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1. Einleitung

1. Einleitung

Die spontan bakterielle Peritonitis (SBP) ist der ,Prototyp® einer infektiosen
Erkrankung bei Leberzirrhose (1). Vielfaltige Defekte in der Immunabwehr
wurden bei Patienten mit Leberzirrhose beschrieben, die eine erhohte
Anfalligkeit dieser Patientengruppe fir eine bakterielle Infektion erklaren
kdnnen: eine beeintrachtigte und verspatete Hypersensitivitdtsreaktion (2),
verminderte humorale Funktion sowie gestdrte Komplementproduktion durch
die erkrankte Leber (3). AulRerdem weisen Patienten mit Leberzirrhose eine
Zunahme von aeroben gram-negativen Bakterien in der Jejunalflora, Storungen
in der intestinalen Barriere, eine gesteigerte bakterielle Translokation zu
mesenterialen Lymphknoten und gehdufte Bakteriamien auf (4). Als
Konsequenz dieser Eigenschaften konnte eine erhéhte Pravalenz von
Endotoxamien bei Zirrhosepatienten gezeigt werden (5). Die SBP ist als
bakterielle Entziindung der Peritonealhdhle ohne Hinweis auf eine anderweitige
intraabdominelle Ursache der Infektion definiert (6). In grof3en Kollektiven von
stationaren Patienten mit Leberzirrhose wird eine SBP bei etwa 25% aller
Patienten nachgewiesen. Mit einem Anteil von etwa 66% tritt sie haufiger auf
als z.B. eine Pneumonie oder ein Harnwegsinfekt (7)(8). Die verantwortlichen
Bakterien sind meist aerobe oder microaerophile enterale Organismen. Die
Mortalitat der SBP bei einer ersten Episode betragt zwischen 10 und 50%. Die
1-Jahresmortalitat nach Auftreten einer ersten SBP liegt zwischen 31 und 93%
(6). Eine Infektion eines Patienten mit Zirrhose steigert das Mortalitatsrisiko auf
das Vierfache (7). Patienten mit einer diagnostizierten SBP sollten umgehend
eine kalkulierte antibiotische Therapie bekommen, da gezeigt werden konnte,
dass die Mortalitdat durch eine verspatete Diagnose und Behandlung steigt
(9)(20).

Die zuvor genannten Daten zeigen, welche Wichtigkeit der schnellen Diagnose
und Behandlung einer SBP zukommt. Allerdings erschweren einige
Besonderheiten von Zirrhosepatienten die Diagnosestellung einer bakteriellen
Infektion. Eine SBP kann symptomarm ablaufen und bleibt selbst bei Patienten
mit Symptomen aufgrund der niedrigen bakteriellen Dichte im Aszites in bis zu
50% der Falle kulturnegativ. Es wurde beschrieben, dass selbst das Systemic
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Inflammatory Response Syndrome (SIRS) bis zu 30% der nicht infizierten
Patienten falschlicherweise zugeschrieben und nur bei 57-70% der Betroffenen
diagnostiziert wurde (11). Eine Leukozytose kann durch eine Splenomegalie
maskiert sein (14)(12). Auf der anderen Seite kann eine Enzephalopathie oder
Verschlechterung der Leberfunktion der einzige Ausdruck einer maskierten
Infektion sein. Insbesondere bei Patienten mit Enzephalopathie ist die
Differenzierung zwischen bakteriellen Infektionen schwierig. So ist es
beispielsweise  schwierig eine Pneumonie zu diagnostizieren oder
auszuschlieBen, da Dyspnoe und Atelektasen haufig bei Patienten mit Aszites
und Malnutrition zu finden sind; eine Leukozyturie korreliert nicht immer mit
einem Harnwegsinfekt und die Diagnose einer spontanen Bakteriamie kann erst
gestellt werden, sobald die Ergebnisse einer Blutkultur eintreffen.

Dies unterstreicht die Wichtigkeit, Laborparameter zu untersuchen, welche die
Diagnosestellung einer SBP erleichtern kdnnen. Die peritoneale neutrophile
Infiltration bei einer SBP macht es wahrscheinlich, dass eine hohe
Konzentration von Chemokinen mit der Mdglichkeit, neutrophile Granulozyten
(,polymorphonuclear neutrophils“ PMN) anzuziehen, zu finden ist. Das Ziel
dieser Studie war es daher, Serum- und Asziteskonzentrationen der Chemokine
Eotaxin, Interleukin 8 (IL-8), Monocyte chemoattractant protein 1 (MCP-1),
Macrophage inflammatory protein la (MIP-1a), Macrophage inflammatory
protein 18 (MIP-1B) und Regulated upon activation normal T cell expressed and
secreted factor (RANTES) bei Zirrhosepatienten mit Aszites als mdgliche

Marker einer SBP zu untersuchen.

2. Hintergrund: Vorstellung der untersuchten Chemokine und deren
systemischer Bedeutung

In der vorliegenden Arbeit wurden die Chemokine Eotaxin, IL-8, MCP-1, MIP-
la, MIP-18 und RANTES in peritonealer Flussigkeit sowie im Serum
nachgewiesen und mittels Multiplex-Luminex Technik quantifiziert. Die
Bedeutung dieser  Chemokine und deren  systemische sowie

pathophysiologische Relevanz soll im Folgenden dargestellt werden.



2. Hintergrund

2.1. Grundlagen tber Chemokine

Die Bezeichnung Chemokine leitet sich von chemotaktischen Zytokinen ab und
benennt eine Gruppe von Signalproteinen, welche fur die Chemotaxis
(Migration) von Zielzellen zu Entziindungen, aber auch fir die Entwicklung von
sekundaren lymphatischen Organen verantwortlich sind (13).

Chemokine bestehen aus ca. 75 bis 125 Aminosauren und weisen eine
Molmasse zwischen 8 und 14 kDa auf. Die Chemokine gehdren zur Gruppe der
Zytokine, im Gegensatz zu diesen weisen Chemokine jedoch eine streng
konservierte Tertiarstruktur auf: der Amino-Terminus ist ungeordnet, der
Hauptkorper wird durch ein dreistrangiges antiparalleles B-Faltblatt gebildet und
der Carboxy-Terminus endet mit einer a-Helix (14). Anhand von Anzahl und
Position der Cysteinreste (,C“), welche Disulfidbriicken ausbilden kénnen, und
optionaler Anwesenheit von Aminosauren (,X“) am Amino-Terminus lassen sich

die Chemokine in vier Untergruppen aufteilen ((15), siehe Abb.1).
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Abb. 1: Strukturen und Klassifikation der Chemokine. Es werden anhand des strukturellen Aufbaus
die C-, CC-, CXC- und CXsC-Familien unterschieden.

Die grofite Untergruppe, die CXC-Familie, wird von der zweitgrof3ten
Untergruppe, der CC-Familie, durch die An- bzw. Abwesenheit einer
zusatzlichen Aminosaure zwischen den ersten beiden Cysteinresten

unterschieden (16).
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2. Hintergrund

Beim Menschen bilden ca. 50 Chemokine und 20 G-Protein gekoppelte
Chemokinrezeptoren ein komplexes Signalnetzwerk (17). Chemokinrezeptoren
besitzen sieben Membranhelices, welche Uuber ein G-Protein die
Signaltransduktion durchfiihren (18). Chemokine arbeiten mithilfe von
Konzentrationsgradienten. Es lassen sich inflammatorische (oder induzierbare)
und homdostatische (oder konstitutive) Chemokine unterscheiden. Die meisten
Chemokine wirken inflammatorisch: ihre Produktion wird durch Verletzung,
Infektion oder Entziindung angeregt und ihre Freisetzung lockt Immunzellen an.
Bei chronisch entzindlichen Erkrankungen wie Asthma, allergischer Rhinitis,
Multiple Sklerose u.a. findet sich eine erhthte Chemokinexpression (18). Die
Untergruppe der CXC-Familie wird weiter anhand der An- oder Abwesenheit
einer Glutamin-Leukin-Arginin-Aminosauresequenz, des sog. ELR-Motivs, nahe
des aktiven Terminus unterschieden: diejenigen wie z.B. IL-8, welche diese
Sequenz besitzen, sind chemotaktisch fur Neutrophile und induzieren deren
Migration, wéahrend die Gruppe der ELR-negativen chemotaktisch auf
Lymphozyten wirkt (19). Die Subgruppe der CC-Familie Gbt nur Chemotaxis auf
mononukleadre Zellen aus (20). Die genaue molekulare Struktur ist hierbei noch

Gegenstand aktueller Forschungen.

2.1.1. Eotaxin (CCL11)

Eotaxin (CCL11) gehort zur Familie der CC-Chemokine. Es wurde lange Zeit
angenommen, dass es selektiv Eosinophile anzieht, indem es CCR3-
Rezeptoren aktiviert (21). Neuere Studien legen jedoch nahe, dass Eotaxin
auch zusatzliche Effekte auf andere inflammatorische Leukozyten wie
Neutrophile, Basophile und T-Lymphozyten aber auch auf Endothel haben
konnte (22)(23). Die Effekte von Eotaxin werden durch seine Bindung an einen
G-Protein gekoppelten Rezeptor (Chemokinrezeptor) vermittelt, Eotaxin bindet
an CCR2, CCR3 und CCR5 (24)(25). Es wird mit verschiedenen Stérungen wie
allergischem Asthma, eosinophilen-assoziierten gastrointestinalen
Erkrankungen, pulmonaler Fibrose, Atherosklerose, Schizophrenie aber auch
Cannabis-Konsum in Verbindung gebracht (23)(26)(27)(28)(29). Erhohte
Serumkonzentrationen von Eotaxin konnten folglich bei Patienten mit Asthma,
chronisch obstruktiver Lungenerkrankung und koronarer Herzkrankheit


http://flexikon.doccheck.com/de/G-Protein
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gefunden werden (30)(31). Es konnte von Tacke et al. gezeigt werden, dass die
Serumkonzentration von Eotaxin bei Leberzirrhose erhoht ist. Sie korreliert
direkt mit dem Grad der Nekroinflammation und Fibrose in der histologischen
Untersuchung der Leber und steigt entsprechend zum CHILD- und MELD-
Score an. Sie ist somit ein ungunstiger Prognosefaktor fir die Uberlebenszeit
(32). In einem Mausmodel, bei dem eine Leberverletzung durch ConA-
induzierte T-Zellen vermittelt wurde, resultierte eine Rekrutierung von
Eosinophilen und Neutrophilen zu dem verletzen Lebergewebe durch die
Expression von Eotaxin durch Hepatozyten und sinusoidalen Endothelzellen,
begleitet von einer erhdhten Serumkonzentration von Eotaxin; im Gegensatz
hierzu schwachte eine Blockade von Eotaxin die ConA-induzierte Hepatitis und
Leukozyteninfiltration (33). Die Genexpression von Eotaxin wird erheblich in
alteren Zellen im Vergleich zu proliferativen hepatischen Sternzellen
hochreguliert (34). Neben einer charakteristischen eosinophilen Infiltration
konnte eine erhdhte Expression von Eotaxin in Lebergewebe von Patienten mit

drogeninduzierter Lebererkrankung gefunden werden (35).

2.1.2. IL-8 (Interleukin 8, CXCLS8)

Interleukin 8 (IL-8) gehort zur Familie der CXC-Chemokine (CXCL8) und ist
ELR-positiv. Es ist ein starkes, Neutrophile aktivierendes Chemokin, welches
von Makrophagen, Monozyten, T-Zellen, Neutrophilen und NK-Zellen, aber
auch von anderen Zelltypen wie epithelialen Zellen, endothelialen Zellen,
glatten  Muskelzellen der Luftwege und weillem Fettgewebe mit
chemotaktischem Potential produziert wird (36)(37)(38)(39). Die Produktion von
IL-8 wird durch proinflammatorische Zytokine wie IL-1, TNF-a und Visfatin
stimuliert (40). Es gibt mehrere Rezeptoren an der Oberflachenmembran,
welche IL-8 binden kdnnen; die am meisten erforschten sind die G-Protein
gekoppelten Rezeptoren CXCR1 und CXCR2. IL-8 soll bei der Transmigration
von Leukozyten und Makrophagen zu infiziertem Gewebe sowie ihrer
Stimulation zur Degranulation involviert sein (41), aber auch Phagozytose
induzieren. IL-8 lockt polymorphonukleare Leukozyten an; diese sind die
vorherrschenden inflammatorischen Zellen, welche die Leber von Patienten mit

alkoholischer Leberkrankheit infiltrieren (42). Es konnte gezeigt werden, dass
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erhohte Serumkonzentrationen von IL-8 eng mit den klinischen, histologischen
und laborchemischen Indikatoren der Schwere einer alkoholischen
Lebererkrankung korrelieren (43)(44). Bei Patienten mit ethyltoxischer Hepatitis
korreliert die Expression von IL-8 mit der Schwere der portalen Hypertension
und der Uberlebenszeit der Patienten (45). In zwei unabh&ngigen Studien war
die SBP mit erhdhten Serum- und Asziteskonzentrationen von IL-8 assoziiert
(46)(47), Giron et al. zeigte zusatzlich, dass die Konzentration von IL-8
signifikant mit der Anzahl der Neutrophilen (PMN) im Aszites stieg (47). 1L-8
wird als proinflammatorischer Mediator mit anderen entzindlichen
Erkrankungen wie Gingivitis und Psoriasis, aber auch oxidativem Stress,
Fettleibigkeit und Schizophrenie in Verbindung gebracht (47)(49)(50)(51)(52).
Es wurden erhohte Konzentrationen von IL-8 im Aszites bei ovariellen Tumoren
gefunden, diese waren im Vergleich zur Serumkonzentration auf das 40- bis
500-fache erhoht (53). IL-8 soll in vivo das Wachstum von ovariellen Tumoren
fordern (54).

