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1. Einleitung

1.1 Leberzirrhose

Leberzirrhose ist das Endresultat verschiedener chronischer Lebererkrankungen und ent-
wickelt sich aus dem Vorstadium der Leberfibrose. Damit wird die Einkapselung oder der
Ersatz von beschadigten Gewebe durch eine kollagene Narbe als Versuch einer Wund-
heilungsreaktion beschrieben. Daraus resultiert eine abnormale Fortfihrung der Fibroge-
nese mit Produktion und Ablagerung von Bindegewebe, sodass Leberzellen von Septen
eingegrenzt werden. Man unterscheidet eine klein- von einer grolRknotigen Form
(Schuppan und Afdhal, 2008). Diese irreversible, fiborose Umwandlung und Zerstérung
des Leberparenchyms finden Uber eine Zeitdauer von Jahren bis Jahrzehnten statt. Ur-
sachen fur eine Leberzirrhose sind u. a. alkoholische und nichtalkoholische Fettleberer-
krankungen oder eine Erkrankung durch das Hepatitis-B- bzw. C-Virus (HBV bzw. HCV).
Weltweit ist die Pravalenz unbekannt, von Riemann et al. (2008) wurde sie in Deutschland
auf zwischen 300.000 bis 400.000 Menschen geschatzt.

In Folge von zunehmender Fibrosierung kommt es zum zunehmenden Funktionsverlust
des Parenchyms, was zu einer verminderten Synthese- und Stoffwechselfunktion fuhrt.
Daraus resultiert im Verlauf eine Einschrankung der Gerinnungsfunktion und Ansamm-
lung toxischer Stoffe, woraus eine hepatische Enzephalopathie entstehen kann (Amitrano
et al., 2002; Wijdicks, 2016). Zusatzlich wird die Gefalarchitektur des Lebergewebes ver-
andert, wodurch es zur portalen Hypertension kommt. Aszites, Splenomegalie und die
Entstehung von Umgehungskreislaufen (z. B. Osophagusvarizen), die bei Ruptur eine
akute Notfallsituation darstellen, gelten als weitere Komplikationen (Ilwakiri, 2014; Thal-
heimer et al., 2011). Patienten mit Zirrhose haben ein erhdhtes Risiko, bakterielle Infekti-
onen und eine Sepsis zu entwickeln. Im Vergleich zur Allgemeinbevolkerung wird eine
bakterielle Infektion bei Patienten mit Zirrhose mit einem vier Mal so hohen Sterberisiko
in Verbindung gebracht (Arvaniti et al., 2010). Das Endstadium einer vernarbenden Le-
bererkrankung mit den genannten Komplikationen bezeichnet man auch als dekompen-
sierte Leberzirrhose. Sobald eine Dekompensation bei allen Arten der Lebererkrankungen
eingetreten ist, liegt die Sterblichkeitsrate ohne Transplantation bei bis zu 85 % innerhalb
von 5 Jahren (Schuppan und Afdhal, 2008). Mlissen Patienten mit dekompensierter Le-

berzirrhose stationar behandelt werden, Uberleben 10 — 20 % den Aufenthalt nicht



10

(Mansour und McPherson, 2018). Alkoholische Lebererkrankungen, chronische Hepatitis,
Leberfibrose und -zirrhose fuhrten im Jahr 2020 in Deutschland laut Todesursachensta-
tistik bei 14.700 Menschen zum Tode, davon waren 4883 Frauen und 9817 Manner (Sta-
tistisches Bundesamt, 2022). Diese Zahlen spiegeln auch die Verteilung der Erkrankung

in der Bevolkerung wider, die bei Mannern doppelt so hoch ist wie bei Frauen.

1.1.1 Diagnose einer Leberzirrhose

Chronische Leberveranderungen verlaufen oft asymptomatisch, was eine frihzeitige Di-
agnose erschwert. Die Diagnose kann mit Hilfe (m. H.) von klinischen Anzeichen, labor-
chemischen Untersuchungen sowie mit apparativen Verfahren gestellt werden. Palpato-
risch kann in manchen Fallen eine vergroRerte und konsistenzvermehrte Leber getastet
werden (Bahr und Manns, 1999). Anamnestisch relevante Hinweise, die erfragt werden
sollten, sind ein vermehrter Alkoholkonsum, Risikofaktoren fur eine Virushepatitis, das
metabolische Syndrom und die Einnahme von hepatotoxischen Substanzen und Medika-
menten. Die Frihdiagnostik kann m. H. einer Sonographie erfolgen, in der eine Grdlien-
zunahme und die Inhomogenitat des Lebergewebes und der -oberflache ein Anzeichen
auf eine Lebererkrankung darstellen (Huber et al., 2001). Da eine frihzeitige Diagnose
die beste Moglichkeit fur eine Verhinderung des Fortschreitens bzw. Ruckbildung ist, sind
bei begriindeten Verdacht Parameter wie die y-Glutamyl-Transferase sowie die Alanina-
minotransferase zu prifen (Pratt und Kaplan, 2000). Ein Anstieg der Transaminasen
spricht fur eine Lebererkrankung, sind die Transaminasen allerdings nicht erhoht, ist das
kein Zeichen dafur, dass keine Lebererkrankung vorliegt. In laborchemischen Untersu-
chungen finden sich aufgrund der eingeschrankten Leberfunktion eine Erniedrigung von
Cholinesterase, Quick-Wert, Albumin und der Funktion der hepatischen Entgiftung, die
sich in einer Erhéhung von Substanzen widerspiegelt, die aufgrund der Leberschadigung
nicht abgebaut werden kdnnen (Berg, 2009; Schuppan und Afdhal, 2008). In Folge des-
sen kann eine Erhohung des Bilirubins klinische Anzeichen wie das Gelbfarben von Haut
und Skleren verursachen. Die verschiedenen Elastographie-Methoden sind eine weitere
Mdglichkeit, um eine Leberzirrhose im frihen Stadium zu diagnostizieren. Man kann das
Ausmal} der Bindegewebsvermehrung und die Steifigkeit der Leber ohne invasiven Ein-
griff ermitteln und so den Grad einer Leberfibrose bzw. Leberzirrhose beurteilen (Gerber

et al., 2015). Die transiente Elastographie (FibroScan®) beruht auf den Grundlagen einer
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Sonographie. Sie erfolgt m. H. einer speziellen Sonde mit Schallkopf, die auf der Haut
Uber der Leber angesetzt wird und Impulse (50 Hz) aussendet. Gleichzeitig wird die Aus-
breitungsgeschwindigkeit der Impulswellen im Gewebe gemessen. Die Ausbreitungsge-
schwindigkeit ist abhangig von der Elastizitat des Lebergewebes. Je steifer und fester das
Gewebe ist, desto schneller kdnnen sich die Impulswellen ausbreiten (Sandrin et al.,
2003). Diese Informationen reichen, um den Grad der Fibrosierung/Leberzirrhose ab-
schatzen zu kdnnen. Andere, ahnliche Messverfahren sind die 2-D-Scherwellenelastogra-
phie und Acoustic Radiation Force Impulselmaging (ARFI) (Friedrich-Rust et al., 2009).
Kann die Diagnose nicht mit den genannten Untersuchungen gestellt werden und liegen
nicht zusatzlich zu den laborchemischen eindeutige bildgebende Befunde und Komplika-
tionen der Leberzirrhose vor, ist eine Biopsie Mittel der Wahl (Pratt und Kaplan, 2000).

Es gibt verschiedene Modelle wie z. B. den MELD-Score (model for endstage liver dise-
ase), um den Schweregrad einer Leberzirrhose im Endstadium einschatzen zu kdnnen
und so zur Priorisierung bei der Organverteilung im Zusammenhang mit Lebertransplan-
tationen beizutragen (Strassburg und Manns, 2009). Seit 2006 wird dieses System im
gesamten Eurotransplant-Verbund als Mal} fur die Dringlichkeit fur eine Organzuteilung
verwendet. Der MELD-Score gilt als einfaches und objektives System und beschreibt die
3-Monats-Mortilitat von Patienten mit chronischen Lebererkrankungen. Ein geringer
MELD-Score bedeutet ein geringeres Risiko, ein hoher MELD-Score ein grofieres Risiko,
in den nachsten drei Monaten zu sterben. Die Einschatzung basiert auf den drei Labor-
werten Serumbilirubin, Serumkreatinin und der Prothrombinzeit (international normalized

ratio, INR) nach folgender Formel:

10 x [0.957 x Loge (Kreatinin mg/dl) + 0.378 x Loge (Bilirubin mg/dl) + 1.120 x
Loge (INR) + 0.643].

Es gibt eine Werteskala, die von 6 (3-Monats-Mortilitat: 1 %) bis 40 (3-Monats-Mortalitat:
98 %) reicht (Parscher et al., 2013).
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1.1.2 Ursachen der Leberzirrhose

Regelmaliger Alkoholkonsum oberhalb der Gefahrdungsgrenze ist die haufigste Ursache
fur chronische Lebererkrankungen in Deutschland. Die Leber durchlauft verschiedene
Krankheitsstadien. Zu Beginn flhrt der erhdhte Alkoholkonsum zu einer Steatosis hepatis
mit tropfenformiger Verfettung der Hepatozyten und beginnenden Einzelzellnekrosen. Die
alkoholischen Abbauprodukte Acetaldehyd und Acetat haben toxische Wirkung auf die
Leber. Dieses Stadium geht in die alkoholische Steatohepatitis (ASH) Uber, bei der kom-
biniert Fettleber und Leberentziindung bestehen. Die Leber ist geschwollen, zudem sind
lappchenzentrale Leberzellnekrosen vorhanden mit Immunreaktion und Fibrosierung. Das
letzte Stadium ist die alkoholbedingte Leberzirrhose. Es kommt zur massiven Verfettung,
lymphozytaren Infiltration, Bildung von Regeneratknoten und dem zirrhotischem Umbau
des Leberparenchyms.

Eine Studie von Bellentani et al. (1997) zeigt auf, dass ein regelmafliger Konsum von
30 g Alkohol am Tag bei beiden Geschlechtern ausreicht, um einen zirrhotischen oder
nicht-zirrhotischen Leberschaden zu entwickeln. Dieser Fakt wird von Poynard et al.
(1997) erneut aufgegriffen und weitere Risikofaktoren wie das mannliche Geschlecht und
ein Erkrankungsalter von Uber 40 Jahren hinzugefugt. Diese drei Faktoren werden von
ihm in Bezug auf eine Fibrosierung als wichtiger eingestuft als virologische Faktoren bei
HCV-Infektionen. Die Weltgesundheitsorganisation (WHO) und die Bundeszentrale fur
gesundheitliche Aufklarung (BZgA) bewerten in der S3 Leitlinie 12 g reinen Alkohol flr
Frauen pro Tag und weniger als 24 g reinen Alkohol fur Manner als risikoarmen Alkohol-
konsum (Kiefer et al., 2021).

Bei einer Virus-Hepatitis erfolgt die Leberschadigung meist indirekt. Die Leberentziindung
wird in Folge von der Aktivierung des Immunsystems verursacht, welches infizierte Leber-
zellen eliminiert. Bei Ausbleiben einer spontanen Ausheilung und fehlender Behandlung
kann es zur Leberfibrose mit anschlie3ender Leberzirrhose kommen, wenn der Prozess
der Hepatitis Uber mehrere Jahrzehnte andauert. Der natlrliche Verlauf der Zirrhose
hangt von der Ursache und der Behandlung ab. Jahrliche Dekompensationsraten liegen
fur eine Virushepatitis B bei 10 % und flr eine Virushepatitis C bei 4 %. Die Dekompen-
sation bei einer alkoholischen Zirrhose mit fortgesetztem Alkoholkonsum ist sogar noch
schneller und haufig mit einer akuten alkoholischen Hepatitis verbunden (Schuppan und
Afdhal, 2008). Zu jedem Zeitpunkt sind der absolute Verzicht auf Alkohol, die Vermeidung
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von leberschadigenden Substanzen und eine ausgewogene, gesunde Ernahrung essen-
ziell. Befindet sich eine Leberschadigung im Anfangsstadium, kann durch die Abstinenz
eine vollstandige Ausheilung erzielt werden, fibrosierte Bereiche bleiben geschadigt, wo-
bei selbst dann eine funktionelle Erholung madglich ist (Lucey, 2019; Michalopoulos und
Bhushan, 2021; Testino et al., 2018).

Die nichtalkoholische Fettleber (NAFLD, nonalcoholic fatty liver disease) ist eine Erkran-
kung, bei der sich Fett, vor allem Triglyceride, in den Hepatozyten einlagert. Man spricht
von einer Steatose der Leber, wenn der Fettanteil mehr als 5 — 10 % des Lebergewichts
betragt oder die Hepatozyten eine Makrosteatose aufweisen und die Ursache nicht der
Konsum von Ubermafigen Alkohol ist (Weil3 et al., 2014). Eine besondere Form ist die
nichtalkoholische Steatohepatitis (NASH, nonalcoholic steatohepatitis). Als Unterform der
NAFLD ist sie durch entzindliche Veranderungen mit Schadigung der Hepatozyten cha-
rakterisiert. Es kommt zu einer Ballonierung und Nekroapoptose mit in der Regel zuneh-
mender Fibrose (Chalasani et al., 2012).

Risiken fiir eine nichtalkoholische Fettlebererkrankung (NAFLD) sind Ubergewicht, Dia-
betes mellitus Typ 2, fortgeschrittenes Alter, Insulinresistenz und ein hoher Anteil der Trig-
lyceride bei wenig HDL im Serum (Clark, 2006). In den letzten Jahren haben Fettleberer-
krankungen allerdings auch bei Jugendlichen zugenommen. So wurde in einer australi-
schen Kohorte eine Pravalenz von 12,8 % festgestellt, wovon 16,3 % Madchen und
10,1 % Jungen waren (Ayonrinde et al., 2011). In der gleichen Untersuchung wurde der
Zusammenhang zwischen NAFLD und dem metabolischen Syndrom aufgegriffen, der bei
Jungen mit 24 % signifikant hoher liegt als bei Madchen mit 8 %. Durch die stetige Zu-
nahme von Adipositas sowohl in den USA als auch in Europa ist die NAFLD inzwischen
mit 14 — 27 % in der Normalbevdlkerung die haufigste chronische Lebererkrankung (Weil3
etal., 2014). Die Therapie besteht aus der Anderung des Lebensstils bezliglich Bewegung
und der richtigen Ernahrung.
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1.1.3 Komplikationen der Leberzirrhose: Aszites, spontane bakterielle Peritonitis,
Hepatozellulares Karzinom

Aszites ist eine pathologische Ansammlung von freier Flissigkeit in der Peritonealhdhle.
Aszites wird bei Leberzirrhose durch einen zu hohen Druck in der Pfortader (portale Hy-
pertension) verursacht, der durch eine Vasodilatation splanchnischer Gefale zu einer re-
duzierten Nierendurchblutung fuhrt. In Folge dessen kommt es zu einer Senkung der Nat-
rium- und der Wasserexkretion (Uriz et al., 2000) und dem Austritt von FlUssigkeit aus
den Blutgefallen des Bauchraumes. Die Ursache von Aszites bei portaler Hypertension
ist meist eine Leberzirrhose. In der Studie von Runyon (1992) hatten 81,2 % der unter-
suchten Patienten mit Aszites eine Zirrhose. Weitere Ursachen der Aszites sind eine fort-
geschrittene Tumorerkrankung, Herzinsuffizienz, das nephrotische Syndrom, Peritoniti-
den oder eine Pankreatitis. Das Auftreten von Aszites ist erst ab groReren Mengen mit
Symptomen verbunden. Es kommt zu einem vergroRerten Bauchumfang, einem vorge-
wolbten Bauch mit eventueller Ausbildung einer Nabelhernie sowie zur Gewichtszu-
nahme. Ungefahr 15 % der Patienten mit Aszites sterben innerhalb eines Jahres und
44 % innerhalb von funf Jahren (Planas et al., 2006). Die Therapie bei Aszites ist die
Reduktion der Natriumaufnahme auf < 2 g pro Tag, die Einnahme von Diuretika wie Spi-
ronolacton, Parazentesen, die Anlage eines transjugularen intrahepatischen portosyste-

mischen Shunts oder letztlich die Lebertransplantation (Uriz et al., 2000).

Die spontane bakterielle Peritonitis (SBP) ist eine bakterielle Entzindung der Aszitesflus-
sigkeit bei Fehlen einer intraabdominalen, chirurgisch behandelbaren Infektionsquelle und
definiert sich Gber den Nachweis von > 250 polymorphkernigen Granulozyten pro mm?3
Aszites. Zugrunde liegt eine verminderte Schleimhautbarriere bei Patienten mit Leberzir-
rhose, wodurch es zu einer Translokation von Bakterien des Darmes (vor allem E. coli
und Klebsiella-Arten) kommt (Song, 2018). Symptome sind Unwohlsein, Fieber und das
Vorhandensein von Aszites. Als Prophylaxe wird die Einnahme von Norfloxacin laut Leit-
linie der deutschen Gesellschaft flir Gastroenterologie, Verdauungs- und Stoffwechsel-
krankheiten (DGVS) empfohlen, bei vorhandener SBP ist die Verabreichung von Antibio-
tika wie Cephalosporinen die Therapie der Wahl (Gerbes et al., 2019). Die SBP ist eine
haufige Komplikation bei Leberzirrhose mit Aszites und potenziell lebensbedrohlich. Ihre
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Pravalenz liegt bei 11,3 % bei stationaren Patienten (Fernandez et al., 2019). Bei erstma-
liger Beschreibung der SBP lag die Sterblichkeitsrate bei Uber 90 %. Die Sterblichkeitsrate
im Krankenhaus konnte allerdings bei frihzeitiger Diagnose und sofortiger Behandlung
auf ungefahr 20 % gesenkt werden (Piano et al., 2016). Wahrend ein Teil der Patienten
mit Leberzirrhose ohne antibiotische Prophylaxe rezidivierende Episoden einer SBP ent-
wickeln, leiden andere Patienten nie unter einer SBP (Lutz et al., 2014). Das Risiko fur
eine SBP wird auch durch genetische Pradisposition mitbestimmt (Lutz et al., 2016;
Nischalke et al., 2021).

Das Hepatozellulare Karzinom (HCC) ist ein maligner Tumor und entwickelt sich direkt
aus den Hepatozyten. Es kann solitar oder multilokular auftreten und entwickelt sich meist
in Folge einer Leberzirrhose. Laut dem Zentrum fur Krebsregisterdaten erkranken in
Deutschland um die 9.500 Falle pro Jahr bei fast 8.000 Todesfallen. Im Jahr 2018 gab es
9.510 Neuerkrankungen (davon 2.820 Frauen und 6.690 Manner, Verteilung Manner zu
Frauen 2:1). Weltweit ist das HCC die sechsthaufigste diagnostizierte Krebsart und viert-
haufigste krebsbedingte Todesursache (Rawla et al., 2018). Die Prognose ist eher
schlecht und hangt vor allem (v. a.) vom Zeitpunkt der Diagnose ab. Im Mittel liegt die 5-
Jahres-Uberlebensrate um die 15 Prozent. Die Risikofaktoren fiir ein HCC sind Infektio-
nen mit HBV oder HCV, Alkoholkonsum sowie Leberstoffwechselerkrankungen, insbe-
sondere die NAFLD und die Exposition gegentber Erndhrungstoxinen wie Aflatoxinen
und Aristolochiasaure (Global Burden of Disease Liver Cancer Collaboration et al., 2017;
Yang et al., 2019).

