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1. Zusammenfassung

Die spontane bakterielle Peritonitis (SBP) gehort zu den schweren Komplikationen einer Le-
berzirrhose mit Aszites. Als pathophysiologisches Erklarungsmodell dieser Infektion des
Bauchraums dient das Konzept der bakteriellen Translokation. Es beschreibt den Ubertritt
von Bakterien enterischen Ursprungs in mesenteriale Lymphknoten, der durch eine gestoérte
Mukosa-Barriere ermdglicht wird. Die Mukosa-Barriere des Darms umfasst mechanische und
immunologische Mechanismen. In Studien zur chronisch-entzindlichen Darmerkrankung
Morbus Crohn konnte gezeigt werden, dass die immunologische Barriere bei Vorliegen be-
stimmter genetischer Risikofaktoren gestort ist. Drei verschiedene Varianten des NOD2-
Gens, p.R702W, p.G908R und ¢.3020insC, bewirken eine verminderte Aktivierung der NF-kB

Signalkaskade und begunstigen die bakterielle Translokation.

In der vorliegenden Arbeit sollte geprift werden, ob die drei oben genannten NOD2-Varian-
ten auf die Entwicklung einer SBP Einfluss nehmen bzw. ihr Auftreten beginstigen. Bisher
gab es zu diesem Thema nur eine Studie aus dem Jahr 2009, in der ein Zusammenhang mit

der Sterblichkeit der Patienten nachgewiesen wurde.

Die in der vorliegenden Untersuchung gefundenen Ergebnisse belegen Assoziationen zwi-
schen dem Vorhandensein einer NOD2-Mutation und dem Auftreten einer SBP bzw. einer

positiven Asziteskultur:

(1) Das Patientenkollektiv umfasste insgesamt 157 Patienten mit Leberzirrhose und kon-
sekutiv aufgetretenem Aszites. Bei 25 Personen (16,1%) lag eine SBP vor. Fur
89 Personen des Gesamtkollektivs wurde eine Asziteskultur angelegt, die in 13 Fal-

len (14,6%) positiv war.

(2) Die Hauptursache der Zirrhose war in der Mehrzahl der Falle ein Alkoholabusus
(110 Patienten, 70,1%), der signifikant haufiger bei Mannern und im héheren Le-

bensalter dokumentiert wurde.

(3) Zwischen dem Auftreten einer SBP und der NOD2-Variante ¢.3020insC lie3 sich ein
signifikanter Zusammenhang feststellen. Das Risiko flir diese Komplikation war bei
den Tragern von ¢.3020insC 4,6-fach erhoht.



Zusammenfassung — Summary 2

(4) Es zeigte sich ein signifikanter Zusammenhang zwischen dem Vorliegen der NOD2-
Mutation p.R702W und dem Auftreten einer positiven Asziteskultur. Die Patienten mit

p.R702W hatten ein 8,2-fach erhdhtes Risiko flir eine positive Asziteskultur.

(5) Das Vorhandensein einer der drei NOD2-Varianten korrelierte am starksten mit einer
positiven Asziteskultur. Die Kultur war bei Patienten mit Mutation 5,4-mal haufiger

positiv als bei Patienten mit Wildtyp-Allelen.

(6) Unabhangig von den NOD2-Varianten fiel ein Zusammenhang zwischen dem Vorlie-
gen eines CNNA (= culture-negative neutrocytic ascites) und der Héhe der Bilirubin-

Konzentration auf. Bei Patienten mit CNNA war sie signifikant erhoht.

Unsere Studie untermauert somit die Hypothese, dass die drei NOD2-Varianten eine Rolle
fur die Atiologie der SBP spielen. Die funktionellen Mechanismen, die dieser Assoziation

zugrunde liegen, missen allerdings noch durch weitere Untersuchungen eruiert werden.
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Summary

Spontaneous bacterial peritonitis (SBP) is part of the serious complications that can occur in
patients with liver cirrhosis and ascites. The concept of bacterial translocation is used as a
pathophysiological explanatory model of this abdominal infection. It describes the migration
of intestinal bacteria to mesenteric lymph nodes, enabled by a dysfunction in the mucosa
barrier. The intestinal mucosa barrier is based on mechanic and immunologic mechanisms.
Studies in patients with Crohn’s disease, a chronic inflammatory bowel disease, have shown
that the immunologic system is disturbed if certain genetic risk factors are present. In this
context, three different variants of the NOD2 gene, p.R702W, p.G908R and ¢.3020insC,
have been associated with decreased activation of the NF-kB signaling pathway and bacteri-

al translocation.

In the present study, we have assessed whether the three NOD2 variants influence the de-
velopment of SBP. Until now, a single study has reported an association with the mortality of

cirrhotic patients in 2009.

The results of this study prove associations between the presence of a NOD2 mutation and

the appearance of SBP, respectively a positive ascites culture:

(1) The cohort included 157 patients with liver cirrhosis and ascites. Overall, 25 persons
(16.1%) were diagnosed with SBP. An ascites culture was obtained in 89 patients,

and 13 cultures (14.6%) were tested positive.

(2) The main cause of cirrhosis was alcohol abuse (110 patients, 70.1%) that was docu-

mented significantly more often in men and at higher age.

(3) There was a significant association between the appearance of SBP and the NOD2
variant ¢.3020insC. The risk for this complication was 4.6-fold higher in carriers of
¢.3020insC.

(4) A significant association could also be observed between the presence of the NOD2
mutation p.R702W and the appearance of a positive ascites culture. Patients with

p.R702W had an 8.2-fold higher risk for a positive ascites culture.



Zusammenfassung — Summary 4

(5) The presence of one of the three NOD2 variants correlated most strongly with a posi-
tive ascites culture. In patients carrying a mutation, a positive culture was shown

5.4 times more often than in carriers of wild-type alleles.

(6) Independent of the NOD2 variants, we noticed a significant correlation between the
presence of CNNA (= culture-negative neutrocytic ascites) and serum bilirubin con-

centrations, which were significantly increased in patients with CNNA.

In conclusion, our study supports the hypothesis that the three NOD2 variants play a role in
the etiology of SBP. However, the functional mechanisms that underlie this association have

to be defined by further studies.
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2. Einleitung

Spontane bakterielle Peritonitis — Pathophysiologie und Klinik

Die spontane bakterielle Peritonitis (SBP) ist definiert als Infektion eines Aszites ohne Vor-
liegen einer intestinalen Lasion. Sie ist eine haufige Komplikation bei Patienten mit Leber-
zirrhose und tritt mit einer Inzidenz zwischen 10 und 50 % pro Jahr auf [1]. Das Konzept die-
ser ,spontan auftretenden® Infektion wurde 1964 in den Vereinigten Staaten von Harold Conn
etabliert. Damit stiel3 er zunachst allerdings auf wenig Akzeptanz, war man doch zuvor da-
von ausgegangen, dass die spontane Entstehung dieser Entzindung nicht moglich ist. Es
stellte sich die Frage, wie pathogene Keime in einen intakten Bauchraum gelangen sollten,
um dort die freie Flussigkeit zu besiedeln und eine Entzindung auszulésen [2]. Als
pathophysiologische Ursache wurde inzwischen experimentell belegt [3], dass Bakterien
enterischen Ursprungs die Mukosa-Barriere des Darms Uberwinden — dieser Prozess wird
bakterielle Translokation genannt — mesenteriale Lymphknoten befallen und von dort in die

systemische Zirkulation und andere Organe gelangen.

Bei der SBP handelt es sich meist um eine monomikrobielle Infektion, die Uberwiegend durch
gramnegative Keime der Darmflora (vor allem E. coli), seltener durch grampositive Bakterien
oder Pilze, verursacht wird [1]. Die Wahrscheinlichkeit flr einen Zirrhose-Patienten mit As-
zites, innerhalb eines Jahres diese Komplikation zu erleiden, liegt bei bis zu 50%. Die Inzi-
denz variiert in unterschiedlichen Studien [1, 4]. Uber 70% der Falle treten bei Zirrhotikern im
Stadium Child C auf [5]. Das klinische Erscheinungsbild der SBP ist sehr variabel und hangt
u.a. davon ab, wann die Infektion diagnostiziert wird. So sind beispielsweise das Auftreten
einer hepatischen Enzephalopathie, Ubelkeit und Erbrechen sowie Durchfall méglich [6].
Etwa 13 % der Patienten zeigen einen asymptomatischen Verlauf [7]. Abdominelle Schmer-
zen konnen in unterschiedlicher Auspragung auftreten [8]. Zeichen einer schweren
abdominellen Infektion mit Fieber und Schock werden im Zusammenhang mit einer SBP seit
einigen Jahren seltener beschrieben, was mit dem verbesserten Kenntnisstand und der fri-

hen Durchfiihrung diagnostischer Parazentesen zusammenhangen kdnnte [8].

Als Risikofaktoren fiir die Entwicklung einer SBP gelten unter anderem der Schweregrad der
vorliegenden Leberzirrhose, eine gastrointestinale Blutung [9], ein Eiweillgehalt des Aszites
<1,0-1,5 g/dl [10], ein Bilirubin-Wert > 3,2 mg/dl und eine Thrombozytenzahl < 98.000 [11].
Da Patienten mit Leberzirrhose meist eine milde Hypothermie aufweisen, ist jeder Tempera-
turanstieg > 37,8 °C verdachtig [8].
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Das eher diffuse Krankheitsbild macht eine klare, standardisierte Diagnostik erforderlich.
Daflr ist eine diagnostische Parazentese unumganglich, die eine geringe Komplikationsrate
hat. Als haufigster unerwiinschter Nebeneffekt kann ein langer bestehendes Aszites-Leck in
der Bauchdecke auftreten [8]. Anhaltende Blutungen nach dem Eingriff sind sehr selten [12-
15]. Als Goldstandard zur SBP-Diagnostik gilt der Nachweis von mehr als 250 neutrophilen
Granulozyten pro pl Aszitespunktat und/oder der mikrobiologische Keimnachweis [1]. Dabei
hat sich in mehreren Studien die unmittelbar am Patientenbett erfolgende Beimpfung von
Blutkulturflaschen (aerob und anaerob) mit Aszites als Uberlegen gezeigt. Deren Einsatz
kann die Ausbeute der Aszites-Kulturen von 40% auf Gber 80% steigern [16]. Der Nachweis
der Granulozytenzahl kann manuell unter dem Mikroskop mit Hilfe einer Zahlkammer oder
automatisch erfolgen. Beide Verfahren sind als gleich effektiv anzusehen [17, 18]. Als kli-
nisch-chemische Parameter sollten die Konzentrationen von Gesamt-Protein, Albumin, Glu-

cose und Lactatdehydrogenase in jeder Aszites-Probe bestimmt werden [8].

Nach Diagnose einer SBP — aber auch bei Verdacht — ist unverziglich eine antibiotische
Therapie einzuleiten, auf das Ergebnis der Blutkulturen kann nicht gewartet werden.
Cephalosporine der dritten Generation, z.B. Cefotaxim, sind hier das Mittel der Wahl, weil sie
(1) relativ sicher sind und gut toleriert werden, (2) ein breites Aktivitdtsspektrum besitzen und
sich (3) als sehr effektiv in der Behandlung der SBP erwiesen haben [8, 19, 20]. Der Interna-
tionale Aszites Club empfiehlt 48 Stunden nach Beginn der Therapie eine zweite Parazente-
se, um die Wirkung des Medikaments zu kontrollieren und gegebenenfalls ein anderes Anti-

biotikum zu verordnen [21, 22].

Trotz fruher Diagnostik und verbesserter Therapie ist die Langzeit-Prognose von Zirrhose-
Patienten mit einer SBP-Episode in der Vorgeschichte schlecht. Die 1-Jahres-Rezidivrate
liegt bei etwa 70% [23]. Die mittlere Uberlebenszeit von Patienten, die eine SBP entwickeln,
betragt ungefahr neun Monate [24]. Studien weisen darauf hin, dass die Rezidivrate und das
Risiko fur Patienten mit Zirrhose und zusatzlicher gastrointestinaler Blutung durch die Ein-
nahme von Norfloxacin (400 mg/Tag) oder Ciprofloxacin (500 mg/Tag) gesenkt werden kann
[25-30]. Die aktuellen EASL-Guidelines (EASL = European Association for the Study of the
Liver) von 2010 beflirworten die Einnahme einer antibiotischen Prophylaxe bei den folgen-
den beiden Risikogruppen: Patienten mit akuter gastrointestinaler Blutung und Patienten mit
SBP-Episode in der Anamnese. Im Falle eines Blutungsgeschehens und gleichzeitiger
schwerer Lebererkrankung wird eine i.v.-Antibiose mit Ceftriaxon empfohlen. Ist der Leber-
schaden weniger stark ausgepragt, so kann oral mit Norfloxacin oder einem Chinolon be-
handelt werden. Bei Patienten mit Zustand nach SBP reduziert eine orale Antibiose mit 400

mg Norfloxacin/Tag das Rezidivrisiko.
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Immunologische Abwehrmechanismen und die Rolle von NOD2

Das Intestinum bildet ein Reservoir fur Bakterien und bakterielle Produkte wie Endo- und
Exotoxine oder Zellwandfragmente. Unter bestimmten Voraussetzungen kdnnen sie die
Darmwand Uberwinden und in mesenteriale Lymphknoten und die Blutbahn gelangen. Um
dies zu verhindern, gibt es die Mukosa-Barriere des Darms, die aus zwei Komponenten be-
steht: einerseits aus einer mechanischen Barriere, gebildet von den Epithelzellen der Mu-
kosa und abgedichtet durch eine Reihe von Adhasionsverbindungen sowie tight junctions,
die eine Diffusionsbarriere schaffen, und andererseits aus der Kombination von angeborener
und erworbener Immunabwehr. Veranderungen in einem oder beiden Systemen erhdhen die
Durchlassigkeit der Mukosa und werden flr die bakterielle Translokation verantwortlich ge-
macht [31]. Die vorliegende Arbeit fokussiert mit der Analyse des NOD2-Gens auf den immu-

nologischen Teil der Mukosa-Barriere.

