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1 EINLEITUNG

1.1 Leberzirrhose

Die Leber hat eine zentrale Stellung in der Regulation der metabolischen Ablaufe des
Korpers. Somit ist es nicht Uberraschend, dass Lebererkrankungen weltweit rund
zwei Millionen Todesfalle pro Jahr verursachen und eine Leberzirrhose global
betrachtet insgesamt die elfthaufigste Todesursache darstellt (1). Zu den Aufgaben
der Leber gehort die Verarbeitung von verschiedensten Nahrstoffen wie
beispielsweise Kohlenhydraten, Ketonkdrpern, Lipiden sowie der Abbau und die
Neusynthese von Aminosauren. Weiterhin spielen multiple Metabolisierungsprozesse
von korpereigenen Produkten eine zentrale Rolle. Des Weiteren gehoéren auch
Produktionsablaufe, wie beispielsweise die Synthese von Gerinnungsfaktoren, zum
Aufgabenfeld der Leber. Aullerdem hat die Leber eine Speicherfunktion (Glykogen,
Eisen etc.) inne (2). Folglich beeinflusst die Leber die verschiedensten Ablaufe und
Zustande im menschlichen Korper und spielt eine essenzielle Rolle fur das
menschliche Leben. Durch verschiedene Einflusse, Noxen oder Erkrankungen kann
die Leber Schaden nehmen und sich letztlich im Laufe der Zeit zu einer
Leberzirrhose entwickeln (1,3,4). Hierbei ist das Parenchym durch einen fibrosierten
und noduldren Umbau gekennzeichnet (4,5). Obwohl die Leber ein hohes
Regenerationspotenzial aufweist, ist eine Leberzirrhose, im Gegensatz zu einer
Fibrose, irreversibel (2,3).

Eine Leberzirrhose kann Uber verschiedene Scores klassifiziert und somit in ihrem
Schweregrad sowie ihrer Prognose weiter eingeschatzt werden. Die Child-Pugh-
Klassifikation beinhaltet ein Punktesystem von 5 bis 15 Punkten und teilt die
Leberzirrhose in Stadien von A bis C ein. In den Child-Pugh-Score eingehende Werte
sind das Vorhandensein von Aszitesflissigkeit sowie einer Enzephalopathie, die
International Normalized Ratio (INR), der Bilirubin-Wert und der Albumin-Wert (vgl.
Abb. 1[2]) (6). Ein weiterer prognostischer Score ist der Model for End-stage Liver
Disease(MELD)-Score, der vor allem in der Lebertransplantationsmedizin eine Rolle
von enormer Wichtigkeit spielt. Der MELD-Score berechnet sich aus dem Bilirubin-
Wert, dem INR-Wert und dem Kreatinin-Wert (vgl. Abb. 1[1]) (7).
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Aszites keiner geringfugig maRig
Bilirubin <2 mg/dl 2-3 mg/dl >3 mg/dl
Albumin >35g/ 28-35g/ <284g/l
Enzephalopathie keine Grad 1-2 Grad 34
Kreatinin INR <1,7 1,7-2,3 >2.3

® @

Abbildung 1: Klassifikation und prognostisches Scoring-System der Leberzirrhose. Der MELD-
Score [1] berechnet sich aus einer Formel, in die Werte fur INR, Bilirubin und Kreatinin eingehen. Es
handelt sich um einen prognostischen Score fir Lebererkrankungen, mit dessen Hilfe die Mortalitat
abgeschatzt werden kann. Dieses Scoring-System ist das zugrundeliegende System fir die Listung
und Zuteilung bei der Lebertransplantation. Die Punktewerte erstrecken sich innerhalb eines Ranges
von 6 bis 40 Punkten, wobei hohere Punkizahlen mit einer erhdhten Mortalitat verglichen mit
niedrigeren Punktzahlen einhergehen. Der Child-Pugh-Score [2] klassifiziert den Schweregrad sowie
den Kompensationsgrad der Leberzirrhose. Hierfir werden fiir die verschiedenen Parameter —
Aszites, Bilirubin-Wert, Albumin-Wert, Grad der Enzephalopathie sowie INR-Wert — jeweils 1 bis 3
Punkte vergeben. Aus der Gesamtpunktzahl lassen sich die Child-Pugh-Stadien A (5-6 Punkte), B (7—
9 Punkte) und C (10-15 Punkte) ableiten (8).

Die gesunde Leber zeichnet sich vor allem durch ihre hohe Regenerationsfahigkeit
aus. Wirken allerdings fortwahrend Noxen auf sie, so kommt es zu
Umbauvorgangen, die bei bestehender Exposition gegenuber den Noxen letztlich in
das Stadium einer Leberzirrhose minden. Die Genese einer Leberzirrhose kann sehr
mannigfaltige Grundlagen haben, so fuhren beispielsweise Erreger einer viralen
Hepatitis Uber eine Entziindung zu einer Zirrhose (vgl. Abb. 2) (3-5). Im Falle einer
non-alcoholic fatty liver disease (NAFLD) kommt es zunachst zu einer
Leberverfettung und somit zu einer Steatosis hepatis. Liegt die Steatosis hepatis
uber einen langeren Zeitraum vor, so kommt es aufgrund der chronischen
Schadigung der hepatischen Zellen zu einer immunologischen Antwort und folglich
zu Entziindungsprozessen (4). Die Konsequenz ist eine Steatohepatitis. Durch eine

6
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chronische Leberzellschadigung sowie eine chronische Inflammation kommt es zu
einer vermehrten Aktivierung von lIto-Zellen und somit auch zu einer gesteigerten

Bildung von extrazellularer Matrix (vgl. Abb. 2) (4).

chronische Schadigung

Hepatozyten S \ ST W S ST W

% Extrazelluldre Matrix
Z
Ito-Zelle 2 /’
—

Monozyt

Kupffer-Zelle Zytokine \_B

Abbildung 2: Entwicklung einerLeberfibrose. Schematisch dargestellt ist die Entwicklung einer

uaibesaul

Leberfibrose auf zellularer Ebene. Durch chronische Schadigung der Hepatozyten sowie eine
chronische Inflammation der Leber erfolgt eine gesteigerte Aktivierung von Ito-Zellen. Diese aktivierten
Ito-Zellen produzieren vermehrt extrazelluldare Matrix, was zum fibrotischen Umbau von Lebergewebe
beitragt. Aulterdem interagieren aktivierte Ito-Zellen mit Kupffer-Zellen, welche die inflammatorischen
Prozesse Uber die Aktivierung von Monozyten aufrechterhalten und somit indirekt ebenso zu einer

gesteigerten Produktion von extrazellularer Matrix beitragen (4).

Auf dieser Grundlage kann sich sowohl aus der Steatohepatitis als auch aus der
Hepatitis im zeitlichen Verlauf eine Leberfibrose entwickeln (vgl. Abb. 3) (4,5,9). Eine
Leberfibrose weist nunmehr eine weniger starke, aber immer noch vorhandene
Regenerationskraft auf. Besteht die ausschlaggebende Noxe weiterhin, so entwickelt
sich aus der Leberfibrose eine Leberzirrhose, die irreversibel ist und Grundlage fur

ein hepatozellulares Karzinom (HCC) sein kann (2).



1 EINLEITUNG

Abbildung 3: Entwicklung einer

)

Leberzirrhose. Schematisch dargestellt ist

) die Entwicklung einer Leberzirrhose aus

einer gesunden Leber. Die
unterschiedlichen Genesen sind hier nicht

@ ausfuhrlich aufgefihrt (vgl. Abb. 3): [1] Die
physiologische, gesunde Leber wird

l beispielsweise durch virale Erreger in den

@ ' Status der Entziindung Ubergehen, wodurch

( sich eine [2] Hepatitis ausbildet. Durch eine

()
e
( )

zunehmende Leberverfettung kann es zu
einer [3] Steatosis hepatis kommen, auf
deren Boden dann entzindliche Prozesse
zu einer [4] Steatohepatitis fuhren. Die [5]
Leberfibrose stellt einen gemeinsamen Pfad
der beiden Wege dar. Sie wird durch — zu
@ diesem Zeitpunkt teilweise noch reversible —
Umbauprozesse der Leber gebildet. Bei

fortlaufender Aussetzung gegeniber

verschiedenen Noxen oder nicht
abwendbaren Krankheitsverlaufen kann sich letztlich eine manifeste [6] Leberzirrhose ausbilden, die

keine reversiblen Potenziale aufweist.

Ursachlich fur eine Schadigung mit Entwicklung einer Zirrhose sind in den meisten
Fallen Hepatitis-C-Viren, Alkoholabusus, eine nichtalkoholische Steatohepatitis
(NASH) sowie die Kombination aus viralen Erregern und Alkoholabusus (10).
AuRerdem koénnen chronische Hepatitis-B-Infektionen, biliare Obstruktionen, primar
biliarer Cholangitis (PBC) oder sekundar biliare Zirrhose (SBC) sowie
Hamochromatose zu einer Leberzirrhose flihren (vgl. Abb. 4). Weniger haufig findet
sich die zugrundeliegende Ursache in Autoimmunhepatitiden, lebertoxischen
Medikamenten, genetisch-metabolischen Erkrankungen, Gallensaureerkrankungen,
Kohlenhydratstoffwechselstérungen, Fettstoffwechselstorungen, Porphyrien,
Harnstoffzyklusdefekten, Morbus Wilson, anderen Infektionen, vaskularen
Anomalitaten, vendsen Verschlusserkrankungen oder idiopathischen Geschehen (2).
Auffallig ist, dass eine athyltoxisch bedingte Leberzirrhose, verglichen mit
Schadigungen anderer Genesen, mit einer erhohten Mortalitdt und einem hoheren
MELD-Score bei Listung zur Lebertransplantation einhergeht (10).
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Obstruktuionen
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Abbildung 4: Potenzielle Noxen oder leberschadigende Erkrankungen. Noxen oder

Erkrankungen, die haufig zur Ausbildung einer Leberzirrhose fiihren, sind Alkoholabusus, chronische
Infektionen mit Hepatitis-B- oder -C-Viren oder die Ausbildung einer NASH durch eine nichtathylisch
bedingte Leberzellverfettung. Biliare Obstruktionen, primar biliare Cholangitis oder sekundar biliare
Zirrhose sowie Stoffwechselerkrankungen wie beispielsweise eine Hamochromatose stellen weitere
potenzielle Ursachen fur die Ausbildung einer Leberzirrhose dar. Weniger haufige Einflisse, die einen
schadigenden Effekt auf die Leber haben, sind Autoimmunhepatitiden, Medikamente, genetisch-
metabolische  Erkrankungen,  Gallensaureerkrankungen,  Kohlenhydratstoffwechselstérungen,
Fettstoffwechselstdrungen, Porphyrien, Harnstoffzyklusdefekte, Morbus Wilson, Infektionen, vaskulare

Anomalitaten, vendse Verschlusserkrankungen oder idiopathische Geschehen. (2)

Im klinischen Bild unterscheidet man zwischen einer kompensierten und einer
dekompensierten Leberzirrhose (vgl. Abb. 5) (11). Beide Auspragungen kénnen mit
Ikterus, Pruritus, gastrointestinalen Blutungen, Koagulopathien, der Zunahme des
abdominellen Umfangs und Veranderungen des mentalen Status einhergehen. Die
kompensierte Form kann sich auRerdem durch Anorexie, Gewichtsverlust, Ermiadung
und Osteoporose aufllern oder asymptomatisch sein (2). Eine Leberzirrhose-
Erkrankung birgt einige Komplikationen, die unter anderem auch Charakteristika

einer Dekompensation sind (11).
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Aszites,

ewichtsverlust,
Schwache,
Ermudung,
Osteoporose

Abbildung 5: Symptome der kompensierten und dekompensierten Form einer Leberzirrhose. In
beiden Konstitutionen kann es zu lkterus, Pruritus, gastrointestinalen Blutungen, Koagulopathien, der
Zunahme des abdominellen Umfangs sowie zu Veranderungen des mentalen Status kommen. Der
dekompensierte Status, der in der Abbildung rechts (rot) dargestellt ist, wird vor allem durch
sogenannte Komplikationen einer Leberzirrhose charakterisiert und stellt immer eine ernst zu

nehmende Situation und eine Indikation zur Abklarung der Listung fir eine Lebertransplantation dar

(2).

Die schwerwiegendsten Komplikationen einer Leberzirrhose sind die Ausbildung von
Aszitesflissigkeit und die damit einhergehende hydropische Dekompensation, die
spontan bakterielle Peritonitis (SBP), das hepatorenale Syndrom sowie das
hepatopulmonale Syndrom, eine hepatische Enzephalopathie, Varizenblutungen, die
Ausbildung eines HCC, die Ausbildung einer Pfortaderthrombose und die
Entwicklung einer Kardiomyopathie (12—-15). Das Risiko fur eine Dekompensation
kann durch Adipositas erhéht werden (16). Viele Komplikationen einer Leberzirrhose,
wie beispielsweise die Bildung von Aszitesfllissigkeit und die daraus potenziell
resultierende SBP, das hepatorenale und hepatopulmonale Syndrom, die Ausbildung
einer hepatischen Enzephalopathie, die =zirrhotische Kardiomyopathie oder
Varizenblutungen, sind auf das Vorliegen einer portalen Hypertension
zurickzufihren (17,18). Bei Patienten mit einer Leberzirrhose gilt es vor allem den
Progress der Lebererkrankung zu stoppen oder das weitere Fortschreiten der

Erkrankung zu verlangsamen (19,20), indem eine progrediente Schadigung
10
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vermieden, potenzielle Komplikationen therapiert sowie die medikamentose Therapie
individuell angepasst wird (21,22). Weiterhin stehen die Therapie von Symptomen
und die engmaschige Kontrolle der Laborchemie sowie die Therapie etwaiger
Auffalligkeiten (22—28) im Fokus der medizinischen Betreuung.

1.2 Aszitesflussigkeit

Die Bildung von Aszitesflussigkeit stellt, wie bereits oben erwahnt, eine haufige
Komplikation im Krankheitsbild einer Leberzirrhose dar. Insgesamt sind rund 75 %
des Auftretens von Aszitesflissigkeit ursachlich auf eine Lebererkrankung
zurickzufihren (22,29). Eine Punktion und ggf. eine Parazentese der
Aszitesflussigkeit sind bei jeder neu aufgetretenen Aszitesflissigkeit sowie beim
Vorliegen einer Leberzirrhose mit weiteren Komplikationen und bei ungeplanter
stationarer Aufnahme indiziert (22). Die Parazentese stellt insgesamt einen
Routineeingriff dar, der nichtsdestoweniger einige potenzielle Komplikationen mit sich
bringt. Diese reichen von der Ausbildung von Fisteln (ca. 5%) (22,30) und
Infektionen aufgrund von Perforationen (0,4 %) (22,31) bis hin zu Blutungen (0,19-
1%) (22,31,32). Hierbei zeigt sich das Blutungsrisiko bei steigendem Kreatinin erhoht
(22). Neu aufgetretene oder progrediente Aszitesflissigkeit sind mit dem
Fortschreiten der zugrundeliegenden Leberzirrhose sowie weiteren Komplikationen
und insgesamt mit einer schlechteren Prognose vergesellschaftet, sodass eine
Therapie erfolgen sollte. Diese kann nichtmedikamentds, medikamentos und ggf.
auch invasiv durch eine Parazentese, eine Anlage eines transjugularen
intrahepatischen portosystemischen Shunts und als Ultima Ratio auch mithilfe einer
Lebertransplantation erfolgen (22).

1.3 Spontan bakterielle Peritonitis

Die SBP st definiert als Infektion der Aszitesflissigkeit ohne sonstigen
intraabdominellen Fokus. Sie stellt die haufigste spontane bakterielle Infektion bei
Patienten mit einer Leberzirrhose dar (22). Patienten aus dem ambulanten Sektor
weisen eine Pravalenz der SBP von 3,5% auf (22,33), wohingegen hospitalisierte
Patienten eine Pravalenz von 8-36% vorweisen (22,34,35). Auch das
Erregerspektrum unterscheidet sich bei ambulanten oder hospitalisierten Patienten.
Ambulante Infektionen sind meist mit gramnegativen Erregern verbunden, wahrend
nosokomiale Ereignisse haufig grampositive Pathogene zeigen (22,36). Im
Allgemeinen lasst sich jedoch festhalten, dass gramnegative Bakterien am haufigsten

11
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eine Translokation in die mesenterialen Lymphknoten (MLNs) verzeichnen (37) und
E. coli als haufigster Erreger fir eine SBP verantwortlich gemacht wird (38). Die
1-Jahres-Mortalitdt nach durchlaufener SBP wird mit 31-93% beschrieben
(22,33,39-42).