Park et al. (2015) hat einen globalen Vergleich Uber die Hauptursachen flir die Entstehung
eines HCC m. H. vieler Studienergebnisse durchgefuhrt. Der haufigste Risikofaktor war
HCV in Nordamerika, Europa und Japan und HBV in China, Sudkorea und Taiwan. Der
zweithaufigste Grund ist Alkoholkonsum. Mindestens 40 % der Patienten in Nordamerika,
Europa und Sudkorea gaben einen aktuellen oder friheren Alkoholmissbrauch an. Diese
Risikofaktoren sind potenziell vermeidbar und verdeutlichen das Potenzial der Risikopra-
vention zur Verringerung der weltweiten HCC-Belastung. Die HCC-Uberwachung und
Friherkennung erhohen die Chance auf kurative Behandlung, allerdings wird sie auch in
Landern mit ausreichenden Ressourcen nicht ausreichend ausgeschopft (Yang et al.,
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2019). Beim Risikokollektiv sollte halbjahrlich ein sonographisches Screening durchge-
fuhrt werden. In Europa und Nord Amerika liegt das mittlere Erkrankungsalter bei Uber 60
Jahren. Lander wie Afrika oder Teile von Asien liegen im Kontrast bei 30 — 60 Jahren
(Park et al., 2015). Klinisch verlauft die Erkrankung oft asymptomatisch. Erst im Spatsta-
dium konnen unspezifische Beschwerden wie Oberbauchschmerzen rechtsseitig, eine
hepatische Dekompensation oder Aszites auftreten. Die Dekompensationsraten des he-

patozellularen Karzinoms liegen bei 2 — 7 % pro Jahr (Schuppan und Afdhal, 2008).

1.1.4 Kompartiment Peritonealhdhle

Die Peritonealhohle ist ein mit Flussigkeit gefullter Spaltraum zwischen der serésen Haut
der vorderen und hinteren Bauchwand (Peritoneum parietale) und der Verkleidung der
Organe in der Bauchhohle (Peritoneum viscerale) (Kastelein et al., 2019). Sie umfasst
den Bereich unterhalb des Diaphragma bis zur Beckenhohle. Die Peritonealhdhle bietet
fur die Bauchorgane einen Schutz vor aul3eren Einflissen, unterstitzt die verschiedenen
Organfunktionen und enthalt zahlreiche Leukozyten. Das Peritoneum hat kleine Perfora-
tionen, die Stomata. Diese Poren zwischen den Mesothelzellen ermdglichen beispiels-
weise das Ableiten von Flussigkeiten, Partikeln und Zellen aus der Peritonealhdhle zu den
regionalen Lymphknoten. Peritoneale Mesothelzellen produzieren Tenside, die die Rei-
bung von Organen in Funktion vermeiden (van Baal et al., 2017) sowie Enzyme, die die
Aktivitaten der hamatopoetischen Zellen in der Bauchhdhle regulieren (Isaza-Restrepo et
al., 2018). In direkter Nahe liegt das Omentum, ein viszerales Fettgewebe, das fur die
Immunabwehr im Bauchraum zustandig ist. Es befinden sich sog. ,Milky Spots® auf der
Oberflache, die wie lymphatisches Gewebe organisiert sind. Die darin enthaltenen Leu-
kozyten reagieren auf in der Peritonealhdhle befindliche Krankheitserreger, tragen zur
peripheren Immunitat durch Antikérper (AK) Produktion bei und schitzen die Bauchhdhle
und die darin befindlichen Organe vor Infektionen (Okabe, 2021). Die Erhaltung der Ge-
webehomaoostase und -reparatur ist eine der Hauptaufgaben der Leukozyten in der Peri-
tonealhohle. Ist das Gleichgewicht aufgrund von Infektionen, Entziindungen, Fettleibigkeit
oder Tumormetastasen beeintrachtigt, werden spezielle Mesothelzellen und Stromazellen
des Omentums aktiviert, die anschlieRend die Rekrutierung von peritonealen Leukozyten
steuern (Liu et al., 2021). Die Mechanismen, wie diese Immunnische reguliert wird, sind
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noch wenig erforscht. Klinische Bedeutung findet die Peritonealhdhle bei den Pathologien
der Aszites und der Peritonitis.

1.2 Mononukleare Zellen des peripheren Blutes

Periphere mononukleare Blutzellen (PBMC) sind einkernige Zellen des Blutes. Dazuge-
horige Zellen sind Lymphozyten - einschlieRlich B-Zellen, T-Zellen, NK-Zellen -dendriti-
sche Zellen, Monozyten und Makrophagen. Die verschiedenen Subpopulationen der
PMBC kdnnen durch Marker auf der Zelloberflache, Cluster of Differentiation (CD) unter-
schieden werden. PBMC uben vielfaltige Funktion innerhalb des Immunsystems aus: Ne-
ben der Antikdrperproduktion oder Phagozytose auch die Sekretion von verschiedenen
Botenstoffen und antimikrobiellen Peptiden (Verhoeckx et al., 2015). Das Immunsystem
besteht aus unspezifischen und spezifischen Abwehrmechanismen. Das unspezifische,
angeborene Immunsystem ist fur die allgemeine Abwehr von v. a. bakteriellen Infektionen
zustandig. Es kommt zu einer typischen Entzindungsreaktion des Korpers mit Aktivierung
von Akute-Phase-Proteinen, des Komplementsystems und proinflammatorischen Zytoki-
nen wie Interferon (IFN) und Interleukinen. Zum unspezifischen Immunsystem gehdéren
die polymorphkernigen Leukozyten im Blut, NK-Zellen (CD56+ Zellen) sowie Monozyten
und Makrophagen (CD14+ Zellen) (Chaplin, 2010, Hillion et al., 2020). Fremdkorper und
Bakterien kdnnen nach Eindringen durch Makrophagen phagozytiert werden. NK-Zellen
haben bei Virusinfektionen adaptive Eigenschaften wie die Ausbildung eines Gedachtnis-
ses und eine klonale Expansion (Geary und Sun, 2017). Das spezifische, erworbene Im-
munsystem ist auf bestimmte Erreger spezialisiert und bildet im Verlauf des Lebens ein
immunologisches Gedachtnis aus (Saule et al., 2006). Die Immunantwort umfasst die an-
tigenprasentierenden dendritischen Zellen, die Antigene verarbeiten und in den sekundar
lymphatischen Organen prasentieren, um Lymphozyten zu aktivieren (Kapsenberg,
2003). Es gibt verschiedene Subpopulationen der Lymphozyten wie die T- und B-Lym-
phozyten. B-Zellen sind fur die humorale Immunantwort verantwortlich. Durch meist kor-
perfremde Antigene (AG) kdnnen B-Zellen (CD19+ Zellen) aktiviert werden, wodurch sie
zu Gedachtniszellen oder Plasmazellen ausdifferenzieren, die AK ausschutten (Althu-
waiqgeb und Bordoni, 2022). T-Zellen (CD3+ Zellen) sind durch Korezeptoren, CD4+ bei
T-Helfer-Zellen (TH-Zellen) und CD8+ bei zytotoxischen T-Zellen, in Subpopulationen mit

andersartigen Funktionen unterteilt. Allgemein haben T-Zellen eine wichtige Rolle bei der
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Abwehr von Krankheitserregern und kdnnen befallene Zellen durch Apoptose toten. Die
aktivierten TH1-Zellen sezernieren Aktivierungsfaktoren fur naturliche Killerzellen, zytoto-
xische T-Zellen und Makrophagen, um die Phagozytose zu férdern. TH2-Helferzellen pro-
duzieren Interleukine und sind wichtig fir die T- und B-Zellproliferation und damit fir die
Immunglobulinbildung (Ekkens et al., 2007, Kumar et al., 2018). Zytotoxische T-Zellen
induzieren eine Apoptose durch Ausschuittung von zytotoxischen Enzymen wie Perforine
und Proteasen wie Granzyme. Bei einer Organtransplantation kann eine als fremd er-
kannte Zelle des Spenderorgans, durch die zytotoxischen T-Zellen in die Apoptose geflhrt
werden (Shoskes und Wood, 1994). Die T-Gedachtniszellen agieren Uber CD44+ Ober-
flachenproteine und kdnnen im Falle einer erneuten Infektion mit demselben Erreger eine

schnellere Verteidigung erzielen.

1.3 Beta-adrenerge Rezeptoren

Adrenozeptoren sind G-Protein-gekoppelte, transmembranare Rezeptoren. Sie besitzen
charakteristischerweise sieben transmembrane a-Helices mit jeweils drei intra- und ext-
razellularen Schleifen. Es gibt einen N-Terminus, der extrazellular liegt und einen C-Ter-
minus, der intrazellular liegt. Durch Ligandenbindung kommt es zu einer Konformations-
anderung am Rezeptor-gekoppelten G-Protein. Generell werden Adrenozeptoren in ver-
schiedene Subtypen unterteilt (Griffin et al., 2004; Johnson, 1998). Das adrenerge System
spielt eine wichtige Rolle bei der Regulation der Homobostase des Korpers und ist aus-
schlaggebend fur das ,Fight or Flight“-Prinzip, welches von dem US-amerikanischen Phy-
siologen Walter Cannon (1915) beschrieben wurde. In einer Gefahrensituation oder bei
Stress werden Impulse Uber das vegetative Nervensystem gesendet, sodass Neurotrans-
mitter wie Adrenalin und Noradrenalin ausgeschuttet werden und Uber die Bindung an
Rezeptoren, eine spezifische Reaktion des Korpers auslésen (McCarty, 2016).
Beta-adrenerge Rezeptoren (ADRB) wirken uber eine Steigerung der cAMP-Synthese
und werden in drei Untergruppen unterteilt: Beta1-, Betaz- und Betas-Rezeptoren. Die Af-
finitat von Adrenalin und Noradrenalin ist vom Subtyp abhangig (William Tank und Lee
Wong, 2014). ADRB spielen eine wichtige Rolle bei der Regulierung des Stoffwechsels
wie z. B. der Lipolyse und im kardiovaskularen System. ADRB3 finden sich v. a. im weil3en
und braunen Fettgewebe und beeinflussen die Thermogenese (Bachman et al., 2002;

Philipp und Hein, 2004; Susulic et al., 1995). ADRB1 kommen v. a. im Herzmuskel, aber
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auch in der Niere, Speicheldrisen und dem Fettgewebe vor. Bindet Adrenalin bzw. No-
radrenalin an ADRB1 des Herzens, fuhrt dies zu einer positiven inotropen und chronotro-
pen Wirkung (Zheng et al., 2004). Aufgrund der gesteigerten Herzaktivitat wird vermehrt
Renin ausgeschuttet, wodurch das Renin-Angiotensin-Aldosteron-System stimuliert wird
und die Steigerung des peripheren Blutdruckes zur Folge hat. Fehlen ADRB1 im Korper,
kann bei Einnahme von Sympathomimetika keine Steigerung der Herzaktivitat festgestellt
werden (Rohrer et al., 1996). In der Peripherie des Kdrpers dominieren v. a. die ADRB..
Sie fuhren zu einer Relaxation und Vasodilatation der glatten Muskulatur der Bronchien,
der Blutgefal’e und des Uterus. Im Fettgewebe bewirken ADRB: eine verstarkte Lipolyse
(Chruscinski et al., 1999). Betaz2-Adrenozeptoragonisten werden als Dopingmittel verwen-

det und v. a. in der Therapie von Asthma eingesetzt.

1.4 Katecholamine

Als Katecholamine bezeichnet man bestimmte Hormone wie Adrenalin, Noradrenalin, Do-
pamin und deren Metabolite. Sie gehéren zur Gruppe der biogenen Amine. Katecholamine
wirken als Sympathomimetika an den Alpha- und Beta-Rezeptoren im Kdrper. Zur Bio-
synthese wird die Aminosaure Tyrosin benotigt. Sie kann Uber die Nahrung aufgenommen
oder m. H. der essenziellen Aminosaure (AS) Phenylalanin in der Leber synthetisiert wer-
den. Die Synthese der Katecholamine findet im Nebennierenmark, zentralen Nervensys-
tem und an den postganglionaren sympathischen Nervenzellen statt. Auch Immunzellen
spielen eine Rolle bei der Katecholamin-Produktion (Scanzano und Cosentino, 2015). In
einer Studie von Diaz-Salazar et al. (2020) wurden Mause mit dem Zytomegalievirus infi-
ziert und untersucht. Die Beteiligung von proinflammatorischen Zytokinen wie z. B. IL12
oder STAT4 fuhrten zu einer Hochregulierung der ADRB2-Exprimierung auf den NK-Zel-
len. Zusatzlich wanderten NK-Zellen in Richtung adrenerger Nervenfasern. Des Weiteren
spielt das Nervensystem durch die Freisetzung von Katecholaminen wie Adrenalin und
Noradrenalin eine entscheidende Rolle bei der Regulation der angeborenen Immunreak-
tion bei Pathogenen (Godinho-Silva et al., 2019). Eine Stimulation der Betaz-Adrenozep-
toren auf Immunzellen wie Makrophagen und lymphatischen Zellen fuhrt zu einer redu-
zierten Barriere bei der Entzindungsreaktion (Gabanyi et al., 2016; Moriyama et al.,
2018).
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Im Allgemeinen erfolgt im Korper die Speicherung von Katecholaminen in den sympathi-
schen Nervenendigungen oder in den Granula der chromaffinen Zellen. Der Spiegel der
zirkulierenden Katecholamine steigt z. B. durch Stress, emotionaler Erregung, Verande-
rungen in der Umgebung und erhéhter koérperlicher Aktivitat. Dieser Anstieg ist v. a. auf
die Freisetzung der Katecholamine aus dem Nebennierenmark und sympathischen Ner-
venendigungen zuruckzufuhren (William Tank und Lee Wong, 2014). Die Katecholamine
werden durch Exozytose freigesetzt und gelangen Uber den synaptischen Spalt zur Ef-
fektorzelle. Die Wirkung tritt innerhalb von wenigen Sekunden ein und betrifft alle wichti-
gen Organsysteme, Muskeln, Drasen und vor allem das Herz-Kreislauf-System. Die Sti-
mulation erfolgt Uber neun verschiedene G-Protein-gekoppelte Adrenozeptoren, wobei
die Blut-Hirn-Schranke nicht Uberwunden werden kann (William Tank und Lee Wong,
2014). Das Binden an Alpha-Rezeptoren fuhrt zu einer Vasokonstriktion, wahrend tUber
Beta-Rezeptoren die Herzfrequenz verandert werden kann. Die Messung von Katechola-
minen und ihren Metaboliten ist bereits seit Jahrzehnten eine gangige Forschungsme-
thode. Sie wird in den verschiedensten Bereichen angewandt, wie z. B. bei der Bewertung
der Beteiligung des sympathischen Nervensystems an der Pathophysiologie von Komple-
xerkrankungen, Untersuchungen der Mechanismen und Folgen von Stress und bei zent-
ralen neuronalen Vorgangen, die die Aktivitat des Sympathikus bestimmen (Kagedal und
Goldstein, 1988). Veroéffentlichungen in der Forschung Uber die Rolle von Katecholaminen
bei der Entstehung von Lebererkrankungen wie Leberkrebs, Fettleber und Leberfibrose
haben in den vergangenen Jahren zugenommen. Die dazugehdrigen Mechanismen sind
allerdings noch nicht vollstandig untersucht worden. Lelou et al. (2022) fasst viele patho-
physiologische Aspekte der Katecholamine im Zusammenhang von Lebererkrankungen
zusammen. So greift er die Studie von Eisenhofer et al. (2002) auf, in der das sympathi-
sche System und Noradrenalin eine wichtige Rolle bei der Leberfibrose durch den Einfluss
auf Sternzellen spielen. Auch wird der Zusammenhang zwischen Alkoholkonsum und ei-
nem Anstieg der Noradrenalin-Plasmakonzentration durch eine gesteigerte Katechola-
min-Synthese aufgezeigt, mit dem Resultat, dass durch Adrenalin und Noradrenalin Kup-
fer- und Sternzellen aktiviert werden und infolgedessen ein entzindliches Milieu in der
Leber entsteht. Sympathikusfasern durchziehen das ganze Leberparenchym mit End-
punkten der Nerven im Disse-Raum sowie in der Nahe der Blutgefalle, sodass ein direkter
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Kontakt mit den Hepatozyten und sinusoidalen Endothelzellen ermoglicht wird (Bioulac-
Sage et al., 1990; Mann et al., 1991).

1.5 Die nicht-synonymen Polymorphismen Arg16Gly (rs1042713), GIn27Glu
(rs1042714) und Thr164lle (rs1800888) im ADRB:

Es handelt sich bei allen drei Polymorphismen um einen Einzelnukleotid-Polymorphismus
(SNP) im ADRB2, bei dem am ursprunglichen DNA-Molekul ein einziges Basenpaar ver-
andert ist, wodurch eine Missense Variante entsteht. SNPs sind genetische Varianten, die
erblich sind und sich so von spontanen Mutationen unterscheiden.

Bei dem Polymorphismus Arg16Gly (rs1042713) kommt es durch den Tausch des G-Nuk-
leotid mit einem A-Nukleotid an der Position 16 zu einem Austausch der AS Glycin (Gly)
und Arginin (Arg). Die geschatzte Haufigkeit der Arg16-Variante betragt Global 38,7 %,
bei Europaern 37,4 %, bei Afrikanern 49,7 %, bei Asiaten 56,2 % und bei Amerikanern
43,7 % (National Library of Medicine National Center for Biotechnology Information,
2021). In vitro Studien haben gezeigt, dass bei Arg16Gly eine Herabregulierung der
ADRBg2, die durch Agonisten gefordert wird, am starksten ist (Small et al., 2003). Bei der
homozygoten Arg16-Variante konnte beobachtet werden, dass nach erfolgter sympathi-
scher Erregung, wie z. B. durch einen Handgriff, der Korper als Reaktion darauf mit einem
starken Anstieg der Herzfrequenz, des Herzzeitvolumens und einer Tendenz zu einem
niedrigeren systemischen Gefallwiderstand reagiert. Es wird die Vermutung gestellt, dass
diese Reaktion auf eine starkere ADRB2-vermittelte Vasodilatation durch zirkulierende
Katecholamine zuruckzufuhren ist, was im Einklang mit weiteren Studien steht, die fest-
gestellt haben, dass bei Gly16-Patienten eine groRere ADRB2-vermittelte Stickoxid-ab-
hangige Reaktionsfahigkeit vorhanden ist (Cockcroft et al., 2000; Eisenach et al., 2004;
Eisenach und Wittwer, 2010). Die Gly16-Variante zeigt im Vergleich zur homozygoten
Arg16-Rezeptorvariante eine erhohte Hyperaktivitat der Atemwege und eine grofiere An-
falligkeit fur eine stressbedingte Erhohung der viszeralen und somatischen sensorischen
Funktionen (Kushnir et al., 2013; Roca et al., 2018).