NOD2 (NOD steht fir nucleotide-binding oligomerization domain) codiert fir das NOD2-Pro-
tein, das man zur Gruppe der so genannten NBS-LRR-Proteine (= nucleotide-binding site
and leucine rich repeat) zahlt. Diese sind intrazellular aktiv und bilden eine Untergruppe der
.pattern recognition molecules (PRMs). Die PRMs kénnen mikrobielle Komponenten sowohl
im Extra- als auch im Intrazellularraum erkennen und werden von den intestinalen Epithel-
zellen exprimiert. Die Familie der NBS-LRR-Proteine gehort zur angeborenen Immunabwehr

und zeichnet sich durch drei strukturelle Domanen aus:

C-terminal ein LRR-Abschnitt, der mikrobielle Bestandteile erkennen kann,

2. intermediar ein NBS-Anteil, der die Oligomerisierung von NBS-LRR-Proteinen vermit-
telt sowie

3. N-terminal verschiedene Effektor-Anteile, wie z.B. PYD (pyrin domain), CARD (cas-
pase-activating and recruitement domain) oder BIR (baculovirus inhibitor of apoptosis

protein repeat domain).

Durch den N-terminalen Anteil, also die unterschiedlichen strukturellen Doméanen PYD,
CARD oder BIR, lassen sich verschiedene Subfamilien unterteilen. NOD-Proteine wie NOD2
enthalten CARD-Domanen [35]. Das NOD2-Protein reguliert proinflammatorische Signal-
wege. Es kann einen spezifischen Peptidoglykan-Anteil von Bakterien, Muramyl-Dipeptid
(MDP), erkennen. Als Reaktion auf die Detektion dieses Markers wird ein spezifischer
Transkriptionsfaktor, NF-kB, mit Hilfe der N-terminalen CARD-Domane aktiviert [32]. NF-kB
steigert im Sinne eines proinflammatorischen Mediators die Transkription vieler Zytokine und

Adhasionsmolekule (z.B. Integrine und Selektine).
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Das flir NOD2 codierende Gen ist auch unter dem Namen CARD15 (caspase-recruiting do-
main protein 15) bekannt und auf dem Chromosom 16 lokalisiert. Es wurde 2001 durch Stu-
dien zur chronisch-entziindlichen Darmerkrankung Morbus Crohn bekannt. Drei genetische
Varianten von NOD2 konnten unabhangig voneinander mit der Pradisposition fur diese Er-
krankung assoziiert werden [33, 34]. Auch in AbstoRungsreaktionen nach Transplantation
sind sie involviert [35, 36]. Bei den drei Varianten handelt es sich um die Mutationen
p.R702W, p.G908R und ¢.3020insC. Sie kdénnen die normalerweise vom NOD2-Protein ge-
steuerten Signalwege beeinflussen, indem sie flr ein verandertes und mdglicherweise fehler-
haftes Protein codieren. Die ¢.3020insC-Mutation flihrt beispielsweise zu einem NOD2-Pro-
tein mit fehlender LRR-Domaéane [32]. Wird dieser Anteil von NOD2 zerstort, so wird das Pro-
tein unempfindlich gegeniber MDP, was als Konsequenz zu einer veranderten Immunab-
wehr fuhrt [37]. Insgesamt ist bei verandertem NOD2-Protein eine mehr oder minder einge-
schrankte NF-kB-Aktivierung festzustellen. Daraus kénnen autoinflammatorische Fehlsteue-
rungen resultieren [32]. Eine insuffiziente Aktivierung von NF-kB kénnte moéglicherweise so-
wohl die unzureichende Vernichtung translozierter Bakterien bewirken, als auch die bakte-
rielle Translokation per se steigern. Ob Defekte von NOD2 auch fur eine erhdhte bakterielle

Translokation bei Patienten mit Leberzirrhose pradisponieren, ist bisher unklar.

Ziel der Arbeit

Die genauen molekularen Mechanismen, welche die bakterielle Translokation als pathophy-
siologische Grundlage der SBP erst moglich machen, konnten bisher nur unvollstandig iden-
tifiziert werden. Auch ist unklar, ob eine genetische Pradisposition fur die Entstehung einer
SBP existiert. Ziel dieser Arbeit war es daher, einen moéglichen Zusammenhang zwischen
den drei Varianten p.R702W, p.G908R und ¢.3020insC des NOD2-Gens und dem Auftreten
einer SBP als Zirrhose-Komplikation aufzuzeigen. Dazu wurden ein Patientenkollektiv flir
diese drei Mutationen genotypisiert und das Auftreten einer SBP registriert. Die Arbeit sollte
klaren, ob spezifische Veranderungen im NOD2-Gen im Sinne einer genetischen Pradisposi-

tion die bakterielle Translokation und damit die SBP-Genese beglnstigen.
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3. Patienten und Methodik

3.1 Patientenkollektiv

Das Patientenkollektiv umfasste Patienten mit (sonographisch / bioptisch) nachgewiesener
Leberzirrhose und Aszites, die im Universitatsklinikum des Saarlandes (n = 25), im Universi-
tatsklinikum Jena (n = 27) und im Universitatsklinikum Regenburg (n = 105) stationar behan-
delt wurden. Zu den Einschlusskriterien zahlte (1) das Vorhandensein einer Leberzirrhose
gemal histologischen, bildgebenden, klinischen oder analytischen Zeichen, (2) der Nach-
weis von Aszites, der einer diagnostischen Parazentese zuganglich ist, und (3) der Nachweis
einer spontanen bakteriellen Peritonitis, definiert durch eine Neutrophilen-Konzentration im
Aszites = 250/ul. Die Aszitesbildung musste auf den Leberschaden zuriickzufiihren sein und
nicht auf andere Prozesse, wie beispielsweise einen prahepatischen Block, eine sekundare
Peritonitis, eine tuberkuldse Peritonitis, eine akute Pankreatitis oder eine gesicherte
Peritonealcarcinose bei Malignom, die Ausschlusskriterien darstellten. Jede Person wurde
vor der Probenentnahme Uber die Studie, ihren Sinn und Zweck und die Konsequenzen fiir
den Probanden informiert und unterzeichnete eine Einverstandniserklarung. Die Untersu-
chungen erfolgten im Rahmen der multizentrischen ACTION-Studie zur prognostischen und
diagnostischen Relevanz des Nachweises bakterieller DNA bei Patienten mit Leberzirrhose

und Aszites.

3.2 Sonographisch gesteuerte Aszitespunktion

Im Rahmen der SBP-Diagnostik und zur Abklarung einer eventuellen bakteriellen Besiedlung
der Aszites-Flissigkeit wurden bei den Patienten nach Mdglichkeit Parazentesen durchge-
fuhrt. Zunachst wurde mittels Sonographie die Aszitesmenge beurteilt und die gunstigste
Punktionsstelle ausgewahlt. Nach Markierung derselben erfolgten eine Lokalanasthesie mit
Xylocain und danach die Nadel-Punktion. Der abgelassene Aszites wurde in entsprechende

Roéhrchen und Spritzen gefillt und unmittelbar danach in die Laboratorien verbracht.
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3.3 Klinisch-chemische Parameter

Klinisch-chemische Parameter wurden von samtlichen Patienten wahrend des stationaren
Aufenthalts erhoben. Sie ermdglichten unter anderem die Beurteilung des Schweregrades
der Lebererkrankung und eine SBP-Diagnostik. Alle Parameter wurden in den Zentrallabora-
torien der Universitatskliniken Homburg, Jena bzw. Regensburg bestimmt und in eine SPSS-
Wertetabelle eingetragen. Die flir das jeweilige Material benétigten Parameter sind in den

nachfolgenden Tabellen zusammengefasst.

Tabelle 1: Blut-Parameter.

Parameter Einheit
Quick %
INR ohne
Eiweily g/l
Albumin g/l
Bilirubin (gesamt) mg/dl
Kreatinin mg/dl
CRP mg/l

Aus den oben stehenden Blutwerten (Tabelle 1) wurden fir jeden Patienten der MELD
(= Model of End Stage Liver Disease)- bzw. der Child-Pugh-Score bestimmt (Tabelle 2). Der
MELD-Score errechnet sich auf der Basis dreier Parameter: dem Serum-Kreatinin [mg/dl],
dem Gesamt-Bilirubin [mg/dl] und dem INR (international normalized ratio).
Fir die Berechnung nach der Formel gelten aulRerdem folgende Regeln:

- Der kleinste Wert fir alle Variablen ist 1.

- Serum-Kreatinin-Werte werden auf einen Maximalwert von 4 mg/dl begrenzt.

- Der MELD-Score endet mit einem Wert von maximal 40 Punkten.

Die Formel lautet

MELD-Score =
10 (0,957 In(Kreatinin[mg/dl]) + 0,378 In(Gesamtbilirubin[mg/dI]) + 1,12 In(INR) + 0,643)
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Tabelle 2: Child-Pugh-Score.

Kriterium 1 Punkt | 2 Punkte 3 Punkte Einheit
Serum-Bilirubingesami) <20 2,0-3,0 >3,0 mg/dl
Serum-Albumin >35 | 28-35 <2,8 g/d 5— 6 Punkte: Child A
7 — 9 Punkte: Child B
INR <17 1,7-22 >2,2 ohne (10 - 15 Punkte: Child C
Aszites im Ultraschall keiner leicht mittelgradig ohne
hepatische Enze-
keine Stadium I-II| Stadium 1I-1V ohne
phalopathie

Tabelle 3: Aszites-Parameter.

Parameter Einheit
Leukozyten 10
Erythrozyten 10"l
Neutrophile %
Lymphozyten %
Eiweil} g/l
Albumin g/l
Glukose mg/dl
LDH ui
Lactat mmol/|

3.4 Mikrobiologische Untersuchung von Asziteskulturen

Um eine bakterielle Besiedelung der Aszitesflissigkeit als Zeichen einer stattgefundenen
bakteriellen Translokation zu erkennen, wurden Asziteskulturen angelegt. Der native (= un-
verdunnte) Aszites wurde zunachst mikroskopisch auf sichtbare Bakterien untersucht
(Keimzahl in diesem Fall > 10°/ml) und anschlieRend in Fliissigbouillon eine Kultur angelegt.
Das Punktat wurde hierzu sowohl in speziellen aeroben (Tryptic Soy Broth = tryptisch ver-
daute Sojabohnenbrihe) als auch in anaeroben Flissigndhrboden (Thioglykolat Bouillon
nach Brewer) Uberfihrt und bei 35°C in 5%iger CO,-Atmosphare flr sieben Tage bebritet. In
einigen Fallen wurden zusatzlich zur Nativprobe jeweils eine aerobe und eine anaerobe Blut-
kulturflasche mit Aszites beimpft. In Blutkulturflaschen eingesandter Aszites wurde ebenfalls

fur sieben Tage bei 35°C bebritet. Zur Identifizierung der mdglicherweise im Aszites
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enthaltenen Bakterien und der Durchflihrung eines Antibiogramms wurde eine Agar-Kultur
angelegt. Im Falle des nativen Aszites wurde direkt eine Agar-Platte beimpft, bei den Blutkul-
turflaschen erfolgte eine Plattung der triib gewordenen (= bewachsenen) Bouillon. Blieb der
Agar sieben Tage unbewachsen und die Bouillon klar, war das Material als ,negativ‘ anzu-

sehen.

3.5 Pathologische Begutachtung

Das Aszitespunktat wurde zytopathologisch in den Instituten fir Pathologie der beteiligten
Universitatskliniken auf maligne Zellen untersucht. Auf diese Weise konnten die Abgrenzung

zu malignem Aszites erfolgen und eine mégliche Entzlindungsaktivitat festgestellt werden.

3.6. Definition der verschiedenen Varianten einer Aszites-Infektion

Mittels der Ergebnisse von Kultur und pathologischer Untersuchung konnten drei verschie-
dene Formen der Aszites-Infektion unterschieden werden: SBP, Bacteraszites und CNNA.
Die SBP ist definiert als das Vorliegen einer positiven Asziteskultur und einer Neutrophilen-
zahl von mehr als 250/pl in Abwesenheit einer intraabdominalen Infektion [1]. Liegt die Zahl
der neutrophilen Granulozyten bei weniger als 250/ul und ist die Kultur dennoch positiv,
spricht man von einem Bacteraszites [38]. Bei negativer Asziteskultur und einer
Neutrophilenzahl > 250/l liegt ein so genannter CNNA (= culture-negative neutrocytic
ascites) vor [6]. Im Falle dieser Diagnose wurden andere Griinde flr einen neutrophilen Aszi-
tes wie vorherige Antibiose, peritoneale Karzinose etc. ausgeschlossen [39].