1.3.1 Pathogenese

Obwohl die Pathogenese der SBP nicht abschlielend geklart ist, sind einige
Risikofaktoren fur die Entwicklung einer SBP bekannt. Hierzu gehoren eine SBP in
der Vorgeschichte (22,39,43), ein niedriger Proteingehalt im Aszites (< 1,5 bzw.
1,0 g/dl) (22,44-46,46,47), gastrointestinale Blutungen (22,48,49), eine Erhéhung
des Bilirubin-Werts sowie das Vorliegen einer Thrombopenie (22,45), der Einsatz von
Protonenpumpen-Inhibitoren (22,50), ein steigender MELD-Score (22,51) sowie das
Vorliegen einer Mutation im NOD2-Gen (22,52) oder Polymorphismen in der
Promotor- und Intronregion des Toll-like-Rezeptors 2 (53). Die Mutation im NOD2-
Gen induziert eine vermehrte Sekretion von Zytokinen und Chemokinen, wodurch
eine bakterielle Translokation, auf die im Folgenden genauer eingegangen wird,
begulnstigt wird, und ist auch bei Krankheitsbildern wie beispielsweise Morbus Crohn
bekannt (38). Der Toll-like-Rezeptor 2 wird auf der Zelloberflache von Makrophagen
oder anderen immunkompetenten Zellen exprimiert (38). Er konnte als wichtiger
Mediator fur die pathologische bakterielle Translokation im Mausmodell ausgemacht
werden (54). Besonders der Genotyp Toll-like-Rezeptor 2-16934TT ist mit dem
gehauften Auftreten einer SBP vergesellschaftet (53). Ebenso ist ein
Polymorphismus im Gen des Monozyten-chemotaktischen Proteins-1, der Uber
vermehrte Chemotaxis zu einer gesteigerten Tumornekrosefaktor-Sekretion fuhrt,
haufig mit einer SBP verbunden (55).

Bei der Pathogenese einer SBP spielen mehrere Faktoren zusammen. Um deren
Ablaufe und Mechanismen verstehen zu konnen, muss man sich zunachst die
Unterschiede in den verschiedenen Systemen — insbesondere hinsichtlich des
Immunsystems und des Mikrobioms — beim Gesunden einerseits und bei einem
Patienten mit einer Leberzirrhose andererseits bewusst machen. So finden sich unter
anderem Abweichungen im Bereich des Immunsystems, auf die im Folgenden im
Detail eingegangen wird, aber interessanterweise auch im intestinalen Mikrobiom
(38). Das Mikrobiom von Patienten mit Leberzirrhose zeichnet sich durch einen
Abbau von Lachnospiraceae, vor allem Clostridien, sowie Bacteroidaceae aus. Dem

12
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gegenuber steht eine Zunahme an  Proteobakterien,  insbesondere
Enterobacteriaceae (56). Ein weiterer Begriff, der das Mikrobiom von Patienten mit
Leberzirrhose pragt, ist small intestinal bacterial overgrowth (SIBO). Diese ist
definiert als mehr als 10° koloniebildende Einheitenml und/oder die Prasenz von
Kolonbakterien im oberen jejunalen Aspirat (57). Die Koexistenz von Zirrhose und
SIBO wird zwischen 48 % und 73 % angegeben. Ein SIBO ist haufig mit schwereren
Lebererkrankungen und bereits stattgehabten SBPs sowie hepatischen
Enzephalopathien vergesellschaftet (58—61). Obwohl sie als alleinige Ursache flr
eine SBP nicht ausreichend ist, kann eine SBP durch das Vorliegen einer SIBO

beglnstigt werden (38).

Eine entscheidende Rolle in der Pathogenese einer SBP spielt die bakterielle
Translokation aus dem Darmlumen. Der Darm stellt die groRte Oberflache des
menschlichen Korpers dar und beherbergt mehr mikrobielle Zellen als eukaryotische
Zellen. Aus diesem Grund ist der Darm gepragt von der Koexistenz zwischen
Mikroorganismen auf der einen und dem Menschen auf der anderen Seite (38). Die
bakterielle Translokation ist definiert als Translokation von Bakterien und/oder ihrer
Bestandteile aus dem Darm in die MLNs (62) (vgl. Abb. 6). Physiologischerweise ist
sie auch im gesunden Organismus vertreten und von Wichtigkeit fur die Ausbildung
und den Erhalt der Immunitat des Individuums. Bei Leberzirrhotikern wird der
physiologische Rahmen der Translokation allerdings uberschritten und es kommt
vermehrt zu einer pathologischen bakteriellen Translokation (38). Der
Zusammenhang zwischen bakterieller Translokation und der Entstehung einer SBP
wird durch ein Modell mit leberzirrhotischen Ratten verdeutlicht. Bei diesen wurde
oral GFP-E. coli appliziert und im Verlauf konnte GFP-E. coli nicht nur im intestinalen
Lumen, sondern auch in den MLNs und in der Aszitesflissigkeit nachgewiesen
werden (63).

13
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Abbildung 6: Bakterielle Translokation. Dargestellt ist die bakterielle Translokation von Bakterien
aus dem Darmlumen durch die epitheliale Barriere in die mesenterialen Lymphknoten. Zu sehen sind
Darmepithelzellen, die durch Tight Junctions verbunden sind und mit diesen einen Barrierekomplex
bilden. Dem Epithel ist apikal eine Mucinschicht aufgelagert, die als immunologische wie auch
mechanische Abgrenzung zum Darmlumen hin fungiert. Im Darmlumen befinden sich verschiedene
Darmbakterien, die sich physiologischerweise im humanen intestinalen Mikrobiom aufhalten, im
Rahmen einer Leberzirrhose allerdings zum einen vermehrt und zum anderen auch in veranderter
Zusammensetzung vorliegen kénnen. Im Rahmen der bakteriellen Translokation durchbrechen diese
Darmbakterien die intestinale Barriere. Dies kann entweder interzelluldr, durch permeable Tight
Junctions, oder aber auch auf transzellularem Wege geschehen. Wie bereits in verschiedenen Studien
belegt, ist die Darmbarriere im Falle einer Leberzirrhose permeabler als in gesunden Modellen. So
zeigen auch die Tight Junctions eine erhohte Permeabilitdt. Diese Voraussetzungen begunstigen eine
UbermaRige, pathologische Translokation. Nachdem die Bakterien die intestinale Barriere Giberwunden
haben, wandern sie in die MLNs, die eine zentrale immunologische Station im mesenterialen Bereich
darstellen. Von dort kénnen die Darmbakterien in die Aszitesfliissigkeit gelangen und somit zu
Pathogenen werden, die eine spontan bakterielle Peritonitis auslosen. (38) (Erstellt mit

BioRender.com)

Die Pathomechanismen der bakteriellen Translokation im Rahmen von
verschiedensten Krankheitsbildern wurden in den vergangenen Jahren weltweit
untersucht. Insbesondere im Zusammenhang mit Leberzirrhosepatienten konnte

gezeigt werden, dass die Darmbarriere bei Leberzirrhotikern, verglichen mit
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Menschen ohne Leberzirrhose, geschwacht ist. So konnte von unserer Arbeitsgruppe
anhand von Kolonbiopsien von Patienten mit Leberzirrhose nachgewiesen werden,
dass die dem Darmepithel aufliegende Mucinschicht, welche sowohl mechanisch als
auch immunologisch einen Teil der Darmbarriere darstellt, signifikant verringert ist
(15). Weiterhin konnten wir auch eine Destabilisierung der Zell-Zell-Kontakte im
Darmepithel bei SBP-Patienten nachweisen. Auch die molekularen Mechanismen
dieser Entdeckungen wurden im Rahmen eines In-vitro-Modells mit Kolonzellen und
Bakterien weiter untersucht. Hierbei konnten wir eine zeit- und dosisabhangige
Destabilisierung der Zell-Zell-Kontakte Uber eine Herabregulation von Occludin und
E-Cadherin zeigen. Fir die Reduktion der Occludin-Level konnte ein
bakterieninduzierter gesteigerter proteasomaler Abbau und fur die Reduktion der
E-Cadherin-Menge eine neu entdeckte bakterielle Protease Aktivitat verantwortlich
gemacht werden (vgl. Abb. 7) (15).

—l0000
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'Darmbakterium Darmepithelzelle = Occludin b d

.Proteasom Mucus j
|

¥ E-Cadherin Protease Aktivitat
' |\ —

Abbildung 7: Pathogenese der bakteriellen Translokation. Dargestellt ist die Pathogenese der
bakteriellen Translokation von Bakterien aus dem Darmlumen durch die epitheliale Barriere. Zu sehen
sind Darmepithelzellen, die durch Tight Junctions verbunden sind. Dem Epithel ist apikal eine
Mucinschicht aufgelagert. Durch Einwirkung der Bakterien verringert sich die Dicke der aufgelagerten

Mucinschicht. AuRerdem wird die intestinale Barriere durch einen gesteigerten proteasomalen Abbau
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von Occludin sowie einen Abbau von E-Cadherin durch eine bakterielle Protease destabilisiert.
(Modifiziert nach Haderer et al.) (15) (Erstellt mit BioRender.com)

Im gesunden Organismus wird eine Ubermallige bakterielle Translokation durch die
Immunantwort verhindert. Bei Kontakt mit Bakterien schutten die intestinalen Zellen
Chemokine sowie Zytokine aus, wodurch dendritische Zellen in die Mukosa rekrutiert
werden. Diese induzieren wiederum B- und T-Zellen (38). Die angeborene und die
adaptive Immunantwort greifen ineinander und wirken der Ubermafigen bakteriellen
Translokation entgegen. Das angeborene Immunsystem stellt hierbei die erste
Abwehrreihe dar. Microbe-associated molecular patterns auf den Bakterien werden
durch Pattern-Recognition-Rezeptoren auf intestinalen Zellen erkannt (64). Die
Pattern-Recognition-Rezeptoren, die sich auf dem intestinalen Epithel finden, kdnnen
in Toll-like-Rezeptoren und zytoplasmatische Nod-like-Rezeptoren unterteilt werden
(38). Eine weitere immunologische Instanz wird durch die dendritischen Zellen
dargestellt. Diese sind unterhalb des Darmepithels beherbergt und offnen Tight
Junctions zwischen den Epithelzellen, um direkt mit den Mikroorganismen in Kontakt
treten zu koénnen (65). Die dendritischen Zellen koénnen in zwei Subtypen
unterschieden werden: die CD103+CX3CR1- und die CD103-CX3CR1+
dendritischen Zellen. Erstere induzieren regulatorische T-Zellen, wahrend Letztere
die Tumornekrosefaktor-Produktion anstofen und T-Helfer-Zellen induzieren.
AuBerdem sind auch M-Zellen und Peyer-Plaques wichtige Bestandteile der
intestinalen Immunitat (38). Auffallig ist, dass bei Patienten mit einer Leberzirrhose
immer mehr Abweichungen von der Norm im Hinblick auf die Immunantwort bekannt
werden. So weisen Patienten mit einer Leberzirrhose eine hohere Toleranz auf, dass
Bakterien das Darmepithel erreichen, als gesunde Menschen (38). In einem
Rattenmodell wurde durch Tetrachlormethan eine Leberzirrhose bei den behandelten
Ratten induziert. Bei dann vorliegendem Aszites und bakterieller Translokation
konnte eine verringerte Aktivitdt der dendritischen Zellen hinsichtlich Phagozytose,
Migration und inflammatorischer Aktivitat verglichen mit Ratten ohne bakterielle
Translokation beobachtet werden. (66). Eine weitere Rolle spielen die bereits
erwahnten B-Zellen. In Mausen mit Defiziten im Toll-like-Rezeptor-Adaptermolekdl
MYD88 in B-Zellen kommt es zu einer insuffizienten Abtotung der Bakterien und
somit zu gunstigen Voraussetzungen fur ein Fortschreiten der bakteriellen
Translokation (67). Des Weiteren spielen CX3CR1-Makrophagen eine wichtige Rolle
fur die intestinale Barriere (68). Mit Toll-like-Rezeptoren kdnnen sie Mikroorganismen
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detektieren und induzieren lymphoide Zellen zur Interleukinsekretion, was wiederum
die intestinale Integritat sowie Reparaturmechanismen fordert (69). Im Falle einer
Extinktion der CX3CR1-Makrophagen kommt es zu einer vermehrten bakteriellen
Translokation sowie interessanterweise zu einer Steatohepatitis im Modell mit
Fettlebererkrankungen. Dies resultiert in einer gestorten Darmintegritat und fuhrt
somit zu einer hepatischen Inflammation, welche als ,Treiber” einer Leberschadigung
fungieren kann (68,70). Folglich kénnen sowohl ein Immundefizit wie auch eine
uberschie3ende Immunantwort die bakterielle Translokation begunstigen. AulRerdem
konnen in Patienten mit einer Leberzirrhose weniger B-Gedachtnis-Zellen sowie eine
Verringerung der Antwort in Konsequenz auf eine Toll-like-Rezeptor-9-Stimulation
nachgewiesen werden (71). Auch die Rolle der T-Zellen in der Immunabwehr ist von
enormer Wichtigkeit. Beim Fehlen dieser Zellen kann eine ausgepragte bakterielle
Translokation, insbesondere von E. coli, im Mausmodell mit athymischen Mausen
beobachtet werden (72). Die bereits erwdhnten MLNs bilden ebenfalls eine wichtige
Station der Immunantwort. Dendritische Zellen transportieren Bakterienbestandteile
zu den MLNs. Die Lymphknoten stellen hiermit die erste zentrale Station der
folgenden Immunantwort dar. Demgegenuber kdnnen in den MLNs von Patienten mit
einer Leberzirrhose lebende Bakterien nachgewiesen werden. Die Ursache hierfur
findet sich in verschiedenen Defiziten in der angeborenen und der adaptiven
Immunantwort, wie beispielsweise einer Verminderung von Chemotaxis,
Opsonisierung, Phagozytose und der Abtétungskapazitat von mononuklearen Zellen
(73-76).

Ein weiterer Bestandteil der immunologischen Abwehr wird durch die sekretorische
Komponente dargestellt. Im Intestinaltrakt konnten aus der Gruppe der Defensine nur
a- und B-Defensine nachgewiesen werden. Die a-Defensine stammen aus
neutrophilen Granulozyten sowie aus Paneth-Zellen, die am Kryptengrund
beherbergt sind. B-Defensine werden aus den Epithelzellen sezerniert (38). Im
Modell mit CCls-induzierten zirrhotischen Ratten ist eine Verminderung des
Defensins aus Paneth-Zellen, bei gleichbleibendem oder erhohtem (-Defensin,
auffallig (63). Auch in der Gruppe der Lektine konnte — sowohl im Mausmodell als
auch beim Menschen - im Falle einer athyltoxischen Zirrhose eine
Herunterregulation von ReglIf sowie Regllly festgestellt werden (77). Zwischen
Lumen und Darmepithel befindet sich eine Mucus-Schicht, die einen direkten Kontakt

zwischen Epithel und Bakterien verhindert. Die oben beschriebene SIBO hat
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allerdings einen trophischen Effekt auf den Mucus (15,78). Die Bakterien kdnnen
folglich die Mikrovilli erreichen. Aber auch das infolge der Inflammation
ausgeschuttete Zytokin Tumornekrosefaktor hat einen Einfluss auf die
Beschaffenheit der Darmbarriere. Der Tumornekrosefaktor verringert die Expression
von Tight-dunction-Proteinen und nimmt Einfluss auf die Aktivitat der Myosin-
Leichtketten-Kinase und steigert somit die Permeabilitat der Tight Junctions im
Darmepithel (79), was wiederum eine bakterielle Translokation begulnstigt. Ebenso
haben Interleukin-6 und Interferon-y einen Einfluss auf die Darmbarriere (38). Sie
steigern die epitheliale Permeabilitat und induzieren die transzellulare Translokation
von E. coli, wobei Interleukin-6 hierbei die Claudin-2-Expression reguliert und
Interferon-gamma eine transzellulare Translokation der Bakterien uber lipid rafts
begtinstigt (80,81). Auch reaktive Sauerstoff-Spezies und Stickstoffmonoxid kénnten
als EinflussgrofRen auf eine bakterielle Translokation ausgemacht werden. Reaktive
Sauerstoff-Spezies modulieren die Immunantwort auf bakterielle Stimuli (82) und
Stickstoffmonoxid moduliert die Makrophagenfunktion, die Zytokinausschuttung und
auch die Tétungskapazitat der Immunzellen gegentber Bakterien (83,84). Auflerdem
wirkt Ubermafiges Stickstoffmonoxid schadlich auf die intestinale Integritat, indem
Tight Junctions reversibel geodffnet werden und die Funktionsfahigkeit von
Kolonepithelzellen Uber die Induktion der Stickstoffmonoxid-Synthase in Ratten

abnimmt und somit die Permeabilitat der intestinalen Barriere gesteigert wird.

