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1 EINLEITUNG

1.1  Das Akut-auf-chronische Leberversagen

Das ACLV beschreibt ein klinisches Syndrom als spezifische, aber komplex-multifakto-
rielle Form der hepatischen Dekompensation chronischer Lebererkrankungen mit einem
sich rasch entwickelnden hepatischem oder extrahepatischem Organversagen und einer
hohen Kurzzeitmortalitit. Je nach geografischer Region existieren heterogene Definitio-
nen. Wéhrend westliche Lander sich auf Patient:innen mit einem zirrhotischen Leberum-
bau beziechen, umfasst das ACLV in Asien auch die Exazerbation chronischer Leberer-
krankungen ohne Leberzirrhose. Gemein haben alle Konsortien, dass dem ACLV eine
massive lokale und systemische Inflammation zugrunde liegt. Das ACLV ist eine klini-
sche Entitit, die zwar potenziell reversibel ist, grundsétzlich allerdings einen lebensbe-
drohlichen klinischen Zustand darstellt (Moreau et al., 2021; Zaccherini et al., 2021).

Hiervon abgegrenzt wird die akute Dekompensation (AD) ohne Organversagen, die sich
durch ein einzelnes oder kombiniertes Auftreten von Aszites, einer hepatischen Enzepha-

lopathie (HE), gastrointestinaler Himorrhagie und/oder bakteriellen Infektion definiert.
1.1.1  Definition und Scoring

Vier grof3e internationale Konsortien haben sich unter den heterogenen Definitionen eines
ACLV durchgesetzt:

Initial veroffentlichte die Asian Pacific Association for the Study of the Liver (APASL)
im Jahre 2009 das ACLF Research Consortium (AARC) als erste publizierte Definition
eines ACLV.

Die European Association for the Study of the Liver - Chronic Liver Failure (EASL-
CLIF) setzte ihre europaweit angewandte Definition des ACLV vier Jahre spiter auf Ba-
sis der eigens zu diesem Zweck durchgefiihrten CANONIC- Studie 2013 durch (Moreau
et al., 2021).

Das North American Consortium for the Study of End-stage Liver Disease (NACSELD)

bezieht in Nordamerika 4 Organsysteme in die Klassifikation eines ACLV mit ein.
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Mit der Chinese Group on the Study of Severe Hepatitis B (COSSH) existiert fiir ein
HBV-spezifisches Konsortium, welches zu gro3en Teilen den CLIF-C-OF Score und die
Kriterien der EASL-CLIF fiir ihr Scoring heranzieht (Moreau et al., 2021).
Vergleichende Studien schreiben der EASL-CLIF Definition eine hohere Sensitivitdt und
genauere Prognose im Vergleich zur AARC und NACSELD zu (Arroyo et al., 2016; Li
and Thuluvath, 2021).

Die EASL-CLIF Definition beruht im Gegensatz zum AARC auf 6 statt 4 Organsystemen
und bezieht extrahepatische Ereignisse wie bakterielle Infektionen und Varizenblutungen
in die Pathogene eines ACLV als Trigger mit ein, statt sie wie die AARC als Komplika-
tionen zu werten (Arroyo et al., 2016).

Diese Arbeit liegt im Folgenden ausschlieBlich der EASL-CLIF Richtlinien fiir chroni-
sche Lebererkrankungen und ihrer entsprechenden Scorings zum Differenzieren des Er-

krankungsstadiums zugrunde:

1. CLIF-C-OF-Score (Chronic Liver Failure- Consortium- Organ Failure- Score),
2. CLIF-C-AD (Chronic Liver Failure- Consortium- Acute Decompensation),
3. CLIF-C-ACLF-Score (Chronic Liver Failure- Consortium- Acute-on-Chronic

Liver Failure- Score)

Akute Dekompensation einer
chronischen Leberzirrhose

E CLIF-C OF Score ]
Kein ACLF ACLF

] v
[ CLIF-C AD Score } [ CLIF-C ACLF Score }

Abbildung 1.1: Diagnostik einer AD und eines ACLV

Grundlage des CLIF-C-OF Scores ist der CLIF-SOFA Score, der im Rahmen der CANO-
NIC-Studie von Moreau et. al aus dem Sequential Organ Failure Assessment (SOFA)
Score mit spezifischem Bezug auf die Kriterien eines ACLV zu dessen Definition wei-

terentwickelt wurde. Der CLIF-SOFA Score unterscheidet sich vom urspriinglichen
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SOFA-Score durch die Verwendung der International Normalized Ratio (INR) anstatt der

Thrombozytenzahl zur Bestimmung der Blutgerinnung sowie die der West-Haven-Kcrite-

rien fiir eine hepatische Enzephalopathie anstatt der Glasgow Coma Scale (GCS) als

Grundlage fiir die neurologische Einschitzung.

Er erwies sich dem Model of End-Stage Liver Disease (MELD) Score gegeniiber gleich-

wertig, sowie als praziser als der Child-Pugh Score in Bezug auf die Prognose der 28-

Tage Mortalitdt. Anhand ihrer Funktion werden die 6 Organsysteme Leber, Niere, Ge-

hirn, Blutgerinnung und -Kreislauf sowie Lunge einem Einzelscore zugewiesen, die sich

zu einem Gesamtscore mit einer Punktzahl von minimal 0 bis maximal 24 akkumuliert

(Moreau et al., 2013).

Tabelle 1.1: CLIF-SOFA Score nach (Moreau et al., 2013).

System/Organ 0 1 Punkt 2 Punkte 3 Punkte 4 Punkte
Punkte
Leber <12 1,2 bis < 2,0bis<6,0 6,0bis<12,0 >12,0
(Bilirubin in 2,0
mg/dl)
Niere <1,2 1,2 bis < 2,0 bis<3,5 3,5bis<5,0 =>5,0
(Kreatinin in 2,0 oder
mg/dl) Dialyse
Gehirn (HEin 0 1 2 3 4
Grad nach
West-Haven)
Blutgerinnung < 1,1 1,1 bis < 1,25bis<1,5 1,5bis<25 >25
(INR) 1,25 oder
Thrombozyten
<20 x 10°/L
Blutkreislauf >70 <70 Dopamin <5 Dopamin>5 Dopamin > 15
(MAD, mmHg) oder oder oder
Dobutamin  Epinephrin  Epinephrin
oder <0,1 >0,1
Terlipressin  oder oder
Noradrena- Noradrenalin
lin <0,1 >0,1
Lunge
(PaO,/FiO2 > 400 > 300 > 200 >100 <100
Oder und und <300 und <200
SpO./Fi O,) > 512 <400 >214 > 89 <89
> 357 und < 357 und <214
und
<512

Jalan et. al entwickelte aus dem CLIF-SOFA Score im Jahr 2014 den vereinfachten CLIF-

C-OF Score. Die Organfunktion wird dabei mit vereinfachten Einzelscores bewertet,
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woraus sich ein Punktesystem von 6 bis 18 ergibt. Beide Scores und ihre Unterschiede

konnen der Tabelle 1.1 und Tabelle 1.2 entnommen werden (Jalan et al., 2015).

Tabelle 1.2: Der CLIF-C-OF Score

Organsystem Score=1  Score=2 Score=3
Leber <6 6 bis <12 >12
(Bilirubin in mg/dl)

Niere <2 2 bis <3.5 >3.5 oder
(Kreatinin in mg/dl) Dialyse
Gehirn 0 1-2 3-4

(HE, Grad, nach West-Haven)

Blutgerinnung <2 2 bis <2,5 >2,5

(INR)

Blutkreislauf >70 <70 Vasopresso-
(MAD, mmHg) ren

Lunge

(PaO2/Fi0O2 oder >300 <300 und >200 <200
SpO./Fi Oy) > 357 <357und>214 <214

Der CLIF-C-OF Score wird fiir die Definition einer AD und eines ACLV verwendet. Er
erwies sich bei ACLV-Patient:innen prognostisch {iberlegen in Bezug auf die 28-Tage-
Mortalitét im Vergleich zum MELD-Score (Jalan et al., 2015; Moreau et al., 2013).

Fiir die Einteilung eines ACLV nach Schweregraden wird folgendes Grading durch die
European Foundation for the study of chronic liver failer (EF CLIF) vorgegeben (vgl.
Tabelle 1.3):

Tabelle 1.3: ACLV Grading nach der EF CLIF.

ACLV Kriterien
Akute Dekompensation/ 1. Kein Organversagen
Kein ACLV oder

2. Ein Organversagen (Leber, Gerinnung, Kreis-
lauf, Lunge) ohne Nieren-/oder Hirnbeteiligung
(Kreatinin <1,5mg/dl, keine HE)

oder
3. Isolierte HE mit Kreatinin <1,5mg/dl
ACLV Grad 1 1. Isoliertes akutes Nierenversagen
oder
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2. Jegliches Organversagen + Nierenversagen (Kre-
atinin 1,5- 1,9mg/dl) und/oder HE Grad I-II

oder
3. HE Grad III-IV + Nierenversagen (Kreatinin 1,5-
1,9mg/dl)
ACLV Grad 11 zwei Organversagen
ACLYV Grad 111 > 3 Organversagen

Nach Berechnung des CLIF-C-OF Scores kann zwischen einer AD und einem ACLV
differenziert werden und zur prognostischen Erfassung der Mortalitdt der CLIF-C-AD
Score bzw. der CLIF-C-ACLV Score berechnet werden (Jalan et al., 2015).

Nach dem EASL-CLIF Konsortium wird eine AD als ein fehlendes oder ein singuléres
Organversagen von einem ACLV abgegrenzt, wobei das singuldre Organversagen kein
Nieren- oder Gehirnversagen sein darf (Moreau et al., 2013).

Bei Patient:innen mit AD haben sich als prognostische Faktoren das Alter und Serumnat-
rium, sowie die Leukozytenanzahl, Kreatininkonzentration und der INR bewiesen. Der
sich hieraus ergebende Score ist der CLIF-C-AD Score mit der Formel: CLIF-C-AD= 10
x [0,03 x Alter + 0,66 x Ln (Kreatinin in mg/dl) + 1,71 x Ln (INR) + 0,88 x Ln (Leuko-
zytenanzahl - 0,05 x (Serumnatrium in mmol/L) + 8].

Liegt nach Berechnung des CLIF-C-OF Score ein ACLV vor, kann durch die Ergédnzung
des Alters und der Leukozytenkonzentration der CLIF-C-ACLF Score wie folgt errechnet
werden: CLIF-C-ACLF = 10 x [0,33 x CLIF-OF + 0,04 x Alter + 0,63 x Ln (Leukozy-
tenanzahl) — 2].

Mit dem Child-Pugh Score und dem Model-of-End-Stage-Disease (MELD) gibt es zwei
weitere akzeptierte Evaluationssysteme fiir das therapeutische Verfahren mit einer chro-
nischen Lebererkrankung.

Der Child-Pugh Score (vgl. Tabelle 1.4) ermittelt die Prognose von Patient:innen mit Le-
berzirrhose. Initial entwickelt fiir die Indikationsstellung einer operativen Pfortaderde-
kompression wurde das von Child und Turcotte entwickelte Scoring durch Pugh et al. zu

dem heute giiltigen Modell weiterentwickelt (Tsoris and Marlar, 2022).
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Tabelle 1.4: Der Child-Pugh-Score nach (Pugh et al., 1973) zur Evaluation der Organ-

funktion und Mortalitétsprognose bei Leberzirrhose

Kriterium 1 2 3
Serumbilirubin (gesamt) in % <2,0 2,0-3,0 >3,0
Serumalbumin in % >3,5 2,8-35 <2,8
Quick in %/ INR >70/ 40 — 70/ <40/

<1,7 1,7-2,2 >2.2
Aszites (sonografisch detektiert)  Keiner Leichtgradig Mittelgradig
Grad der hepatischen Enzephalo- keine Stadium I-II Stadium III-IV
pathie

Das Punktesystem und deren Einordnung in Klassen zur Bestimmung der Leberfunktion
und Einschétzung der Mortalitét gestaltet sich nach den Stadien A-C (Cholongitas et al.,
2005):
- Stadium A: 5 bis 6 Punkte, entsprechend einer guten Leberfunktion und einer 1-
Jahres-Uberlebensrate von 100%.
- Stadium B: 7 bis 9 Punkte, entsprechend einer méfBigen Leberfunktion und einer
1-Jahres-Uberlebensrate von 80%.
- Stadium C: 10 bis 15 Punkte, entsprechend einer geringen Leberfunktion und ei-

ner 1-Jahres-Uberlebensrate von ca. 45%.

Auch der MELD-Score dient als Index zur Bestimmung des Krankheitsstadiums und wird
mithilfe der Laborparameter Bilirubin, INR und Kreatinin bestimmt und errechnet sich
folgendermaflen (Kamath et al., 2001):

MELD= 3,78 x In(Bilirubin in mg/dl) + 11,2 x In(INR) + 9,57 x In(Kreatinin in mg/dl )
+6,43.

Im Falle einer Dialysenotwendigkeit innerhalb der letzten 7 Tage wird der Kreatininwert
dem Wert 4,0 mg/dl gleichgesetzt.

Urspriinglich eingefiihrt zur Indikationsstellung von TIPS-Anlagen, wurde der MELD-
Score 2003 von Eurotransplant iibernommen, um die Dringlichkeit und Prognose einer
Lebertransplantation von Patient:innen im Endstadium ihrer chronischen Lebererkran-

kung zu evaluieren (Wiesner et al., 2003).

11
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1.1.2  Epidemiologie, klinischer Verlauf, Therapie

Die Priavalenz der Leberzirrhose nimmt zu und bedingt weltweit die 11. hdufigste Todes-
ursache (Asrani etal., 2019), in Mitteleuropa sogar die vierthdufigste. Abhéngig von ihren
verschiedenen klinischen Prognosestadien liegt die 1-Jahres Mortalitdt bei 1 bis 57%
(Tsochatzis et al., 2014).

Die Préivalenz des ACLV als Stadium einer lebensbedrohlichen klinischen Exazerbation
der chronischen Erkrankung betrdgt unter Risikopopulationen 20-35% (Arroyo et al.,
2016).

Die Sterblichkeit korreliert eng mit dem CLIF-C-OF Score bzw. der Anzahl der Organ-
ausfdlle und liegt nach EASL-CLIF Konsortium weltweit zwischen 30 bis 50%. Ohne
Lebertransplantation betrigt die 28-Tage-Mortalitit in Europa 1,9% fiir Patient:innen mit
AD und 32,8% fiir Patient:innen mit ACLF (Arroyo and Jalan, 2016).

Der Grad des Leberversagens ist entscheidend fiir die Prognose, wie die CANONIC-Stu-
die mit Zahlen von 23% Mortalitdt bei Grad 1 ACLV {iber 31% bei Grad 2 hin zu 74%
bei Grad 3 zeigt (Moreau et al., 2021). Ein Drittel der Patient:innen mit AD weisen bei
Krankenhauseinweisung ein ACLV auf oder entwickeln das Syndrom im Verlauf (Arroyo
et al., 2016).

Der Krankheitsgipfel ist in {iber 80% der Patient:innen nach einer Woche erreicht, wes-
halb die Prognosestellung an Tag 3-7 die grof3te Aussagekraft besitzt. Abhéngig vom
Schweregrad des ACLV gelingt eine erfolgreiche konservative Therapie bei nur 16-
53,5% der Betroffenen. Aufgrund des komplexen und hoch variablen Krankheitsbildes
existiert keine spezifische ACLV-Therapie, sondern die Behandlung besteht vorrangig
aus einer Standarttherapie der jeweilig vorliegenden Organversagen, ihrer Trigger und
Komplikationen (Gustot et al., 2015). Wichtig ist deshalb die friihzeitige Erkennung der
auslosenden Faktoren und ein multidisziplindrer Ansatz mit dem gezielten Einsatz einer
kalkulierten antiinfektiven Therapie, Nukleosidanaloga bei HBV-ACLYV, Steroiden bei
alkoholtoxischer Hepatitis und autoimmuner Genese sowie der Einsatz von Uberbrii-

ckungstherapien (Sarin and Choudhury, 2016).

Ein operatives Vorgehen mit einer Lebertransplantation erhdht das 1-Jahres-Uberleben

von unter 10 % auf tiber 80 % (Artru et al., 2017).

12
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Leider liegen gegen eine Transplantation hiufig schon mit dem Auftreten eines ACLV
Kontraindikationen vor, beispielsweise in Form von Infektionen oder Alkoholkonsum
(Hernaez et al., 2017). Fiir diese Patient:innen ist eine Therapielimitierung spitestens mit
einem CLIF-C-ACLF-Score iiber 64 sinnvoll, die laut CANONIC-Studie eine hundert-
prozentige 90-Tags-Mortalitdt prognostizieren (Gustot et al., 2015).

Die Unterstiitzung der Regenerationsfahigkeit, die zellbasierte Therapie, die Immunthe-
rapie und die Modulation der Darmmikrobiota sind neue therapeutische Ansitze fiir die
spezifische Behandlung eines ACLV, die weiterer Forschung bediirfen (Sarin and

Choudhury, 2016).

1.2 Immunpathophysiologie des ACLV

Schon die Entwicklung einer Leberzirrhose steht in Zusammenhang mit einem aktivierten
Immunsystem, welches zunéchst an einer lokalen hepatischen Inflammation beteiligt ist
und spéter zu einer systemischen Immunreaktion fiihrt.

Eine Leberfibrose und -zirrhose entsteht durch eine akute oder chronische Entziindung
der Leber als immunpathologische Wundheilungsreaktion auf die vorhandene Zellsché-
digung durch heterogene Stressoren wie beispielsweise Noxen (Alkohol, Medikamente),
Infektionen, Autoimmunreaktionen und Stoffwechselstress. Der Leberverletzung wird
die Aktivierung von hepatischen Stellatzellen zur Ausbildung einer extrazellularen Mat-
rix mit Narbenbildung und einer Neoangiogenese entgegengesetzt. AuBerdem werden
lokale Immunzellen, beispielsweise Makrophagen, aktiviert (Pellicoro et al., 2014).

Der lokalen folgt eine systemische Entziindungsreaktion des angeborenen und adaptiven
Immunsystems mit einer fortschreitenden portalen Hypertension, oxidativem Stress und
dem Absterben parenchymatdser und nicht-parenchymatdser Leberzellen. Immunzellen
wie Chemokine, Zytokine, Wachstumsfaktoren und reaktive Sauerstoffspezies (ROS)
werden freigesetzt und korpereigene Entziindungsmediatoren wie DAMPs (Damage
associated molecular Patterns) ausgeschiittet (Albillos et al., 2014).

Der zirrhotische Leberumbau wird also nicht nur durch ein zunehmend dysreguliertes
Immunsystem gefordert, sondern die Leberzirrhose katalysiert wiederum eine weitere in-
flammatorische Exazerbation. Die Folge dieses inflammatorischen Upcyclings zeigt sich

in einem klinischen Vollbild einer Leberzirrhose durch portale Hypertension, epitheliale

13
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Leckage, Gewebehypoxie in Darm, Leber und Nieren sowie intestinale Dysbiose mit bak-
terieller Translokation; ihrerseits neue inflammatorische Impulse durch pathogen-assozi-
ierte molekulare Muster (PAMPs) generierend. Insbesondere die Expression proinflamm-
atorischer Zytokine wie Tumornekrosefaktor (TNF-a), Interferon (IFN-gamma) und In-
terleukin (IL-1) gehen mit einer fortschreitenden Leberzirrhose einher (Giannelli et al.,

2014; Lange and Moreau, 2018).

Der Progress einer Leberzirrhose in kompensiertem Stadium zu einem ACLV entsteht
entweder als akute Verschlechterung der bestehenden Leberfunktion, haufiger aber durch
ein auslosendes Ereignis. Die darauffolgende tiberschieBende Immunreaktion ist eine sys-
temische inflammatorische Antwort (systemic inflammatory response syndrome, SIRS)
mit einem massiven proinflammatorischen Sturm, dessen hdufigste Ausldser bakterielle
Infektionen und Alkohol darstellen (Hernaez et al., 2017; Lange and Moreau, 2018).
Klinisch spiegelt sich die systemische Entziindung in der Leukozytenkonzentration und
dem C-reaktiven Protein (CRP), sowie in der Produktion proinflammatorischer Zytokine
wie TNF-a, IL1 beta, IL-6, IL-8 (Claria et al., 2016a; Hernaez et al., 2017).

