgruppen (CB/CB + Elevation und
GBF/GBF + Elevation) ergab sich fiir die CB ein Mittelwert von 9,15 mm? und fir
die Zangenbiopsie ein Mittelwert von 2,13 mm? (p=0,014) (Tabelle 5, Abbildung
14 und 15).
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CB CB/Elevation GBF GBF/Elevation

Probe no. Area Area mm? Area mm? Area mm?
mm?

2 20,79

9 6,24

11 4,88

13 9,52

17 1,54

21 1,15

26 2,04

27 3,04

28 3,02

30 2,84

32 18,69

35 8,01

37 1,90
38 1,97

39 3,35

40 1,23
MW: 9,65 8,66 2,14 2,11
STABW: 8,03 7,00 0,93 0,89

Tabelle 5: Tabellarische Darstellung der ausgemessenen Areale der vier Subgruppen

MW=Mittelwert, STABW=Standardabweichung, CB (Kryobiopsie), GBF (Standardbiopsiezange)
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20 1

Abbildung 14: GréBenauswertung der Subgruppen in mm? aus n= 4 / Instrumentengruppe

2. p=0.014
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Abbildung 15: Gré3enauswertung in mm? nach Zusammenfiihrung der Subgruppen

pro Instrument zu je n = 8/ Instrument
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Abbildung 16: Représentative Schnitte fiir Kryobiopsien (links) und Zangenbiopsien (rechts).

Die Schnitte sind nach den gré8ten (oben), mittleren (Mitte) und kleinsten (unten) Biopsien, die mit dem
Jjeweiligen Instrument erhalten wurden, sortiert. Zu beachten ist die teilweise unterschiedliche Maleinheit



3.1.4 Spezielle Beurteilung des Gewebsschadens bei Elevation

Die histologische Beurteilung des Gewebeschadens nach Elevation zeigte eine
deutlich zu tiefe Eindringtiefe des Wasserstrahls fur alle drei durchgefihrten
Effekte (Effekt 30bar, Effekt 40bar, Effekt 50bar) mit Perforation des Gallengangs
und Eindringen des Wasserstrahls bis ins tieferliegende Fettgewebe. Die
gewulnschte Elevation des Gewebes konnte nicht erreicht werden (Beispiel
Abbildung 17).

Abbildung 17: Histologischer Schnitt (HE-Fdrbung) nach Unterspritzung mit Gewebsmarkierungsfarbe
(blaues Gewebe)
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3.2 Auswertung humaner Teil

3.2.1 Patientenpopulation

Die Anzahl der eingeschlossenen Patienten der Studie war n = 14. Der Mittelwert
des Alters lag bei 70,8 Jahren. Der jungste Patient war 50 Jahre alt, der alteste
Patient 84 Jahre. Neun der 14 Patienten waren mannlichen Geschlechts und funf
Patienten weiblichen Geschlechts (Auflistung der endgultigen Histologie und

Verteilung Biopsieversuche/erfolgreiche Biopsien siehe Tabelle sechs).

1 weiblich 69 Pankreaskarzinom 3/3
2 weiblich 79 Pankreaskarzinom 0/6
3 mannlich 61 Pankreaskarzinom 4/9
4 weiblich 77 Pankreaskarzinom 3/6
5 mannlich 76 Pankreaskarzinom 5/8
6 weiblich 56 Cholangiokarzinom 4/7
7 mannlich 76 Pankreaskarzinom 4/7
8 mannlich 83 Pankreaskarzinom 5/10
9 mannlich 64 Papillenkarzinom 4/10
10 weiblich 50 Chronische Pankreatitis  6/9
11 mannlich 60 Neuroendokriner Tumor  5/9
12 mannlich 82 Pankreaskarzinom 2/9
13 mannlich 84 Cholangiokarzinom 9/9
14 mannlich 74 Zystadenom 3/10

Tabelle 6: Endgliltige Histologie der Patienten und Verteilung der erfolgreichen Biopsien/ Biopsieversuche
pro Patient (1)
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3.2.2 Makroskopische Auswertung

Es wurden insgesamt 112 Biopsieversuche an 14 Explantaten mit CB, CF oder
GBF durchgefuhrt. Hiervon waren 57 (50,9%) erfolgreich, das heif3t, es konnte
Gewebematerial aus dem Gallengang gewonnen werden. Bei einem Explantat
waren weder CB noch Zangenbiopsie erfolgreich. Zehn erhaltene
Gewebeproben mussten von der GréRenausmessung und histologischen
Beurteilung ausgeschlossen werden, da sie kein histopathologisch
auswertbares Material enthielten (entweder auf Grund technischer Fehler oder

fehlenden Gallengangsgewebes innerhalb der Probe, Abbildung 18).