2.1.3. MCP-1 (Monocyte chemoattractant protein 1, CCL2)

Monocyte chemoattractant protein 1 (MCP-1) gehort zur Familie der CC-
Chemokine (CCL2). Die Expression von MCP-1 kann durch viele Zelltypen wie
z.B. inflammatorische Zellen, Hepatozyten und hepatische Sternzellen induziert
werden. CCR2 und CCR4 binden an MCP-1 (55). CCR2 wird von Monozyten,
T-Lymphozyten und Basophilen exprimiert (56). Interaktionen zwischen MCP-1
und CCR2 werden fur IFN-a- und IFN-B-induzierte inflammatorische Antworten
sowie antivirale Abwehr in der Leber bendtigt (57). MCP-1 reguliert
Adhasionsmolekile und die proinflammatorische Zytokine TNF-a, IL-1B sowie
IL-6 (58) und weist eine chemotaktische Aktivitat fir Monozyten, Basophile und
T-Lymphozyten auf (59). Es wurde gezeigt, dass die Expression von MCP-1 mit
vielen Krankheiten wie entzindlichen Antworten, Psoriasis, rheumatoider
Arthritis, Atherosklerose, Glomerulonephritis und malignen Tumoren assoziiert
ist (60)(61). Auch spielt MCP-1 eine Rolle bei neuroinflammatorischen
Prozessen mit neuronaler Degeneration im ZNS: die Expression von MCP-1
durch Gliazellen ist bei Epilepsie, cerebraler Ischamie, Morbus Alzheimer,

autoimmuner Enzephalomyelitis und traumatischen Hirnverletzungen gesteigert

-6-
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(62)(63)(64)(65)(66). Die Moglichkeit von MCP-1, Oligomere zu bilden, ist
wichtig fur die in vivo Rekrutierung von Zellen in die Peritonealhthle bei
Mausen (67). Die Serumkonzentration von MCP-1 ist bei Sepsis erhoht (68)
und bei bakteriellen Entziindungen signifikant hoher im Vergleich zu viralen
Infekten (69). In zwei unabhéngigen Studien war die SBP mit einer erhdhten
Asziteskonzentration von MCP-1 assoziiert (46)(47). In einer weiteren Studie
von Kim et al. wurden signifikant erhohte Serum- und Asziteskonzentrationen
von MCP-1 bei Zirrhosepatienten mit SBP gefunden, welche im Verlauf der
Behandlung des Patienten fielen; niedrige Konzentrationen am 7.
Behandlungstag korrelierten signifikant mit der Uberlebenswahrscheinlichkeit
der Patienten (70). Bei ethyltoxischer Hepatitis konnte eine hohere
Serumkonzentration von MCP-1 im Vergleich zu Patienten mit Zirrhose oder
dem gesunden Kollektiv detektiert werden (20). Bei Patienten mit ethyltoxischer
Leberzirrhose ist der -2518 MCP-1 Genotyp AA ein Risikofaktor fur das
Entwickeln einer SBP (71). Bei Ratten konnte durch Unterdrickung einer
Macrophageninfiltration durch Blocken von MCP-1 die Aktivierung von
hepatischen Sternzellen und Leberfibrose unterbunden werden (72). Es konnte
gezeigt werden, dass die Serumkonzentration von MCP-1 bei Patienten mit
Leberzirrhose erhéht ist und mit dem histologischen Grad der Leberentziindung
(73) und Fibrose (32) korreliert. Die hepatische Expression von MCP-1 korreliert
mit der Intensitat der Infiltration von Monozyten und Lymphozyten bei einer

alkoholischen Lebererkrankung (74).

2.1.4. MIP-1a (Macrophage inflammatory protein 1la, CCL3)

Bei Menschen gibt es zwei Hauptformen des Macrophage inflammatory
proteins (MIP): MIP-1a und MIP-1B8. MIP-1a gehért zur Familie der CC-
Chemokine (CCL3). MIP-1a wird von vielen Zellen, insb. Makrophagen, aber
auch dendritischen Zellen und Lymphozyten produziert (75) und wirkt
chemotaktisch auf Monozyten, Lymphozyten (20) und Granulozyten
(Neutrophile, Eosinophile und Basophile), welche zu einer akuten neutrophilen
Entzindung fuhren koénnen. Es kann auch die Synthese und Freisetzung
anderer proinflammatorischer Zytokine wie IL-1, IL-6 und TNF-a durch

Fibroblasten und Makrophagen induzieren. Die Synthese von MIP-1a wird

-7-
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durch bakterielle Endotoxine stimuliert (76). MIP-1la ist somit wichtig flr
Chemotaxis und Immunantworten bei Infektion und Entziindung (76), kann aber
auch die Homoostase fordern (75). MIP-1 kann mehrere Chemokinrezeptoren
(CCR1, CCR3 und CCR5) aktivieren (78), welche diverse zellulare Antworten
initiieren, die sowohl akute als auch chronische Entziindungen regulieren.
Folglich ist die Deregulation von MIP-1a mit einer erhdhten Suszeptibilitdt von
Infektionen und Erkrankungen vergesellschaftet (79). Biophysikalische
Analysen und mathematische Modelle haben gezeigt, dass MIP-1 eine
reversible polydisperse Verteilung von stabchenférmigen Polymeren in Losung
zeigt. Die Polymerisation verbirgt die rezeptorbindende Stelle des Proteins,
weshalb depolymerisierte Mutationen von MIP-1 die Haftung von Monozyten
auf aktiviertem Endothel fordern (76). Die Sekretion von MIP-1a durch
Monozyten ist bei schwerer ethyltoxischer Hepatitis erhdht (80). Die hepatische
Expression von MIP-1a Kkorreliert mit der Intensitdt der Infiltration von

Monozyten und Lymphozyten bei einer alkoholischen Lebererkrankung (74).

2.1.5. MIP-1B (Macrophage inflammatory protein 18, CCL4)

Macrophage inflammatory protein 18 (MIP-1B3) gehort zur Familie der CC-
Chemokine (CCL4), welche fir ihre chemotaktischen und proinflammatorischen
Effekte bekannt ist. MIP-1p wird von vielen Zellen, insbesondere Makrophagen,
dendritischen Zellen und Lymphozyten produziert (75). Die Synthese von MIP-
1B wird durch bakterielle Endotoxine stimuliert (76). Es kann die Synthese und
Freisetzung anderer proinflammatorischer Zytokine wie IL-1, IL-6 und TNF-a
durch Fibroblasten und Makrophagen induzieren. MIP-18 ist fir die Aktivierung
von PMN zustandig und ist somit an der Chemotaxis und akuten neutrophilen
Entzindung beteiligt (76), kann aber auch die Homdostase fordern (75). MIP-1
kann mehrere Chemokinrezeptoren (CCR1 und CCR5) aktivieren, welche
diverse zellulare Antworten initiieren, die sowohl akute als auch chronische
Entziindungen regulieren. Biophysikalische Analysen und mathematische
Modelle haben gezeigt, dass MIP-1B eine reversible polydisperse Verteilung
von stabchenformigen Polymeren in Losung zeigt. Die Polymerisation verbirgt
die rezeptorbindende Stelle des Proteins, weshalb depolymerisierte Mutationen

von MIP-1p8 die Haftung von Monozyten auf aktiviertem Endothel foérdern (76).
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Die Mdglichkeit von MIP-1B, Oligomere zu bilden, ist wichtig fir die in vivo-
Rekrutierung von Zellen in die Peritonealhéhle bei Mausen (61). MIP-1pB ist
aulBerst effektiv bei der Adhasion von CD8(+) T-Zellen an das vascular cell
adhesion molecule (VCAM-1) (81). Die Serumkonzentration von MIP-1f3 ist bei
bakteriellen Entzindungen signifikant hoher als bei viralen Infekten (69). In
einer aktuellen Studie konnte gezeigt werden, dass die MIP-13-Konzentration

Im Aszites bei SBP signifikant hoher war als in der Vergleichsgruppe (81).

2.1.6. RANTES (Regulated upon activation normal T cell expressed and
secreted factor, CCL5)

Regulated upon activation normal T cell expressed and secreted factor
(RANTES) gehdrt zur Familie der CC-Chemokine (CCL5) und wurde 1988 von
Schall et al. entdeckt (82). Es hat starke chemotaktische Effekte auf viele
Immunzellen, darunter Eosinophile, Basophile, Mastzellen,
Monozyten/Makrophagen, T-Lymphozyten sowie NK-Zellen und kann die
Funktion von Effektorzellen modulieren (83). Die Expression von RANTES wird
in den T-Lymphozyten durch den Kruppel-like factor 13 (KLF13) reguliert
(84)(85). Mit Hilfe bestimmter Zytokine wie z.B. IL-2 und IFN-y, welche durch T-
Zellen freigesetzt werden, induziert RANTES die Proliferation und Aktivierung
von bestimmten NK-Zellen CHAK-Zellen (CC-Chemokin aktivierte Killerzellen)
zu formen (86). RANTES interagiert mit CCR1, CCR3 und CCR5 (78). Die
Domane, welche fir die Signaltransduktion zustandig ist, ist im N-Terminus
gelegen: bei einem mutierten Fehlen des N-Terminus kann immer noch an
Zielzellen gebunden werden, jedoch kein chemotaktischer Einstrom von
Kalziumionen mehr induziert werden. Die Moglichkeit von RANTES, Oligomere
zu bilden, ist wichtig fir die in vivo Rekrutierung von Zellen in die
Peritonealhdhle bei Mausen (61). RANTES induziert die schnelle Expression
der Transkription der CXC-Chemokine KC und MIP-2, der CC-Chemokine MIP-
la, MIP-18 sowie der Zytokine IL-6 und TNF-a (87)(86). Weil es die
Leukozytenfiltration zu Entzindungen induzieren kann, wurde RANTES
zunachst als typisches chemotaktisches Zytokin angesehen. Neuere Studien
zeigen jedoch, dass RANTES multiple Effekte wie die Forderung von

Tumorinvasion, Metastasierung und Antitumor-Eigenschaften wahrend des
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Auftretens von Tumoren und der Entwicklung von Malignitdt hat (88). Die
Antitumor-Funktion kénnte z.B. durch Tumorzellen in eine tumorférdernde
Funktion umgewandelt werden; der genaue Mechanismus ist jedoch unbekannt.
Die  Antitumor-Aktivitat von  RANTES  wurde vielfach  erforscht
(89)(90)(91)(92)(93) mit den anzunehmenden Ergebnissen, dass RANTES an
der Aktivierung und Chemotaxis von T-Zellen teilhat, damit Antitumor-Effekte
produziert werden kénnen und die Bildung einer spezifischen CTL-Antwort
induziert werden kann, um seine Antitumor-Aktivitdt effektiv austuben zu

kdnnen.

2.2. Ubersicht tiber weitere Zytokine: Interferone (IFN-y), Interleukine (IL-
1a, IL-1B, IL-1RA, IL-4, IL-6, IL-10, IL-17A) und Tumornekrosefaktoren
(TNF-a)

Neben den vorbeschriebenen Chemokinen gibt es im Wesentlichen noch vier
weitere Hauptgruppen von Zytokinen: Interferone (IFN), Interleukine (IL),
Kolonie-stimulierende Faktoren (CSF) und Tumornekrosefaktoren (TNF).
Interferone sind eine Gruppe von Signalproteinen, welche durch Wirtszellen als
Antwort auf anwesende Pathogene wie Viren, Bakterien, Parasiten oder
Tumorzellen gebildet werden (94). Typischerweise setzt eine Virus-infizierte
Zelle Interferone frei, wodurch nahegelegene Zellen ihre virale Abwehr erhéhen.
IFN-y gehdrt zum Interferon Typ I, welcher durch IL-12 aktiviert wird und an
den Interferon-Gamma-Rezeptor (IFNGR) bindet (95). Sie werden einerseits
durch T-Helferzellen Typ 1 freigesetzt und blockieren andererseits die
Proliferation von T-Helferzellen Typ 2. Aul3erdem konnen sie direkt andere
Immunzellen wie Makrophagen oder NK-Zellen aktivieren.

Interleukine sind eine Gruppe von Zytokinen, von welchen zuerst bekannt war,
dass sie von Leukozyten gebildet werden (96). Die Funktion des Immunsystems
hangt groltenteils von Interleukinen ab. Insbesondere IL-1, IL-6 und IL-8
werden bei Akute-Phase-Reaktionen sezerniert. IL-la und -1 nehmen
proinflammatorisch an der Regulation von Immunantworten, entzindlichen
Reaktionen wie Fieber und Sepsis sowie der Hamatopoese teil (97). IL-1a wird
hauptsachlich durch aktivierte Makrophagen und Neutrophile, aber auch

Epithelzellen und Endothelzellen produziert. Es bindet wie IL-18 an den IL-
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1Rezeptor, erhoht die Anzahl an Neutrophilen und ist an der Aktivierung des
Akute-Phase-Proteins TNF-a beteiligt (98). Interleukin-1 receptor antagonist (IL-
1RA) wirkt hingegen antiinflammatorisch: es bindet nicht-produktiv an die
Zelloberflache des Interleukin-1 Rezeptors und verhindert dadurch, dass IL-1a
und -1B Signale an diese Zelle senden kodnnen (99). IL-4 wird wéahrend
Immunantworten vom zytotoxischen Typ durch CD4+ T-Helferzellen produziert
und unterstitzt B-Zellen bei der Proliferation verbunden mit einem
Klassenwechsel zu den IgG1 und IgE Isotypen (100). IL-6 wird durch T-Zellen
und Makrophagen sezerniert und wirkt sowohl pro- als auch
antiinflammatorisch. Es spielt eine essentielle Rolle in der finalen
Differenzierung von B-Zellen in Ig-sezernierende Zellen, stimuliert Neutrophile
und ist als Zytokin ein wichtiger Mediator bei Fieber und Akute-Phase-
Reaktionen (101). Andererseits hat IL-6 in seiner Rolle als Myokin einen
inhibitorischen Effekt auf TNF-a sowie IL-1 und aktiviert IL-1RA und IL-10 (102).
IL-10 wirkt antiinflammatorisch: es inhibiert die Antigenprasentation sowie die
Synthese einiger Zytokine wie IFN-y, IL-2, IL-3, TNF und CSF, welche durch
aktivierte Makrophagen und T-Helferzellen produziert werden. Des Weiteren
erhoht IL-10 die Freisetzung von IL-1RA (103). IL-17A ist ein potentes
proinflammatorisches Zytokin, welches durch IL-23 induziert und aktivierte T-
Helferzellen produziert wird. Es wirkt als Mediator bei allergischen Reaktionen
vom Spattyp (104) und steigert die Chemokin-Produktion, um Monozyten und
Neutrophile zu Entziindungsorten zu rekrutieren. IL-17A arbeitet synergistisch
mit IL-1 und TNF-a (105)(106).