Der GIn27Glu (rs1042714) Polymorphismus ist durch den Austausch der AS Glutamin
(GIn) und Glutaminsaure (Glu) gekennzeichnet. Die geschatzte Haufigkeit der Glu-Vari-
ante betragt Global 39,7 %, bei Europaern 42,4 %, bei Afrikanern 20,3 %, bei Asiaten
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14,3 % und bei Amerikanern 21,5 % (National Library of Medicine National Center for
Biotechnology Information, 2021). Die Glu27-Variante fuhrt nicht zu einer Herunterregu-
lierung der ADRB2-Expression (Green et al., 1994). Lokale Infusionen von ADRB2-Ago-
nisten in die Arteria brachialis fUhrten zu einer erhéhten Vasodilatation bei Glu27-Homozy-
goten im Vergleich zu GIn27-Homozygoten (Cockcroft et al., 2000), was auf eine hohere
Agonisten-vermittelte Reaktionsfahigkeit hinweist. Andere Studien haben einen Zusam-
menhang zwischen dem Polymorphismus und Adipositas untersucht, da ADRB2 im wei-
Ren Fettgewebe exprimiert und an der Lipolyse beteiligt sind. In der Studie von Hellstrom
et al. (1999) wurde ein signifikanter Unterschied zwischen Glu27 homozygoten Frauen
und GIn27 homozygoten Frauen beim BMI festgestellt. Bei adiposen Manner war die Hau-
figkeit des Glu27-Allels deutlich verringert, wahrend bei fettleibigen Frauen die Haufigkeit
des gleichen Allels erhdht war. In einer anderen Studie wurde die Glu27-Variante auch
bei Mannern als Risikofaktor fur abdominale Adipositas, v. a. bei niedrigem HDL-Choles-
terin genannt (Corbalan et al., 2002). Bei heterozygoten GIn27-Glu Patienten mit Hyper-
tonie, die regelmaRig 100 mg Metoprolol Uber einen Zeitraum von zwei Monaten einge-
nommen haben oder Propranolol bei gesunden Personen, konnte ein Anstieg der Trigly-
ceridwerte nachgewiesen werden (Isaza et al., 2005). Andere Studien konnten keinen
Zusammenhang zwischen Adipositas und dem Glu27-Allel feststellen (Kortner et al.,
1999; Oberkofler et al., 2000). Es gibt viele weitere Studien, die die Auswirkung des Po-
lymorphismus im Bezug zu Kardiovaskularen Erkrankungen wie das Risiko flr einen
Herzinfarkt, Herzinsuffizienz und dem Koronarsyndrom mit und ohne Beta-Blocker unter-
sucht haben. Die Ergebnisse sind allerdings sehr unterschiedlich, sodass keine gesi-

cherte Aussage hierzu getroffen werden kann.

Thr164lle (rs1800888) ist ein sehr seltener Polymorphismus, bei dem durch den Einbau
des T-Nukleotids anstatt des C-Nukleotids an der Position 164 die AS Isoleucin (lle) an
die Stelle von Threonin (Thr) tritt. Die geschatzte Haufigkeit der lle164-Variante betragt
Global und bei Europaern 1,3 %, bei Afrikanern 0,4 %, bei Asiaten 0,0 % und bei Ameri-
kanern 0,9 % (National Library of Medicine National Center for Biotechnology Information,
2021). Da bisher nur heterozygote Trager der Isoleucin-Variante gefunden wurden, ist
davon auszugehen, dass die homozygot-mutierte TT-Variante nicht Gberlebensfahig ist.
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lle164 zeigt im Vergleich zum Wildtyp eine geringere Bindungsaffinitat fir Adrenalin, No-
radrenalin und Isoproteronol und fur die funktionelle Kopplung an Gs, wie sie in Ade-
nylylzyklase-Assays bestimmt wird; dies gilt nicht fiur Dopamin, dem Hydroxylgruppen an
seinen Beta-Kohlenstoffen fehlen (Green et al., 1993). Die Verminderung der Wirkung
kommt nicht durch eine geringere Expression des ADRB2 zustande (Bruck et al., 2005).
Ein weiterer Effekt der lle164 Variante wird im Bereich des kardiovaskularen Systems
deutlich. Heterozygote Tragerinnen zeigen einen signifikant erhdhten systolischen und
diastolischen Blutdruck, sowie ein erhdhtes Risiko an ischamischen Herzerkrankungen zu
erkranken. Dieser Effekt konnte bei Mannern nicht gefunden werden (Thomsen et al.,
2012). Des Weiteren konnte eine verringerte Herzfrequenz, Venodilatation und inotrope
Reaktion auf systemisches Terbutalin bei gesunden Thr164/lle-Heterozygoten festgestellt
werden (Brodde et al., 2001). Die EC50 fur Terbutalin zeigte bei der Lipolyse eine sechs-
fache Erhdhung, was auf eine verminderte Rezeptorfunktion hindeutet (Hoffstedt et al.,
2001). In einer Untersuchung von Schoiswohl (2022) wurde gezeigt, dass heterozygote
Trager ein signifikant erhohtes Risiko haben, an einer durch Meningokokken verursachten
Erkrankung zu sterben und ein erhdhtes Risiko fur die Empfanglichkeit fur die Erkrankung

aufweisen.

1.6 Nicht-selektive Beta-Blocker

Beta-Blocker sind Wirkstoffe aus der Gruppe der Antihypertonika und Sympatholytika. Sie
binden an Beta1- oder Betaz-Rezeptoren und blockieren so den Rezeptor fur Katechola-
mine. Ihr Einsatzgebiet ist z. B. die Behandlung von arteriellen Hypertonus, chronischer
Herzinsuffizienz und koronarer Herzerkrankung. Beta-Blocker bewirken eine Senkung der
Herzfrequenz und des Blutdruckes und wirken antiarrhythmisch. Sie reduzieren die Herz-
arbeit und den Sauerstoffverbrauch des Myokards. Die verschiedenen Wirkstoffe unter-
scheiden sich durch eine unterschiedliche Affinitdt an die Beta-Adrenozeptoren. Nicht-
selektive-Beta-Blocker (NSBB) binden nicht selektiv an die Beta-Rezeptoren. Propranolol
z. B. wird als nicht-selektiver Beta-Blocker bezeichnet, da er eine gleich hohe Affinitat auf
Beta1- und Beta>-Rezeptoren hat. Bei der Bindung an Beta2-Rezeptoren kann es in der
Lunge zu einer Bronchokonstriktion kommen. Wirkstoffe wie Bisoprolol oder Metoprolol
wirken als selektive Beta-Blocker v. a. auf die Beta1-Rezeptoren, was bei den oben ge-

nannten Einsatzgebieten bevorzugt wird (Gelbe Liste, 2021). Villanueva et al. (2019) hat
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beschrieben, dass nicht-selektive Beta-Blocker das Auftreten von Komplikationen bei Pa-
tienten mit Leberzirrhose und schwerer portaler Hypertension verringern. Primar wird die-
ser Effekt auf die Senkung des Pfortaderdruckes zurlickgeflihrt. Allerdings fallt ein Abfall
der erhdhten Entziindungsparameter unter Beta-Blocker-Therapie bei Patienten mit Le-
berzirrhose auf (Reiberger et al., 2013) und das Risiko fur bakterielle Infektionen wie einer
SBP wird gesenkt (Senzolo et al., 2009). Im Einklang dazu sind die Ergebnisse von
Hernandez-Gea et al. (2012), dass NSBB das Risiko fur eine Dekompensation mit Aszites
und weitere Komplikationen wie das hepatorenale Syndrom oder den refraktaren Aszites
reduzieren. Thiele et al. (2015) weist darauf hin, dass NSBB das Potenzial haben, die
Inzidenz fur ein HCC, mit einer Risikodifferenz von 2,6 % zu senken. Im Zusammenhang
dazu stellt er experimentelle Daten, die darauf hinweisen, dass NSBB Katecholamine in-
hibieren, wodurch die Krebszellmigration, Angiogenese und Proliferation beeinflusst wer-
den. Wie bereits beschrieben exprimieren Immunzellen ADRB2 (Scanzano und Cosen-
tino, 2015) und steuern Uber die Katecholamin-Produktion und -Ausschuttung auch Ent-
zundungsprozesse (Flierl et al., 2007). Dadurch ist ein Einfluss der Beta-Blocker-Therapie
auf das Immunsystem von Patienten mit Leberzirrhose vorstellbar. Bisher wurde nicht un-
tersucht, inwieweit Immunzellen im Blut im Vergleich zur pathophysiologisch wichtigen
Peritonealhohle bei Patienten mit Leberzirrhose Katecholamine als Botenstoffe einsetzen
und ob die pharmakologische oder genetische Modulation von ADRB: einen Einfluss auf

die Immunreaktion haben.

1.7 Zielsetzung

Die vorliegende Arbeit beschaftigt sich mit der Hypothese, dass inflammatorische Reakti-
onen auf bakterielle Stimuli von Immunzellen in Blut und / oder in der Peritonealhdhle von
Patienten mit Leberzirrhose und Aszites durch Katecholamine beeinflusst werden konnen
und dass Immunzellen durch eigene Katecholamin-Produktion eine solche Modulation be-
einflussen. Zudem soll untersucht werden, ob diese Prozesse durch genetische Polymor-

phismen verandert werden.

Dies wurde m. H. von folgenden vier Fragestellungen in dieser Arbeit abgehandelt:
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1) Exprimieren Immunzellen im Blut und Aszites von Patienten mit Leberzirrhose
ADRB2?

2) Sind genetische Polymorphismen im ADRB2 mit dem Auftreten von SBP als klas-
sische bakterielle Infektion von Patienten mit Leberzirrhose assoziiert?

3) Produzieren Immunzellen aus Blut und Aszites von Patienten mit Leberzirrhose
nach Stimulation mit Lipopolysaccharid (LPS) oder Peptidoglykan (PGN) als Zell-
wandbestandteile von Bakterien Noradrenalin oder Adrenalin?

4) Beeinflusst die Gabe von ADRB2-Blockern die Ausschuttung von Zytokinen von
bakteriell stimulierten Immunzellen aus Blut und Aszites von Patienten mit Leber-
zirrhose als Hinweis auf eine modulierende Funktion endogen produzierter Kate-

cholamine?



26

2. Material und Methoden

2.1 Patienten, Datenerhebung und statistische Analyse

Fur einen Teil der Untersuchungen wurde eine bereits existierende Kohorte von 535 Pa-
tienten mit Leberzirrhose und Aszites, bestehend aus DNA-Proben und klinischen Daten
verwendet. Als gesunde Kontroll-Kohorte dienten 394 DNA-Proben, die von Teilnehmern
eines Krebsvorsorgeprogramms stammen und keine Anzeichen fir eine chronische Le-
bererkrankung in der Anamnese, im klinischen Bild oder bei Laborparametern aufwiesen.
Zusatzlich wurden Blut und Aszites frisch von 13 Patienten mit Leberzirrhose und Aszites
aus der medizinischen Klinik | des Universitatsklinikums Bonn (UKB) abgenommen, um
zusatzlich zur Genotypisierung die Expression von ADRB2 auf Immunzellen zu messen
und funktionelle Untersuchungen durchfuhren zu konnen.

Es wurden folgende klinische Daten erhoben: Alter, Geschlecht, Genese der Zirrhose,
Aszites, SBP, Osophagusvarizen, HCC, Beta-Blocker, Thrombozyten, Leukozyten, Nat-
rium, Kreatinin, Albumin, Bilirubin, GOT, GPT, GGT, AP, Hb, INR, CRP, MELD, CHILD,
Uberleben, Zellzahl und Protein-Gehalt im Aszites etc. (Vgl. Tab. 9 und 10). Alle Patienten
haben nach angemessener Aufklarung ihr schriftliches Einverstandnis zur Teilnahme an
der Studie gegeben, sodass die Untersuchungen entsprechend den gesetzlichen Grund-
lagen und der Deklaration von Helsinki des Weltarztebundes (1983) durchgeflhrt werden
konnten. Ein positives Ethikvotum liegt vor (130/18).

Die statistische Analyse wurde mit IBM SPSS® Statistics 27 und GraphPad Prism 9.0.0
durchgefuhrt. Die Auswertung von quantitativen Daten zweier Gruppen wurde flr normal
verteilte Daten mit dem ungepaarten oder gepaarten t-Test berechnet. Bei nicht normal
verteilten Daten wurde die Analyse mit dem Wilcoxon-Mann-Whitney U-Test durchge-
fuhrt. Das Korrelationsverhalten wurde mit Spearman-Rho untersucht. Qualitative Daten

wurden mit dem Chi-Quadrat-Test analysiert. Das Signifikanzniveau lag bei 5 %.
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2.2.1 Gerate und Zubehor

Tab. 1: Gerate und Zubehor

Gerat
Akku-betriebene Pi-
pettierhilfe von 0,1 ml
bis 200 ml

COz2 Inkubator
Durchflusszytometer
Elektrische Mehrka-
nalpipette
Magnetruhrer
Mehrfachdispenser 1
Mehrfachdispenser 2
Mikropipetten

Mikroskop
Minizentrifuge 1
Minizentrifuge 2
Photometer
Schuttelapparat
Schuttelgerat
Sicherheitswerkbank

Spektralphotometer

Thermocycler
Thermomixer
Tischzentrifuge

Waage

Typ
Pipetus® 100-240 Volt

CB160
BD FACSCanto™ I

E1 - CLIPTIP, 10 - 300 pl

Speedsafe™
HandyStep® 705012
HandyStep® touch

Research® 1-Kanal: 0.5 - 10 pl,
10 - 100 pl, 100 - 1000 pl, 500 -

5000 pl

8-Kanal: 0,5 - 10 pl, 20 - 200 pl

CK2, ULWCD 0.30

Mini-Centrifuge Sprout®

PlateFuge™
Sunrise

3016
Vortex-Genie® 2

LaminAir® HB 2436

NanoDrop 1000 Spectrophotome-

ter

LightCycler® 96
Thermomixer 5436
Biofuge pico

KC BA 100

Hersteller

Hirschmann

Binder
BD Biosciences

Thermo Scientific

HANNA
Brand
Brand
Eppendorf

Olympus

Heathrow Scientific
Benchmark Scientific
TECAN®

GFL®

Scientific Industries

Heraeus Instruments

Roche
Eppendorf
Heraeus Instruments

Sartorius
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Washer fur Elisa- Columbus plus, M12/4R Tecan

Platten

Wasserbad 3047 Koéttermann Labor-
technik

Zellzahler EVE™ Automatic cell counter NanoEntek

Zentrifuge 1

Zentrifuge 2 Varifuge 3.0R

Avanti J-15 Centrifuge

Beckman Coulter

Heraeus Sepatech

2.2.2 Chemikalien, Puffer und Reagenzien

Tab. 2: Chemikalien, Puffer und Reagenzien

Produkt

Ampuwa®

Blue Probe qPCR 2x Mix
BSA, HS, Protease Free

Dimethyl sulfoxide (DMSOQO), for molecu-

lar biology, = 99,9 %

Dociton® Injektionslésung, Proprano-
lolhydrochlorid 3,9 mM

Ethanol 70 %

Fetal Bovine Serum (FCS)

H202

H2S0O4, Schwefelsaure 25 %

LPS

PBS Tablets, Phosphate-Buffered Sa-
line

Pancoll human
Penicillin-Streptomycin

PGN

RBC Lysis Buffer (10X)

RPMI-1640 Medium

Hersteller

Fresenius Kabi

Biozym

Europa Bioproducts Ltd
Sigma-Aldrich

Mibe

Otto Fischar GmbH
Carl Roth
Sigma-Aldrich

Carl Roth
Sigma-Aldrich
Gibco

Pan-Biotech
Pan-Biotech
Sigma-Aldrich
BioLegend®
Gibco



29

Thermo Scientific™ Proteinase K Fisher Scientific

TMB, Tetramethylbenzidin Sigma-Aldrich

Tween® 20 RPI

UltraPure™ Destilled Water Invitrogen by Life Technologies

DNase/RNase Free

2.2.3 Kits

Tab. 3: Verwendete Kits
Kit Hersteller
ELISA MAX™ Standard Set Human IL-8 BioLegend®
Epinephrine ELISA Kit Abnova® Corporation
GeneJET Whole Blood Genomic DNA Thermo Scientific

Purification Kit

Human IFNy ELISA Set Diaclone
Noradrenaline ELISA DRG Diagnostics
2.2.4 Medien

Tab. 4: Zusammensetzung des Einfriermediums, 250 ml

25 ml FCS
25 ml DMSO
200 ml RPMI

Tab. 5: Zusammensetzung des Mediums fur das Aussahen von Zellen
500 ml RPMI
5ml Penicillin-Streptomycin
50 ml FCS



30

2.2.5 Verwendete Antikorper und UltraComp eBeads

Tab. 6: Verwendete Antikorper

Anti-human Fluoreszierende Klon

Antikorper
CD3

CD4

CD8
CD11b
CD14

CD14

CD16
CD19

CD45
CD45
CD56
TLR2

Human 3-2
Adrenergic
R/ADRB2

Farbe

PerCP
PE/Cyanine7
PE

PE

Brilliant Violet
421™

PerCP

PE/Cyanine7
Brilliant Violet
421™

FITC

BV421

PerCP

PE

647 /| APC

UCHT1
RPA-T4
HIT8a
ICRF44
M5E2

3G8
HIB19

HI30
HI30
5.1H11
CB225

# 586107

Isotyp

Mouse 1gG1
Mouse 1gG1
Mouse IgG1
Mouse 1gG1
Mouse
lgG2a

Mouse IgG1
Mouse IgG1

Mouse 1gG1
Mouse IgG1
Mouse 1gG1
Mouse

lgG2a

Monoclonal
Mouse 1gG1

Hersteller

BioLegend®
BioLegend®
BioLegend®
BioLegend®
BioLegend®

Becton Di-
ckinson
BioLegend®
BioLegend®

BioLegend®
BioLegend®
BioLegend®
BioLegend®

R&D SYS-
TEMS®

Cat

300430
300512
300908
301306
301830

345786

302015
302234

304006
304032
362526
148603

FAB100
401R-
100UG

- UltraComp eBeads™ Compensations Beads — Invitrogen (ThermoFisher Scientific)
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2.2.6 LightSNiP Assays (Tib Molbiol)

Tab. 7: Positionen der untersuchten Punktmutationen

Codiertes Sequenz Po-

Protein sition
Rs1042713 ADRB: GCAGCGCCTTCTTGCTGGCAC- 16

CCAAT GAAGCCATGCGCCCGGACCA-
CGACGT
Rs1042714 ADRB: ATGCGCCGGACCACGACGTCA- 27
CGCAG AAAGG-
GACGAGGTGTGGGTGGTGGG
Rs1800888 ADRB: ATGGTGTGGATTGTGTCA- 164
GGCCTTA CTCCTTCTTGCCCATTCAGAT-
GCAC

2.3 Methoden

2.3.1 Erythrozyten-Lyse

Mit Hilfe von RBC Lysis Buffer (10X) wurden die Erythrozyten lysiert. Es wurde eine L6-
sung im Verhaltnis von 1:10 mit Lysis Buffer und deionisierten Wasser (Ampuwa) ange-
setzt. Vor Gebrauch wurde die verwendete Menge Lysis Buffer auf Raumtemperatur er-
warmt. Anschlief3end wurden 100 pl Vollblut mit 2 ml der Lysel6sung vermischt. Die Inku-
bation erfolgte fir 15 min bei Raumtemperatur und vor Licht geschutzt. Danach wurde
das Réhrchen bei 1400 rpm fiir 5 min zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen und
das Pellet im Anschluss durch vortexen in der Restflussigkeit resuspendiert. Es erfolgte
eine Spulung mit 3 ml PBS sowie die erneute Zentrifugation mit Verwerfung des Uber-
standes.