Neben der zellularen und sekretorischen Immunitat spielen auch mechanische
Komponenten eine Rolle in der Immunantwort (38). Ist die intestinale Barriere
dysfunktional, so kann es vermehrt zu einer bakteriellen Translokation kommen.
Besonders in Patienten mit einer Leberzirrhose ist eine Vielzahl von Barrieredefiziten
auffallig. So kénnen breitere interzelluldare Rdume, vaskulare Stauungen, Odeme,
fibromuskulare Proliferation, eine Verminderung der Zotten-Krypten-Ratio sowie eine
gesteigerte Permeabilitdt und eine Verdickung der Muscularis mucosae
nachgewiesen werden (38,85-87). Die Tight Junctions des Darmepithels sind ein
wichtiger Bestandteil der Barrierefunktion des intestinalen Systems. Sie werden
durch die Myosin-Leichtketten-Kinase gesteuert (38). In Duodenalbiopsien von
Patienten mit einer Leberzirrhose konnten Abweichungen der Tight Junctions von der
Norm festgestellt werden, beispielsweise durch eine verminderte Reprasentation von
Claudin-1, E-Cadherin und Occludin (15,88). Ebenso wurde bereits gezeigt, dass die

Darmbakterien direkten Einfluss auf die Tight Junctions nehmen kénnen (15). Dies
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fuhrt zu einer erhohten parazellularen Permeabilitat. Doch auch die transzellulare
bakterielle Translokation spielt eine Rolle. So kann eine transzellulare Translokation
von E. coli durch Caco-2-Zellen bereits ohne veranderte
Permeabilitditsgegebenheiten beobachtet werden (89). Insbesondere Epithelzellen
unter Stress weisen eine verminderte transepitheliale Resistenz auf und sind aus

diesem Grund eine Ausgangssituation fur eine bakterielle Translokation (90).

gesteigerte bakterielle
Darmpermeabilitat Translokation

Inflammation

Abbildung 8: Circulus vitiosus der bakteriellen Translokation. Schematisch dargestellt ist eine
stark vereinfachte Ubersicht (iber die sich gegenseitig beglinstigenden Gegebenheiten im Rahmen
der bakteriellen Translokation. Die gesteigerte Darmpermeabilitat ist durch die bereits beschriebenen
Veranderungen innerhalb der Zell-Zell-Kontakte, aber auch durch das veranderte Mikrobiom, die
mechanischen Veranderungen der Darmbarriere und die verringerte Mucus-Schicht bei Patienten mit
Leberzirrhose bedingt. Hierdurch erfolgt eine vermehrte bakterielle Translokation, die eine Aktivierung
des Immunsystems, welches bei Patienten mit Leberzirrhose ebenfalls verandert ist, nach sich zieht.
Daraus resultieren inflammatorische Prozesse, die ihrerseits eine gesteigerte Darmpermeabilitat

begiinstigen (38).

Die Pathogenese der bakteriellen Translokation stellt in gewisser Weise einen
Circulus vitiosus dar (vgl. Abb. 8): Durch die bakterielle Translokation werden

dendritische Zellen, Monozyten und neutrophile Granulozyten rekrutiert. Es kommt zu
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einer inflammatorischen Reaktion, die sowohl submucosale als auch mesenteriale
entziindliche Prozesse hervorruft (86,91,92). Die Inflammation begunstigt ihrerseits
wieder die gesteigerte Permeabilitat der Darmbarriere, die bei Patienten mit
Leberzirrhose, aufgrund von Veranderungen der Zell-Zell-Kontakte sowie der
Zusammensetzung des Mikrobioms, einer verringerten Mucus-Schicht sowie
intestinaler Odemneigungen und einer damit einhergehender mechanischer
Begunstigung der Permeabilitdt der Barriere, ohnehin nachweislich gesteigert ist.
Durch die erhdhte Durchlassigkeit der intestinalen Barriere ist der Grundstock fur
eine gesteigerte bakterielle Translokation gelegt. Interessanterweise konnten infolge
der Entzindung im Rahmen einer bakteriellen Translokation auch erhohte fakale

polymorphnukledre Elastase sowie Calprotectin gemessen werden (93,94).

Bei der Pathogenese der SBP sei auch explizit auf die Zusammenhange und
Gemeinsamkeiten zwischen Leber bzw. biliarem Epithel und Darm bzw. intestinalem
Epithel hingewiesen. Beide Epithelien sind zur Expression von Tight-Junction-
Proteinen, wie Dbeispielsweise E-Cadherin, fahig, tragen Pattern-Recognition-
Rezeptoren und kénnen Immunglobulin A sezernieren (68). Wie oben bereits
erwahnt, begunstigt eine intestinale Inflammation - wie auch
Permeabilitatssteigerungen anderer Genese — eine bakterielle Translokation, jedoch
kann man in solch einem Fall auch im gesunden Organismus lebende enterale
Bakterien in der Leber finden. Hier bilden die Kupffer-Zellen die zweite Abwehrkette
(95). Wenn nun aber auch die Leber einen Schaden aufweist, wie es bei der
Leberzirrhose der Fall ist, dann ist folglich auch die zweite Abwehrkette
dysfunktional. Bakterien gelangen in die Blutzirkulation und verweilen dort (68).

Zusammenfassend lasst sich also Folgendes festhalten: Die durch eine
Leberzirrhose mdgliche portale Hypertension induziert Odeme, unter anderem auch
im intestinalen Bereich, und steigert somit wiederum die Permeabilitat der
Darmbarriere. Zusammen mit der teilweise gestorten Immunantwort fuhrt dies zur
vermehrten bakteriellen Translokation aus dem Darmlumen Uber MLNs in die
Blutzirkulation und die Aszitesflussigkeit. Hieraus folgen Bakteriamie und

moglicherweise auch eine SBP (38,68).

1.3.2 Diagnostik
Die zeitnahe antibiotische Therapie und damit auch die frihestmogliche

Diagnosestellung sind bei einer SBP von enormer Wichtigkeit. Da mehr als 40 % der
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mikrobiologischen Aszitesuntersuchungen beim formalen Vorliegen einer SBP
kulturnegativ bleiben (22,96,97), wird die Diagnostik der SBP nicht via kulturellen
Nachweis, sondern Uber die Anzahl der polymorphnukledren Zellen (PMNs) definiert.
Per Definition spricht man von einer SBP bei einem Nachweis von mehr als 250
PMNs pro ul Aszitesflussigkeit. Ein Bakteraszites besteht per Definition bei einem
mikrobiologischen Erregernachweis und einer PMN-Zahl von weniger als 250 pro
mm?3. Beide Krankheitsbilder sind eine Indikation zur Einleitung einer antibiotischen
Therapie. Den Goldstandard bei der Diagnostik von Aszitesflussigkeit stellt folglich
die Zelldifferenzierung dar. Hierbei ist die maschinelle Auswertung der manuellen
nicht unterlegen (22). Des Weiteren sollte direkt am Patientenbett eine Beimpfung
von Blutkulturen mit mindestens 10 ml Aszitesflussigkeit pro Flasche erfolgen
(22,97,98). Eine Gramfarbung sollte nicht standardmaRig erfolgen, da die
Erregerkonzentration in der Aszitesflissigkeit zu gering ist (22). Bei der
diagnostischen Untersuchung der Aszitesflissigkeit ist vor allem auf die
differenzialdiagnostische Beurteilung von infiziertem Aszites oder malignem Aszites
zu achten (22). Eine schematische Darstellung der diagnostischen Arbeitsablaufe bei
Patienten mit Leberzirrhose und Aszitesflussigkeit in Anlehnung an die Leitlinie
.Komplikationen  der Leberzirrhose® der Deutschen Gesellschaft fur
Gastroenterologie, Verdauungs- und Stoffwechselkrankheiten ist in Abbildung 9
dargestellt.
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Abbildung 9: Diagnostische Abldufe bei Patienten mit Leberzirrhose und Aszitesfliissigkeit
nach der aktuellen Leitlinie der Deutschen Gesellschaft fiir Gastroenterologie, Verdauungs-
und Stoffwechselerkrankungen. Dargestellt sind hier die Arbeitsschritte von der Feststellung von
Aszitesflussigkeit iber die Indikationsstellung zur Punktion und die resultierenden zytologischen und
kulturellen Analyseverfahren bis hin zur Indikationsstellung einer antibiotischen Therapie. Nach der
Punktion der Aszitesflissigkeit sollten sowohl zytologische Untersuchungen als auch eine kulturelle
Bebritung erfolgen und die Ergebnisse der beiden Untersuchungen in Abhangigkeit voneinander
interpretiert werden. Eine Therapieindikation mittels antibiotischer Therapie besteht bei Nachweis
einer PMN-Zahl von mindestens 250 PMNs pro pl Aszitesflissigkeit, unabhangig von dem Ergebnis
der kulturellen Bebrutung. Bei einem Erregernachweis und einer Zellzahl von weniger als 250 PMNs

pro ul Aszitesflissigkeit ist die Indikation zur antibiotischen Therapie ebenfalls gegeben (22).
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1.3.3 Therapie

Eine Antibiotikatherapie sollte unmittelbar nach Diagnosestellung eingeleitet werden.
Bei Erstmanifestation einer unkomplizierten, ambulant erworbenen SBP kann gemalf}
alteren Empfehlungen eine Therapie mittels Chinolon per os erfolgen (99-101), die
aktuellste Leitlinie empfiehlt jedoch fur den Fall einer ambulant erworbenen SBP die
Anwendung von Cephalosporinen der Gruppe 3a (22,102-104). Allerdings muss die
jeweilige lokale Resistenzlage beachtet werden. So kommen alternativ zu
Cephalosporinen auch Carbapeneme zum Einsatz (101,105,106). Bei nosokomial
erworbenen Infektionen bzw. bei hospitalisierten Patienten wird die Therapie mit
Carbapenemen empfohlen (22). Des Weiteren wird eine intravendse Albumin-
Substitution von 1,5 mg pro Kilogramm Korpergewicht am ersten Tag der Infektion
und von 1 mg pro Kilogramm Korpergewicht am dritten Tag der Infektion empfohlen
(22). Der Erfolg der Therapie sollte nach 48 Stunden sowohl klinisch als auch mittels
Kontrollpunktion des Aszites erfolgen (22,101).

1.3.4 Prophylaxe

Grundsatzlich wird zwischen einer Primar- und einer Sekundarprophylaxe
unterschieden. Bei einigen besonderen Patientengruppen mit dem Krankheitsbild
einer Leberzirrhose kann eine antibiotische Primarprophylaxe der SBP erwogen
werden. So sind insbesondere Patienten mit einem Gesamteiwei3gehalt von weniger
als 1,5 g pro Deziliter Aszitesflissigkeit als Risikopatienten einzustufen, da aufgrund
des verringerten Eiweilgehaltes, eine verringerte Opsonisierungsfahigkeit vorliegt
(22,45,107,108), sodass hier eine antibiotische Primarprophylaxe mit Norfloxacin
oder Rifaximin erfolgen sollte (22). Eine Sekundarprophylaxe ist bei allen Patienten
mit durchlaufener SBP indiziert, da das Rezidivrisiko bei 69 % innerhalb eines Jahres
liegt (39). Eine antibiotische Sekundarprophylaxe sollte mit Norfloxacin, Rifaximin,
Ciprofloxacin oder Trimethoprim-Sulfamethoxazol erfolgen (22). Ein Stufendiagramm
zur  Entscheidungshilfe  bei der Indikationsstellung zur  antibiotischen
Prophylaxetherapie ist in Abbildung 10 dargestellt.
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Abbildung 10: Stufendiagramm zur Indikationsstellung einer antibiotischen Prophylaxe bei

SBP nach der aktuellen Leitlinie der Deutschen Gesellschaft fiir Gastroenterologie,

Verdauungs- und Stoffwechselerkrankungen. Dargestellt ist ein Arbeitsdiagramm zur schrittweisen

Indikationsstellung einer antibiotischen Primar- oder Sekundarprophylaxe bei SBP. Das grundlegende

Entscheidungskriterium zwischen Primar- und Sekundarprophylaxe stellt das Vorhandensein einer

SBP-Episode in der Vorgeschichte dar. Bei bereits durchlaufener SBP in der Vergangenheit sollte

eine antibiotische Sekundarprophylaxe erfolgen. Bei blander Anamnese hinsichtlich durchlaufener

SBP sollte der Gesamteiweil3gehalt in der jeweiligen Aszitesflissigkeit betrachtet werden. Liegt dieser

unter einem Wert von 1,5 g/dl, ist aufgrund von ungiinstigeren immunologischen Verhaltnissen eine

antibiotische Primarprophylaxe indiziert (22).
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1.4 Potenzielle Biomarker und diagnostische Alternativen

1.4.1 Esteraseaktivitiat von Leukozyten im Urin

Wie bereits erwahnt, ist eine fruhzeitige Diagnosestellung im Falle einer SBP von
enormer klinischer Wichtigkeit. Um eine moglichst frihe Diagnosestellung zu
gewabhrleisten, ist die Entwicklung von Bedside-Tests von groRer Bedeutung. So
wurde in einer Vielzahl von Studien die Anwendung von Urinteststreifen von
verschiedenen Herstellern als diagnostisches Mittel untersucht. Mithilfe der
Teststreifen kann die Esteraseaktivitat von Leukozyten mit einer Farbreaktion
quantitativ nachgewiesen werden (109). Im Rahmen verschiedenster Studien wurden
die Teststreifen MultiStix 8 SG (109-112), Combur 2 LN (110,111) und Nephur (112)
im Vergleich mit zytologischen Analysen untersucht. Ebenso wurde bereits ein
Review mit insgesamt 19 inkludierten Studien veroéffentlicht (113). Insgesamt stellte
sich die Sensitivitat in den unterschiedlichen Studienpopulationen undulierend dar.
Die Sensitivitat lag insgesamt zwischen 45,3 % und 89% (109-112), die Spezifitat
prasentierte sich zwischen 98 % und 100 % (109-112). Auffallig war, dass Studien
mit groflen Stichproben (n =2123) hier niedrigere Werte fur die Sensitivitat der
Teststreifen im Hinblick auf die Diagnostik einer SBP als Studien mit geringerer
Stichprobengréfe (n = 100) zeigten (109,111,113). Insbesondere bei niedriger PMN-
Zahl (< 1000/mm3) oder gar bei Bakteraszites (Sensitivitdt zwischen 22,4 % und
44,4%) imponiert die Aussagekraft bei erniedrigter Sensitivitdt eingeschrankt
(110,113). Insgesamt stellen Urinteststreifen mit ihrer eingeschrankten Sensitivitat
allenfalls ein erganzendes Diagnostikum dar, das den Goldstandard der
zytologischen Analyse nicht ablésen kann (22,109,113).

1.4.2 Calprotectin

Calprotectin ist ein Calcium- und Zink bindendes Protein aus der S100-Familie.
Mitglieder dieser Familie werden bei inflammatorischen Geschehen aus Phagozyten
ausgeschuttet. Calprotectin ist hierbei vor allem in neutrophilen Granulozyten
nachweisbar und kann auch in verschiedenen Korperflissigkeiten gefunden werden
(114). Calprotectin ist besonders aus dem Themengebiet der chronisch-
entzundlichen Darmerkrankungen bekannt. Hier gilt Calprotectin als prognostischer
Verlaufsparameter und als  Abgrenzung der  chronisch-entzundlichen
Darmerkrankungen von einem Reizdarmsyndrom (115). Auflerdem konnte die
Bestimmung der Calprotectin-Konzentration aus dem Stuhl von Patienten in Studien
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mit dem Effekt, vermeidbare Koloskopien bei fehlendem Hinweis auf eine akute
Entzindung auszusetzen, in Verbindung gebracht werden (116). In diesem
Zusammenhang konnten bereits Bedside-Tests zu einer schnelleren Analyse
(115,117,118) und einer gesteigerten Lebensqualitdt sowie Unabhangigkeit der
betroffenen Patienten entwickelt werden. Aufgrund des Zusammenhangs zwischen
einer permeablen Darmbarriere und der Entstehung einer SBP ist Calprotectin auch
bei analytischen Untersuchungen von Aszitesflussigkeit in das Zentrum der
Forschung geruckt. So konnte Calprotectin in verschiedenen Studien als potenzieller
Biomarker fur die SBP identifiziert werden. In der Studie von Burri et al. aus dem Jahr
2013 wurden die Calprotectin-Konzentrationen in 130 Proben von 71 Patienten
mittels Enzyme-Linked Immunosorbent Assay (ELISA) sowie einer Point-of-Care-
Testung untersucht. In der Kohorte wiesen 19 Proben eine PMN-Zahl von mehr als
250 pro ul Aszitesflussigkeit auf. Aullerdem konnte gezeigt werden, dass die PMN-
Zahl mit der Calprotectin-Konzentration korreliert. Als idealer Cut-off fur die Diagnose
einer SBP mittels ELISA wurde eine Calprotectin-Konzentration von 0,63 ug/ml
Aszitesflussigkeit mit einer Sensitivitat von 94,8 % und einer Spezifitdt von 89,2 %
gewahlt (119). Lutz et al. ermittelten die Calprotectin-Konzentration sowie die
Calprotectin-Protein-Ratio in 120 Proben von 108 Patienten mittels ELISA. Hier
zeigte sich, dass die Calprotectin-Konzentration in den SBP-Proben (Median
928 ng/ml) héher als in den nicht infizierten Proben gemessen werden konnte. Die
Ratio erwies sich hier als aussagekraftiger im Vergleich zu der alleinigen
Calprotectin-Konzentration (120). In der Studie von Abdel-Razik et al. wurden das
Serum-Procalcitonin, Calprotectin aus der Aszitesflussigkeit sowie Interleukin-6 und
Tumornekrosefaktor je aus dem Serum und der Aszitesflussigkeit von 79 Patienten
mittels ELISA untersucht. Das Serum-Procalcitonin und die Calprotectin-
Konzentration aus der Aszitesflissigkeit waren bei den SBP-Proben signifikant
erhoht und das Interleukin-6 sowie der Tumornekrosefaktor wiesen eine signifikante
Erhohung zu gesunden Vergleichsproben auf. Der Cut-off fur die Diagnose einer
SBP wurde bei einer Calprotectin-Konzentration von 445 ng/ml Aszitesflissigkeit mit
einer Sensitivitat von 95,4% und einer Spezifitat von 85,2% festgelegt. Auch hier
konnte gezeigt werden, dass die Calprotectin-Konzentration in der Aszitesflissigkeit
mit der PMN-Zahl korreliert (121). Fernandes et al. untersuchten die Calprotectin-
Werte von 88 Patienten mittels einer Point-of-Care-Testung. Die Calprotectin-
Konzentration war in den SBP-Proben signifikant hoher als in den Nicht-SBP-Proben.
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Aullerdem Kkorrelierte die Calprotectin-Konzentration auch hier sowohl mit der PMN-
Zahl als auch mit anderen inflammatorischen Markern. Der Cut-off fur die Diagnose
einer SBP wurde bei einer Calprotectin-Konzentration von 1,57 yg/ml
Aszitesflussigkeit mit einer Sensitivitat von 87,8 % und einer Spezifitdt von 97,9 %
gesetzt (122). Zusammenfassend konnte Calprotectin somit bereits in einer Vielzahl
von Studien als inflammatorischer Bestandteil der Aszitesflussigkeit nachgewiesen
werden. Zudem gelang bereits eine Korrelation mit der Diagnosestellung einer SBP.
Jedoch wurde noch kein Zusammenhang mit dem Krankheitsverlauf sowie dem

Therapieansprechen hergestellt.