Tumornekrosefaktoren sind eine Gruppe von Zytokinen, welche Apoptose
induzieren kdnnen. TNF-a ist in systemische Entziindungsreaktionen involviert
und fordert Akute-Phase-Reaktionen. Es wird hauptsachlich durch aktivierte
Makrophagen produziert (107), aber auch durch CD4+ Lymphozyten, NK-
Zellen, Neutrophile, Mastzellen, Eosinophile und mutmaflich Neuronen (108).
Es wirkt stark chemotaktisch auf Neutrophile und fordert die Expression von
Adhésionsmolekilen auf Endothelzellen, welche die Migration von Neutrophilen
unterstitzen (107). Eine lokale Konzentrationserhbhung von TNF-a fuhrt zum
Auftreten der Kardinalzeichen einer Entziindung: Hitze, Schwellung, Rétung,

Schmerz und Funktionsverlust.
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3. Material und Methoden

Im Folgenden soll eine Zusammenfassung uber die klinische Charakterisierung
und Erfassung des Patientenkollektivs, sowie der Probengewinnung und deren

Auswertung gegeben werden.

3.1. Akquirierung des Patientenkollektivs

An der Studie nahmen im Zeitraum vom 12.05.2009 bis 24.05.2011 insgesamt
214 Patienten teil. 65 Patienten stammten aus der Medizinischen Klinik und
Poliklinik fir Innere Medizin | (Station 10, 14, 15, 92) sowie Innere Medizin I
(Station 93) der Universitat Regensburg. Es wurden die Proben und Daten
weiterer 75 Patienten aus Bonn und 74 Patienten aus Jena zur Auswertung
Ubersandt. Im Rahmen der klinisch prospektiv angelegten Studie wurde bei all
diesen Patienten eine Parazentese des mithilfe von Ultraschall oder
Computertomographie nachgewiesenen Aszites durchgefihrt.

Einschlusskriterien waren die Detektion des Aszites unabhangig von der
zugrundeliegenden Genese des Aszites, klinische Notwendigkeit einer
Parazentese, Einverstandniserklarung des Patienten und ein Alter Gber 18
Jahre. Ausschlusskriterien beinhalteten das Bestehen einer Schwangerschatft,
Notwendigkeit einer Peritonealdialyse oder ein stattgehabter bauchchirurgischer
Eingriff innerhalb der letzten drei Monate vor Studienteilnahme. Von den 214
Patienten, bei denen insgesamt 265 Parazentesen durchgefuhrt wurden,
erfullten alle Patienten diese Kriterien. Davon wurde bei 171 Patienten simultan

Serumblut abgenommen.

3.2. Klinische Charakterisierung des Patientenkollektivs

Vor und nach der Parazentese wurde bei jedem Patienten ein mehrtagiges
Studienfollow-up durchgeftihrt. Hierbei wurden die Vorgeschichte, die klinische
Prasentation des Patienten, diagnostische Befunde und therapeutische
MalRnahmen dokumentiert.
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Untersuchungscharakteristika der Studienkohorte

Geschlecht (m/w)

BMI kg/m?

Alter

Vorkommen einer Leberzirrhose

Schweregrad der Leberzirrhose (nach Child-Pugh und MELD)
Ursache der Leberzirrhose:

Alkohol, Chronische Hepatitis B/C, Andere n, Unbekannt n
Vorkommen von Aszites

Ursache des Aszites:

Portale Genese, Maligne Genese, Kardiale Genese, Andere Genese
Vorkommen eines hepatozellularem Karzinoms

Vorkommen einer Peritonitis

Tab. 1: Charakterisierung der Studienkohorte

3.2.1. Bestimmung der Basisparameter

Im Rahmen der Patientencharakterisierung wurde die Studiengruppe anhand
des Geschlechts aufgeteilt und das mittlere Alter der Probanden errechnet. Von
jedem Patienten wurden das Korpergewicht nach Durchfihrung der
Parazentese und die Korpergré3e gemessen, um hieraus den Body Mass Index
(BMI) zu berechnen.

3.2.2. Unterscheidung der Patienten hinsichtlich Vorhandensein,

Schweregrad und Genese einer Leberzirrhose

Die Studiengruppe wurde in Probanden mit und ohne Leberzirrhose unterteilt.
Die Evaluierung des Schweregrads der Zirrhose fand mithilfe des Child-Pugh-
Scores und des MELD-Scores statt. Bei Patienten mit Leberzirrhose fand eine
Unterteilung in die Untergruppen alkoholassoziierte Leberzirrhose,
Leberzirrhose aufgrund einer Infektion mit Hepatitis-B-Virus/Hepatitis-C-Virus
(HBV/HCV) und Leberzirrhose anderer Genese statt.

3.2.2.1. Diagnostik der Leberzirrhose und Erfassung der

Folgeerscheinungen

Der Begriff Zirrhose leitet sich aus dem griechischen ,kirrhos“ ab und bedeutet
gelbbraun, analog zur braunen Farbe der Leber (109). Die Leberzirrhose ist

eine histologische Diagnose, die auf drei wesentlichen Kriterien basiert: diffuse
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Erkrankung mit Ausbildung bindegewebiger Septen (110), Vorhandensein einer
Fibrose und Ersatz des gesunden Lebergewebes durch abnorme knotige
Strukturen bzw. Bildung von Regeneratknoten (111). Zur eindeutigen
diagnostischen Sicherung einer etwaig vorliegenden Leberzirrhose wurde
deswegen eine histologische Untersuchung durch eine perkutane Biopsie bei
denjenigen Patienten angestrebt, welche in der Vorgeschichte noch keine
histologische oder laparoskopische Abklarung einer Leberzirrhose aufweisen
konnten.

Auf Grund der Komplikationsgefahr musste bei schweren
Blutgerinnungsstérungen oder Aszites auf die perkutane Leberpunktion
verzichtet werden. Hier konnte alternativ der Nachweis zirrhosetypischer
Zeichen in der Bildgebung (knotige Leberoberflache, Veranderung der
Anatomie der Lebersegmente, Aszites, portale Hypertension mit Splenomegalie
oder Kollateralkreislaufen) weiteren  Aufschluss geben (112). Die
sonographische Diagnostik wurde mit Geraten der Firma Mindray DP 1100 Plus
Sonoring, Schmitt-Haverkamp, Hitachi CS9200 Computer Sonograph, und
Hitachi EUB 8500 durchgefiihrt. Im Hinblick auf die Zirrhosediagnostik betragt
die Sensitivitat und Spezifitdt des hochauflosenden Ultraschalls jeweils etwa
90% (113). Eine transjuguléare Leberbiopsie oder neuere Methoden wie eine
Minilaparoskopie zur Diagnose einer Leberzirrhose, Abklarung unklarer
Leberherde oder zur Aszitesdiagnostik, die durch Arbeiten von Denzer und
Lohse 1996 zum ersten Mal entwickelt wurden, fanden keine Anwendung
(114)(115).

Zur  Diagnose einer Leberzirrhose wurden zudem Klinische Parameter
herangezogen. So wurde wahrend der Patientenuntersuchung insbesondere
auf sogenannte Hautzeichen einer Leberzirrhose wie lkterus mit Pruritus und
Kratzeffloreszenzen, Spider naevi, Hautatrophie mit Teleangiektasien,
Lacklippen, Lackzunge, Mundwinkelrhagaden, WeiRnagel, Palmar- und
Plantarerythem, Dupuytren-Kontrakturen (111) oder Caput medusae mit
typischen umbilicalen Kollateralen als Zeichen einer portalen Hypertension
geachtet (116). Des Weiteren wurden folgende Symptome einer gestérten
endokrinen  Funktion untersucht bzw. erfragt: bei Frauen wurden
Menstruationsstorungen (sekundédre Amenorrhd) und bei Mannern das

Vorliegen einer Hodenatrophie, einer Gynakomastie, eines Libidoverlustes,
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einer  Potenzstérung  (Impotenz)  und/oder ein  Abnehmen  der
Sekundarbehaarung dokumentiert. Die initiale Labordiagnostik zur Diagnose
und Schweregradeinteilung einer Leberzirrhose beinhaltete die Bestimmung
von  Serumtransaminasen, Bilirubin,  alkalischer = Phosphatase, v-
Glutamyltransferase, Albumin, Kreatinin, Natrium sowie ein Blutbild mit
Thrombozytenzahl, Quick und INR.

AulRerdem wurden die Folgen einer Leberzirrhose anhand folgender Parameter
eingeteilt: Osophagusvarizen wurden endoskopisch mit Geraten der Firma
Olympus GIFQ 160, GIF 1T140, GIF1TQ160 und Fujinon EG 450 CT5, Fujinon
WR530 nachgewiesen. Anhand Aussehen und Eigenschaften wéahrend der
Endoskopie wurde eine Stadieneinteilung in Grad I-IV  erhoben.
Varizenblutungen und deren Intervenierung nach Baveno IV Konsensuskriterien
von 2005 wurden dabei gesondert dokumentiert. Ein Hepatorenales Syndrom
(HRS) wurde gemalR der Richtlinien des ,Internationalen Aszites Club“ (117)
bestimmt. Hiernach wird ein HRS durch das Vorhandensein von funf Kriterien
(schwere Zirrhose, glomeruldre Hypofiltration, keine anderen funktionellen oder
organischen  Ursachen, fehlende Plasmavolumenausdehnung, keine
Proteinurie) definiert; es kann zwischen einem Typ 1 mit einer rapiden
Verschlechterung der Nierenfunktion und einem Typ 2 mit einer langsam
progressiven Nierenfunktionseinschréankung unterschieden werden (118). Eine
hepatische Enzephalopathie wurde anhand psychomotorischer Symptome und
Komatiefe in deren klinische Schwere nach West Haven Kriterien (119)(120)
eingestuft. Dabei werden  funf  Stadien in  Anbetracht  von
Bewusstseinslage/Intellekt, Verhalten und neuromuskularen Symptomen
unterschieden (121). Die Einteilung erfolgte nach Ausschluss relevanter

Differentialdiagnosen mit Hilfe klinischer Untersuchung des mentalen Status.

3.2.2.2. Unterscheidung des Schweregrads der Leberzirrhose

Fur die Evaluierung des Schweregrads der Leberzirrhose wurden der Child-
Pugh-Score und MELD-Score herangezogen.

Die Child-Pugh-Kriterien wurden erstmals von Dr. C. G. Child und Dr. J. G.
Turcotte (Universitat von Michigan) publiziert, weshalb auch der Begriff Child-

Turcotte-Pugh Score synonym gebraucht werden darf. Diese Kriterien wurden
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1972 von Pugh modifiziert. Der  Child-Pugh-Score dient der
Prognoseabschétzung (122).

Der MELD-Score (Model for End-stage Liver Disease) wurde 2000 von Dr. P.
Kamath entwickelt und 2002 durch die US-amerikanische
Organtransplantationsgesellschaft United Network for Organ Sharing
modifiziert. Er dient der Mortalitatsabschatzung von Patientin im Endstadium
einer Leberzirrhose vor Lebertransplantation (123).

Tabelle 2 fasst die Parameter zusammen, die fur die Zuordnung der
Studienpatienten in die jeweilige Child-Pugh-Klasse verwendet wurden.

Abbildung 1 zeigt die Formel zur Berechnung des MELD-Scores.

Child-Turcotte-Pugh Classification for Severity of Cirrhosis

Points*
Clinical and Lab Criteria 2
Encephalopathy None Grade 1 or 2 Grade 3 or 4
Ascites None Mild ‘to moderafce ‘ $evere
(diuretic responsive) | (diuretic refractory)

Bilirubin (mg/dL) <2 2-3 >3
Albumin (g/dL) >3.5 2.8-35 <2.8
Prothrombin time

%?COnds prolonged <4 4-6 >6

International normalized ratio <1.7 1.7-2.3 >2.3

*Child-Turcotte-Pugh Class obtained by adding score for each parameter (total points)

Class A = 5 to 6 points

Class B = 7 to 9 points

Class C = 10 to 15 points

Tab. 2: Mithilfe laborchemischer (Gesamtbilirubin, Serumalbumin, INR) und klinischer Parameter
(Beurteilung des Vorhandenseins und dem Grad der Auspragung eines Aszites und / oder einer
hepatischen Enzephalopathie) lasst sich ein Punktewert berechnen, der den Patienten in die Child-
Pugh Klasse A (5-6 Punkte), B (7-9 Punkte) oder C (=10 Punkte) einordnet.

MELD-Score = 10 x (0.957 x In (Serumkreatinin mg/dl) + 0.378 x In (Bilirubin ges.

mg/dl) + 1.12 x In (INR) + 0.643)

Abb. 2: Mithilfe laborchemischer (Serumkreatinin, Gesamtbilirubin, INR) Parameter lasst sich der
MELD-Score berechnen. Er liegt zwischen 6 und 40 Punkten: je héher der Wert, desto héher ist das

3 Monats-Mortalitatsrisiko.
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3.2.2.3. Unterscheidung der Atiologie der Leberzirrhose

Im westeuropaischen Raum ist der haufigste Ausloser einer Leberzirrhose mit
50% Alkohol, gefolgt mit 40% von den viralen Hepatitiden B und C und lediglich
10% anderen Ursachen (115). In Anlehnung an diese Haufigkeitsverteilung
wurden die Patienten in die &tiologischen Gruppen ,Alkoholische Zirrhose®,
,Hepatitis B/C* und ,Andere Genese“ unterteilt. Tabelle 3 ist eine Aufstellung
der diagnostischen Parameter, die fur die Unterteilung der Patienten in die drei

Subgruppen genutzt wurden.

Art der Zirrhose

Diagnostik

Studiengruppe 1 Alkoholische Zirrhose

Anamnese des Alkoholabusus,*

Histologie
Studiengruppe 2 Hepatitis B HBsAg und HBeAg, evtl. HBV-DNA
Hepatitis C Anti-HCV, HCV-RNA

Studiengruppe 3: Primar biliare Zirrhose

Andere Ursache

Antimitochondriale Antikdrper Subtyp
M2, IgM, Histologie

Priméar sklerosierende

Cholangitis

ERCP, p ANCA, Rekto-Koloskopie,
evtl. Histologie

Autoimmunhepatitis

Hypergammaglobulindmie, IgG,
antinukleare Antikorper, Histologie

Hamochromatose

Familienanamnese, erh6hte
Transferrinsattigung

und Ferritin, quantitative
Eisenbestimmung im

Leberpunktat, Mutationsscreening

Morbus Wilson

Kupferausscheidung im 24-h-

Sammelurin

Kardiale Zirrhose

Herzultraschall, Ultraschall der Leber

Nichtalkoholische
Steatohepatitis

Histologie,

fehlende Alkoholanamnese

*Zur Validitatsuberprifung- und Strukturierung der Angaben wurde ein

Fragebogen zu Alkoholkonsum und Lebensgewohnheiten angefertigt und bei

den Studienteilnehmern der verschiedenen Studiengruppen angewandt.