Auch andere Zytokine (IFN-a, IL-17A, IL-7) werden mit Dekompensation einer Zirrhose
hoher exprimiert, ohne dass jedoch ein weiterer Anstieg dieser Parameter bei einem
ACLYV festgestellt wurde (Claria et al., 2016a).

In der Spatphase des ACLV entsteht reaktiv auf das SIRS ein kompensatorisches antiin-
flammatorisches Response-Syndrom (CARS), bestehend aus der Produktion immunregu-
latorischer Zellpopulationen, entziindungshemmender Zytokine (IL-10 und IL-1RA), Ty-
rosin-Protein-Kinase Mer und Immun-Checkpoints. Diese Immunparalyse zielt darauf ab,
die unkontrollierte systemische Entziindung und deren Kollateralschdden zu begrenzen
beziehungsweise zu reparieren. Mit ihr einher geht jedoch auch eine hohere Infektanfal-
ligkeit, weshalb Infektionen nicht nur zu den héufigsten Auslésern gehoren, sondern es
sie auch zu Komplikationen eines ACLV macht und die Dysbalance der Immunreaktion

weiter exazerbiert (Claria et al., 2016b; Lange and Moreau, 2018).
Auslosende Ereignisse fiir die systemische Inflammationskaskade eines ACLV variieren

weltweit mit ihrer geografischen Prévalenz. In Asien sind hepatotrope Virusinfektionen

wie die Reaktivierung einer chronischen Hepatitis B, eine akute Infektion mit dem
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Hepatitis A Virus (HAV) oder Hepatitis E Virus (HEV) sowie auch Alkoholabusus oder
bakterielle Infektionen die hdufigsten Ausloser.

In Europa begriindet sich das ACLV in 37,3% der Patient:innen allein durch Alkohol-
missbrauch und bakterielle Infektionen. Zu Beginn der CANONIC-Studie hatten 9,8 %
eine spontan bakterielle Peritonitis (SBP), 6% eine Harnwegsinfektion, 7,7% eine Pneu-
monie und 2,9% eine Haut- und Weichteilinfektionen. Candida-Infektionen traten in 3,9
% der Fille auf (Arroyo et al., 2016; Moreau et al., 2013).

Claria et. al starkte in einer grolen Studie mit 562 Patient:innen im Jahr 2016 die Bedeu-
tung der systemischen Inflammation als primire Ursache fiir ein ACLV. Ferner charak-
terisierte die Studie eine Trigger-abhingige, individuelle Immunpathogenese des ACLV,
indem sie unterschiedliche Zytokinprofile in Abhéngigkeit von ihrem auslosenden Ereig-
nis beschrieb: Mit einer bakteriellen Infektion wurden signifikant hohere TNFa-, IL-6-
und IL-1RA-Werte gemessen als in ACLV anderer Genese, wiahrend bei Alkoholismus
hohe IL-8-Werte charakteristisch waren (Claria et al 2016).

Letztlich bleiben aber iiber 40% der Patient:innen ohne benennbaren akuten Insult vor
der Entwicklung eines ACLV. Zudem werden auch weniger hdufige Trigger noch nicht
hinreichend verstanden, beispielsweise das medikamentds ausgeloste Leberversagen
(drug-induced liver failure, DILI) oder die Rolle viraler Infektionen jenseits der bekann-
ten hepatotropen Virusinfektionen A-E. Hier besteht weiterhin hoher Forschungsbedarf,
um die Pathogenese des lebensbedrohlichen Syndroms noch besser zu verstehen und pro-

phylaktische sowie therapeutische Behandlungsansétze weiter voranzutreiben.

1.3 Virusinfektionen im Kontext chronischer Lebererkrankungen

Viren als Trigger einer hepatischen Dekompensation oder gar eines Leberversagens bei
Patient:innen mit chronischer Lebererkrankung sind im Rahmen der hepatotropen Virus-
infektionen A-E bekannt. Dabei ist der akute und chronische Verlauf der Virushepatitiden
in der aktuellen Literatur ausfiihrlich beschrieben.

Die klinische Relevanz nicht-hepatotroper Virusinfektionen fiir chronische Lebererkran-
kungen ist bisher allerdings nur unzureichend erforscht. Grofle Studien beziehen sich
hauptsédchlich auf akute Infektionsereignisse mit selbstlimitierenden Verldaufen oder sel-

tenen, schwerwiegenden Komplikationen wie dem des akuten Leberversagens (ALV).
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Eine besondere Rolle spielen opportunistische Virusinfektionen auch in der Behandlung
von immunsupprimierten Patient:innen nach Lebertransplantation.

In diesem Kontext sind virale Erreger mit hohen Durchseuchungsraten wie denen des
humanen Cytomegalievirus (hCMV) und des Epstein-Barr Virus (EBV) bereits Gegen-
stand der hepatologischen Forschung. Sie gehen mit zahlreichen Lebermanifestationen
einher und konnen asymptomatisch sein, aber auch ikterisch selbstlimitierend verlaufen
oder bis hin zu einem ALV fiihren. hCMV-Infektionen werden mit einem erhéhten HCC-
Risiko assoziiert und bei immunsupprimierten Menschen, insbesondere nach Lebertrans-
plantation (LTX), ist die Virusinfektion die hdufigste infektiose Komplikation mit einer
erheblichen Morbiditdt. EBV ist wihrenddessen Hauptursache fiir posttransplantations-
Lymphoproliferative Erkrankungen (Bunchorntavakul and Reddy, 2020).

Andere virale Erreger wie das humane Adenovirus (hADV) oder das Herpes-Simplex-
Virus 1 (HSV-1) sind noch seltener beschrieben und beziehen sich ebenfalls auf akute
Ereignisse:

Die HSV-Hepatitis ist eine seltene Komplikation, die laut eines umfangreichen Reviews
der bestehenden Literatur nur 2% aller viral assoziierten Leberversagen ausmacht und als
akutes Organversagen immunsupprimierter Menschen auftritt (Then et al., 2019).

Eine kleine retrospektive Studie zur Influenzainfektion beobachtete bereits 2015 bei jun-
gen Ménnern mit Leberzirrhose ein dreifach erhohtes Risiko fiir einen exazerbierten re-
spiratorischen Verlauf (van Kerkhove et al., 2015).

GroB3e wissenschaftliche Aufmerksamkeit wurde einem weiteren respiratorischen Virus
im Rahmen der Corona-Pandemie seit 2020 zuteil, als das Severe Acute Respiratory Syn-
drome Coronavirus 2 (SARS-CoV-2) Gegenstand der Forschung und als Risikofaktor fiir
eine Exazerbation chronischer Lebererkrankungen, respektive als Trigger eines ACLV
beschrieben wurde. Das Virus fiihrte bei Patient:innen mit Zirrhose zu einem signifikan-
ten Anstieg von Bilirubin, Prothrombinzeit und Kreatinin. Parallel nahm die Albumin-
konzentration signifikant ab und der MELD-Score stieg signifikant (Iavarone et al.,
2020).

Moon et al. berichten aus ihrer Studienkohorte iiber eine Quote von 25% (39 von 152)
neuer Dekompensationsereignisse nach einer COVID-19 Diagnose und 24 dieser Pati-
ent:innen starben (Moon et al., 2020). Auch in einer indischen Studie mit 57 Leberzir-

rhose Patient:innen mit COVID-19-Koinfektion wiesen 35 % ein ACLV auf. Die ACLV-
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Gruppe hatte einen signifikant verldngerten Krankenhausaufenthalt, mehr intensivstatio-
nire Aufenthalte und eine hohere Sterblichkeit (30 % gegentiber 5 %) (Choudhary et al.,
2021). Patient:innen mit Leberzirrhose wiesen nach einem schweren SARS-CoV-2 Ver-
lauf eine deutlich hohere Sterblichkeit von {iber 30% auf und eine hepatische Dekompen-
sation zu Beginn der Erkrankung stellte einen unabhdngigen Pridiktor flir die Gesamt-
mortalitdt dar (Limon-De La Rosa et al., 2022). Das Coronavirus wirkt einerseits {iber
den ACE-2-Rezeptor, andererseits wurde auch eine starke Immunreaktion mit dem fiir
das ACLYV typischen Zytokinsturm nachgewiesen, die in fast 50 % der Patient:innen zu
einer massiven Leberfunktionsstorung fiihrten (Elhence et al., 2021).

Die angeborene Immunantwort auf mikrobielle Krankheitserreger ist die erste Verteidi-
gungslinie einer schiitzenden Immunitit. Die Zellen des angeborenen Immunsystems er-
kennen Bakterien hauptsidchlich durch Mustererkennungsrezeptoren (PRRs), die auf der
Zelloberfldche und in verschiedenen intrazelluliren Kompartimenten vorhanden sind. Zu
den PRRs gehoren die Toll-like-Rezeptoren (TLRs), die Retinsdure-induzierbaren Gen-
I-d4hnlichen Rezeptoren (RLRs), die Nukleotid-Oligomerisierungsdominen-dhnlichen
Rezeptoren (NLRs) und zytosolische DNA-Sensoren (Mogensen, 2009). Derselbe Me-
chanismus greift auch mit viralen Sensor-PRRs in verschiedenen zelluldren Komparti-
menten, die ein breites Spektrum von Viren identifizieren konnen, um auf sie zu reagie-
ren. Virale Proteine kdnnen der Ausloser dieser Rezeptoren sein, hauptséchlich jedoch
sind Nukleinsduren die viralen Aktivatoren. Bakterien, Viren oder Pilze werden durch
verschiedene PRRs erkannt und 16sen eine komplexe Signalkaskade aus, an deren Ende
die immunpathologische Produktion von Interferonen und Zytokinen als Entziindungsre-
aktion auf die Erreger steht (Mogensen, 2009). Die antivirale Immunantwort lasst vermu-
ten, dass eben dieser immunmodulatorische Effekt auch in der Pathogenese chronischer
Lebererkrankungen eine Rolle spielt.

Das Advisory Committee on Immunization Practices (ACIP), Ausschuss des US-ameri-
kanischen Zentrums fiir Krankheitskontrolle und -privention, empfiehlt Menschen mit
chronischen Lebererkrankungen eine Impfung gegen das HAV, HBV, Influenza,
Pneumokokken, Herpes zoster und SARS-CoV-2. Mit zunehmender Erkrankung nimmt
die Wirksamkeit der Impfstoffe ab, weshalb sie idealerweise friih im Krankheitsverlauf
verabreicht werden sollten, um eine optimale Immunantwort zu erzielen (Alukal et al.,

2022).
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2 FRAGESTELLUNG

Die Pathogenese des akut-auf-chronischen Leberversagens (ACLV), das als eine schwer-
wiegende Exazerbation der dekompensierten Leberzirrhose mit einer hohen Mortalitit
einhergeht, ist bisher noch unzureichend erforscht. Die auslosenden Mechanismen dieser
gefiirchteten Komplikation bleiben in iiber 40% der Fille unerkannt.

Insbesondere die spontan bakterielle Peritonitis als Trigger eines ACLV ist bereits viel-
fach beschrieben und ihr Ausschluss in die leitliniengerechte Routinediagnostik jeder Le-
berfunktionsverschlechterung integriert.

Die virologische Diagnostik chronischer Lebererkrankungen beschrédnkt sich oft auf die
hepatotropen Virusinfektionen Hepatitis A-E.

Ziel der Dissertation war es deshalb, die Relevanz von nicht-hepatotropen Virusinfektio-
nen in der Pathogenese eines ACLV zu untersuchen und deren Einfluss auf lokale und
systemische immunologische Prozesse im Kontext chronischer Lebererkrankungen zu

charakterisieren.

Die primére Arbeitshypothese benennt (nicht-hepatotrope) Viren als potenzielle Trigger
eines ACLV.

Weiterhin untersuchten wir folgende Forschungsfragen:

1. Lassen sich bei Patient:innen mit dekompensierter Leberzirrhose virale Infek-
tionen im Aszites nachweisen, wenn ja, welche?

2. Konnen diese als spontan virale Peritonitis (SVP) interpretiert werden?

3. Sind virale Infektionen in die Immunpathogenese eines ACLV involviert?

4. Hat der Nachweis viraler DNA im Aszites eine klinische Relevanz fiir Pati-

ent:innen mit dekompensierter Leberzirrhose?
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3 MATERIAL UND METHODEN

3.1 Studiendesign

Bei der vorliegenden Arbeit handelt es sich um eine klinische Kohortenstudie, die dem

n

19



Material und Methoden

Abbildung 3.1 dargestellten Studiendesign folgt.
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Abbildung 3.1: Studiendesign

Die Untersuchungen wurden im Zeitraum von Oktober 2018 bis Juli 2021 im Medizini-

schen Zentrum I in der Gastroenterologie und Hepatologie im Universititsklinik Essen

durchgefiihrt.
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3.2 Untersuchungskollektiv und Einschlusskriterien

Die Studienpopulation bilden Patient:innen, die zur Behandlung einer hepatischen De-
kompensation bei bekannter Leberzirrhose und/ oder ACLV nach den CLIF-EASL Kri-
terien im Universititsklinikum Essen auf eine gastroenterologische Station aufgenommen
wurden und in die Studienteilnahme einwilligten. Die Diagnose der hepatischen Dekom-
pensation war nicht auf eine Erstmanifestation beschrankt.

Einschlusskriterium war — dem Studiendesign entsprechend — eine fortgeschrittene Le-
berzirrhose nicht-maligner Genese mit Auftreten einer hydropischen Dekompensation in
Form von Aszites, die eine stationidre Behandlung erforderte. Hierbei wurden sowohl e-
lektiv aufgenommene Patient:innen beriicksichtigt, deren weitere Diagnostik beispiels-
weise in Vorbereitung auf eine Lebertransplantation erfolgte, als auch nicht-elektive Auf-
nahmen iiber die zentrale Notaufnahme Nord oder notfallmiBige Ubernahmen aus exter-
nen Hausern mit einer akuten Indikation zur Rekompensation und Intervention. Die Pati-
ent:innen waren alle volljahrig und gesetzlich miindig.

Ausschlusskriterien stellten eine maligne Grunderkrankung wie beispielsweise ein He-
patozelluldres Karzinom oder Pankreaskarzinom dar und Aszites non-hepatischer Ge-
nese, sowie eine medikamentdse Immunsuppression. Ausgeschlossen wurden nicht voll-
jdhrige oder nicht miindige Patient:innen und solche mit (voriibergehend) eingeschrénkter
Urteilsfahigkeit zum Zeitpunkt des Studieneinschlusses durch medizinische Umsténde
(beispielsweise durch eine hepatische Enzephalopathie).

Alle Teilnehmer:innen gaben nach einer miindlichen und schriftlichen Aufkldrung iiber
die geplanten Probenentnahmen ihre schriftliche Einwilligung in die Studienteilnahme
und in die Datenspeicherung in der Biobank.

Die Diagnose einer Leberzirrhose wurde leitliniengerecht und der Atiologie entsprechend
gestellt und basiert auf klinischen Parametern, Laborwerten und bildgebenden Verfahren
wie Abdomensonografie, Transienter Elastografie (FibroScan) oder seltener einer histo-
logischen Sicherung.

Eine hepatische Dekompensation wurde entsprechend der EASL-CLIF Richtlinien diag-
nostiziert mit Vorliegen von einem oder mehreren der folgenden Kriterien: die Ausbil-
dung einer punktablen Menge Aszites entsprechend der Grade 2 und 3, Bewusstseinsein-
triibung oder andere klinische Zeichen einer HE entsprechend der West-Haven Kriterien,

gastrointestinale Himorrhagie und/oder eine bakterielle Infektion.
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3.3 Klinische Datenerhebung und Biobanking

Die Erhebung der demografischen und klinischen Daten erfolgte aus den digitalisierten
sowie teilweise noch analog gefiihrten Akten flir den Zeitraum des aktuellen Kranken-
hausaufenthaltes. Alle erhobenen Parameter wurden tabellarisch festgehalten und unmit-
telbar pseudonomisiert.

Erhoben wurden: Alter, Geschlecht, GroBe und Gewicht, konsekutive Body-Mass-Index

Korpermasse in kg

(BMI) berechnet aus , Diagnose und Atiologie bzw. Genese der Leber-

Kérpergrofe in m2
zirrhose mit oder ohne aktiven Alkoholkonsum, das Vorliegen eines Diabetes Mellitus,
vorhandene Zeichen einer Dekompensation in Form von Aszites mit seiner Auspragung,
Osophagusvarizen mit oder ohne stattgehabter gastrointestinalen Himorrhagie, einer he-
patischen Enzephalopathie entsprechende der West-Haven Kriterien, Vorliegen einer In-
fektion, Einsatz von Nierenersatzverfahren, Blutdruck und MAD mit ggf. Einsatz von

Katecholaminen und/oder einem Vasopressor (Terlipressin), sowie die Lungenfunktion
Pa02
Fio2’

mittels
Die Laborwerte wurden den stationdren Routinekontrollen entnommen. Hierzu gehdren:
Leukozyten in é, Hiamoglobin in %, Thrombozyten in ﬁ, GOT bzw. Serum Aspartate

Aminotransferase (AST) in %, GPT bzw. Serum Alanin Aminotransferase (ALAT) in %,

Gamma-Glutamyltransferase (GGT) in %, Serum Alkaline Phosphatase (AP) in %, inter-

mmol

national normalized Ratio (INR), Serum Natrium in , Serum Kreatinin in %, Serum

Bilirubin in %, C-reaktives Protein (CRP) in %, Serum Gesamt-Eiweil3 in % und Serum
Albumin in 2.

Fiir alle Patient:innen wurde der Child-Pugh-Score sowie der MELD- Score berechnet.
Die Formeln und Grundannahmen dieser Scores wurden in der Einleitung prizisiert. Fer-
ner wurde der Schweregrad der Erkrankung anhand der EASL-CLIF Scoringsysteme
CLIF-C-OF, CLIF-C-AD und CLIF-C-ACLF differenziert. Die genannten Scores und

thre Formeln wurden in Hinblick auf die Definition eines ACLV und der einzelnen Or-

ganversagen ebenfalls in der Einleitung bereits nidher beschrieben.
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Zur Berechnung wurde der online erreichbare offizielle Rechner des CLIF-Konsortiums
verwendet: https.//www.efclif.com/scientific-activity/score-calculators/clif-c-aclf sowie

https://www.efclif-com/scientific-activity/score-calculators/clif-c-ad (beide zuletzt auf-
gerufen am 08.11.2022).

Zudem wurde zwischen elektiv- und notfallméBig erfolgter Aufnahme unterschieden und
der Verlauf mit oder ohne Behandlung auf der Intensiv- oder Uberwachungsstation fest-

gehalten.

3.4 Probenakquirierung und -verarbeitung

Abgesehen von der Datenerhebung klinischer Parameter aus den Akten erfolgte bei je-
dem/r Patient:in im stationdren Aufenthalt die Probenakquirierung von je Blutserum und
Aszites fiir die Studiendiagnostik. Fiir die Aszitespunktion lag die medizinische Indika-
tion des Eingriffes immer unabhéngig von der durchgefiihrten Studie vor. Blutserum und
mononukledre Zellen des peripheren Blutes (PBMC) wurden zur weiterfithrenden immu-
nologischen Diagnostik auBBerhalb der Routinediagnostik akquiriert, nach Moglichkeit je-

doch in die taglichen Routineblutentnahmen integriert.

3.4.1 Aszites

Die Gewinnung von Aszites erfolgte ausschlieBlich im Rahmen einer leitliniengerechten
medizinischen Indikation durch die behandelnden Arzt:innen zu therapeutischen Zwe-
cken einer Rekompensation oder weiterfithrenden Diagnostik der vorliegenden dekom-
pensierten Leberzirrhose.