2.3.2 Durchflusszytometrie (FACS)
Mit Hilfe der Durchflusszytometrie kann man verschiedenste partikulare Strukturen, wie
z. B. Immunzellen untersuchen. Dabei reichen wenige Mikroliter einer Probe aus, um die

Granularitat, GroRe und Beschaffenheit m. H. von Lasern zu ermitteln. Das Licht der Laser
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trifft auf die vorbeiflieRenden Partikel, wobei Streulicht in Abhangigkeit zur Gro3e und
Granularitat entsteht. Dieses wird von lichtempfindlichen Sensoren gemessen und verar-
beitet. Trifft Licht auf die Detektoren, entsteht eine elektrische Spannung. Diese ist pro-
portional zum Signalimpuls und dem gemessenen Merkmal. Ein Beispiel ist die GroRe
eines Partikels. Je groRer das Partikel, desto grofRer ist die elektrisch gemessene Span-
nung. Signale konnen am besten Uber die Flache unter der entstandenen Impulskurve
(FSC-Area oder SSC-Area) quantifiziert werden. Vorwarts gestreutes Licht (Forward
Scatter, FSC) gibt Aufschluss auf die GroRRe eines Partikels. Seitwarts gestreutes Licht
(Side Scatter, SSC) ist ein Mal} fur die Lichtbrechung im 90° Winkel und beschreibt die
Granularitat, Inhomogenitat und Form eines Partikels. Zusatzliche Informationen erhalt
man durch Hinzufigen von farbgebenden Molekilen (Fluorochrome), die an den Zellen
binden. Diese Technik haben wir genutzt, um das Vorhandensein von Antigenen, v. a.
von ADRB2 und deren Expressionsmenge auf der Oberflache von verschiedenen Zellty-

pen durch fluoreszierende AK zu bestimmen.

Vor der ersten Messung wurde eine Kompensation durchgefuhrt, damit sich die Messda-
ten von verschiedenen Fluoreszenzfarbstoffen mit sich uberlappenden Spektra nicht ge-
genseitig verfalschen. Fur jede verwendete Farbe wurde zur Kompensation jeweils 1 pl
markierter AK in ein Reagenzréhrchen gegeben sowie ein Tropfen Compensations Be-
ads. Nach Vortexen erfolgte eine 10 min lange Inkubationsphase der Losung im Kuhl-
schrank, sodass die AK binden konnten. Danach wurde die LOsung mit PBS gewaschen,
damit nicht gebundene AK die Kompensation nicht beeinflussen. Um das Volumen der
Ldsung zu erhdhen, verdiinnte man sie mit 200 pyl PBS. FSC und SSC wurden beim Ein-
lesen von neuen Zellproben angepasst. Die Spannungspeaks von jedem Fluorochrom
sollten bei der Kompensationseinstellung ungefahr bei 104 V liegen. Die Durchflussge-
schwindigkeit wurde je nach Zelldichte angepasst. Es wurde dabei darauf geachtet, dass

die Threshold rate unter 2.000 Events pro Sekunde lag, um Messfehler zu vermeiden.

Die Daten wurden mit dem Programm FlowJo _v10.7.1 ausgewertet. Dabei erfolgte fol-

gende Gating Strategie:
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Abb. 1: Gating der verschiedenen Zelltypen aus den Lymphozyten

A) Lymphozyten des Blutes, B) Lymphozyten des Blutes im Einzelgate, C) CD45+ Lym-
phozyten des Blutes, D) Lymphozyten der Aszites, E) Lymphozyten der Aszites im Ein-
zelgate, F) CD45+ Lymphozyten der Aszites, G) CD3+ T-Lymphozyten, H) CD4+ T-Hel-
fer-Zellen, I) CD8+ Zytotoxische T-Zellen, J) CD19+ B-Lymphozyten, K) T-Helfer-Zellen
ohne ADRB2-AK, L) T-Helfer-Zellen mit ADRB2-AK, M) Zytotoxische T-Zellen ohne
ADRB:2-AK, N) Zytotoxische T-Zellen mit ADRB2-AK
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Abb. 2: Gating der NK/NKT-Zellen (CD56+) aus den Lymphozyten

A) Lymphozyten des Blutes, B) Lymphozyten im Einzelgate, C) CD45+ Lymphozyten,
D) CD16+/- ,CD56+ NK/NKT-Zellen, E) CD56Md" und CD56"" NK/NKT-Zellen, F)
CD56Mig" NK/NKT-Zellen ohne ADRB2-AK, G) CD56Mi9" NK/NKT-Zellen mit ADRB2-AK,
H) CD56“°" NK/NKT-Zellen ohne ADRB2-AK, |) CD56%°% NK/NKT-Zellen mit ADRB2-AK
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Abb. 3: Gating der Monozyten/Makrophagen mit und ohne ADRB:
A) Monozyten des Blutes B) CD45+ Monozyten/Makrophagen, C) CD14+ Monozy-
ten/Makrophagen, D) CD14+ Monozyten/Makrophagen ohne ADRB2-AK, E) CD14+ Mo-
nozyten/Makrophagen mit ADRB2-AK
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Die Daten fur die TLR2-Expression (siehe Abb. 17) entstammen der gleichen Gating-Stra-
tegie, nur das im letzten Schritt TLR2-AK anstatt ADRB2-AK verwendet wurden.

Um die Blut- und Aszitesproben fur die Durchflusszytometrie vorzubereiten, wurden fol-

gende weitere Methoden durchgefuhrt.

2.3.3 Isolation von mononuklearen Asziteszellen

Die Aszitesproben der Patienten hatten ein Volumen zwischen 200 ml und 2500 ml. Zuerst

wurde der Aszites der jeweiligen Patienten in 50 ml Falcons fur 5 min bei 1300 revolutions

per minute (rpm) zentrifugiert. Die entstandenen Zellpellets wurden in einem 50 ml Falcon

mit ca. 20 ml Uberstand resuspendiert.
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Fur die Untersuchungen m. H. der Durchflusszytometrie wurden pro bendétigtes Reagenz-
rohrchen eine Erythrozyten-Lyse mit 100 ul aufkonzentrierte Asziteszellen oder 100 pl
Vollblut durchgeflihrt. Die restlichen Asziteszellen wurden zur Isolation der peripheren
mononuklearen Blutzellen (PBMC) mittels Dichtegradientenzentrifugation isoliert. Nach
dem Lysieren von Aszites und Blut wurden verschiedene Rohrchen mit unterschiedlichen
AK angesetzt. Von dem ADRB2-AK wurden pro Probenrohrchen 5 pl verwendet, von allen
anderen AK sind 1 pl zur Farbung ausreichend gewesen. Zur Kontrolle gab es immer ein

Reagenzrohrchen, indem kein ADRB2-AK enthalten war.

2.3.4 Isolierung von PBMC mittels Dichtegradientenzentrifugation (Pancoll)

Far die Isolierung von PBMC des Blutes wurden 2 Heparin-Rohrchen Vollblut (ca. jeweils
5-9 ml)in ein 50 ml Falcon Uberfihrt und mit PBS aufgeflllt. Fir Aszites wurden aquiva-
lent zum Blut ca. 18 ml des konzentrierten Aszites verwendet. Nun wurden 15 ml Pancoll
in ein 50 ml Falcon gegeben und mit dem verdinnten Blut bzw. Aszites Uberschichtet.
AnschlieRend wurde die Probe bei 1000 xg (2400 rpm) fur 20 min ohne Bremse zentrifu-
giert. Die weil3e Zellschicht, die sich nach dem Zentrifugieren intermediar gebildet hat,
wurde mit einer Glaspipette vorsichtig abgenommen und in ein neues 50 ml Falcon uber-
fuhrt. Danach wurde das Falcon auf 50 ml mit PBS aufgefullt und bei 500 xg (1750 rpm)
fir 10 min mit Bremse zentrifugiert. Nach der Zentrifugation wurde der Uberstand abge-
nommen und das Pellet in 15 ml PBS resuspendiert. Als Zwischenschritt konnten zu die-
sem Zeitpunkt die Zellen m. H. einer Trypan-blau-Farbung gezahlt werden. Trypan-blau
ist ein Farbstoff, der vorzugsweise in der Mikroskopie zur Uberprifung der Zellviabilitat
verwendet wird. Lebende Zellen verfugen Uber eine intakte Zellmembran, sodass der
Farbstoff nicht in das Zellinnere eindringen kann. Im Gegensatz dazu ist die Zellmembran
bei toten Zellen beschadigt, wodurch der Farbstoff eindringen und die Zelle blau farben
kann (Strober, 2015). Fur die Farbung wird eine 1:1 Verdunnung aus 10 pl Farbstoff und
10 pl Probe hergestellt. Mit Hilfe des EVE™ Automatic cell counter konnen die Zellen
gezahlt und anhand des prozentualen Anteils an blau-gefarbten Zellen die Viabilitat be-
rechnet werden. Nach dieser Unterbrechung der Isolierung von PBMC wurde nun die re-

suspendierte Probe ein letztes Mal bei 350 xg (1350 rpm), fir 10 min mit Bremse zentri-
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fugiert. Der Uberstand wurde abgenommen und das Pellet in Einfriermedium resuspen-
diert. Pro Kryovial, welches beflllt werden sollte, wurden 1000 pl Einfriermedium hinzu-
geflgt und eingefroren (1. Tag in -80 °C, ab 2. Tag in -150 °C).

2.3.5 DNA-Isolation

Damit die untersuchten Patienten genotypisiert werden kdnnen, muss die DNA aus Voll-
blut isoliert werden. Die DNA Isolation wurde mit dem Kit von Thermo Scientific nach fol-
gendem Protokoll durchgefuhrt: Im ersten Schritt wurden 200 pl Vollblut mit 20 ul Pro-
teinase K in einem Mikroreaktionsgefal® vermischt. Anschlielfend wurden 400 pl Lysis
Solution hinzugefugt und gevortext. Danach erfolgte die Inkubation bei 56 °C fur 10 min.
Nun wurden 200 pl Ethanol (96 - 100 %) beigefugt, gevortext und im Anschluss in ein Spin
Column tberfuhrt. Die Spin Colum wurde fur 1 min bei 6000 xg zentrifugiert. Dabei waren
zwei Durchgange mit jeweils 410 pl notwendig, um die Column nicht zu Uberfullen. Der
Durchfluss wurde verworfen und der Einsatz in ein neues Reaktionsgefall uberfuhrt. Jetzt
wurden 500 ul des Wash Buffer I, der mit Ethanol versetzt worden war, in die Spin Column
gegeben und fur 3 min bei maximaler Geschwindigkeit (= 20000 xg) zentrifugiert. Der
Durchfluss wurde verworfen und die Saule erneut fur 1 min zentrifugiert. Anschliel3end
wurde sie in ein neues Mikroreaktionsgefal® gesetzt und mit 200 pl Elution Buffer befullt.
Nach zwei min Inkubation bei Raumtemperatur erfolgte eine Zentrifugation fir 1 min bei
8000 xg. Die gewonnene Flussigkeit enthielt die DNA und wurde m. H. des NanoDrops
auf ihre Menge und Reinheit gepruft. Dazu wurden 1,5 yl der Probe bendtigt. Das Absorp-
tionsmaximum von DNA liegt bei 260 nm. Das Absorptionsverhaltnis 260/280 ist ein Indi-
kator fUr eine Proteinverunreinigung. Man spricht von einer reinen DNA-Probe, wenn der
Wert = 1,8 ist.

2.3.6 PCR - Polymerase-Kettenreaktion

Die Polymerase-Kettenreaktion (englisch Polymerase Chain Reaction, PCR) ist eine en-
zymatische Methode zur Vervielfaltigung von Desoxyribonukleinsaure (DNA) in vitro. Die
Bezeichnung ,Kettenreaktion“ beschreibt, dass Produkte vorheriger Zyklen als Ausgangs-
stoffe fur folgende Zyklen dienen und sich das gewunschte DNA-Fragment so exponenti-

ell vermehren lasst.
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In einem Thermocycler werden 20 - 50 Zyklen mit dem zu vervielfaltigenden DNA-Frag-
ment, der DNA-Polymerase, freien Nukleotiden und sequenzspezifischen Primern durch-

gefuhrt. Jeder Zyklus besteht aus drei Schritten:

1. Denaturierung: Zuerst wird die doppelstrangige DNA auf ca. 95 °C erhitzt, wodurch
die Wasserstoffbrickenbindungen zwischen den komplementaren Basen geldst
werden. Danach liegt die DNA in Einzelstrangen vor.

2. Primerhybridisierung: Im zweiten Schritt lagern sich bei 55 °C bis 65 °C die spezi-
fischen Primer (Oligonukleotide) an das 3‘-Ende der komplementaren Gensequenz
an. Die genaue Temperatur ist von der Nukleinsauresequenz und der verwendeten
Primer abhangig.

3. Amplifikation: Durch die DNA-Polymerase werden an den Primern von 3 nach &°
komplementare Basen angelagert, sodass zwei Doppelstrange am Ende des ers-
ten Zyklus entstehen. Die Temperatur hangt vom Arbeitsoptimum der DNA-Poly-
merase ab (68 - 72 °C). Polymerasen kdnnen ungefahr 500 - 1000 Basenpaare pro

min polymerisieren.

2.3.6.1 LightCycler-Sonden zur Genotypisierung

Zum Nachweis der drei ausgewahlten nicht-synonymen Polymorphismen Thr164lle
(rs1800888), Arg16Gly (rs1042713) und GIn27Glu (rs1042714) im ADRB>-Gen eignen
sich Schmelzkurven-basierte real time PCR Tests wie das Light-SNiP Verfahren. Die drei
LightSNiP-Sonden wurden von der Firma TIB MOLBIOL hergestellt. Die Proben wurden
in einem Endvolumen von 10 pl angesetzt. Enthalten waren 1 yl DNA-L6sung, 5 ul gPCR
Master Mix (Thermo Fisher Scientific), 3,5 yl destilliertes Wasser und 0,5 ul LightSNiP
Reagent Mix (TIB MOLBIOL). Die Durchfuhrung erfolgt in zwei Schritten: PCR Amplifika-
tion und Schmelzkurvenanalyse. Die LightSNiP-Sonden sind fluoreszenz-markiert und
Uberspannen die zu analysierende DNA-Sequenz, ohne am Amplifikationsprozess teilzu-
nehmen. Nach Hybridisierung nimmt die Fluoreszenz der Sonde stark zu. Diese Anderung
der Fluoreszenz, die ausschlielllich durch die Sonde zustande kommt, wird durch
Schmelzkurvenanalysen nachgewiesen. Jede Fehlpaarung, die sich im Uberspannten Se-

quenzbereich der Sonde befindet, reduziert die Wasserstoffbrickenbindungen und in
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Folge dessen die Schmelztemperatur. Verschiedene Variationen destabilisieren die Was-
serstoffbrickenbindungen unterschiedlich, was zu spezifischen Schmelzpunkten fuhrt,
wodurch Polymorphismen identifiziert werden kdnnen (Cheli et al., 2015). Dementspre-
chend dissoziieren die Sonden bei einer mutierten Gensequenz oft zu einem friheren
Zeitpunkt. Die perfekt gepaarten Sonden auf der Wildtypsequenz dissoziieren wegen der
vielen Wasserstoffbrickenbindungen erst bei einer hoheren Schmelztemperatur. Dies
wird m. H. von verschiedenen Schmelzkurvenpeaks visualisiert. Die homozygot-mutierte
Variante und der homozygote Wildtyp weisen jeweils einen Schmelzkurvenpeak auf, hin-
gegen zeigt der heterozygote Genotyp zwei Peaks. Ein Vorteil dieser Methode ist, dass
sie beliebige Mutationen detektieren kann. Diese liegen unter der Sonde, wodurch meis-
tens eine Unterscheidung von mehr als nur zwei Varianten bzw. einer Mutation méglich
ist. Unerwartete oder neue Mutationen kénnen durch Sonden von TagMan® wahrschein-
lich als falsch homozygote Proben dargestellt werden (TIB MOLBIOL, 2022). Ein weiterer
Vorteil des Light-SNiP Verfahrens ist der korrekte Nachweis der Genotypen, die Repro-

duzierbarkeit und die Einfachheit der Technik.

0.001

-dFfdT

0.000 \/’7

40.00 44.00 48.00 52.00 56.00 60.00 64.00 68.00 72.00 76.00 §0.00 84.00 §8.00 92.00 96.00
Temperature

Abb. 5: Beispiel fur die verschiedenen Schmelzkurvenpeaks
Sonde ADRB2, rs1042714; blau = Wasserkontrolle, tirkis = homozygot mutierter Genotyp,
orange = heterozygot mutierter Genotyp, pink = homozygoter Wildtyp
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Tab. 8: Reaktionsprotokoll fur die gPCR

Vorgang Temperaturin °C Zeitdauer Heizrate in °C/s
1. Aufheizen des Deckels 100
2. Initiale Denaturierung 95 10 min 4.4
3. Denaturierung 95 10s 4,4
4. Primerhybridisierung 60 10s 2,2
5. Amplifikation 72 15s 4.4
6. Schmelzkurve 95 30s 4,4
37 10's 1,5
97 1s -
7. Abkuhlung 37 30s 1,5

Die Schritte 3 - 5 wurden 45 Mal wiederholt.

2.3.7 Zellkultur und -Stimulation

Fur die folgenden ELISA wurden die bereits isolierten Zellen, die m. H. der Pancoll-Me-
thode aus Vollblut und Aszites gewonnen werden konnten, verwendet. Zu Beginn wurde
ein 15 ml Falcon mit 9 ml des zuvor angesetzten RPMI-Mediums (enthalt FCS und Peni-
cillin-Streptomycin) vorbereitet. Die bei -150 °C eingefrorenen Zellen wurden im Wasser-
bad fur 1 - 2 min bei 37 °C aufgetaut. Das gesamte Zellvolumen (1 ml) wurde in das Falcon
mit Medium gegeben und anschlief3end fir 5 min bei 700 rpm zentrifugiert. Nachdem die
Zentrifugation abgeschlossen war, wurde der Uberstand verworfen und das Pellet in 1 ml
Medium resuspendiert und weitere 4 ml hinzugefugt. Die Zellen wurden m. H. des EVE™
Automatic cell counters gezahlt. Dazu wurde eine 1:1 Lésung mit Trypan-blau angesetzt.
Fur die Bestimmung von Interleukin-8 (IL8) und Interferon-y (IFNy) wurden auf einer 48-
Well Platte 50.000 Zellen in insgesamt 200 pl Medium pro Well ausgesat. Darin enthalten
waren folgende Konzentrationen der Stimulanzien: Propranolol: 5 pyg/ml, PGN: 100 ng/ml
und LPS: 100 ng/ml. Die Abb. 2 zeigt ein Schema zur Zellstimulation fur die IL8- bzw.
IFNy-Bestimmung. Fur die Untersuchungen von Adrenalin und Noradrenalin wurden
100.000 Zellen pro Well auf einer 24-Well Platte in jeweils 500 pl Medium ausgesat. Ne-
ben den Kontrollen, die unstimuliert blieben, wurden die restlichen Zellen mit 100 ng/ml
PGN oder 100 ng/ml LPS stimuliert. Die Stimulation erfolgte Uber Nacht im Inkubator bei
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37 °C und 5 % Kohlenstoffdioxid (COz2). Nach dem Ende der Stimulation wurde der Uber-
stand am Folgetag in eine 96-Well Platte mit Rundboden Uberfuhrt und anschlieffend bei
810 xg fiir 10 min zentrifugiert. Danach wurde der Uberstand ohne Zellen in eine neue 96-
Well Platte tberfiihrt. Der Uberstand wurde nun fiir die folgenden Versuche direkt ver-

wendet oder bei - 20 °C gelagert.