Die Erfolgsrate mit CF lag bei 6/29 (20,7%) und mit GBF bei 23/33 (69,7%)
erhaltenen Biopsien. In Kryobiopsietechnik konnten 28/50 (56%) erfolgreiche
Proben gewonnen werden. Die Erfolgsrate der CB (p = 0,005) und GBF (p =
0,003) war signifikant hoher im Vergleich zur CF. Es gab keinen statistisch
signifikanten Unterschied zwischen der Erfolgsrate von CB und GBF (p = 0,31).
Da nur drei Cholangioskopiezangenbiopsien eines einzigen Patienten
vollstandig auszuwerten waren, wurde diese Modalitat/Biopsietechnik von den

weiteren Auswertungen ausgeschlossen.

In der endgultigen histologischen Auswertung fand sich bei drei Probanden ein
Tumor beziehungsweise eine Entzindung der Gallenwege. In dieser
Untergruppe mit pathologisch verandertem Gewebe lag die Erfolgsrate von
erhaltenem Gewebe bei 50% (3/6) fur die CF, 55.5% (5/9) fur die GBF und
81.8% (9/11) fur die CB ohne statistisch signifikanten Unterschied innerhalb der
Gruppe (CB vs. GBF p =0,20; CB vs. CF p =0,17; CF vs. GBF p =0,83).®
Tabelle sieben zeigt die Verteilung der Biopsieversuche betreffend die

verschiedenen Modalitaten.
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. No tissue retrieved . Evaluable . Technical error . No bile ducts
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Abbildung 18: Anzahl der Biopsieversuche fiir jedes Instrument

(rot: kein Gewebe erhalten; griin: auswertbar flir alle nachfolgenden Analysen; blau: technischer Fehler bei
der Verarbeitung; lila: keine auswertbaren Gallengénge im histopathologischen Préparat). (')
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Methode CB CF GBF Alle Methoden

Erfolgreich/ Erfolgreich/ Erfolgreich/ Erfolgreich/
gesamt gesamt gesamt [CEET 1

Patient

1 3/3 0/0 0/0 3/3

2 0/3 0/3 0/0 0/6

3 3/4 1/5 0/0 4/9

4 0/3 0/0 3/3 3/6

5 3/5 0/0 2/3 5/8

6 3/4 0/0 1/3 417

7 3/4 0/0 1/3 417

8 3/4 0/3 2/3 5/10

9 3/4 0/3 1/3 4/10

10 2/3 1/3 3/3 6/9

1 1/3 1/3 3/3 5/9

12 1/3 0/3 1/3 2/9

13 3/3 3/3 3/3 9/9

14 0/4 0/3 3/3 3/10

Total 28/50 6/29 23/33 57/112

Tabelle 7: Verteilung der Biopsieversuche der verschiedenen Modalitéten (")
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3.2.3 Histologische Beurteilung

Die histologische Beurteilung erfolgte durch zwei Pathologen mit Hilfe eines
vorgefertigten Fragebogens anhand eines semiquantitativen Scores (Likert
Skala) von 0-6 Punkten (siehe auch 2.2.7). Der Mittelwert der histologischen
Beurteilbarkeit der GBF lag im Durchschnitt bei 3,29 £ 1,34 Punkten mit einem
maximalen Wert von sechs Punkten und einem minimalen Wert von null Punkten.
Die histologische Beurteilbarkeit der CB wurde durchschnittlich mit 4,35 + 1,20
Punkten bewertet. Der Maximalwert lag bei sechs Punkten und der Minimalwert
bei einem Punkt. Die CB zeigte sich statistisch signifikant Gberlegen in Bezug auf
die histologische Beurteilung gegentiber der GBF (p = 0,016) (Abbildung 19). ?
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Abbildung 19: Streudiagramm/Verteilungsmuster der histologischen Beurteilung

Histologischen Beurteilung durch zwei unabhéngige Pathologen mittels Likert-Skala (0-6) (')
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3.2.4 Reprasentativitat

Es bestand eine gute Ubereinstimmung zwischen den Bewertungen der beiden
Pathologen (Ubereinstimmung 87,5 %, Cohen's Kappa von 0,69). Drei
Gewebeproben wurden von der Analyse der Gréllenausmessung und der
histologischen Beurteilung ausgeschlossen, da sie kein auswertbares
Gallengangsgewebe enthielten. Diese Proben wurden als nicht reprasentativ
gewertet. Von 19 erhaltenen Proben fir die GBF wurden 12 (63 %) von beiden
Pathologen als reprasentativ bewertet. 23 der 25 durch CB erhaltene Proben (92
%) waren reprasentativ. Somit zeigte sich die CB statistisch signifikant iberlegen
in Bezug auf die Repréasentativitat (p = 0,027; Abbildung 20). @
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Abbildung 20: Anzahl der représentativen Biopsien

(CB vs. GBF, repréasentativ ja/rot und nein/blau). ()
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Abbildung 21: Beispiele von histologischen Schnitten

Standardbiopsiezange (oben) und Kryobiopsie (unten) ()
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3.2.5 GroBRenausmessung

Die durchschnittliche Flachengrélie des erhaltenen Biopsiegewebes der GBF
war 3,3 + 5,1 mm?2. Als Maximum fand sich eine Flache von 21,17 mm? und als
Minimum 0,17 mm?2. Fir die CB lag die durchschnittliche FlachengroRe des
erhaltenen Biopsiegewebes bei 5,6 + 4,5 mm?2. Der maximale Wert lag bei 17,51
mm?2 und der minimale Wert bei 1,06 mm2. Die durchschnittlich erhaltene
Gewebeflache der CB war signifkant groRer im Vergleich zur GBF (p = 0,0059,
Abbildung 23). ?