Hierfiir wurde nach schriftlicher Aufkldrung die Punktionsstelle bildgestiitzt mittels Ab-
domensonografie und bevorzugt im linken unteren Quadranten des Abdomens festgelegt.
Bei nicht analgosedierten Patient:innen erfolgte unter streng sterilen Bedingungen eine
Lokalanalgesie mit der Applikation von Mercain 5%. Anschlieend erfolgte entweder
eine Parazentese mit dem Einmalpunktionsset oder die Anlage eines Pigtail-Kathethers
zur wiederholten Entlastung von Aszites. Die Kaniile wurde ohne Vakuum mit einem
Abflusssystem verbunden und der Aszites steril aufgefangen. Bei Blutdruckstabilitit

wurde die Kaniile zur génzlichen Drainage von Ergussfliissigkeit belassen. Bei
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Schmerzen, neu auftretendem Blut im Ablaufschlauch, BlutdruckunregelmiBigkeiten
oder Unwohlsein sowie nach individueller Beurteilung durch das medizinische Personal
wurde die Parazentesenadel vorzeitig entfernt. Die verbleibende Einstichstelle wurde mit
einem Tupfer verbunden und im Verlauf auf Fisteln und Infektionen kontrolliert.

Nach Leitlinie wurde Humanalbumin 20% bei groBvolumigen Parazentesen > 5 Liter zur
Vermeidung eines intravasalen Volumenmangels in Abhdngigkeit von Abflussvolumen

und Korpergewicht der Patient:innen substituiert.

Im routineklinischen Kontext wurde Aszites in einer Serum-Monovette sowie in einer
EDTA-Monovette in das Zentrallabor des Universitatsklinikums Essen zur Bestimmung
der Zellzahl und Zelldifferenzierung sowie Ermittlung des Eiwei3gehalts geschickt. Bei
Verdacht auf ein infektioses Geschehen wurde eine weitere Diagnostik der Aszitesfliis-
sigkeit auf Bakterien im Institut fiir Medizinische Mikrobiologie des Universitétsklini-
kums Essen veranlasst. Im Fall eines Malignititsverdachtes wurden maligne Zellen im
Aszites durch das Institut fiir Pathologie ausgeschlossen.
Von dem verbleibenden, quantitativ variierenden Aszites aller Patient:innen wurde in
Vorbereitung auf die weitere Studiendiagnostik ein Volumen von 50 ml in R6hrchen aus
dem Aszitesbeutel oder der -spritze unter sterilen Bedingungen tiberfiihrt und im Medi-
zinischen Forschungszentrum (MFZ) weiterverarbeitet.
Dort wurde das Material bei 600 x g fiir 10 Minuten bei einer Temperatur von 4°C zent-
rifugiert. Der Uberstand wurde abpipettiert und bei -20 °C bis zur weiteren Verwendung
eingefroren. Nach Auftauen der Proben wurden diese anschlieBend wie folgt verwendet:
1. Virologische Diagnostik zum Nachweis von Viren im Aszites:
Hierfiir wurde das FTD Neuro9Kit der Firma AEC Healthcare Co., Ltd verwendet,
eine Multiplex real-time PCR zum Nachweis des humanen Adenovirus, des humanen
Cytomegalovirus, des Epstein-Barr-Virus, des Herpes Simplex Virus 1 & 2, des Va-
rizella Zoster Virus, des Enterovirus, des humanen Parechovirus, des humanen Her-
pesvirus 6 und 7 und des humanen Parvovirus B19.
2. Untersuchung auf immunmodulatorische Biomarker zu Erstellung von Immunoassays:
Hierzu wurde das Material in Anteilen auf Trockeneis in Mikrotitierplatten 96-Well
Cell Culture Plates zur Bestimmung der Proteinkonzentration zur Firma Olink Hol-

ding nach Schweden verschickt.
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3.4.2 Blutserum

Die Entnahme von Blutserum erfolgte im Rahmen von stationdren Routinekontrollen vor
der morgendlichen Visite zwischen 8 und 10 Uhr. Hierzu wurde mit dem Aspirations-
prinzip einer Venenpunktionskaniile mit einer GroBe von 21G (griin) oder 23G (blau)
eine geeignete periphere Vene punktiert und Blut nach allgemeinen Standards gewonnen.
Das Blutserum wurde gesammelt in einer S-Monovette® Serum-Gel, einer 2,6ml S-Mo-
novette® K3 EDTA sowie einer Sml S-Monovette® Citrat 3,2%. Die Blutproben wurden
fiir die im Rahmen der Visite geplanten Routinekontrolle verwendet und in das Zentral-
labor der Universitdtsmedizin Essen geschickt.

Zusétzlich wurden im Rahmen derselben Punktion Blut fiir eine 7,5ml Monovetten® Se-
rum-Gel und weitere 7,5ml S-Monovetten® K3 EDTA gewonnen.

Diese wurden fiir die vorliegende Studie im MFZ wie folgt weiter behandelt:
Zur Gewinnung des fliissigen Serumbestandteils erfolgte das Zentrifugieren mittels Aus-
schwingrotoren mit einer relativen Zentrifugalkraft von 3000 x g fiir 15min bei einer
Temperatur von 4 °C. Anschlieend wurde das Serum abpipettiert und bis zur weiteren
Verwendung bei -80 °C eingefroren.

Mit Auftauen der Proben wurden sie zusammen mit den Aszitesproben zur Auswertung
auf Proteinbiomarker zur Firma Olink Holding nach Schweden verschickt. Der Transport

erfolgte ebenfalls auf Trockeneis in 96 well plates.

3.5 Proteinbiomarker: Erstellung von Immunoassays

Die immunologische Analyse auf Proteinbiomarker erfolgte extern im Auftrag durch die
schwedische Firma Olink®, SE-752 37 Uppsala. Hierfiir wurde Biomaterial in Form von
Aszites und Blutserum wie zuvor beschrieben verarbeitet und verschickt.

Die weitere Verwertung erfolgte durch das Labor von Olink® im Rahmen des Target 96
Inflammation Panel, das Immunoassays von Proteinen aus verschiedenen Biomaterialien
erstellt.

Olink® verspricht mit der Proximity Extension Assay (PEA)-Technologie ,,eine innova-

tive, DNA-gekoppelte Doppelerkennungsmethode, die eine auBergewohnliche
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Auslesespezifitit bietet (Our PEA technology - Olink). PEA ermdgliche eine Biomar-
ker-Analyse mit hohem Multiplex und schnellem Durchsatz, ohne in der Datenqualitit
einzubiilen. Der Internetauftritt der Olink® Holding ist erreichbar unter https://www.o-
link.com (zuletzt aufgerufen am 09.02.2022).

Die verwendete PEA stellt eine Methode dar, die mittels PCR-Amplifikation zwei oder
mehr DNA-markierte Aptamere oder Antikdrper verwenden, die an dasselbe Protein oder
denselben Proteinkomplex binden. In den PEA werden ausschlielich zusammenpas-
sende DNA-Paare hybridisiert, um ein Amplikon zu erzeugen, sodass Kreuzreaktionen
und damit ein Verlust an Sensitivitdt und Spezifitit vermieden werden. (Greenwood et
al., 2015)

Zum Target96 Inflammation Panel gehoren die in Tabelle 2 genannten Bioproteine
(n=92), die alle mit Inflammationsreaktionen und deren biologischen Prozessen assoziiert
werden. Die Ergebnisse der Immunoassays werden nach technischer Validation und Qua-

litatskontrolle (Positivkontrolle) in NPX (Normalized Protein eXpression) ausgedriickt.

Tabelle 3.1: Ubersicht aller evaluierten Proteine des Target 96 Inflammation Panel der
Firma Olink®

Pro- und antiinflammatorische Biomarker (n=92)

Signalproteine und Enzyme (n=11)

Adenosin- deaminase ADA
Axin-1 AXINI1
Caspase-8 CASPS
Cystatin-D CST5 CST5S
Eukaryotic translation initiation factor 4E-binding pro- 4EBP1
tein 1

Interstitital collagenase MMP1
Stromelysin-2 MMP10
NAD-dependent protein deacetylase sirtuin-2 SIRT2
STAM-binding protein STAMBP
Sulfotransferase 1A1 éTlAl
Urokinase-type plasminogen activator uPA
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Wachstumsfaktoren

(n=15)

Zytokine (n=27)

Artemin

Macrophage colony-stimulation factor 1
Fms-related tyrosine kinase 3 ligand
Fibroblast growth factor 5

Fibroblast growth factor 19

Fibroblast growth factor 21

Fibroblast growth factor 23

Beta-nerve growth factor

Glial cell line-derived neurotrophic factor
Hepatocyte growth factor

Neurturin

Neurotrophin-3

Oncostatin-M

Kit-ligand/ Stem cell factor

Vascular endothelial growth factor A

Extracellular newly identified receptor for advanced
glycation end products binding protein

S100A12
Interferon gamma

Interleukin-1alpha
Interleukin-4

Interleukin-5

Interleukin-6

Interleukin-7
Interleukin-10
Interleukin-12 subunit beta
Interleukin-13
Interleukin-17 A
Interleukin-17 C

ARTN
CSF1
FIt3L
FGF5
FGF19
FGF21
FGF23
Beta- NGF
GDNF
HGF
NRTN
NT-3
OSM
SCF
VEGF-A

EN-RAGE

IFNy
IL1-a
L4
IL5
IL6
L7
IL10
IL12B
IL13
IL17A
IL17C
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Interleukin-18

Interleukin-20

Interleukin-24

Interleukin-22 receptor subunit alpha 1
Interleukin-33

Transforming growth factor beta-1 proprotein= latency
associated peptide

Protransforming growth factor alpha

Tumor necrosis factor

Tumor necrosis factor beta/Lymphotoxin alpha
Tumor necrosis factor ligand superfamily member 14
Tumor necrosis factor ligand superfamily member 10
Tumor necrosis factor ligand superfamily member 11
Tumor necrosis factor ligand superfamily member 12
Thymal stromal lymphopoietin

Leukemia inhibitory factor

Immunologische Rezeptoren (n=19)
T-cell surface glycoprotein CD5

T-cell differentiation antigen CD6

T-cell surface glycoprotein CDS alpha chain

Tumor necrosis factor receptor superfamily member 5
Natural killer cell receptor 2B4

CUB domain- containing protein 1

Delta and Notch-like epidermal growth factor-related
receptor

Interleukin-10 receptor subunit alpha

Interleukin 10 receptor subunit beta

Interleukin- 15 receptor subunit alpha

Interleukin- 18 receptor 1

Interleukin- 20 receptor subunit alpha

Interleukin-2 receptor subunit beta

Interleukin- 2

IL18

1L20
1L.24
IL22RA1
1L33
LAP/TGF-
B

TGFa
TNF
TNF-p
TNFSF14
TRAIL
TRANCE
TWEAK
TSLP

LIF

CD5
CD6
CD8a
CD40
CD244
CDCP1
DNER

IL10RA
IL10RB
IL15SRA
IL18R1
IL20RA
IL2RB
IL2
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Tumor necrosis factor receptor superfamily member 11
beta/ Osteoprotegerin

Programmed cell death 1 ligand 1

Signaling lymphocytic activation molecule

Tumor necrosis factor receptor superfamily member 9

Leukemia inhibitory factor receptor

Chemokine (n=20)
C-C motif chemokine 3
C-C motif chemokine 4
Eotaxin
C-C motif chemokine 19
C-C motif chemokine 20
C-C motif chemokine 23
C-C motif chemokine 25
C-C motif chemokine 28
Fractalkine
Growth regulated alpha protein
C-X-C motif chemokine 5
C-X-C motif chemokine 6
C-X-C motif chemokine 9
C-X-C motif chemokine 10
C-X-C motif chemokine 11

Interleukin- 8

OPG

PD-L1
SLAMF1

TNFRSF9

LIF-R

CCL3
CCL4
CCL11
CCL19
CCL20
CCL23
CCL25
CCL28
CX3CL1
CXCL1
CXCL5
CXCL6
CXCL9
CXCL10
CXCL11
IL8

C-C motif chemokine 2= Monocyte chemoattractant MCP1

protein

C-C motif chemokine 8=Monocyte chemoattractant MCP2

protein

C-C motif chemokine 7= Monocyte chemoattractant MCP3

protein

C-C motif chemokine 13= Monocyte chemoattractant MCP4

protein
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3.6  Statistik, Literaturrecherche und Textverarbeitung

Fiir die Datenerhebung wurden alle Parameter in dem Tabellenkalkulationsprogramm
Microsoft Excel, Version 16.61 fiir Mac (©2022 Microsoft) tabellarisiert. Auch die mit-
tels Fremdversand durch die Firma Olink® erhobenen Nachweise der Proteinbiomarker
wurden hier archiviert.

Die vorliegende Arbeit wurde mit dem Textverarbeitungsprogramm Microsoft Word,
Version 16.60 fiir Mac (©2022 Microsoft) erstellt.

Die Flow Charts wurden mit dem frei erhéltlichen Lucidchart, Version 3.5.14 der ©Lucid
Software Inc. erstellt.

Fiir die Durchfiihrung der deskriptiven univariaten Statistik wurden die mittels Excel er-
hobenen Datensitze mit dem Statistikprogramm SPSS Statistics in der Version 24 von
der Firma IBM Corporation, Armonk, New York, USA sowie mit der Statistiksoftware
Prism 9 for MacOs, Version 9.3.1 (350), December 7, 202; 1994 - 2021 GraphPad Soft-
ware, LLC. analysiert.

Kontinuierliche Daten werden als arithmetische Mittelwerte (MW) mit ihrer Standartab-
weichung (STD) und kategorische Variablen in absoluten und relativen Haufigkeiten pré-
sentiert. Ein Test auf Normalverteilung aller Variablen wurde mittels Kolmogorov-Smir-
nov Test und dem Shapiro-Wilk Test durchgefiihrt.

Der Chi2 Test wurde zum Vergleich kategorialer Variablen genutzt, kontinuierliche Va-
riablen wurden mittels ungepaartem T-Test oder Man-Whitney-U Test auf Signifikanzen
gepriift.

Fiir den Mittelwertvergleich der metrischen Variablen zum Vergleich von Aszites und
Serum nach Subgruppen mit und ohne Virusnachweis wurde nach Test auf Normalver-
teilung entweder der gepaarte t-Test oder bei nicht normal verteilten Werten der Wil-
coxon Test verwendet. Zum Vergleich viruspositiv getesteter Proben gegen negativ ge-
testete Proben wurde der ungepaarte t- Test bei Normalverteilung bzw. der Man-Whitney-
U Test bei nicht normalverteilten Daten gerechnet.

Alle Auswertungen erfolgten mit zweiseitigem asymptotischen Signifikanzniveau. P-
Werte von unter 0,05 wurden als statistisch signifikant betrachtet.

Alle grafischen Darstellungen wurden ebenfalls mit dem Statistikprogramm Prism 9 for
MacOs, Version 9.3.1 (350), December 7, 202; 1994 - 2021 GraphPad Software, LLC.

erstellt.
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Fiir die induktive Statistik mit einer multivariaten Datenanalyse wurden Hauptkompo-
nentenanalysen (Principal Component Analysis, PCA) durchgefiihrt.

Die PCA stellt eine mathematische Lineartransformation dar, anhand derer groBe Mengen
an Rohdaten (die Proteinbiomarker unserer Studienkohorte) reduziert und interpretiert
werden. Es ergibt sich ein sinnvolles Koordinatensystem mit Datenclustern, die entlang
der Hauptachsen (Principal Components: PC’s) die maximale Varianz der Daten unter
Erhaltung ihrer Merkmale darstellen. (Jolliffe and Cadima, 2016) Hierdurch gelingt ei-
nerseits eine charakteristische Datenbeschreibung, andererseits eine sinnvolle Datenre-
duktion von uniibersichtlichen Datenmengen (Daffertshofer et al., 2004).

Hierzu wurde das Programm Qlucore Omics Explorer 3.8.2 for MacOs von der Firma
Qlucore AB, Lund, Schweden verwendet, da dieses eine dreidimensionale grafische Dar-
stellung der Hauptachsen in der Software ermdglicht.

Die Literaturrecherche wurde mit Hilfe der Datenbank der National Library of Medicine,
erreichbar unter der Internetadresse https://pubmed.ncbi.nim.nih.gov, durchgefiihrt und
relevante Literatur mit Hilfe des Zitierprogrammes © 2022 Mendeley Ltd systematisch
kategorisiert. Es wurden soweit mdglich Priméirquellen verwendet, sowie im Falle von

firmenbezogenen Daten die Angaben der jeweiligen offiziellen Internetauftritte genannt.

3.7 Ethikvotum

Die Bewilligung der Studie durch die zustindige Ethikkommission an Medizinischen Fa-
kultdt der Universitit Duisburg-Essen lag zu Beginn der Studie (ab dem 18. Dezember
2018) vor (Registriernummer 18-8503-BO).
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Ergebnisse

4 ERGEBNISSE

4.1 Patient:innencharakteristika

Insgesamt wurden 53 Patient:innen in die vorliegende Studie eingeschlossen. Anhand des
CLIF-C-AD und des CLIF- C-ACLF Scores wurde der Schweregrad der Lebererkran-
kung beurteilt. Unterschieden wurde zwischen 38 Patient:innen mit AD (71,7%) und 15
Patient:innen mit einem ACLV (28,3%), wie in

Abbildung 4.1 dargestellt. Die Mittelwerte (MW) der CLIF-OF-Scores betrugen fiir die
AD 6,78 + 0,84 versus 10,2 £+ 1,78 in der Subgruppe der ACLV.

Die Baseline Charakteristika beider Kohorten werden in Tabelle 4.1 prasentiert und ei-
nander gegeniibergestellt. Das mittlere Alter betrug 57 Jahre (+ 11,6) ohne, bzw. 60 (£
8,9) Jahre mit ACLV. Mit 60,4% iiberwog der ménnliche Anteil der Patient:innen, das
Geschlecht war nicht ausschlaggebend fiir das Krankheitsstadium (p=0,55). Ebenso er-
wiesen sich die Risikofaktoren Adipositas (BMI, p=0,66) und Diabetes (p=0,97) als nicht
signifikant flir das Vorliegen einer AD oder eines ACLYV in dieser Kohorte.

Die Mehrheit der Patient:innen hatte als Grunderkrankung eine &thyltoxische Leberzir-
rhose (60,4%), von denen noch 21,2% einen aktiven Alkoholkonsum angaben. Zweithiu-
figste Genese war eine Fettleberhepatitis (NASH, 11,3%), wobei die unter Sonstige ku-
mulativ zusammengefassten Grunderkrankungen noch 13,2% ausmachten. Hierzu zdhlen
die kryptogene sowie stoffwechselbedingten Leberzirrhosen (Morbus Wilson, Hai-
mochromatose).

Gemail dem Einschlusskriterium einer vorliegenden dekompensierten Leberzirrhose ent-
wickelten alle Patient:innen Komplikationen und/oder Organversagen.

Am haufigsten traten Infektionen mit 41,5% auf; in der Subgruppe ACLV signifikant
hiufiger als im Stadium der AD ohne Organversagen (73,3% vs. 28,9%, p=0.003). Ein
Nierenversagen mit einer Kreatininkonzentration von mindestens 1,5 mg/dl lie sich der-
weil bei 35,8% aller Patient:innen nachweisen und ist mit p<0,001 hochsignifikant fiir
den Grad der Erkrankung. Wahrend sich auch die Entwicklung einer HE (p<0,001), der
Katecholamineinsatz bei Kreislaufversagen (p<0,001) sowie ein respiratorisches Versa-
gen (p=0,03) in der Entwicklung eines ACLV als signifikante Faktoren erwiesen und mit

einer héufigeren intensivmedizinischen Behandlung korrelierten (p=0,036), galt dies
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nicht fiir das Auftreten von gastrointestinalen Blutungen, Osophagusvarizen, der Auspri-

gung von Aszites oder eines Gerinnungsversagens.