Fir die Bestimmung aller drei Infektionsformen galt, dass bei fehlenden Werten fir die
Neutrophilenzahl auf die Zahl der Leukozyten zuriickgegriffen wurde. Hier war ein Wert >
oder < 500 Leukozyten/ul Aszites das ausschlaggebende Kriterium fir die Diagnose bzw.

den Ausschluss einer SBP.
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3.7 NOD2-Genotypisierung

3.7.1 Probengewinnung

Den in die Studie eingeschlossenen Patienten wurden Blut- und Aszitesproben entnommen,
zwecks weiterfiihrender Diagnostik und DNA-Isolierung aus dem Blut. Fir die DNA-
Isolierung wurden jeweils zwei EDTA-R&hrchen und zwei Serum-Rdéhrchen Blut abgenom-
men. Die Serum-Réhrchen wurden im Forschungslabor der Klinik fir Innere Medizin Il zentri-
fugiert und der Uberstand bei -70°C gelagert. Aus dem EDTA-Blut (Vollblut) erfolgte eine
DNA-Isolierung, um anschlieRend die drei Mutationen p.R702W, p.G908R und ¢.3020insC
des NOD2-Gens zu bestimmen. Zusatzlich zu den Blutproben wurden bei der Punktion von
jedem Patienten zwei Serumrohrchen mit Aszites enthommen, um klinisch-chemische Para-
meter zu bestimmen. Der Aszites wurde bei -70°C gelagert.

Bei den Patienten wurden die fiir die Entwicklung der Zirrhose auslésende Grunderkrankung
sowie der Schweregrad der Zirrhose dokumentiert. Andere Ursachen fur die Aszitesbildung

wurden anamnestisch und diagnostisch ausgeschlossen.

3.7.2 DNA-Extraktion

Die DNA-Extraktion aus dem Vollblut erfolgte nach dem Spin Protokoll aus dem QlAamp
DNA Mini and Blood Mini Handbook.

Zunachst wurden 20 yl QIAGEN Protease auf den Boden eines 1,5 ml-Mikrozentrifugen-
Roéhrchens gegeben. Dazu wurden 200 ul der jeweiligen Blutprobe pipettiert, gefolgt von
200 ul Puffer AL. Der Ansatz wurde fir 15 Sekunden mittels pulse-vortexing vermischt. Bei
56°C wurde der Ansatz flr 10 min inkubiert, und danach die Mikro-Zentrifugenréhrchen kurz
zentrifugiert, um Trépfchen im Deckel zu entfernen. Nachfolgend wurden 200 pl Ethanol
(96 - 100%) hinzugefugt, der Ansatz wieder durch pulse-vortexing fur 15 Sekunden ver-
mischt und wie oben kurz zentrifugiert. Die Mixtur wurde nun vorsichtig in QlAamp Mini
Zentrifugenréhrchen (2 ml) gefillt und bei 8.000 U/min fur eine Minute zentrifugiert. Dann
wurden die Zentrifugenréhrchen in neuen 2 ml-Probenbehéltern platziert. Es wurden jeweils
500 ul Puffer AW1 zugegeben und die Zusatze bei 8.000 U/min 1 min zentrifugiert. Wie zu-
vor wurden neue 2 mi-Probenbehalter verwendet. Danach erfolgte die Zugabe von 500 pl
Puffer AW2 und es wurde bei 14.000 U/min fir 3 min zentrifugiert. Die Zentrifugenréhrchen
wurden in frischen 2 ml-Probenbehalter platziert und bei 14.000 U/min fur 1 min zentrifugiert.
Nachfolgend wurden die Zentrifugenréhrchen in neuen 1,5 ml-Mikrozentrifugenréhrchen
platziert. 200 ul Puffer AE oder destilliertes Wasser wurden hinzugefigt, der Ansatz bei

Raumtemperatur (15 - 20°C) 1 min inkubiert und dann fir 1 min bei 8.000 U/min zentrifugiert.
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3.7.3 Bestimmung von DNA-Konzentration und -Reinheit

Die Bestimmung von Reinheit und Konzentration der Patienten-DNA wurde mit Hilfe des
NanoDrop ND-1000 Spektralphotometers und der zugehdrigen Software durchgefiihrt. Das
Gerat zerlegt das Spektrum des sichtbaren Lichts in eine Anzahl schmaler Bander und misst
die Absorption durch die Probe bei unterschiedlichen Wellenlangen. Die Nulllinie bildet der
Absorptionswert der Probe bei 340 nm. Die Konzentration einer DNA-L6sung wird bei einer
Wellenlange von 260 nm mit 10 mm Bandbreite gemessen (Abbildung 1). Aus der Extinktion
(E) der Lésung kann die exakte DNA-Konzentration anhand des folgenden Verhaltnisses be-

rechnet werden:

[Ez60 = 1 entspricht 50 pg/ml DNA

Fir die Bestimmung der DNA-Reinheit wird bei drei Wellenlangen (230, 260 und 280 nm) die
Absorption gemessen. Das Absorptionsmaximum fir Proteine liegt bei 280 nm. Das Verhalt-
nis der Nukleinsduren-Absorption (260 nm) zur Protein-Absorption (280 nm) gibt daher Aus-
kunft Gber eine moégliche Kontamination mit Proteinen. Ein Verhaltnis von ~ 1,8 spricht fur
eine reine DNA-Isolierung. Ein Wert < 1,8 kann auf eine Verunreinigung mit Proteinen, Phe-
nol oder anderen Kontaminanten hinweisen, die bei 280 nm stark absorbieren. Aufer dem
Verhaltnis 260/280 kann noch das Verhaltnis 260/230 bestimmt werden. Dieses liegt nor-
malerweise im Bereich von 1,8 - 2,2 und ist ein Indikator flr weitere Verunreinigungen.

Fir die Durchflihrung der Messungen mit dem NanoDrop wurde die asservierte, eingefro-
rene Patienten-DNA aufgetaut und mittels pulse-vortexing kurz durchmischt. Der NanoDrop
wurde mittels einer Wasserprobe initialisiert und dann zunachst als Leerwert eine Probe des
AE-Puffers (Bestandteil des QlAamp DNA Mini Kit, siehe Abschnitt 3.7.2) registriert. Nun
wurden jeweils 1,1 ul einer Patienten-Probe auf die Messflache des Spektralphotometers

pipettiert und die Messung gestartet.
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Abb. 1: Messung der Extinktion verschiedener DNA-Proben bei 260 nm. Ausschnitt
aus der Bildschirmansicht der Software des NanoDrop. Auf der x-Achse sind die Wellen-
lange A [nm] und auf der y-Achse die Absorption bei 10 mm Bandbreite aufgetragen. Die
vertikale Linie bei 260 nm zeigt die Absorption der einzelnen DNA-Proben bei dieser Wel-
lenlange. Links sind verschiedene Kurven, die einzelnen DNA-Proben entsprechen, dar-
gestellt. Rechts kénnen die Messdaten aus einer Tabelle abgelesen werden (Bildquelle:
Firmensoftware des NanoDrop ND-1000).

3.7.4 Quantitative real-time PCR (Tagman)

Um die genetische Diagnostik durchfiihren zu kénnen, wurde die aus dem Blut isolierte DNA
zunachst vervielfaltigt. Die quantitative real-time PCR (= polymerase chain reaction) ist eine
vollautomatische Methode, mit der man DNA-Abschnitte in vitro schnell und effektiv amplifi-
zieren kann (Verfahren der normalen PCR), die aber gleichzeitig auch die Quantifizierung
der vervielfaltigten DNA ermdglicht.

Die Quantifizierung erfolgt wahrend eines PCR-Zyklus mit Hilfe von Fluoreszenz-Messun-
gen. Bei der quantitativen real-time PCR werden hochspezifische Sonden fir die zu amplifi-
zierende DNA verwendet. Jede Sonde wird an ihren Enden markiert, und zwar am 5-Ende
mit einem fluoreszenten Reporter-Farbstoff (hier: VIC; oder FAM = 6-Carboxy-Fluorescein)
und am 3’-Ende mit einem Quencher-Farbstoff (hier: TAMRA = 6-Carboxy-Tetramethyl-
rhodamin). Auferdem befindet sich am 3‘-Ende ein so genannter ,minor groove binder"
(MGB), der die Schmelztemperatur der Proben erhdht. Dadurch ist es méglich, kirzere Son-
den zu designen, wodurch sich die Spezifitdt der Messung verbessert. Durch die rdumliche
Nahe zwischen Quencher- und Reporter-Farbstoff kann der so genannte Quencher ein Fluo-

reszenzsignal unterdriicken, indem der energetisch héhere Reporter seine Energie auf den
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energetisch niedrigeren Quencher Ubertragt. Man nennt diesen Vorgang FRET (= Fluores-
cence Resonance Energy Transfer). Wenn die Tag-Polymerase, die eine zuséatzliche 5-3'-
Exonuklease-Aktivitat besitzt, im Rahmen der PCR die Sonde zwecks Synthetisierung des
Gegenstrangs abbaut, entfernen sich Reporter-Farbstoff und Quencher voneinander. Dieser
Vorgang I6st ein mit der Entfernung zunehmendes Fluoreszenzsignal aus. Die Messung des
Signals findet am Ende der Elongation in jedem Zyklus statt, wobei die Starke der Fluores-

zenz aufgrund der Akkumulation des PCR-Produkts mit jedem Zyklus ansteigt (Abbildung 2).

i R = Reporter
(1) Amplifizierung Q = Quencher
Forward
Primiar 0 Probe @
B’ - 3 —— 3
3 &
& T
{ —
Riavviad s
(2) Verdrangung der Sonde Prirnsr
3'. - ..5‘
£ &
(3) Abspaltung des
Reporter-Molekiils
b
'
. #. ok
3 5
&' ¥
4 —
(4) Fertigstellung des
Grenzstrangs @
A b \, —_—— e
- ] —-—
&' ’ 3
3 &
5' - " 3-
€ &

Abb. 2: Funktionsweise der gRT-PCR mit dem Tagman.
Der erste Schritt (1) stellt die Amplifizierung der DNA-
Probe dar. An den Einzelstrang ist eine der hochspezifi-
schen Sonden angelagert, die fir diesen Vorgang verwen-
det werden. Am 3'-Ende ist sie mit dem Quencher-Farb-
stoff (Q), am 5-Ende mit dem fluoreszenten Reporter-
Farbstoff (R) markiert. Das Fluoreszenzsignal wird durch
die raumliche Nahe der beiden Molekule unterdrickt. Im
zweiten bis vierten Schritt wird die Sonde durch die Tag-
Polymerase, die den Gegenstrang synthetisiert, zunachst
verdrangt (2) und dann abgebaut. Dabei wird das Repor-
ter-Molekul abgespalten und durch die rdumliche Entfer-
nung zum Quencher ein Fluoreszenzsignal ausgeldst (3).
Die Fertigstellung des Grenzstrangs (4) ermdglicht dann
die Quantifizierung der amplifizierten DNA (Bildquel-
le:http://www.asuragen.com/Services/services/gene_expre
ssion/ab_tagman.aspx).
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Zur Auswertung des Tagman-Assays wurde das Verfahren der Endpunkt-Bestimmung zur
allelischen Diskriminierung verwendet. Die allelische Diskriminierung ist eine Methode, mit
welcher der Tagman das Vorliegen von ,single nucleotide polymorphisms (SNPs)“ in der Pa-
tienten-DNA erkennen kann. SNP bedeutet, dass in der Sequenz der c-DNA ein Nukleotid
ausgetauscht wird. Dieser Austausch kann dazu fihren, dass plétzlich fir eine andere Ami-
nosaure codiert wird als zuvor. Je nachdem, welche Aminosaure eingebaut wird, kann die
Funktion des entstehenden Proteins beeintrachtigt oder der Leserahmen verschoben wer-
den. Fir die vorliegende Studie wurde die aus dem Vollblut extrahierte DNA auf die drei Mu-
tationen p.R702W (Ex3 ¢.2023C/T, rs2066844), p.G908R (Ex7 c.2641C/G, rs2066845) und
€.3020insC (c.3016_3017insC, rs2066847) im NOD2-Gen untersucht. Bei der Variante
p.R702W wird die Base Cytosin an Position 2023 der c-DNA gegen die Base Thymin ge-
tauscht. Daraus resultiert, dass im Protein an Position 702 statt der Aminosaure Arginin (R)
die Aminosaure Tryptophan (W) eingefligt wird. Bei der Mutation p.G908R wird Cytosin an
Stelle 2641 der c-DNA durch die Base Guanin ersetzt, wodurch im Protein die Aminosaure
Glycin (G) in Position 908 gegen Arginin (R) ausgetauscht wird. Im Fall der Variante
¢.3016_3017insC schlieBlich wird zwischen den Positionen 3016 und 3017 der c-DNA ein
zusatzliches Nukleotid mit der Nukleobase Cytosin eingebaut, wodurch sich die Aminosau-
ren-Sequenz des Proteins verschiebt.