Tab. 3: Diagnosekriterien zur Klarung der Atiologie der Leberzirrhose fiir die Einteilung in die

Studiengruppen 1 - 3
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3.2.3. Charakterisierung des Aszites

Der Terminus Aszites stammt vom griechischen Wort fir Wassersucht
(,askites®) ab und ist heute als serdse Flussigkeitsansammlung in der freien
Peritonealhdhle definiert. Die Ursache einer Aszitesbildung ist in etwa 80% -
85% der Falle in einer zirrhotischen Lebererkrankung zu finden, wahrend
Ausloser wie Herzinsuffizienz, Pankreatitis, nephrotisches Syndrom oder
Austritt von Galle eher selten sind. Bei ungefahr jedem zehnten Patienten mit
Aszites liegt die Ursache in einer malignen Krebserkrankung. In vier von funf
Fallen sind hierfir Ovarialkarzinome oder gastrointestinale Tumore
verantwortlich, seltener Tumore von Mamma, Pulmo, Uterus und Zervix

(124)(123). Tabelle 4 fasst die haufigsten Ursachen zusammen.

Ausgewahlte Ursachen einer Aszitesentwicklung Haufigkeit in %
Portal (Leberzirrhose, andere Ursachen portaler Hypertonie) 80 -85
Maligne (Peritonealkarzinose, Tumore der weiblichen 10

Geschlechtsorgane, Gastrointestinale Tumore)

Kardial (Rechtsherzversagen, schwere Herzinsuffizienz) 3
Pankreatogen (akute Pankreatitis und Pankreasfisteln) <1
Entzundlich (bakteriell, tuberkuls) <1
Biliar (Leckage nach Gallen-OP, Gallenblasen-Ruptur/-Perforation <1
Andere (z.B. chylos oder nephrogen) <1

Tab. 4: Ubersicht (iber die Entitaten und Ursacheneinteilung peritonealer Fliissigkeit

In Anlehnung an diese Haufigkeitsverteilung wurden die Patienten in die
Subgruppen ,portale”, ,maligne®, ,kardiale“, ,pankreatogene“ und ,andere*
Genese des Aszites unterteilt. Bei der Ursachensuche und Eingruppierung der
Patienten waren Anamnese, klinische Untersuchung, abdominelle Sonographie
und gegebenenfalls weitere Bildgebung, sowie klinisch-chemische oder
bakteriologische Zusatzuntersuchungen in den meisten Fallen
diagnoseweisend. Dennoch spielten insbesondere zur Differenzierung eines
portalen von einem malignen Aszites klinisch-chemische Parameter im Aszites

eine wichtige Rolle.
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3.2.3.1. Differenzierung des Aszites in portale, kardiale oder andere

Genese

Der Serum-Aszites Albumin Gradient® SAAG-Wert (Albuminkonzentration im
Serum minus Albuminkonzentration im Aszites) ist der bedeutsamste
Parameter als Hinweis auf eine portale Genese des Aszites. Die Bestimmung
des SAAG-Wertes ist dabei dem orientierenden Exsudat-Transsudat-Konzept in
der Differentialdiagnose des Aszites deutlich Uberlegen (125)(124). Nach
Ausschluss einer kardialen Ursache kann bei einem SAAG von >1,1 g/dl mit
einer Sensitivitat von nahezu 100% und einer Spezifitat von circa 95% von einer
portalen Genese des Aszites ausgegangen werden. Ahnlich sensitiv und mit
einer Spezifitat von etwa 85% ist die Bestimmung der Albuminkonzentration im
Aszites (<2,0 g/dl). Zur Erganzung wurden das  Aszites-
/Serumalbuminverhaltnis (<0,65), das Aszites-/Serumeiwei3verhéaltnis (<0,5)
und der Aszitesgesamteiweil3gehalt (<2,5 g/dl) mit einer Spezifitat von 80% und
einer Sensitivitdat von 90% herangezogen. Letztgenanntem Parameter wurde
eine besondere Bedeutung in der Differenzierung zwischen einer portalen und
einer kardialen Genese beigemessen: wahrend bei beiden Aszitesarten in der
Regel ein SAAG-Wert >1,1 g/dl vorliegt, lasst sich im Gegensatz zum portalen
Aszites in nahezu 100% der Féalle eine Gesamteiweil3konzentration von >2,5
g/dl im kardialen Aszites finden. Im Unterschied zur portalen und kardialen
Genese des Aszites findet sich in aller Regel bei den tbrigen Ursachen eines
Aszites ein SAAG-Wert <1,1 g/dl. Eine pankreatogene Genese kann bei einer
Aszites-/Serumamylasekonzentration > 1 angenommen werden; diese wurde
jedoch nicht standardmafiig durchgefihrt. Eine Erhéhung der Triglyzeride >200
mg/dl spricht fur eine chylése Genese (126).

3.2.3.2. Maligner Aszites und Einteilung des Patientenkollektivs in

Patienten mit und ohne hepatozellularem Karzinom

Bei Verdacht auf eine maligne Genese des Aszites wurde ein Nachweis von
Tumorzellen mittels Zytologie, sowie die Bestimmung von Tumormarkern (CEA,
CA19-9) angestrebt. Beide Methoden sind zwar hochspezifisch, weisen jedoch

nur eine Sensitivitdt von héchstens 80% bei der Zytologie bzw. 45% bei den
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Tumormarkern auf. Es wurde weiterhin der Aszitesgesamteiweil3gehalt (>2,5
g/dl) mit einer Spezifitdt von 70% und einer Sensitivitdt von 75% herangezogen.
In Einzelféallen konnte der Aszitescholesterinwert (>45 mg/dl) mit einer Spezifitat
von 70% und einer Sensitivitdt von 80% sowie der Aszites-/Serum-LDH-Wert
(>1,0) mit einer Spezifitdat von 75% und einer Sensitivitdt von 60% bestimmt
werden (126).

In der Regel wurde bei den Patienten mit nachgewiesener Leberzirrhose ein
sonographisches Screening auf maligne Raumforderungen der Leber
durchgefiihrt. In einigen Fallen erfolgte die hausarztliche Uberweisung oder
Ubernahme aus peripheren Krankenhausern zur weiteren Abklarung suspekter
Leberraumforderungen. In einzelnen Fallen lag ein bereits bekanntes oder
auswartig gesichertes, manifestes HCC vor.

Die Diagnose eines HCC bei Patienten mit vorbestehender Leberzirrhose
wurde nach den ,European Association for the study of the liver® (EASL) —
Kriterien zytologisch bzw. histologisch oder nicht-invasiv gestellt (127). Dies
geschah bei Lasionen mit einer GrolRe Uber 2 cm durch Ubereinstimmende
Sicherung von zwei unabhéangigen bildgebenden Verfahren mit HCC-typischer,
arteriell hypervaskularisierter Lasion oder durch ein bildgebendes Verfahren mit
HCC-typischer L&sion und einer AFP-Konzentration von >400 ng/ml. Als
bildgebende Verfahren wurden Kontrastmittelsonographie, Spiral-CT mit
mehreren KM-Phasen, MRT oder seltener Angiographie genutzt. Damit konnte
in der Mehrzahl der Félle eine eindeutige Differenzierung zwischen benigner
oder maligner Entitat getroffen werden. Bei einer Gr63e der Lasion zwischen 1
cm und 2 cm oder unklarer Dignitat wurde eine CT- oder seltener Sonographie-
gesteuerte, perkutane Leberbiopsie zur zytologischen bzw. histologischen
Untersuchung durchgefihrt.

Mit Hilfe dieser Methoden wurde bei 27 Patienten ein hepatozellulares

Karzinom (HCC) gefunden oder bestatigt.
3.2.4. Einteilung der Patienten hinsichtlich Vorhandensein und Genese
einer Peritonitis

Als Ursache eines infizierten Aszites muss insbesondere zwischen einer

spontan-bakteriellen Peritonitis (SBP) und einer sekundaren bakteriellen
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Peritonitis unterschieden werden. Freie abdominelle Luft in der Bildgebung bzw.
der Nachweis eines multi-mikrobiellen Aszites konnen Zeichen einer
sekundaren bakteriellen Peritonitis sein. An Laborparametern weisen ein
Glucosegehalt <50 mg/dl, eine Alkalische-Phosphatase-Konzentration im
Aszites > 240U/, ein Aszites-CEA > 5ng/ml, LDH > 225 U/I, Gesamtprotein > 10
g/l oder eine Granulozytenzahl > 5000/ml im Aszites auf eine sekundare
Peritonitis hin (128)(129).

Wahrend eine SBP bei circa 10-25% aller Falle eines portalen Aszites bei
hospitalisierten Zirrhosepatienten mit Aszites auftritt, ist die sekundare
Peritonitis etwa zehnmal so selten. Da letztere haufig durch eine intestinale
Perforation verursacht ist, sind fast immer mehrere Erreger und meist auch
Anaerobier auffindbar. Im Gegensatz hierzu ist bei der SBP Uberwiegend nur
ein Erreger nachzuweisen, in etwa 80% der Falle handelt es sich um
gramnegative Keime (130). Haufigster Erreger ist Escherichia coli, gefolgt von
Klebsiella-Spezies und anderen gram-negativen Keimen der intestinalen Flora
(z.B. Enterococcus faecialis). Grampositive Bakterien, am haufigsten
Streptokokken-Spezies, werden in 20% aller Falle gefunden (130). Anaerobier
treten in nicht mehr als 5% der Falle auf (130).

Im Rahmen der frihzeitigen Erkennung einer SBP wurde bei den Patienten
insbesondere auf abdominelle Schmerzen, Peritonismus und Entwicklung von
Fieber geachtet. Dies galt ebenso fur weitere Hinweise auf eine mdoglich
entstehende SBP, wie das Auftreten oder die Verschlechterung einer
hepatischen Enzephalopathie, eine Hypotonie, ein Kreatininanstieg und/oder
Ruckgang der Diurese bis hin zum Nierenversagen (131). Da bei Patienten mit
Leberzirrhose und Aszites jedoch jegliche Art der Zustandsverschlechterung
sowie ein therapierefraktarer Aszites auch ohne ausgepréagte Zeichen einer
Infektion an das Vorliegen einer SBP denken lassen (131), wurde in diesen
Fallen eine frihzeitige Diagnostik in Form von Aszitespunktion und
mikrobiologischer Evaluation angestrebt.

Eine SBP wird durch einen neutrophilen Granulozytenwert (,polymorphonuclear
neutrophils® PMN) von >250 Zellen/ul im Aszites definiert. Bei gleichzeitigem
kulturellen bakteriellen Nachweis spricht man von einer kultur-positiven SBP.
Ein  ,Bakteraszites® ist hingegen durch einen PMN <250 Zellen/ul bei

kulturellem bakteriellen Nachweis definiert (132). Zum Kulturnachweis wurden
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BacT/ALERT Kultursysteme verwendet. Um eine mogliche Verbindung
zwischen Chemokinen im Aszites und dem Bestehen einer Peritonitis
unabhangig von der zugrundeliegenden Ursache (SBP/sekundare Peritonitis)
zu untersuchen, wurde eine Peritonitis jedweder Genese durch einen
mikrobiologischen bakteriellen Kulturnachweis und/oder einen neutrophilen

Granulozytenwert >250/pl definiert.

3.3. Aufklarung der Patienten

Jeder Patient wurde ausfuhrlich tber Inhalt und Risiken der Studie aufgeklart
und es wurde eine schriftliche Einverstandniserklarung des Patienten eingeholt.
Sofern die Einwilligungsfahigkeit eines Patienten z.B. aufgrund der Schwere
der Erkrankung nicht gegeben war, wurde die Studienteilnahme mit
Angehdrigen oder den gesetzlichen Betreuern besprochen. Die Teilnahme an
der Studie wurde schriftlich bestétigt. Die Aufklarung umfasste zudem eine
Datenschutzerklarung, bei der jeder Patient schriftlich einwilligte, dass
personenbezogene Daten, insbesondere Daten Uber den Gesundheitszustand
des Patienten, Uber einen Zeitraum von mindestens zehn Jahren aufbewahrt
werden durfen. Eine gesonderte Einverstandniserklarung wurde zudem von
jedem Patienten fur die Venenpunktionen zur Blutprobengewinnung eingeholt.
Die Studie wurde von der lokalen Ethikkommision genehmigt.

3.4. Asservierung der Proben

Die Aszitesproben wurden sowohl im Rahmen von diagnostischen, als auch
therapeutischen Punktionen gewonnen. Nach Einholung des Einverstandnisses
des Patienten und schriftlicher Dokumentation erfolgte nach sonographischer
Darstellung der Aszitesmenge eine Markierung einer ginstigen Punktionsstelle
mit moglichst groRem Abstand zu verletzbaren Organen oder GefaRen (A.
epigastrica inferior am lateralen Rand des M. rectus abdominis, portale
Umgehungskreislaufe und wiedererdffnete fetale Gefal3e). Zumeist wurde im
Bereich des Monroepunktes (im dritten lateralen Viertel einer Linie zwischen

Bauchnabel und Spina iliaca anterior superior), bevorzugt linksseitig, direkt
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punktiert mit sofortigem Rickzug der Nadelspitze, sobald Aszites aspiriert
wurde.