Laborchemisch signifikant war in der Subgruppe der ACLV eine progrediente Anémie
(Hamoglobinkonzentration 8,48 g/dl bei ACLV vs. 9,87g/dl bei AD; p=0,025). Ebenfalls
signifikant verzeichnet sich ein hoherer Kreatininwert (AD: 1,12 mg/dl versus ACLV:
2,45 mg/dl; p<0,001) und INR (AD: 1,31 versus ACLV: 1,48; p=0,046). AuBlerdem pra-
sentierte sich der Leberfunktionsparameter Bilirubin bei Vorliegen eines ACLV mit 7,87
mg/dl signifikant hoher als mit Vorliegen einer AD (2,72 mg/dl; p=0,049), wihrend die
Transaminasen GOT und GPT sowie die Cholestaseparameter GGT und AP keinen sig-

nifikanten Einfluss hatten.

Verteilung von AD und ACLV

E AD

1 ACLV Grad |

[ ACLV Grad Il
Bl ACLV Grad Il

Gesamt n=53

Abbildung 4.1: Prozentuale Verteilung von AD und ACLV
In der Studienkohorte (n= 53): Akute Dekompensation (n=38; 71,7%) und ACLV
(n=15; 28,3%, nach Schweregrad 1-3).

Tabelle 4.1: Baseline Charakteristika aller Patient: innen

Gesamt AD ACLV p-Wert
(n=53) (n=38) (n=15)
Alter (Jahre), mean (STD) 58,38 (10,93) 57,63 (11,66) 60 (8,89) 0,489
Geschlecht 0,55
Weiblich, n (%) 21 (39,6) 16 (42,1) 5(33,3)
Mainnlich, n (%) 32 (60,4) 22 (57,9) 10 (66,7)
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BMI (kg/m2), mean (STD)

Diabetes, n (%)

Atiologie
Alkohol, n (%)
hiervon aktiv
Viral (HBV/HCV), n (%)
NASH, n (%)
Cholestatisch, n (%)
Sonstige, n (%)

Komplikationen/ Organversagen

Gastorintestinale Blutung,
n (%)
Osophagusvarizen, n (%)
Keine
Grad 1, n (%)
Grad 2, n (%)
Grad 3, n (%)
Grad 4, n (%)
Hepatische Enzephalopathie
n (%)
Grad 1, n (%)
Grad 2, n (%)
Grad 3, n (%)
Nierenversagen, n (%)
Kreatinin <1,5mg/dl, n (%)
Kreatinin 1,5-1,9mg/dl, n (%)
Kreatinin <2mg/dl oder Nie-
renersatzverfahren
Kreislaufversagen
(Katecholamine), n (%)
Respiratorisches Versagen,
n (%)
Gerinnungsversagen, n (%)
Ubernahme Intensivstation,
n (%)
Nachweis viraler DNA
im Aszites, n (%)
Laborwerte
Leukozyten (per nl), MW,
(STD)
Hamoglobin (per g/dl), mean
(STD)

23,46 (9,33)
(n=35)

14 (26.4)

32 (60,4)
11 (21,2)
5(9,4)
6(11,3)
3(5,7)
7(13,2)

7 (13,5)
(n=52)
(n=49)
11(22,4)
19 (38,8)
15 (30,6)
4 (8,2)
0(0)

9(17)
1(1,9)

0 (0)

34 (64,2)
7 (13,2)
12 (22,6)
15 (28,3)
4(7,55)

2(3,8)
20 (37,7)

19 (35,9)

7,47 (3,84)

9,48 (2,35)

24,60 (8,15)
(n=26)

10 (26.3)

23 (60,5)
8 (21,6)
2(5,3)
3(7,9)
3(7,9)

7 (18,4)

6 (15,8)
(n=37)

7 (20)
16 (45,7)
9 (25,7)

3(8,6)
0 (0)

2(5,3)
1(2,6)

0 (0)

33 (86,8)
5(13,2)
0 (0)

6 (15,8)
1(2,6)

1(2,6)
11 (28,9)

12 (31,6)

7,29 (3,50)

9,87 (2,44)

20,15
(12,07)
(n=9)
4(28,6)

9 (60)
3 (20)
3 (20)
3 (20)
0(0)
0 (0)

1(6,7)

4(28,6)
3(21,4)
6 (42,9)

1(7,1)
0 (0)

7 (46,7)
0 (0)

0 (0)
1(6,7)
2(13,3)
12 (80)
9 (60)

3 (20)

1(6,7)
9 (60)

7 (36,8)

7,91 (4,70)

8,48 (1,81)

0,664

0,97
0,099

0,361

0,418

<0,001

<0,001

<0,001

0,03

0,487
0,036

0,302

0,76

0,025
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Thrombozyten (per nl), mean 151,33 164,13 118,93 0,412

(STD) (103,65) (114,21) (62,13)

CRP (mg/dl), mean (STD) 3,38 (2,93) 3,02 (2,69) 4,24 (3,41) 0,173
(n=48) (n=34) (n=14)

Natrium (mmol/l), mean 135,24 (4,99) 135,34 (4,79) 135,0 0,937

(STD) (5,64)

Kreatinin (mg/dl), mean 1,49 (0,83) 1,12 (0,37) 2,45 (0,92) <0,001

(STD)

Bilirubin (mg/dl), mean 4,18 (6,10) 2,72 (2,40) 7,87 0,049

(STD) (10,13)

GOT (U/L), mean (STD) 83,18 66,36 (82,60) 125,8 0,615
(121,17) (183,81)

GPT (U/L), mean (STD) 39,55 (46,55) 31,52 (22,50) 61,35 0,680

(79,75)

GGT (U/L), mean (STD) 173,39 177,60 162,73 0,295
(177,03) (171,44) (196,35)

AP (U/L), mean (STD) 187,62 179,10 209,20 0,248
(167,33) (122,26) (252,59)

INR, mean (STD) 1,36 (0,33) 1,31 (0,30) 1,48 (0,38) 0,046

Albumin (g/dL), mean (STD) 3,1 (0,66) 3,15 (0,65) 3,18 (0,70) 0,949
(n=37) (n=24) (n=13)

Erwartungsgemal korrelierte der Child-Pugh-Score hochsignifikant mit einem ALCV
(8,18 versus 9,53 Punkte, p= 0,007), ebenso wie der MELD-Score (13,81 versus 25,53
Punkte, p<0.001).

Tabelle 4.2: Grad der Erkrankung unserer Studienkohorte anhand géingiger Scoring-

Systeme
Gesamt AD (n=38) ACLV (n=15) p-Wert

Child Pugh 0,007

CPS-Punkte, MW 8,57(1,44) 8§,18(1,11) 9,53

(STD)

Child A (5-6), n (%) 0(0) 0(0) 0(0)

Child B (7-9), n (%) 43 (81,1) 33 (86,8) 0(0)

Child C (10-15),n (%) 10 (18,9) 5(13,2) 5(33,3)
MELD, MW (STD) 17,3 (7,94) 13,81 (4,95) 25,53 (7,99) <0,001
CLIF-OF, MW (STD) 0,15 (0,36) 1,8 (0,68) <0,001

Anzahl Organversagen, 7,75 (1,94) 6,78 (0,84) 10,2 (1,78)
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MW (STD)
CLIF-C-AD 50,97 (8,04) 50,97 (3,04) - -
MW, (STD) (n=38)
CLIF C ACLF 49,98 (6,59) - 49,98 (6,59) -
MW (STD) (n=15)

4.2  Virale DNA im Aszites

Der Aszites aller Patient:innen wurde mittels Multiplex Real-Time PCR auf den Nach-
weis folgender Viren untersucht:

1. Ebstein Barr Virus (EBV)

2. humanes Cytomegalievirus (hCMV)

3. Varizella-Zoster-Virus (HHV-3)

4. Herpes Simplex Viren: HSV-1 und HSV-2
5. Humane Herpesviren: HHV-6 und HHV-7
6. Parvovirus B19

7. humanes Adenovirus (hAdV)

8. Humanes Parechovirus (HPeV)

9. Enterovirus

Bei iiber einem Drittel der Studienteilnehmer:innen (35,85%) lieB3 sich virale DNA von
mindestens einem Erreger im Aszites nachweisen (n=19), wihrend 34 Patient:innen
(64,15%) ohne Nachweis von viraler DNA blieben.

Positivbefunde fanden sich in der ACLV-Subgruppe héufiger, respektive in 7 von 15 Fal-
len (46,7%), wihrend mit AD 12 von 38 Patient:innen (31,58%) positiv getestet wurden.
Statistisch lieB sich kein signifikanter Unterschied im Gruppenvergleich feststellen (p=
0,302).

Bei drei Patient:innen wurden je zwei Virustypen nachgewiesen: Eine Person war Triger
von sowohl EBV als auch das Parvovirus und in zwei Proband:innen fanden wir je HHV-
7 und B19V, sodass insgesamt 22 positive Virusbefunde vorlagen.

Die Mehrzahl der Befunde bestand aus 7 Nachweisen von EBV (13,2%) mit einem mitt-
leren CT-Wert von 36,7 (+1,76) und 6 Positivbefunden des Parvovirus B19 (11,3%) mit
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einem mittleren CT-Wert von 38,99 (£0,66). Weiterhin konnte das HHV-7 in 3 Aszites-
proben mit einem CT-Wert von 38,23 (£1,59) isoliert werden. Jeweils zwei Mal fanden
sich hCMV (3,8%, CT-MW 26,39 + 0,95) und hAdV (3,8%, CT-MW 36,43 £ 0,007) im
Aszites und ein Befund wurde je iiber HSV-1 (CT-Wert 37,47) und das Parechovirus
(CT-Wert 36,11) erhoben.

Im Folgenden werden die Positivbefunde in Anzahl und Viruslast (MW + STD) in Ta-
belle 4.3 aufgefiihrt:

Tabelle 4.3: Virusbefunde (n=22) nach Erregertypen in den Subgruppen (AD und
ACLV).

Virusbefunde werden présentiert in absoluter Anzahl mit durchschnittlicher Viruslast.
CT-Werte werden in MW £STD dargestellt.

Positiver Gesamt AD n, MW£STD) ACLV
Virusbefund n, (MW£STD) n, MW+ STD)
EBV 7 (36,70 £1,76) 4 (37,08+1,95) 3(36,2%+1,74)
B19-V 6 (38,9910,66) 4 (38,94£0,84) 2(39,07+0,23)
HHV-7 3(38,23£1.59) 2 (37,79£1,98) 1(39,12)
hCMV 2 (26,3910,95) 0(0) 2 (26,3910,95)
HAdV 2 (36,43£0,007) 2 (36,441£0,007) 0 (0)

HSV-1 1 (37,47) 1 (37,47) 0(0)
Parechovirus 1(36,11) 1(36,1110) 0(0)

Von den 7 Patient:innen mit EBV-Nachweis hatten drei ein ACLV und vier eine AD ohne
Multiorganversagen. Eine statistische Signifikanz ldsst sich hieraus nicht ableiten
(p=0,359), ebenso nicht fiir die 6 Einzelbefunde des Parvovirus (p=0,771).

Zu allen weiteren Virustypen ist eine Uberpriifung des Signifikanzniveaus im Einzelnen
aufgrund der geringen Anzahl statistisch nicht sinnvoll. Die Verteilung der Virusbefunde
nach Erregern wird grafisch in

Abbildung 4.2 dargestellt.
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Virusbefunde

Parecho (n=1)
HSV-1 (n=1)

hCMV (n=2/
HAdV (n=2)
n=22

HHV-7 (n=3)

EBV (n=7)

B19-V (n=6)

Abbildung 4.2: Verteilung aller Virusbefunde mit DNA-Nachweis im Aszites

4.3  Vergleich immunologischer Profile

Sowohl im Aszites als auch im Serum wurde die quantitative und qualitative Expression
von je 92 an inflammatorischen Prozessen beteiligte humane Proteinbiomarker unter-
sucht. Diese bestehen aus Signalproteinen und Enzymen, Wachstumsfaktoren, Zytokinen,
immunologischen Rezeptoren sowie Chemokinen. Eine Ubersicht aller Proteine wurde
bereits unter Material und Methoden gelistet (vgl. Tabelle 3.1).
Im Serum konnte die PEA nicht bei allen Patient:innen erfolgen, sondern beschrénkt sich
auf n= 44 Patient:innen. Aus diesem Grund ist die weitere Statistik des immunologischen
Vergleichs der Kompartimente Serum und Aszites auf die Subgruppe von 44 Patient:in-
nen reduziert. Analysen, die sich auf das Kompartiment Aszites beschrinken, wurden mit
allen 53 Patient:innen gerechnet.
Die Proteinbiomarker werden, in ihre funktionellen Gruppen klassifiziert, in den Tabellen
3.4 bis 3.8 alphabetisch aufgefiihrt und nach Kompartimenten mit- und untereinander auf
signifikante Unterschiede verglichen. Die Vergleiche wurden wie folgt durchgefiihrt:

1. Vergleich der immunologischen Proteinexpression zwischen den Kompartimen-

ten: Aszites vs. Serum

a. innerhalb der Subgruppe mit negativem Virusnachweis
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b. in der Subgruppe mit positivem Virusnachweis.
2. Vergleich der Proteinexpression in Abhéngigkeit von: positiver oder negativer
Virusdiagnostik
a. Innerhalb des Kompartiments Serum

b. Innerhalb des Kompartiments Aszites

Da es sich aufgrund der numerisch grolen Menge an evaluierten Proteinen um einen sehr
umfangreichen Datensatz handelt, wurde auf die tabellarische Angabe von arithmetischen
Mittelwertem und Standartdeviationen verzichtet und die grafische Aufbereitung der Da-
ten im Ergebnisteil exemplarisch auf wichtige signifikante Proteine beschrinkt, die im
Anschluss ndher beschrieben werden. Die Darstellung aller anderen Proteine erfolgt zur

Vollstindigkeit im Anhang.

4.3.1 Signalproteine und Enzyme

Insgesamt wurde die Expression von 11 Signalproteinen und Enzymen in Aszites und
Serum untersucht. Ein signifikant abweichendes Profil der beiden Kompartimente fillt
durch 9 von 11 Biomarkern auf. In der Subgruppe virusnegativer Patient:innen verdeut-
lichen sich hochcharakteristische immunologische Profile mit einem Signifikanzniveau
p<0,0001 in der Expression 7 verschiedener Signalproteine und Enzyme.

In 2 Fillen (ADA, MMP1) ldsst sich auch in Abhingigkeit eines positiven Virusbefundes
eine signifikante Abweichung nachweisen.

Signifikante Profile werden exemplarisch in Abbildung 4.3 grafisch dargestellt und be-

schrieben, sowie in Tabelle 4.4 in Génze mit dem jeweiligen Signifikanzniveau gelistet.
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Abbildung 4.3: Signifikante Signalproteine und Enzyme
(A) Adenosin Deaminase (ADA), (B) Caspase 8 (CASPS), (C) Matrix Me-
tallopeptidase 1 (MMP1), (D) Urokinase Plasminogen Aktivator (uPA).

Biomarker aus Aszites und Serum von Leberzirrhosepatient:innen mit positivem

(+, n =16) und negativem (-, n =28) Virusnachweis. Die Y-Achse prisentiert den
NPX-Wert. Arithmetische Mittelwerte und Standartabweichungen werden durch
schwarze Linien und Fehlerbalken markiert. Rote Items markieren vier Patient:in-
nen mit diagnostizierter SBP. Signifikanzen werden wie folgt gekennzeichnet: *
=p<0,05; ** = p<0,01; *** = p<0,001.

ADA (Adenosine Deaminase) ist ein Enzym, das in Aszites und Serum signifikant un-
terschiedlich exprimiert wird, sowohl in der Subgruppe der viruspositiven Patient:innen
(Serum MW 6.01 £ 0,46 vs. Aszites MW 5,34 + 1,5; p=0,0155) als auch in der virusne-
gativen Subgruppe (Serum MW 6,15 + 0,88 vs. Aszites MW 4,26 + 0,60 ; p<0,0001).

Zudem zeigt ADA alleinig unter den Signalproteinen und Enzymen eine hochsignifikant

hohere Expression im Aszites im Falle eines vorliegenden Virusnachweises (MW 5,34 +

1,5) als ohne virologischen Befund (MW 4,26 + 0,60; p=0,0002).
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CASP8 (Caspase 8), eine Protease, zeigt hochsignifikante Unterschiede zwischen der
CASPS Expression in Aszites und Serum sowohl in der Subgruppe von Patient:innen mit
Virusnachweis (p=0,0003), als auch in der Subgruppe ohne Virusnachweis (p=0,0007).
Im Aszites ist CASP8 mit einem MW von 5,3 + 1,0 (Virus +) und 4,9 £+ 1,0 (Virus -)
signifikant héher nachweisbar als im Serum (MW (Virus +) 3,7 + 0,63 und MW (Virus
-) 4,9 = 1,0). Das Kriterium eines Virusnachweises ist nicht ausschlaggebend bzw. nicht
signifikant innerhalb der einzelnen Kompartimente (Serum p= 0,4531 und Aszites
p=0,276).

Ahnlich verhalten sich das Enzym MMP1 (Matrix Metallopeptidase 1), das auch intersti-
tielle Kollagenase oder Fibroblasten-Kollagenase genannt wird, sowie uPA, ein Uro-
kinase Plasminogen Aktivator. Beide Enzyme zeigen ebenfalls hoch signifikante Unter-
schiede (p<0,001) zwischen ihrer Expression im Aszites und Serum, wobei sich ein ho-
herer Nachweis von MMP1 und uPA im Serum ergab als im Aszites: MMP1 Serum MW
15+ 1,8 (Virus +) und 13 + 2,4 (Virus -) vs. Aszites MW 11 + 2.4 (Virus +) und 9,9 +
2,4 (Virus -); p <0,0001. uPA wird in Aszites signifikant (p<0,0001) weniger exprimiert
(MW 9,6 + 0,94 (Virus +) und 9,1 + 0,55 (Virus -)) als in Serum mit einem MW von 11
+ 0,5 (Virus +) und 11 £ 0,83 (Virus -).

Innerhalb der Kompartimente ist ein positiver oder negativer Virusnachweis fiir die Ex-
pression nicht signifikant ausschlaggebend. Unter den Signalproteinen und Enzymen er-
wiesen sich CST5 und 4EBP1 als nicht signifikant, weder innerhalb der Kompartimente
Aszites und Serum in Abhdngigkeit eines Virusnachweises noch zwischen den Kompar-

timenten an sich. Grafisch dargestellt werden sie im Anhang.

Tabelle 4.4: Signalproteine und Enzyme (n=11)

Signifikanzen werden zwischen Aszites und Serum innerhalb der Subgruppen mit positi-
vem (+) und negativem (-) Virusnachweis dargestellt. Es werden auBerdem Signifikanzen
in Abhidngigkeit einer Virusdiagnostik in den Kompartimenten Serum und Aszites ge-

trennt voneinander dargestellt.
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Vergleich Vergleich pos. und neg.