Um das mogliche Vorliegen dieser Mutationen in der Patienten-DNA zu bestimmen, wurden
drei Ansatz-Reihen (je ein Ansatz pro SNP) in die Vertiefungen einer 96 PCR Platte pipet-
tiert. Am Ende jeder Ansatz-Reihe befanden sich drei Kontrollen mit humanen Vergleichs-
proben und drei Negativ-Kontrollen mit Wasser. Zunachst wurden 18 ul des PCR-
Grundansatzes (Mastermix Invitrogen + Referenz ROX + spezifische Sonden [an den Enden
markiert mit VIC oder FAM und MGB] + Forward (F)- oder Reverse (R)-Primer + Aqua
bidest.) in die Vertiefungen gegeben. Bei ROX (= 6-Carboxy-X-Rhodamin) handelt es sich
um einen passiven Referenzfarbstoff, mit dessen Hilfe stérende Fluktuationen der Fluores-
zenz ausgeglichen werden. Im zweiten Schritt erfolgte entweder die Zugabe von 2 ul zu pri-
fender Patienten-DNA, humaner Vergleichs-DNA (Kontrollen) oder Wasser (Negativ-
Kontrollen). Anschlieffiend wurde die Platte mit einem MicroAmp Optical Adhesive Film ab-
gedeckt und in das Tagman-Gerat eingebracht.

Die Sonden und Primer sind fiir die zu prifenden Allele hochspezifisch und wurden mit dem
Programm ,Primer Express” von Applied Biosystems erstellt. In der vorliegenden Arbeit steht
Allel 1 immer flr das mutierte Allel und Allel 2 fir das Wildtyp-Allel. Die Sonde flir Allel 1
wurde stets mit dem Reporter-Farbstoff VIC, die fir Allel 2 mit dem Reporter-Farbstoff FAM
markiert. Lag bei einem Patienten ein mutiertes Allel vor, so konnte die VIC-markierte Sonde

binden, die FAM-markierte nicht. Umgekehrtes galt fur das Wildtyp-Allel. Daraus ergibt sich,
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dass der Tagman bei der allelischen Diskriminierung anhand der Fluoreszenzsignale (VIC
oder FAM) zwischen Mutation (SNP) und Wildtyp unterscheiden kann (Abbildungen 3 und 4).

T Qﬂﬂmmm?m
. oum

Allel 1

Q o |
T W\/@

Allel 2

Abb. 3: Spezifitit der Sonden fiir ein bestimmtes Al-
lel. Dargestellt sind zwei verschiedene Allele. Allel 1 ent-
spricht der Mutation und Allel 2 dem genetischen Wildtyp.
Fir jedes Allel gibt es nur eine spezifische Sonde, die je-
weils mit einem bestimmten Reporter-Farbstoff (VIC oder
FAM) markiert ist. Die VIC-Sonde (hier blau markiert)
bindet nur an Allel 1, die FAM-Sonde (hier griin markiert)
erkennt nur Allel 2 (Bildquelle: Applied Biosystems).

Allel 1
Allel 2
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Abb. 4: Prinzip der allelischen Diskriminierung. Die
Abbildung zeigt zwei verschiedene Allele. Allel 1 ent-
spricht dem mutierten Allel und Allel 2 dem Wildtyp-Allel.
Die Sonden sind fir ein Allel spezifisch. Je nachdem,
welche Sonde (VIC- oder FAM-markiert) bindet, ergibt
sich ein unterschiedliches Fluoreszenzsignal (hier: blau
fir VIC und griin fir FAM). Dadurch kann erfasst werden,
ob der Wildtyp oder eine Mutation vorliegen. Siehe dazu
weitere Erlduterungen im Text (Bildquelle: Applied Bio-
systems).
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Die verwendeten Sonden hatten folgende Sequenzen:

Mutation p.R702W
Sonde VIC (Allel 1): 5 - CCTGCTCTGGCGCC - 3%
Sonde FAM (Allel 2): 5 - CTGCTCCGGCGCC - &

Mutation p.G908R
Sonde VIC (Allel 1): 5 - ACTCTGTTGCGCCAGA -3
Sonde FAM (Allel 2): 5 — CTGTTGCCCCAGAAT -3

Mutation ¢.3020insC
Sonde VIC (Allel 1): 5 —-TGCAGGCCCCTTG -3’
Sonde FAM (Allel 2): 5 - CTGCAGGCCCTTG -3’

Zur Amplifizierung der DNA wurden nachstehende Primer verwendet:

Mutation p.R702W
Primer F: 5 — CTGAGTGCCAGACATCTGAGAAG -3
Primer R: 5 - GCTGCGGGCCAGACA -3

Mutation p.G908R
Primer F: 5 —TGATCACCCAAGGCTTCAGC -3’
Primer R: 5 — GAACACATATCAGGTACTCACTGACAC -3’

Mutation ¢.3020insC
Primer F: 5 — CCAGGTTGTCCAATAACTGCATC -3’
Primer R: 5 — CCTTACCAGACTTCCAGGATGGT -3

3.8 Statistische Analyse

Die Auswertung des vorliegenden Datenkollektivs erfolgte mit dem Statistikprogramm SPSS,
Version 18.0. Qualitative Variablen wurden hierfir mit Zahlwerten von 0 oder 1 kodiert. Zur
Signifikanz-Analyse wurden je nach Variablenkombination verschiedene Testverfahren ver-
wendet. Waren die zu priifenden Variablen qualitativ, so kam der x*-Test zur Anwendung.
Fir quantitative Kofaktoren bei qualitativer abhangiger Variable erfolgte die Analyse mit dem

Mann-Whitney-Test. Waren die abhangigen Variablen quantitativ, so wurden mogliche
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Zusammenhange mit Hilfe der linearen Regression uberprift. Als Signifikanz-Niveau galt ein
p-Wert < 0,05. Fur das 95%-Konfidenzintervall war Signifikanz-Kriterium, dass die Zahl 1
nicht enthalten sein durfte. Falls nicht anders angegeben, wurden quantitative Parameter als
Mittelwert + Standardabweichung dargestellt.

Die Konsistenz der Allelfrequenzen mit dem Hardy-Weinberg-Gleichgewicht (HWG) wurde
mit einem exakten Fisher-Test gepruft (http://ihg2.helmholtz-muenchen.de/ihg/snps.html).
Bei dem Hardy-Weinberg-Aquilibrium handelt es sich um ein im Jahr 1908 von Godfrey Ha-
rold Hardy und Wilhelm Weinberg abgeleitetes mathematisches Modell aus dem Bereich der
Populationsgenetik. Dabei geht man von einer fiktiven, idealen Population aus, in der sich
die Haufigkeiten von Allelen und Genotypen aufgrund eines modellierten Gleichgewichts

nicht verandern. Die ideale Population ist durch finf Annahmen gekennzeichnet:

1. Die Population ist ausreichend groR3, sodass auch bei Verlust einzelner Individuen die
Haufigkeit der Allele nicht abnimmt.

2. Alle Paarungen der Individuen untereinander sind gleich wahrscheinlich und gleich
erfolgreich (Panmixie).
Selektion ist ausgeschlossen.
Es erfolgen keine Mutationen.

Genimport oder -export findet nicht statt.

Das Hardy-Weinberg-Aquilibrium l3sst sich durch zwei Gleichungen ausdriicken, wobei p die
relative Haufigkeit des Auftretens von Allel A ist, und q die relative Haufigkeit des Auftretens

von Allel a bezeichnet.

Fir die Allele gilt:

Fir die Genotypen gilt: p? +2pq + g =1

Mit Hilfe dieser Formeln kann man die Haufigkeit eines Allels in einer Population berechnen,
sofern die Haufigkeiten der Genotypen bekannt sind, oder umgekehrt die Haufigkeit der Ge-
notypen, wenn eine Allelfrequenz bekannt ist. Mit dem x*Test kénnen Abweichungen vom
HWG uberprift werden. Sie kdnnen entweder auf einen Verstol gegen die zugrundeliegen-
den Annahmen hinweisen (Populationsgréfe zu gering, Auftreten von Mutationen) oder ein
Zeichen flr Fehler bei der Genotypisierung sein.

Bei der vorliegenden Studie wurden u.a. die Allelhaufigkeiten der Patienten ohne SBP (Kon-

trollen) und die Allelhaufigkeiten der Patienten mit SBP (Falle) ermittelt.
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3.9 Gerate und Reagenzien

DNA-Extraktion:

PCR:

Bestimmung von DNA-Konzentration und -Reinheit:

QlAamp DNA Mini Kit

- Qiagen Protease

- Puffer AL

- Puffer AW1

- Puffer AW2

- Puffer AE
Zentrifuge Eppendorf 5415D
Pulse Vortexer Vibra Mix
Pipetten 2,5, 10, 20, 100, 200 pl
Reaktionsgefale 1,5 ml
Pipettenspitzen
2 ml Collection Tubes

Spin Columns

TagMan 7500 fast
96 PCR Platte
MicroAMP Optical Adhesive Film

Mastermix Invitrogen Platinum gPCR

ROX (Referenz)
Sonden VIC und FAM
Primer

Aqua bidest. ,LiChrosolv*

NanoDrop Spectrophotometer ND-1000

Pulse Vortexer Vibra Mix
Pipette 2,5 pl

Pipettenspitzen

Prazisionswischtlicher Kimtech science

Qiagen

Eppendorf
Denley
Eppendorf
Sarstedt
Sarstedt
Qiagen
Qiagen

Applied Biosystems
Sarstedt
Applied Biosystems

Invitrogen
Invitrogen

Applied Biosystems
MWG Biotech
Merck

peQLab Biotechnologie GmbH
Denley

Eppendorf

Sarstedt

Kimberly-Clark Professional
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4. Ergebnisse

4.1. Patientenkollektiv

Zu Beginn wurden 183 Patienten mit Leberzirrhose und Aszites in die Studie eingeschlos-
sen, wovon 26 Personen im Laufe der Auswertung entfielen, da sie die Einschlusskriterien
nicht vollstandig erflllten (siehe Abschnitt 3.1). So ergab sich insgesamt ein Kollektiv von
157 Patienten. Die Patienten wurden entweder in der Medizinischen Klinik Il des Universi-
tatsklinikums des Saarlandes (n = 25), in der Klinik fir Innere Medizin Il, Abteilung fir Gast-
roenterologie/Hepatologie/Infektiologie des Universitatsklinikums Jena (n = 27) oder in den
Kliniken flr Innere Medizin | und Il des Universitatsklinikums Regensburg (n = 105) stationar
wegen Leberzirrhose mit konsekutiv aufgetretenem Aszites behandelt.

Das Alter der Patienten in diesem Gesamtkollektiv lag zwischen 26 und 79 Jahren, wobei
das durchschnittliche Alter 56,7 (+ 10,0) Jahre betrug (Median 56,0, Spannweite 53). Zum
Kollektiv gehérten 50 Frauen (31,8%) und 107 Manner (68,2%). Das Alter der weiblichen
Patienten lag zwischen 39 und 79 Jahren (Durchschnittsalter 56,9 [+ 9,9] Jahre). Die Alters-
spannweite der mannlichen Patienten reichte von 26 bis 78 Jahren (Durchschnittsalter
56,7 [t 10,1] Jahre). Bezogen auf die drei Subkollektive war die Altersverteilung relativ
gleichmafig (Kruskal-Wallis-Test, p > 0,05). Die Patienten waren statistisch im Durchschnitt

alle etwa gleich alt (Abbildung 5).

Das Uberleben der Patienten wurde, falls mdglich, dokumentiert. 25 Personen verstarben.
Tabelle 4 gibt einen Uberblick tber alle Grunderkrankungen im Kollektiv. Die weitaus hau-
figste Ursache fur die Zirrhose der Patienten war mit 70,1% ein Alkoholabusus. Bei 151 Pati-
enten konnte der Child-Pugh-Score ermittelt werden, wobei die Mehrheit der Patienten Child
B (43%) oder Child C (50,3%) aufwies (Tabelle 5). Der durchschnittliche MELD-Score, der
bei 122 Patienten errechnet wurde, lag bei 18,5 (+ 7,8) Punkten. Dieser MELD-Score ent-
spricht in etwa einer Wahrscheinlichkeit von 20 %, innerhalb der nachsten 3 Monate zu ver-

sterben (siehe dazu: http.//www.mayoclinic.org/meld/mayomodel7.html).
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Abb. 5: Durchschnittliche Altersverteilung in den drei Kollektiven Jena,
Homburg und Regensburg. Box-Whisker-Plot; Gesamtkollektiv: Median
56,0 Jahre, Spannweite 53 Jahre.

Tabelle 4 : Grunderkrankungen im Gesamtkollektiv.

Haufigkeit Prozent

Alkohol / nutritiv toxisch 110 70,1
Hepatitis B 4 2,5
Hepatitis C 12 7,6
Hamochromatose 1 0,6
primar sklerosierende Cholangitis 3 1,9
primar bilidre Zirrhose 1 0,6
medikamentos-toxisch 1 0,6
NASH 3 1,9
Overlap Syndrom 1 0,6
Autoimmune Genese 1 0,6
Alkohol und Hepatitis B 1 0,6
Alkohol und Hepatitis C 6 3,8
Hepatitis B und C 1 0,6
Zirrhose unklarer Genese / unbekannt 12 7,6

Gesamt 157 100,0
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Tabelle 5: Verteilung des Child-Pugh-Scores.