Kontrolle LPS PGN
Kontrolle LPS PGN
LPS PGN
Propranolol
Propranolol Propranolol
LPS PGN
Propranolol
Propranolel  Propranolol

Abb. 6: Schema der Stimulation

2.3.8 ELISA

Der Enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) ist ein Verfahren, um einzelne Proteine
wie beispielsweise Interleukin oder Interferon nachzuweisen. Teil dieser Methode ist die
natlrliche Reaktion des Immunsystems auf Fremdstoffe, die sogenannte Antikorper-Anti-
gen-Reaktion. Wird eine Substanz als fremd erkannt, werden AK gebildet, die an den
Fremdstoffen binden und diese markieren. Zur Detektion von einem bestimmten Protein
muss der spezifische AK bekannt sein. Bei einem Sandwich-ELISA werden zwei primare
AK verwendet, die spezifisch an unterschiedlichen Epitopen des Antigens binden. Der
erste primare AK, der sog. Coating Antibody wird m. H. eines speziellen Puffers am Boden
einer Mikrotiterplatte immobilisiert. Nach Zugabe der zu untersuchenden Probe bindet das
AG-tragende Protein wahrend einer Inkubationsphase an den AK (AK-AG-Komplex). Im
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Anschluss wird die Platte gewaschen, um ungebundene Substanzen zu entfernen. Nun
wird ein zweiter primarer AK hinzugegeben, der auch an dem Protein bindet, der sog.
Detection Antibody. Nach erneutem Waschen erfolgt die Zugabe eines sekundaren Nach-
weis-AK, der mit einem Enzym konjugiert ist und am zweiten primaren AK bindet. Nach
Zugabe eines Substrates erfolgt eine enzymatische Reaktion, die zu einer Farbreaktion
fuhrt. Die Intensitat der Farbung wird Uber die Absorption bei 450 nm gemessen und
stimmt mit der Konzentration des Proteins proportional Uberein.

Bei einem kompetitiven ELISA bendtigt man keinen zweiten markierenden AK. Ein Refe-
renz-AG ist als feste Phase an den Boden der Mikrotiterplatte gebunden. In die Vertiefun-
gen der Platte wird die Probe und der AK hinzugegeben. Bei Vorhandensein des AG in
der Probe konkurriert es mit dem Referenz-AG um die vorhandenen Bindungsstellen der
AK. Nach einer Inkubationszeit befindet sich das System im Gleichgewicht und nicht ge-
bundene Substanzen werden durch Waschen entfernt. TMB als Substrat verursacht an-
schlieend die Farbreaktion. Das Signal verhalt sich gegensatzlich zu der anderen ELISA-
Methode. Je mehr AG in der Probe vorhanden ist, desto geringer fallt die Farbreaktion
aus, da nur wenige AK-Bindungsstellen vom markiertem Referenz-AG besetzt sind (um-
gekehrte Proportionalitat). Die Konzentrationen kdnnen m. H. von einer Standardkurve

ermittelt werden.

In den Uberstanden der Zellkultur-Experimente wurden IL8- und IFNy m. H. eines Sand-
wich-ELISA, Adrenalin- und Noradrenalin mit einem kompetitiven ELISA gemessen. Die
jeweilige Durchfuhrung erfolgte mit den spezifischen ELISA-Kits nach Herstellerangaben.
Die Absorption der Farbungen wurde m. H. des Photometers Sunrise von Tecan® und
dem Programm Magellan 6 bei 450 nm mit der Referenzwellenlange bei 620 nm gemes-
sen. Die Verdiinnungen des Uberstandes wurden anhand von Vorversuchen probenab-
hangig variiert, um im messbaren Bereich zu liegen. Die Verdinnungen bei dem IL8-
ELISA lagen zwischen 1:1 und 1:40. Im Gegensatz zu den Aszitesproben bendtigten Blut-
proben und die Kontrollproben ohne Stimulanz eine geringere Verdlinnung, um im Detek-
tionsbereich zu liegen. Der Uberstand fiir die IFNy-Messung wurde unverdiinnt aufgetra-
gen. Fur die Untersuchung von Adrenalin und Noradrenalin wurden bei dem kompetitiven

ELISA 200 ul der Uberstande unverdiinnt verwendet.
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3. Ergebnisse

3.1 Charakteristik der Kohorten

FUr die verschiedenen Untersuchungen wurde auf Kohorten mit insgesamt 929 DNA-Pro-
ben und den dazu gehdrigen klinischen Daten des UKBs zurickgegriffen, deren Einzel-
heiten in Tab. 9 aufgefihrt sind. Die Kohorte von Patienten mit Leberzirrhose und Aszites
wurde in zwei Subgruppen unterteilt: Patienten, die eine SBP erlitten haben und Patienten
ohne SBP. Das Durchschnittsalter in den beiden Gruppen der erkrankten Personen war
mit 59,5 und 58,2 Jahren nahezu gleich. Die gesunde Kontrollkohorte war etwas alter mit
durchschnittlich 65,2 Jahren. Die Verteilung des Geschlechts war dagegen ungleich. Bei
den Patienten mit Aszites war die Mehrheit mannlich (67,4 % ohne SBP /69,4 % mit SBP),
demgegenuber gestellt war der Anteil des mannlichen Geschlechts bei der Kontrollgruppe
mit 44,8 % in der Minderheit.

Tab. 9: Demographie, klinische- und Labordaten der genetischen Studienkohorte

Aszites ohne Aszites mit Gesunde

SBP SBP Kohorte
Gesamtzahl n =338 n=197 n =394
Alter, median (range) 59,5 (23-92) 58,2 (23-82) 65,2 (28-94)
Geschlecht (% mannlich / weiblich) 67,4/32,6 69,4 /30,6 44,8 / 55,2
Bilirubin [mg/dl], Mittelwert (M) £ SD | 3,95 + 6,02 4,10 £ 5,74 -
ALT [IU/], (M £ SD) 63,0+ 133,9 56,3 £ 166,6 -
AST [IU/], (M £ SD) 954 +152,3 132,4+410,3 -
GGT [IU/], (M £ SD) 228,9+£229,2 160,5+ 155,6 -
Thrombozyten [*103/ul], (M £ SD) 155,4 £138,9 141,7 £102,7 -
MELD (M £ SD) 16,0 + 6,6 18,8 £ 8,0 -

Daruber hinaus wurden 13 Patienten neu in die bestehenden Kohorten aufgenommen,
mit deren Einwilligung weitere Untersuchungen m. H. von Blut und Aszites zur weiteren
phanotypischen und funktionellen Charakterisierung der Immunzellen durchgefuhrt wer-
den konnten. In der Tab. 10 sind die Labordaten, demographische und klinische Daten

der 13 neu-rekrutierten Patienten aufgefuhrt. Es gibt eine grofiere Spannbreite beim Alter
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(41 bis 78 Jahren) und beim MELD (8 bis 35); manche Patienten nehmen Beta-Blocker

ein, andere nicht.

Tab. 10: Demographie, klinische- und Labordaten der 13 neuen Patienten

Neue Kohorte

Gesamtzahl n=13
Alter, median, (range) 60,3 (41-78)
Geschlecht (% mannlich / weiblich) 53,8 /46,2
Z.n.SBP (%), n 23,1 (n=3)
Osophagusvarizen (n: 0/1/2/ 3) 4/6/21/1)
HCC (%) 0

PPI (%), n 76,9 (n =10)
Rifaximin (%), n 23,1 (n=3)
Beta-Blocker (%), n 30,8 (n =4)
Nierenersatzverfahren 15,4 (n =2)
Natrium [mmol], (M £ SD) 138,9 + 21,6
Kreatinin [mg/dl], (M £ SD) 1,7+£1,5
Albumin [g/1], (M £ SD) 259+43
Bilirubin [mg/dl], (M £ SD) 6,7 +8,0
GOT [Iu/], (M £ SD) 126,8 + 158,5
GPT [IU/1], (M £ SD) 63,1+71,8
GGT [Iu/], (M £ SD) 2246 + 200,2
AP [IU/N], (M £ SD) 163,3 £ 62,2
Hb [g/dl], (M + SD) 10,3+ 2,3
INR, (M = SD) 1,41+04
CRP [mg/l] 33,2+30,4
Leukozyten [*10%/ul], (M + SD) 9,6 +6,4
Thrombozyten [*10%/ul], (M + SD) 139,9 + 63,7
MELD (M), SD 19 (8-35)
Child (n: A, B, C) 0/6/7)
Aszites-Leukos [/ul], (M = SD) 205,9 £ 141,3
Aszites-Neutros [/ul], (M £ SD) 60,9 + 83,0
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Aszites-Gesamteiweil} [g/1], (M £ SD)
Verstorben innerhalb von 3 Monaten (%), n

10,7 £ 4,9
30,8 (n = 4)

3.2 Die Verteilung der verschiedenen Zellpopulationen im Blut und Aszites

Bei der Untersuchung von Zellen m. H. der Durchflusszytometrie (siehe Abb. 1, 2, 3 und
4) konnten Unterschiede zwischen der Verteilung der Zellpopulationen zwischen Blut und
Aszites bei den 13 erkrankten Patienten festgestellt werden (siehe Tab. 12). Der durch-
schnittliche Lymphozyten-Anteil war im Aszites fast dreifach so hoch wie im Blut (62,1 %
zu 21,7 %) und auch die Monozyten/Makrophagen-Population betrug das Doppelte
(16,1 % zu 7,9 %). Im Blut Uberwog v. a. die Granulozyten-Population (70,4 %).

Tab. 11: Verteilung der Zellpopulationen der 13 Patienten

Zellpopulation mit Range Aszites Blut
Lymphozyten (% der CD45+ Zellen) 62,1 21,7
(17,2-83,6) (6,2-42,7)
Monozyten/Makrophagen (% der CD45+ Zellen) 16,1 7,9
(1,7 - 50,5) (2,8-12,6)
Granulozyten (% der CD45+ Zellen) 21,9 70,4
(2,9-75,6) (1,8 - 89,6)
T-Lymphozyten (CD3+) (% im Lymphozyten Gate) 731 75,5
(48,8-914) (51,1-86,9)
T-Lymphozyten (CD4+) (% der CD3+ Zellen) 61,0 69,6
(32,9-87,2) (49,6-924)
T-Lymphozyten (CD8+) (% der CD3+ Zellen) 35,2 24,0
(12,4-659) (7,1-50,2)
B-Lymphozyten (CD 19+) (% im Lymphozyten Gate) 4,7 6,3
(0,95 - 15,6) (1,7 -9,7)
NK/NKT-Zellen (% im Lymphozyten Gate) 17,6 16,0
(7,4 - 35,7) (6,5-37,7)
NK/NKT-Zellen (CD56M9") (%) 11,8 6,0
(2,2 -34,1) (1,1-16,4)
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NK/NKT-Zellen (CD56%) (%) 88,1 94,0
(65,9 -97,8) (83,6 - 98,9)

Die Verteilung der verschiedenen Populationen ist in Abb. 7 sowie in Abb. 8 veranschau-
licht. Wie bereits beschrieben, unterscheiden sich die Zellpopulationen bezuglich der Lym-
phozyten (p = 0,013) und Granulozyten (p = 0,001) signifikant zwischen Blut und Aszites.

Bei den Monozyten/Makrophagen (p = 0,068) war ein deutlicher Trend zu sehen (siehe
Abb. 3).

p=0013 p=0,068 p=0,001 [C] Aszites

1004 | 1 [ ] [ 1
1 Biut

80 Whiskers: 10- 90 %

60—

40-

Population (%)

Abb. 7: Verteilung der Zellpopulationen im Blut und Aszites
Statistische Analyse mit dem Wilcoxon-Mann-Whitney U-Test; n = 13

Abb. 8 zeigt die verschiedenen Lymphozyten-Populationen und ihre Verteilung im Blut
und Aszites. Die zytotoxischen T-Zellen (p = 0,022) kommen im Aszites im Vergleich zum
Blut viel haufiger vor. Die CD4+ T-Helfer-Zellen (p = 0,052), CD19+ B-Lymphozyten
(p = 0,068), CD56"i9" (p = 0,094) und CD56°" (p = 0,091) NK/NKT-Zellen zeigten einen
Trend fur eine unterschiedliche Verteilung zwischen Blut und Aszites.
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Abb. 8: Die verschiedenen Lymphozyten und ihre Verteilung im Blut und Aszites
Statistische Analyse mit dem Wilcoxon-Mann-Whitney U-Test; n =13

3.3 Die Expression von ADRB:2 auf Immunzellen im Blut und Aszites von Patienten
mit Leberzirrhose

Die Abb. 9 und Abb. 10 zeigen, dass Immunzellen sowohl im Blut als auch im Aszites bei
Patienten mit Leberzirrhose ADRB2 exprimieren. Eine relativ hohe Expression von ADRB2
fand sich auf den NK/NKT-Zellen, den zytotoxischen T-Zellen und den Monozyten/
Makrophagen. In Abb. 9 werden die Zellen des angeborenen Immunsystems und die je-
weilige Expression dargestellt. Es gab keinen signifikanten Unterschied bezlglich der
ADRB2-Expression zwischen den Kompartimenten Blut und Aszites. Im Blut wurde ge-
ringgradig mehr ADRB2 exprimiert. Im Gegensatz dazu zeigt Abb. 10 signifikante Unter-
schiede der Expression auf den Immunzellen des erworbenen Immunsystems zwischen
den verschiedenen Kompartimenten. Bei allen Zelltypen: T-Lymphozyten (p = 0,001), T-
Helfer-Zellen (p = 0,012), zytotoxische T-Zellen (p = 0,054) und den B-Lymphozyten
(p = 0,036) ist ein deutlicher Trend bzw. das Signifikanzniveau erreicht. Es wird mehr

ADRB:2 im Aszites bei Menschen mit Leberzirrhose exprimiert als im Blut.
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Abb. 9: Die Expression von ADRB:2 als Prozent der angegebenen Zellpopulation des
angeborenen Immunsystems
Statistische Analyse mit dem Wilcoxon-Mann-Whitney U-Test; n = 13
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Abb. 10: Die ADRB2-Expression als Prozent der angegebenen Zellpopulation des er-
worbenen Immunsystems
Statistische Analyse mit dem Wilcoxon-Mann-Whitney U-Test; n = 12
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Des Weiteren konnte ein Zusammenhang mit der Expression von ADRB2 auf den Immun-
zellen im Blut / Aszites und den verschiedenen Genotypen der nicht synonymen Polymor-
phismen rs1042713 und rs1042714 gefunden werden. Bei allen Immunzellen ist dieser
Zusammenhang zu erkennen, wird aber nur bei wenigen signifikant.

Die Expression auf CD4+ T-Lymphozyten korreliert mit den Genotypen des Polymorphis-
mus rs1042713 im Blut (p = 0,035) und im Aszites (p = 0,035) (Vgl. Abb. 11) sowie fur
CD8+ T-Lymphozyten (Blut p = 0,035; Aszites p = 0,035). Zirrhotiker mit dem homozygo-
ten Wildtyp (GG) haben eine deutlich hdhere ADRB2-Expression als Patienten mit dem
homozygot mutierten Genotyp (AA). Ein Trend zeichnet sich auch bei den NK/NKT-Zellen
(p=0,071; r=0,517) und den Monozyten/Makrophagen (p = 0,098; r = 0,478) im Aszites
sowie im Blut bei den B-Lymphozyten (p = 0,057; r = 0,563) ab.

B: Blut B: Aszites
r=0,609 r=0,609
15+ p=0,035 154 p =0,035
& &
2 104 7 104
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GG GA AA GG GA AA
ADRB, rs1042713 Genotypen ADRB, rs1042713 Genotypen
n=3 n=8 n=1 n=3 n=8 n=1

Abb. 11: Prozentuale ADRB2-Expression bezogen auf die gesamten CD4+ T-Lymphozy-
ten in Abhangigkeit vom ADRB2-Polymorphismus rs1042713
Statistische Analyse nach Spearman-Rho; r = Korrelationskoeffizient
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Abb. 12: Prozentuale ADRB2-Expression bezogen auf die gesamten CD4+ T-Lympho-
zyten in Abhangigkeit vom ADRB2-Polymorphismus rs1042714
Statistische Analyse nach Spearman-Rho

In Abb. 12 ist die Korrelation zwischen dem rs1042714 Polymorphismus und der ADRB2-
Expression auf den CD4+ T-Lymphozyten im Blut (p = 0,142; r = 0,450) und im Aszites

(p = 0,142; r = 0,450) dargestellt. Bei diesem Polymorphismus erkennt man eine Steige-
rung der ADRB2-Expression bei den mutierten Genotypen CG und GG sowohl im Aszites
als auch im Blut. Bei den CD56M9" NK/NKT-Zellen ist ein leichter Trend vorhanden

(p = 0,098; r = 0,479), wie auch bei anderen Immunzellen, die aber nicht signifikant wer-

den.

3.4 Assoziation genetischer Polymorphismen im ADRB2 mit SBP bei Leberzirrhose
Zur Feststellung, ob genetische Polymorphismen im ADRB2 mit dem Auftreten von SBP
als prototypische, durch bakterielle Translokation ausgeloste Infektion von Patienten mit
Leberzirrhose assoziiert sind, wurden insgesamt DNA-Proben von 535 erkrankten Perso-
nen und 394 gesunden Personen, deren Daten in Tab. 9 dokumentiert sind, bezuglich der
Polymorphismen rs1042713, rs1042714 und rs1800888 genotypisiert. In der Tab. 11 ist
die Genotyp-Verteilung der verschiedenen ADRB2-Polymorphismen veranschaulicht. Bei
den Untersuchungen konnten keine signifikanten Unterschiede bei der Verteilung der Ge-
notypen zwischen Patienten mit und ohne SBP bezlglich der drei Polymorphismen im

Vergleich zum homozygoten Wildtyp festgestellt werden.
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Tab. 12: Genotyp-Verteilung der ADRB2-Polymorphismen
Statistische Analyse nach Pearson-Chi-Quadrat

Genotyp Aszites Pati- Aszites Pati- Gesunde p vs. p vs.
enten mit enten ohne Kontrollen ohne Gesund
SBP SBP SBP
Gesamtzahl (n) n=197 n =338 n =394
ADRB:
rs1042713 0,523 0,335
GG 71 (36,0 %) 138 (40,8 %) 154 (39,1 %)
GA 90 (45,7 %) 146 (43,2%) 186 (47,2 %)
AA 36 (18,3 %) 54 (16,0 %) 54 (13,7 %)
ADRB:
rs1042714 0,559 0,347
CcC 79 (40,1 %) 120 (35,5%) 134 (34,0 %)
CG 86 (43,7 %) 161 (47,6 %) 190 (48,2 %)
GG 32 (16,2 %) 57 (16,9 %) 70 (17,8 %)
ADRB:
rs1800888 0,320 0,652
CcC 193 (98,0 %) 326 (96,4 %) 388 (98,5 %)
CT 4 (2,0 %) 12 (3,6 %) 6 (1,5 %)

3.5 Noradrenalin- und Adrenalin-Sekretion von Immunzellen bei Patienten mit Le-
berzirrhose

Die Abb. 13 und Abb. 14 zeigen das Verhalten von mononuklearen Immunzellen aus Blut
und Aszites von 13 Patienten mit Leberzirrhose ohne und mit Stimulation durch die bak-
teriellen Zellwandbestandteile LPS oder PGN bezulglich der Adrenalin bzw. Noradrenalin
Sekretion. In. Abb. 13 wird die Sekretion von Adrenalin dargestellt. Die Sekretion von nicht
stimulierten PBMC (p = 0,049) und stimulierten PBMC mit PGN (p = 0,028) ist im Blut
signifikant hoher als im Aszites. Allerdings lassen sich im Aszites die Immunzellen signi-
fikant mehr m. H. von LPS (p = 0,043) stimulieren als im Blut. Diese Aussage stimmt auch

fur Noradrenalin, allerdings wird hier das Signifikanzniveau nicht erreicht (Vgl. Abb. 14).
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Der Unterschied bezuglich der Sekretion zwischen Blut und Aszites ist bei Noradrenalin
nicht zu erkennen.
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Abb. 13: Sekretion von Adrenalin durch Immunzellen aus Aszites und Blut

Statistische Analyse mit dem Wilcoxon-Mann-Whitney U-Test; Stimulierte und nicht sti-
mulierte PBMC aus Blut und Aszites von 13 Patienten; Adrenalin-Messung m. H. eines
ELISA der Uberstande, LPS: 100 ng/ml, PGN: 100 ng/ml
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Abb. 14: Sekretion von Noradrenalin von Immunzellen aus Aszites und Blut
Statistische Analyse mit dem Wilcoxon-Mann-Whitney U-Test; Stimulierte und nicht sti-
mulierte PBMC aus Blut und Aszites von 13 Patienten; Noradrenalin-Messung m. H. ei-
nes ELISA aus den Uberstéanden, LPS: 100 ng/ml, PGN: 100 ng/ml
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Die Abb. 15 zeigt die Korrelation von der sezernierten Noradrenalin-Menge von PBMC im
Blut zum MELD. Je héher die Noradrenalin-Konzentration ist, desto groRer ist die Uberle-
benswahrscheinlichkeit. Dies sieht man auch in Abb. 16, in der die Noradrenalin-
Produktion von unstimulierten mononuklearen Zellen aus dem Aszites im Zusammenhang
zum Uberleben dargestellt ist. Patienten mit einer Noradrenalin-Konzentration Uber

40 pg/ml zeigen einen deutlichen Trend fiir ein langeres Uberleben (p = 0,054).