Aszites vs. Serum Virusnachweis (+ vs. -)
Signalproteine Virus Virus Serum Aszites
und Enzyme positiv (+) negativ (-)
ADA 0,0155* <0,0001 *** 0,5513 0,0002%**
AXIN1 0,4292 0,001 1%** 0,9738 0,0525
CASP8 0,0003*** 0,0007%** 0,4531 0,2760
CST5 0,4624 0,9569 0,3759 0,2659
4EBP1 0,3996 0,4338 0,5058 0,2162
MMP1 <0,0001 *** <0,0001 *** 0,0487* 0,0768
MMP10 0,0001*** <0,0001*** 0,6487 0,3726
SIRT2 0,7739 0,0027%* 0,1551 0,0519
STAMBP1 0,0654 <0,0001*** 0,0418%* 0,0688
STI1Al 0,0507 <0,0001*** 0,3908 0,6825
uPA <0,0001 *** <0,0001 *** 0,3682 0,0520

4.3.2 Wachstumsfaktoren

Insgesamt wurden 15 Wachstumsfaktoren analysiert, wovon 13 Proteine eine signifikant
abweichende Expression in den Kompartimenten Serum versus Aszites aufwiesen, da-
runter 8 unabhingig eines Virusnachweises (signifikant in beiden Subgruppen): CSF 1,
FIt3L, FGF5, FGF19, FGF21, FGF23, Beta- NGF sowie OSM. Innerhalb des Komparti-
ments Serum ergaben sich in Abhéngigkeit eines Virusnachweises keine Signifikanzen.
Im Aszites unterscheidet sich die Proteinexpression in 4 Féllen signifikant nach positivem
oder negativen Virusbefund bei CSF1, OSM, SCF sowie VEGF-A. Die wichtigsten
Wachstumsfaktoren werden in Abbildung 4.4 und Tabelle 4.5 dargestellt.
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Abbildung 4.4: Signifikante Wachstumsfaktoren

(A) Colony stimulating Factor 1 (CSF1), (B) Vascular endothelial growth factor
(VEGF-A), (C) Vascular endothelial growth factor (VEGF-A), (D) Fms-related
Tyrosine Kinase 3 Ligand (FIt3L).

Biomarker aus Aszites und Serum von Leberzirrhosepatient:innen mit positivem (+, n
=16) und negativem (-, n =28) Virusnachweis. Die Y-Achse présentiert den NPX-Wert.
Arithmetische Mittelwerte und Standartabweichungen werden durch schwarze Linien
und Fehlerbalken markiert. Rote Items markieren vier Patient:innen mit diagnostizierter

SBP. Signifikanzen werden wie folgt gekennzeichnet:
* =p<0,05; ** = p<0,01; *** = p<0,001.

Am Beispiel von CSF1, VEGF-A, FGF23 und FIt3L werden das Signifikanzniveau und
die NPX-Werte grafisch dargestellt.

Das Profil von CSF1 (Colony stimulating Factor 1) unterscheidet sich in Serum und
Aszites sowohl mit positivem als auch negativem Virusnachweis hochsignifikant vonei-
nander (jeweils p<0,0001). Mit MW von 10,39 + 0,32 (Aszites, Virus +) und 10,12 +
0,37 (Aszites, Virus -) werden signifikant geringere NPX-Werte gemessen als im Serum

mit Mittelwerten von 10,85 + 0,19 (Viurs +) und 10,78 + 0,25 (Virus -). Andererseits
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zeigt sich innerhalb des Kompartiments Aszites eine signifikant hohere Expression von
CSF1, wenn ein positiver Virusnachweis vorliegt (MW 10,39 + 0,32 vs. 10,12 + 0,37;
p=0,0179). Ebenfalls signifikant héher exprimiert (p=0,003) wird VEGF-A bei viruspo-
sitiven als -negativen Patient:innen im Aszites (MW 13 + 0,73 vs. 12 & 0,64). Weiterhin
zeigen sich signifikant (p=0,001) hohere NPX-Werte im Serum (Virus -) als im Aszites
(Virus -). Zwei Patient:innen mit SBP markieren jeweils die zwei hdchsten positiven
Werte in der viruspositiven, sowie den niedrigsten Wert in der virusnegativen Subgruppe.
Betrachtet man diese Werte als Ausreif3er, bleibt eine Signifikanz von p= 0,0485.

Andersherum verhalten sich FGF23 (Fibroblast growth factor 23) und FIt3L (Fms-
related Tyrosine Kinase 3 Ligand) mit signifikant hoheren Mittelwerten im Aszites als
im Serum, wie grafisch unter Abbildung 3.4 dargestellt. Innerhalb der Kompartimente

Aszites und Serum ergaben sich bei diesen Proteinen keine signifikanten Unterschiede.

Tabelle 4.5: Wachstumsfaktoren (n=15)

Signifikanzen werden zwischen Aszites und Serum innerhalb der Subgruppen mit (+) und
ohne (-) Virusnachweis dargestellt. Es werden auflerdem Signifikanzen in Abhingigkeit
einer positiven oder negativen Virusdiagnostik in den Kompartimenten Serum und Aszi-

tes getrennt voneinander dargestellt.

Vergleich
Aszites vs. Serum

Vergleich pos. und neg.
Virusnachweis (+ vs. -)

Wachstumsfaktoren  Virus Virus Serum Aszites
positiv (+) negativ (-)
ARTN 0,3868 0,0298* 0,9999 0,0487
CSF1 <0,0001*** <0,0001*** 0,2839 0,0179*
FIt3L 0,0079%* 0,0204* 0,7084 0,4072
FGF5 0,0443* 0,0136* 0,4759 0,4321
FGF19 0,0058** 0,0236* 0,219 0,1263
FGF21 0,0109* 0,0362* 0,5919 0,8187
FGF23 <0,0001*** 0,0008%** 0,9519 0,9327
GDNF 0,860 0,003** 0,281 0,230
Beta-NGF 0,0034** 0,0001 *** 0,1699 0,5541
HGF 0,6588 0,0013** 0,1174 0,4572
NRTN 0,5619 0,8489 0,5380 0,5221
NT-3 0,4037 <0,0001*** 0,2496 0,0615
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OSM
SCF
VEGF-A

0,0182*
0,7467
0,79

0,00071***
0,0882
0,001**

0,2725
0,4712
0,404

0,0261*
0,0053**
0,003**

4.3.3 Zytokine

Die untersuchten 27 Zytokine werden in Tabelle 4.6 sowie Abbildung 4.5 zusammenge-

fasst. 22 von ihnen erweisen sich als signifikant charakteristisch exprimiert in Aszites und

Serum, fiinf Zytokine weisen in keiner Subgruppe signifikante Unterschiede auf.

Eine Virusinfektion verdndert das Entziindungsmuster im Aszites durch die signifikant

abweichende Expression der Zytokine EN-RAGE, IL1-a, IL7, IL12B sowie TNFSF14.

Tabelle 4.6: Zytokine (n=27)

Signifikanzen werden zwischen Aszites und Serum innerhalb der Subgruppen mit (+) und

ohne (-) Virusnachweis dargestellt. Es werden auerdem Signifikanzen der Proteinex-

pression in Abhdngigkeit einer positiven oder negativen Virusdiagnostik in den Kompar-

timenten Serum und Aszites getrennt voneinander dargestellt.

Vergleich
Aszites vs. Serum

Vergleich pos. und neg.
Virusnachweis (+ vs. -)

Zytokine Virus Virus Serum Aszites
positiv (+) negativ (-)

EN-RAGE 0,0386%* <0,0001*** 0,4224 0,0279%*
IFN-y 0,5282 0,4571 0,5065 0,3327
IL1-a 0,0076** 0,3620 0,7264 0,0459*
IL4 0,0214%* 0,0020%* 0,4911 0,7084
ILS 0,1005 <0,0001*** 0,2810 0,3391
IL6 <0,0001 *** <0,0001 *** 0,747 0,394
IL7 <0,0001 *** <0,0001 *** 0,409 0,0400*
IL10 <0,0001 *** <0,0001 *** 0,7641 0,4610
IL12B 0,0062%* <0,0001*** 0,4718 0,0483*
IL13 0,0507 0,001 1%** 0,0949 0,1624
IL17A 0,8603 0,0017** 0,8375 0,2703
IL17C 0,5425 0,0136* 0,6037 0,1412
IL18 <0,0001 *** <0,0001 *** 0,9334 0,1266
1IL20 0,4082 0,3223 0,5928 0,5424
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IL22RA1 0,8561 0,6430 0,6909 02463
LAP/ TGF-B 0,0012%** <0,0001 *** 0,117 0,257
1L24 0,0010%** 0,0007%** 0,6166 0,1777
IL33 0,0554 0,5979 0,1434 0,8945
TGFa 0,0003*** <0,0001*** 0,5221 0,3045
TNF 0,9399 0,0379 0,6552 0,0901
TNFB 0,0042** <0,0001*** 0,1160 0,4464
TNFSF14 0,0066** <0,0001 *** 0,5789 0,0370*
TRAIL <0,0001 *** <0,0001 *** 0,9934 0,2115
TRANCE <0,0001 *** <0,0001 *** 0,8378 0,8210
TWEAK 0,0052%* <0,0001 *** 0,0345* 0,7264
TSLP 0,9399 0,0007%** 0,8375 0,1027
LIF <0,0001*** <0,0001 *** 0,4763 0,4065
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Abbildung 4.5: Signifikante Interleukine und Zytokine
(A) Interleukin 1 alpha (IL1 a), (B) Interleukin 6 (IL6), (C) Interleukin 7 (IL7),
(D) Interleukin 10 (IL10), (E) Interleukin 18 (IL18), (F) Tumor necrosis factor-
related apoptosis inducing ligand (TRAIL), (G) Tumor necrosis factor- related
activation-induced cytokine (TRANCE), (H) Tumor necrosis factor-like weak
inducer of apoptosis (TWEAK)
Biomarker aus Aszites und Serum von Leberzirrhosepatient:innen mit positivem (+, n
=16) und negativem (-, n =28) Virusnachweis. Die Y-Achse présentiert den NPX-Wert.
Arithmetische Mittelwerte und Standartabweichungen werden durch schwarze Linien
und Fehlerbalken markiert. Rote Items markieren vier Patient:innen mit diagnostizierter
SBP. Signifikanzen werden wie folgt gekennzeichnet:

* =p<0,05; ** = p<0,01; *** = p<0,001.

Auftillig stellt sich die Gruppe der Interleukine unter den Zytokinen mit hochsignifikan-
ten Unterschieden in der Expression in Aszites und Serum dar, wie am Beispiel von IL1a,

IL6, IL7, IL10 und IL18 grafisch dargestellt.
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IL1a ist im Aszites virusabhingig signifikant hoher exprimiert als im Serum (MW -0,42
vs. -1,1). Auch im Vergleich zum Kompartiment Serum (MW -1,1) wird IL1a quantitativ
vermehrt produziert.

Signifikant hohere Messungen im Aszites zeigten sich bei IL6 sowie IL10: Die Mittel-
werte von IL6 im Aszites stehen mit 12 + 1,0 (Virus + und Virus -) niedrigeren Mittel-
werten im Serum mit 6,7 £ 1,6 (Virus +) und 6,5 £+ 1,5 (Virus -) gegeniiber (jeweils
p<0,0001).

IL10 dominiert im Aszites mit MW von 7,3 + 1,1 (Virus +) und 7,0 + 1,2 (Virus -),
wihrend im Serum in beiden Subgruppen ein signifikant geringerer MW von 4,8 + 0,68
nachweisbar ist ( jeweils p<0,0001).

IL7 und IL18 verhalten sich andersherum mit hochsignifikant niedrigerer Expression im
Aszites als im Serum (jeweils p<0,0001). IL7 weist dabei auBerdem unter den virusposi-
tiven Patient:innen ebenfalls signifikant geringere Werte im Aszites auf, als im Serum
detektierbar sind (MW 1,7 £ 0,38 versus MW 2,2 + 0,77; p=0,04).

TWEAK (Tumor necrosis factor-like weak inducer of apoptosis), TRAIL (TNF- re-
lated apoptosis inducing Ligand) und TRANCE (Tumor necrosis factor (TNF)-rela-
ted activation-induced cytokine) wurden im Aszites mit signifikant niedrigeren Werten
nachgewiesen als im Serum (TRAIL und TRANCE jeweils p<0,0001, TWEAK p=0,0052
(Virus +) und p<0,0001 (Virus -)).

TWEAK zeigt nicht nur signifikante Unterschiede zwischen den Kompartimenten Aszi-
tes und Serum, sondern auch im Serum in den Subgruppen mit positivem und negativem
Virusnachweis. So ergab sich im Serum bei Patient:innen ohne Virusnachweis ein signi-
fikant hoherer Nachweis von TWEAK als unter den Patient:innen mit Virusnachweis (p=

0,0345) mit einem MW von 9,6 + 0,76 (Virus -) versus 9,1 + 0,7 (Virus +).
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4.3.4 Immunologische Rezeptoren

Insgesamt wurden 19 immunologische Rezeptoren im Aszites und Serum analysiert und
auf signifikante Differenzen in ihrer Expression bei Patient:innen mit und ohne Virus-
nachweis im Aszites getestet. Lediglich im Zytokinrezeptor OPG (Osteoprotegerin) erga-
ben sich keine signifikanten Unterschiede in der Expression. Alle anderen 18 Rezeptoren
wiesen ein signifikantes Profil in Aszites und Serum auf. Sie werden ebenfalls in Tabelle

4.7 dargestellt.
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Abbildung 4.6: Signifikante immunologische Rezeptoren (1)

(A) T-cell differentiation antigen (CD6), (B) CUB domain- containing pro-
tein 1 (CDCP)

Biomarker aus Aszites und Serum von Leberzirrhosepatient:innen mit positivem
(+, n =16) und negativem (-, n =28) Virusnachweis. Die Y-Achse prisentiert den
NPX-Wert. Arithmetische Mittelwerte und Standartabweichungen werden durch
schwarze Linien und Fehlerbalken markiert. Rote Items markieren vier Patient:in-
nen mit diagnostizierter SBP. Signifikanzen werden wie folgt gekennzeichnet: *
=p<0,05; ** = p<0,01; *** = p<0,001.

CD6 (T-cell differentiation antigen CD6) ist ein Molekiil fiir Zelladhision, das die T-
Zell. Antwort verstirkt. Sowohl im Vergleich der CD6-Expression in Aszites und Serum
zeigen sich hochsignifikante Differenzen als auch im Kompartiment Aszites in Abhéin-
gigkeit einer Virusdiagnostik. Wahrend im Serum hohere Mittelwerte von 6,3 + 0,72
(Virus +) und 6,2 £ 1,1 (Virus -) nachweisbar sind, ist die Expression mit MW von 5,3
+ 0,82 und 4,5 £ 0,95 signifikant niedriger (p=0,0008 (Virus +) und p<0,0001 (Virus -).
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Vergleicht man die Expression von CD6 im Aszites zwischen Viruspositiven und -nega-
tiven Patient:innen, ergibt sich ein signifikant héheres Vorkommen (p= 0,0124) des Re-

zeptors im Aszites bei positiver Diagnostik.

Auch bei CDCP1 ist in dieser Subgruppe ein hoherer Nachweis mit einem MW von 5,9
+ 0,93 versus 5,0 £ 0,8. Im Vergleich von Aszites und Serum weist CDCP1 allerdings
im Gegensatz zu CD6 eine geringere Konzentration auf als im Aszites: MW 4,4 £+ 0,56
vs. 5,9 + 0,93 (p=0,0001, Virus +) und MW 4,8 + 0,89 vs. 5,0 £+ 0,8 (p=0,3826, Virus -
).
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Abbildung 4.7: Signifikante immunologische Rezeptoren (2)

(C) Interleukin 10 receptor subunit alpha (IL10RA), (D) Interleukin 10 re-
ceptor subunit beta (ILIORB), (E) Interleukin 15 receptor subunit alpha
(IL15RA), (F) Interleukin 18 receptor 1 (IL18R1)
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Wie auch in der Gruppe der Interleukine zeigen sich unter den Interleukin-Rezeptoren
hochsignifikante Differenzen in ihrem Vorkommen in Serum und Aszites sowie innerhalb
des Aszites in signifikanter Abhéngigkeit einer positiven Virusdiagnostik. So sind
IL10RA, IL 10RB, IL15RA und IL18R1 alle signifikant vermehrt im Serum zu messen
(p-Werte siehe Tabelle 3.7). AuBerdem fallt auf, dass sich eine positive Virusdiagnostik
im Aszites auch signifikant auf eine vermehrte Konzentration der IL-Rezeptoren aus-
wirkt:

IL10RA: p=0,0360; MW 1,5 £+ 0,29 (Virus +) versus MW 1,3 + 0,33 (Virus -)

IL 10RB: p=0,0374; MW 6,4 + 046 (Virus +) versus MW 6,1 + 0,58 (Virus -)
IL15RA: p=0,0275; MW 2,3 £+ 0,63 (Virus +) versus MW 2,0 + 0,45 (Virus -)

IL18 R1: p=0,0024; MW 8,6 + 0,86 (Virus +) versus MW 7,8 + 0,77 (Virus -)

Tabelle 4.7: Immunologische Rezeptoren (n=19)

Signifikanzen werden zwischen Aszites und Serum innerhalb der Subgruppen mit (+) und
ohne (-) Virusnachweis dargestellt. Es werden auerdem Signifikanzen der Proteinex-
pression in Abhdngigkeit einer positiven oder negativen Virusdiagnostik in den Kompar-

timenten Serum und Aszites getrennt voneinander dargestellt.

Vergleich Vergleich pos. und neg.

Aszites vs. Serum Virusnachweis (+ vs. -)
Immunologische Virus Virus Serum Aszites
Rezeptoren positiv (+) negativ (-)
CD5 0,9399 0,0016** 0,2496 0,0010%*
CDo6 0,0008%** <0,0001 *** 0,6728 0,0124*
CD8 <0,0001*** <0,0001*** 0,5495 0,7384
CD40 0,0111* 0,6260 0,3610 0,0084**
CD244 0,0017** <0,0001*** 0,1059 0,6939
CDCP1 0,0001*** 0,3826 0,1202 0,0051**
DNER <0,0001*** <0,0001*** 0,2171 0,3553
IL10RA 0,0250* 0,0006%*** 0,2300 0,0360*
IL10RB <0,0001*** <0,0001*** 0,3427 0,0374*
IL15RA 0,0008%** <0,0001*** 0,744 0,0275*
IL18R1 0,0027%* <0,0001*** 0,6229 0,0024%**
IL20RA 0,029%* <0,0001*** 0,9904 0,8564
IL2RB 0,0063** <0,0001*** 0,0407* 0,5704
1L2 0,7998 0,1204 0,9211 0,1313
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OPG 0,00027%** 0,1910 0,6124 0,0606
PD-L1 0,0005%** <0,0001*** 0,9550 0,0755
SLAMF1 0,0003#** <0,0001*** 0,2543 0,0615
TNFRSF9 0,0250* 0,0004#:** 0,1551 0,0650
LIF-R <0,0001*** <0,0001*** 0,4763 0,4065

4.3.5 Chemokine

Insgesamt wurden 20 Chemokine analysiert, von denen 16 einen signifikanten Unter-
schied zwischen Aszites und Serum entweder mit positivem, negativem Virusnachweis

oder in beiden Subgruppen aufwiesen.

Tabelle 4.8: Immunologische Rezeptoren (n=19)

Signifikanzen werden zwischen Aszites und Serum innerhalb der Subgruppen mit (+) und
ohne (-) Virusnachweis dargestellt. Es werden auerdem Signifikanzen der Proteinex-
pression in Abhdngigkeit einer positiven oder negativen Virusdiagnostik in den Kompar-

timenten Serum und Aszites getrennt voneinander dargestellt.

Vergleich Vergleich pos. und neg.

Aszites vs. Serum Virusnachweis (+ vs. -)
Chemokine Virus Virus Serum Aszites

positiv (+) negativ (-)
CCL3 0,0076** 0,8489 0,7184 0,1163
CCL4 0,3755 0,0426%* 0,3515 0,6552
CCL11 0,0006%** <0,0001*** 0,5032 0,0255%*
CCL19 0,6200 0,2376 0,2333 0,1322
CCL20 0,5587 <0,0001*** 0,4780 0,0171*
CCL23 0,0085%* 0,0751 0,1687 0,9551
CCL25 0,0070%* <0,0001*** 0,2837 0,5088
CCL28 <0,0001**=* <0,0001 *** 0,7262 0,0590
CX3CLI1 <0,0001 *** <0,0001*** 0,3624 0,9875
CXCL1 0,0507 0,00071 *** 0,7084 0,4875
CXCLS5 0,0155%* <0,0001*** 0,2825 0,1777
CXCL6 0,5649 0,9553 0,0225%* 0,0810
CXCL9 0,1608 0,4838 0,4867 0,5635
CXCL10 <0,0001 **=* <0,0001 *** 0,0176* 0,6905
CXCL11 <0,0001*** <0,0001*** 0,3908 0,5105
IL8 0,1046 0,0774 0,4105 0,9279
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MCP1
MCP2
MCP3
MCP4

0,0011**
0,1297
<0,0001***
<0,0001***

0,0005%**

<0,0001***
<0,0001***
<0,0001***

0,7669
0,6037
0,6207
0,6028

0,2932
0,0727
0,0901
0,1052

Exemplarisch weisen CCL25 und CCL28 signifikant hohere Messungen im Serum auf
als im Aszites.