0,5mm

Abbildung 22: Beispiel der digitalen Umrandung des fixierten und abfotografierten Gewebes

(hier Gewebe mit Kryobiopsie erhalten) und des automatischen Berechnens der Oberfldche mit der Software
Tool ZEN (blue edition) ()
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Abbildung 23: Streudiagramm/Verteilungsmuster der Gré3enausmessungen von Kryobiopsie und
Standardbiopsiezange (")
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4. Diskussion

Die Unterscheidung benigner von malignen Strikturen im Gallengang stellt im
klinischen Alltag eine grof3e Herausforderung dar (Tanaka et al. 2018). Grund
hierfur ist trotz verschiedenen eingesetzten Verfahrenstechniken zur
Gewebegewinnung - als Standard werden die Burstenzytologie und
fluoroskopisch gesteuerte Zangenbiopsie wahrend der ERCP genutzt - eine
eingeschrankte  Sensitivitdat der Diagnostik. Eine Kombination der
Verfahrensmodalitaten auch unter Hinzunahme genetischer Diagnostik fuhrt zu
einer Verbesserung der Sensitivitat (Navaneethan et al. 2015b, Nanda et al.
2015, Gonda et al. 2017, Bankov et al. 2018).

Neuere diagnostische Methoden wie die Cholangioskopie oder
endosonographisch gesteuerte Feinnadelpunktion zeigen eine mafige und in
ausgewahlten Studien gute diagnostische Sensitivitat (Weilert et al. 2014,
Kurihara et al. 2016, Navaneethan et al. 2015a). Dennoch konnte bislang keine
Uberlegenheit der direkten visuellen Biopsie der Cholangioskopie gegeniiber der

fluoroskopisch gesteuerten Biopsie gefunden werden (Walter et al. 2016).

Die zu erreichende Sensitivitat mit Kombinationsverfahren oder mit Hilfe neuerer
diagnostischer Methoden ist nicht zufriedenstellend. Aus diesem Grund wurde in
dieser Arbeit eine neue Gewebeentnahmetechnik, die CB, als mdogliches
Biopsieverfahren zur Verbesserung der diagnostischen Sensitivitat im Bereich
der Gallenwege untersucht. Es erfolgte die Beurteilung in Hinsicht auf
Machbarkeit, GrolRe und Qualitdt im Vergleich zur herkdmmlichen
Zangenbiopsie. Die CB wird in der Pneumologie bereits im klinischen Alltag
angewendet und Studien haben in diesem Bereich eine Uberlegenheit
gegenuber herkommlichen diagnostischen Methoden mit Biopsiezange ergeben
(Hetzel et al. 2012, Schumann et al. 2010a).
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Tiermodell

In der makroskopischen Auswertung ergab sich flr die Machbarkeit keine
statistische Signifikanz zwischen CB und Zangenbiopsie (p=0,682). Allgemein
zeigte sich bei beiden Verfahrenstechniken eine nicht zufriedenstellende
Erfolgsquote bei der Gewebeentnahme. Eine Erklarung hierfur konnte die harte
Oberflache des Gallengangs mit ihrer festen Bindegewebestruktur direkt

unterhalb des Epithels sein.

Die  Zangenbiopsie = wurde  zunachst mit einer herkdmmlichen
Cholangioskopiezange durchgefuhrt. Die Gewebeentnahme mit dieser Zange
war jedoch nicht mdglich (null Prozent Erfolgsquote), weshalb eine Umstellung
auf eine Biopsiezange fur den Gastrointestinaltrakt (GBF) erfolgen musste. Ein
Grund fur die frustrane Gewebeentnahme mit der CF und die bessere
Erfolgsquote mit der GBF kdnnte die unterschiedliche Oberflachenbeschaffenheit
der beiden Zangen sein. So wies die in dieser Arbeit genutzte CF eine geradlinige
Kontur am Zangenkopf auf im Gegensatz zur Magenbiopsiezange mit ihrem
gezackten Oberflachenrelief. Mit der CF war es somit schwieriger einen Defekt
in der sehr derben Oberflache des Gallengangs zu setzen. Im Gegensatz hierzu
fiel es mit der GBF mit gezacktem Oberflachenrelief leichter, einen Defekt zu
setzen und im Anschluss Gewebe zu erhalten. Weiterhin wurde als Biopsiezange
eine Magenbiopsiezange verwendet, welche im Vergleich zur CF einen deutlich

grolleren Durchmesser aufweist.