300
° r=0,565
p = 0,047

200

100+

Noradrenalin (pg/ml)
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Abb. 15: Korrelation der Noradrenalin-Sekretion und dem MELD-Score
Statistische Analyse mit Spearman-Rho; Noradrenalin-Messung durch ELISA aus dem
Uberstand der PBMC-Stimulation des Blutes
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Abb. 16: Uberlebenskurven in Abhadngigkeit der Noradrenalin-Produktion
Statistische Analyse mit Spearman-Rho; Noradrenalin-Produktion unstimulierter mono-
nukledrer Zellen aus dem Aszites im Zusammenhang zum Uberleben (in %)
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3.6 Der Einfluss von nicht-selektiven Beta-Blocker auf die Ausschuttung von Zyto-
kinen

In den folgenden Abbildungen wird der Einfluss des Beta-Blocker Propranolol auf die Aus-
schittung von Zytokinen durch Immunzellen aus dem Blut und Aszites von Patienten mit
Leberzirrhose gezeigt. Beta-Blocker konnten einen Einfluss auf die Sekretion haben. Die
meisten Saulenpaare zeigen, dass die Ausschuttung von IFNy durch die Immunzellen in
Anwesenheit von einem Beta-Blocker geringer ausfallt. Dabei spielt es keine Rolle, ob die
Immunzellen nicht, mit LPS oder mit PGN stimuliert wurden (Vgl. Abb. 17). Signifikant
wird der Einfluss von Beta-Blockern im Aszites bei der Stimulation durch LPS im Vergleich
zu LPS + Beta-Blocker (p = 0,006).
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Abb. 17: Beeinflussung der IFNy-Ausschuttung durch Beta-Blocker im Blut und Aszites
Whiskers 10 — 90 %; Statistische Analyse mit dem Wilcoxon-Mann-Whitney U-Test;

IFNy-Werte m. H. der Uberstande der Zellstimulation von 10 Patienten mittels ELISA,
Beta-Blocker: 5 pg/ml Propranolol, LPS: 100 ng/ml, PGN: 100 ng/ml
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Die Abb. 18 zeigt den direkten Vergleich der IFNy-Menge nach Sekretion durch Immun-
zellen mit und ohne Stimulation von Aszites und Blut. Die unstimulierten Immunzellen
reagieren sehr ahnlich, was die Ausschittung von IFNy und die Hemmung durch Propra-
nolol betrifft. Ein signifikanter Unterschied ist jedoch bei den stimulierten Immunzellen zu
sehen. Die Immunzellen des Aszites haben eine signifikant hdhere Ausschuttung an IFNy
nach Stimulation durch LPS (p = 0,016). Ein Trend ist bei den stimulierten Immunzellen

mit LPS und Propranolol (p = 0,074) sowie PGN und Propranolol (p = 0,078) zu erkennen.
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Abb. 18: Vergleich der IFNy-Ausschittung von Immunzellen aus Blut und Aszites
Statistische Analyse mit dem Wilcoxon-Mann-Whitney U-Test; IFNy-Werte m. H. der
Uberstande der Zellstimulation von 10 Patienten mittels ELISA, Beta-Blocker: 5 pg/ml
Propranolol, LPS: 100 ng/ml, PGN: 100 ng/ml

Bei allen Immunzellen des Blutes und Aszites wird die IL8-Ausschuttung signifikant durch
die Stimulation mit Propranolol beeinflusst (siehe Abb. 19). Lediglich im Blut bei den un-

stimulierten Zellen ist es ein Trend (p = 0,067).
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Abb. 19: Beeinflussung der IL8-Ausschittung durch Beta-Blocker in Blut PBMC und As-

zites PBMC

Statistische Analyse mit dem Wilcoxon-Mann-Whitney U-Test; IL8-Werte m. H. der Uber-
stande der Zellstimulation von 11 Patienten mittels ELISA, Beta-Blocker: 5 ug/ml Propra-
nolol, LPS: 100 ng/ml, PGN: 100 ng/ml

Vergleicht man in Abb. 20 die IL8-Ausschuttung von Immunzellen im Blut und Aszites
miteinander fallt auf, dass im Aszites im Gegensatz zum Blut auch die unstimulierten Im-
munzellen gréllere Mengen von IL8 ausschitten (p = 0,007). Die mit Propranolol
stimulierten Immunzellen erreichen im Vergleich das Signifikanzniveau p = 0,010.
Generell kann man beobachten, dass die Immunzellen im Aszites deutlich mehr IL8 als
im Blut sezernieren. Bei den stimulierten Zellen mit PGN (p = 0,032) und bei der
Stimulation mit PGN und Propranolol (p = 0,054) ist der Unterschied signifikant bzw. ein

eindeutiger Trend.
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Abb. 20: Vergleich der IL8-Ausschuttung von Immunzellen aus Blut und Aszites
Statistische Analyse mit dem Wilcoxon-Mann-Whitney U-Test; IL8-Werte m. H. der Uber-
stande der Zellstimulation von 11 Patienten mittels ELISA, Beta-Blocker: 5 ug/ml Propra-
nolol, LPS: 100 ng/ml, PGN: 100 ng/ml

Um fur den signifikanten Unterschied der IL8-Sezernierung bei stimulierten Immunzellen
durch PGN im Aszites im Vergleich zu Blut eine Erklarung zu finden, wurde die TLR2-
Expression, dem Rezeptor fir PGN, auf Immunzellen im Blut und Aszites miteinander
verglichen. In der Abb. 21 ist zu erkennen, dass die Expression von TLR2 im Aszites
signifikant bei den Monozyten/Makrophagen (p = 0,031) und den T-Helfer-Zellen
(p = 0,031) erhdht ist.
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Abb. 21: TLR2-Expression auf den Immunzellen im Blut und Aszites
MFI = Mittlere Fluoreszenzintensitat; TLR2-Werte und Zellpopulationen m. H. der Durch-
flusszytometrie von mononuklearen Zellen von 6 Patienten

Die sezernierte IL8-Menge von Immunzellen des Aszites korrelierte negativ mit dem
MELD (p = 0,048). Je mehr IL8 von den Immunzellen sezerniert wurde, desto hoher war
die Uberlebenswahrscheinlichkeit in den 90 Tagen nach Studieneinschluss (siehe
Abb. 22). Diese Aussage wird durch Abb. 23 A bestatigt, in der ein signifikanter Unter-
schied (p = 0,024) der IL8-Menge bei Uberlebenden im Vergleich zu Verstorbenen deut-
lich wird. Wie zu erwarten, unterschied sich auch der MELD zwischen Patienten, die in-
nerhalb von 90 Tagen verstarben oder Uberlebten, signifikant (p = 0,036)
(siehe Abb. 23 B).



60

6000 ° p =0,048
i r=0,615
E 4000
o
Z
o
= 2000
0 T T T T 1
5 10 15 20 25 30

MELD

Abb. 22: |L8-Expression von isolierten PBMC aus Aszites nach Pancoll gemessen im
Uberstand

Statistische Analyse nach Spearman-Rho; IL8-Messung durch ELISA aus dem Uber-
stand der PBMC-Stimulation des Blutes von 11 Patienten und deren MELD
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Abb. 23: Zusammenhang zwischen IL8 bzw. MELD und dem Uberleben ber 90 Tage
Statistische Analyse mit dem Wilcoxon-Mann-Whitney U-Test; IL8-Messung durch
ELISA aus dem Uberstand der PBMC-Stimulation des Blutes von Patienten bzw. MELD
Werte im Bezug zu dem Uberleben
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3.7 Der Einfluss von Beta-Blocker auf die Expression von ADRB:2 auf den Immun-
zellen

Beta-Blocker, die von Patienten mit Leberzirrhose eingenommen werden, haben einen
Einfluss auf die Expression von ADRB:2 auf den Immunzellen im Blut und Aszites (Vgl.
Abb. 24). Bei Patienten die Beta-Blocker einnehmen, zeigen alle Immunzellen eine er-
hohte ADRB2-Expression. Dabei wird das Signifikanzniveau v. a. bei Immunzellen im Blut
erreicht z. B. T-Helfer-Zellen (CD4+) (p = 0,016) (siehe Abb. 24 A) und bei Monozy-
ten/Makrophagen (CD14+) (p = 0,034) (siehe Abb. 24 B). Das Signifikanzniveau fur die
Beeinflussung von der ADRB2-Expression durch Beta-Blocker im Blut und Aszites wird
bei den zytotoxischen T-Zellen (CD8+) (p = 0,016; p = 0,016) sowie bei B-Lymphozyten
(CD19+), mit einem Trend im Blut (p = 0,073) und einem signifikanten Unterschied im
Aszites (p = 0,016) erreicht (Vgl. Abb. 24 A und B). Granulozyten (CD11b+) exprimieren
signifikant mehr ADRB2 im Aszites (p = 0,003) (siehe Abb. 24 B). In der Abb. 24 C sind
die verschiedenen NK/NKT-Zellen (CD56+) und ihre Expressionen abgebildet. Auch hier
zeigt sich der Effekt, dass die Expression v. a. im Blut gesteigert wird (CD56+: p = 0,020;
CD56Mi9": p = 0,018; CD56°%: p = 0,011).
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Abb. 24: Der Einfluss von Beta-Blocker auf die ADRB2-Expression auf den Immunzellen
Statistische Analyse mit dem Wilcoxon-Mann-Whitney U-Test; ADRB2 Expression der Zel-
len mittels Durchflusszytometrie bei Zirrhotikern gemessen; T-Lymphozyten (CD3+), T-
Helfer Zellen (CD4+), Zytotoxische-T-Zellen (CD8+), Granulozyten (CD11b+), Monozy-
ten/Makrophagen (CD14+), B-Lymphozyten (CD19+), NK-/NKT-Zellen (CD56+), jegliche
Art von Beta-Blocker
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4. Diskussion

Ziel der vorliegenden Arbeit ist die Klarung der Hypothese, ob Immunzellen im Blut und /
oder in der Peritonealhdhle von Patienten mit Leberzirrhose mit Aszites durch Katechola-
mine in ihrer Funktion beeinflusst werden kdnnen und ob Immunzellen durch eigene Ka-
techolamin-Produktion an einer solchen Modulation Teil haben. Im Rahmen dessen soll
auch untersucht werden, ob Beta-Blocker auf die Immunzellfunktion in vitro oder geneti-
sche Polymorphismen im Beta-2-Adrenozeptor auf die Haufigkeit von Peritonitiden einen

Einfluss haben.

4.1 Immunregulation bei Leberzirrhose durch Katecholamine und Zytokine

Die Funktion des Immunsystems ist bei Patienten mit Leberzirrhose deutlich gestort
(Wilde und Katsounas, 2019). Wie bereits in der Einleitung erlautert, spielen Katechola-
mine eine wichtige Rolle bei der Regulation der angeborenen Immunreaktion gegenuber
Pathogenen (Godinho-Silva et al., 2019). Eine in vivo Stimulation von Immunzellen wie
Makrophagen und lymphatischen Zellen durch bakterielle Bestandteile, die auch bei einer
Zirrhose auftreten kann, fuhrt in der Muskulatur des Darms von Mausen uber ADRB2-
Rezeptoren und Noradrenalin zu einem pro-inflammatorischen Zustand (Gabanyi et al.,
2016; Moriyama et al., 2018). Auch Untersuchungen zu pathophysiologischen Aspekten
der Katecholamine im Zusammenhang von Lebererkrankungen wie hepatozellularen Kar-
zinom, Leberfibrose und der Steatosis Hepatis bekommen zunehmend Beachtung ge-
schenkt (Lelou et al., 2022). Kupffer- und Sternzellen werden z. B. durch Adrenalin und
Noradrenalin aktiviert und fuhren zu einem entzindlichen Milieu in der Leber, das die Ent-
wicklung einer Leberfibrose beglnstigt (Bioulac-Sage et al., 1990; Eisenhofer et al., 2002;
Mann et al., 1991).

Da es durch Storungen der Immunregulation bei Patienten mit fortgeschrittener Leberzir-
rhose zu vermehrt auftretenden und potentiell tddlich verlaufenden Infektionen kommt,
wurden im Rahmen dieser Arbeit Katecholamine und inflammatorische Zytokine in den
verschiedenen Kompartimenten Blut und Aszites genauer untersucht, um deren Einfluss

auf das Immunsystem in den verschiedenen Kompartimenten besser zu charakterisieren.
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4.1.1 Inflammatorische Zytokine

Eine weitere Fragestellung war, inwieweit Katecholamine die Sekretion von Zytokine
durch mononukleare Zellen beeinflussen. Dazu wurden mononukleare Zellen aus den
verschiedenen Kompartimenten Blut (entsprechend PBMC) und Aszites sowohl auf die
spontane Sezernierung von inflammatorischen Zytokinen untersucht, als auch auf eine
Sezernierung, die durch bakterielle Bestandteile (LPS und PGN) stimuliert wurde. Dabei
konnte festgestellt werden, dass mononukleare Zellen sowohl in Blut als auch Aszites
spontan oder m. H. eines Stimulus Zytokine wie IL8 und IFNy sezernieren kdnnen (Vgl.
Abb. 18, 20). Die klinische Bedeutung der Immunreaktion im Aszites wurde dadurch un-
termauert, dass die Menge von spontan ex vivo sezerniertem IL8 negativ mit dem MELD
korrelierte und umgekehrt passend dazu die Uberlebenswahrscheinlichkeit in den 90 Ta-
gen nach Studieneinschluss mit der Menge an sezernierten IL8 durch Immunzellen im
Aszites fur Zirrhotiker gestiegen ist (siehe Abb. 22 und 23). Auch weitere Ergebnisse legen
nahe, dass das Immunsystem in Blut und Aszites funktionelle Unterschiede aufweist:
Die IFNy-Sekretion im Aszites ist bei Stimulation durch LPS signifikant hdher als im Blut
(Vgl. Abb. 18). Auch die IL8-Sekretion unterscheidet sich zwischen Blut und Aszites sig-
nifikant bei unstimulierten Zellen (p = 0,007) sowie durch PGN stimulierte Zellen (p =
0,032) (Vgl. Abb. 20). Eine mdgliche Erklarung fur die deutliche Stimulierbarkeit durch
PGN und gréfRere Sezernierungsmenge an IL8 der Zellen im Aszites kdnnte die Hochre-
gulation von TLR2, dem Rezeptor fir PGN, auf den Immunzellen im Aszites sein. Auf-
grund dessen wurden die Immunzellen auf die TLR2-Expression untersucht. Dabei konnte
tatsachlich eine signifikant hohere Rezeptor-Menge auf den Oberflachen von Monozy-
ten/Makrophagen und T-Helfer-Zellen im Aszites im Vergleich zu Blut gefunden werden
(Vgl. Abb. 21). Diese Ergebnisse zeigen, wie wichtig es sein kann, das Immunsystem
nicht nur im Kompartiment Blut, sondern z. B. auch in der Peritonealhohle bei Patienten
mit Aszites zu berlcksichtigen.

In der Literatur findet man ahnliche Ergebnisse: So sind die proinflammatorischen Zyto-
kine IL8 und TNFa, die u. a. von Makrophagen bzw. natirlichen Killerzellen sezerniert
werden konnen, bei Patienten mit Aszitesinfektion im Aszites erhdht; zusatzlich kann die
Produktion und Sekretion nachweislich Uber T-Zell-Rezeptoren gesteuert werden (Kiyici
et al., 2006). In einer prospektiven Studie von Abdel-Razik et al. (2015) wurden die Zyto-
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kin-Spiegel in den verschiedenen Kompartimenten bei Patienten mit und ohne SBP mit-
einander verglichen. Bei Patienten mit SBP war im Vergleich zu Patienten ohne SBP ein
signifikanter Anstieg der TNFa und IL6 Spiegel im Serum und im Aszites zu erkennen
(TNF-a: Serum 155 £ 19.5 vs. 98 + 16.5 pg/ml; p < 0.001 und Aszites 498 £ 34.5 vs. 242
+12.4 pg/ml; p < 0.001; IL-6: Serum 132 + 47.5 vs. 55.5 + 24.3 ng/ml; p < 0.001; Aszites
553 £ 213 vs. 195 + 62 ng/ml; p < 0.001). Zusatzlich war die sezernierte Menge im Aszites
deutlich héher als im Serum.

Auch Aszites-NK-Zellen weisen einen besonderen Phanotyp auf und sind an der lokalen
Immunabwehr gegen translozierende Bakterien bei SBP und an der Regulation von einer
proinflammatorischen Zytokin-Ausschuttung beteiligt und konnen so zur Gbermaligen Im-
munaktivierung fuhren (Lutz et al., 2019). Der Einfluss von LPS auf die Zytokin-Produktion
von IL8 in den Monozyten wurde u. a. von Rontgen (2005) bestatigt. Die Bedeutung der
Regulierung der Zytokine sowie Lymphozyten und Makrophagen findet sich auch im Zu-
sammenhang mit Endometriose. Eine Studie von Krasnyi et al. (2019) zeigt die Bedeutung
der Konzentration von Zytokinen in der Peritonealflissigkeit von Frauen mit Endometri-
ose. Es wird veranschaulicht, dass eine Entwicklung der Erkrankung im Zusammenhang
mit einer unzureichenden entzindlichen und entzindungshemmenden Aktivitat der Mak-
rophagen stehen konnte. Die Aktivitat von Peritonealmakrophagen und die Produktion
von proinflammatorischen Zytokinen kann durch eine erhéhte Produktion von IFNy stimu-
liert werden; die Regulierung scheint bei Endometriose beeintrachtigt zu sein, was Veran-

derungen im Zytokin-Profil verursacht (Sukhikh et al., 2004).