Die Mittelwerte von CCL25 im Serum stehen mit 7,3 + 0,56 (Virus +) und MW 7,5 +
0,47 (Virus -) niedrigeren Mittelwerten im Aszites mit 7,1 + 0,46 (Virus +) und 7,2 +
0,49 (Virus -) gegeniiber (p=0,0070 und p<0,0001). CCL28 ist mit p-Werten von je
<0,0001 signifikant erh6ht im Serum nachweisbar.

Weiterhin hochsignifikante Differenzen lassen sich in der Gruppe der CXCL mit p-
Werten von je <0,0001 im Vergleich der Kompartimente Aszites und Serum beobachten
sowie unter den MCP 1-4.

Eine von der positiven Virusdiagnostik abhéngige Abweichung im Aszites kann lediglich

bei CCL11 und CCL 20 belegt werden.
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Abbildung 4.8: Signifikante Chemokine

(A) C-C motif chemokine 25 (CCL25), (B) C-C motif chemokine 28
(CCL28), (C) C-C motif chemokine 2 (MCP1), (D) C-X-C motif chemo-
kine 10 (CXCL10), (E) C-X-C motif chemokine 11 (CXCL11), (F) C-C
motif chemokine 7 (MCP3)

Biomarker aus Aszites und Serum von Leberzirrhosepatient:innen mit positivem
(+, n=16) und negativem (-, n =28) Virusnachweis. Die Y-Achse préisentiert den
NPX-Wert. Arithmetische Mittelwerte und Standartabweichungen werden durch
schwarze Linien und Fehlerbalken markiert. Rote Items markieren vier Pati-

ent:innen mit diagnostizierter SBP. Signifikanzen werden wie folgt gekennzeich-
net: * =p<0,05; ** = p<0,01; *** = p<0,001.

4.4 Charakterisierung von Aszites und Serum als Kompartimente

Aus den unter 4.3 prisentierten immunologische Profilen und ihren gréBtenteils hochsig-
nifikanten Differenzen in Aszites und Serum lésst sich bereits eine Charakterisierung als

eigenstidndige immunologische Kompartimente schlussfolgern.

54



Ergebnisse

Fiir eine weitere sinnvolle Reduktion und Interpretation des multidimensionalen Daten-
satzes erfolgte eine Principal Component Analysis (PCA), eine Lineartransformation zur
Mustererkennung, wie unter Methoden néher beschrieben.

Insgesamt bestand die Subgruppe aller Patient:innen, von denen sowohl im Aszites als
auch im Serum die Bestimmung von Proteinmarkern erfolgen konnte, aus 44 Patient:in-
nen, woraus sich 183 Variablen ergeben. Die einzelnen Proteinmarker bilden in linearen

Kombinationen die Varianzen, die die Hauptkomponenten erkliren.

4.4.1 Das immunologische Profil von Serum und Aszites

In einem ersten Schritt wurden alle Proteinbiomarker aus Serum und Aszites ohne abhén-
giges Kriterium fiir eine erste Faktorenanalyse auf die Hauptkomponenten geladen.

Das visualisierte Cluster in Abbildung 4.9 ergibt sich aus der farblichen Kodierung aller
Biomarker, die jeweils in beiden Kompartimenten (Aszites und Serum) gemessen wur-
den. Es zeigen sich zwei farblich homogene Ballungszentren, die die quantifizierten En-

zyme im Aszites grafisch eindeutig von ihrem Aquivalent im Serum abgrenzen.
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Abbildung 4.9: Immunologisches Profil der Kompartimente

Aszites (blau) und Serum (gelb) bei Leberzirrhosepatient:innen (n=44).
Proteinbiomarker n=92. Die Achsen stellen die drei Hauptkomponenten
und deren Gewichtung (Anteil der Streuung in der Stichprobe) in Prozent
dar.
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Weiterhin wurden anschlieend die Variablen hinsichtlich eines Virusnachweises im As-
zites aufgeschliisselt und farblich gekennzeichnet in griin (negativ) und rot (positiv).

Die Ballungszentren von Aszites und Serum sind als immunologische Kompartimente
strukturell unverdndert abgrenzbar. Das virologische Farbcluster wird in Abbildung 4.10

dargestellt. Hier ist zundchst kein neues Profil erkennbar.
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Abbildung 4.10: Immunologisches Profil in Abhingigkeit viraler DNA
in Aszites und Serum bei Leberzirrhosepatient:innen (n=44).
Proteinbiomarker n=92. Positive virologische Befund (n=16) werden rot
und negative Befunde (n=28) griin dargestellt. Die Achsen stellen die drei
Hauptkomponenten und deren Gewichtung (Anteil der Streuung in der
Stichprobe) in Prozent dar.

4.4.2 Das immunologische Aszitesprofil

Um das immunologische Profil im Aszites in Hinblick auf einen positiven Virusbefund
ndher beschreiben zu konnen, wurden im Folgenden alle aus dem Aszites gemessenen
immunologischen Marker in eine PCA eingeschlossen (p=1). Nach farblicher Aufschliis-
selung viruspositiver und -negativer Variablen war eine Struktur nicht deutlich abgrenz-
bar.

Mit einer weiteren Selektion wurden nur statistisch signifikante Variablen in die PCA

eingeschlossen, die mit einem Signifikanzniveau von p<0,05 mit einem positiven
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Virusbefund in Verbindung gebracht werden konnten. Der Vergleich der Profile ist in

Abbildung 4.11 dargestellt.
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Abbildung 4.11: Immunologisches Clustering im Aszites

in Abhingigkeit von einem positiven (n=16, rot) oder negativen (n=28, blau)
Virusbefund bei Leberzirrhosepatient:innen (n=44). Eingeschlossen wurden
alle Bioproteine mit dem Signifikanzniveau p <0,05 (n=20). Die Achsen stel-
len die Hauptkomponente 1-3 und deren Gewichtung (Anteil der Streuung in
der Stichprobe) in Prozent dar.

In die Exploration des Aszitesprofils in Abhéngigkeit eines Virusnachweises mit Signifi-
kanzniveau von p<0,05 wurden 20 Biomarker eingeschlossen, die in Tabelle 4.9 zusam-
mengefasst werden.

Tabelle 4.9: Virusabhiingig signifikante Biomarker (n=20) im Aszites mit p<0,05.

Immunologischer Biomarker p-Wert q-Wert
CD5 0.001 0.047
VEGFA 0.001 0.047
ADA 0.002 0.047
IL-18R1 0.003 0.060
CDCPl1 0.004 0.073
SCF 0.005 0.080
CD40 0.008 0.110
CD6 0.012 0.138
OSM 0.016 0.138
CCL20 0.017 0.138
NT-3 0.017 0.138
CSF-1 0.018 0.138
LIF 0.024 0.158
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CCL11 0.026 0.158
EN-RAGE 0.026 0.158
IL-15RA 0.028 0.158
TNFSF14 0.037 0.191
IL-10RB 0.037 0.191
IL7 0.040 0.193
TNFRSF9 0.046 0.199

4.4.3 Das immunologische Serumprofil

Fiir einen Uberblick iiber den Einfluss viraler Befunde im Aszites auf Entziindungsmuster
im Serum rechneten wir zudem weitere Hauptkomponentenanalysen mit den immunolo-
gischen Variablen im Serum. Die Exploration umfasst die statistisch signifikanten Vari-

ablen p<0,05.
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Abbildung 4.12: Immunologisches Clustering im Serum

in Abhingigkeit von einem positiven (n=16, rot) oder negativen (n=28, blau)
Virusbefund bei Leberzirrhosepatient:innen (n=44). Eingeschlossen wurden
alle Bioproteine mit dem Signifikanzniveau p <0,05 (n=5). Die Achsen stel-
len die Hauptkomponente 1-3 und deren Gewichtung (Anteil der Streuung in
der Stichprobe) in Prozent dar.

In die Exploration der inflammatorischen Expression von Biomarkern im Serum mit sig-
nifikanter Abhéngigkeit eines Virusnachweises im Aszites (p<0,05) wurden 5 Biomarker

eingeschlossen, die in Tabelle 4.10 dargestellt werden.
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Tabelle 4.10: Signifikante Biomarker im Serum mit p<0,05

Variable annotation p-value q-value
TWEAK - Serum 0.044 0.794
MMP-1 - Serum 0.043 0.794
STAMBP - Serum 0.036 0.794
CXCL6 - Serum 0.025 0.794
CXCL10 - Serum 0.023 0.794

4.5 Klinische Endpunkte

Die Exploration von viral getriggerten Inflammationsmustern wirft die Frage nach ihrer
klinischen Relevanz fiir Patient:innen mit Leberzirrhose auf.

Um den Einfluss der virologischer Befunde auf die Krankheitsschwere der Studienpati-
ent:innen zu evaluieren, priiften wir verschiedene klinische Endpunkte in Zusammenhang
mit einem Virusnachweis im Aszites. Dabei wurde zwischen den einzelnen Virustypen
aufgrund der geringen Populationsgrée von viruspositiven Patient:innen nicht differen-
ziert, sondern lediglich ein Positiv- vs. Negativbefund im Aszites als Kriterium verwen-
det.

Die Endpunkte stellen ein oder mehrere Organversagen und Komplikationen des ACLV
dar, wie in Tabelle 4.11 présentiert. Mit einem positiven Virusnachweis allein kann kein
statistisch signifikanter Zusammenhang mit dem Vorliegen eines ACLV (p=0,139) oder

einzelner Organversagen nachgewiesen werden.

Tabelle 4.11: Auftretens von Komplikationen in Abhingigkeit eines Virusbefundes

Endpunkte Virusnachweis Virusnachweis Gesamt p-Wert
positiv (n=19) negativ (n=34) (n=153)
n (%) n (%) n (%)
ACLYV gesamt 7 (36,8) 8(23.95) 15(28,3) 0,139
Grad 1, n (%) 2 (15,8) 3 (8,8) 504
Grad 2, n (%) 3(10,2) 5(14,7) 8 (15,1)
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Grad 3, n (%) 2 (10,5) 0(0) 2 (3,8)
Organversagen

Leberversagen 1(5,3) 4(11,8) 5(09.4) 0,437

Nierenversagen 6 (31,6) 6 (17,6) 12 (22,6) 0,245

Dialysepflicht 2 (10,5) 3 (8,8) 509.4) 0,839

Respiratorisches Ver- 3 (15,3) 1(2,9) 4(7,5) 0,089

sagen

Gerinnungsversagen 1(5,3) 1(2,9) 2(3.,8) 0,671

Kreislaufversagen 4 (21,1) 11 (32,4) 15(28,3) 0,381
Hepatische Enzephalo- 6 (31,6) 4(11,8) 10 (18,9) 0,142
pathie

Grad 1, n (%) 5(26,3) 4 (11,8) 9(17)

Grad 2, n (%) 1(5,3) 0 (0) 1(1,9)

Grad 3, n (%) 0(0) 0(0) 0(0)

Aszites 0,242

Mittelgradig 8 (42,1) 20 (58,8) 28 (52,8)

Massiv 11(57,9) 14 (41,2) 25 (47,2)
Intensivstation im Ver- 6 (31,6) 14 (41,2) 20 (37,7) 0,489
lauf
GI-Blutung 2 (10,5) 5(15,2) 7(13,5) 0,638

Unter Berticksichtigung der numerischen Differenz der Subgruppen (19 Patient:innen mit
Virusnachweis vs. 34 Patient:innen ohne Virusnachweis) kann prozentual ein hiufigeres
Auftreten eines ACLV bei Patient:innen mit positivem Virusbefund festgestellt werden
als in der Subgruppe mit dekompensierter Leberzirrhose ohne Multiorganversagen (in

36,8 % vs. 23,5%).
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Abbildung 4.13: Virusbefund in Abhiingigkeit von Krankheitsstadium

Grafische Darstellung aller Patient:innen mit positivem (n=19) und negativem (n=34) Vi-
rusbefund im Aszites in Abhdngigkeit der Schwere der Erkrankung.

AD= Akute Dekompensation, ACLV= Akut-auf-chronisches Leberversagen (kumulativ
Grad 1-3)

ACLV mit und ohne Virusbefund

I Virusbefund +
8 [ Virusbefund -

Anzahl Patient:innen

Gesamt Grad 1 Grad 2 Grad 3

ACLV

Abbildung 4.14: ACLV und Virusbefund

Grafische Darstellung aller Patient:innen mit positivem Virusbefund (n=19) im Aszites
und ACLV nach Grad differenziert.
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Auch ein Nierenversagen und ein respiratorisches Versagen kamen anteilig haufiger vor,
wenn ein Virusbefund vorlag (31,6% vs. 17,6% und 15,3 vs. 2,9%). Eine hepatische En-
zephalopathie entwickelten 31,6% in der viruspositiven Subgruppe und 11,8 % ohne Vi-
rusnachweis. Mit Auftreten von massivem Aszites gab es mehr positive Virusbefunde als
bei mittelgradiger Ausprigung, wie in Abbildung 3.15 deutlich wird.

Andererseits wurden Patient:innen ohne Virusnachweis im Verlauf hdufiger auf der In-
tensivstation behandelt und es trat 6fter eine GI-Blutung auf. Insgesamt waren die Unter-

schiede statistisch nicht signifikant (p>0,05).

Virusnachweis in Abhangigkeit zur Auspragung von Aszites

Virusnachweis

50 I nein
Tja
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mit Virusnachwelis
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nein mittelgradig/therapiert massiv/ therapierefraktar
Aszites
Abbildung 4.15: Virusnachweis in Abhiingigkeit von Aszites
Graphische Darstellung von Virusnachweisen in Zusammenhang mit Ausprigung von
Aszites mittels Liniendiagramm. Die Prozentpunkte werden durch Fehlerbalken erginzt,

die im 95% Konfidenzintervall liegen.
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5 DISKUSSION

Fiir Patient:innen mit Leberzirrhose ist das ACLV eine lebensbedrohliche Komplikation,
die mit einer Mortalitdt von 50% im 90-Tagesverlauf einhergeht und deren Pathogenese
noch nicht hinreichend erforscht ist. Die auslosenden Faktoren fiir die systemische In-
flammation mit oxidativem Stress bleiben in 40% der Fille unklar. Neben intrahepati-
schen Faktoren wie Alkoholabusus, viralen Hepatitiden und Intoxikationen sind extrahe-
patische Ausloser wie operative Eingriffe, Blutungsereignisse und Infektionen als Ursa-
che fiir ein ACLV zu benennen. Infektionen, besonders bakterielle Erreger, stellen die
héufigste identifizierbare Ursache fiir eine Leberfunktionsverschlechterung dar, seltener
auch Pilze. Als virale Trigger werden hauptséchlich hepatotrope Viren, insbesondere die
Reaktivierung des Hepatitis B Virus, filir ein Multiorganversagen verantwortlich gemacht
(Arroyo et al., 2020).

Die Bedeutung viraler Infektionen jenseits der bekannten Virushepatitiden im Kontext
eines ACLV ist bisher weitgehend unbekannt — dabei stellen Viren eine der hiufigsten
alltdglichen Infektionsquellen fiir Menschen dar. Der Ansatz, die immunpathologischen
Entziindungsmuster einer chronischen Leberzirrhose vor dem Hintergrund explizit nicht-
hepatotroper Viren als Trigger fiir eine mogliche Leberfunktionsverschlechterung zu be-

leuchten, stellte bis vor Beginn der COVID-Pandemie ein Novum dar.

5.1 Hauptergebnisse

Diese Dissertation prisentiert die Resultate unserer klinischen Kohortenstudie zur Rolle
viraler Trigger im pathophysiologischen Prozess chronischer Lebererkrankungen im End-
stadium.

Hierfiir wurde das immunologische Profil von 53 Patient:innen mit akuter hepatischer
Dekompensation sowie ACLV verglichen. Diese Profile umfassen die Auswertung von
je 92 Bioproteinen, die mit Inflammationsreaktionen und immunpathologischen Prozes-
sen assoziiert werden. Die Diagnostik wurde extern mittels PEA aus den Biomaterialien
Aszites und Serum erstellt und durch uns ausgewertet und verglichen.

Es ergeben sich signifikant abweichende immunologische Entziindungsmuster in Aszites

und Serum (in 78 von 92 Biomarkern, respektive in 84,8%). Sie identifizieren
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intraperitonealen Aszites als eigenstéindiges immunologisches Kompartiment mit einem
signifikant von der serologischen Immunantwort abweichenden inflammatorischen Pro-
fil.

Weiterhin identifizierten wir mittels qPCR-Nachweis 19 Patient:innen (35,9% der Studi-
enpopulation) als Trager viraler DNA nicht-hepatotroper Erreger im Aszites. Hohe CT-
Werte deuten auf niedrig-replikative Viruspersistenzen statt auf akute Infektionen hin.
Die positiven virologischen Befunde korrelieren trotzdem signifikant mit der Expression
spezifischer inflammatorischer Proteine. Diese gezielte Immunantwort lisst die Existenz
einer spontan viralen Peritonitis zumindest auf immunzelluldrer Ebene vermuten. Die
Uberpriifung klinischer Endpunkte wie Laborparameter, Organversagen oder Krankheits-
schwere ergaben keine signifikante Leberfunktionsverschlechterung im Kontext viraler

Infektionen, weshalb die klinische Relevanz fraglich bleibt.

5.2 Methodendiskussion

Die Studienkohorte bildet sich aus der Aufnahmepopulation einer gastroenterologischen
Universitétsklinik. Die Auswahl der Proband:innen erfolgte monozentrisch. Durch unsere
Rekrutierung als universitdrer Maximalversorger mit einem iiberregionalen Einzugsge-
biet liber einen mehrjdhrigen Zeitraum von 2018 bis 2021 betrachten wir die Kohorte als
reprisentativ.

Die Populationsgrofie unserer Kohorte ist mit 53 Patient:innen im Vergleich zu anderen
Studien mit dhnlichem Bezug klein. Besonders die numerische Differenz der Subgruppen
(ACLV n=15 und AD n=38) beeinflusst die statistische Aussagekraft und erschwert das
Erreichen eines Signifikanzniveaus. Ein limitierender Faktor fiir die kleine Fallzahl und
ungleiche Subgruppenverteilung ergab sich aus der geringeren Inzidenz eines ACLV ge-
geniiber Studienteilnehmer:innen mit AD. Zudem geht das ACLV héufig mit schweren
klinischen Symptomen wie Desorientierung und Bewusstseinseinschrinkungen einher,
die eine besondere Herausforderung an einen ethisch einwandfreien Studieneinschluss
mit gesichertem Konsens (bspw. in Form von Einverstdndniserkldrungen) bedeutete.
Die klinische und laborchemische Diagnostik der Leberzirrhose erfolgte im Rahmen der
aktuellen Leitlinien und alle Maflnahmen zur Probenakquirierung kdnnen als Methodik

nach Goldstandart betrachtet werden.
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Durch den Ausschluss maligner Grunderkrankungen aus der Studienkohorte wurde si-
chergestellt, dass die Kausalitit der virusabhdngigen Entziindungsmuster nicht durch im-
munonkologische Prozesse verzerrt werden.