Haufigkeit Prozent Glltig [%]
Giltig Child A 10 6,4 6,6
Child B 65 41,4 43,0
Child C 76 48,4 50,3
Gesamt 151 96,2 100,0
Fehlend 6 3,8
Gesamt 157 100,0

4.2 Demographische und klinische Parameter der Subkollektive Homburg, Jena

und Regensburg

4.2 1 Patientenkollektiv Homburg

Das Alter der Patienten im Homburger Kollektiv lag zwischen 28 und 73 Jahren, wobei das
durchschnittliche Alter 53,0 (+ 10,3) Jahre betrug (Median 55,0, Spannweite 45). Zum Kollek-
tiv gehorten 10 Frauen (40%) und 15 (60%) Manner. Das Alter der weiblichen Patienten lag
zwischen 39 und 73 Jahren (Durchschnittsalter 54,6 [+ 10,6] Jahre). Die Altersspannweite
der mannlichen Patienten reichte von 28 bis 69 Jahren (Durchschnittsalter 52 [+ 10,3] Jahre).
Bei den aufgenommenen Patienten wurde, wenn mdglich, ein Follow-up durchgefihrt, um
den weiteren Krankheitsverlauf zu dokumentieren. Im Falle einer Lebertransplantation, des
Todes oder bei nicht méglicher Kontaktaufnahme wurde der Follow-up beendet. Das Uberle-
ben wurde nach 6 und nach 12 Monaten festgehalten. Nach einem halben Jahr war die Vari-
able aber nur fir 49 Patienten zu dokumentieren, davon waren 25 Personen in der Zwi-
schenzeit verstorben. Nach einem Jahr lag nur fir 30 Patienten eine Information beziiglich
des Uberlebens vor. Aufgrund dieses geringen Datensatzes fiir die Variable ,Mortalitat*
konnte in der vorliegenden Arbeit kein signifikanter Zusammenhang zwischen dem Vorliegen
einer NOD2-Mutation und dem Uberleben der Patienten gefunden werden.

In Tabelle 6 sind die einzelnen Grunderkrankungen der eingeschlossenen Patienten mit ihrer
Haufigkeit aufgeflihrt. Bei dem Uberwiegenden Anteil der Patienten lag der Zirrhose ein
Alkoholabusus zugrunde (n = 20; 80%). Der Schweregrad der Leberzirrhose wurde anhand
des Child-Pugh-Scores erfasst und verteilte sich wie folgt auf die Patienten: 2 Patienten
Child A (8%), 10 Patienten Child B (40%) und 13 Patienten Child C (52%). Der MELD-Score
wurde bei 24 Patienten ermittelt und betrug im Durchschnitt 19,0 (x 4,9) Punkte. Das ent-

spricht einer 3-Monats-Mortalitat von etwa 22 Prozent.
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Tabelle 6: Grunderkrankungen und deren Haufigkeit
im Patientenkollektiv Homburg.

Haufigkeit Prozent
Alkohol / nutritiv toxisch 20 80,0
Hepatitis C 2 8,0
primar sklerosierende Cholangitis 1 4.0
medikamentos-toxisch 1 4.0
Hepatitis C und Alkohol 1 4.0
Gesamt 25 100,0

4.2.2 Patientenkollektiv Jena

Das Alter der Patienten im in Jena untersuchten Kollektiv lag zwischen 26 und 78 Jahren,
wobei das durchschnittliche Alter 59,4 (+ 11,8) Jahre betrug (Median 58,0, Spannweite 52).
Zum Kollektiv gehdrten neun Frauen (33,3%) und 18 Manner (66,7%). Das Alter der weibli-
chen Patienten lag zwischen 39 und 78 Jahren (Durchschnittsalter 61,2 [+ 13,2] Jahre). Die

Altersspannweite der mannlichen Patienten reichte von 26 bis 70 Jahren (Durchschnittsalter

58,4 [+ 11,3] Jahre).

Bei den eingeschlossenen Patienten wurde, wenn mdglich, ein Follow-up durchgefihrt. Acht

Patienten verstarben. In Tabelle 7 sind die einzelnen Grunderkrankungen der eingeschlosse-

nen Patienten mit ihrer Haufigkeit aufgeflihrt. Bei dem Uberwiegenden Anteil der Patienten

handelte es sich bei der fur die Zirrhose ursachlichen Erkrankung um einen Alkoholabusus

(n = 21; 77,8%). Der Schweregrad der Leberzirrhose wurde anhand des Child-Pugh-Scores

erfasst und verteilte sich wie folgt auf die Patienten: 2 Patienten Child A (7,4%), 11 Patienten
Child B (40,7%) und 14 Patienten Child C (51,9%).

Tabelle 7: Grunderkrankungen und deren Haufig-
keit im Patientenkollektiv Jena.

Haufigkeit Prozent
Alkohol / nutritiv toxisch 21 77,8
Hepatitis B 1 3,7
Hepatitis C 1 3,7
Hamochromatose 1 3,7
Hepatitis B und Alkohol 1 3,7
unbekannt 2 7.4
Gesamt 27 100,0
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4.2.3 Patientenkollektiv Regensburg

Das Alter der Patienten im in Regensburg untersuchten Kollektiv lag zwischen 32 und 79
Jahren, wobei das durchschnittliche Alter 56,9 (+ 9,3) Jahre betrug (Median 56,0, Spannwei-
te 47). Zum Kollektiv gehérten 31 Frauen (29,5%) und 74 Manner (70,5%). Das Alter der
weiblichen Patienten lag zwischen 40 und 79 Jahren (Durchschnittsalter 56,4 [+ 8,6] Jahre).
Die Altersspannweite der mannlichen Patienten reichte von 32 bis 78 Jahren (Durchschnitts-
alter 57,2 [+ 9,6] Jahre).

Bei den eingeschlossenen Patienten wurde, wenn mdglich, ein Follow-up durchgefihrt.
12 Patienten verstarben. In Tabelle 8 sind die einzelnen Grunderkrankungen der einge-
schlossenen Patienten mit ihrer Haufigkeit aufgeflihrt. Auch hier war Uberwiegend ein
Alkoholabusus die Ursache fur die Zirrhose der Patienten (n = 69; 65,7%). Der Schweregrad
der Leberzirrhose wurde anhand des Child-Pugh-Scores bei 99 der eingeschlossenen Pati-
enten erfasst und verteilte sich wie folgt: 6 Patienten Child A (6,1%), 44 Patienten Child B
(41,9%) und 49 Patienten Child C (46,7%).

Tabelle 8: Grunderkrankungen und deren Haufigkeit im Pa-
tientenkollektiv Regensburg.

Haufigkeit Prozent
Alkohol / nutritiv toxisch 69 65,7
Hepatitis B 3 2,9
Hepatitis C 9 8,6
Hamochromatose 2 1,9
Primar biliare Zirrhose 1 1,0
Autoimmune Genese 1 1,0
NASH 3 29
Overlap Syndrom 1 1,0
Ethanol + Hepatitis C 5 4.8
Hepatitis B und C 1 1,0
Zirrhose unklarer Genese / unbekannt 10 9,5
Gesamt 105 100,0

4.3 Atiologie und Konsequenzen der Leberzirrhose

Bei 143 Patienten wurde die Variable ,Alkoholkonsum® registriert. War sie positiv, so bedeu-
tete dies einen regelmaRigen Konsum. Hierbei ist allerdings zu beachten, dass kein standar-
disiertes Assesment durchgefihrt wurde. Von den 143 Patienten tranken nur 28 Personen

nicht regelmafig Alkohol. Wie oben bereits aufgefihrt (Tabellen 6 - 8), war in allen drei



Ergebnisse 27

Patientenkollektiven der Alkoholabusus mit weit Uber 50% die haufigste Ursache fur die Ent-
stehung der Zirrhose. Hierbei war aufféllig, dass von den 115 Patienten mit Alkoholanam-
nese 88 Personen (76,5%) Manner und nur 27 (23,5%) Frauen waren (Tabelle 9). Es lag
somit ein signifikanter Zusammenhang zwischen dem Geschlecht der Patienten und dem
Alkoholkonsum vor (x*-Test, p = 0,005; Abbildung 7).

Tabelle 9: Haufigkeit des Alkoholkonsums im Kollektiv,
bezogen auf das Geschlecht.

Frau Mann Gesamt
Alkoholkonsum  nein 14 14 28
ja 27 88 115
Gesamt 41 102 143

Geschlecht

WFrau
Mritann

100

Anzahl

nein ia

Alkoholkonsum

Abb. 7: Einfluss des Geschlechts auf den Alkoholkonsum.

Gruppiertes Balkendiagramm. Im Gesamtkollektiv konsumierten
deutlich mehr Manner Alkohol als Frauen.
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Desweiteren zeigte sich, dass der Alkoholkonsum auch vom durchschnittlichen Alter der Pa-
tienten abhing. Bei den Patienten, die keinen Alkohol konsumierten, lag es bei 60,0 (+ 12)
Jahren, wohingegen die Patienten mit Alkoholkonsum im Durchschnitt 55,5 (+ 9,1) Jahre alt

waren (Mann-Whitney-U-Test, p = 0,011; Abbildung 8).

60

Alter bei Einschluss
i

304

2071

nein ia

Alkoholkonsum

Abb. 8: Einfluss des Alters auf den Alkoholkonsum. Box-Whisker-
Plot, p < 0,05, Median 56,0 Jahre. Patienten mit regelmaRigem Alkohol-
konsum waren im Durchschnitt junger (55 + 9,1 Jahre) als abstinente Pa-
tienten (60,0 + 12 Jahre).

4.4 Diagnose einer Aszites-Infektion

4.4.1 SBP und andere Infektionsparameter

Bei den teilnehmenden Patienten wurde eine SBP-Diagnostik durchgefiihrt (155 Patienten)
und/oder eine Asziteskultur angelegt (89 Patienten). Wenn moglich, wurden auch die Vari-
ablen ,Bacteraszites und ,CNNA* erfasst (siehe Abschnitt 3.6). Der Nachweis von mehr als
250 neutrophilen Granulozyten pro ul Aszites oder mehr als 500 Leukozyten pro ul war das

Kriterium fur die Diagnose einer SBP. Bei Patienten mit bekannter Leukozytenzahl und dem
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Anteil der Neutrophilen in Prozent wurde die absolute Neutrophilen-Zahl nach folgender

Formel berechnet:

Neutrophile [/ul] = Leukozyten [/ul] x Neutrophile [%]
100

In der Gesamtkohorte wurde bei 25 Patienten (16,1%) eine SBP festgestellt. Die Asziteskul-
tur war in 13 Fallen (14,6 %) positiv. 84 Patienten konnten auf das Vorliegen eines Bacteras-
zites oder eines CNNA Uberpruft werden. Dabei liel3 sich bei 10 Patienten (11,9 %) ein

CNNA und bei zwei Patienten (2,4%) ein Bacteraszites diagnostizieren (Tabelle 10).

Tabelle 10: Haufigkeit einer positiven Asziteskultur und der Komplikationen
SBP, CNNA und Bacteraszites im Patientenkollektiv.

Haufigkeit Prozent Giltig [%]
Asziteskultur Glltig negativ 76 48,4 85,4
positiv 13 8,3 14,6
Gesamt 89 56,7 100,0
Fehlend 68 43,3
Gesamt 157 100,0
SBP Gililtig negativ 130 82,8 83,9
positiv 25 15,9 16,1
Gesamt 155 98,7 100,0
Fehlend 2 1,3
Gesamt 157 157 100,0
CNNA Glltig negativ 74 47 .1 88,1
positiv 10 6,4 11,9
Gesamt 84 53,5 100,0
Fehlend 73 46,5
Gesamt 157 100,0
Bacteraszites Glltig negativ 82 52,2 97,6
positiv 2 1,3 2,4
Gesamt 84 53,5 100,0
Fehlend 73 46,5
Gesamt 157 100,0

Zwischen der Diagnose ,SBP“ und den Einflussfaktoren auf den Schweregrad der Zirrhose
wie z.B. MELD-Score, Child-Pugh-Score, hepatischer Enzephalopathie oder Gerinnung liel3
sich kein statistisch relevanter Zusammenhang nachweisen.

Aufgeschlisselt nach den Einzelparametern, die in die Berechnung des MELD- bzw. des
Child-Pugh-Scores einflieien (siehe Abschnitt 3.3.1), liel® sich nur fir die Serum-Bilirubin-
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Konzentration ein Zusammenhang mit dem Auftreten einer SBP finden. Der Mann-Whitney-
U-Test auf eine Assoziation zwischen der Gesamtbilirubin-Konzentration im Blut und dem
Vorliegen einer SBP ergab zwar mit 0,102 einen nicht signifikanten p-Wert, aber das Boxp-
lot-Diagramm zeigt, dass bei positiver SBP die Bilirubin-Konzentration im Schnitt deutlich
héher war als bei Patienten ohne SBP (Abbildung 9).
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Abb. 9: Zusammenhang zwischen der Bilirubin-Konzentration im
Blut und Vorliegen einer SBP. Box-Whisker-Plot, Median 2,4 mg/dl.
Patienten mit SBP haben erhdhte Serum-Bilirubin-Werte.