Zum Ablassen der meist serosen Flussigkeit wurde eine fir diese Zwecke
entwickelte 6-French ,Schlottmann-Parazentese-Nadel mit steifer Fuhrung,
Seitenléchern und einer der auf3eren Bauchdecke zugewandten praktischen
Fixierungsplatte verwendet (siehe Abbildung 2). Wenngleich die Kosten héher
sind, bietet diese Nadel im Vergleich zu herkdmmlichen Punktionen mit einer
Venenverweilkanile beziglich der Notwendigkeit und Anzahl der
Lageanderungen der Nadel wahrend der Punktion, der Notwendigkeit einer
erneuten Punktion, der subjektiven Praktikabilitdt der Parazentese und somit
der Patientenakzeptanz eine signifikante Uberlegenheit (133).

miis | m L 1 — >

Abb. 3: Schlottmann-Parazentese-Nadel mit steifer Drainage-Fihrung (1), Seitenléchern (2) und

Fixierungsplatte (3)

Der gewonnene Aszites wurde in Serummonovetten grau-weif3 5,5 ml tberfuhrt
und im Anschluss zehn Minuten bei 4000 rounds per minute (rpm) zentrifugiert
(Zentrifuge Typ Biofuge primo R, Heraeus Instruments, Gera, Deutschland).
Der Uberstand wurde in sechs Eppendorfcups zu je 1,5 ml aliquotiert, die ggf.
makroskopisch vorhandenen Pellets wurden ebenso in Eppendorfcups
asserviert. Das gleiche Prozedere wurde im Rahmen der Serumgewinnung
durchgeflihrt. Beide Probenarten wurden beschriftet und direkt im Anschluss bei

-20 °C eingefroren.

3.5. Chemokinbestimmung

Die Chemokine IL-8 (n = 103) sowie Eotaxin, MCP-1 und RANTES (jeweils n =

116) wurden im Aszites, die Chemokine MIP-1a und MIP-1f3 wurden in Aszites

-23-



3. Material und Methoden

(jeweils n = 221) und Serum (jeweils n = 216) quantifiziert. Die untersuchten
Chemokine wurden mittels Multiplex-Luminex Technik mit dem MILLIPLEX
MAP Kit der Millipore Coporation (Billerica, MA, USA) bestimmit.

3.5.1 Testprinzip der Multiplex-Luminex Technik

Mit der Luminex XMAP-Technologie ist es mdglich, die simultane Analyse von
bis zu 100 Parametern in einer Probe und einem Messvorgang durch eindeutig
definierte  Spektralsignaturen und Nachweisreagenzien durchzufihren.
Grundlage hierfur sind mikroskopisch kleine Polystyrolpartikel, sogenannte
Mikrospharen oder Beads, die analog zu Western Blot und ELISA als
Festphase flir verschiedene biochemische Nachweisreaktionen dienen 0.

Multiplex-Assays werden direkt in einer Mikrotiterplatte durchgefihrt. Sie
enthalten eine Mischung verschiedener Mikrospharen-Typen (Bead-Mix). Jeder
dieser Bead-Typen st eindeutig durch einen individuellen roten
Fluoreszenzfarbton definiert und tragt auf der Oberflache ein spezifisches
Nachweisreagenz wie z.B. rekombinantes Antigen, Oligonukleotide oder
spezifische Proteine. Die zu untersuchenden Proben werden mit dem Bead-Mix
inkubiert, dabei bindet jeder Bead-Typ an sein spezifisches Zielmolekil
(Analyt). Der spezifische Nachweis der Bindung der Analyten an die Beads
erfolgt Gber ein Detektionsmolekil (Konjugat), das eine hohe Affinitat zum
Analyten besitzt. Das Konjugat ist mit einem Fluoreszenzfarbstoff gekoppelt,
dessen spektraler Bereich sich von denen der Beadfarbstoffe unterscheidet. Auf
diese Weise konnen die Klassifizierung der Beads und die Quantifizierung des
Analyten nebeneinander durchgefuhrt werden. Die Analyse und Auswertung der
Bead-basierten Tests erfolgt mit dem Luminex-Analysesystem. Es basiert auf
der Methode der Durchflusszytometrie unter Verwendung zweier
unterschiedlicher Laser. Uber die XY-Plattform kénnen die Proben

vollautomatisch gemessen und ausgewertet werden.
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Abb. 4: Prinzip Multiplex-Luminex: Inkubation der Probe mit dem Bead-Mix und Bindung der Bead-
Typen an ihre spezifschen Zielmolekiile (Analyt), erneute Inkubation mit Markern (Konjugat) und
Analyse der Beads anhand ihrer z.B. roten (Bead-Klassifiizierung) und griinen (Quantifizierung)

Fluoreszenz

Mit Bead-basierten Assays kbnnen somit in einem Ansatz mehrere Analyten
simultan bestimmt und dadurch Zeit, Kosten und Material gespart werden (135).
Das Resultat sind Multi-Analyten-Profile mit deutlich verbesserter Aussagekraft
im Vergleich zum Einzelnachweis von verschiedenen Parametern. Bead-
basierte Assays zeichnen sich durch eine hohe Sensitivitdt und Spezifitat aus.
Weitere Vorteile liegen darin, dass fur die Testdurchfihrung nur sehr geringe
Probenvolumina bendtigt werden und die Messsignale dber 3-4

GroéRenordnungen linear sind (135).
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3.5.2. Bendtigte Materialien und Probenvorbereitungen

Durch den Hersteller Millipore zur Verfigung gestellte Reagenzien:

e Humane Zytokine / Chemokine Standard, 1 Phiole, lyophilisiert

e Humane Zytokine Qualitatskontrolle 1 und 2, 2 Phiolen, lyophilisiert
e Serum Matrix (enthalt 0,08% Natriumazid), 1 Phiole, lyophilisiert

e Set aus einer 96-Well-Filterplatte mit 2 Verschlissen

e Assay-Puffer, 1 Flaschchen, 30ml

e 10x Waschpuffer (enthalt 0,05% Proclin), 1 Flaschchen, 30ml|

e Antikorper zur Detektion humaner Zytokine, 1 Flaschchen, 3,2ml

e Streptavidin-Phycoerythrin, 1 Flaschchen, 3,2ml

e Verdunnungsmittel fur die Beads, 1 Flaschchen, 3,5ml

e 1 Mischflasche

Zusatzlich bendtigtes Reagenz:

e Luminex Hullfluid

Die Materialien des MILLIPLEX MAP Kit wurden bei 2 — 8 °C aufbewahrt und
vor ihrer Verwendung auf Raumtemperatur aufgewarmt. Sobald die Standards
und Kontrollen rekonstituiert wurden, wurden die Inhalte unmittelbar in
Polypropylen-Phiolen tberfihrt.

Die lichtsensiblen Antikdrper-Beads wurden zunéchst 30 Sekunden beschallt
und 1 Minute gevortext. Von jedem Antikérper-Bead wurden 60 pl in die
Mischflasche gegeben und auf insgesamt 3,0 ml mithilfe des
Verdinnungsmittels fir Beads aufgefillt. Die so gemischten Beads wurden
gevortext.

Die beiden Qualitatskontrollen wurden mit 250 pl entionisiertem Wasser
rekonstituiert, die Phiolen wurden zum Mischen invertiert und nach gut 5
Minuten Ruhe wurden die Kontrollen in entsprechend beschriftetete
Polypropylen-Mikrozentrifugenréhrchen tberfuhrt.

Der Waschpuffer wurde gemischt, um alle Salze in Losung zu bringen. 30 ml
des 10x Waschpuffer-Flaschchens wurden mit 270 ml entionisiertem Wasser
verdunnt.

Der humane Zytokin-Standard wurde vor der Nutzung mit 250 pl entionisiertem

Wasser rekonstituiert, damit eine 10.000 pg/ml Konzentration fur die Analysen
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entstand. Die Phiolen wurden mehrmals zum Mischen invertiert und fir 10
Sekunden gevortext. Nach gut 5 Minuten Ruhe wurde der Standard in ein
entsprechend beschriftetes Polypropylen-Réhrchen Gberfiuhrt. Hierauf wurde
eine Standard-Verdinnungsreihe mit den Konzentrationen von 2.000, 400, 80,

16 und 3,2 pg/ml durch die Zugabe von Assay-Puffer hergestellt.

3.5.3. Durchfiihrung des Immunoassays

Die Filterplatte wurde mit 200 pl Assay-Puffer je Bohrloch der Mikrotiter
Filterplatte befeuchtet, verschlossen, fir 10 Minuten gerittelt und danach
mittels Vakuum der Assay-Puffer wieder entfernt. Hierauf wurden in die
entsprechenden Wells zunadchst 25 pl jeder Standardreihe (der Assay-Puffer
wurde far O pg/ml verwendet) bzw. der Kontrollen und hierauf 25 pl
Matrixlésung in die entsprechenden Wells pipettiert. In die Wells der Proben
wurden der Reihe nach 25 pl des Assay-Puffers, 25 pl der Matrixlésung und 25
pl der Probe pipettiert. Im Weiteren wurde bei alle Wells dasselbe Procedere
angewendet und 25 pg der gut geschittelten Beads hinzugefugt. Die Platte
wurde anschlie@end lichtdicht verschlossen und eine Stunde bei
Raumtemperatur inkubiert. Die Flissigkeit wurde danach mittels Vakuum
entfernt und die Wells zweimal mit jeweils 200 pl Waschpuffer geséubert. In
jeden Well wurden 25 pl Antikérper zur Detektion pipettiert, die Platte erneut
lichtdicht verschlossen und 30 Minuten bei Zimmertemperatur inkubiert. Hierauf
wurden jeweils 25 ul Streptavidin-Phycoerythrin hinzugegeben und nach
erneutem lichtdichtem Verschluss weitere 30 Minuten bei Raumtemperatur
inkubiert. Die Flussigkeit wurde wieder mittels Vakuum entfernt und die Wells
zweimal mit jeweils 200 pl Waschpuffer gesédubert. Danach wurde jeweils 150
pl Hullfluid hinzugegeben und nach 5 Minuten die Platte mittels Luminex

ausgewertet.

3.5.4. Auswertung der mittels Multiplex-Luminex Technik bestimmten

Chemokine

Die Auswertung der Daten der mittleren Intensitat der Fluoreszenzen (Median

Fluorescent Intensity) erfolgte nach Herstellerempfehlung mittels gewichteter 5-

- 27 -



4. Ergebnisse

Parameter-Logistik. Aus den Messreihen der Standardreihe wurde eine

Eichkurve erstellt.

3.5.5. Charakteristika des Assays

Als Charakteristika der Assays lagen folgende Herstellerangaben vor. Die
Sensitivitat (minimale detektierbare Konzentrationen in pg/ml) betrugen fur IL-8
0,2, MCP-1 0,9, MIP-1a 3,5, MIP-13 4,5 und RANTES 1,0. Die Préazision betrug
innerhalb eines Assays in %CV fur IL-8 7,1, MCP-1 6,1, MIP-1a 5,7, MIP-133 5,3
und RANTES 6,2 und zwischen verschiedenen Assays fur IL-8 11,6, MCP-1
12,0, MIP-1a 14,4, MIP-1B 10,6 und RANTES 15,7. Die Genauigkeit der
Wiederfindungseffizienz in 6 Levels von dotierten Standards in 8 unabhangigen
Tests betrug in % for IL-8 101,9, MCP-1 100,7, MIP-1a 102,8, MIP-1$ 99,3 und
RANTES 89,5.

3.6. Statistik

Mittels Kolmogorov-Smirnov-Test wurde getestet, ob eine Normalverteilung mit
hoher Wahrscheinlichkeit vorliegt. Fir Parameter, die nicht normal verteilt
waren, wurde der Mann-Whitney-U-Test fur den Vergleich von Mittelwerten +
SEM (,standard error oft the mean®) herangezogen. Bei Werten, die einer
Gaullschen Verteilung folgten, wurde der Student's t-test angewandt.
Statistische Signifikanz wurde mit p < 0,05 definiert. Der bivariate
Korrelationsanalysentest (Pearson’s test) diente flr Korrelationsanalysen.
Korrelationen zwischen verschiedenen Werten wurden mittels

Regressionsanalysen mit Berechnung von r & r? durchgefihrt.

4. Ergebnisse

Im Folgenden soll eine Charakterisierung der Studienkohorte und
Zusammenfassung der relevanten Ergebnisse der Multiplex-Luminex-basierten
Detektion der verschiedenen Chemokine und nachfolgender

Subgruppenanalysen dargestellt werden.
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4.1. Charakterisierung der Studienkohorte

Die Datenerhebung zu den eingesandten Proben aus Bonn und Jena war
beziglich der fur diese Studie erhobenen Parameter teilweise unvollstandig.

Studienkohorte Haufigkeit numerisch und in %
Gesamtzahl Teilnehmer 214

Anzahl Proben 265

Manner 151 (70,6 %)

Frauen 63 (29,4 %)

BMI kg/m? (Mittelwert + SEM) 26,8 + 6,0 (range 18 — 47)
Alter in Jahre (Mittelwert + SEM) 58,8 + 10,83 (range 26 — 101)
Leberzirrhose 161 (75,2 %)
MELD-Score (Mittelwert + SEM) 19,2 + 7,3 (range 6 — 40)
Leberzirrhose Child-Pugh A 5 (3,1 %)
Leberzirrhose Child-Pugh B 57 (35,4 %)
Leberzirrhose Child-Pugh C 99 (61,5 %)

Keine dokumentierte Leberzirrhose 53 (24,8 %)

Ursache der Leberzirrhose:

Alkohol 96 (59,6 %)
Chronische Hepatitis B/C 25 (15,6 %)
Andere 10 (6,2 %)
Unbekannt 30 (18,6 %)
Ursache des Aszites:

Portale Hypertension 161 (75,2 %)
Maligne 2 (0,9 %)
Kardial 36 (16,8 %)
Andere / unbekannt 15 (7,0 %)
Hepatozellulares Karzinom 27 (12,6 %)
Kein hepatozellulares Karzinom 187 (87,4 %)
Peritonitis 25 (9,4 %)
Keine Peritonitis 240 (90,6 %)

Tab. 5: Charakterisierung der Studienkohorte
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4.1.1. Vorhandensein oder Abwesenheit einer Leberzirrhose, Child-Pugh-
Score und MELD-Score

Es wurde bei 161 (75,2 %) Patienten eine Leberzirrhose detektiert, 53 (24,8 %)
Patienten wiesen keine dokumentierte Leberzirrhose auf; da die Daten teils
unvollstandig waren. Epidemiologische Daten zeigen, dass 50% der Patienten
mit Leberzirrhose nach erstmaliger Entwicklung eines Aszites binnen zwei
Jahren versterben (126). Dementsprechend wies das Patientenkollektiv der
Studie insgesamt auch hohe Werte beim Child-Pugh-Score sowie MELD-Score
auf. Bei 99 (61,5 %) Patienten errechnete sich ein Child-Pugh-Klasse C, bei 57
(35,4 %) Patienten ein Child-Pugh-Klasse B und lediglich bei 5 (3,1 %)
Patienten ein Child-Pugh-Klasse A. Der mittlere MELD-Score betrug 19,2 + 7,3
(Spannweite 6 - 40).