Mittels qPCR gelang in 19 Patient:innen ein qualitativer und quantitativer Nachweis vi-
raler Genome im Aszites. Gerade bei immunkompromittierten Patient:innen ohne adé-
quate Immunantwort ist die PCR-Diagnostik der Antikoérperbestimmung iiberlegen. Die
Diagnose einer akuten oder chronischen Infektion sollte auf der Grundlage einer Stan-
dard-DNA-Hybridisierung oder quantitativer (Echtzeit-)PCR erfolgen, jedoch wird eine
Kombination mit serologischen Tests fiir das spezifische IgG, IgM oder beides empfohlen
(Bihari et al., 2013). Eine Differenzierung zwischen einer viralen Primérinfektion, einer
Reaktivierung, einer Viruslatenz oder niedrig-replikativen persistierenden ,,Virusresten‘
ist allein mittels qPCR aus dem Aszites, wie sie uns vorliegt, nicht moglich. Sehr wohl
lasst sich aber ein viraler Trégerstatus feststellen. Dies wirkt sich auch auf unsere statis-
tische Auswertung aus, in der wir lediglich eine nominale Differenzierung (positiver vs.
negativer Virusnachweis) verwendeten.

Durch den Studieneinschluss von ausschlielich dekompensierten Lebererkrankungen
mit punktablem Aszites begriindet sich auch, dass der Studie keine Kontrollgruppe aus
Patient:innen mit kompensierter Zirrhose vorliegt. Unter Hinzunahme serdser und respi-
ratorischer Infektionsquellen konnte eine gesilindere Kontrollgruppe die klinische Rele-
vanz der Viren als Trigger fiir Exazerbationen auch ohne ACLV verifizieren.

Zudem ist die fehlende mikrobiologische Differenzialdiagnostik bakterieller Infektionen
unserer Studie als Limitierung zu nennen. Bakterielle Entziindungsmuster kénnen von
viralen Kausalititen jenseits der von uns durchgefiihrten Diagnostik nicht abgegrenzt
werden. Die Proband:innen wurden auf eine spontan bakterielle Peritonitis untersucht
(SBP= polymorphkernige Granulozytenzahl > 0,25ng/ml). Eine standardisierte mikrobi-
ologische PCR-Diagnostik von Aszites und Serum hétte jedoch zusétzlich eine wertvolle
Erginzung der Datenauswertung dargestellt.

Die Immunoassays aus Aszites und Serum wurden extern von der durch uns beauftragten
Firma Olink® erstellt. Einen limitierenden Faktor fiir die Sensitivitit und Spezifitit von
Multiplex-Immunoassays stellt die Kreuzreaktivitdt der Antikorper dar, die aufgrund ei-
ner unspezifischen Bindungsneigung entsteht. Proximity Extension Assays stellen eine

Labormethode dar, die mittels PCR-Amplifikation zwei oder mehr DNA-markierte
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Aptamere oder Antikdrper verwenden, die an dasselbe Protein oder denselben Protein-
komplex binden. Die Hybridisierung von ausschlieBlich zusammenpassenden DNA-Paa-
ren zur Erzeugung eines Amplikons sichert eine besonders hohe Sensitivitit und Spezifi-

tit, da so Kreuzreaktionen vermieden werden konnen (Greenwood et al., 2015).

5.3 Ergebnisdiskussion
5.3.1 Virale Aszitesinfektionen bei Leberzirrhose

Unsere Virusdiagnostik mittels qPCR aus dem Aszites ergab 7 EBV-DNA Nachweise, 6
positive Parvovirus B19-Befunde, drei HHV-7 Infektionen, zwei Nachweise von je
hCMYV und HAdV sowie je einen positiven Befund mit HSV-1 und Parechovirus.

Damit konnten wir 35,9 % unserer Studienpopulation als Tréger viraler DNA im Aszites
identifizieren.

Die Zahl der EBV-Infektionen unseres Studienkollektivs (13, 2%) scheint représentativ
im Vergleich mit gréBeren Studien zur durchschnittlichen Infektionsrate unter Patient:in-
nen mit Leberzirrhose. Die Pravalenz unterschiedlicher Studien mit Kohortengrof3en zwi-
schen 100 und 300 lag zwischen 10% bis 23% (Gupta et al., 2015; Hu et al., 2019, 2018).
Die Viruslasten unserer Ergebnisse mit CT-Werten zwischen 34,2 und 39,7 (Median
36,74+ STD 1,7) lassen sich eher als chronisch geringfiigig aktive oder latente Infektionen
interpretieren, die ohne vollstindige Viruseliminierung aufgrund einer Immunsuppres-
sion persistieren. Sie sollten allerdings als Risiko fiir eine endogene Reaktivierung be-
trachtet werden.

In der aktuellen Literatur findet man mehrere Studien, die den Einfluss von EBV und
hCMV auf chronische Lebererkrankungen untersuchen: Eine retrospektive Studie von Hu
et. al untersuchte Patient:innen mit HBV-ACLYV und einer viralen Koinfektion mit hCMV
oder EBV hinsichtlich deren Einflusses auf die Leberfunktion. Die Pridvalenz unter 100
Patient:innen lag bei 23,0% fiir EBV-Nachweise und 5% hCMV. Als Risikofaktoren fiir
eine hCMV-Infektion identifizierte die Studie einen geringen HBV-Wert von <1000
IU/ml sowie ein Alter iiber 60 Jahre fiir eine EBV-Infektion.

Mit einer EBV-Koinfektion war ein hoherer Child-Pugh Score assoziiert, wihrend

hCMV-Infizierte mit geringeren ALT-Werten keine hohere Leberschidigung aufwiesen.
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Dies konnte allerdings durch den potenziell niedrigreplikativen HBV-Status erklért wer-
den (Hu et al., 2018).

Eine separate retrospektiven Analyse desselben Erstautoren bestitigt die vermutete Le-
berfunktionsverschlechterung durch EBV-Infektionen unter Patient:innen mit Leberzir-
rhose: Damit einher gingen niedrigere Albuminspiegel und Albumin-Globulin-Verhalt-
nisse sowie ein hoherer Child-Pugh-Score und eine hohere Rate an ACLV (p = 0,050).
Das Multiorganversagen stellte einen Risikofaktor fiir eine hohere Sterblichkeitsrate dar
(Hu et al., 2019).

Eine grofe indische Studie zur retrospektiven Untersuchung von viralen Infektionen als
Ursache fiir akute virale Hepatitiden (AVH) und ACLV fand neben hepatotropen Viren
als Trigger fiir eine hepatische Dekompensation auch in 10,5% (31 von 295 Patient:innen)
nicht-hepatotrope Viren, hCMV und EBV. Diese trugen signifikant hdufiger zu Infektio-
nen bei AVH als bei ACLV bei (29 vs. 2, p=0,002) (Gupta et al., 2015).

Auftillig ist die nachweisbare Parvovirus B19- DNA (n=6) als padiatrisch relevanter Er-
reger der Ringelrdteln in unserer erwachsenen Studienpopulation. Eine akute Infektion
mit dem B19-Virus ist mit vielféltigen Haut-, Gelenk- und Lebermanifestationen assozi-
iert. Bei immunsupprimierten Patient:innen sollte eine aplastische Andmie ausgeschlos-
sen werden. (Bihari et al., 2013). Die Kontaminationsrate der B19-Diagnostik ist hoch,
daher empfiehlt sich neben einer PCR auch die Ermittlung von spezifischen Antikérpern
(Bihari et al., 2013), die wir leider nicht vorweisen konnen. Die Viruslasten zwischen
37,8 und 39,5 (Median 38,9 + STD 0,66) deuten nicht auf eine akute Infektion hin, lassen
sich jedoch als niedrig-replikative persistierende ,,Virusreste* interpretieren.

Parvovirus B19 hat mit einer Seroprdvalenz von 72,1% in Deutschland ebenfalls eine
hohe Durchseuchungsquote und kann als chronisch persistierende Infektion mit einer
kontinuierlichen Virusproduktion vor allem in immungeschwichten Patient:innen auftre-
ten und in der Leber replizieren (Pongratz et al., 2009; Wang et al., 2009).

Eine besondere Korrelation von B19-Viren oder deren Persistenz mit chronischen Leber-
erkrankungen haben auch andere Studien beobachtet:

Pongratz et al. berichtet in einem Case Report von einer viralen B19-Persistenz in einem
gesunden Mann mit konsekutivem Auftreten einer chronischen Leberzellschdadigung

(Pongratz et al., 2009).

67



Diskussion

Unter 463 asiatischen Patient:innen mit HBV- assoziierter Lebererkrankung fand Toan
et. al in 21,4% der Studienpopulation B19-DNA (n=99). Die Ko-Infektion trat signifikant
héufiger auf als der B19- Nachweis in gesunden Kontrollpersonen (p<0,001) und wurde
als signifikanter Risikofaktor fiir das Fortschreiten zu einer schweren Leberschidigung
identifiziert (Toan et al., 2006). In unserer Studienpopulation lédsst sich wiederum kein
gehduftes Vorkommen des B19-Virus® explizit unter den HBV-Trigern feststellen.
Diese These der B19-Virus-assoziierten Leberzellschddigung wurde in einer européi-
schen Studie anhand von Patient:innen mit einer viralen Hepatitis (HBV/HCV) aufgegrif-
fen. Sie bestitigt eine mogliche niedrig-replikative Viruspersistenz in der Leber iiber ei-
nen langen Zeitraum. Im Gegenzug zur asiatischen Studie konnte allerdings keine signi-
fikante Verschlechterung der Leberfunktionen in Zusammenhang mit der Koinfektion
nachgewiesen werden (Wang et al., 2009).

Weiterhin wurde in unserer Studienkohorte eine Aszitesprobe mit HSV-1 DNA diagnos-
tiziert. In der Literatur werden HSV-Hepatitiden selten und meist in Kombination mit
einer Immunsuppression beschrieben (Then et al., 2019).

HSV-DNA wurde ebenfalls bereits direkt in der Leber nachgewiesen. Die Pathogenese
wird kontrovers diskutiert: Eine viszerale Dissemination in die Leber, entweder als Folge
einer liberstrapazierten Immunabwehr durch hohe Virusexposition oder aber durch her-
petische Lisionen im Zuge beeintrachtigter Makrophagen, zytotoxischer T-Lymphozyten
und einer verzogerten Hypersensitivitdt, wird diskutiert. Auch eine akute Superinfektion
auf eine latente HSV-Reaktivierung wird als Trigger fiir das Organversagen vermutet.
Bestimmte HSV-Stdimme haben sich zudem als neurovirulent erwiesen, weshalb die
vierte Theorie eine mogliche Hepatovirulenz vermutet (Kaufman et al., 1997; Miyazaki
etal., 1991).

Ebenso selten wird eine hADV-induzierte Hepatitis in der Literatur beschrieben. Wir fan-
den zwei Nachweise von hAdV im Aszites unserer Proband:innen.

In allen Féllen eines schweren hepatologischen Verlaufs in Assoziation mit hADV wird
eine Immunsuppression durch Leber- oder Stammzelltransplantation, eine hdmatoonko-
logische Grunderkrankung oder Chemotherapie beschrieben (Zheng et al., 2022).
Einzelne kleine Studien und Fallbeispiele beschiftigen sich mit der Pathogenese: Am
Mausmodell konnte nach iv.-Injektion hochdosierter (replikationsunfahiger) HAdV-Vek-

toren eine Aktivierung des angeborenen Immunsystems mit disseminierter
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intravaskuldrer Gerinnung, Zytokinsturmsyndrom, Hepatotoxizitdt und Thrombozytope-
nie beobachtet werden. Insbesondere HAdV-C5-Vektoren sind hepatisch affin und akut
lebertoxisch und konnen die Genese der HAdV-induzierten Hepatitis zumindest teilweise
darstellen.

Alemany et al. fanden zudem in Gewebemakrophagen der Leber groBe Mengen an Vi-
ruspartikeln, beispielsweise in Kupffer-Zellen. Diese aktivieren das proinflammatorische
Zytokin IL-1a und triggertn die Ausschiittung von IL-1RI, TNF-a und II-6 sowie der
Chemokine CXCL2, CXCL1 und CCL2. 60 Minuten nach Injektion starben die Kupffer-
zellen nekrotisch ab und 16sten eine systemische Entziindungsreaktion weiterer proin-
flammatorischer Mediatoren aus (Alemany, Suzuki and Curiel, Kalyuzhniy et al., 2008;
Smith et al., 2008; Zheng et al., 2022).

In unserem Immunoassay ist das proinflammatorische IL-1a im Aszites signifikant hoher
in der viruspositiven Subgruppe exprimiert (p=0,0459). Die Enzymaktivitit war zudem
im viruspositiven Aszites signifikant hoher messbar als im Serum.

Zu Bedenken gilt, dass lediglich zwei Proband:innen einen hAdV-DNA Nachweis im
Aszites trugen. Da IL-1a aber ein zentrales proinflammatorisches Zytokin ist, das in fast
allen Zelltypen gefunden werden kann und bei nekrotischem Zelltod und Gewebeschiden
als lokaler Entziindungsmediator exprimiert wird (Cavalli et al., 2021), gehen wir von
einer Ubertragbarkeit auf andere virale Erreger aus. Im Blutkreislauf wurde IL-1a dage-
gen nur selten beobachtet, was mit unserer indifferenten Messung des Zytokins im Serum

unter virusnegativen Patient:innen korreliert.

5.3.2 Immunologische Kompartimente

Von 92 Biomarkern, deren Aktivitédt in Aszites und Serum mittels Proximity Extension
Assay (PEA) quantifiziert wurde, unterscheiden sich 78 Enzyme statistisch signifikant in
ithrer Expression in Aszites und Serum.

Die Hauptkomponentenanalyse (PCA) stellt eine zweckmiBige und unvoreingenommene
Methode dar, aus hochdimensionalen Datensétzen Strukturen oder Modi zu extrahieren
und ggf. redundante Informationen zu entfernen. Sie stellt eine Art datengesteuerten Filter

dar, der variante Eigenschaften koordinieren kann (Daffertshofer et al., 2004).
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Das mittels PCA visualisierte Cluster in Abbildung 4.9 aus Proteinbiomarkern (n=92)
unserer Studienkohorte (n=44) zeigt zwei separate Datenballungszentren, die die Bioma-
terialien Aszites und Serum als individuelle Kompartimente voneinander abgrenzen.

Insbesondere systemische Entziindungsprozesse laufen serologisch vermittelt iiber zellu-
lare und humorale Immunreaktionen ab. Unsere Daten identifizieren dariiber hinaus int-
raperitonealen Aszites als eigenstidndiges Kompartiment mit spezifischem immunologi-
schen Expressionsmuster. Immunpathologische Vorgénge im Aszites wurden bereits im
Kontext der spontan bakteriellen Peritonitis sowie in Hinblick auf kanzerdse Prozesse
untersucht (Atta et al., 2021; Zeni et al., 1993). Hier zeigten sich signifikante Differenzen
einzelner Biomarker wie IL-2 und IL-10 in ihrer Expression im Aszites versus Serum.
Die Zytokinkonzentration in der Aszitesfliissigkeit war den serésen Messungen im Kon-
text mit einem HCC prognostisch sogar iiberlegen. Diesen Effekt konnten wir in unseren
Ergebnissen dahingehend verifizieren, dass nicht nur einzelne, sondern fast 85% (78 von
92) der von uns quantifizierten immunologischen Biomarker einen individuellen immu-

nologischen Fuflabdruck in beiden Kompartimenten auszeichnen.

Um mogliche immunologische Variablen in Abhédngigkeit von viralen Infektionen zu ext-
rahieren und visualisieren, wurde die Expression aller Bioproteine nach Patient:innen mit
viraler DNA im Aszites aufgeschliisselt: Es zeigte sich kein abgegrenztes Muster.

Dies entspricht unserem immunologischen Profiling, in dem 20 der Biomarker statistisch
signifikant durch den Nachweis viraler DNA im Aszites exprimiert werden und lediglich
5 Enzyme im Serum.

Mit der Auswahl dieser statistisch signifikanten Biomarker im Aszites jedoch, formieren
sich die virusnegativen und -positiven Messungen grafisch eindeutig zu einem individu-
ellen immunologischen Expressionsprofil.

Obwohl das Muster gut abgrenzbar ist, iiberlappen die Cluster einander teilweise und
deuten darauf hin, dass der zu erwartende Effekt unserer Studie, respektive die viral ge-
triggerten Differenzen immunologischer Biomarkeraktivitit, im Kontext der Studien-
grofe klein bleibt.

Fiir einen Gruppenvergleich verschiedener Merkmale ist der notwendige Studienumfang
von der Grofe des zu erwartenden Effekts abhingig. Dieser ist durch das relative Risiko,

das Quotenverhiltnis, die Hazard Ration oder die Differenz zwischen Mittelwerten und
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Medianen quantifizierbar. Der Nachweis einer kleiner erwarteten Effektgrofe erfordert
also eine groBere Studie (Hackshaw, 2008).

Auch im Serum fiithrten wir zu dem Signifikanzniveau p<0,05 eine Clusteranalyse aller
viral assoziierten Proteine durch. Hier zeigte sich ebenfalls eine Tendenz. Zu bedenken
gilt allerdings, dass nur 5 Biomarker statistisch signifikante Differenzen im Kontext vi-
raler Nachweise im Aszites aufwiesen und diese keine akuten Infektionen darstellen. Dies
zeigt zwar einerseits, dass eine Translokation lokaler Entziindungsprozesse zu systemi-
schen Immunantworten bereits bei geringsten Mengen persistierender DNA gegeben ist,
diese allerdings sehr spezifisch und auf wenige Immunmodulatoren limitiert verlauft.
Uber den systemischen Effekt einer akuten Infektion mit serds zirkulierenden Wirtszellen

kann an dieser Stelle nur spekuliert werden.

5.3.3 Viral getriggerte Inmunreaktionen und klinische Endpunkte

Die Interpretation aller 92 pro- und antiinflammatorischer Proteinbiomarker sprengt den
Rahmen dieser Dissertation. Es soll jedoch eine erste Einordnung der statistisch signifi-
kanten Biomarker in den Kontext einer viral getriggerten zelluliren Immunreaktion mit
Blick auf den aktuellen Stand der Forschung erfolgen.

Im Aszites weisen insgesamt 20 der von uns quantifizierten 92 Biomarker eine virusab-
héngige Aktivitdt in Patient:innen mit fortgeschrittener Leberzirrhose auf.

In Patient:innen mit dekompensierter Zirrhose und ACLYV liegt eine systemische Entziin-
dungsreaktion vor, die mit dem Schweregrad der Erkrankung zunimmt. Dieser pathophy-
siologische Vorgang zeichnet sich durch eine dysregulierte Immunantwort mit oxidati-
vem Zellstress aus. Die dysregulierte Produktion von Chemokinen wie IL-8, MCP-1 und
proinflammatorischen Zytokinen wie TNF, IL-6 geht mit einer parallel unzureichenden
Entziindungshemmung einher, wie etwa durch IL-10 und IL-1RA (Claria et al., 2016b).
In Assoziation dazu beobachteten wir in unserer Studienkohorte eine signifikant erhohte
Aktivitdt der proinflammatorischen Zytokine EN-RAGE, IL1-a, IL12B und TNFSF14 im
Aszites viruspositiver Patient:innen im Vergleich zur virusnegativen Kontrollgruppe.
Die Relevanz dieser spezifischen zelluldiren Immunantwort untersuchen mehrere Studien
mit viruspositiven COVID-19 Patient:innen, welche dieselbe Immunantwort auf die Co-

vid-Infektion beobachtet haben, die auch fir das ACLV typisch ist: Ein
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proinflammatorischer Zytokinsturm mit hohen Werten von IL-1f, IL-6, TNF-a,
CXCL10/IP10, Makrophagen-Entziindungsprotein 1 alpha (MIP-1a) und CCL2 (A-
runachalam et al., 2020; Elhence et al., 2021; Ramasamy and Subbian, 2021).
Arunachalam et al. beobachteten im Detail erhdhte Plasmakonzentrationen der Entziin-
dungsmediatoren IL-6, TNF, sowie EN-RAGE, TNFSF14 und Oncostatin M, welche mit
dem Schweregrad der Erkrankung sowie erhohten bakteriellen Produkten im Plasma kor-
relieren. Zum Vergleich wurden auch Patient:innen mit Influenza und dem respiratori-
schen Synzytial-Virus (RSV) herangezogen, deren Zytokinaktivitdt mit Ausnahme von
TNFSF14 ebenfalls erhoht war (Arunachalam et al., 2020). Wéhrend die Autoren einen
(zusitzlichen) bakteriellen Trigger flir den Zytokinsturm in seiner viruspositiven Studi-
enkohorte vermuten, lassen unsere direkt virusabhidngigen Vergleiche einen @hnlichen
Mechanismus fiir Viren vermuten.