Der Zusammenhang zwischen dem CRP-Wert als Entziindungsmarker im Blut und dem Vor-
liegen einer SBP war ebenfalls nicht signifikant (Mann-Whitney-U-Test, p = 0,068), liel3 aber
die Tendenz erkennen, dass bei SBP der CRP-Wert erhéht war.

Flr andere Variablen wie z.B. Alter bei Einschluss, Geschlecht oder Alkoholkonsum der Pa-
tienten konnte kein signifikanter Zusammenhang mit dem Auftreten einer SBP nachgewiesen

werden.



Ergebnisse 31

4.4.2 CNNA und Bacteraszites

In der statistischen Analyse auf Zusammenhange zwischen den Variablen ,CNNA®“ und
,Bacteraszites* (siehe Tabelle 10) mit anderen Faktoren zeigte sich ein positiver Zu-
sammenhang zwischen dem Vorliegen eines CNNA und der Héhe der Bilirubin-Konzentra-
tion. Diese war signifikant héher als bei den Patienten ohne CNNA (Mann-Whitney-U-Test, p
= 0,027; Abbildung 10).
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Abb. 10: Zusammenhang zwischen Bilirubin-Konzentration im Se-
rum und Vorliegen eines CNNA. Box-Whisker-Plot, p < 0,05, Median
3,0 mg/dl. Patienten mit CNNA haben signifikant hdhere Bilirubin-Werte
als Patienten ohne diese Komplikation.

Dieses Ergebnis spricht flr eine Assoziation zwischen dem Schweregrad der Leberzirrhose
und der Diagnose ,CNNA". Unterstutzt wurde diese Annahme durch die — zwar nicht signifi-
kanten (Mann-Whitney-U-Test) — aber tendenziell positiv mit dem CNNA korrelierenden Fak-
toren MELD-Score (p = 0,071), Albumin-Konzentration (p = 0,060) und INR (p = 0,104). Dies
deutet darauf hin, dass ein CNNA — ebenso wie die SBP — eher bei Patienten mit fortge-
schrittener Zirrhose auftritt. Fir die Diagnose ,Bacteraszites lieRen sich keine statistisch
signifikanten Zusammenhange nachweisen, was in erster Linie auf die geringe Fallzahl

(n = 2) dieser Infektionsform im Kollektiv zurlickzufiihren ist.
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4.5. Hardy-Weinberg-Aquilibrium
4.5.1 NOD2-Genotypisierung

Bei insgesamt 104 Patienten konnte aus entnommenem EDTA-Blut bzw. aus Aszites-
Punktat (2 Patienten) DNA isoliert und auf die drei Varianten p.R702W, p.G908R und
¢.3020insC des NOD2-Gens untersucht werden. Bei 53 Personen aus dem Subkollektiv Re-
gensburg wurde keine Genotypisierung vorgenommen. Insgesamt wurde bei 10 Patienten
(9,6%) eine heterozygote Variante von p.R702W festgestellt. 5 Patienten wiesen die hetero-
zygote Form von p.G908R (4,8%) auf, und bei 9 Patienten (8,7%) wurde die heterozygote
Form von ¢.3020insC ermittelt. Bis auf eine Patientin, bei der sowohl die heterozygote Vari-
ante von p.G908R als auch die heterozygote Variante von ¢.3020insC vorlag, trugen die Pa-
tienten jeweils nur eine Mutation. Bei keinem lag eine Variante homozygot vor. Die Ubrigen
81 Patienten trugen alle Wildtyp-Allele (Tabelle 11).

Tabelle 11: Haufigkeit der NOD2-Mutationen im Gesamtkollektiv.

Haufigkeit Prozent

Vorhandensein einer der drei NOD2- Nein 81 77,9
Varianten (p.R702W / p.G908R / ¢.3020insC) Ja 23 221
Gesamt 104 100,0

p-R702W Wildtyp 94 90,4
Heterozygot 10 9,6

Gesamt 104 100,0

p-G908R Wildtyp 99 95,2
Heterozygot 5 4,8

Gesamt 104 100,0

¢.3020insC Wildtyp 95 91,3
Heterozygot 9 8,7

Gesamt 104 100,0

4.5.2 Ergebnisse nach Testung auf das Hardy-Weinberg-Gleichgewicht

Bei der vorliegenden Studie wurden die Allelhaufigkeiten der Patienten ohne SBP (Kontrol-
len) und die Allelhaufigkeiten der Patienten mit SBP (Falle) ermittelt. Die Allelfrequenzen al-
ler untersuchten Polymorphismen in der Fall- und Kontrollgruppe befanden sich im Hardy-

Weinberg-Gleichgewicht. Gleiches galt fiir die Gesamtkohorte.
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Die Abbildungen 11 - 13 zeigen die de-Finetti-Diagramme fir die einzelnen Mutationen. Es
handelt sich dabei um nach dem italienischen Statistiker Bruno de Finetti benannte Dia-
gramme in Form gleichseitiger Dreiecke mit Hardy-Weinberg-Parabel. Auf der x-Achse ist die
Haufigkeit von Allel 2 aufgetragen, das in der vorliegenden Arbeit dem Wildtyp-Allel ent-
spricht (siehe Punkt 3.7.4). Die Parabel ergibt sich aus den mathematischen Formeln des
HWG, sie liefert mogliche Lagepunkte fur die Hardy-Weinberg-Gleichgewichte. Jeder Popu-
lationszustand kann durch einen Punkt innerhalb des Dreiecks dargestellt werden. Da die
Summe aller Héhen in einem gleichseitigen Dreieck mit der Seitenlange 1 ebenfalls gleich 1
ist, kbnnen die Haufigkeiten der drei Genotypen auf zwei Seiten und der vertikalen y-Achse

abgelesen werden.
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Abb. 11: de-Finetti-Diagramm mit Hardy-Weinberg-Parabel fiir die
Variante p.R702W. Das Diagramm unterscheidet zwischen Féllen (Pa-
tienten mit SBP, blaue Linie) und Kontrollen (Patienten ohne SBP,
schwarze Linie). Die roten Kreise zeigen die Ablespunkte fiir die Geno-
typ-Haufigkeiten bzw. die Haufigkeit von Allel 2 an. Letztere ist auf der
x-Achse aufgetragen. Allel 2 entspricht hier dem Wildtyp-Allel. Zwischen
Fallen und Kontrollen unterschieden sich die Allelfrequenzen nicht. Allel
2 lag bei ~ 95% und p.R702W bei 5% der Falle vor.

An den beiden Schragen des Dreiecks sowie der y-Achse lasst sich
die Verteilung der Genotypen ablesen. Die rechte Schrage des Drei-
ecks bildet den Wildtyp ab, etwa 90% der Patienten zeigten diesen
Genotyp. Die linke Schrage entspricht der Achse ,homozygote Varian-
te“, die jedoch bei keinem der Patienten vorlag. Auf der vertikalen y-
Achse ist die Haufigkeit der heterozygoten Variante abgebildet. In die-
sem Fall trugen etwa 10% der Patienten diese Mutationsform.
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Abb. 12: de-Finetti-Diagramm mit Hardy-Weinberg-Parabel fiir die
Variante p.G908R. Das Diagramm unterscheidet zwischen Féllen
(Patienten mit SBP, blaue Linie) und Kontrollen (Patienten ohne SBP,
schwarze Linie). Die roten Kreise zeigen die Ablespunkte fir die Ge-
notyp-Haufigkeiten bzw. die Haufigkeit von Allel 2 an. Letztere ist auf
der x-Achse aufgetragen. Allel 2 entspricht hier dem Wildtyp-Allel.
Zwischen Fallen und Kontrollen bestand bei der Allelfrequenz ein
sichtbarer, jedoch nicht signifikanter Unterschied. Allel 2 lag bei den
Patienten mit SBP (Falle) in ~ 95% und p.G908R in 5% der Falle vor.
Bei den Kontrollen wiesen fast 100% der Patienten Allel 2 auf.

Etwa 90% der Patienten mit SBP trugen den Wildtyp-Genotyp, 10%
waren heterozygot. Die Kontrollen wiesen bei ~ 95% den Wildtyp und
bei 5% die heterozygote Variante auf. Die homozygote Form der Mu-
tation lag bei keinem Patienten vor.
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Abb. 13: de-Finetti-Diagramm mit Hardy-Weinberg-Parabel fiir die
Variante ¢.3020insC. Das Diagramm unterscheidet zwischen Fallen
(Patienten mit SBP, blaue Linie) und Kontrollen (Patienten ohne SBP,
schwarze Linie). Die roten Kreise zeigen die Ablespunkte fiir die Geno-
typ-Haufigkeiten bzw. die Haufigkeit von Allel 2 an. Letztere ist auf der
x-Achse aufgetragen. Allel 2 entspricht hier dem Wildtyp-Allel. Zwischen
Fallen und Kontrollen unterschieden sich die Allelfrequenzen signifikant
(p < 0,05). Allel 2 lag bei den Patienten mit SBP (Falle) in ~ 90% und
¢.3020insC in 10% der Falle vor; bei den Kontrollen trugen dagegen
mehr als 95% der Patienten Allel 2.

Etwa 80% der Patienten mit SBP wiesen den Wildtyp und 20% die
heterozygote Variante auf. Bei den Kontrollen zeigten ~ 95% den
Wildtyp und 5% die heterozygote Variante. Die homozygote Form der
Mutation lag bei keinem Patienten vor.
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4.6 NOD2-Genotypisierung

4.6.1 NOD2-Mutationen und SBP

Von 104 fir NOD2-Mutationen genotypisierten Personen wurde bei 18 Patienten zu Beginn
oder im stationaren Verlauf eine SBP diagnostiziert; bei 86 Patienten trat keine SBP auf.
SBP-Episoden in der Vorgeschichte wurden nicht erfasst. 7 Personen wiesen gleichzeitig
eine NOD2-Variante und eine SBP auf. Zwei Patienten waren Trager von p.R702W, zwei
trugen p.G908R und vier Personen zeigten ¢.3020insC. Hierbei war eine Patientin allerdings
gleichzeitig Tragerin sowohl von p.G908R als auch von ¢.3020insC (Tabelle 12). Es lief3 sich
ein signifikanter Zusammenhang zwischen dem Auftreten einer SBP und dem Vorhanden-
sein von ¢.3020insC feststellen (p = 0,046; Abbildung 14). Fir p.R702W und p.G908R oder
das Vorliegen einer der drei getesteten Varianten war keine statistisch relevante Assoziation

nachweisbar.

Tabelle 12: Haufigkeit einer SBP bei Patienten mit NOD2-Mutation.

SBP positiv SBP negativ Gesamt
Vorhandensein einer der drei Nein 11 70
NOD2-Varianten Ja 7 16
(p-R702W / p.G908R / ¢.3020insC)
Gesamt 18 86 104
p-R702W Wildtyp 16 78
Heterozygot 2 8
Gesamt 18 86 104
p.-G908R Wildtyp 16 83
Heterozygot 2 3
Gesamt 18 86 104
¢.3020insC Wildtyp 14 81
Heterozygot 4 5
Gesamt 18 86 104
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Abb. 14: Zusammenhang zwischen der Mutation ¢.3020insC und
Auftreten einer SBP. Gruppiertes Balkendiagramm. Die Grafik zeigt,
dass Trager der ¢.3020insC-Variante relativ haufiger eine SBP auf-
wiesen als Patienten mit genetischem Wildtyp.

Bei Uberpriifung dieser Ergebnisse in weiteren Kontingenztafeln zeigte sich, dass Patienten
mit der heterozygoten Form von ¢.3020insC im Vergleich zur Wildtyp-Population ein etwa
4,6-fach hoéheres Risiko hatten, eine SBP zu entwickeln. Der p-Wert lag bei ~ 0,02. Fir die
anderen beiden Mutationen, p.R702W und p.G908R, war kein signifikanter Zusammenhang
feststellbar. Allerdings zeigte sich bei p.G908R eine leichte Tendenz zu einer Erh6hung des
SBP-Risikos. Anders als bei der Asziteskultur (siehe Abschnitt 4.6.2) war fir das Vorliegen

einer der drei Mutationen kein Zusammenhang zur Variable ,SBP“ nachweisbar (Tabelle 13).
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Tabelle 13: Statistische Tests der Zusammenhange zwischen dem Vorliegen einer
Mutation und dem Auftreten einer SBP.