4.1.2. Atiologie der Leberzirrhose

Als Ursache der Leberzirrhose liel3 sich bei 96 Patienten (59,6 %) Alkohol, bei
25 Patienten (15,6 %) eine Hepatitis und bei lediglich 10 Patienten (6,2 %) eine
andere Ursachen eruieren. Bei 30 Patienten (18,6 %) lie3 sich die Ursache

nicht ausfindig machen.

4.1.3. Atiologie des Aszites

Beziiglich der Atiologie des Aszites konnten die Proben aus Bonn und Jena
nicht vollstandig ausgewertet werden. Bei 161 Patienten (75,2 %) konnte als
Ursache des Aszites eine portale Hypertension verifiziert werden. Bei 2
Patienten (0,9 %) konnten maligne Zellen nachgewiesen werden. Bei 36
(16,8%) Patienten konnte eine kardiale Ursache angenommen werden. Auf
Grund der fehlenden Bestimmung der Serumamylase war eine Zuordnung zu

einer pankreatogenen Ursache nicht méglich.
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4.1.4. Vorhandensein oder Abwesenheit eines hepatozellularen Karzinoms

Bei 27 Patienten (12,6 %) lag ein hepatozellulares Karzinom vor. Maligne Zellen
im Aszites konnten bei 2 Patienten nachgewiesen werden: bei einem Patienten

mit bekannten HCC und bei einem Patienten ohne bekanntes Tumorleiden.

4.1.5. Vorhandensein oder Abwesenheit einer Peritonitis

Bei 25 der 265 Proben (9,4 %) lag eine Peritonitis vor, welche durch einen
mikrobiologischen bakteriellen Kulturnachweis und/oder einen neutrophilen
Granulozytenwert >250/ul im Aszites definiert wurde. Die Patienten wurden in
drei Gruppen unterteilt: Bakteraszites, kultur-negative SBP und kultur-positive
SBP. 7 Patienten hatten einen Bakteraszites, welcher als positiver
mikrobiologischer bakterieller Kulturnachweis bei einem Granulozytenwert
<250/ul definiert war. 11 Patienten hatten eine kulturnegative SBP oder sog.
neutrozytischen Aszites, d.h. einen Granulozytenwert >250/ul im Aszites bei
negativem mikrobiologischen bakteriellen Kulturnachweis. Bei 7 Patienten
konnte eine kulturpositive SBP nachgewiesen werden: bei ihnen lagen
gleichzeitig sowohl ein positiver mikrobiologischer bakterieller Kulturnachweis

als auch eine Anzahl neutrophiler Granulozyten >250/ul im Aszites vor.

4.2. Chemokine

Im Folgenden soll eine Zusammenfassung der signifikanten Ergebnisse der
Multiplex-Luminex-basierten Detektion der verschiedenen Chemokine und

nachfolgender Subgruppenanalysen dargestellt werden.

4.2.1. Detektion der Chemokine

Eotaxin war in 116 Aszitesproben detektierbar. Der Mittelwert der
Konzentrationen im Aszites betrug 533,6 + 2612,7 pg/ml mit einer Spanne von -
4010,1 — 16233,0 pg/ml. IL-8 war in 103 Aszitesproben detektierbar. Der
Mittelwert der Konzentrationen im Aszites betrug 206,9 = 606,6 pg/ml mit einer
Spanne von 0 — 5031,44 pg/ml. MCP-1 war in 116 Aszitesproben detektierbar.

Der Mittelwert der Konzentrationen im Aszites betrug 160,8 £ 215,1 pg/ml mit
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einer Spanne von 0 — 1582,0 pg/ml. MIP-1a war in 221 Aszitesproben und 216
Serumproben detektierbar. Der Mittelwert der Konzentrationen betrug im
Aszites 39,2 £ 167,6 pg/ml mit einer Spanne von 0 — 1975,8 pg/ml sowie im
Serum 8,6 = 22,0 pg/ml mit einer Spanne von 0 — 295,1 pg/ml. MIP-1B war in
221 Aszitesproben und 216 Serumproben detektierbar. Der Mittelwert der
Konzentrationen betrug im Aszites 48,4 + 139,7 pg/ml mit einer Spanne von 0 —
1079,1 pg/ml sowie im Serum 36,9 + 42,1 pg/ml mit einer Spanne von 0 — 232,4
pg/ml. RANTES war in 116 Aszitesproben detektierbar. Der Mittelwert der
Konzentrationen im Aszites betrug 20,2 £ 109,2 pg/ml mit einer Spanne von 0 —
845,3 pg/ml.

4.2.2. Signifikante Konzentrationserh6hungen der Chemokine in den
Subgruppenanalysen

Die Anzahl neutrophiler Granulozyten im Aszites war signifikant bei Patienten
mit positivem mikrobiologischen bakteriellen Kulturnachweis im Vergleich mit
Patienten mit kultur-negativem Aszites erhoht (p = 0,033). Der Mittelwert betrug
bei Patienten ohne Kulturnachweis 125,9 + 519,9 pg/ml und bei Patienten mit
Kulturnachweis 2565,3 + 3468,4 pg/ml.

Bei den Subgruppenanalysen zeigten sich signifikant erhéhte Konzentrationen
von MIP-1B in peritonealer Flussigkeit bei Patienten mit kultur-positiver SBP
gegenuber Patienten mit kultur-negativer SBP (p = 0,045). Des Weiteren
ergaben sich signifikante Unterschiede im Vergleich von Patienten mit
negativem Bakterienwachstum nach 48 Stunden und Granulozyten < 250/l im
Aszites einerseits mit Patienten mit kultur-positiver SBP (p = 0,047) und
andererseits mit Patienten mit Bakteraszites und/oder SBP (p = 0,031).

Bei 10 Proben lag eine kultur-negative SBP vor; der Mittelwert von MIP-1B
betrug 32,6 £ 50,1 pg/ml. Eine kultur-positive SBP lag bei 5 Proben vor; hier
betrug der Mittelwert von MIP-1B 538,3 + 392,1 pg/ml. 125 Proben zeigten kein
Bakterienwachstum nach 48 Stunden bei gleichzeitiger Granulozytenzahl <
250/pl im Aszites; der Mittelwert von MIP-18 betrug 39,6 + 103,1 pg/ml. Ein

positives Bakterienwachstum und/oder Granulozytenzahl = 250/ul im Aszites
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lag bei 23 Proben vor; der Mittelwert von MIP-18 betrug hierbei 197,9 + 326,6

pg/ml. (siehe Abbildung 5)
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Abb. 5: Boxplot-Diagramm zur Veranschaulichung der Subgruppenanalyse von MIP-1B im Aszites:

die sich signifikant unterscheidenden Konzentrationen wurden jeweils farbig oberhalb der Boxplots

unter Angabe der Signifikanz (x) markiert.

Griine Markierung: signifikant erhéhte Konzentration von MIP-1p im Aszites bei Patienten mit kultur-

positiver SBP im Vergleich mit Patienten mit kultur-negativer SBP

Rote Markierung: signifikant erhdhte Konzentration von MIP-18 im Aszites bei Patienten mit kultur-

positiver SBP im Vergleich mit Patienten mit negativem Bakterienwachstum nach 48 Stunden und

Granulozyten < 250/ul im Aszites (,negativ®)

Im Vergleich der vorbeschrieben Subgruppen mit Patienten mit Bakteraszites,

sowie zwischen Patienten mit Leberzirrhose mit Child-Stadium A und C

ergaben sich keine weiteren Signifikanzen.
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Es konnte jedoch eine signifikante und positive Korrelation zwischen
Konzentrationen von MIP-18 und der Anzahl neutrophiler Granulozyten im

Aszites durch Regressionsanalysen nachgewiesen werden (p = 0,000, R =
0,434) (siehe Abbildung 6).
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Abb. 6: Streudiagramm zur Darstellung der Korrelation zwischen MIP-1B und der Granulozytenzahl

im Aszites

In den Subgruppenanalysen der tbrigen bestimmten Chemokine zeigten sich
weder Signifikanzen im Vergleich von Patienten mit kultur-positiver SBP, kultur-
negativer SBP, Bakteraszites, negativem Bakterienwachstum nach 48 Stunden
und Granulozyten < 250/ul noch im Vergleich zwischen Patienten mit
Leberzirrhose mit Child-Stadium A und C. Bei keinem der weiteren Chemokine
konnte eine positive Korrelation zwischen der Konzentration und der Anzahl

neutrophiler Granulozyten im Aszites nachgewiesen werden.

4.2.3. Korrelation der Chemokine in Aszites und Serum

Alle zuvor genannten Chemokine wurden im Aszites bestimmt. Aufgrund nicht
ausreichend verfigbarer Proben konnten lediglich MIP-1a und MIP-13
zusatzlich im Serum gemessen werden. Die folgenden Tabellen zeigen die

Korrelationen der Chemokine untereinander.
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Korrelation Eotaxin IL-8 MCP-1 MIP-1a MIP-1B RANTES
im Aszites

Eotaxin - XXX XXX XXX
IL8 XXX - XXX X

MCP-1 XXX XXX - XXX
MIP-1a - XXX

MIP-1B X XXX -

RANTES XXX XXX -

Tab. 6: Korrelation der Chemokine im Aszites. Legende: xxx bei p < 0,001; xx bei p < 0,01; x bei p <
0,05; - nicht bestimmt

Korrelation Eotaxin IL-8 MCP-1 MIP-1a MIP-18 RANTES
im Serum

Eotaxin - - - - - -

IL8 - - - - - -

MCP-1 - - - - - -

MIP-1a - - - - XX -

MIP-1B - - - XX - -

RANTES - - - - - -

Tab. 7: Korrelation der Chemokine im Serum. Legende: xxx bei p < 0,001; xx bei p < 0,01; x bei p <
0,05; - nicht bestimmt

Korrelation Eotaxin IL-8 MCP-1 MIP-1a MIP-18 RANTES
zw. Aszites

und Serum

Eotaxin - - - - - -

IL8 - - - - - -

MCP-1 - - - - - -

MIP-1a - - - - X -

MIP-1p - - - X - -

RANTES - - - - - -

Tab. 8: Korrelation der Chemokine in Aszites und Serum. Legende: xxx bei p < 0,001; xx bei p <
0,01; x bei p < 0,05; - nicht bestimmt
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Eine signifikante und positive Korrelation zwischen Konzentrationen von
Eotaxin und IL-8 im Aszites wurde durch Regressionsanalysen nachgewiesen
(p = 0,000, R = 0,419) (siehe Abbildung 7).
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Abb. 7: Streudiagramm zur Darstellung der Korrelation zwischen Eotaxin und IL-8 im Aszites

Eine signifikante und positive Korrelation zwischen Konzentrationen von
Eotaxin und MCP-1 im Aszites wurde durch Regressionsanalysen
nachgewiesen (p = 0,000, R = 0,606) (siehe Abbildung 8).
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Abb. 8: Streudiagramm zur Darstellung der Korrelation zwischen Eotaxin und MCP-1 im Aszites
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Eine signifikante und positive Korrelation zwischen Konzentrationen von
Eotaxin und RANTES im Aszites wurde durch Regressionsanalysen
nachgewiesen (p = 0,000, R = 0,844) (siehe Abbildung 9).
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Abb. 9: Streudiagramm zur Darstellung der Korrelation zwischen Eotaxin und RANTES im Aszites

Eine signifikante und positive Korrelation zwischen Konzentrationen von IL-8
und MCP-1 im Aszites wurde durch Regressionsanalysen nachgewiesen (p =
0,000, R = 0,448) (siehe Abbildung 10).
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Abb. 10: Streudiagramm zur Darstellung der Korrelation zwischen IL-8 und MCP-1 im Aszites
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Eine signifikante und positive Korrelation zwischen Konzentrationen von IL-8
und MIP-1B im Aszites wurde durch Regressionsanalysen nachgewiesen (p =

0,035, R = 0,208) (siehe Abbildung 11).
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Abb. 11: Streudiagramm zur Darstellung der Korrelation zwischen IL-8 und MIP-1B im Aszites

Eine signifikante und positive Korrelation zwischen Konzentrationen von MCP-1
und RANTES im Aszites wurde durch Regressionsanalysen nachgewiesen (p =

0,000, R = 0,441) (siehe Abbildung 12).
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Abb. 12: Streudiagramm zur Darstellung der Korrelation zwischen MCP-1 und RANTES im Aszites
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Eine signifikante und positive Korrelation zwischen Konzentrationen von MIP-1a
und MIP-1B im Aszites wurde durch Regressionsanalysen nachgewiesen (p =

0,000, R = 0,802) (siehe Abbildung 13).
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Abb. 13: Streudiagramm zur Darstellung der Korrelation zwischen MIP-1a und MIP-18 im Aszites

Eine signifikante und positive Korrelation zwischen Konzentrationen von MIP-1a
und MIP-1B8 im Serum wurde durch Regressionsanalysen nachgewiesen (p =

0,002, R = 0,214) (siehe Abbildung 14).
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Abb. 14: Streudiagramm zur Darstellung der Korrelation zwischen MIP-1a und MIP-18 im Serum
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Eine signifikante und positive Korrelation zwischen Konzentrationen von MIP-1a

in Aszites und Serum wurde durch Regressionsanalysen nachgewiesen (p =

0,033, R = 0,146) (siehe Abbildung 15).
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Abb. 15: Streudiagramm zur Darstellung der Korrelation zwischen MIP-1a in Aszites und Serum

Eine signifikante und positive Korrelation zwischen Konzentrationen von MIP-13

in Aszites und Serum wurde durch Regressionsanalysen nachgewiesen (p =

0,031, R = 0,147) (siehe Abbildung 16).
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Abb. 16: Streudiagramm zur Darstellung der Korrelation zwischen MIP-18 in Aszites und Serum
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4.2.4. Detektion weiterer Zytokine in Aszites und Serum und deren
Korrelation zu MIP-1B

MIP-18 zeigte in den bisherigen Ergebnissen die signifikantesten Werte
innerhalb der Gruppe der untersuchten Chemokine. Im Rahmen weiterer
Studien wurden beim selben Patientenkollektiv weitere Zytokine in Aszites und
Serum bestimmt: IFN-y, IL-1a, IL-1B, IL-1RA, IL-4, IL-6, IL-10, IL-17A und TNF-
Q.