Die histologische Bewertung im Tiermodell konnte wegen der kaum verwertbaren
Proben nur sehr eingeschrankt erfolgen. Grund hierfir war das bereits
degenerierte und nicht mehr beurteilbare Gewebe. Als Ursache kommen hier
eine falsche Lagerung des erhaltenen Gewebes oder eine falsche
Lésungszusammenstellung in Betracht. Auch der im Vorfeld langere Aufenthalt
im Wasserbad (bis zu finf Stunden) kdnnte eine Erklarung dafur sein, dass
bereits ein Zerfall des Gewebes begonnen hatte. Hierdurch konnte an den
angefertigten Schnitten keine adaquate Beurteilung der Qualitat erfolgen. Diese
Limitationen sind Grund fur die darauffolgende Durchfihrung der humanen
Explantat Studie.
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Die Grélenausmessung wurde anhand vier jeweils exemplarisch angelegter
histologischer Schnitte pro Gewebeentnahmetechnik durchgefihrt. Die mit der
CB entnommenen Gewebeproben waren im Mittel mindestens um den Faktor
vier grol3er als die gleichzeitig mittels Zangenbiopsie erhaltenen Gewebeproben.
Die Ergebnisse decken sich mit einer aktuellen praklinischen Studie im Bereich
der Urologie. Klein et al. konnten fur die CB im Urogenitaltrakt nachweisen, dass
im Vergleich zu herkdbmmlichen Biopsietechniken deutlich gré3ere und qualitativ

bessere Gewebeproben mit der CB erhalten werden kdnnen (Klein et al. 2022).

Als Limitation muss in dieser Arbeit die kleine Anzahl an einbezogenen
Gewebeproben berlcksichtigt werden. Die Untersuchungen im Tiermodell
zeigten, dass die CB im Gallengang machbar ist und mit groReren erhaltenen
Gewebeproben im Vergleich zur herkdbmmlichen Zangenbiopsie einhergeht. Die
Erfolgsquote im nativen Gallengang war fir beide Modalitaten gering. Auf
Kombinationsverfahren musste bei zu groRer subepithelialer Gewebeschadigung
des Gallengangs verzichtet werden. Aus diesem Grund wurde fur den humanen

Teil der Studie die CB gegen die herkdmmliche Zangenbiopsie untersucht.

Humaner Teil
Makroskopische Auswertung

Wegen oben genannter Limitationen in den Versuchen des Tiermodells
(Beurteilung Qualitat) erfolgte der Entschluss zur Durchfuhrung von Versuchen
am humanen ex-vivo Modell. Im humanen Teil der Studie wurden die CB und
Zangenbiopsie an explantiertem Gallengangsgewebe miteinander verglichen.
Die makroskopische Auswertung (erfolgreiche Biopsieversuche) zeigte eine
signifikante Uberlegenheit der CB gegenlber der CF. Dabei war eine sehr
niedrige Rate erfolgreicher Biopsien mit der CF auffallig (20,7%). Dies hatte
bereits im Tiermodell festgestellt werden kdnnen.

Dieses Ergebnis deckt sich mit klinischen Beobachtungen. Durch den kleinen
Offnungsdiameter der CF kann haufig nur eine geringe Menge an Gewebe
gefasst werden. Die histologische Beschaffenheit des Gallengangs mit seinem

straffen Bindgewebeanteil erschwert die Biopsie. ) Sekine et al beschreiben
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dieses bekannte Problem in einer aktuellen Arbeit in Bezug auf
cholangioskopisch gewonnene Gewebeproben im Vergleich zur herkdmmlichen
Biopsie mittels ERCP. Dabei stellen die Autoren eine nicht ausreichende
Quantitat und Qualitat der Gewebeproben mit der Cholangioskopiezange

wahrend der Cholangioskopie fest (Sekine et al. 2022).

Auf Grund der niedrigen Erfolgsrate der CF wurde auch im humanen Teil der
Arbeit zusatzlich eine Magenbiopsiezange (GBF) verwendet. Mit ihrem gro3eren
Offnungsdiameter und dem gezackten Oberflachenrelief war die Erfolgsrate
(69,7%) der Biopsien im Vergleich zur CF (p=0,003) und zur CB (wenn auch hier
nicht statistisch signifikant p=0,31) deutlich héher. Dies lasst sich mit der
einfacheren Defektsetzung durch das gezackte Oberflachenrelief der GBF im
festen Bindegewebe des Gallenganges erklaren. Dies war auch schon in den
vorangehenden Tierversuchen zu beobachten. ® Diese Erkenntnis zeigte sich
ebenfalls bei der Untergruppe der Probanden mit pathologisch verandertem
Gallengangsgewebe (entzundlich/Tumor). Auf Grund der hier anderen
Oberflachenstruktur des Gallengangs mit nekrotischem/weicherem Epithel war
es einfacher, Gewebe mit der Kryosonde (81,8%) oder der CF (50%) zu erhalten
(GBF 55,5%).