Allele Genotypen
Allel 1 — Allel 2 Wildtyp < heterozygote Variante
p-R702W Odds ratio = 1,206 Odds ratio = 1,219
C.l. =[0,245 - 5.930] C.I. = 10,236 — 6.284]
p=0,77048 p =0,81288
Allel 1 — Allel 2 Wildtyp <« heterozygote Variante
p-G908R Odds ratio = 3,314 Odds ratio = 3,458
C.l. =[0,533 - 20,590] C.l. =10,534 — 22,383]
p=0,37134 p =0,16922
Allel 1 — Allel 2 Wildtyp < heterozygote Variante
¢.3020insC | Odds ratio = 4,175 Odds ratio = 4,629
C.I. =[1,063 — 16,399] C.I.=[1,106 — 19,379]
p = 0,09454 p = 0,02435
Allel 1 — Allel 2 Wildtyp < heterozygote Variante
p-R702W / | Odds ratio = 2,353 Odds ratio = 2,784
p.G908R/ | C.l. =[0,890 - 6,224] C.1. =10,934 — 8,299]
€.3020insC | p = 0,08758 p = 0,05935

4.6.2 NOD2-Mutationen und Asziteskultur

Die Variable ,Asziteskultur” wurde fir 89 Patienten des Gesamtkollektivs bestimmt, 63 davon

waren genotypisiert. Innerhalb dieser Gruppe war das Kulturergebnis bei insgesamt 51 Per-

sonen negativ und bei 12 positiv. Sechs Patienten wiesen gleichzeitig eine Mutation und ein

positives Kulturergebnis auf. Hierbei waren drei Patienten Trager von p.R702W, zwei Pa-

tienten zeigten p.G908R und zwei ¢.3020insC, wobei eine Patientin sowohl p.G908R als

auch p.R702W aufwies (Tabelle 14). Bei Priifung mit dem x-Test schien das Vorliegen der

heterozygoten Form von p.R702W mit dem Auftreten einer positiven Asziteskultur assoziiert

zu sein (p = 0,044). Die Patienten mit dieser Mutation zeigten haufiger eine positive statt ei-

ner negativen Asziteskultur (Abbildung 15).
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Tabelle 14: Haufigkeit einer positiven Asziteskultur bei Patienten mit SNP.

Asziteskultur Asziteskultur Gesamt
positiv negativ
Vorhandensein einer der drei Nein 6 43
NOD2-Varianten Ja 6 8
(p.R702W / p.G908R / ¢.3020insC)
Gesamt 12 51 63
p-R702W Wildtyp 9 49
Heterozygot 3 2
Gesamt 12 51 63
p-G908R Wildtyp 10 50
Heterozygot 2 1
Gesamt 12 51 63
¢.3020insC Wildtyp 10 46
heterozygot 2 5
Gesamt 12 51 63

Anzahl

heterozygot

p.R702W

Abb. 15: Zusammenhang zwischen Variante p.R702W und
Auftreten einer positiven Asziteskultur. Gruppiertes Balken-
diagramm. Trager von p.R702W zeigten haufiger eine positive
Asziteskultur als Patienten mit genetischem Wildtyp.

Wneg
Opos

Aszites-Kultur
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Fir p.G908R ergab sich mit einem p-Wert von 0,09 keine Signifikanz. Graphisch zeigte sich
dennoch eine Tendenz zu einem positiven Zusammenhang zwischen der Mutation und dem

Vorliegen eines positiven Kulturergebnisses (Abbildung 16). Fur ¢.3020insC ergab sich kein
signifikanter Zusammenhang.

Aszites-Kultur

Bn:zg
Opos

Anzahl

heterozygaot

p.G908R

Abb. 16: Tendenziell positiver Zusammenhang zwischen der
Variante p.G908R und einer positiven Asziteskultur Gruppier-
tes Balkendiagramm. Dargestellt ist das Uberwiegen eines positi-
ven Kulturergebnisses bei Tragern der Mutation p.G908R.

Das Vorhandensein einer der drei Mutationen korrelierte insgesamt am starksten mit einer
positiven Kultur (p = 0,018; Abbildung 17). Wie die Abbildung zeigt, war die Asziteskultur bei

Patienten ohne Mutation deutlich haufiger negativ als bei der Patientengruppe mit Mutation.
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Aszites-Kultur

Mreg
Opos

Anzahl

nein ia

p.R7T02W | p.G908R | ¢.3020insC

Abb. 17: Zusammenhang zwischen dem Auftreten einer Muta-
tion und einer positiven Asziteskultur Gruppiertes Balkendia-
gramm. Die Abbildung zeigt, dass das Kulturergebnis bei Patienten
mit genetischem Wildtyp deutlich haufiger negativ war als bei Tra-
gern einer Variante.

Die obigen Ergebnisse wurden mit Hilfe weiterer Vierfelder-Tafeln Uberpruft. Bei Vorliegen
der heterozygoten Form von p.R702W hatten die Patienten ein etwa 8,2-fach erhdhtes Ri-
siko (Odds ratio) fur eine positive Asziteskultur. Der p-Wert lag bei ~ 0,02. Auch fur p.G908R
zeigte sich hier ein Zusammenhang: Das Risiko einer positiven Asziteskultur war bei hetero-
zygotem Genotyp etwa 10-fach erhéht. Der p-Wert lag bei ~ 0,03; allerdings enthielt das
95%-Konfidenzintervall den Wert 1. Zwischen ¢.3020insC und einer positiven Kultur liel3 sich
wie oben kein statistisch relevanter Zusammenhang erkennen.

Die héchste Signifikanz hatte die Assoziation zwischen dem Vorliegen einer der drei NOD2-
Mutationen und der Kultur. Patienten mit Mutation wiesen gegenliber den Patienten mit
Wildtyp ein ~ 5,4-fach erhéhtes Risiko fir eine positive Asziteskultur auf. Der p-Wert lag bei
0,01. Mit einem p-Wert von ~ 0,04 bestand auch ein positiver Zusammenhang zwischen dem
Vorliegen von Allel 1 oder Allel 2 und der Kultur (Tabelle 15).
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Tabelle 15: Statistische Tests der Zusammenhange zwischen dem Vorliegen einer

Mutation und dem Auftreten einer positiven Asziteskultur.

Allele Genotypen
Allel 1 — Allel 2 Wildtyp < heterozygote Variante
p-R702W Odds ratio = 7,143 Odds ratio = 8,167
C.l. =[1,123 — 45,428] C.I.=[1,191 — 55,996]
p = 0,07474 p=0,01508
Allel 1 — Allel 2 Wildtyp <« heterozygote Variante
p-G908R Odds ratio = 9,182 Odds ratio = 10,000
C.l. =[0,797 — 105,802] C.I.=10,825 - 121,172]
p=0,16304 p =0,03137
Allel 1 — Allel 2 Wildtyp < heterozygote Variante
€.3020insC | Odds ratio = 1,764 Odds ratio = 1,840
C.l. =[0,321 - 9,692] C.I.=10,311 -10,875]
p=0,78298 p = 0,49612
Allel 1 — Allel 2 Wildtyp < heterozygote Variante
p-R702W / | Odds ratio = 3,917 Odds ratio = 5,375
p.G908R/ | C.l.=[1,213 - 12,651] C.I.=[1,379 — 20,945]
€.3020insC | p = 0,03958 p=0,01010

Die aufgefiihrten Beobachtungen stlitzen die Hypothese, dass das Vorliegen einer Mutation

Einfluss auf die Diagnose SBP oder zumindest auf das Auftreten einer positiven Aszites-

kultur hat.
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5. Diskussion

Die spontane bakterielle Peritonitis (SBP) gehért zu den haufigen und gefahrlichen Kompli-
kationen einer Leberzirrhose. Sie tritt bei Patienten mit massivem Aszites auf. Der Schlissel-
mechanismus in der Pathogenese dieser Komplikation ist die bakterielle Translokation [8].
Dabei kommt es zu einem Versagen der intestinalen Abwehrmechanismen bei Patienten mit
Zirrhose [3, 6, 16, 40, 41]. In der vorliegenden Arbeit wurde die Hypothese untersucht, dass
die drei Varianten p.R702W, p.G908R und ¢.3020insC im NOD2-Gen die Entstehung einer
SBP bei Leberzirrhose begiinstigen. Zwar wird derzeit zunehmend Uber die Rolle von NOD2-
Mutationen in diesem Prozess diskutiert, doch gab es bisher nur eine Vorarbeit zu diesem
Thema [42].

Bedeutung von NOD2-Varianten bei SBP und Bacteraszites

Zunachst wurde ein Kollektiv von Patienten, die eine Leberzirrhose mit konsekutiv aufgetre-
tenem Aszites aufwiesen, rekrutiert. Der Schweregrad der Zirrhose wurde u.a. mit Hilfe des
MELD- und des Child-Pugh-Scores bestimmt. Das Gesamtkollektiv umfasste drei Patienten-
gruppen aus Homburg (n = 25), Jena (n = 27) und Regensburg (n = 105). Es handelte sich in
der Uberwiegenden Mehrzahl der Falle um Patienten europaischer Herkunft. Im Ge-
samtkollektiv entwickelten 25 Personen (16,1%) eine SBP. Von den 157 Patienten wurde bei
104 Personen eine Genotypisierung hinsichtlich der drei NOD2-Varianten durchgefihrt. In
dieser Gruppe konnte bei insgesamt 23 Individuen (22,1%) eine heterozygote Mutation fest-
gestellt werden. 10 Patienten (9,6%) waren Trager der Mutation p.R702W, bei 5 Patienten
(4,8%) wurde die Variante p.G908R nachgewiesen und 9 Patienten (8,7%) wurden positiv
auf die Mutation ¢.3020insC getestet. Eine Patientin trug sowohl die heterozygote Form von
p.G908R als auch von ¢.3020insC. Aus anderen Arbeiten mit Bezug zum NOD2-Gen geht
hervor, dass die Haufigkeiten der drei NOD2-Varianten in kaukasischen Populationen mit
Morbus Crohn (Europa und Nordamerika) von 19% bis 29% reichen [33, 34, 43-48]. Bei
Amerikanern afrikanischer Abstammung werden die mutierten Allele seltener nachgewiesen
[49]. Keine der drei Mutationen wurde bei asiatischen Populationen mit chronisch-
entzindlicher Darmerkrankung gefunden [50-52]. Studien zu Morbus Crohn in Finnland [53],
Irland [54, 55], Schottland [55] und Island [56] weisen auf eine etwas geringere Haufigkeit
der drei NOD2-Varianten in diesen Bevolkerungsgruppen hin. Insgesamt unterscheidet sich
die NOD2-Mutationsfrequenz in unserer Kohorte nicht wesentlich von der Gesamtbevolke-

rung.
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Die Patienten mit und ohne Mutation wurden hinsichtlich der Komplikationen SBP, positive
Asziteskultur, CNNA und Bacteraszites Uberpriift. Ihr Alter, das Geschlecht und der Schwe-
regrad der Zirrhose wurden ebenfalls zu den NOD2-Varianten in Beziehung gesetzt. Zusatz-
lich erfolgte eine Prifung des Einflusses der Mutationen auf verschiedene Laborparameter.
Mit Hilfe dieser Untersuchungen konnte die Relevanz des NOD2-Gens fir die Entstehung
einer SBP bestatigt werden. Personen mit einer Mutation dieses Gens entwickelten signifi-

kant haufiger eine SBP bzw. eine positive Asziteskultur als Patienten mit Wildtyp-Allelen.

Dieses Ergebnis steht in Ubereinstimmung mit einer Vorarbeit unserer Arbeitsgruppe [42], in
der ebenfalls der Einfluss von NOD2-Mutationen auf die SBP untersucht wurde. Die Studie
beinhaltete ein ahnlich grolies Kollektiv von 150 Patienten, wovon bei insgesamt 52 Perso-
nen eine SBP diagnostiziert wurde. Mit einem p-Wert von 0,004 konnte gezeigt werden, dass
Trager einer Mutation signifikant haufiger eine SBP entwickeln. In der vorliegenden Arbeit
liel® sich ein solcher Zusammenhang nur fir ¢.3020insC nachweisen (p = 0,046 bzw. 0,02).
Zusatzlich wurde in der Vorarbeit nachgewiesen, dass die Mortalitat bei Mutationstragern
erhoht war, denn das mittlere Uberleben der Patienten war deutlich kiirzer (p = 0,007). In der
vorliegenden Arbeit konnte ein Zusammenhang zwischen Mutation und Mortalitat nicht be-
statigt werden, was am ehesten an fehlenden Daten beziiglich des Uberlebens der Patienten
lag (siehe Abschnitt 4.2.1). Fir die geringe Datenerhebung hinsichtlich der Mortalitat gab es
mehrere Griinde: Zum Einen stammten die Patientenkollektive aus verschiedenen Kliniken,
was das Follow-up deutlich erschwerte. Zum Anderen waren einige Patienten poststationar
aufgrund fehlender Kontaktdaten nicht mehr erreichbar. Das Problem von unvollstandigen
Daten bestand ebenfalls fur andere Parameter. Eine lickenlose Beurteilung der Zusammen-
hange zwischen einzelnen Faktoren wurde dadurch erschwert. Daher sind die vorliegenden

Ergebnisse mit Einschrankung zu werten und sollten in weiteren Studien Uberprift werden.