1.4.3 Lactoferrin

Lactoferrin ist ein eisenbindendes Protein aus der Familie der Transferrine. Man
findet es in humaner Brustmilch, mukdosem Sekret, gastrointestinalem Sekret,
Speichel, Tranen, Sperma, vaginalem Sekret, nasaler Fliussigkeit und im bronchialen
Mucus. Es ist als Biomarker bei inflammatorischen Darmerkrankungen sowie beim
kolorektalen Karzinom bekannt (123,124). In der Studie von Lee et al. wurde die
Lactoferrin-Konzentration aus Aszitesflissigkeit von 102 Patienten mittels ELISA
untersucht. Die Lactoferrin-Konzentration lag bei den SBP-Proben signifikant hoher
als bei den Nicht-SBP-Proben. Der Cut-off fur die Diagnosestellung einer SBP wurde
bei einer Lactoferrin-Konzentration von 51,4 ng/ml Aszitesflissigkeit mit einer
Sensitivitat von 95,8 % und einer Spezifitat von 74,4 % gewahlt. Da Lactoferrin auch
als potenzieller Biomarker fur die Entwicklung eines HCC gehandelt wird, wurden
hohe Lactoferrin-Konzentrationen ohne das Vorliegen einer SBP durch die
Entwicklung eines HCC erklart (123). Parsi et al. bestimmten die Lactoferrin-
Konzentration in 218 Proben von 148 Patienten mittels ELISA. Der Median der
Lactoferrin-Konzentration in den SBP-Proben (3744 ng/ml) lag héher als die
Konzentration in den Nicht-SBP-Proben. Der Cut-off fur die Diagnose einer SBP
wurde hier bei einer Lactoferrin-Konzentration von 242 ng/ml Aszitesflussigkeit mit
einer Sensitivitdt von 95,5% und einer Spezifitdt von 97 % gewahlt (125).
Zusammenfassend wurden folglich auch Lactoferrin als inflammatorischer
Bestandteil der Aszitesflussigkeit sowie eine Korrelation von Lactoferrin mit der
Diagnosestellung einer SBP nachgewiesen.
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1.4.4 Komplementfaktor C3

Das Komplementsystem spielt eine zentrale Rolle in der unspezifischen, lokalen
Immunabwehr des Korpers. Im Komplementsystem sind verschiedene
Komplementfaktoren enthalten, die eine direkte Abwehr von Pathogenen, eine
Opsonisierung sowie eine Chemotaxis hervorrufen konnen. Die Produktion der
Komplementfaktoren erfolgt in den Hepatozyten der Leber, weshalb eine Reduktion
von Komplementfaktoren im Rahmen einer Leberzirrhose nachgewiesen werden
kann (126). In verschiedenen Untersuchungen wurde insbesondere eine Reduktion
des Komplementfaktor-C3-Spiegels als Faktor mit prognostischem Wert bei der
Entwicklung einer SBP beschrieben. So zeigten Such et al. eine signifikante
Reduktion des Komplementfaktor-C3-Spiegels in der Aszitesflussigkeit bei Patienten,
die eine SBP entwickeln. Insgesamt wurden hier 33 Patienten, von denen sieben
mindestens eine SBP-Episode vorwiesen, untersucht (127). Ahnliche Ergebnisse
zeigten Mustafa et al., die ebenfalls eine Reduktion von Komplementfaktor C3 in der
Aszitesflissigkeit von Patienten, die eine SBP entwickeln, nachweisen konnten. In
dieser Untersuchung wurden insgesamt 30 Patienten untersucht, von denen 15 eine
SBP entwickelten und 15 ohne SBP-Episode verblieben. Auch der Komplementfaktor
C3 konnte mehrmals in Aszitesflissigkeiten nachgewiesen werden (126,127).

1.4.5 Nachweis bakterieller DNA mittels Polymerase-Kettenreaktion (PCR)

In Untersuchungen zur Pathogenese der SBP rlckt die bakterielle Translokation von
Darmbakterien aus dem Darmlumen Uber die epitheliale Barriere in die MLNs und
schlieBlich in die Aszitesflussigkeit immer weiter in den Fokus. Aufgrund dieser
Uberlegung wurden Untersuchungen zum Nachweis bakterieller DNA in der
Aszitesflussigkeit und ggf. auch im Blut mittels Polymerase-Kettenreaktion (PCR)
durchgefuhrt. In verschiedensten Studien wurden PCR-Untersuchungen bei
Patienten mit Leberzirrhose mit der Aszitesflissigkeit (128-130) und teilweise
erganzend mit Blut (128) durchgefihrt. Hierbei konnte bakterielle DNA in der
Aszitesflussigkeit und auch im Blut nachgewiesen werden. Der Nachweis gelang vor
allem bei Proben, die auch in mikrobiologischen Untersuchungen von Kulturen einen
Keimnachweis erbrachten, sodass die PCR-Untersuchung als potenzielle Alternative
zur Anlage von Asziteskulturen aufgefuhrt wurde (129). Eine erhdhte Mortalitat beim
Nachweis von bakterieller DNA zeigte sich nicht (131). Weiterhin konnte insgesamt in
grolReren Studienpopulationen keine Korrelation zwischen dem Vorliegen einer SBP

und dem Nachweis von bakterieller DNA verzeichnet werden (130). Die Ursache liegt
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wohl am ehesten darin, dass bei einer PCR-Untersuchung nicht zwischen vitalen
Pathogenen und avitalen Bruchsticken von Erregern unterschieden werden kann,
sodass alles in allem die PCR-Untersuchung nicht zur Diagnosestellung, sondern
allenfalls als diagnostische Erganzung in Betracht gezogen werden sollte (22).

1.5 Zielsetzung

Die SBP stellt auch im Zeitalter der modernen Medizin sowohl pathophysiologisch als
auch diagnostisch und therapeutisch eine Herausforderung dar. In unserer
Arbeitsgruppe gibt es bereits mehrere Untersuchungen zu den zugrundeliegenden
Pathomechanismen der SBP. Mit dieser Arbeit wollen wir weitere Untersuchungen
hinsichtlich der diagnostischen Moglichkeiten in Betracht ziehen. Es besteht die
Hoffnung, dass durch eine Verbesserung der diagnostischen Moglichkeiten und eine
daraus resultierende frUhere Therapieeinleitung eine Verbesserung der
prognostischen Gegebenheiten fur Patienten mit dekompensierter Leberzirrhose
entsteht. Durch die Analyse der inflammatorischen Aktivitat anhand von acht
verschiedenen  Entzindungsmarkern  (S100a12, Calprotectin, Lactoferrin,
Komplementfaktor C3a, Interleukin-6 (IL-6), Interleukin-8 (IL-8), Interleukin-10 (IL-10)
und Interferon-gamma-induziertes Protein-10 (IP-10)) soll eine neue Plastizitat der
inflammatorischen Vorgange innerhalb der Aszitesflussigkeit bei der Entwicklung und
dem Verlauf einer SBP in Erfahrung gebracht werden. Durch die Analyse von direkt
an der immunologischen Antwort beteiligten Botenstoffen, unabhangig von der
zytologischen Auswertung der Aszitesflussigkeit, offnen sich neue Turen fur
diagnostische Ansatze. Ein optimaler Biomarker fur das Krankheitsbild der SBP sollte
mehrere Eigenschaften aufweisen. Erstens sollte er inflammatorische Prozesse
innerhalb der Aszitesflissigkeit abbilden, ohne andere entzindliche Vorgange
anzuzeigen. Weiterhin muss eine Verbesserung bzw. eine Verschlechterung des
Krankheitszustandes reflektiert werden. Drittens sollte eine schwerwiegende
Infektion, wenn moglich, angezeigt werden, bevor sie tatsachlich eintritt. Das Ziel
dieser Arbeit ist es, neue Biomarker zur Diagnostik und Beurteilung des
Krankheitsverlaufes bei einer SBP zu identifizieren und somit den Grundstock fur
weitere Untersuchungen hinsichtlich einer verbesserten Prognose fur Patienten mit
dekompensierter Leberzirrhose und SBP zu schaffen.
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2.1 Material
2.1.1 Gerate und Laborbedarf

Analysewaage Excellence XA105
Biofuge Fresco

Clear Microplate 96 Well

Cell Culture Plate 96 Well

Costar® Stripette 5 ml, 10 ml, 25 ml,
50 mi

EMax® Plus Microplate Reader
Eppendorf Easypet

Eppendorf Reference

Falcon 50 ml Tubes

Falcon 15 ml Tubes

HERAsafe Sterilbank

Reinstwasseraufbereitungsanlage
Milli-Q Q-POD

Safe-Lock Tubes 1,5 ml
Cell Culture Plate 96 Well

2.1.3 Software

SoftMax Pro 7
SigmaPlot

Excel

Mettler Toledo, Deutschland
Heraeus Group, Hanau, Deutschland
R&D Systems, Minneapolis
Corning Incorporated, USA
Corning Incorporated, USA

Molecular Devices, USA

Eppendorf AG, Deutschland
Eppendorf AG, Deutschland

Corning Incorporated, USA

Corning Incorporated, USA

Heraeus Group, Hanau, Deutschland

Merck Millipore, USA

Eppendorf AG, Deutschland
Thermo Fisher Scientific, USA

Molecular Devices, USA
Systat Software GmbH, Deutschland
Microsoft, USA
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2.1.4 Puffer und Reagenzien

Bicinchoninsaure
Kupfer(ll)-sulfat

Fetales Kalberserum (FCS)
Bovines Serumalbumin (BSA)

LB-Agar (Luria/Miller)

TMB
PBS (pH 7,3-7,4)

Stopp-Losung

ELISA-Waschpuffer

(far IL-6, IL-8, IL-10, EN-RAGE,
CXCL10)

Reagentdiluent

(far IL-6, IL-8, IL-10)

Reagentdiluent
(EN-RAGE, CXCL10)

Working-Reagent
(fur BCA-Assay)

10x PBS

2.1.5 ELISA-Kits

Human Calprotectin
Human C3a
Human Lactoferrin
Human EN-RAGE
Human CXCL10
Human IL-6

Sigma-Aldrich, USA
Sigma-Aldrich, USA
Bio&Sell, Deutschland

PanReac AppliChem, Deutschland

Carl Roth GmbH + Co. KG,
Deutschland
Sigma-Aldrich, USA

140 mM NacCl

10 mM

Dinatriumhydrogenphosphatdihydrat

2,7 mM KClI

1,8 mM Kaliumdihydrogenphosphat

1 M H2S0Oq4

1-mal PBS
0,005 % Tween

1:10 FCS in 1-mal PBS

1% BSA in 1-mal PBS

Bicinchoninsaure 20 ml
Kupfer(ll)-sulfat 400 pl

NaCl 80 g

KCl2g

KH2PO4 2 g

NazHPO4- 12 H20 28,85 g
Auffullen auf 1 | mit Millipore-H20

Hycult Biotech, USA
Hycult Biotech, USA
Hycult Biotech, USA
R&D Systems, USA
R&D Systems, USA
BD Biosciences, USA
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Human IL-8 BD Biosciences, USA
Human IL-10 BD Biosciences, USA

2.2 Methoden

2.2.1 Probenaufbereitung

Im Rahmen dieser Arbeit wurde Aszitesflissigkeit von diagnostischen
Aszitespunktionen von Patienten auf Station und Intensivstation der Klinik und
Poliklinik fur Innere Medizin | des Universitatsklinikums Regensburg aufbereitet.
Hierzu wurde unter sterilen Bedingungen zunachst ein 50-ml-Probengefald mit 50 ml
Aszitesflussigkeit befullt und dieses bei —80 °C gelagert. Weiter wurde viermal jeweils
1 ml Aszitesflussigkeit in 1,5-ml-Probengefalen fur die Analyse auf potenzielle
Biomarker bei -20°C gelagert. Aulerdem wurden je Patientenprobe 100 pl
Aszitesflissigkeit auf einer LBO-Platte ausgestrichen, um eventuelle Erreger einer
SBP nachzuweisen. Die jeweiligen Patientenproben wurden fortlaufend nummeriert.
Parallel wurde die Krankengeschichte der Patienten mittels Datenrecherche in
Erfahrung gebracht und nach dem ELISA und Bicinchoninsaure-Protein-Assay mit
dem jeweiligen Probenmaterial verknipft (vgl. Abb. 11). Es erfolgte somit die
Verknupfung der jeweiligen  Entzindungsmarkerkonzentration mit dem
Gesamtproteingehalt und den entsprechenden Patientendaten. Weiterhin wurde fur
das Sammeln und Asservieren der jeweiligen Aszitesproben sowie fur die

zugrundeliegenden Analysen dieser Arbeit ein Ethikvotum eingeholt.

Abbildung 11: Schematische Darstellung des Versuchsaufbaus. Im Rahmen dieser Arbeit wurden
Proben von Aszitesfliissigkeiten von Patienten mit Leberzirrhose asserviert und mittels ELISA auf
insgesamt acht verschiedene Entziindungsmarker untersucht. AuRerdem wurde mit jeder Probe ein

Bicinchoninsaure-Protein-Assay durchgefiihrt. AbschlieRend wurden die jeweiligen Patientendaten
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und zytologischen Analysen der entsprechenden Aszitesflissigkeiten mittels Datenrecherche erhoben

und mit den im Forschungslabor erhobenen Datensatzen verknipft.
2.2.2 Enzyme-linked Immunosorbent Assay (ELISA)

2.2.2.1 Calprotectin

Die ELISA-Analyse des humanen Calprotectins in der Aszitesflussigkeit erfolgte mit
dem Human Calprotectin Kit von Hycult® Biotech und wurde gemaf der Anleitung zu
diesem Kit durchgefuhrt. Die Proben wurden jeweils in Doppelbestimmung in den
Verdinnungen 1:75 und 1:100 aufgetragen. In die Wells der bereits mit
Calprotectin-Antikorpern gecoateten ELISA-Platte wurden jeweils 100 yl Standard
und Probe pipettiert und 60 min bei Raumtemperatur inkubiert. Danach wurde die
Platte mit dem im ELISA-Kit enthaltenen Waschpuffer viermal gewaschen und 100 pl
eines biotinylierten Tracer-Antikorpers pro Well zugegeben. Nach einer erneuten
Inkubationszeit von 60 min bei Raumtemperatur wurde der Waschvorgang wiederholt
und 100 ul des Streptavidin-Peroxidase-Konjugats pro Well pipettiert. Die Ansatze
wurden fur 60 min bei Raumtemperatur inkubiert und danach viermal gewaschen.
Daraufhin wurden 100 pl Tetramethylbenzidin(TMB)-Losung pro Well hinzugegeben
und die Reaktion mit 100 yl Stopp-Losung beendet. Die Absorption der Proben
wurde mit dem ELISA-Reader bei 450 nm vermessen.

2.2.2.2 S100a12

Die Analyse der S100a12-Konzentration in der Aszitesflussigkeit erfolgte mit dem
Human Enrage- ELISA Kit von R&D Systems und wurde entsprechend der Anleitung
durchgefuhrt. Die Proben wurden in den Verdunnungen 1:50 und 1:100 jeweils in
Doppelbestimmung aufgetragen. Die Platte wurde zunachst mit 100 yl Mouse Anti-
Human EN-RAGE Capture Antibody pro Well gecoatet und uber Nacht bei 4°C
inkubiert. Danach wurde die Platte dreimal mit dem Waschpuffer, nach oben
angegebener Rezeptur (1-mal PBS; 0,005% Tween), gewaschen und mit 300 pl
Reagentdiluent (siehe oben: 1% BSA in 1-mal PBS) fir 60 min bei Raumtemperatur
geblockt. Daraufhin wurde der Waschvorgang wiederholt und pro Well je 100 pl
Standard und Probe pipettiert und fir 120 min bei Raumtemperatur inkubiert. Die
Platte wurde dreimal gewaschen und je 100 pl biotinylierter Mouse Anti-Human
Detection Antibody pro Well zugegeben und 120 min bei Raumtemperatur inkubiert.
Der Waschvorgang wurde wiederholt und danach 100 pl Streptavidin-Horseradish-

Peroxidase-Konjugat pro Well zugegeben und fur 20 min bei Raumtemperatur
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inkubiert. Daraufhin wurde erneut dreimal gewaschen und je 100 pl Substrat-Losung
pro Well zugegeben und die Reaktion mit je 50 yl Stopp-Losung beendet. Die

Absorption der Proben wurde mit dem ELISA-Reader bei 450 nm vermessen.