Die bei der CB erhaltenen Gewebeproben waren von guter Qualitat und GroRe.
Aus unserer Sicht kdnnen, im Gegensatz zu nativen Gallenwegen, im Bereich
von pathologischen Veranderungen mit Hilfe der CB qualitativ und quantitativ
sehr gute Biopsien erhalten werden. Da bei dieser Arbeit leider eine zu niedrige
Fallzahl von Patienten mit pathologischem Gallengangsgewebe eingeschlossen
wurde, sind die Ergebnisse rein deskriptiv und es fand sich keine statistisch
nachweisbare Uberlegenheit der CB gegeniiber der Zangenbiopsie bezliglich der

Machbarkeit bei pathologisch verandertem Gallengangsgewebe. )
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GréBenauswertung

Im Vergleich zur Biopsiezange konnten in unserer Arbeit signifikant groRere
Gewebeproben mit der CB erhalten werden (durchschnittliche Grof3enflache 5,6
+ 4,5 mm?, p=0,0059). Dennoch war die GroRendifferenz nicht so ausgepragt wie
in vorangegangenen Studien im Bereich der Urologie und Pneumologie (Yarmus
etal. 2016), (Klein et al. 2019), (Franke et al. 2016). Eine Erklarung hierfur kdnnte
der im Vergleich zu einer Cholangioskopiezange oder Bronchoskopiezange
bereits erwahnte groRere Offnungsdiameter der in dieser Arbeit verwendeten
GBF sein. @ Die verwendete GBF wird bei Gastroskopien genutzt und passt auf
Grund ihres Durchmessers nicht durch den Arbeitskanal aktueller

Cholangioskope.

Dartber hinaus wurden bei Anwendung der CB nur sehr niedrige
Aktivierungszeiten verwendet. Der Grund hierfir war die noch ausstehende
klinisch pathologische Beurteilung. Zudem sollte eine zu grof3e Schadigung des
Gewebes vor der weiteren Verarbeitung vermieden werden. Eine hdhere
Aktivierungszeit geht mit groReren Gewebsproben einher. Dies konnte bereits im
Bereich der Pneumologie nachgewiesen werden (Franke et al. 2016). Vor allem
bei Tumorgewebe/entziindlichem Gewebe, wahrscheinlich auf Grund seiner
anderen Gewebestruktur, konnte problemlos und mit niedriger Aktivierungszeit
mehr/addquat Gewebe gewonnen werden. Die Anderung der Aktivierungszeit
von einer Sekunde auf drei Sekunden zeigte hier eine deutliche Zunahme der
Grolke der Biopsie. Wie bereits erwahnt kann auf Grund der niedrigen Fallzahlen
hier nur von Beobachtungen gesprochen werden. Andererseits konnte ein
Nachteil zu groRer Proben sein, dass diese nicht mehr durch den Arbeitskanal
des Cholangioskops oder sogar des Duodenoskops passen wirden und somit
die Probeentnahme nur mit Entfernung des ganzen Untersuchuchungsgerates
vorgenommen werden konnte, so wie es bei bronchoskopischen Eingriffen der
Fall ist (Hetzel et al 2020). ?® AuBerdem konnte es bei einer zu hohen
Aktivierungszeit wahrend der Untersuchung zu einer Verletzung/ Perforation der
Gallengangswege oder zu Blutungskomplikationen kommen. In der
histologischen Beurteilung des erhaltenen Gewebes nach CB konnte zwar kein

Hinweis auf eine tiefere, subepitheliale Schadigung gefunden werden, dennoch
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kénnen wir anhand des Studiendesigns (Ex-Vivo/Machbarkeitsstudie) keine
Ruckschlisse auf Komplikationen wahrend des diagnostischen Eingriffes ziehen.

Dies muss in weiteren Studien gepriift werden. @

Histologische Beurteilbarkeit und Représentativitat

In Bezug auf die histologische Beurteilbarkeit und die Reprasentativitat zeigte
sich die CB gegenuber der GBF Uberlegen. Mit der CB konnten gréRere und
damit qualitativ bessere Proben im Vergleich zur GBF gewonnen werden. Diese
Ergebnisse befinden sich im Einklang mit vorherigen Arbeiten im Bereich der

Pneumologie und Urologie.