So aktiviert TNFSF14 beispielsweise als Eintrittsmediator fiir Herpesviren proinflamm-
atorische oder inhibitorische Signalwege (Ware and Sedyo, 2011).

Die Immunkaskade von IL-1a als zentrale proinflammatorische Zytokinantwort auf virale
Erreger wurde im Kontext einer hAdV-Hepatitis in Kapitel 5.3.1 bereits kurz umrissen.
Wihrend sich die gesteigerte Enzymaktivitat dieser proinflammatorischen Biomarker in
den Kontext virusassoziierter Pathomechanismen einreiht, verbleiben die Zytokine TNF
und IL6 sowie auch der virusassoziierte Immunrezeptor CDS in unserer Studie ohne sta-
tistische Relevanz.

Die Expression von Adenosine Deaminase (ADA) ist in viruspositivem Aszites signifi-
kant hoher exprimiert als ohne Virusnachweis. Zudem stellten wir signifikant hdhere Se-
rum- als Asziteslevel fest.

Die enzymatische Reaktion von ADA auf infektiose Erreger, welche vor allem Makro-
phagen zum Ziel haben, ist durch Erkrankungen wie Tuberkulose, Typhus und HIV er-
forscht. Auch ein Zusammenhang zwischen einer signifikant erhohten ADA-Expression
und viralen Hepatitiden (A, B, C, D, E) wurde untersucht. Die erhohte ADA-Aktivitit
spiegelt vermutlich die phagozytotische Makrophagenaktivitdt wider (Kalkan et al.,
1999).

Auch nicht-hepatotrope Virusinfektionen triggern eine erhohte ADA-Aktivitdt: Bei 104
Kindern mit infektidser Mononukleose maf3 der ADA-Spiegel signifikant hoher im Ver-

gleich zur negativen Kontrollgruppe. Der Marker korrelierte stark mit der
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Lymphozytenanzahl und den CD3+CD8+ T-Zellen. Dariiber hinaus wurde ADA als ein
Pradiktor fiir erh6hte Alanin-Transaminasen identifiziert (Shi et al., 2022).

Von einer gewissen Ubertragbarkeit auf (nicht-hepatotrope) virale Infektionen im Setting
chronischer Lebererkrankungen ist auszugehen, sodass ADA nicht nur durch virale In-
fektionen hoher exprimiert wird, sondern hierdurch auch eine indirekte Leberzellschédi-
gung vermutet werden kann.

CCL11 und CCL20 weisen als Chemokine ebenfalls signifikant hohere Konzentrationen
in viruspositiven als negativen Aszitesmaterial auf. In einer aktuellen Studie von Wong
et al. wurde CCL11 mit einem Anstieg der Lebersteifigkeit bei Patient:innen mit chroni-
scher HBV-Infektion und NAFDL in Verbindung gebracht, wobei ein Anstieg von
CCLI11 um eine Einheit mit einem Anstieg des LSM-Scores (Liver Stiffness Score im
Fibro-Scan) verbunden war. Allerdings nennt die Studie auch IL-13 als zweiten und maB-
geblichen unabhéngigen Faktor fiir das Fortschreiten einer Leberzirrhose bei metaboli-
schem Syndrom und chronischer Virusentziindung, welches in unseren Ergebnissen nicht
signifikant verdndert war (Wong et al., 2021).

Dariiber hinaus ist die Rolle von CCL11 und CCL20 in unserem Kontext in der aktuellen
Literatur noch nicht diskutiert worden.

Die Interleukin-Rezeptoren ILIORA, IL10RB, IL15RA und IL18R1werden in virusposi-
tivem Aszites signifikant hoher exprimiert als in negativen Proband:innen. Als Rezepto-
ren fir IL-10 sind IL10RA und IL10RB am inflammatorischen Progress der viralen ge-
triggerten HCV-Zirrhose beteiligt (Hennig et al., 2007). Die Aktivitdt von IL10 unter-
scheidet sich auch in unseren Ergebnissen hochsignifikant in Serum und Aszites, aller-
dings konnten wir keine virusabhéngigen Differenzen innerhalb des Aszites finden.
Andere immunologische Rezeptoren wie CD5, CD6 und CD40 zeigen ebenfalls eine vi-
russpezifische Aktivitit im Aszites. Sie fungieren als Oberflichenantigene von Lympho-
zyten, die auf Immunzellen exprimiert werden.

Wihrend CDS5 als Regulator der Immuntoleranz in seiner Aktivitit sowohl hochregulie-
rend als auch suppressiv wirkt (Raman, 2002), wurde eine erhohte CD6-Aktivitit im
Maus-Modell mit einer fritheren Reaktion auf bakterielle Erreger assoziiert (Catala et al.,

2022).
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5.3.4 Zusammenfassung

Positive Virusbefunde im Aszites lieBen sich nachweisen in 19 von 53 Patient:innen
(35,9%).

Gleichzeitig korreliert die quantitative Expression von 25 immunmodulierenden Biomar-
ker in Aszites und/oder Serum signifikant mit dem Nachweis einer viralen DNA im As-
zites.

Der Vergleich der immunologischen Entziindungsmuster im Aszites mit und ohne viralen
Infektionen sprechen dafiir das Phdnomen einer viral getriggerten Immunreaktion, die im
Setting einer aszitisch dekompensierten Leberzirrhose als spontan viralen Peritonitis in-
terpretiert werden kann.

Eine solche aszitische Virusinfektion konnte von uns allerdings nicht statistisch signifi-
kant mit einem hiufigeren Vorkommen eines ACLV in Zusammenhang gebracht werden.
In Hinblick auf die uns vorliegenden hohen CT-Werte (MW zwischen 26,39 und 39,12)
der viralen DNA gehen wir eher von einer niedrig-replikative Viruslatenz als von akuten
viralen Infektionen aus, was wiederum die erwartete klinische Relevanz beeintrachtigt.
Beriicksichtigt man die numerische Differenz der Subgruppen, zeigen sich prozentual al-
lerdings vermehrte Komplikationen im Sinne eines ACLV sowie folgender (Organ-)
Komplikationen unter den viruspositiven Patient:innen:

Nierenversagen ohne oder mit Dialysepflichtigkeit, respiratorisches Versagen, Gerin-
nungsversagen, HE sowie Auftreten von massivem Aszites.

Wir vermuten, dass hierzu die statistische Aussagekraft der relativ kleinen Studienko-
horte mit sehr heterogenen Virusinfektionen und einer ungleichen Subgruppengrofe zwi-
schen AD und ACLV limitiert ist. So ist beispielsweise auch die Leukozytenkonzentra-
tion und der Inflammationsmarker CRP im Vergleich zwischen AD und ACLV nicht sta-
tistisch signifikant, obwohl dies zu erwarten gewesen wire (Studienvergleich mit Moreau
et al., 2013). Eine weitere Hypothese, die aus dieser Beobachtung resultiert, stellt die
Frage, ob jenseits von akuten Infektionen auch durchgemachte Erkrankungen mit einer
Viruslatenz das Immunsystem nachhaltig verdndern, sodass intraperitoneale Entziin-
dungsmuster bei chronisch leberkranken Menschen veréndert bleiben und inwieweit sie
systemische Entziindungsreaktionen begiinstigen.

Es ist denkbar, dass die Translokation von peritonealen viralen Entziindungsprozessen

nicht zwangsliufig zu einer systemischen Multiorganreaktion fithren muss. Nur 5 der
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quantifizierten 92 Entziindungsmarker zeigten mit einem aszitischen Virusnachweis auch
eine serologisch messbare Immunaktivierung (MMP1, STAMBP1, TWEAK, IL2RB,
CCLI11, CCL20). Folgerichtig lie sich in der PC-Analyse aller Proteinbiomarker kein
deutliches systemisches Entziindungsmuster anhand einer aszitischen Virusinfektion ab-
grenzen und das Cluster der signifikanten Proteine (n=5) bleibt von limitierter Aussage-

kraft.

5.4 Limitationen und Ausblick

Die bedeutendste Limitation unserer Studie ist die Grofe unserer Studienkohorte. Fiir den
Gruppenvergleich unserer Merkmale ist der gegebene Studienumfang angesichts der ver-
muteten Grofe des zu erwartenden Effekts klein. Dies wird auch durch das relative Ri-
siko, das Quotenverhaltnis, die Hazard Ration oder die Differenz zwischen Mittelwerten
und Medianen quantifizierbar. Der Nachweis unserer (kleiner) erwarteten Effektgrofle
erfordert also eine groBere Studie (Hackshaw, 2008) . Zudem lassen die uns vorliegenden
niedrigen CT-Werte der viralen DNA eher auf niedrig-replikative Virusreste schliefen,
als auf akute Infektionen, was wiederum den erwarteten klinischen Effekt abermals redu-
ziert.

Kleine Studien konnen allerdings wertvolle Impulse fiir groBBere Bestédtigungsstudien ge-
ben.

Der Einbezug mehrerer Infektionsquellen (wie beispielsweise respiratorisches, serdses
und fikales Biomaterial) und eine Kontrollgruppe in einem kompensierten Krankheits-
stadium wére in Nachfolgeuntersuchungen eine wertvolle Ergdnzung zur Beurteilung der
klinischen Relevanz viraler Infektionen fiir leberkranke Patient:innen.

Zusitzlich wire eine mikrobiologische Differenzierung bakterieller Infektionen sinnvoll,
um ihren Einfluss auf zelluldre Immunreaktionen von viralen Kausalititen abgrenzen zu

konnen.

Wihrend die spontan bakterielle Peritonitis ein bekannter und haufiger Ausloser fiir eine
Leberfunktionsverschlechterung ist, weisen die immunologischen Entziindungsmuster im
Aszites unserer Studienkohorte darauf hin, dass auch virale Infektionen pathophysiologi-

sche Mechanismen einer Leberfunktionsverschlechterung triggern.
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Diskussion

Eine klinisch bezogene Relevanz fiir Endpunkte wie ein vermehrtes Auftreten von Or-
ganversagen konnten wir mit dieser Studie nicht beweisen. Auch bleibt die Frage offen,
ob ausschlieflich akute virale Infektionen ein ACLV begiinstigen, oder sogar vergangene
durchgemachte Virusinfektionen und latente Viruspersistenzen einen immunmodulatori-

schen Risikofaktor fiir einen schwereren Verlauf darstellen.

Weiterfithrende Studien sollten deshalb einen idealerweise multizentrisch organisierten
Ansatz mit grolem Patient:innenkollektiv verfolgen, um die vorliegenden Ergebnisse zu
validieren und differenzieren.

Dann konnte ein genaueres Verstindnis der Immunkaskade im pathophysiologischen
Entstehungsprozess eines ACLV zu prophylaktischen Maflnahmen wie Impfempfehlun-
gen und Vermeidungsstrategien beitragen. Auch direkte immunmodulatorische Therapie-

ansétze wie beispielsweise hochdosierte Gaben von IL-22 sind vielversprechend.
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Zusammenfassung

6 ZUSAMMENFASSUNG

Das Akut-auf-chronische Leberversagen (ACLV) ist ein klinisches Syndrom mit akuter
Dekompensation (AD) der Leber und raschem (Multi-)Organversagen sowie hoher Kurz-
zeitmortalitit. In liber 40% der Fille bleibt die Genese unklar. Neben intrahepatischen
Mechanismen sind als extrahepatische Ausldser vor allem bakterielle Infektionen er-
forscht. Uber nicht-hepatotrope Viren als Ausldser eines ACLV ist bisher wenig bekannt.
Das Ziel unserer Studie stellte dementsprechend die Charakterisierung viral bedingter
immunpathologischer Entziindungsmuster im Kontext einer Leberzirrhose mit nicht-he-
patotropen Viren als potenzielle Ausldser eines ACLV dar.

Unsere Studienpopulation (n=53) chronisch leberkranker Patient:innen klassifizierten wir
hierzu in zwei Subgruppen (AD, n= 35 versus ACLV, n=18).

Virale DNA nicht-hepatotroper Erreger konnte in 35,9% aller Proband:innen im Aszites
nachgewiesen werden. Fiir die Charakterisierung der individuellen Entziindungsmuster
erfolgte je Patient:in die Bestimmung von 92 pro-und antiinflammatorischen Proteinbio-
markern mittels Proximity Extension Assay (PEA) aus dem Aszites und Serum.

Im Vergleich der immunologischen Profile von Aszites und Serum unterschieden sich
iiber 84% der Biomarker signifikant (p<0,05) in ihrer quantitativen Expression. Damit
identifizieren wir intraperitonealen Aszites als eigenstindiges immunologisches Kompar-
timent mit spezifischen immunreaktiven Eigenschaften.

Mit positivem Virusnachweis korrelierten weitere 20 immunmodulierende Proteine im
Aszites signifikant (p=0,001 bis p=0,046) mit einer spezifischen Immunantwort. Die viral
getriggerte Entziindungsreaktion kann im Setting einer aszitisch dekompensierten Leber-
zirrhose zumindest auf immunzelluldrer Ebene als spontan virale Peritonitis (SVP) inter-
pretiert werden. Einen damit einhergehenden hoheren Krankheitswert (hiufigeres Auf-
treten eines ACLV) konnten wir statistisch jedoch nicht untermauern.

Unsere Befunde bestitigen in Zusammenschau mit der aktuellen Literatur die Hypothese,
dass auch nicht-hepatotrope Viren an der Immunpathogenese chronischer Lebererkran-
kungen beteiligt sind und spezifische inflammatorische Reaktionen triggern. Die klini-
sche Konsequenz bleibt ungeklirt. Grole multizentrische Studien sind gefragt, diese

These zu differenzieren.
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Zusammenfassung

ABSTRACT

Acute-on-chronic liver failure (ACLF) is a clinical syndrome with acute decompensation
(AD) of the liver and rapid (multi-)organ failure as well as high short-term mortality. Its
genesis remains unclear in more than 40% of cases. In addition to intrahepatic mecha-
nisms, bacterial infections have been identified as extrahepatic triggers. Little is known
about non-hepatotropic viruses as triggers of ACLF.

Accordingly, the aim of our study was to characterize viral-induced inflammatory pat-
terns in the context of liver cirrhosis and as potential triggers of ACLF.

For this purpose, we classified our study population (n=53) of patients with chronic liver
disease into two subgroups (AD, n= 35 versus ACLF, n=18).

Viral DNA of non-hepatotropic pathogens was detected in ascites in 35.9% of all subjects.
For the characterization of individual inflammatory patterns, 92 pro- and anti-inflamma-
tory protein biomarkers were determined from ascites and serum by proximity extension
assay (PEA).

Comparing the immunological profiles of ascites and serum, over 84% of the biomarkers
differed significantly (p<0.05) in their quantitative expression. Thus, intraperitoneal as-
cites was identified as a distinct immunological compartment with specific immunoreac-
tive properties.

With positive viral detection, another 20 immunomodulatory proteins in ascites correlated
significantly (p=0.001 to p=0.046) with a specific immune response. In the setting of
ascitic decompensated liver cirrhosis, the inflammatory reaction triggered by viral path-
ogens can be interpreted as spontaneous viral peritonitis (SVP) at least on the immune
cellular level. However, we were not able to statistically prove an association with higher
disease value (more frequent occurrence of ACLF).

Our findings come along with up-to-date literature and confirm our hypothesis that vi-
ruses are involved in the immunopathogenesis of chronic liver diseases and trigger spe-
cific inflammatory reactions. The clinical consequence remains unclear. Large multicen-

ter studies are needed to further evaluate this thesis.
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Linien und Fehlerbalken markiert. Rote Items markieren vier Patient:innen mit diagnos-
tizierter SBP. Signifikanzen werden wie folgt gekennzeichnet: * = p<0,05; ** = p<0,01;

8% = p<0,001.
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Abbildungen A-Q: Evaluation und grafische Darstellung aller Zytokine im Aszites
und korrespondierender Serumproben von Leberzirrhosepatient:innen mit positivem (+,
n =16) und negativem (-, n =28) Virusnachweis. Die Y-Achse présentiert den NPX-Wert.
Arithmetischer Mittelwert und Standartabweichung werden durch schwarze Linien und
Fehlerbalken markiert. Rote Items markieren vier Patient:innen mit diagnostizierter SBP.
Signifikanzen werden wie folgt gekennzeichnet: * = p<0,05; ** = p<0,01; *** = p<0,001.
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Abbildungen A-L: Evaluation und grafische Darstellung aller immunologischer Re-
zeptoren im Aszites und korrespondierender Serumproben von Leberzirrhosepatient:in-
nen mit positivem (+, n =16) und negativem (-, n =28) Virusnachweis. Die Y-Achse pré-
sentiert den NPX-Wert. Arithmetischer Mittelwert und Standartabweichung werden
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durch schwarze Linien und Fehlerbalken markiert. Rote Items markieren vier Patient:in-
nen mit diagnostizierter SBP. Signifikanzen werden wie folgt gekennzeichnet: * =
p<0,05; ** = p<0,01; *** = p<0,001.

CCL3

X - X -
69‘\3‘“ Se‘\)‘“ P:.:c;\\e" wc;\\eS

CCL19
14+
[} o
12+ %%
S (S} A
10 > o A
A
8- “ -
© A
6 L L L L
59“““ x Se‘“«\ - p@d\‘e% * P\sd\\es -
CX3CL1
15+
Fokk
1
sesksk
L |
10 o
5 —
0 L L L L
o go pet ) pet®
CXCL9
15+

i3

0 I I I I

X - X -
I ey

A

ccL4
15 *
||
ﬁ A
s N
ATAA
Iy AR
e

CCL20
15—, sokok
|
A
o o b ox
L—
° k)
10
E# 1
o. A
(0] ATA A
& R " N
57
A
O L L L L
59“““* Se‘“«\’ p@d\\e%k P@d\@s,
cXcu1
16
Fdkk
L
144 A I
A
A
° o A e
12+ wo  Ala
%_ gld afe
10+ 819 A%
Q 8 A A
- -
8 L L L L
e o 56‘0«\ - p\sf;“es x P?c.'\@S .
IL8
15+
a8 o
0 9 aql &
shs
=P og, 2l A
o
57
0 L L L L

X - X -
56‘\““ ge‘“‘“ Pg,'\\es Pglﬁ\\ee

B

K

CCL1
15+ sokok
| —
Kk
*
10— ° o r—;
- % S #*
'y
5 A
0 L L L L

X - X -
52‘\““ ge‘“«\ P:_:d\\e% P&d\\es

C

CCL23
13+ *k
L |
o
12+ o o
i o N N
o9, OOOOO .
14 ° Q 2
SN
o o) ¢} A A
10+ © DICHEN o
8 R a
9 L L L L
g™ g™ psd“esk pst® F
CXCL5
kkk
15+ *
o ®  ha
0a® O
g %
= w
10 8 A
[¢) (o] A
° s N
A
5 A
A
0 L L L L
o go rxe-f?‘“”sk pet® |
MCP2
154 Kok
L |
A
10
=
5 —
O L L L L
ge&\““k 59‘“‘“’ P&d\\ee)( P‘gd\\es‘ L

94



Tabellarischer und Grafischer Anhang

Abbildungen A-L: Evaluation und grafische Darstellung wichtiger Chemokine im
Aszites und korrespondierender Serumproben von Leberzirrhosepatient:innen mit positi-
vem (+, n =16) und negativem (-, n =28) Virusnachweis. Die Y-Achse présentiert den
NPX-Wert. Arithmetischer Mittelwert und Standartabweichung werden durch schwarze
Linien und Fehlerbalken markiert. Rote Items markieren vier Patient:innen mit diagnos-
tizierter SBP. Signifikanzen werden wie folgt gekennzeichnet: * = p<0,05; ** = p<0,01;
*x% = p<0,001.
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