2.2.2.3 Lactoferrin

Die ELISA-Analyse des humanen Lactoferrins in der Aszitesflissigkeit erfolgte mit
dem Lactoferrin Kit von Hycult® Biotech und wurde gemal der Anleitung zu diesem
Kit durchgefuhrt. Die Proben wurden jeweils in Doppelbestimmung in den
Verdinnungen 1:75 und 1:100 aufgetragen. Die verdinnten Proben und alle
bendtigten Reagenzien wurden zunachst fur 60 min bei Raumtemperatur inkubiert. In
die Wells der bereits mit Lactoferrin-Antikorpern gecoateten ELISA-Platte wurden
jeweils 100 yl Standard und Probe pipettiert und die Ansatze 60 min bei 37°C
inkubiert. Danach wurde die Platte mit dem Waschpuffer viermal gewaschen und
100 pl eines biotinylierten Tracer-Antikorpers pro Well zugegeben. Nach einer
erneuten Inkubationszeit von 60 min bei Raumtemperatur wurde der Waschvorgang
wiederholt und 100 pl des Streptavidin-Peroxidase-Konjugats pro Well pipettiert. Dies
wurde fur 60 min bei Raumtemperatur inkubiert und danach viermal gewaschen.
Daraufhin wurden 100 pyl TMB-L6sung pro Well hinzugegeben und die Reaktion mit
100 pl Stopp-Losung beendet. Die Absorption der Proben wurde mit dem ELISA-
Reader bei 450 nm vermessen.

2224 C3a

Die ELISA-Analyse des humanen C3a in der Aszitesflussigkeit erfolgte mit dem C3a
Kit von Hycult® Biotech und wurde gemal} der Anleitung zu diesem Kit durchgeflhrt.
Die Proben wurden jeweils in Doppelbestimmung in den Verdinnungen 1:75 und
1:100 aufgetragen. In die Wells der bereits mit C3a-Antikorpern gecoateten ELISA-
Platte wurden jeweils 100 pyl Standard und Probe pipettiert und dies 60 min bei
Raumtemperatur inkubiert. Danach wurde die Platte mit dem Waschpuffer viermal
gewaschen und 100 pl eines biotinylierten Tracer-Antikorpers pro Well zugegeben.
Nach einer erneuten Inkubationszeit von 60 min bei Raumtemperatur wurde der
Waschvorgang wiederholt und 100 yl des Streptavidin-Peroxidase-Konjugats pro
Well pipettiert. Die Ansatze wurden fur 60 min bei Raumtemperatur inkubiert und
danach viermal gewaschen. Daraufhin wurden 100 pl TMB-Losung pro Well
hinzugegeben und die Reaktion mit 100 pl Stopp-Losung beendet. Die Absorption der
Proben wurde mit dem ELISA-Reader bei 450 nm vermessen.
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2.2.2.51P-10

Die Analyse der IP-10-Konzentration in der Aszitesflussigkeit erfolgte mit dem
Human CXCL10 ELISA Kit von R&D Systems und wurde nach der zugehdrigen
Anleitung durchgefihrt. Die Proben wurden in den Verdinnungen 1:50 und 1:100
jeweils in Doppelbestimmung aufgetragen. Die Platte wurde zunachst mit 100 pl
Mouse Anti-Human IP-10 Capture Antibody pro Well gecoatet und tUber Nacht bei
4°C inkubiert. Danach wurde die Platte dreimal mit dem Waschpuffer, nach oben
angegebener Rezeptur (1-mal PBS; 0,005 % Tween), gewaschen und mit 300 ul 1%
BSA in PBS pro Well fur 60 min bei Raumtemperatur geblockt. Daraufhin wurde der
Waschvorgang wiederholt und pro Well je 100 uyl Standard und Probe pipettiert und
fur 120 min bei Raumtemperatur inkubiert. Die Platte wurde dreimal gewaschen und
je 100 pl biotinylierter Goat Anti-Human IP-10 Detection Antibody in angegebener
Konzentration pro Well zugegeben und 120 min bei Raumtemperatur inkubiert. Der
Waschvorgang wurde wiederholt und danach 100 pl Streptavidin-Horseradish-
Peroxidase-Konjugat in angegebener Verdinnung pro Well zugegeben und fur
20 min bei Raumtemperatur inkubiert. Daraufhin wurde erneut dreimal gewaschen
und je 100 pyl TMB-Substrat-Losung pro Well zugegeben und die Reaktion mit je
50 yl Stopp-Losung beendet. Die Absorption der Proben wurde mit dem ELISA-
Reader bei 450 nm vermessen.

2226IL-6

Die Konzentrationsanalyse des humanen IL-6 erfolgte mit dem Human IL-6 ELISA Kit
der Firma BD Biosciences. Zunachst wurden 96-Well-Platten mit je 100 pl IL-6
Capture Antibody pro Well gecoatet und bei 4 °C Uber Nacht inkubiert. Danach wurde
die Platte dreimal mit dem Waschpuffer, nach oben angegebener Rezeptur (1-mal
PBS; 0,005% Tween), gewaschen und mit jeweils 200 ul Reagentdiluent (siehe
oben: 1:10 FCS in 1-mal PBS) pro Well fir 60 min bei Raumtemperatur geblockt.
Daraufhin wurde der Waschvorgang dreimal wiederholt und die Standardreihe sowie
die Proben in den Verdiunnungen 1:10 und 1:100 in Doppelbestimmung mit je
100 yl pro Well pipettiert und 120 min bei Raumtemperatur inkubiert. Die Platte
wurde funfmal gewaschen und je 100 pl biotinylierter Detection Antibody mit
Streptavidin-Horseradish-Peroxidase-Konjugat pro Well zugegeben und fur 60 min
bei Raumtemperatur inkubiert. Der Waschvorgang wurde siebenmal wiederholt und
je 100 pl TMB pro Well zugegeben. Die Farbreaktion wurde mit 50 pl Stopp-Losung

beendet und die Absorption der Proben bei 450 nm vermessen.
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222.7IL-8

Die Konzentrationsanalyse des humanen IL-8 erfolgte mit dem Human IL-8 ELISA Kit
der Firma BD Biosciences. Zunachst wurden 96-Well-Platten mit je 100 pl IL-8
Capture Antibody pro Well gecoatet und bei 4 °C Gber Nacht inkubiert. Danach wurde
die Platte dreimal mit dem Waschpuffer, nach oben angegebener Rezeptur (1-mal
PBS; 0,005% Tween), gewaschen und mit jeweils 200 ul Reagentdiluent (siehe
oben: 1:10 FCS in 1-mal PBS) pro Well fir 60 min bei Raumtemperatur geblockt.
Daraufhin wurde der Waschvorgang dreimal wiederholt und die Standardreihe sowie
die Proben in den Verdiunnungen 1:10 und 1:100 in Doppelbestimmung mit je
100 yl pro Well pipettiert und 120 min bei Raumtemperatur inkubiert. Die Platte
wurde funfmal gewaschen und je 100 pl biotinylierter Detection Antibody mit
Streptavidin-Horseradish-Peroxidase-Konjugat pro Well zugegeben und fur 60 min
bei Raumtemperatur inkubiert. Der Waschvorgang wurde siebenmal wiederholt und
je 100 pl TMB pro Well zugegeben. Die Farbreaktion wurde mit 50 pl Stopp-Losung

beendet und die Absorption der Proben bei 450 nm vermessen.

22.28IL-10

Die Konzentrationsanalyse des humanen IL-10 erfolgte mit dem Human IL-10 ELISA
Kit der Firma BD Biosciences. Zunachst wurden 96-Well-Platten mit je 100 pl
Capture Antibody pro Well gecoatet und bei 4 °C Gber Nacht inkubiert. Danach wurde
die Platte dreimal mit dem Waschpuffer, nach oben angegebener Rezeptur (1-mal
PBS; 0,005% Tween), gewaschen und mit jeweils 200 ul Reagentdiluent (siehe
oben: 1:10 FCS in 1-mal PBS) pro Well fir 60 min bei Raumtemperatur geblockt.
Daraufhin wurde der Waschvorgang dreimal wiederholt und die Standardreihe sowie
die Proben in den Verdiunnungen 1:10 und 1:100 in Doppelbestimmung mit je
100 yl pro Well pipettiert und 120 min bei Raumtemperatur inkubiert. Die Platte
wurde funfmal gewaschen und je 100 pl biotinylierter Detection Antibody mit
Streptavidin-Horseradish-Peroxidase-Konjugat pro Well zugegeben und fur 60 min
bei Raumtemperatur inkubiert. Der Waschvorgang wurde siebenmal wiederholt und
je 100 pl TMB pro Well zugegeben. Die Farbreaktion wurde mit 50 pl Stopp-Losung
beendet und die Absorption der Proben bei 450 nm vermessen.

2.2.3 Bicinchoninsaure-Protein-Assay (BCA)
Zur Bestimmung des Proteingehaltes in den jeweiligen Aszitesproben wurde ein
Bicinchoninsaure-Protein-Assay durchgefuhrt. Im Rahmen des Bicinchoninsaure-
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Protein-Assays werden an Peptidbindungen Kupferionen gebunden und reduziert.
Die gebundenen Kupferionen bilden mit der Bicinchoninsaure einen Farbkomplex.
Mittels Photometrie kann dann eine Bestimmung des Proteingehaltes der jeweiligen
Probe vorgenommen werden. Im Rahmen unserer Untersuchungen wurden 96-Well-
Platten mit je 10 pyl Standard und Probe, jeweils in den Verdinnungen 1:10 und
1:20, vorbereitet und danach je 200 yl Working-Reagenz, bestehend aus 50 Teilen
Bicinchoninsaure und 1 Teil Kupfer(ll)-sulfat, zugegeben. Die Platte wurde fir 20 min
bei 37 °C inkubiert und danach mit dem ELISA-Reader bei 562 nm vermessen.
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3.1 Kohortenbeschreibung
Nach dem Abgleich der Patientengeschichte, die durch eine Datenrecherche in

Erfahrung gebracht wurde, mit den jeweiligen Patientenproben konnte die Kohorte in
eine Gruppe von Patienten mit SBP und eine Gruppe von Patienten ohne SBP
eingeteilt werden. Diese beiden Gruppen wurden auf verschiedene potenzielle
Biomarker untersucht. Hierbei fungierte die Gruppe ohne SBP als Kontrolle zu der
Gruppe mit SBP.

Insgesamt wurden 190 Aszitesproben von 128 verschiedenen Patienten untersucht.
90 der Patienten waren mannlich und 38 weiblich. Die Parazentesen wurden vom
Februar 2016 bis zum August 2019 durchgefuhrt. Der Median des Alters bei Punktion
lag bei 60 Jahren (Range: 28-81 Jahre). Von den 190 Proben konnte gemafl dem
Goldstandard mittels Bestimmung der Anzahl der neutrophilen Granulozyten in der
Aszitesflissigkeit (= 250 PMNs pro mm? Aszitesfllssigkeit) in insgesamt 29 (15,3 %)
Proben die Diagnose einer SBP gestellt werden. Hiervon waren 21 Proben von
mannlichen Patienten und 8 Proben von weiblichen (vgl. Abb. 12). Eine Erh6hung
der PMNs auf = 100 PMNs pro pl Aszitesflissigkeit konnte in insgesamt 47 (24,7 %)
Proben nachgewiesen werden (vgl. Abb.13). Hier =zeigte sich die
Geschlechterverteilung mit 33 mannlichen und 14 weiblichen Patienten. Ein
Keimnachweis im Falle einer SBP gelang in 2 Fallen und bewegte sich mit Proteus
mirabilis und Escherichia coli im bei einer SBP bekannten Keimspektrum. Die
Genese der Leberzirrhose ist in dieser Kohorte mit 47% (60 Patienten) am
haufigsten auf eine athyltoxische Erkrankung zurtckzufihren. Eine detaillierte
Beschreibung der Kohorte ist in Abbildung 14 dargestellt.
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Abbildung 12: SBP-Kohorte und Non-SBP-Kohorte mit entsprechender Geschlechterverteilung.

Dargestellt ist zum einen die SBP-Kohorte unserer Studie und zum anderen die Non-SBP-Kohorte, die

die Kontrollgruppe unserer Studienkohorte beschreibt. Die Geschlechterverteilung in der SBP-Gruppe

setzt sich in unserer Population aus 21 mannlichen (72%) und 8 weiblichen (28 %) Patienten bei

insgesamt 29 SBP-Patienten zusammen. Die Kontrollgruppe zahlt insgesamt 99 Patienten, von denen

69 mannlich (70 %) und 30 weiblich (30 %) sind.

B PMNs=250/pl

® PMNs100-249/pl

® PMNs<100/pl

Abbildung 13: Grafische
Darstellung der Anzahl der
neutrophilen Granulozyten in
der jeweiligen
Aszitesflussigkeit in der
Studienkohorte. Dargestellt ist
die Anzahl der PMNs in der
untersuchten Population durch
Aufteilung in 3 Gruppen. Die rote
Gruppe stellt die klassische SBP-
Kohorte (PMNs =250 pro pl
Aszitesflussigkeit) dar. Die blaue
(PMNs 100-249 pro pl
Aszitesflussigkeit) und die

schwarze Gruppe (PMNs <100 pro ul Aszitesflissigkeit) bilden die Non-SBP- und damit die

Kontrollgruppe. Die SBP-Kohorte bildet mit insgesamt 29 Proben 15 % der Gesamtprobenanzahl ab.
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Abbildung 14: Genese der Leberzirrhose der Patienten, deren Aszitesfliissigkeit untersucht
wurde, in absteigender Haufigkeit. Die Kohorte bietet ein reprasentatives Spektrum an
unterschiedlichen Noxen und Grunderkrankungen. Im Kreisdiagramm sind die entsprechenden
Entitdten in absteigender Haufigkeit, beginnend mit der athylischen Genese (60 Patienten,
entsprechen 47 %), dargestellt. Eine kryptogene Ursache der Leberzirrhose wurde in 29 Fallen (23 %)
beschrieben. Die nutritivitoxische Genese wurde in 9 Fallen (entsprechen 7 %) diagnostiziert. In jeweils
5 Patienten und damit rund 4 % lagder Leberzirrhose eine Virushepatitis oder einer PBC zugrunde. Ein
Malignom konnte in 4 Fallen (3%) gefunden werden. Eine nichtathylische Steatohepatitis und eine
Autoimmunhepatitis waren ursachlich fir jeweils 3 Falle (2%). Eine Cirrhose cardiaque sowie eine
Hamochromatose wurden jeweils in 2 Fallen (1,5 %) diagnostiziert. Am seltensten in unserer Kohorte
zeigten sich mit jeweils einem Fall (1%) die sekundar sklerosierende Cholangitis, die primar
sklerosierende Cholangitis, das HELLP-Syndrom sowie das Budd-Chiari-Syndrom.

3.2 Inflammatorische Aktivitat bereits vor definitionsgemédRBer Grenze einer
spontan bakteriellen Peritonitis nachweisbar — neue Frithmarker einer SBP
Im Rahmen der Analysen 2zu dieser Arbeit wurden Aszitesproben mit
unterschiedlichen Konzentrationen von neutrophilen Granulozyten analysiert. Der
Bereich der Konzentration von Neutrophilen erstreckte sich von 0 Zellen pro pl
Aszitesflissigkeit bis zu einem Maximum von 22100 Zellen pro pl Aszitesflissigkeit.
Per Definition besteht eine SBP, wenn die Neutrophilenzahl einen absoluten Wert
von 250 pro ul Aszitesflissigkeit erreicht bzw. tGberschreitet. In unseren Analysen der
Aszitesproben hinsichtlich verschiedener Entzindungsmarker konnten wir eine
inflammatorische Aktivitat bereits unterhalb dieser Marke nachweisen. Bereits in der
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Vergangenheit wurde der diagnostische Standard zum Nachweis einer SBP vom
Herabsetzen der Neutrophilenzahl bis hin zum Verlassen des rein kulturbedingten
Nachweises und dem Hinwenden zur zytologischen Analyse verandert. Die
Erkenntnisse dieser Arbeit etablieren neue Strategien zur besseren und
insbesondere fruheren Diagnose einer SBP. Die Darstellung der inflammatorischen
Aktivitat ist in den jeweiligen Analysen der entsprechenden Entzindungsmarker
dargestellt (vgl. Abb. 15-24). Ein besonderes Augenmerk liegt hierbei auf dem
ahnlichen inflammatorischen Verhalten der intermediaren Gruppe (Neutrophilenzahl
100—-249 pro ul Aszitesflissigkeit; N = 18; blau eingefarbt) und der klassischen SBP-
Gruppe (in Rot dargestellt). In unseren Recherchen im Rahmen der Erhebung der
zytologischen Analysen betrachteten wir insbesondere auch die Folgepunktionen der
intermediaren Kohorte. Von den 18 Proben der blauen Gruppe gab es von 9
Patienten zytologische Untersuchungen von Folgepunktionen. Hierbei konnte ein
Anstieg der PMN-Zahl in 8 Punktionen (89 %) und in insgesamt 6 Punktionen (67 %)
die Entwicklung einer SBP nachgewiesen werden.