Dabei zeigte sich die CB der Zangenbiopsie in Bezug auf die histologische
Qualitat und Beurteilbarkeit der gewonnenen Proben deutlich Uberlegen. Es
konnten im Verhaltnis qualitativ bessere Proben mit der CB erhalten werden
(Klein et al. 2019), (Schumann et al. 2010a). Im Bereich der Pneumologie wird
die CB bereits im klinischen Alltag genutzt. Hetzel et al. haben in einer grof3
angelegten multizentrischen Studie die diagnostische Uberlegenheit der CB im
Vergleich zu einer herkdmmlichen Zangenbiopsie im Hinblick auf die
diagnostische Aussagekraft bei Lungentumoren beschrieben. Dabei fand sich
eine im Schnitt groRere erhaltene Gewebsprobe mit der Kryobiopsietechnik im
Vergleich zur herkdbmmlichen Zangenbiopsie und eine deutlich erhohte
Sensitivitat in der Diagnosestellung bei kleinzelligen und nichtkleinzelligen

Lungenkarzinomen (Hetzel et al. 2012).
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Limitationen

Kritisch zu sehen ist die niedrige Fallzahl an Probanden in dieser Arbeit. Das
Hauptziel der Studie war die Beurteilung der Machbarkeit und des Erfolges der
CB im Gallengang. Es sollten erste Erfahrungen und Rickschlisse in Bezug auf
die bislang nicht durchgefiihrte CB im Gallengang erfolgen. Hierfur wurde eine
Anzahl von 15 Fallen als ausreichend festgelegt, um Schlussfolgerungen in

Bezug auf die generelle Machbarkeit ziehen zu konnen.

Weiterhin handelt es sich um eine unizentrische Studie. Dadurch fand sich nur
eine begrenzte Fallzahl von Patienten, die eine Pankreatikoduodenektomie
erhielten und somit untersuchbares Gewebe erhalten werden konnte.

Multizentrische Studien waren winschenswert. @)

Samtliche Versuche wurden an einem langs eroffneten und manuell fixierten
Gallengang durchgeflihrt, um ein standardisiertes Vorgehen flr den Erhalt von
Gewebe und die anschliefliende histopathologische Beurteilung zu ermdéglichen.
Daher wurde das Thema der Verbesserung der diagnostischen Sensitivitat von
unklaren Stenosen des Gallenganges in unserer Arbeit nicht gezielt adressiert.
Hierzu sind weitere klinische Untersuchungen erforderlich. Dabei sollten die
verschiedenen Biopsietechniken idealerweise wahrend eines endoskopischen
Eingriffes (Cholangioskopie oder fluoroskopische Untersuchung (ERCP))

miteinander verglichen werden. ?)

Weiterhin findet sich als Limitation die Anzahl der Biopsien mit CF. Da letztlich
nur drei Biopsien eines einzigen Patienten mit dieser Technik vollstandig
auszuwerten waren, musste diese Modalitat/Biopsietechnik von den weiteren

Auswertungen ausgeschlossen werden. @)

Mégliche Vorteile der Kryobiopsie gegentiber der Zangenbiopsie

Der Prototyp der Kryobiopsiesonde passt mit 1,1 mm Durchmesser in samtliche
Arbeitskanale aktueller Cholangioskope und wurde im Anschluss an dieser Arbeit
bereits in weiteren Untersuchungen getestet. Wir sehen einen Vorteil der
Kryosonde im Vergleich zu herkdbmmlichen Biopsiezangen, da - wie auch

vorangegangene Arbeiten gezeigt haben - die Sonde frontal und tangential mit
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gleicher Wirksamkeit angewendet werden kann (Hetzel et al. 2012). Hieraus
konnte eine erleichterte Anwendung bei verminderter Beweglichkeit/Flexibilitat in

kleineren Gallengangen wahrend der Cholangioskopie/ERCP entstehen. (2)

Schlussfolgerung

Diese erste systematische Machbarkeitsstudie zur CB in nativen und
neoplastischen Lasionen der Gallenwege im Tiermodell und am humanen
Explantat zeigt, dass die CB moglich ist und im Vergleich zur herkdmmlichen
Zangenbiopsie groflere und qualitativ bessere Gewebeproben liefert. Dabei
bestehen Einschrankungen im Bereich des nativen Gallengangs und observativ
Starken im Bereich neoplastischer Gewebeveranderungen. In Bezug auf die
Abklarung unklarer Strikturen des Gallengangs und der friheren Diagnostik von
Tumoren der Gallenwege sehen wir in der CB eine zukunftstrachtige
Biopsietechnik, die eine Verbesserung der Diagnostik und Sensitivitat ergeben
kann. Hierzu sind weitere klinische Studien vor allem in Hinsicht auf die

endoskopische Anwendung erforderlich.
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5. Zusammenfassung

Hintergrund: Die Abklarung unklarer Stenosen/Strikturen der Gallenwege ist
herausfordernd. Trotz unterschiedlicher Verfahrenstechniken in der Bildgebung
und zur Gewebeentnahme findet sich eine eingeschrankte Sensitivitat der Diag-
nostik. Eine Kombination der Verfahren zur Histologiegewinnung zeigt eine Ver-
besserung der Sensitivitat. Dennoch kann haufig keine eindeutige Diagnose ge-
stellt werden und somit erfolgt unter Umstanden eine falsche Behandlung. Eine

zuverlassigere Diagnostik mit besserer Sensitivitat ist winschenswert.

