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Einleitung

1. Einleitung

,Fettgewebe, ein Ubel unserer modernen Uberflussgesellschaft?* Wahrend lange Zeit
Fettgewebe als bloRer Energietrager und Thermoregulator, der zu Adipositas, Diabetes
mellitus Typ-2 oder Arteriosklerose fuhrt, angesehen wurde, wei? man heute, dass
Adipozyten einen unerlasslichen Bestandteil in der Regulation von endokrinologischen,
immunologischen oder inflammatorischen Prozessen in unserem Kdérper darstellen. Im
Zuge dieser Erkenntnisse wurden weitere Bestandteile des Fettgewebes entdeckt: die
Adipokine! Den Anfang machte das Enzym Lipoprotein Lipase (LPL), das fiur die
Hydrolyse von zirkulierenden Triacylglyceriden zustandig ist, gefolgt von Adipsin Mitte
der 80er Jahre, einer Serinprotease und Teil des alternativen Komplementsystems (1).
Die bedeutendste Entwicklung, die das Fettgewebe als einen wesentlichen Ort in der
Proteinsynthese und damit einhergehenden Signalwegen definierte, stellte jedoch die
Entdeckung des Adipokin Leptin durch Friedmann et al. dar (2).

Adipokine wie Leptin, Adiponektin, Resistin und Visfatin représentieren sezernierte
Proteine aus Adipozyten mit potentieller pro-inflammatorischer oder anti-
inflammatorischer Funktion und zahlreichen metabolischen Eigenschaften, wie der
Regulierung der Verstoffwechslung von Kohlenhydraten oder Einfluss auf die
Insulinempfindlichkeit verschiedener Korperzellen. Jedoch werden Resistin, Leptin und
Visfatin nicht nur in Adipozyten, sondern in zahlreichen anderen Organsystemen
gebildet. Trayhurn et al. empfehlen jedoch, den Begriff ,Adipokine“ lediglich auf

sezernierte Proteine, die tatsachlich aus dem Fettgewebe stammen, zu beschranken

A).

Wahrend einerseits detaillierte Studien Uber die Rolle von Zytokinen wie Interleukin-6
(IL-6) im Aszites existieren (4), gibt es andererseits keine Daten Uber die
endokrinologische und pro- und anti-inflammatorische Rolle von Adipokinen wie Leptin,
Adiponektin, Resistin und Visfatin im Aszites. Adipokine kénnten durch peritoneales
(omentales), intra-abdominelles Fettgewebe sezerniert werden und damit einen
wichtigen Teil, der im Aszites detektierbaren Adipokine darstellen. Gelange der
Nachweis von Adipokinen in peritonealer Flissigkeit in signifikanten Mengen, kdnnte
man folgern, dass die pro- und anti-inflammatorischen Eigenschaften der Adipokine
einen wichtigen Beitrag in der Kontrolle einer intraabdominellen Entziindung leisten
konnten. Darlber hinaus besteht die Mdoglichkeit, dass Adipokine als potentielle
Markerproteine fir eine peritoneale Tumorausbreitung dienen und gegebenenfalls in
der Differenzierung der Genese des Aszites beitragen. In diesem Zusammenhang
kénnten Adipokine ebenfalls in der Differenzierung zwischen entziindlichen versus

nicht-entziindlichen Aszites hilfreich sein. Weiterhin kdnnten omentale Adipokine in der

1
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Pathogenese von Lebererkrankungen wie der nicht-alkoholischen
Leberverfettung (NASH) oder der Leberzirrhose eine Rolle spielen, da omentale
Adipokine die Leber Uber die Portalvene direkt erreichen.

Deshalb war es Ziel der vorliegenden Arbeit, Adipokine in peritonealer Flissigkeit
nachzuweisen und deren Konzentration mit ,Enzyme-linked Immunosorbent Assay*
(ELISA)-basierter Messung zu quantifizieren. Darliberhinaus sollte das potentielle
Verhalten dieser Adipokine im Hinblick auf (a) personenbezogene Faktoren (Alter,
Geschlecht, BMI), (b) die Genese und Schweregrad der Leberzirrhose und die Genese
des Aszites, (c) dem Vorliegen einer Peritonitis bzw. einer Malignitat, sowie (d) die
Hohe der entsprechenden Serumspiegel untersucht werden. Hierzu wurde die
Korrelation von Serum- und Asziteskonzentrationen (Serum/Aszites Ratio — SAR) mit
Laborparametern und Klinischen Parametern wie dem ,Body Mass Index“ (BMI), der
zugrundeliegenden Erkrankung, einer lokalen oder systemischen Entziindung oder

einer Tumorerkrankung, untersucht.