3.3 Interleukine und IP-10 eignen sich nicht als Biomarker im Krankheitsbild
einer SBP

Im Rahmen der Analysen verschiedener inflammatorischer Proteine als Biomarker
fur eine SBP wurde die Menge an IL-6, IL-8, IL-10 sowie IP-10 in der
Aszitesflussigkeit bestimmt. IL-6 ist ein proinflammatorisches Zytokin, welches
bereits in externen Untersuchungen in der Aszitesflussigkeit untersucht wurde.
Hierbei wurde es mit einer schlechteren Prognose bei akutem Leberversagen sowie
mit einer Erhdhung bei SBP in Zusammenhang gebracht (132,133). IL-8 ist ebenfalls
ein proinflammatorisches Zytokin, welches unter anderem eine Entzindungsreaktion
durch Attraktion von neutrophilen Granulozyten initiiert (134). Das Zusammenspiel
zwischen IL-8 und neutrophilen Granulozyten, die aktuell den diagnostischen
Goldstandard im Krankheitsbild der SBP bilden, stellt einen interessanten
Sachverhalt dar. IL-10 ist anders als IL-6 und IL-8 kein proinflammatorisches,
sondern ein antiinflammatorisches Zytokin, welches die Immunantwort des Koérpers
uber die Hemmung von Makrophagen, eine Suppression der Antigenprasentation
sowie uber die Hemmung der Sekretion von proinflammatorischen Faktoren inhibiert
(135). IP-10 ist ein Chemokin, welches in der Vergangenheit bereits in externen
Untersuchungen in der Aszitesflussigkeit von Patienten mit Leberzirrhose vermessen

und hierbei insbesondere mit einer Steigerung der Rezidivwahrscheinlichkeit einer
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SBP bei Erhdhung der Konzentration in der Aszitesflussigkeit in Verbindung gebracht
wurde (132). Die Gesamtanzahl der Proben in der IP-10-Analyse betrug 189, wobei
hierbei in 29 Proben eine SBP nachgewiesen werden konnte. In der IL-6-Analyse
wurden insgesamt 182 Proben, davon 28 SBP-Proben, ausgewertet. Die Analyse
von IL-8 und IL-10 umfasste insgesamt 188 Proben, davon 28 SBP-Proben, bzw.
189 Proben, davon 29 SBP-Proben. In den durchgefuhrten Untersuchungen konnten
in allen Aszitesproben relevante Mengen der jeweiligen Entzindungsmarker
nachgewiesen werden. Im Falle der IL-6-Konzentration (Korrelationskoeffizient
r=0,1) und der IP-10-Konzentration (Korrelationskoeffizient r=0,1) zeigte sich
weder eine Korrelation mit diagnostischen Kriterien (keine Korrelation mit der Anzahl
neutrophiler Granulozyten) (vgl. Abb. 15) noch eine relevante Korrelation mit dem
Krankheitsverlauf. Auch durch eine Normierung auf den Gesamtproteingehalt in den
jeweiligen Proben durch Berechnung des entsprechenden Marker-Gesamtprotein-
Quotienten (Division des jeweiligen inflammatorischen Markers durch den der
jeweiligen Probe entsprechenden Gesamtproteingehalt) konnte keine Korrelation
zwischen der Zellzahl und den jeweiligen Entzindungsmarkern nachgewiesen
werden (vgl. Abb. 16). Im Falle der IL-8-Konzentration (Korrelationskoeffizient r = 0,5)
und der IL-10-Konzentration (Korrelationskoeffizient r=0,6) sowie des IL-10-
Gesamtprotein-Quotienten (Korrelationskoeffizient r=0,6) konnte zwar eine
statistische Korrelation mit der Anzahl von Neutrophilen in der Aszitesflussigkeit
festgestellt, jedoch kein sinnvoller Cut-off hinsichtlich Sensitivitdt und Spezifitat fur
die Diagnosekriterien im Falle einer SBP gewahlt werden.
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Abbildung 15: Konzentrationen von IL-6, IL-8, IL-10 und IP-10 in Aszitesfliissigkeit eignet sich
nicht als Biomarker fiir SBP. Dargestellt sind auf der x-Achse die Konzentrationen in pg/ml der
jeweiligen Entziindungsmarker (IL-6 [a], IL-8 [b], IL-10 [c] und IP-10 [d]) gegenlber der Anzahl
neutrophiler Granulozyten pro pl Aszitesflissigkeit (y-Achse). Die farbliche Markierung erfolgte
entsprechend der Anzahl der neutrophilen Granulozyten pro ul Aszitesfliissigkeit. Die rote Gruppe
(PMNs = 250/ul  Aszitesflissigkeit) stellt die SBP-Kohorte dar. Die blaue (PMNs 100-249/ul
Aszitesflussigkeit) und die schwarze Gruppe (PMNs < 100/ul Aszitesflissigkeit) préasentieren die Non-
SBP-Proben. In den Analysen konnte gezeigt werden, dass Konzentrationen von IL-6 und IP-10 in
Aszitesproben nachweisbar sind und keine Korrelation mit den diagnostischen Kriterien einer SBP
(=250 PMNs pro pl Aszitesflissigkeit; rote Gruppe) bilden. IL-8 und IL-10 wiesen zwar eine
statistische Korrelation auf, jedoch konnte kein sinnvoller Cut-off zur Diagnostik einer SBP gewahlt
werden. Weiterhin zeigte die blaue Gruppe in einigen Analysen anderer Entziindungsmarker ein
ahnliches inflammatorisches Verhalten wie die rote Gruppe, dies konnte in der Analyse von IL-6, IL-8,

IL-10 und IP-10 nicht nachgewiesen werden.
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Abbildung 16: Jeweiliger Entziindungsmarker-Gesamtprotein-Quotient aus Aszitesfliissigkeit
eignet sich nicht als Biomarker. Dargestellt sind auf der x-Achse die Quotienten berechnet aus dem
jeweiligen Entziindungsmarker und dem entsprechenden Gesamtproteingehalt der Aszitesprobe (IL-6-
Gesamtprotein-Quotient [a], IL-8-Gesamtprotein-Quotient [b], IL-10-Gesamtprotein-Quotient [c] und
IP-10-Gesamtprotein-Quotient [d]) der Anzahl
Die farbliche Markierung erfolgte entsprechend der Anzahl der
pro ul Die Gruppe (PMNs = 250/pl
Aszitesflussigkeit) stellt die SBP-Kohorte dar. Die blaue (PMNs 100—249/ul Aszitesflissigkeit) und die
schwarze Gruppe (PMNs < 100/ul Aszitesflissigkeit) prasentieren die Non-SBP-Proben. In den

gegenuber neutrophiler Granulozyten pro pl

Aszitesflussigkeit (y-Achse).
Aszitesflussigkeit. rote

neutrophilen  Granulozyten

Analysen konnte gezeigt werden, dass auch eine Normierung der entsprechenden
Entziindungsmarkerkonzentrationen auf den jeweiligen Gesamtproteingehalt mittels Berechnung des
Entziindungsmarker-Gesamtprotein-Quotienten im Falle von IL-6, IL-8 und IP-10 keine Korrelation mit
den diagnostischen Kriterien einer SBP (= 250 PMNs pro ul Aszitesflissigkeit; rote Gruppe) bildet. Der
IL-10-Gesamtprotein-Quotient wies zwar eine statistische Korrelation auf, jedoch konnte kein
sinnvoller Cut-off zur Diagnostik einer SBP gewahlt werden. Weiterhin zeigte die blaue Gruppe in
einigen Analysen anderer Entziindungsmarker ein dhnliches inflammatorisches Verhalten wie die rote
Gruppe. Dies konnte in der Analyse der Interleukin-Gesamtprotein-Quotienten bzw. des IP-10-

Gesamtprotein-Quotienten nicht nachgewiesen werden.
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3.4 Komplementfaktor C3a zeigt eine tendenzielle Reduktion bei spontan
bakterieller Peritonitis

Zur Analyse der Entzundungsaktivitat in der Aszitesflissigkeit fuhrten wir
Untersuchungen hinsichtlich des C3a-Gehaltes in den jeweiligen Proben durch. C3a
ist Bestandteil des Komplementsystems, welches eine zentrale Rolle in der
unspezifischen Immunabwehr des menschlichen Korpers spielt. Die Produktion der
Komplementfaktoren erfolgt zumeist hepatisch. Bei einer Leberzirrhose sind die
einzelnen Komplementfaktoren aus diesem Grund nur vermindert nachweisbar (126).
In den bereits beschriebenen externen Untersuchungen konnte eine Reduktion des
Komplementfaktor-C3-Spiegels in der Aszitesflissigkeit bei Patienten, die eine SBP
entwickeln, gezeigt werden (126,127). Die Analyse in dieser Arbeit umfasste
insgesamt 184 Proben, wobei in 26 der Nachweis einer SBP erfolgte. In unseren
Untersuchungen von C3a in Aszitesflissigkeiten zeigte sich eine Verringerung der
C3a-Konzentration beim Vorliegen einer SBP. Eine klare Abgrenzung von SBP- und
Non-SBP-Proben konnte jedoch nicht durchgefuhrt werden (vgl. Abb. 17). Eine
statistische Korrelation konnte weder zwischen der C3a-Konzentration und der
Anzahl der Neutrophilen in der Aszitesflissigkeit (Korrelationskoeffizient —0,05) noch
zwischen dem C3a-Gesamtprotein-Quotienten und der Anzahl der Neutrophilen in
der Aszitesflissigkeit (Korrelationskoeffizient -0,05) festgestellt werden. Weiterhin
zeigten in dieser Untersuchung Proben mit erhohter Zellzahl, die jedoch
definitionsgemall nicht den Kriterien einer SBP entsprechen (vgl. blaue Gruppe
Abb. 17), ein mit der klassischen SBP-Kohorte vergleichbares Verhalten mit
tendenzieller Reduktion der C3a-Konzentration sowie des C3a-Gesamtprotein-
Quotienten. Im Rahmen dieser Arbeit wurden zudem von einigen Patienten mehrere
Aszitesproben, die bei Folge- oder Verlaufspunktionen gewonnen werden konnten,
analysiert. Hierbei lie3en sich ebenso Ruckschlisse auf den Krankheitsverlauf bzw.
die Entwicklung und das therapeutische Ansprechen einer SBP ziehen (vgl. Abb. 18).
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Abbildung 17: Reduktion der C3a-Konzentration sowie des C3a-Gesamtprotein-Quotienten bei
einer SBP. Dargestellt sind auf der x-Achse die C3a-Konzentrationen in pg/ml [a] und die Quotienten
berechnet aus der jeweiligen C3a-Konzentration und dem entsprechenden Gesamtproteingehalt der
Aszitesprobe [b] gegenuiber der Anzahl neutrophiler Granulozyten pro pl Aszitesflissigkeit (y-Achse).
Die farbliche Markierung erfolgte entsprechend der Anzahl der neutrophilen Granulozyten pro pl
Aszitesflussigkeit. Die rote Gruppe (PMNs = 250/l Aszitesflussigkeit) stellt die SBP-Kohorte dar. Die
blaue (PMNs 100-249/ul Aszitesflissigkeit) und die schwarze Gruppe (PMNs < 100/ul
Aszitesflussigkeit) prasentieren die Non-SBP-Proben. In den Analysen konnte gezeigt werden, dass

eine Verringerung der C3a-Konzentration im Krankheitsbild der SBP vorliegt. Die Berechnung des
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C3a-Gesamtprotein-Quotienten lieferte in diesem Fall keinen relevanten Zugewinn hinsichtlich der
Aussagekraft im Krankheitsbild der SBP. Weiterhin ist auffallig, dass die blaue Gruppe ein &hnliches
inflammatorisches Verhalten wie die klassische SBP-Gruppe (rot) vorwies. Auch in der blauen Gruppe
zeigte sich eine Verringerung der C3a-Konzentration sowie des C3a-Gesamtprotein-Quotienten. Ein
eindeutiger Cut-off zwischen der SBP- und der Non-SBP-Kohorte konnte in dieser Analyse nicht

festgelegt werden.
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Abbildung 18: Der C3a-Gesamtprotein-Quotient erlaubt Riickschliisse auf den
Krankheitsverlauf einer SBP. Dargestellt sind zwei verschiedene Patienten (Patient 1 [a], Patient 2
[b]), bei denen mehrere Proben im Abstand von einigen Tagen analysiert wurden. Auf der x-Achse
sind die jeweiligen Punktionstage im zeitlichen Verlauf dargestellt, wobei Tag O den jeweiligen Tag der
Erstpunktion kennzeichnet. Auf der y-Achse findet sich der C3a-Gesamtprotein-Quotient (x 10°)
wieder. In [a] zeigen sich die Entwicklung einer SBP am Tag 73 (rot dargestellt) und die konsekutive
Reduktion des individuellen C3a-Gesamtprotein-Quotienten. In [b] sind die Entwicklung (Tag 33, rot
dargestellt) und die Genesung einer SBP sowie eine Erhéhung der Zellzahl ohne definitionsgemafies
Vorliegen einer SBP (PMNs 100—249/ul Aszitesflissigkeit; blau dargestellt) an Tag 0 dargestellt. Auch
im Falle einer erhéhten Anzahl neutrophiler Granulozyten ohne definitionsgeméafRes Vorliegen einer
SBP zeigte sich der C3a-Gesamtprotein-Quotient verglichen mit der schwarzen Kohorte
(PMNs < 100/ul) reduziert. Weiterhin zeigte sich auch in [b] eine Reduktion im Falle einer SBP und ein

Wiederanstieg des C3a-Gesamtprotein-Quotienten im Falle einer Ausheilung.

3.5 Lactoferrin-Konzentration ist bei einer spontan bakteriellen Peritonitis
erhoht
Als weiterer potenzieller Biomarker im Krankheitsbild der SBP wurde Lactoferrin im
Rahmen dieser Arbeit untersucht. Lactoferrin ist ein eisenbindendes Protein aus der
Familie der Transferrine. Man findet es in Milch, mukdsem Sekret, gastrointestinalem
Sekret, Speichel, Tranen, Sperma, vaginalem Sekret, nasaler Flussigkeit und im
bronchialen Mucus. Es ist als Biomarker bei inflammatorischen Darmerkrankungen
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sowie beim kolorektalen Karzinom bekannt (123,124). Wie bereits in der Einleitung
dieser Arbeit aufgefuhrt, wurde Lactoferrin schon in der Vergangenheit als
potenzieller Biomarker fir die Diagnostik einer SBP untersucht (123,125). Die
analysierte Kohorte in unseren Untersuchungen hinsichtlich Lactoferrin umfasste
insgesamt 178 Proben, wobei hiervon in 20 Proben die Kriterien fur das Vorliegen
einer SBP erfullt waren. In dieser Arbeit zeigte sich analog zu den bereits
aufgefuhrten externen Vorarbeiten eine Erhohung der Lactoferrin-Konzentration im
Falle einer SBP (Median (SBP): 831 ng/ml; Median (Non-SBP): 48 ng/ml) (vgl.
Abb. 19). Der in dieser Arbeit gewahlte Cut-off der Lactoferrin-Konzentration lag bei
308 ng/ml und zeigte hierflr eine Sensitivitdt von 90 % und eine Spezifitat von 91 %.
Des Weiteren fuhrten wir eine Normierung auf den Gesamtproteingehalt der
jeweiligen Aszitesprobe mithilfe der Berechnung des Lactoferrin-Gesamtprotein-
Quotienten durch. Auch hierbei zeigte sich eine Erhohung des Quotienten im Falle
einer SBP (vgl. Abb. 19). Der gewahlte Cut-off fiir den Quotienten lag bei 20 x 1076
und zeigte hierfur eine Sensitivitat von 80% und eine Spezifitat von 92%. Eine
Korrelation konnte weder zwischen der Lactoferrin-Konzentration und der Anzahl der
Neutrophilen in der Aszitesflissigkeit (Korrelationskoeffizient r = 0,01) noch zwischen
dem Lactoferrin-Gesamtprotein-Quotienten und der Anzahl der Neutrophilen in der
Aszitesflussigkeit (Korrelationskoeffizient r=0,01) festgestellt werden. Weiterhin
zeigten auch in dieser Untersuchung Proben mit erhdhter Zellzahl, die jedoch
definitionsgemall nicht den Kriterien einer SBP entsprechen (vgl. blaue Gruppe
Abb. 19), ein mit der klassischen SBP-Kohorte vergleichbares inflammatorisches
Verhalten. Schliet man die blaue Kohorte in die SBP-Kohorte mit ein, konnte eine
Sensitivitat von 75% und eine Spezifitat von 96 % fur den Cut-off von 308 ng/ml
berechnet werden. Im Rahmen der Analyse der Folge- oder Verlaufspunktionen
zeigte sich eine Erhohung des Lactoferrin-Gesamtprotein-Quotienten im Falle einer
SBP verglichen mit den Aszitesproben des jeweils gleichen Patienten ohne
vorliegende SBP. Von klinischer Relevanz ist unser Ergebnis, dass auch bei erhohter
Anzahl der Neutrophilen ohne definitionsgemafles Vorliegen einer SBP (vgl.
intermediare  Gruppe (blau eingefarbt)) eine Erhéhung des Lactoferrin-
Gesamtprotein-Quotienten verglichen mit Aszitesflussigkeit des gleichen Patienten
mit einer Neutrophilenanzahl von <100 pro pl Aszitesflissigkeit vorlag. Diese
Ergebnisse lassen somit Ruckschlisse auf den Krankheitsverlauf bzw. die
Entwicklung und das therapeutische Ansprechen einer SBP zu (vgl. Abb. 20).
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Abbildung 19: Erhéhung der Lactoferrin-Konzentration und des Lactoferrin-Gesamtprotein-
Quotienten bei einer SBP. Dargestellt sind auf der x-Achse die Lactoferrin-Konzentrationen in ng/ml
[a] und die Quotienten berechnet aus der jeweiligen Lactoferrin-Konzentration und dem
entsprechenden Gesamtproteingehalt der Aszitesprobe [b] gegeniber der Anzahl neutrophiler
Granulozyten pro ul Aszitesflussigkeit (y-Achse). Die farbliche Markierung erfolgte entsprechend der
Anzahl der neutrophilen Granulozyten pro pl Aszitesflissigkeit. Die rote Gruppe (PMNs = 250/pl
Aszitesflussigkeit) stellt die SBP-Kohorte dar. Die blaue (PMNs 100—249/ul Aszitesflissigkeit) und die
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schwarze Gruppe (PMNs < 100/ul Aszitesflissigkeit) prasentieren die Non-SBP-Proben. In den
Analysen konnte gezeigt werden, dass sowohl eine Erhdhung der Lactoferrin-Konzentration wie auch
eine Erhdéhung des Lactoferrin-Gesamtprotein-Quotienten im Krankheitsbild der SBP vorliegen. Die
Berechnung des Lactoferrin-Gesamtprotein-Quotienten lieferte in diesem Fall keinen relevanten
Zugewinn hinsichtlich der Aussagekraft im Krankheitsbild der SBP. Weiterhin zeigte die blaue Gruppe
ein zu der klassischen SBP-Kohorte (rote Gruppe) ahnliches inflammatorisches Verhalten. Auch in der
blauen Gruppe zeigte sich eine Erhdéhung insbesondere der Lactoferrin-Konzentration (weniger
ausgepragt im Falle des Lactoferrin-Gesamtprotein-Quotienten). Der Cut-off wurde in [a] bei einer

Konzentration von 308 ng/ml und in [b] bei 20 x 107® gewahlt.