IFN-y war in 227 Aszitesproben und 221 Serumproben detektierbar. Der
Mittelwert der Konzentrationen betrug im Aszites 40,0 £ 409,1 pg/ml mit einer
Spanne von 0 — 6054,9 pg/ml sowie im Serum 24,8 + 86,6 pg/ml mit einer
Spanne von 0 — 1033,6 pg/ml. IL-1a war in 227 Aszitesproben und 221
Serumproben detektierbar. Der Mittelwert der Konzentrationen betrug im
Aszites 28,8 + 271,3 pg/ml mit einer Spanne von 0 — 2941,1 pg/ml sowie im
Serum 16,9 £ 54,7 pg/ml mit einer Spanne von 0 — 535,2 pg/ml. IL-18 war in
227 Aszitesproben und 221 Serumproben detektierbar. Der Mittelwert der
Konzentrationen betrug im Aszites 17,8 £ 182,9 pg/ml mit einer Spanne von 0 —
2096,9 pg/ml sowie im Serum 1,5 = 9,9 pg/ml mit einer Spanne von 0 — 133,6
pg/ml. IL-1RA war in 220 Aszitesproben und 215 Serumproben detektierbar.
Der Mittelwert der Konzentrationen betrug im Aszites 61,9 + 583,6 pg/ml mit
einer Spanne von 0 — 7895,2 pg/ml sowie im Serum 1,5 = 9,9 pg/ml mit einer
Spanne von 0 — 605,2 pg/ml. IL-4 war in 219 Aszitesproben und 215
Serumproben detektierbar. Der Mittelwert der Konzentrationen betrug im
Aszites 14,1 + 134,8 pg/ml mit einer Spanne von 0 — 1958,0 pg/ml sowie im
Serum 16,5 + 55,4 pg/ml mit einer Spanne von 0 — 395,4 pg/ml. IL-6 war in 209
Aszitesproben und 215 Serumproben detektierbar. Der Mittelwert der
Konzentrationen betrug im Aszites 3570,2 + 2675,1 pg/ml mit einer Spanne von
0 —10000,0 pg/ml sowie im Serum 152,6 + 734,4 pg/ml mit einer Spanne von 0
— 7905,2 pg/ml. IL-10 war in 227 Aszitesproben und 221 Serumproben
detektierbar. Der Mittelwert der Konzentrationen betrug im Aszites 216,8 +
560,0 pg/ml mit einer Spanne von 0 —7404,4 pg/ml sowie im Serum 8,5 + 22,6
pg/ml mit einer Spanne von 0 — 175,1 pg/ml. IL-17A war in 227 Aszitesproben
und 221 Serumproben detektierbar. Der Mittelwert der Konzentrationen betrug
im Aszites 8,1 + 22,3 pg/ml mit einer Spanne von 0 —-146,5 pg/ml sowie im
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Serum 22,9 £ 48,9 pg/ml mit einer Spanne von 0 — 322,68 pg/ml. TNF-a war in

221 Aszitesproben und 216 Serumproben detektierbar. Der Mittelwert der

Konzentrationen betrug im Aszites 25,0 £ 84,0 pg/ml mit einer Spanne von 0 —

1037,9 pg/ml sowie im Serum 15,4 + 14,0 pg/ml mit einer Spanne von 0 — 92,6

pg/ml.

Die folgende Tabelle bietet eine Ubersicht tiber die Korrelationen zu MIP-1p.

Korrelation IFN-y | IL-la | IL-1B IL- IL-4 IL-6 IL-10 | IL-17A | TNF-a
zu MIP-18 1RA

Im Aszites XXX XXX XXX XXX XX XXX XXX XXX XXX
Im Serum XXX XXX XXX XXX XXX XX XXX XXX

Tab. 9: Korrelation von MIP-1B zu weiteren Zytokinen in Aszites und Serum. Legende: xxx bei p <

0,001; xx bei p < 0,01; x bei p < 0,05; - nicht bestimmt

Eine signifikante und positive Korrelation zwischen Konzentrationen von MIP-13

und IFN-y im Aszites wurde durch Regressionsanalysen nachgewiesen (p =
0,000, R = 0,244) (siehe Abbildung 17).
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Abb. 17: Streudiagramm zur Darstellung der Korrelation zwischen MIP-18 und IFN-y im Aszites
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Eine signifikante und positive Korrelation zwischen Konzentrationen von MIP-13
und IL-1a im Aszites wurde durch Regressionsanalysen nachgewiesen (p =
0,000, R = 0,488) (siehe Abbildung 18).
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Abb. 18: Streudiagramm zur Darstellung der Korrelation zwischen MIP-18 und IL-1a im Aszites

Eine signifikante und positive Korrelation zwischen Konzentrationen von MIP-1B
und IL-1B im Aszites wurde durch Regressionsanalysen nachgewiesen (p =
0,00, R = 0,478) (siehe Abbildung 19).
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Abb. 19: Streudiagramm zur Darstellung der Korrelation zwischen MIP-18 und IL-1B im Aszites
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Eine signifikante und positive Korrelation zwischen Konzentrationen von MIP-13
und IL-1RA im Aszites wurde durch Regressionsanalysen nachgewiesen (p =

0,000, R =0,629) (siehe Abbildung 20).
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Abb. 20: Streudiagramm zur Darstellung der Korrelation zwischen MIP-18 und IL-1RA im Aszites

Eine signifikante und positive Korrelation zwischen Konzentrationen von MIP-13
und IL-4 im Aszites wurde durch Regressionsanalysen nachgewiesen (p = 0,01,
R =0,222) (siehe Abbildung 21).
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Abb. 21: Streudiagramm zur Darstellung der Korrelation zwischen MIP-1B und IL-4 im Aszites
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Eine signifikante und positive Korrelation zwischen Konzentrationen von MIP-13
und IL-6 im Aszites wurde durch Regressionsanalysen nachgewiesen (p =
0,000, R = 0,254) (siehe Abbildung 22).
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Abb. 22: Streudiagramm zur Darstellung der Korrelation zwischen MIP-1B und IL-6 im Aszites

Eine signifikante und positive Korrelation zwischen Konzentrationen von MIP-13
und IL-10 im Aszites wurde durch Regressionsanalysen nachgewiesen (p =
0,000, R = 0,477) (siehe Abbildung 23).
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Abb. 23: Streudiagramm zur Darstellung der Korrelation zwischen MIP-18 und IL-10 im Aszites
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Eine signifikante und positive Korrelation zwischen Konzentrationen von MIP-13
und IL-17A im Aszites wurde durch Regressionsanalysen nachgewiesen (p =
0,000, R =0,332) (siehe Abbildung 24).
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Abb. 24: Streudiagramm zur Darstellung der Korrelation zwischen MIP-18 und IL-17A im Aszites

Eine signifikante und positive Korrelation zwischen Konzentrationen von MIP-13
und TNF-a im Aszites wurde durch Regressionsanalysen nachgewiesen (p =
0,000, R =0,767) (siehe Abbildung 25).
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Abb. 25: Streudiagramm zur Darstellung der Korrelation zwischen MIP-18 und TNF-a im Aszites
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Eine signifikante und positive Korrelation zwischen Konzentrationen von MIP-13
und IFN-y im Serum wurde durch Regressionsanalysen nachgewiesen (p =

0,000, R = 0,257) (siehe Abbildung 26).
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Abb. 26: Streudiagramm zur Darstellung der Korrelation zwischen MIP-1B und IFN-y im Serum

Eine signifikante und positive Korrelation zwischen Konzentrationen von MIP-1B
und IL-la im Serum wurde durch Regressionsanalysen nachgewiesen (p =

0,000, R = 0,355) (siehe Abbildung 27)
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Abb. 27: Streudiagramm zur Darstellung der Korrelation zwischen MIP-1B und IL-1a im Serum
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Eine signifikante und positive Korrelation zwischen Konzentrationen von MIP-13
und IL-1B im Serum wurde durch Regressionsanalysen nachgewiesen (p =

0,000, R = 0,397) (siehe Abbildung 28).
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Abb. 28: Streudiagramm zur Darstellung der Korrelation zwischen MIP-18 und IL-1B im Serum

Eine signifikante und positive Korrelation zwischen Konzentrationen von MIP-13
und IL-1RA im Serum wurde durch Regressionsanalysen nachgewiesen (p =
0,000, R = 0,370) (siehe Abbildung 29).
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Abb. 29: Streudiagramm zur Darstellung der Korrelation zwischen MIP-18 und IL-1RA im Serum
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4. Ergebnisse

Eine signifikante und positive Korrelation zwischen Konzentrationen von MIP-13
und IL-4 im Serum wurde durch Regressionsanalysen nachgewiesen (p =
0,000, R = 0,530) (siehe Abbildung 30).
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Abb. 30: Streudiagramm zur Darstellung der Korrelation zwischen MIP-18 und IL-4 im Serum

Eine signifikante und positive Korrelation zwischen Konzentrationen von MIP-13
und IL-10 im Serum wurde durch Regressionsanalysen nachgewiesen (p =
0,001, R = 0,225) (siehe Abbildung 31).
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Abb. 31: Streudiagramm zur Darstellung der Korrelation zwischen MIP-1B und IL-10 im Serum
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4. Ergebnisse

Eine signifikante und positive Korrelation zwischen Konzentrationen von MIP-13
und IL-17A im Serum wurde durch Regressionsanalysen nachgewiesen (p =
0,000, R = 0,394) (siehe Abbildung 32).

R? Linear = 0,155
400,007

300,007 O

200,00 o

Interleukin 17A, Serum
o]

100,007

,0077

T T T T T
,00 50,00 100,00 150,00 200,00 250,00
MIP-1beta, Serum

Abb. 32: Streudiagramm zur Darstellung der Korrelation zwischen MIP-18 und IL-17A im Serum

Eine signifikante und positive Korrelation zwischen Konzentrationen von MIP-13
und TNF-a im Serum wurde durch Regressionsanalysen nachgewiesen (p =
0,000, R =0,381) (siehe Abbildung 33).
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Abb. 33: Streudiagramm zur Darstellung der Korrelation zwischen MIP-18 und TNF-a im Serum
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5. Diskussion

4.3. Ubersicht tber die Kernaussagen des Ergebnisteils

Die Konzentration von MIP-1B in peritonealer Flissigkeit ist signifikant
erhoht bei Patienten mit kultur-positiver SBP im Vergleich einerseits mit
Patienten mit kultur-negativer SBP und andererseits mit Patienten mit
negativem Bakterienwachstum nach 48 Stunden und Granulozyten <
250/ul im Aszites. Im Vergleich zu letztgenannter Gruppe ist die
Konzentration von MIP-18 im Aszites auch bei Patienten mit
Bakteraszites und/oder SBP signifikant erhoht.

Fur alle anderen untersuchten Chemokine fand sich keine signifikante
Verdanderung der Konzentration in peritonealer Flussigkeit in
Abhéangigkeit vom Vorliegen einer SBP oder Bakteraszites. Ferner fand
sich fir keines der Chemokine eine signifikante Veranderung in
Abhangigkeit vom Schweregrad der Leberzirrhose.

Es zeigte sich eine signifikante positive Korrelation zwischen den
Aszites- und Serumkonzentrationen von MIP-13 — aber auch MIP-1a.
Ferner fand sich die MIP-1p Konzentration im Serum signifikant positiv
korreliert mit der von IL-1a, IL-13, IL-1RA, IL-4, IL-10, IL-17A, IFN-y und
TNF-a sowie im Aszites mit der von IL-1q, IL-1B, IL-1RA, IL-4, IL-6, IL-8,
IL-10, IL-17A, IFN-y, TNF-a und der Anzahl neutrophiler Granulozyten.

In peritonealer Flussigkeit sind die Konzentrationen von Eotaxin, IL-8,
MCP-1 und RANTES - auf3er zwischen IL-8 und RANTES - positiv

korreliert.

5. Diskussion

Die Expression von Chemokinen war Forschungsthema breitgefacherter

Studien insbesondere im Zusammenhang mit entzindlichen Reaktionen. Die

Chemokinexpression in peritonealer Flussigkeit bei SBP war bisher jedoch nur

Gegenstand weniger Untersuchungen.

In einer 2001 von Giron-Gonzalez et al. veroffentlichten Studie wurden die

Konzentrationen von Chemokinen (IL-8, growth-regulated oncogene (Gro-a),

und MCP-1) sowie von l6slichen Adhé&sionsmolekiilen (P-selectin, E-selectin, L-

selectin, intercellular adhesion molecule-1 (ICAM-1) und vascular cell adhesion
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5. Diskussion

molecule-1 (VCAM-1) bei Patienten mit spontan bakterieller Peritonitis in Serum
und Aszites untersucht (47). Die Praparate wurden seriell mittels ELISA bei
Patienten mit SBP im Vergleich zu nicht infizierten Zirrhosepatienten und einer
gesunden Kontrollgruppe analysiert. Zirrhosepatienten per se (ob mit oder ohne
SBP) zeigten signifikant erhohte Serumkonzentrationen der
Adhasionsmolekule. Die SBP war zudem mit signifikant erhéhten Serum- und
Asziteskonzentrationen von IL-8, Gro-a und ICAM-1 sowie
Asziteskonzentrationen von MCP-1 assoziiert. Zusatzlich korrelierte die
Konzentration von IL-8 signifikant mit der Anzahl der neutrophilen Granulozyten
(PMN) im Aszites. Signifikant erhdhte Serumkonzentrationen von ICAM-1 und
VCAM-1 wurden bei Patienten detektiert, welche die SBP nicht Uberlebten.
Hieraus wurde gefolgert, dass erhdhte Asziteskonzentrationen von Chemokinen
in Zusammenhang mit einer peritonealen Infiltrationen bei Patienten mit einer
SBP stehen konnten. Eine prognostische Signifikanz wurde den
Serumkonzentrationen von ICAM-1 und VCAM-1 bei diesen Patienten
zugeschrieben.