4.1.2 Der Einfluss von Katecholamine auf PBMC

Zur Klarung, ob Immunzellen von Katecholaminen beeinflusst werden kénnen, wurde das
Vorhandensein von ADRB: als einer der daflir notwendigen Rezeptoren auf der Zellober-
flache von Immunzellen im Blut und Aszites untersucht. Es konnte in beiden Komparti-
menten auf allen untersuchten Zellen des Immunsystems ADRB2 gefunden werden. Da-
bei fiel auf, dass die Expression von ADRB:2 im Blut starker bei Zellen des angeborenen
Immunsystems ausgepragt war und im Gegensatz dazu im Aszites v. a. die Zellen des
erworbenen Immunsystems signifikant mehr Rezeptoren fur Katecholamine aufwiesen
(Vgl. Abb. 9, 10). NK/NKT-Zellen, zytotoxische T-Zellen und Monozyten/Makrophagen

wiesen von allen Immunzellen die hochste Expression von ADRB:2 auf ihrer Oberflache
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auf (siehe Abb. 1 - 4, 9, 10). Dagegen ist die mittels FACS gemessene Expression von
ADRB? (als Unterschied in der AK-Bindung gegentiber der Kontrolle) bei T-Helfer Zellen
oder CD11b+ Granulozyten beispielsweise gering (Abb. 1 - 4). Bei The Human Protein
Atlas (2023) gibt es eine Ubersicht tiber die ADRB2 mRNA-Expression der verschiedenen
Zelltypen des Blutes. Hier zeigt sich z. B., dass naive CD4+ T-Zellen nur eine marginale
ADRB? mRNA-Expression aufweisen, wahrend CD4+ Gedachtnis-T-Zellen eine hohere
Expression zeigen. Durch diese unterschiedliche Expression auf unterschiedlichen Sub-
typen kann die Gesamtpopulation weniger positiv erscheinen, obwohl einige Subtypen
eine hohere Expression aufweisen. Die ADRB2-Expression schwankt auch von Patient zu
Patient. So wurden in der vorliegenden Arbeit z. B. fur CD4+ T-Zellen des Blutes Werte
zwischen < 0,5 % und 12,1 % ADRB? positiver Zellen ermittelt. Eine hohere Schwan-
kungsbreite an biologischen Messwerten zwischen individuellen erkrankten Patienten ist
aber ein haufig anzutreffendes Phanomen.

Moglicherweise ist die teils niedrige ADRB2-Expression je nach Zelltyp und bei einzelnen
Patienten ein Grund, warum dieser bisher nur wenig Beachtung geschenkt wurde. Eine
geringe Expression ist aber nicht mit einer geringen biologischen Relevanz gleichzuset-
zen. Auch in anderen Studien wurden ADRB: auf der Oberflache von Immunzellen gefun-
den und zudem deren Bedeutung im Krankheitsverlauf wie beispielsweise bei Brustkrebs
und Herzerkrankungen hervorgehoben (Tanner et al., 2021; Wei et al., 2021). Bei Patien-
ten mit chronischen rheumatischen Erkrankungen konnte eine verringerte Menge von
ADRB2 auf PBMC nachgewiesen werden, die negativ mit verschiedenen Parametern der
Krankheitsaktivitat korrelierte (Wahle et al., 1999). In der vorliegenden Arbeit ergab sich

kein Zusammenhang zwischen der ADRB2-Expression und klinischen Parametern.

Des Weiteren wurde untersucht, ob Katecholamine durch PBMC produziert und sezerniert
werden konnen. Dazu wurden mononukleare Immunzellen von Blut und Aszites von Pa-
tienten mit Leberzirrhose auf eine Sekretion von Adrenalin und Noradrenalin untersucht.
Dabei konnte eine Sekretion von Katecholaminen in beiden Kompartimenten festgestellt
werden (siehe Abb. 13, 14). Es ist davon auszugehen, dass die mononuklearen Zellen
die Katecholamine selber bilden. Fur neutrophile Granulozyten, Lymphozyten und Mo-
nozyten/Makrophagen ist gezeigt, dass sie die notwendigen Enzyme inklusive Tyrosin-

Hydroxylase, die zur Katecholamin-Synthese bendtigt werden besitzen (Barnes et al.,
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2015; Bergquist et al., 1994; Flierl et al., 2008, 2007). Katecholamine kdnnen auch von
Immunzellen aufgenommen werden. Es ist aber nicht bekannt, ob Immunzellen die so
aufgenommenen Katecholamine auch wieder sezernieren kdnnen (Cosentino et al., 1999;
Flierl et al., 2008). Eine Wiederaufnahme spielt allerdings im Rahmen dieser Arbeit ver-
mutlich eine geringe Rolle, da das Kulturmedium, in dem die Zellen resuspendiert wurden,
wohl kaum Katecholamine in hoherer Menge beinhalten sollte.

Um zu untersuchen, ob bakterielle Infektionen die Katecholamin-Produktion beeinflussen
konnten, wurden anschlieRend die Immunzellen durch die bakteriellen Zellwandbestand-
teile LPS oder PGN stimuliert. Auch bei diesen Untersuchungen wurden Unterschiede
zwischen Blut und Aszites festgestellt. Noradrenalin wurde in beiden Kompartimenten un-
gefahr gleich produziert und war nicht signifikant durch LPS oder PGN beeinflussbar (Vgl.
Abb. 14). Die Sekretion von Adrenalin von unstimulierten und stimulierten PBMC im Blut
war bei unstimulierten und PGN-stimulierten Immunzellen signifikant hoher als im Aszites.
Allerdings lief3en sich nur die Immunzellen im Aszites durch LPS signifikant in ihrer Adre-
nalin-Produktion stimulieren (siehe Abb. 13), sodass als Ergebnis die Fahigkeit von Im-
munzellen, Katecholamine zu sezernieren wahrscheinlich wird.

Ein mdglicher klinischer Zusammenhang fand sich beziiglich Noradrenalin und dem Uber-
leben; je mehr Noradrenalin spontan von den Immunzellen aus dem Aszites produziert
wurde, desto héher war die Uberlebenswahrscheinlichkeit (siehe Abb. 16). Dementspre-
chend korrelierte die Noradrenalin-Produktion auch negativ mit dem MELD (Vgl. Abb. 15).
Rontgen (2005) untersuchte die Beziehung zwischen Immunsystem und Nervensystem
in Bezug auf die proinflammatorische Immunantwort von Monozyten und deren Produk-
tion von proinflammatorischen Interleukine IL6, IL8 und IFNa, da sie eine besondere Rolle
in der Frihphase des Systemic Inflammatory Response Syndrome sowie der Sepsis spie-
len. Die Zellen wurden wie in unseren Untersuchungen m. H. von LPS stimuliert. Dabei
wurde die Zytokin-Expression von Monozyten aus Vollblut von gesunden Probanden m.
H. der Durchflusszytometrie gemessen sowie eine Dosis-Wirkungs-Kurve fur IL8 und
IFNa angefertigt. Zusatzlich wurde der Einfluss von Katecholamine, die haufig im Rahmen
der Intensivtherapie bei einer Sepsis verabreicht werden, im Zusammenhang mit der Zy-
tokin-Produktion von Monozyten untersucht. Rontgen stellte fest, dass es einen hemmen-
den Einfluss auf die Zytokine durch Noradrenalin bei niedriger LPS-Konzentration im Voll-
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blutmodell der Sepsis gibt, davon ausgeschlossen IL8, sodass Noradrenalin sowohl posi-
tive als auch negative Auswirkungen auf die Monozyten-Funktion bezuglich der Zytokin-
Expression haben konnte, die durch die LPS-Konzentration beeinflusst wird.
In einer Studie von Kavelaars (1997) wurden menschliche PBMC mittels Pancoll isoliert
und im Anschluss kultiviert. Monozyten wurden 18 h mit LPS und verschiedenen Konzent-
rationen von ADRB2-Agonisten stimuliert. Es konnte gezeigt werden, dass ADRB2-Ago-
nisten, die durch LPS und IL-1B induzierte Produktion von IL8 durch menschliche Mo-
nozyten verstarken. Dartber hinaus steigerte die ADRB2-Aktivierung die Freisetzung von
IL8 und die mRNA-Expression fur IL8 in der humanen monozytaren Zelllinie U937. Die
ADRB2-Aktivierung dieser Zellen fuhrte zusatzlich zu einer erhohten Produktion des ent-
zundungshemmenden Zytokins IL10, welches nicht an der Regulierung der IL8-Produk-
tion beteiligt ist. Es wird vermutet, dass die IL8-Produktion Uber eine erhéhte cAMP-Bil-
dung vermittelt wird.

In einer weiteren Studie wurde die Wirkung von Adrenalin auf die LPS-induzierte IL8-Pro-
duktion m. H. von humanen Vollblut untersucht. Adrenalin verursachte einen dosisabhan-
gigen Anstieg der LPS-induzierten IL8-Produktion, der ausschlie3lich Uber ADRB-Rezep-
toren vermittelt wurde. Auch die Erhdhung der zellularen zyklischen cAMP-Konzentration,
verstarkte die LPS-induzierte IL8-Produktion. Die Adrenalin-induzierte Hochregulierung
der IL10-Produktion verdeckte eine noch ausgepragtere stimulierende Wirkung dieses
Hormons auf die IL8-Synthese (van der Poll und Lowry, 1997). Dieses Zusammenspiel
zwischen ADRB2-Agonisten und der IL8-Expression konnte ein Indiz fur die Reproduzier-
barkeit unserer Ergebnisse darstellen, dass Noradrenalin und IL8 beide mit einer erhdhten
Uberlebenswahrscheinlichkeit von Patienten mit Leberzirrhose einhergehen (siehe auch
Abb. 15/16, 22/23). So kann die Steigerung der IL8-Produktion ein Weg der ADBR2-Ago-
nisten wie Katecholamine sein, um Entziindungsreaktionen zu beeinflussen.

In einer Ubersichtsarbeit von Benschop et al. (1996) wird beschrieben, dass Katechola-
mine die Zirkulation von NK-Zellen und Granulozyten beeinflussen. Die Veranderung der
Lymphozyten-Zirkulation scheinen v. a. durch die Aktivierung von ADRB:2 vermittelt zu
werden. Bei der Krankheitsentwicklung einer Autoimmun-Enzephalomyelitis spielen No-
radrenalin und die ADRB2-Signalubertragung in Immunzellen eine entscheidende Rolle
(Araujo et al., 2019). Zur Frage, inwieweit Katecholamine bei Patienten mit Leberzirrhose

zur Rekrutierung von Immunzellen in das Blut oder in den Aszites beitragen, kann unsere
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Arbeit keine Aussage treffen. Alles zusammen zeigt den grof3en Einfluss von Katechola-
minen auf verschiedene Krankheitsverlaufe und deren Bedeutung fur die weitere For-

schung.

4.2 Einfluss von Beta-Blocker auf die Immunregulation

4.2.1 Einfluss von Propranolol auf die ADRB2-Expression ex vivo

Es wurde der Einfluss des unselektiven Beta-Blockers Propranolol auf die ADRB2-Expres-
sion ex vivo und auf die Zytokin-Sekretion von Immunzellen in vitro untersucht. Dabei
wurde die ADRB2-Expression auf den Immunzellen im Blut und Aszites von Patienten mit
Zirrhose mit und ohne Beta-Blocker Einnahme gemessen. Hierbei konnte festgestellt wer-
den, dass eine Beta-Blocker Einnahme mit einer numerisch erhéhten ADRB2-Expression
in beiden Kompartimenten auf verschiedenen Immunzellen assoziiert war (siehe Abb. 24).
Ein auch statistisch signifikanter Unterschied war bei den zytotoxischen T-Zellen, im Blut
bei Monozyten/Makrophagen, T-Helfer-Zellen und NK/NKT-Zellen sowie im Aszites bei B-
Lymphozyten zu finden (Vgl. Abb. 24).

In der Literatur finden sich lediglich andere Studienansatze die m. H. von Mausen arbeiten
und dementsprechend nur indirekt mit den Resultaten der vorliegenden Arbeit verglichen
werden konnen. Die Studie von Tsai et al. (2020) beschaftigte sich beispielsweise mit der
Rolle der erhdhten Anzahl von ADRB in der Milz bei Zirrhosepatienten mit portaler Hyper-
tension, die haufig im Zusammenhang mit einer bakteriellen Translokation, Immundys-
funktion und Splenomegalie zu finden ist. Es wurde bei Mausen, die anschlieRend in ver-
schiedene Gruppen unterteilt wurden in vivo eine Zirrhose induziert, um Auswirkungen
und Mechanismen einer Beta-Blocker-Therapie zu untersuchen. Dabei wurde sowohl das
Serum der Mause auf Zytokine untersucht, als auch das Milzgewebe in vitro. Bei zirrhoti-
schen Mausen konnte eine signifikant erhéhte Menge an Zytokinen (INFy, TNFa und IL35)
sowie eine verringerte Menge an IL10 im Serum festgestellt werden, die durch chronische
Propranolol-Behandlung umgekehrt wurden. Die Werte zeigten einen ahnlichen Trend im
Milzgewebe. Auch die erh6hte ADRB2-Expression in der Milz bei den an Zirrhose erkrank-
ten Mausen konnte durch Einnahme von Beta-Blocker reduziert sowie die T-Lymphozy-

ten-Funktion normalisiert werden.
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In einer weiteren Untersuchung konnte nach Gabe von Propranolol auf Leberzellen eine
verringerte Expression von ADRB: festgestellt werden (Wang et al., 2018). Diese Unter-
suchungen fanden in vitro m. H. von Leberkrebszellen (HepG2 und HepG2.2.15) sowie
mit gesunden menschlichen Leberzellen (HL-7702) statt. Die Proliferation sowie der Ein-
fluss von Propranolol wurde durch Western Blotting, Durchflusszytometrie und quantitati-
ver PCR untersucht. Meines Wissens gibt es keine vergleichbaren Daten zur ADRB2-Ex-
pression auf Blut- und Aszites-Immunzellen von Patienten mit dekompensierter Leberzir-
rhose, was den Vergleich zur Literatur erschwert.

Insgesamt ist der Einfluss der Einnahme von Beta-Blocker auf die ADRB2-Expression auf
Immunzellen noch wenig untersucht. Eine kompensatorische Hochregulation der Rezep-
toren unter Beta-Blocker-Therapie, wie durch die vorliegenden Daten nahegelegt, er-
scheint plausibel. Die erhdhte Expression unter Beta-Blocker-Therapie auf mehreren Im-
munzellen in verschiedenen Komponenten ist ein weiterer Hinweis auf die pathophysiolo-
gische Relevanz des Katecholamin-Systems fur die zellulare Immunfunktion von Patien-

ten mit Leberzirrhose.

4.2.2 Einfluss von Propranolol auf die Zytokin-Sekretion in vitro

Nicht nur die Ergebnisse der weiter oben genannten Studien, sondern auch die hier erho-
benen Daten legen nahe, dass Beta-Blocker einen Einfluss auf die Zytokin-Sekretion von
Immunzellen aus Blut und im Aszites bei Patienten mit Leberzirrhose haben. Bezlglich
der IFNy-Sekretion zeigte sich bei mononuklearen Zellen aus dem Aszites eine signifikant
niedrigere Sekretion nach Stimulation mit LPS unter Propranolol-Gabe. Bei unseren Un-
tersuchungen konnte festgestellt werden, dass IFNy deutlich weniger von PBMC ausge-
schuttet wurde, wenn sie durch Propranolol in vitro beeinflusst wurden. Dabei spielt weder
das Kompartiment eine Rolle, noch ob die Immunzellen unstimuliert oder durch LPS oder
PGN stimuliert wurden (siehe Abb. 17). Diese Beobachtung traf in deutlich ausgepragte-
rem Mal3e auf die IL8-Ausschuttung von mononuklearen Zellen aus Blut und Aszites zu;
sowohl nach Stimulation mit PGN als auch mit LPS konnte unter Propranolol eine signifi-
kant niedrigere Sekretion gemessen werden (Vgl. Abb. 19).

Die Beobachtung, dass die Sekretion von Zytokine durch Beta-Blocker beeinflusst wer-
den, findet man auch in der Literatur wieder. So konnte bei Patienten mit chronischer

Herzinsuffizienz festgestellt werden, dass Patienten, die Beta-Blocker bzw. Beta-Blocker
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und ACE-Hemmer einnahmen die Noradrenalin-Menge reduziert war und die Produktion
an IL6 und TNFa signifikant niedriger ausfiel. Diese Ergebnisse konnte Gage et al. (2004)
durch die Untersuchung der Zytokin-Ausschittung durch PBMC nach Stimulation in vitro
erlangen. Bei Studien bezuglich der Melanombildung ergab sich, dass Melanomzellen
ADRB-Rezeptoren besitzen, die beim Binden von Noradrenalin zu einer verstarkten Bil-
dung von IL8 und IL6 fuhrten, wodurch es zu einer gesteigerten Angiogenese und Meta-
stasierung kam. Dies stagnierte bei Zelllinien, die mit Propranolol behandelt wurden. Pa-
tienten, die vor der Melanom-Diagnose bereits eine Beta-Blocker-Therapie erhalten ha-
ben, hatten im Vgl. eine reduzierte Melanom- sowie Gesamtsterblichkeitsrate (Hanssen,
2011; Lemeshow et al., 2011; Yang et al., 2009).

Gage et al. (2004) und Gimenez et al. (2018) untersuchten die Einnahme von Beta-Blo-
cker im Zusammenhang bei Patienten mit Leberzirrhose, wahrend einer Dekompensati-
onsphase mit Aszites. Es wurden Blutproben nach 30-minudtiger Ruckenlage in ruhiger
Atmosphare entnommen. Die Proben wurden auf bakterielle DNA untersucht, deren Vor-
handensein sich zwischen Patienten mit und ohne Beta-Blocker-Einnahme nicht unter-
schied. Bei Patienten mit Beta-Blocker-Einnahme lag eine generell erhdhte basale Ent-
zundungsaktivitat vor. Dies aulRerte sich in einer erhdhten phagozytischen Aktivitat und
hoheren unstimulierten Produktion von Serum-Zytokine in Gegenwart von bakterieller
DNA.

Bei Patienten, die keine Beta-Blocker einnahmen, konnte festgestellt werden, dass bei
Vorhandensein bakterieller DNA ein signifikant hoherer Serumspiegel von IL6, IL10 und
IFNy vorlag. Bei Patienten mit Beta-Blocker war dieser Zusammenhang beim Vorhanden-
sein bakterieller DNA nicht nachweisbar. Somit legen diese Daten passend zu unseren
Ergebnissen nahe, dass Beta-Blocker die Zytokin-Reaktion auf inflammatorische Stimuli
abmildern.

Wie bereits in Abschnitt 4.1.2 zitiert, konnten auch Kavelaars (1997), Rontgen (2005) so-
wie van der Poll und Lowry (1997) eine Beeinflussung von ADRB2-Agonisten auf Zytokine
in Verbindung mit LPS feststellen. Passend zu den schon publizierten Daten aus Gimenez
et al. (2018) und Tsai et al. (2020) zeigt die vorliegende Arbeit, dass zumindest in vitro
durch die Zugabe des unselektiven Beta-Blockers Propranolol die Sekretion von IL8 und
IFNy durch mononukleéare Zellen aus Aszites und Blut von Patienten mit dekompensierter
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Leberzirrhose beeinflusst wird und somit auch naheliegt, dass von Immunzellen produ-

zierte Katecholamine einen Einfluss auf die Zytokinproduktion von Immunzellen haben.

4.3 Klinische Bedeutung der unterschiedlichen ADRB2-Genotypen

Durch die schon diskutierten Versuche wurde verdeutlicht, dass Katecholamine das Im-
munsystem bei Zirrhotikern beeinflussen. Im Folgenden wurde die klinische Bedeutung
m. H. der Genotypen-Analyse in Bezug auf SBP untersucht. Dabei konnte kein Unter-
schied in der Verteilung der Genotypen zwischen Patienten mit und ohne SBP gefunden
werden (siehe Tab. 11), sodass bisher keine Daten erhoben wurden, die eine Auswirkung
der Katecholamine bei der Regulation des Immunsystems in Bezug auf klinische End-
punkte bei Patienten mit Leberzirrhose untermauern. Andererseits kann nicht ausge-
schlossen werden, dass genetische Variationen im ADRB2-Rezeptor eine relevante Rolle
spielen. Noch unbekannte Einflussfaktoren oder Regulationsmechanismen konnten eine
entscheidende Rolle gespielt haben, wodurch der Zusammenhang mit den Genotypen in
der Kohorte verschleiert wurde und so der Effekt der Polymorphismen Uberspielt werden
konnte.