N
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Abbildung 20: Der Lactoferrin-Gesamtprotein-Quotient lasst Riickschliisse auf den
Krankheitsverlauf einer SBP zu. Dargestellt sind zwei verschiedene Patienten (Patient 1 [a], Patient
2 [b]), bei denen mehrere Proben im Abstand von einigen Tagen analysiert wurden. Auf der x-Achse
sind die jeweiligen Punktionstage im zeitlichen Verlauf dargestellt, wobei Tag O den jeweiligen Tag der
Erstpunktion kennzeichnet. Auf der y-Achse findet sich der Lactoferrin-Gesamtprotein-Quotient (x 10°)
wieder. In [a] zeigen sich die Entwicklung einer SBP am Tag 73 (rot dargestellt) und die konsekutive
Erhéhung des individuellen Lactoferrin-Gesamtprotein-Quotienten. In [b] sind die Entwicklung (Tag 33,
rot dargestellt) und die Genesung einer SBP sowie eine Erhéhung der Zellzahl ohne
definitionsgemafRes Vorliegen einer SBP (PMNs 100-249/ul Aszitesflissigkeit; blau dargestellt) am
Tag 0 dargestellt. Auch im Falle einer erhdhten Anzahl neutrophiler Granulozyten ohne
definitionsgemalRes Vorliegen einer SBP zeigte sich der Lactoferrin-Gesamtprotein-Quotient
verglichen mit der schwarzen Kohorte (PMNs < 100/ul) erhéht. Weiterhin zeigte sich auch in [b] eine
Erhéhung im Falle einer SBP und eine Reduktion des Lactoferrin-Gesamtprotein-Quotienten im Falle

einer Ausheilung.

3.6 Erhohung der Calprotectin-Konzentration bei spontan bakterieller
Peritonitis und Riickschliisse auf den Krankheitsverlauf
Calprotectin ist ein calcium- und zinkbindendes Protein aus der S100-Familie.

Mitglieder dieser Familie werden bei inflammatorischen Geschehen aus Phagozyten
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ausgeschuttet. Calprotectin ist hierbei vor allem in neutrophilen Granulozyten
nachweisbar und kann auch in verschiedenen Korperflissigkeiten nachgewiesen
werden (114). Wie in der Einleitung dieser Arbeit thematisiert, wurde auch
Calprotectin bereits als potenzieller Biomarker im Krankheitsbild der SBP untersucht
(119-122). Insgesamt wurden in dieser Arbeit 190 Proben hinsichtlich des
Calprotectin-Gehaltes analysiert, hiervon konnte in 29 Fallen die Diagnose einer SBP
gestellt werden. Auch in unseren Analysen prasentierte sich im Vergleich zu den
Ergebnissen aus den bereits genannten externen Vorarbeiten analog eine Erhohung
des Calprotectin-Spiegels im Krankheitsbild der SBP (Median (SBP): 8999 ng/ml;
Median (Non-SBP): 539 ng/ml) (vgl. Abb. 21). Der in dieser Arbeit gewahlte Cut-off
der Calprotectin-Konzentration lag bei 4410 ng/ml und zeigte hierfur eine Sensitivitat
von 83 % und eine Spezifitadt von 98 %. Des Weiteren flhrten wir eine Normierung auf
den Gesamtproteingehalt der jeweiligen Aszitesprobe durch Berechnung des
Calprotectin-Gesamtprotein-Quotienten durch. Auch hierbei zeigte sich eine
Erhdhung des Quotienten im Falle einer SBP (vgl. Abb. 21). Der gewahlte Cut-off fur
den Quotienten lag bei 208 x 1076 und zeigte hierfiir eine Sensitivitat von 79 % und
eine Spezifitdt von 93 %. Eine deutliche Korrelation konnte sowohl zwischen der
Calprotectin-Konzentration und der Anzahl der Neutrophilen in der Aszitesflussigkeit
(Korrelationskoeffizient r = 0,7) als auch zwischen dem Calprotectin-Gesamtprotein-
Quotienten und der Anzahl der Neutrophilen in der Aszitesflussigkeit
(Korrelationskoeffizient r = 0,7) festgestellt werden. Weiterhin zeigten auch in dieser
Untersuchung Proben mit erhohter Zellzahl, die jedoch definitionsgemald nicht den
Kriterien einer SBP entsprechen (vgl. blaue Gruppe Abb. 21), ein mit der klassischen
SBP-Kohorte vergleichbares inflammatorisches Verhalten. Schlie3t man die blaue
Kohorte in die SBP-Kohorte mit ein, wurde eine Sensitivitdt von 51% und eine
Spezifitat von 98 % fir den Cut-off von 4410 ng/ml berechnet. Wird die blaue Kohorte
in die Analyse des Calprotectin-Gesamtprotein-Quotienten mit einberechnet, ergab
sich fiir den Cut-off von 208 x 107° eine Sensitivitat von 66 % und eine Spezifitat von
98 %. Im Rahmen der Analyse der Folge- oder Verlaufspunktionen zeigte sich eine
Erhdhung des Calprotectin-Gesamtprotein-Quotienten im Falle einer SBP verglichen
mit den Aszitesproben des jeweils gleichen Patienten ohne vorliegende SBP.
Auffallig ist zudem, dass auch bei erhohter Anzahl der Neutrophilen ohne
definitionsgemales Vorliegen einer SBP (vgl. intermediare Gruppe (blau eingefarbt))
eine Erhohung des Calprotectin-Gesamtprotein-Quotienten  verglichen  mit
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Aszitesflussigkeit des gleichen Patienten mit einer Neutrophilenanzahl von < 100 pro

bl Aszitesflussigkeit vorlag. Diese Ergebnisse lassen erste tendenzielle
Ruckschlusse auf den Krankheitsverlauf bzw. die Entwicklung und das
therapeutische Ansprechen einer SBP zu (vgl. Abb. 22).
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Abbildung 21: Erhohung der Calprotectin-Konzentration und des Calprotectin-Gesamtprotein-
Quotienten im Falle einer SBP. Dargestellt sind auf der x-Achse die Calprotectin-Konzentrationen in
ng/ml [a] und die Quotienten berechnet aus der jeweiligen Calprotectin-Konzentration und dem
entsprechenden Gesamtproteingehalt der Aszitesprobe [b] gegeniber der Anzahl neutrophiler
Granulozyten pro ul Aszitesflussigkeit (y-Achse). Die farbliche Markierung erfolgte entsprechend der
Anzahl der neutrophilen Granulozyten pro pl Aszitesflissigkeit. Die rote Gruppe (PMNs = 250/pl
Aszitesflussigkeit) stellt die SBP-Kohorte dar. Die blaue (PMNs 100—249/ul Aszitesflissigkeit) und die
schwarze Gruppe (PMNs < 100/ul Aszitesflissigkeit) prasentieren die Non-SBP-Proben. In den
Analysen konnte gezeigt werden, dass eine Erhdhung der Calprotectin-Konzentration sowie des
Calprotectin-Gesamtprotein-Quotienten im Krankheitsbild der SBP vorliegt. Weiterhin zeigte die blaue
Gruppe ein zu der klassischen SBP-Kohorte (rote Gruppe) ahnliches inflammatorisches Verhalten.
Auch in der blauen Gruppe prasentierten sich eine Erhdéhung und optische Separation zu der
schwarzen Kohorte. Der Cut-off wurde in [a] bei einer Konzentration von 4410 ng/ml und in [b] bei
208 x 107® gewahlt.
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Abbildung 22: Der Calprotectin-Gesamtprotein-Quotient Ildsst Riickschliisse auf den
Krankheitsverlauf einer SBP zu. Dargestellt sind zwei verschiedene Patienten (Patient 1 [a], Patient
2 [b]), bei denen mehrere Proben im Abstand von einigen Tagen analysiert wurden. Auf der x-Achse
sind die jeweiligen Punktionstage im zeitlichen Verlauf dargestellt, wobei Tag 0 den jeweiligen Tag der
Erstpunktion kennzeichnet. Auf der y-Achse findet sich der Calprotectin-Gesamtprotein-Quotient
(x10°) wieder. In [a] zeigen sich die Entwicklung einer SBP am Tag 73 (rot dargestellt) und die
konsekutive Erhéhung des individuellen Calprotectin-Gesamtprotein-Quotienten. In [b] sind die
Entwicklung (Tag 33, rot dargestellt) und die Genesung einer SBP sowie eine Erhéhung der Zellzahl
ohne definitionsgemafes Vorliegen einer SBP (PMNs 100—249/ul Aszitesflissigkeit; blau dargestellt)
am Tag O dargestellt. Auch im Falle einer erhdhten Anzahl neutrophiler Granulozyten ohne
definitionsgemalRes Vorliegen einer SBP zeigte sich der Calprotectin-Gesamtprotein-Quotient

verglichen mit der schwarzen Kohorte (PMNs < 100/ul) erhéht. Weiterhin zeigte sich auch in [b] eine
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Erhéhung im Falle einer SBP und eine Reduktion des Calprotectin-Gesamtprotein-Quotienten im Falle

einer Ausheilung.

3.7 S100a12 als potenzieller Biomarker zur Diagnostik und Beurteilung des
Krankheitsverlaufes bei spontan bakterieller Peritonitis
Als neuer potenzieller Biomarker im Krankheitsbild einer SBP wurde aullerdem
S100a12 untersucht. Das Protein S100a12 gehort zu der S100-Familie, zu der auch
Calprotectin gehort. In der Gruppe ist es ein Mitglied der Unterfamilie der
Calgranuline und spielt eine Rolle bei inflammatorischen Prozessen — intra- und auch
extrazellular. So sind eine antimikrobielle und eine antimykotische Wirkung sowie
eine proinflammatorische Wirkung an Endothelzellen und Immunzellen und die
Induktion von Apoptose beschrieben. Es ist ebenso ein kaliumbindendes Protein,
welches unter anderem eine hohe Affinitat zu Zink aufweist. Vorhanden ist es in
neutrophilen Granulozyten, Monozyten sowie T-Zellen. AuRerdem wird auch eine
Sekretion durch nekrotische Zellen diskutiert. (124) Eine Erhdéhung von S100a12
konnte in einigen Untersuchungen Dbereits bei chronisch-entziundlichen
Darmerkrankungen, der rheumatoiden Arthritis sowie der zystischen Fibrose in
diversen Korperflussigkeiten gezeigt werden (124). Diese hier vorgestellte Arbeit
stellt die Erstbeschreibung der Analyse von S100a12 in Aszitesflussigkeit dar.
Insgesamt wurden 190 Proben hinsichtlich der S100a12-Konzentration analysiert,
hiervon konnte in 29 Fallen die Diagnose einer SBP gestellt werden. In unseren
Untersuchungen zeigte sich eine Erhohung des S100a12-Spiegels im Krankheitsbild
der SBP (Median (SBP): 244,356 ng/ml; Median (Non-SBP): 7,385 ng/ml) (vgl.
Abb. 23). Der in dieser Arbeit gewahlte Cut-off der S100a12-Konzentration lag bei
66,8 ng/ml und zeigte hierfur eine Sensitivitat von 90 % und eine Spezifitat von 95 %.
Des Weiteren fuhrten wir eine Normierung auf den Gesamtproteingehalt der
jeweiligen Aszitesprobe durch Berechnung des S100a12-Gesamtprotein-Quotienten
durch. Auch hierbei zeigte sich eine Erhdhung des Quotienten im Falle einer SBP
(vgl. Abb. 23). Der gewahlte Cut-off fiir den Quotienten lag bei 300 x 1078 und zeigte
hierfir eine Sensitivitat von 76 % und eine Spezifitdt von 89 %. Eine Korrelation
konnte sowohl zwischen der S100a12-Konzentration und der Anzahl der
Neutrophilen in der Aszitesflissigkeit (Korrelationskoeffizient r=0,6) als auch
zwischen dem S100a12-Gesamtprotein-Quotienten und der Anzahl der Neutrophilen
in der Aszitesflussigkeit (Korrelationskoeffizient r = 0,5) festgestellt werden. Weiterhin
zeigten auch in dieser Untersuchung Proben mit erhohter Zellzahl, die jedoch
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definitionsgemall nicht den Kriterien einer SBP entsprechen (vgl. blaue Gruppe
Abb. 23), ein mit der klassischen SBP-Kohorte vergleichbares inflammatorisches
Verhalten. Schlie3t man die blaue Kohorte in die SBP-Kohorte mit ein, wurde eine
Sensitivitat von 68 % und eine Spezifitdt von 99 % fiur den Cut-off von 66,8 ng/ml
berechnet. Wird die blaue Kohorte in die Analyse des Calprotectin-Gesamtprotein-
Quotienten mit einberechnet, ergab sich fir den Cut-off von 300x 1078 eine
Sensitivitat von 64 % und eine Spezifitdt von 93 %. In Rahmen der Analyse der Folge-
oder Verlaufspunktionen zeigte sich eine Erhdhung des S100a12-Gesamtprotein-
Quotienten im Falle einer SBP verglichen mit den Aszitesproben des jeweils gleichen
Patienten ohne vorliegende SBP. Auffallig ist zudem, dass auch bei erhohter Anzahl
der Neutrophilen ohne definitionsgemales Vorliegen einer SBP (vgl. intermediare
Gruppe (blau eingefarbt)) eine Erhéhung des S100a12-Gesamtprotein-Quotienten
verglichen mit Aszitesflussigkeit des gleichen Patienten mit einer Neutrophilenanzahl
von < 100 pro pl Aszitesflussigkeit vorlag. Diese Ergebnisse lassen erste tendenzielle
Ruckschlisse auf den Krankheitsverlauf bzw. die Entwicklung und das
therapeutische Ansprechen einer SBP zu (vgl. Abb. 24).
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Abbildung 23: Erhéhung der S100a12-Konzentration und des S100a12-Gesamtprotein-
Quotienten im Falle einer SBP. Dargestellt sind auf der x-Achse die S100a12-Konzentrationen in
pg/ml [a] und die Quotienten berechnet aus der jeweiligen S100a12-Konzentration und dem
entsprechenden Gesamtproteingehalt der Aszitesprobe [b] gegeniber der Anzahl neutrophiler
Granulozyten pro ul Aszitesflussigkeit (y-Achse). Die farbliche Markierung erfolgte entsprechend der
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Anzahl der neutrophilen Granulozyten pro pl Aszitesflissigkeit. Die rote Gruppe (PMNs = 250/pl
Aszitesflussigkeit) stellt die SBP-Kohorte dar. Die blaue (PMNs 100—249/ul Aszitesflissigkeit) und die
schwarze Gruppe (PMNs < 100/ul Aszitesflissigkeit) prasentieren die Non-SBP-Proben. In den
Analysen konnte gezeigt werden, dass eine Erhéhung der S100a12-Konzentration sowie des
S100a12-Gesamtprotein-Quotienten im Krankheitsbild der SBP vorliegt. Die Berechnung des
S100a12-Gesamtprotein-Quotienten lieferte in diesem Fall keinen relevanten Zugewinn hinsichtlich
der Aussagekraft im Krankheitsbild der SBP. Weiterhin zeigte die blaue Gruppe ein zu der klassischen
SBP-Kohorte (rote Gruppe) ahnliches inflammatorisches Verhalten. Auch in der blauen Gruppe zeigte
sich eine tendenzielle Erhéhung insbesondere der S100a12-Konzentration (weniger ausgepragt im
Falle des S100a12-Gesamtprotein-Quotienten). Der Cut-off wurde in [a] bei einer Konzentration von
66,8 ng/ml und in [b] bei 300 x 1078 gewahlt.
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Abbildung 24: Der S100a12-Gesamtprotein-Quotient Ildasst Riickschliisse auf den
Krankheitsverlauf einer SBP zu. Dargestellt sind zwei verschiedene Patienten (Patient 1 [a], Patient
2 [b]), bei denen mehrere Proben im Abstand von einigen Tagen analysiert wurden. Auf der x-Achse
sind die jeweiligen Punktionstage im zeitlichen Verlauf dargestellt, wobei Tag O den jeweiligen Tag der
Erstpunktion kennzeichnet. Auf der y-Achse findet sich der S100a12-Gesamtprotein-Quotient (x 108)
wieder. In [a] zeigen sich die Entwicklung einer SBP am Tag 73 (rot dargestellt) und die konsekutive
Erhohung des individuellen S100a12-Gesamtprotein-Quotienten. In [b] sind die Entwicklung (Tag 33,
rot dargestellt) und die Ausheilung einer SBP sowie eine Erhdhung der Zellzahl ohne
definitionsgemaRes Vorliegen einer SBP (PMNs 100-249/ul Aszitesflissigkeit; blau dargestellt) am
Tag 0 dargestellt. Auch im Falle einer erhdhten Anzahl neutrophiler Granulozyten ohne
definitionsgemafRes Vorliegen einer SBP zeigte sich der S100a12-Gesamtprotein-Quotient verglichen
mit der schwarzen Kohorte (PMNs < 100/pl) erhéht. Weiterhin zeigte sich auch in [b] eine Erhéhung im
Falle einer SBP und eine Reduktion des S100a12-Gesamtprotein-Quotienten im Falle einer