In einer spateren, ahnlich aufgebauten Studie von Qing-Fang Xiong, wurden
ebenfalls signifikant erhdhte Serum- und Asziteskonzentrationen von IL-8 und
ICAM-1 sowie erhohte Asziteskonzentrationen von MCP-1 bei Patienten mit
SBP im Vergleich mit einer Kontrollgruppe nicht-infizierter Zirrhosepatienten
gefunden. Ebenso wurden erhthte Serumkonzentrationen von ICAM-1 bei
Patienten detektiert, welche die SBP nicht Uberlebten (46).

In einer Studie, welche 2007 von Kim et al. vertffentlicht wurde, wurde die
Expression der inflammatorischen Zytokine MCP-1 und IL-10 bei
Zirrhosepatienten mittels ELISA untersucht (70). Es wurden signifikant erhéhte
Serum- und Asziteskonzentrationen von MCP-1 und IL-10 bei Zirrhosepatienten
mit unbehandelter SBP im Vergleich mit Zirrhosepatienten ohne SBP gefunden.
Die Konzentrationen fielen im Verlauf der antibiotischen Behandlung der
Patienten ab; niedrige Konzentrationen von MCP-1 und IL-10 am 7.
Behandlungstag korrelierten dabei positiv und statistisch signifikant mit der
Uberlebenswahrscheinlichkeit der Patienten. Hieraus wurde gefolgert, dass die
Serum- und Asziteskonzentrationen von MCP-1 und IL-10 in Zusammenhang

mit dem klinischen Verlauf einer SBP stehen kdnnten.
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5. Diskussion

In einer aktuellen Studie, welche 2014 von Lesinska et al. publiziert wurde,
konnte gezeigt werden, dass die MIP-1B-Konzentration im Aszites bei SBP
signifikant erhoht ist (81). Das Ziel der Studie lag darin, die diagnostische
Effizienz der Bestimmung von Procalcitonin (PCT) und MIP-18 in Serum und
Aszites bei einer SBP zu evaluieren. Die Patienten wurden anhand der Anzahl
der neutrophilen Granulozyten (PMN) im Aszites in zwei Gruppen aufgeteilt:
steril (Zellzahl < 250/mm3) und SBP (Zellzahl = 250/mm3). Die Serum- und
Asziteskonzentrationen von PCT und MIP-1B korrelierten nicht mit den
Klinischen und Routinelabor-Parametern. Die Serum- und
Asziteskonzentrationen von PCT unterschieden sich nicht bei Patienten mit und
ohne SBP. Die Asziteskonzentration von MIP-1B war bei Patienten mit SBP im
Vergleich zur Kontrollgruppe signifikant erhéht. Die Sensitivitat und Spezifitat
der Diagnose einer SBP anhand einer erhdéhten MIP-1B-Konzentration im
Aszites betrugen 80% bzw. 72,7%, respektive 0,77 in der AUROC-Analyse. Die
Serumkonzentration von MIP-1B besald eine niedrigere diagnostische
Aussagekraft als die Asziteskonzentration. Die Schlussfolgerung war
dementsprechend, dass die MIP-1B-Konzentration im Aszites kunftig mit
ausreichender Sensitivitat und Spezifitat zur Unterscheidung von Patienten mit

und ohne SBP herangezogen werden konnte.

Zur Expression der Chemokine Eotaxin, MIP-1a und RANTES in peritonealer
Flissigkeit konnte bisher keine Publikation im Zusammenhang mit einer

Peritonitis in der Literatur gefunden werden.

In der vorliegenden Studie wurden die Konzentrationen der Chemokine Eotaxin,
IL-8, MCP-1, MIP-1a, MIP-1B und RANTES in peritonealer Flissigkeit sowie
teilweise zusatzlich im Serum mittels Multiplex-Luminex Technik bestimmt und
einerseits bei Patienten mit kultur-positiver SBP, kultur-negativer SBP,
Bakteraszites, negativem Bakterienwachstum nach 48 Stunden und
Granulozyten < 250/ul und andererseits bei Patienten mit Leberzirrhose mit
Child-Stadium A und C verglichen.

Die Chemokine IL-8 (n = 103) sowie Eotaxin, MCP-1 und RANTES (jeweils n =

116) wurden im Aszites, die Chemokine MIP-1a und MIP-13 wurden in Aszites
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5. Diskussion

(jeweils n = 221) und Serum (jeweils n = 216) quantifiziert. Eine signifikante
Konzentrationserhéhung konnte bei keinem der bestimmten Chemokine in
Abhangigkeit vom Schweregrad der Leberzirrhose nachgewiesen werden.

Eine SBP wird durch einen neutrophilen Granulozytenwert (,polymorphonuclear
neutrophils® PMN) von >250 Zellen/ul im Aszites definiert (132). In der
vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, dass die Anzahl neutrophiler
Granulozyten im Aszites signifikant bei Patienten mit positivem
mikrobiologischen bakteriellen Kulturnachweis im Vergleich mit Patienten mit
kultur-negativem Aszites erhoht ist. Des Weiteren besteht eine positive
Korrelation zwischen der Anzahl neutrophiler Granulozyten im Aszites, also
einer entzundlichen Infiltration, und der Konzentration des Chemokins MIP-1[3
im Aszites. Dies unterstitzt die Thesen, dass die Synthese von MIP-13 durch
bakterielle Endotoxine stimuliert wird (76) und MIP-1 fur die Aktivierung von
PMN mitverantwortlich und somit an der Chemotaxis und akuten neutrophilen
Entzindung beteiligt ist (76).

Bei insgesamt 25 der 265 analysierten Proben lag eine Peritonitis vor, welche
durch einen mikrobiologischen bakteriellen Kulturnachweis und/oder einen
neutrophilen Granulozytenwert >250/ul definiert wurde. Die Konzentration von
MIP-1B in peritonealer Flussigkeit ist signifikant erhdht bei Patienten mit kultur-
positiver SBP (Mittelwert 538,3 + 392,1 pg/ml) im Vergleich einerseits mit
Patienten mit kultur-negativer SBP (Mittelwert 32,6 + 50,1 pg/ml) und
andererseits mit Patienten mit negativem Bakterienwachstum nach 48 Stunden
und Granulozyten < 250/ul im Aszites (Mittelwert 39,6 + 103,1 pg/ml). Im
Vergleich zu letztgenannter Gruppe ist die Konzentration von MIP-18 im Aszites
auch bei Patienten mit Bakteraszites und/oder SBP (Mittelwert 197,9 + 326,6
pg/ml) signifikant erhdht. Insgesamt konnte somit die zuvor beschriebene
Erkenntnis der Studie von Lesinska et al. (81) bestétigt werden, dass die MIP-
1B-Konzentration im Aszites bei Patienten mit SBP im Vergleich mit dem
gesunden Kollektiv signifikant erhoht ist.

Die Chemokine Eotaxin, MIP-la und RANTES wurden bisher nicht in
peritonealer Flissigkeit bei Peritonitis untersucht. Es lag in dieser Studie eine
positive Korrelation zwischen den Konzentrationen von MIP-1(3 einerseits mit IL-

8 im Aszites und andererseits mit MIP-1a in Serum und Aszites vor. In den
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5. Diskussion

Regressionsanalysen zeigten sich allerdings keine signifikanten Erh6hungen
der Konzentrationen bei vorliegender SBP.

Zusatzlich lag eine positive Korrelation zwischen den Konzentrationen von
Eotaxin, IL-8, MCP-1 und RANTES - aul3er zwischen IL-8 und RANTES - vor;
auch bei diesen Chemokinen konnte jedoch keine signifikante

Konzentrationserhdhung bei SBP nachgewiesen werden.

MIP-1B zeigte in den bisherigen Ergebnissen die signifikantesten Werte
innerhalb der Gruppe der untersuchten Chemokine. Im Rahmen weiterer
Studien wurden beim selben Patientenkollektiv weitere Zytokine in Aszites und
Serum bestimmt: IL-1a, IL-1B, IL-1RA, IL-4, IL-6, IL-10, IL-17A, IFN-y und TNF-
a. Aulder der Serumkonzentration von IL-6 waren alle Konzentrationen dieser
Zytokine hochsignifikant positiv korreliert mit der Konzentration von MIP-1p3.

Ein sog. Zytokinsturm entsteht durch eine sich selbst verstarkende
Ruckkopplung zwischen Zytokinen und Leukozyten mit Hyperzytokinamie und
ist eine potentiell lebensbedrohliche Immunreaktion (136). Die primaren
Symptome sind hohes Fieber, Schwellung, Rétung, extreme Mudigkeit und
Ubelkeit. Sowohl erhéhte Konzentrationen von proinflammatorischen Zytokinen
wie TNF-a, IL-1 und IL-6, als auch antiinflammatorischen Zytokinen wie IL-10
und IL-1RA werden wahrend eines Zytokinsturms im Serum von Patienten
nachgewiesen (137)(138)(139). Wenn das Immunsystem Pathogene bekampft,
signalisieren Zytokine Immunzellen wie T-Zellen und Makrophagen zu einem
Entzindungsort zu wandern. Zuséatzlich stimulieren Zytokine diese Zellen dazu
mehr Zytokine zu produzieren (140). Normalerweise wird diese Riuckkopplung
durch den Korper kontrolliert. Unter einigen bisher nicht genau bekannten
Umstdnden kann diese Reaktion jedoch unkontrolliert ablaufen, wodurch zu
viele Immunzellen an einem Ort aktiviert werden und gro3er Schaden an
Kdrperwebe und Organen bis hin zum Tod resultieren kbnnen. Bei einer Reihe
infektioser und nicht-infektioser Erkrankungen wie gravt versus host disease
(GVHD), acute respiratory distress syndrom (ARDS), Sepsis, Vogelgrippe und
dem systemic inflammatory response syndrom (SIRS) wurde ein Zytokinsturm
beschrieben (141). In dieser Studie konnte somit zusatzlich gezeigt werden,
dass die an einem potentiell lebensbedrohlichen Zytokinsturm beteiligten

Zytokine korrelierend zur Konzentration von MIP-1B sowohl im Aszites als auch
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im Serum erhoéht waren. Die Konzentration von MIP-1B selbst war in der
Subgruppenanalyse bei Patienten mit SBP und/oder Bakteraszites signifikant
erhoht und ist mit der Anzahl der Neutrophilen im Aszites signifikant positiv

korreliert.

Inwiefern diese Daten klinisch relevant sind, d.h. prognostisch relevant im Sinne
einer Stratefizierung der Zirrhosepatienten mit SBP/Bakteraszites bleibt leider
unklar, da keine standardisierte Nachbeobachtung der Patienten und/oder
Datenlage zum Uberlebensstatus der Patienten vorlag. Weitere Studien waren
notwendig, um die Verlasslichkeit und den zeitlichen Rahmen von MIP1-B in
Bezug auf die Diagnosestellung einer peritonealen Entzindung zu Uberprtfen.
Sollte sich MIP-1B als Marker einer Peritonitis in weiteren Studien bestatigen,
so bleibt Uberdies die spannende Frage, ob anhand von
Konzentrationsveréanderungen von MIP-1B im Verlauf die Abheilung einer SBP
bzw. das Outcome der Patienten beurteilt werden kann. Ein weiteres
interessantes Thema fur Folgestudien konnte die Untersuchung des
Zusammenhangs von MIP-1 mit dem sog. Zytokinsturm sein und welche Rolle

dieser bei einer SBP und dem Uberleben der Patienten spielt.

6. Zusammenfassung

Die vorliegende klinisch prospektive und experimentelle Arbeit gibt Einblicke in
die Rolle der Chemokine in peritonealer Flissigkeit bei Patienten mit
Leberzirrhose und Peritonitis. Im Rahmen einer 2-jghrigen (05/09 — 05/11)
Sammlung und Charakterisierung eines Patientenkollektivs, insbesondere im
Bereich der Klinik und Poliklinik fur Innere Medizin | und Il des
Universitatsklinikums Regensburg, aber ebenso mit freundlicher Unterstitzung
der Universitatskliniken Bonn und Jena, gelang es 214 Patienten in die Studie
aufzunehmen, bei denen insgesamt 265 Parazentesen durchgefuhrt wurden.
Die Chemokine Eotaxin, IL-8, MCP-1, MIP-1a, MIP-18 und RANTES wurden in
peritonealer Flussigkeit sowie MIP-1a und MIP-13 zusatzlich im Serum
bestimmt. Eine signifikante Konzentrationserhhung konnte bei keinem der
bestimmten Chemokine im Vergleich zwischen Patienten mit Leberzirrhose mit

Child-Pugh-Stadium A und C nachgewiesen werden. Eine positive Korrelation
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lag zwischen den Konzentrationen von Eotaxin, IL-8, MCP-1 und RANTES -
aul3er zwischen IL-8 und RANTES - vor; bei diesen Chemokinen konnte jedoch
keine signifikante Konzentrationserh6hung bei SBP nachgewiesen werden.
Zusatzlich zeigte sich eine positive Korrelation zwischen den Konzentrationen
von MIP-18 einerseits mit IL-8 im Aszites und andererseits mit MIP-1a in Serum
und Aszites. Es konnte nicht nur gezeigt werden, dass eine positive Korrelation
zwischen der Anzahl neutrophiler Granulozyten im Aszites, also einer
entztindlichen Infiltration bei Peritonitis, und der Konzentration von MIP-13 im
Aszites besteht, sondern auch, dass diese bei Patienten mit SBP und/oder
Bakteraszites erhoht ist. Im Rahmen weiterer Studien wurden beim selben
Patientenkollektiv weitere Zytokine in Aszites und Serum bestimmt: IL-1q, IL-1[3,
IL-1RA, IL-4, IL-6, IL-10, IL-17A, IFN-y und TNF-a. AuBer der
Serumkonzentration von IL-6 waren alle Konzentrationen dieser Zytokine
hochsignifikant positiv korreliert mit der Konzentration von MIP-13. Diese
Zytokine sind u.a. bei einem sog. Zytokinsturm erhdht, welcher potentiell
lebensbedrohlich ist. Aus diesem Grunde sollten zukinftige klinische Studien
und experimentelle Grundlagenforschungen die Rolle sowie Kinetik von MIP-1(3
im  Verlauf abdomineller Entzindungen bei Lebererkrankungen naher

untersuchen.
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