Bei der Untersuchung der ADRB2-Expression auf der Oberflache der verschiedenen Im-
munzellen konnte eine unterschiedliche Auspragung bei den verschiedenen Genotypen
des rs1042713 gefunden werden, sodass eine gewisse klinische Auswirkung denkbar
ware (siehe Abb. 11 und 12). Einen Beweis, dass der Einfluss von Katecholamine auf die
Immunfunktion eine bedeutende klinische Auswirkung bei Patienten mit Zirrhose hat,
konnten wir nicht finden. Allerdings spricht die Tatsache, dass IL8 deutlich mitdem MELD
und dem Uberleben korreliert (Vgl. Abb. 22 und 23) und die IL8-Sekretion gleichzeitig
durch die Beta-Blocker-Gabe beeinflussbar war dafur (siehe Abb. 19), dass eine klinische
Bedeutung mdglich ist. Durch die geringe Patientenanzahl (n = 13) ist die Pilot-Studie
nicht dafur geeignet, Hypothesen auszuschlief3en.

In der Literatur gibt es keine vergleichbaren Untersuchungen im Bezug der untersuchten
ADRB2-Polymorphismen und Lebererkrankungen oder derer Komplikationen. Allerdings
sind verschiedene Auswirkungen der drei Polymorphismen auf die Wirkung von Kate-
cholaminen und der Bedeutung von ADRB2 beschrieben, die bereits in der Einleitung bei-
spielhaft wiedergegeben wurden. So kann bei dem Polymorphismus Arg16Gly

(rs1042713) passend zu unseren Daten eine Herabregulierung der ADRB2-Expression
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(Small etal., 2003) sowie die Beeinflussung des Herzkreislaufsystems durch eine starkere
ADRB:2-vermittelte Vasodilatation durch zirkulierende Katecholamine festgestellt werden,
die sich auf die Herzfrequenz, das Herzzeitvolumen, auf eine erhéhte Hyperaktivitat der
Atemwege sowie einer groReren Anfalligkeit flr eine stressbedingte Erhéhung der vis-
zeralen und somatischen sensorischen Funktionen auswirken kann (Cockcroft et al.,
2000; Eisenach et al., 2004; Eisenach und Wittwer, 2010; Kushnir et al., 2013).
Der GIn27Glu (rs1042714) Polymorphismus ist bisher nicht als Modulator der ADRB2-
Expression beschrieben (Small et al., 2003), spielt aber eine Rolle bei Adipositas und der
Agonisten-vermittelten Reaktionsfahigkeit im Bezug des Herzkreislaufsystems (Cockcroft
et al., 2000; Corbalan et al., 2002; Hellstrom et al., 1999).

Die Thr164lle (rs1800888) Variante scheint homozygot-mutiert nicht Gberlebensfahig, da
bisher nur heterozygote Trager gefunden wurden. Die Bindungsaffinitat fur Adrenalin und
Noradrenalin ist verringert (Green et al., 1993). Des Weiteren zeigen heterozygote Trage-
rinnen einen signifikant erhohten systolischen und diastolischen Blutdruck sowie ein er-
héhtes Risiko, an ischamischen Herzerkrankungen zu erkranken (Thomsen et al., 2012).
Einen weiteren Einfluss scheint der Thr164lle-Polymorphismus bei Meningokokkensepsis
zu haben, was in einer Studie von Schoiswohl (2022) untersucht wurde. Die Untersuchun-
gen fanden m. H. von 424 genotypisierten DNA-Proben und den dazu gehdrenden klini-
schen Daten von Kindern mit einer Meningokokkeninfektion sowie einer Kontrollgruppe
(500 gesunde Neugeborene) statt. Dabei konnte festgestellt werden, dass heterozygote
Trager des Thr164lle-Polymorphismus ein 3,4-fach erhdhtes Risiko haben, an Meningo-
kokken zu erkranken (p =0,011). Auch das Risiko eines letalen Verlaufes war im Vergleich
zum Wildtyp um das 3,6-fache erhdht (p = 0,043). Die erhdhte Letalitat durch eine Menin-
gokokkenerkrankung wurden durch die funktionellen Auswirkungen des Polymorphismus
erklart. Er fuhrt beispielsweise zu einer verminderten Venodilatation und Herzfrequenz
sowie einer geringeren inotropen Antwort auf Terbutalin. Aufgrund der geringeren Dichte
an ADRB2-Rezeptoren am Myokard konnten die Auswirkungen des Polymorphismus ein
entscheidender Faktor fiir die verminderte Uberlebenswahrscheinlichkeit bei einer Infek-

tion sein.
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4.4 Spezifitat und Sensitivitat der Messmethoden

441 FACS

Die Durchflusszytometrie hat sich zu einem fest etablierten molekularbiologischen und
klinisch diagnostischen Verfahren mit hoher Sensitivitat und Spezifitat entwickelt. Ein we-
sentlicher Storfaktor kann unspezifische Bindung der AK darstellen. Da Zelltod z. B. nach
Einfrieren mit zu unspezifischer AK-Bindung fuhren kann, wurden lediglich frische Zellen
fur die Durchflusszytometrie verwendet.

Um Storsignale durch die hohe Autofluoreszenz der Erythrozyten zu reduzieren, wurden
die Erythrozyten lysiert. Zudem wurden in einem weiteren Schritt nicht gebundene AK
durch grundliches Waschen der AK gefarbten Proben minimiert und so weitere Hinter-
grundsignale reduziert. Entscheidend ist das spezifische Binden der AK an die er-
wuinschte Struktur. Deshalb wurden nur kommerziell erwerbliche AK von namenhaften
Herstellern verwendet. Die Validitat der Messung der Expression von Beta-Rezeptoren
wurde dadurch untermauert, dass diese Rezeptoren in funktionellen Untersuchungen ge-
blockt werden konnten und dass die Hohe der Expression mit der Einnahme von Beta-
Blockern und Genotyp korrelierte. Durch den Einsatz einer zweiten Methode, z. B. eine
mRNA-Analyse von ADRB?-Expression auf einzelnen Zellpopulationen, hatte eine noch
hohere Sensitivitat und Spezifitat erreicht werden konnen. Dazu hatten wir allerdings un-
realistisch grol3e Zellmengen bendtigt, um die Subpopulationen aufzureinigen und dann

die mMRNA-Expression bestimmen zu kénnen.

4.4.2 PCR zur Genotypisierung mit LightCycler-Sonden

Zur Identifizierung der untersuchten Mutationen bendtigt man eine hoch spezifisch und
empfindliche Nachweismethode. In dieser Hinsicht hat die PCR mit LightCycler-Sonden
die erforderliche analytische Leistung fur viele molekulare Analysen bereits erbracht.
Durch sequenzspezifische Primer konnten die zu untersuchenden DNA-Fragmente in der
PCR sicher vervielfaltigt werden. Die Schmelzkurvenanalyse die mit Echtzeit-PCR und
spezifisch fur die zu untersuchenden Polymorphismen hergestellten LightCycler-Sonden
ermdglicht wurde, ist aufgrund der hohen Spezifitat und Sensitivitat eine hervorragend
geeignete Untersuchungsmethode. Unerwartete PCR-Produkte z. B. durch das Vorliegen
nicht bekannter Mutationen, fallen durch eine Veranderung der Schmelztemperatur auf.
Ein weiterer Vorteil des Light-SNiP Verfahrens ist die Reproduzierbarkeit, die Einfachheit
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der Technik und der korrekte Nachweis der Genotypen (Matsuda, 2017; TIB MOLBIOL,
2022).

4.4.3 ELISA

Zur Untersuchung, ob mononukleare Zellen die Zytokine IL8, IFNy oder Adrenalin bzw.
Noradrenalin sezernieren, wurden ELISA durchgefuhrt. Der ELISA fur IL8 hat laut Her-
steller eine hohe Spezifitat, da keine Kreuzreaktivitat bei Analysen von mehreren rekom-
binanten Proteinen von Mensch, Maus und Ratte beobachtet werden konnte. Der Stan-
dard Range liegt bei 15,6 - 1,000 pg/ml. Fur den IFNy-ELISA liegt diese bei 12,5 pg/ml -
400 pg/ml mit einer Sensitivitat von 5 pg/ml. Adrenalin bzw. Noradrenalin kdnnen laut
Herstellerangaben mittels dem von uns verwandten ELISA bis zu einer Nachweisgrenze
von 0,9 ng/ml in Urin, 10 pg/ml in Plasma bzw. 1,7 ng/ml in Urin, 36 pg/ml in Plasma
detektiert werden. Mogliche Kreuzreaktionen liegen unter 0,2 %, sodass eine hohe Spe-
zifitat vorliegt. Vorteile des ELISA's ist die Objektivitat und der geringe Zeitaufwand im
Vergleich zur indirekten Immunfluoreszenz. Der Immunoblot gilt haufig noch als Goldstan-
dard und wird haufig nach positiven ELISA als Bestatigungstest durchgefihrt. Ein Nachteil
ist allerdings, dass die durchfuhrende Person Erfahrung bendtigt und der Test deutlich
zeitaufwendiger ist. Laut Studien (de Almeida Brito et al., 2016) ist die Spezifitat von
ELISA Test-Kits erheblich von der Qualitat des gewahlten AK abhangig, sodass auch hier
nur Tests von namenhaften Firmen verwendet wurden. Die Sekretion von Katecholami-
nen durch Immunzellen ist schon mehrfach in hochrangigen Zeitschriften publiziert wor-
den (Barnes et al., 2015; Flierl et al., 2008, 2007).

4.5 Einschrankungen der Untersuchungen und Ausblick

Insgesamt wurde flr den moglichen Einfluss der Polymorphismen eine bestehende Ko-
horte von 535 Patienten mit Leberzirrhose und Aszites und eine gesunde Kontrollkohorte
von 394 Probanden untersucht, was als eine ausreichende Patientengruppe angesehen
werden kann, um klinisch relevante Effekte zu finden. Die neu gesammelte Kohorte von
13 Patienten, mit deren Hilfe die weiteren Versuche durchgefuhrt wurden, ist relativ klein.
FUr neue Untersuchungen in der Zukunft sollte eine groRere Kohorte untersucht werden,
um eindeutigere klinische Ergebnisse beispielsweise im Bezug zu der Beeinflussung des
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Krankheitsverlaufes durch die Einnahme von Beta-Blockern oder die Rolle von Noradre-
nalin im Bezug zum Uberleben sichern zu kénnen. Es konnten aber erste interessante
Erkenntnisse mit dieser Kohorte gesammelt werden, wie das Vorhandensein und die Ver-
teilung von ADRB:2 auf den verschiedenen Immunzellen im Blut und Aszites sowie die
Zytokin-Sekretion und deren Beeinflussung durch Katecholamine und Beta-Blocker. Wei-
terhin konnte in Abhangigkeit von dem Genotyp und der Beta-Blocker-Einnahme unter-
schiedliche ADRB2-Expressionsstarken gefunden werden. Insgesamt sind Studien wie
die hier beschriebene mit phanotypischer und funktioneller Untersuchung von Immunzel-
len aus gepaarten Blut- und Aszitesproben von Patienten mit Leberzirrhose selten.
Bezuglich der Katecholamin-Sekretion von Immunzellen haben wir nur zu einem Zeitpunkt
gemessen. Es ist gut moglich, dass Werte zu anderen Zeitpunkten anders, vielleicht auch
wesentlich deutlicher, ausfallen wiarden. Allerdings zeigen die Untersuchungen auch so,
dass Immunzellen bei Patienten mit Leberzirrhose Katecholamine sezernieren kdnnen.
Bezlglich der Untersuchung des Einflusses der Polymorphismen auf das Auftreten einer
SBP ware eine andere Form der Untersuchung genauer. Bei den verwendeten Daten
handelt es sich u. a. um retrospektive Daten von Patienten, die frlher bereits an einer
SBP erkrankt sind sowie zusatzlich von prospektiv gesammelten Daten. Durch die retro-
spektiv gesammelten Patientendaten kann nicht sichergestellt werden, unter welchen Be-
dingungen die spontane bakterielle Peritonitis aufgetreten ist und ob die Diagnosestellung
in allen Fallen korrekt war. Eine Verwendung von rein prospektiven Daten ware optimaler.
Eine Mdglichkeit ware beispielsweise die Beobachtung einer Patientenkohorte Uber funf
Jahre, deren Patienten zu Beginn an Leberzirrhose erkrankt sind und zu ermitteln, wie
viele von diesen Patienten in dem Zeitraum eine SBP erleiden. Da zum jetzigen Zeitpunkt
keine eindeutigen Ergebnisse zur Beeinflussung der untersuchten Polymorphismen sowie
von Beta-Blocker auf den Verlauf der Leberzirrhose bezlglich des Auftretens einer SBP
bestehen, aber Katecholamine aufgrund der Ergebnisse dieser Arbeit einen wichtigen mo-
dulierenden Einfluss auf die Funktion des Immunsystems haben konnten, sollte in diese
Richtung weiter geforscht werden. Interessant ware die Untersuchung der Wirkung von
verschiedenen Beta-Blocker, da in dieser Arbeit lediglich die Wirkung von Propranolol un-
tersucht wurde. Eventuell wirken selektive bzw. nicht-selektive Beta-Blocker unterschied-
lich auf die Immunfunktion und den Verlauf der Lebererkrankung. Zusatzlich ware der



77

Einsatz der verschiedenen Beta-Blocker zu unterschiedlichen Zeitpunkten in der Erkran-
kung untersuchenswert, um die Wirkung besser zu charakterisieren. In einer prospektiv-
klinischen interventionellen Studie kénnte man Patienten mit fortgeschrittener Leberzir-
rhose in zwei Gruppen aufteilen, eine Gruppe mit und eine ohne die Einnahme von Beta-
Blocker und beobachten, ob sich die Infektionsraten zwischen den Gruppen voneinander
unterscheiden. Zusatzlich konnte untersucht werden, ob Beta-Blocker zu einer kompen-
satorischen Hochregulation der ADRB2 fuhren und welche Auswirkungen dies auf die

Funktion der Immunzellen hat.
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5. Zusammenfassung

Der Verlauf einer Leberzirrhose mit Aszites kann durch verschiedenste Parameter beein-
flusst werden. Viele von diesen sind noch nicht bzw. noch nicht ausreichend erforscht. Im
Rahmen der vorliegenden Arbeit wurde untersucht, ob Immunzellen im Blut und / oder in
der Peritonealhdhle von Patienten mit Leberzirrhose mit Aszites durch Katecholamine in
ihrer Funktion beeinflusst werden konnten und ob Immunzellen durch eigene Katechola-
min-Produktion an einer solchen Modulation Teil haben. Zusatzlich sollte die klinische
Relevanz untersucht werden, in dem die Wirkung von Beta-Blockern auf die Immunzell-
funktion in vitro oder eine mdgliche Assoziation zwischen genetischen Polymorphismen
im Beta-2-Adrenozeptor (ADRB2) und dem Auftreten einer spontanen bakteriellen Peri-
tonitis (SBP) analysiert wurden.

Aus Blut und Aszites von 13 Patienten mit Leberzirrhose aus dem UKB konnten Immun-
zellen isoliert und im Anschluss das Vorhandensein von ADRB2 bei allen untersuchten
Zellpopulationen mittels FACS bestatigt werden. Die Hohe der ADRB2-Expression wurde
von dem Immunzelltyp, dem Kompartiment und den rs1042713 und rs1042714 ADRB2-
Polymorphismen beeinflusst. Zusatzlich wurden die Immunzellen in vitro mit den bakteri-
ellen Zellwandbestandteilen Lipopolysaccharid (LPS) bzw. Peptidoglykan (PGN) stimu-
liert, zum Teil unter Zugabe des Beta-Blockers Propranolol. Dabei konnte mittels ELISA
festgestellt werden, dass Immunzellen beider Kompartimente Noradrenalin und Adrenalin
produzieren. Die sezernierte Adrenalin-Menge war im Blut hdher als im Aszites, allerdings
lie® sich die Adrenalin-Produktion von Immunzellen aus Aszites signifikant mehr m. H.
von LPS stimulieren. Zusatzlich konnte festgestellt werden, dass die sezernierte Norad-
renalin-Menge von PBMC im Blut mit dem MELD-Score korrelierte. Eine hohe Noradre-
nalin-Produktion von Uber 40 pg/ml durch unstimulierte mononukleare Zellen aus dem
Aszites war mit einem langeren Uberleben assoziiert. Des Weiteren wurde die Zytokin-
Ausschuttung durch bakteriell stimulierte Immunzellen allgemein und nach einer Beta-
Blocker-Gabe betrachtet. Die IFNy-Ausschuttung war im Aszites nach LPS-Stimulation
signifikant héher als im Blut. Durch Propranolol wurde die IFNy-Ausschuttung durch LPS
stimulierte Immunzellen aus Aszites signifikant verringert. Die IL8-Ausschuittung, die von
Immunzellen aus Aszites v. a. nach Stimulation mit Peptidoglykan deutlich hoher als von

Immunzellen aus dem Blut war, konnte in beiden Kompartimenten signifikant durch die
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Zugabe von Propranolol reduziert werden. Die deutlich starkere Reaktion auf Peptidogly-
kan von Aszites-Immunzellen kdnnte an der Expression des TLR2 liegen. Diese war bei
Monozyten/Makrophagen, einer der Hauptproduzenten von IL8 sowie den T-Helfer-Zellen
im Aszites im Vergleich zum Blut signifikant erhoht. Aulerdem konnte ein signifikanter
Zusammenhang zwischen der IL8-Produktion und dem MELD festgestellt werden. Je
mehr IL8 sezerniert wurde, desto niedriger war der MELD als Mal einer hdheren Uberle-
benswahrscheinlichkeit. Bei Patienten, die Beta-Blocker einnahmen, war die Expression
von ADRB:2 der meisten Immunzellen in beiden Kompartimenten hoéher als bei Patienten
ohne Beta-Blocker.

Zur Feststellung, ob die nicht-synonymen Polymorphismen Thr164lle (rs1800888),
Arg16Gly (rs1042713) und GIn27Glu (rs1042714) im ADRB2-Gen mit dem Auftreten von
SBP als prototypische, durch bakterielle Translokation ausgeldste Infektion von Patienten
mit Leberzirrhose assoziiert sind, wurden m. H. eines Kollektivs von insgesamt 942 DNA-
Proben mittels PCR und speziellen LightCycler-Sonden Genotypisierungen durchgefuhrt.
Dabei konnten keine signifikanten Unterschiede bei der Verteilung der Genotypen zwi-
schen Patienten mit und ohne SBP im Vergleich zum homozygoten Wildtyp festgestellt
werden. Insgesamt legen die Ergebnisse nahe, dass Immunzellen auch bei Patienten mit
Leberzirrhose Katecholamine produzieren, dass die Katecholamine die Funktion des Im-
munsystems beeinflussen und dass die Gabe von Beta-Blockern modulierend wirken
kann. Zudem sprechen die Ergebnisse dafur, dass die Wirkung der Katecholamine auf
das Immunsystem Einfluss auf klinische Endpunkte haben konnte. Auf Basis der vorge-
stellten Arbeit sollten weitere Untersuchungen bezuglich der Rolle von Katecholaminen
und der Wirkung von Beta-Blockern in Bezug auf eine Beeinflussung des Krankheitsver-
laufes bei Patienten mit dekompensierter Leberzirrhose durchgefuhrt werden. Dazu wur-

den sich prospektive Studien besonders eignen.
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