Ausheilung.
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Auch in der modernen Medizin stellt die Leberzirrhose mit ihren Komplikationen eine
Herausforderung fur medizinisches Personal dar. Insbesondere die SBP ist mit der in
der Literatur beschriebenen 1-Jahres-Mortalitdt von bis zu 93 % ein sehr ernst zu
nehmendes Krankheitsbild (22). Auch in der High-End-Medizin und viele Jahrzehnte
nach Entdeckung von Antibiotika ist die Therapie der SBP oftmals ein Wettlauf gegen
die Zeit. Nicht zuletzt aus diesem Grund ist die SBP in den Fokus der
hepatologischen und infektiologischen Forschung geruckt. Sowohl die Analyse der
zugrundeliegenden Pathomechanismen als auch die Suche nach neuen Biomarkern

zur fruheren und besseren Diagnostik einer SBP sind von grof3er Bedeutung.

So wurde bereits seit einigen Jahren nach moglichen Alternativen im Bereich der
diagnostischen Biomarker gesucht, die einfach in der Handhabung, schnell verfigbar
und vor allem aussagekraftig sind. Moglichkeiten, die besonders einfach und schnell
sind, wurden beispielsweise durch den Gebrauch von Urinteststreifen untersucht
(109-113). Aufgrund der geringen Aussagekraft und der daraus resultierenden
Ungenauigkeit wird jedoch empfohlen, von der Diagnosestellung einer SBP mittels
Urinteststreifen abzusehen (22). Eine besonders komplexe Nachweismethode wurde
durch die PCR-Analyse als Ersatz fur die Anzucht und zur besseren Abstimmung der
antibiotischen Therapie untersucht (128-131). Auch dieses Analyseverfahren wird
aufgrund der Unzuverlassigkeit und des groflen Aufwandes nicht empfohlen (22).
Eine weitere Alternative neben dem Nachweis von Leukozyten (vgl. Urinteststreifen)
oder dem Nachweis von Bakterien oder deren Bestandteilen (vgl. PCR-Analyse) stellt
die Untersuchung der inflammatorischen Aktivitat in Aszitesflussigkeiten mittels des
Nachweises spezifischer Entzindungsparameter dar. Hierzu wurden in den
vergangenen Jahren bereits Calprotectin (119-122) und Lactoferrin (123,125) als
neue potenzielle Biomarker analysiert und diese zeigten in externen Studien

vielversprechende Ergebnisse.

In dieser Arbeit erfolgte die Analyse potenzieller Biomarker Uber die Untersuchung
der entzundlichen Aktivitat des Aszites. Hierzu wurden mittels ELISA-Analysen 8
verschiedene Entzundungsmarker auf ihre Sensitivitat und Spezifitat als Biomarker
im Krankheitsbild der SBP untersucht. Hierbei zeigte sich, dass die Aszitesflussigkeit,
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obwohl ein Nachweis von Bakterien oftmals nicht gelingt, eine enorme entzindliche
Aktivitat aufweist. Wir konnten nachweisen, dass IL-6, IL-8 und IP-10 zwar jeweils in
relevanten Mengen in der Aszitesflissigkeit zu finden sind, jedoch nicht mit den
Diagnosekriterien oder dem Krankheitsverlauf der SBP korrelieren. Die IL-10-
Konzentration (Korrelationskoeffizient r=0,6) sowie der IL-10-Gesamtprotein-
Quotient (Korrelationskoeffizient r = 0,6) zeigten zwar eine statistische Korrelation mit
der Zellzahl der Neutrophilen in der Aszitesflussigkeit, jedoch konnte kein geeigneter
Cut-off hinsichtlich der Spezifitat und Sensitivitat gewahlt werden. Folglich sind die
genannten Interleukine nicht als Biomarker zur Diagnose einer SBP geeignet.

Bei der Analyse der C3a-Konzentration in der Aszitesflissigkeit zeigte sich eine
Reduktion der Konzentration sowie des C3a-Gesamtprotein-Quotienten im Falle
einer SBP. Ebenso lassen sich Ruckschlusse auf den Krankheitsverlauf und die
Ausheilung beobachten, welche von hoher klinischer Relevanz sind. Eine deutliche
Separation der SBP-Kohorte und der Non-SBP-Kohorte, die zur Festlegung eines
Cut-offs unumganglich ist, konnte in dieser Arbeit nicht dargestellt werden.

In Ubereinstimmung mit den publizierten Studien zeigten sich auch in unseren
Analysen von Lactoferrin und Calprotectin vergleichbar gute Ergebnisse. Im Falle von
Calprotectin konnte eine statistische Korrelation mit den Diagnosekriterien im Falle
einer SBP gezeigt werden. Zudem lief3en sich sowohl durch die Bestimmung von
Calprotectin als auch durch die Bestimmung von Lactoferrin Riackschlisse auf den
Krankheitsverlauf im Falle einer SBP ziehen. Im Rahmen unserer Untersuchungen
konnte auch sowohl fur Lactoferrin als auch fur Calprotectin ein Cut-off im Hinblick
auf eine fruhe Diagnosestellung einer SBP gesetzt werden. Insbesondere der Verlauf
der beiden Entzundungsmarker im Rahmen von Folgeuntersuchungen bei gleichen
Probanden und die damit verbundenen moglichen Ruckschlisse auf den
Krankheitsverlauf und folglich auch auf das Therapieansprechen bringen einen
klinisch relevanten zusatzlichen Informationsgewinn. Als neue Biomarker im
Krankheitsbild der SBP sind diese beiden Marker somit gut geeignet und ergénzen
die etablierte Diagnostik.

S100a12 wurde durch diese Arbeit das erste Mal in der Aszitesflussigkeit
beschrieben und zeigte eine hohe Sensitivitat und Spezifitdt zur Diagnostik einer
SBP. Besonders hervorzuheben ist auch hier die Aussagekraft hinsichtlich der

Ruckschlusse auf den Krankheitsverlauf, das Therapieansprechens und die
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Ausheilung einer SBP, welche sich aus der Analyse von Folgepunktionen bei
gleichen Probanden im zeitlichen Verlauf gewinnen lassen. Durch die hier
dargestellten Untersuchungen wird mit S100a12 nicht nur ein mdgliches neues
diagnostisches Werkzeug mit klinischer Relevanz, sondern zudem ein Parameter zur

Analyse des Krankheitsverlaufes etabliert.

Im Rahmen dieser Arbeit konnten somit, mit Calprotectin, Lactoferrin und mit der
Erstbeschreibung von S100a12 in der Aszitesflussigkeit, drei potenzielle Biomarker
zur Diagnosestellung im Krankheitsbild der SBP identifiziert und charakterisiert
werden. Insbesondere muss nun weiter evaluiert werden, ob ggf. durch eine
Kombination aus verschiedenen Entzindungsmarkern eine Optimierung der
Diagnosestellung und Prognoseabschatzung erreicht werden kann. Hierzu sind

weitere Untersuchungen und klinische Studien notwendig.

In unseren Untersuchungen zeigen wir nicht nur eine Korrelation der individuellen
Biomarker mit den Diagnosekriterien einer SBP, sondern auch die Moglichkeit,
Ruckschlusse auf den jeweiligen Krankheitsverlauf und somit auf ein
Therapieansprechen, eine Therapieresistenz oder eine Ausheilung zu ziehen. So
konnte dargestellt werden, dass die Konzentrationen sowohl von Calprotectin als
auch von Lactoferrin und S100a12 bei Entwicklung einer SBP ansteigen und sich
beim Abklingen der Infektion regredient zeigen. Somit eignen sich Calprotectin,
Lactoferrin und auch S100a12 nicht nur zur Diagnosestellung, sondern auch zur
Beurteilung des therapeutischen Ansprechens. Resultierend konnen im klinischen
Alltag eventuell unwirksame antibiotische Therapien durch Verlaufsanalysen als
solche erkannt und frihzeitig auf andere antibiotische Therapeutika eskaliert werden.

Der Zugewinn an Informationen aus den hier erhobenen Daten beschrankt sich
folglich nicht nur auf die Diagnostik, sondern hat vielmehr auch das Potenzial zur
Prognose des klinischen Verlaufes und des Therapieansprechens. Zur tatsachlichen
Abschatzung der Aussagekraft mussen weitere Untersuchungen mit grof3eren
Stichproben erfolgen. Die hier erhobenen Ergebnisse stimmen jedoch sehr

zuversichtlich.

Naturlich ist eine ELISA-Analyse nicht Uberall, insbesondere in der ambulanten
Versorgung, verfugbar. Hier missen vor allem schnelle und in der Handhabung
einfache Testungen erfolgen. Fir die Analyse von Calprotectin im Stuhl bei
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chronisch-entzindlichen Darmerkrankungen wurden bereits Bedside-Tests, teilweise
sogar in Kombination mit einer App fir ein Smartphone, entwickelt (115,117,118).
Hierdurch liegt das Ergebnis der Konzentration der inflammatorischen Marker
innerhalb weniger Minuten vor. Die Invention eines Bedside-Tests fur die Diagnostik
und Beurteilung des Krankheitsverlaufes einer SBP stellt nicht nur fur die
medizinische Versorgung im ambulanten Sektor, sondern auch flr stationare
Patienten eine enorme Erleichterung dar. Insbesondere auf gastroenterologischen
Intensiv- oder Normalstationen kann so kostbare Zeit, die die Dauer der Diagnostik
aktuell bendtigt, eingespart werden und eine fruhzeitige Therapie oder Anpassung
der Therapie erfolgen. Zur Entwicklung eines solchen Testkits auf der Basis der
Erkenntnisse dieser Arbeit besteht bereits eine Kooperation unserer Arbeitsgruppe
mit der Firma Immundiagnostik AG, Bensheim.

Wie bereits beschrieben, konnte durch diese Arbeit eine entzindliche Aktivitat in der
Aszitesflussigkeit nachgewiesen werden. Im Rahmen unserer Untersuchung wurden
auch Folgepunktionen von verschiedenen Patienten in unterschiedlichen zeitlichen
Abstadnden durchgefuhrt. Auf der Basis der erhobenen Daten konnte bei
Folgepunktionen teilweise ein Anstieg der inflammatorischen Aktivitat ohne Erhohung
der neutrophilen Granulozyten auf mehr als 250 pro pl Aszitesflissigkeit
nachgewiesen werden. Aufgrund klinischer und laborchemischer
Verlaufsuntersuchungen konnte eruiert werden, dass die neutrophilen Granulozyten
in Verlaufspunktionen von rund 90% der Patienten mit erhdhter inflammatorischer
Aktivitat in der Aszitesflusigkeit und einer Zellzahl von 100-249 PMNs pro ul
Aszitesflissigkeit ansteigen. 67 % dieser genannten Gruppe entwickeln in
Verlaufspunktionen sogar eine SBP. Die entzindliche Aktivitat ist somit noch vor der
Zellzahlerhohung in der Aszitesflussigkeit nachweisbar. Eine Diagnosestellung und
antibiotische Therapie sind mit diesen Analysen folglich frihzeitiger moglich, als es
mit den bisher gultigen Diagnosekriterien der Fall ist.

Aufgrund dieser Erkenntnisse ist zu diskutieren, ob eine Herabsetzung des
diagnostischen Kriteriums der Anzahl der neutrophilen Granulozyten auf einen Wert
unter 250 pro pl Aszitesflissigkeit sinnvoll ist. Zwar Iasst das Follow-up in dieser
Arbeit mit 9 Folgepunktionen lediglich orientierende Aussagen und keine
statistischen Berechnungen zu, jedoch gibt es einen Anhaltspunkt, dass eine
Infektion der Aszitesflissigkeit bei inflammatorischer Aktivitat auch bereits unterhalb
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des Cut-offs von 250 PMNs pro ul Aszitesflussigkeit stattfindet. Zur weiteren Analyse,
insbesondere dieser Population (PMNs 100-249/ul), flihren wir weitere
Untersuchungen insbesondere mit Folgepunktionen im zeitlichen Verlauf der
Erkrankung durch.

Sicherlich sind angesichts der hohen 1-Jahres-Mortalitat der SBP die Grenzen der
Diagnostik noch nicht erreicht. Ob eine Reduktion der Mortalitat durch die Therapie
einer Infektion bereits vor Erreichen des diagnostischen Goldstandards der
neutrophilen Granulozyten anhand einzelner Biomarker oder auch der Kombination
aus verschiedenen Biomarkern erfolgen kann, muss durch weitere klinische Studien
analysiert werden. Umso mehr bleiben die klinische Relevanz sowie die
Notwendigkeit neuer Biomarker, insbesondere in der modernen Medizin,
unumestritten. Neue Biomarker sind nicht nur aufgrund von Forschungsaspekten per
se interessant, sondern insbesondere auch durch ihre unmittelbare klinische
Relevanz. Durch verschiedene Messsysteme ist eine unmittelbare Analyse und
Bewertung im klinischen Alltag denkbar. Mit der Einfuhrung neuer, zuverlassiger
Biomarker kann ein weiterer Grundstein in Richtung individualisierter Medizin und

Therapie gelegt werden.
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Die SBP stellt eine schwere Komplikation bei Patienten mit einer Leberzirrhose dar.
Die zugrundeliegenden Pathomechanismen sind bis heute nicht abschliefend
geklart. Aufgrund der nach wie vor hohen 1-Jahres-Mortalitat der SBP sind neue
Biomarker zur fruheren Diagnosestellung von grof3er klinischer Bedeutung.

In unserer Untersuchung wurden 190 Aszitesflussigkeitsproben von insgesamt 128
Patienten mittels ELISA und BCA-Assay analysiert. Die Diagnose einer SBP
(PMNs = 250/l Aszitesflussigkeit) konnte in 29 Proben gestellt werden. Ein klinisch
sehr relevantes Ergebnis unserer Studie ist unser Befund, dass eine entzundliche
Aktivitat in der Aszitesflussigkeit bereits bei Zellzahlen von weniger als 250
neutrophilen Granulozyten pro pl Aszitesflussigkeit nachgewiesen werden kann. Es
kann keine Korrelation von IL-6 oder IP-10 mit den Diagnosekriterien oder dem
Krankheitsverlauf bei einer SBP dargestellt werden. Trotz einer statistischen
Korrelation von IL-8 und IL-10 mit den Diagnosekriterien einer SBP eignen sich die
beiden Proteine nicht als Biomarker im Krankheitsbild einer SBP. Die C3a-
Konzentration zeigt sich im Falle einer SBP verringert, verglichen mit Proben von
Patienten ohne Leberzirrhose. Lactoferrin zeigt keine statistische Korrelation mit den
Diagnosekriterien einer SBP, jedoch lassen sich aufgrund der Analyse von
Verlaufsproben Abschatzungen zum Krankheitsverlauf einer SBP anstellen.
Calprotectin korreliert sowohl mit den Diagnosekriterien als auch mit dem
Krankheitsverlauf einer SBP und stellt einen potenziellen Biomarker im
Krankheitsbild der SBP dar. Im Rahmen dieser Arbeit gelingt die Erstbeschreibung
von S100a12 als neuer Biomarker zur Diagnostik und Beurteilung des klinischen
Verlaufes im Krankheitsbild der SBP.

Die Entwicklung eines Bedside-Tests, ggf. auch als App, aufgrund der in dieser

Arbeit gewonnenen Erkenntnisse ist in Planung.
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