Fragestellung: Im Rahmen dieser Arbeit wurde eine neue Biopsietechnik, die
Kryobiopsie (CB), auf Machbarkeit und Qualitat im Bereich nativer Gallenwege
im Tiermodell und nativer sowie neoplastischer Gallenwege im humanen ex-vivo
Modell untersucht. Sie wurde mit herkdbmmlichen Biopsietechniken, der Zangen-

biopsie, verglichen.

Methodik: Der erste Abschnitt der Arbeit bestand aus ex-vivo Versuchen im Tier-
modell. Es erfolgten Gewebeentnahmen mit verschiedenen Techniken (inklusive
Kombinationsverfahren wie Elevation mit Unterspritzung, HF-Chirurgie) am ex-
plantierten, mittels Schnittinzision offengelegten Gallengangsgewebe von
Schweinen. Hierbei wurden die CB und die herkdmmliche Zangenbiopsie in Be-
zug auf Machbarkeit, Qualitat und GroRRe des erhaltenen Gewebes miteinander
verglichen. Die Machbarkeit wurde mit erhaltenes Gewebe Ja/Nein definiert. Die
GrolRenausmessung erfolgte durch Digitalisierung der histologischen Schnitte

und die Auswertung mit einer speziellen Software.

Im zweiten Abschnitt der Arbeit (humaner Teil) wurden Gewebeentnahmen an
explantiertem, humanem Gallengangsgewebe (nativ/neoplastisch) mit CB oder
Zangenbiopsie durchgefihrt. Das Gewebe wurde, nach Aufklarung und Einver-
standnis, von 14 Patienten erhalten, bei denen eine Pankreatikoduodenektomie
durchgefuhrt werden musste. Nach Eroffnung und Fixierung der Gallenwege im
Explantat erfolgte die Gewebeentnahme mittels CB oder Zangenbiopsie und im
Anschluss die Beurteilung der Machbarkeit (Gewebe erhalten Ja/Nein), Qualitat
(histologische Beurteilung und Reprasentativitat) und GroRRe. Die Qualitatsbeur-
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teilung und Reprasentativitat wurde durch zwei erfahrene Histopathologen an-
hand eines speziellen Fragebogens und eines semiquantitativen Scores in auf-
steigender Wertung (Likert-Skala 0-6) durchgeflhrt. Die GroRenausmessung der
histologischen Schnitte wurde nach deren Digitalisierung mit einer speziellen

Software durchgefihrt.

Ergebnisse: Die Ergebnisse im Tiermodell zeigten eine Machbarkeit der CB im
Gallengang. Die Erfolgsquote im nativen Gallengang war fur beide Modalitaten
der Gewebeentnahme (CB /Zangenbiopsie) gering. In der GroRenausmessung
waren die mit CB erhaltenen Proben signifikant gréRer als die mit einer Biop-
siezange gewonnenen Proben (p=0,014). Die Qualitat der Proben (histologische
Beurteilung) konnte auf Grund fehlender Verwertbarkeit (falsche Lagerung/ fal-
sche Losungszusammenstellung) nicht beurteilt werden. Auf Kombinationsver-
fahren wie mit Elevation durch Wasserunterspritzung oder HF-Chirurgie musste
bei zu grolier subepithelialer Gewebeschadigung des Gallengangs verzichtet
werden. Aus diesem Grund wurde fur den humanen Teil der Studie die CB gegen

die herkdbmmliche Zangenbiopsie ohne Kombinationsverfahren untersucht.

Im humanen Teil der Studie zeigte sich die CB machbar im nativen und neoplas-
tischen Gallengang. Im Vergleich zur Zangenbiopsie bestand keine statistische
Uberlegenheit bei der Erfolgsrate des erhaltenen Gewebes in der makroskopi-
schen Auswertung. Die histologische Beurteilung zeigte eine Uberlegene Qualitat
der erhaltenen Biopsien (p=0,016) und eine bessere Reprasentativitat der histo-
logischen Schnitte (p=0,027) bei der CB. Die GroRenausmessung ergab signifi-
kant groRere Gewebeproben durch CB im Vergleich zur Zangenbiopsie
(p=0,0059).

Diskussion: Die diagnostische Sensitivitat unklarer Strikturen der Gallenwege
ist nicht zufriedenstellend. Aus diesem Grund wurde in dieser Arbeit eine neue
Gewebeentnahmetechnik, die CB, untersucht, welche in der Pneumologie bereits
im klinischen Alltag eingesetzt wird und in zahlreichen Studien eine
Uberlegenheit gegenliber der Zangenbiopsie gezeigt hat.