Neue Erkenntnisse zur Funktion von NOD2

Die Mukosa des Darms besteht aus einer einlagigen Schicht Epithelzellen, die mit Hilfe so
genannter tight junctions und adherens junctions abgedichtet wird. Es handelt sich hierbei
um Membranproteine bzw. Adhasionsverbindungen, die eine ungehinderte Diffusion Uber die
Mukosa verhindern und mechanische Stabilitat vermitteln. Sie bilden einen Teil der Mukosa-
Barriere des Darms. Bakterielle Virulenzfaktoren greifen nachweislich direkt an den tight
junctions an und erhéhen dadurch die Permeabilitdt der Membran bei akuten gastrointesti-
nalen Infekten [57]. Mechanische Abwehr allein reicht jedoch nicht aus, um einen ausrei-
chenden Schutz vor dem Eindringen von Bakterien und Viren zu vermitteln. Deshalb gehdort
zur Mukosa-Barriere noch eine zweite Komponente, die vom angeborenen und erworbenen

Immunsystem gebildet wird. Zur angeborenen Abwehr rechnet man das vom NOD2-Gen
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produzierte Protein, das in Monozyten bzw. Makrophagen, Granulozyten und dendritischen
Zellen und nach Einwirken proinflammatorischer Stimuli auch in intestinalen Epithelzellen
gebildet wird [58, 59]. NOD2 ist ein intrazellulares Protein, das proinflammatorische Signal-
wege reguliert, indem es den Bakterienbestandteil MDP erkennt. Mit Hilfe des Transkripti-
onsfaktors NF-kB werden in der Folge verstarkt proinflammatorische Mediatoren transkri-
biert. Funktionelle Studien haben gezeigt, dass NOD2 beim Menschen mdglicherweise bei
der Erkennung einer ganzen Bandbreite von Pathogenen eine Rolle spielt, u.a. bei Listeria
monocytogenes, Pneumokokken, Helicobacter pylori und Mycobacterium tuberculosis [60-
63].

In einer Studie aus dem Jahr 2010 zur Bedeutung des NOD2-Proteins konnte gezeigt wer-
den, dass NOD2 nach Stimulation mit MDP nicht nur die Zahl entztindlicher Mediatoren er-
hoht, sondern auch in so genannten dendritischen Zellen einen Autophagie-Prozess einleitet
[64]. Dendritische Zellen gehdren zu den professionell antigenprasentierenden Zellen (APC),
die wesentlich zur T-Zell-Aktivierung und damit zur spezifischen Abwehr beitragen. Autopha-
gie bezeichnet einen intrazellularen Prozess, bei dem die Zelle eigene Bestandteile, wie z.B.
intrazelluldre Bakterien oder Viren, abbaut. Die innerhalb dieses Vorgangs entstandenen
Spaltprodukte werden an MHC-Klasse-II-Molekile (MHC = major histocompatibility complex)
gebunden und von diesen auf der Zelloberflache der dendritischen Zellen prasentiert. Hier
konnen sie von spezifischen CD4"-T-Lymphozyten erkannt und gebunden werden. In der
Studie [64] wurden dendritische Zellen gesunder Probanden solchen von Crohn-Patienten,
bei denen die auch in dieser Arbeit untersuchten NOD2-Varianten p.R702W, p.G908R oder
¢.3020insC vorlagen, gegenuber gestellt [33, 34, 65]. Zusatzlich wiesen einige Patienten
eine Mutation (p.T300A) in einem anderen Gen, ATG16L1, auf. Es codiert fur das ATG16L1-
Protein (autophagy-related-protein 16-1), das am Prozess der Autophagie beteiligt ist.
ATG16L1-Polymorphismen kénnen die Anfalligkeit fir Morbus Crohn erhéhen [66, 67]. Die
Proteine interagieren miteinander, indem NOD2 das ATG16L1-Protein an den Eintrittsort von
Bakterien in dendritische Zellen rekrutiert und so deren Akkumulation in Autophagosomen
ermdglicht [68]. Bei den gesunden Probanden ergab sich nach Stimulation der dendritischen
Zellen mit dem NOD2-Protein die oben beschriebene Zunahme von MHC-Klasse-II-Mole-
kilen auf der Zelloberflache. Bei den Crohn-Patienten mit Risikoallelen fir NOD2 oder
ATG16L1 konnte dieser Effekt nicht nachgewiesen werden. ATG16L1-Varianten wurden

bisher bei Patienten mit Leberzirrhose nicht untersucht.

Dass die von NOD2 regulierten Signalwege nicht nur von der intakten Funktion dieses Pro-
teins selbst, sondern auch von anderen Faktoren abhangig sind, zeigt eine andere aktuelle

Arbeit [69]. Dort wurde der Einfluss des Proteins CARD8 (= caspase activating and
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recruitment domain 8) auf die durch NOD2 vermittelten Signalkaskaden untersucht. CARD8
ist aus einer C-terminalen CARD- und einer N-terminalen FIIND-Domane zusammengesetzt
[70]. Die Studie konnte zeigen, dass CARDS8 die Signalkette, die normalerweise nach Stimu-
lation von NOD2 mit Muramyl-Dipeptid (MDP) ablauft, hemmt. Dies fuhrt zu einer verminder-
ten Produktion des proinflammatorischen Mediators NF-kB. Diese Effekte werden auf eine
Hemmung der Oligomerisation des NOD2-Proteins durch CARD8 zurtickgefiihrt. CARDS ist
somit offenbar ein weiterer molekularer Schalter in der Regulationskette der NOD2-

abhangigen Entziindungsprozesse in Epithelzellen.

Die Entdeckung dieser Zusammenhange untermauert die Hypothese, dass das NOD2-
Protein in vielfaltiger Weise die Immunabwehr beeinflusst. Seit der Entdeckung der Zusam-
menhange zwischen dem Vorliegen von NOD2-Varianten und Morbus Crohn 2001 [34] wur-
den auch Assoziationen mit anderen chronisch-entziindlichen Funktionsstérungen, wie z.B.
Allergien und atopischer Dermatitis, gefunden [71-73]. So untersuchten Weidinger et al. [73]
ein grof3es Patientenkollektiv (n = 1857) mit den Krankheitsbildern Asthma (n = 167; 9%),
atopisches Ekzem (n = 242; 13%) und allergische Rhinokonjunktivitis (n = 488; 26%) auf
acht Polymorphismen des NOD2-Gens, um mogliche Assoziationen mit dem atopischen
Phéanotyp zu finden. Es zeigte sich, dass zwei Mutationen signifikant mit der Erkrankung
Asthma assoziiert waren; eine Variante senkte das Risiko daran zu erkranken, die andere
erhdhte es (p = 0,013 bzw. 0,023). Zwei Polymorphismen zeigten signifikante Assoziationen
mit der allergischen Rhinokonjunktivitis; beide senkten das Risiko fir dieses Krankheitsbild
signifikant (p = 0,049 bzw. 0,025). Fur eine weitere NOD2-Variante, in unserer Arbeit als
p.G908R bezeichnet, wurde ein gesteigertes Risiko fir erhéhte IgE-Serumkonzentrationen
nachgewiesen (p = 0,006). Auch Reijmerink et al. [72] konnten in ihrer Studie bei hollandi-
schen Kindern NOD2 zusammen mit einigen anderen Genen als wichtigen Faktor flr die
Entwicklung von Atopie und Asthma identifizieren. Die Arbeitsgruppe um Kabesch [71] un-
tersuchte ebenfalls bei 1872 Kindern die Zusammenhange zwischen NOD2-Varianten und
Atopie. Es wurden drei Mutationen geprift, darunter die in unserer Arbeit als ¢.3020insC
klassifizierte Variante. Fir alle drei konnten positive Assoziationen mit allergischen Krank-
heitsbildern nachgewiesen werden. Bei Vorliegen der Mutation ¢.3020insC war das Risiko flr
Atopie um 50% gesteigert (p < 0,05) und die Serum-IgE-Konzentrationen waren erhdht
(p < 0,01). Dies entspricht der von Weidinger et al. [73] fUr die Mutation p.G908R gemachten
Beobachtung.

In Einklang mit den obigen Ergebnissen wies eine Arbeit aus dem Universitatsklinikum Re-
gensburg [36] nach, dass das Vorliegen von NOD2-Varianten bei Empfangern oder Spen-

dern von Blutstammzellen im Rahmen von Stammzelltransplantationen das Risiko fur die
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Entwicklung von Graft-versus-Host-Reaktionen deutlich erhéht (25% bei Tragern von
Wildtyp-Allelen versus 38% bei Empfangern oder Spendern mit Mutationen, p = 0.01). In der
Analyse der einzelnen NOD2-Varianten zeigte sich, dass die Mutation ¢.3020insC zudem
eine Rolle fiir die Sterblichkeit der Patienten spielt (Gesamt-Uberleben 49% bei Wildtyp ver-
sus 26% bei ¢.3020insC Spendern, p = 0.007). Die Ergebnisse der geschilderten Studien
verdeutlichen den Stellenwert des NOD2-Gens bei komplexen immunologischen Erkrankun-

gen.

Neue Méglichkeiten der SBP-Diagnostik

Die richtige und frihzeitige Diagnose einer SBP ist von entscheidender Bedeutung flr die

Therapie und das Uberleben der Patienten. Da kérperliche Symptome ein diffuses Bild bie-
ten und gelegentlich auch fehlen kénnen, kann sich der Arzt nicht allein auf die Klinik verlas-
sen [5-7]. Nach einer Parazentese koénnen in der Aszites-Flissigkeit die Anzahl der
Neutrophilen/Leukozyten sowie die Konzentrationen von Eiwei3, Albumin, Glucose und
Lactatdehydrogenase bestimmt werden. Neuere Studien untersuchten zusatzlich die Bedeu-
tung von so genannten LERS (= leukocyte esterase reagent stripes) als Schnelltest-
Verfahren. Diese Teststreifen wurden urspriinglich fir die Urindiagnostik entwickelt. Nach
Eintauchen in die Aszites-Flissigkeit kommt es zu einem Farbumschlag in entsprechenden
Referenzbereichen, wodurch die Wahrscheinlichkeit einer SBP eingrenzt werden kann [74-
78]. Koulazidis et al. [78] zeigten jedoch 2008 in einer Meta-Analyse, dass die Aussagekraft
der Teststreifen je nach Studie und verwendeter Marke deutlich variierte. Die Sensitivitat des
Test-Verfahrens reichte von 45 - 100%, die Spezifitat von 81 - 100%, der positive pradiktive
Wert lag bei 42 - 100% und der negative pradiktive Wert variierte zwischen 87 und 100%.
Da Spezifitat und negativer pradiktiver Wert in den untersuchten Studien konstant relativ
hoch waren, sahen Koulazidis et al. [78] trotz der zum Teil erheblichen Schwankungen bei
Sensitivitat und Spezifitdt einen diagnostischen Stellenwert von LERS. Eine Arbeit aus dem
Jahr 2007 [79] beurteilte den Nutzen der Teststreifen im Gegensatz dazu kritischer, da die
Sensitivitat der verwendeten Streifen sehr niedrig war. Dies deckt sich mit den Ergebnissen
anderer Untersuchungen [80, 81]. Die falsch negativen und richtig positiven Testergebnisse
der Patienten mit SBP wurden miteinander verglichen; man stellte fest, dass der mittlere Pro-
teingehalt im Aszites der falsch negativ getesteten Patienten deutlich héher war als bei den
richtig positiv Getesteten. Daraus schloss die Arbeitsgruppe [79], dass die Leukozyten-
Esterase der verwendeten Streifen moglicherweise durch den hohen Proteingehalt im Aszi-
tes blockiert wird. In der Urindiagnostik, fur die die LERS entwickelt wurden, ist das meistens
kein Problem. Da im Urin selten Proteinkonzentrationen > 1g/l vorkommen, ist eine Stérung
der Detektion von Leukozyten dort weniger wahrscheinlich. In Aszites-Flussigkeit jedoch, die

einen hoheren Proteingehalt aufweist, kann eine — wie in den Studien festgestellt — insuffi-
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ziente Sensitivitat der Teststreifen resultieren. Die Verwendung der LERS bleibt somit ein
strittiger Punkt und sollte das Standardverfahren zur SBP-Diagnostik vorerst nicht ersetzen.
Aus den oben geschilderten Griinden wurde in der vorliegenden Arbeit auf die Verwendung
der Teststreifen verzichtet. Stattdessen wurden, wenn moglich unmittelbar nach der Punkti-
on, Blutkulturflaschen (aerob und anaerob) mit Aszites beimpft. Dieses Vorgehen entspricht
dem aktuellen Goldstandard und steigert die Ausbeute der Aszites-Kulturen von 40% auf >
80% [16].

Fazit

Mutationen im NOD2-Gen kénnen seine immunmodulatorische Funktion und damit die intes-
tinale Mukosa-Barriere beeintrachtigen. Entziindungen wie die spontane bakterielle Peritoni-
tis oder der Morbus Crohn werden durch bestimmte NODZ2-Varianten, die auch die Sterblich-
keit erhdhen, beglnstigt. Deshalb sollten die molekularen Mechanismen von NOD2 weiter
entschlisselt werden und zusatzliche Studien zur proinflammatorischen Wirkung von NOD2-
Defekten bei Patienten mit Leberzirrhose durchgeflihrt werden. Ein Ziel ist es, Zirrhose-Pa-
tienten mit erhéhtem Risiko flr entziindliche Komplikationen friihzeitig zu erkennen und bei
diesen Patienten PraventionsmalRnahmen, z.B. eine praemptive Antibiotikagabe, zu veran-

lassen.
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