Die Ergebnisse im Tiermodell ergaben eine Machbarkeit der CB mit groReren

Proben im Vergleich zur Zangenbiopsie. Dennoch war die Erfolgsquote fur
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Zangenbiopsie und CB eingeschrankt, wohl bedingt durch die harte Oberflache
des Gallengangs mit ihrer festen Bindegewebestruktur direkt unterhalb des
Epithels. Um eine ausreichende Vergleichbarkeit der Gewebeentahmetechniken
zu erhalten, musste ein Wechsel der Biopsiezange (anstatt
Cholangioskopiezange (CF) eine Magenbiopsiezange (GBF)) vorgenommen
werden. Weiterhin konnte das erhaltene Gewebe nicht auf Qualitdt miteinander
verglichen werden. Mogliche Ursachen hierflr waren eine falsche Lagerung des
erhaltenen Gewebes, eine falsche Losungszusammenstellung und der im Vorfeld
langere Aufenthalt im Wasserbad. Bei der GroRenauswertung konnte nur ein

kleiner Anteil der Proben verwendet werden.

Im humanen Teil der Studie zeigte sich die CB in nativen und pathologischen
Gallenwegen machbar. Im Bereich nativer Gallenwege fand sich wie in den
Tierversuchen wohl auf Grund des festen Oberflachenepithels und der darunter
liegenden Bindegewebsschichten flr beide Modalitaten (CB /Zangenbiopsie)
eine niedrige Erfolgsquote. Auf Grund der niedrigen Erfolgsrate der CF wurde
ebenfalls zusatzlich eine Magenbiopsiezange (GBF) verwendet. Im Vergleich zur
Biopsiezange konnten in unserer Arbeit signifikant groRere Gewebeproben mit
der CB erhalten werden. Dennoch war die GréRendifferenz nicht so ausgepragt
wie in vorangegangenen Studien. Eine Erklarung hierfir kénnte der bereits
erwahnte im Vergleich zu einer Cholangioskopiezange oder einer
Bronchoskopiezange groBere Offnungsdiameter der in dieser Arbeit
verwendeten GBF sein. Dartiber hinaus wurden bei Anwendung der CB nur sehr
niedrige Aktivierungszeiten verwendet. Eine hohere Aktivierungszeit kann mit
grolleren Gewebsproben einhergehen, aber unter Umstanden auch
einschrankend bei der Entnahme des Gewebes beispielsweise durch ein
Cholangioskop sein. Aulierdem kdénnte bei langeren Aktivierungszeiten ein
erhdhtes Gallengangsperforationsrisiko bestehen.

In Bezug auf die histologische Beurteilbarkeit und die Reprasentativitat zeigte
sich die CB gegenuber der GBF Uberlegen. Dies war speziell bei pathologisch
verandertem Gallengangsgewebe der Fall. Auf Grund der geringen Fallzahl an
pathologisch verandertem Gewebe kann dies aber nur als Beobachtung

qualifiziert werden. Mit der CB konnten gréRere und damit qualitativ bessere
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Proben im Vergleich zur GBF gewonnen werden. Diese Ergebnisse decken sich
mit vorangegangenen Arbeiten im Bereich der Pneumologie und Urologie.
Kritisch zu sehen ist die niedrige Fallzahl an Probanden im humanen Teil dieser
Arbeit bedingt dadurch, dass die Studie unizentrisch durchgeflhrt wurde.
Weiterhin wurden samtliche Versuche an einem langs eréffneten und manuell
fixierten Gallengang durchgefiihrt, um ein standardisiertes Vorgehen flr den
Erhalt von Gewebe und die anschlieRende histopathologische Beurteilung zu
ermoglichen. Aus diesem Grund wurde das Thema der Verbesserung der
diagnostischen Sensitivitat von unklaren Stenosen des Gallenganges in unserer
Arbeit nicht gezielt adressiert. Zusatzlich musste im humanen Teil der Studie auf
Grund der schlechten Erfolgsrate die Modalitat/Biopsietechnik mit CF

ausgeschlossen werden.

Wir kommen zu folgender Schlussfolgerung: Die CB in den Gallenwegen ist
machbar und geht mit quantitativ/qualitativ besseren Proben einher als die
Zangenbiopsie. Limitationen bestehen im Bereich der nativen Gallenwege. Es
sind weitere Arbeiten in Bezug auf die Machbarkeit wahrend des endoskopischen
Eingriffes erforderlich. Vorteile der CB in der Anwendung sehen wir durch die
Madglichkeit, die Sonde frontal und tangential zu nutzen. Auf Grund des kleinen
Durchmessers der Sonde passt diese zudem in jedes Cholangioskop und ist

damit entsprechend nutzbar.

Anhand der Ergebnisse dieser Arbeit sehen wir die CB auch fur die Gallenwege
als zukunftstrachtige Gewebeentnahmemethode und gehen davon aus, dass
durch dieses Biopsieverfahren eine Verbesserung der Sensitivitat und der
Diagnostik der Gallenwege ermdglicht werden kann. Hierzu sind weitere klinische

Studien erforderlich.
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