2. Hintergrund: Vorstellung der untersuchten Adipokine und deren systemische

Bedeutung und Rolle im Fettgewebe

In der vorliegenden Arbeit wurden die Adipokine Leptin, Adiponektin, Resistin und
Visfatin in peritonealer Flissigkeit, sowie im Serum, nachgewiesen und mit ELISA-
basierter Messung quantifiziert. Die Bedeutung dieser Adipokine und deren
systemische und pathophysiologische Relevanz, sowie deren Rolle im Fettgewebe soll

im Folgenden dargestellt werden.

2.1. Fettgewebe und seine Rolle als immunmodulierendes und

endokrinologisches Organ

.Fettgewebe tragt zur angeborenen Abwehr und zur Entwicklung und Modulation von
Entziindungsprozessen bei“ — dieses Konzept einer immunmodulierenden und
inflammatorischen Rolle des Fettgewebes wurden von Spiegelmannn et al. in den 90er
Jahren erstmals vorgestellt (5). Es wurde ermittelt, dass 3T3-L1 Praadipozyten, die
sich gerade in der Differenzierung befanden, erhthte Werte an verschiedenen
komplementéren Proteinen aufwiesen und zahlreiche Komponenten des angeborenen
Immunsystems exprimierten (5). In der Pionierarbeit von Pond et al. wurde eine

Verbindung zwischen Fettgewebe und Immunantwort nachgewiesen (6). Heute gilt es
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als weitreichend akzeptiert, dass humanes Fettgewebe sowohl ein endokrines (7), als
auch ein immunologisches Organ (8) darstellt, und damit seine Rolle als blof3er
Energietrager langst verlassen hat.

Fettgewebe besteht aus Adipozyten und einem stromal-vaskularem Gewebe mit
Makrophagen, Fibroblasten, Endothelzellen und Préadipozyten (9;10). Vorlauferzellen
der Préadipozyten sind multipotente Stammzellen mesodermalen Ursprungs. Das
Potential neue Fettzellen zu generieren besteht wahrend dem ganzen Leben (9;10).
Die klassischen Aufgaben des Fettgewebes sind die Warmeisolierung und
Thermoregulation, sowie die Speicherung von freien Fettsduren nach
Nahrungsaufnahme und die Freisetzung von freien Fettsduren wéhrend
Hungerphasen, um einen suffizienten Energiehaushalt zu gewahrleisten. Wahrend der
postprandialen Phase werden freie Fettsduren aus dem Blut ins Fettgewebe durch LPL
aufgenommen. Zuvor kommt es zur Hydrolyse der Triglyceride durch ,very-low-density
lipoprotein-cholesterol“ (VLDL-c), Chylomikronen und ihren Abbauprodukten, den
sogenannten Remnants. Die Mobilisierung der Fettreserven durch Hydrolysierung von
Triacylglyceriden geschieht durch die ,Hormon sensitive Lipase® (HSL). Insulin ist ein
potenter Hemmer der HSL und ebenso ein wichtiger Aktivator der LPL, so dass Insulin

eine bedeutende regulatorische Komponente zukommt (10).

Es mehren sich die Daten, dass Fettgewebe nicht nur zur Immunantwort beitragt,
sondern das Fettleibigkeit selbst eine unterschwellige chronische Entziindung der
weiflen Adipozyten und dessen stromal-vaskularen Gewebe darstellt (5;10;11).
Vergleicht man das Fettgewebe von normalgewichtigen mit fettleibigen Personen,
fallen histologische Unterschiede auf (12). Diese beziehen sich dabei nicht auf die
Adipozyten selbst, sondern auf das umgebende Gewebe der Adipozyten (12). Durch
eine ,Cluster of differentiation® (CD)68 Immunfarbung konnen infiltrierende
Makrophagen nachgewiesen werden (12). In verstarktem MalRe begegnet man bei
fettleibigen Personen, sowohl im stromal-vaskuldaren Gewebe in der Umgebung der
Adipozyten, als auch in fibros verbindenden Gewebssepten, vermehrt Makrophagen
(10;13;14). Zudem konnen mehr Kapillaren, kleine GefalRe und Endothelzellen bei
fettleibigen Personen im Unterschied zu schlanken Personen festgestellt werden. Dies
kann mit einer Immunfarbung fir CD31, die die Intima von kleinen GefaRen und
Endothelzellen farbt, gezeigt werden (12). Abbildung 1 fasst diese Beobachtungen

graphisch zusammen.



Hintergrund

A

Abb. 1: Vergleich von Fettgewebe einer normalgewichtigen Person (BMI 24 kg/m2 — A-C) und
einer fettleibigen Person (BMI 43 kg/m2 D-F). Immunfarbung CD68 (A, B und D, E) detektiert
Makrophagen bei fettleibigen Personen in groferem Ausmal. Die stromale Umgebung der
Adipozyten (A und D) und fibros verbindende Gewebssepten (B und E) sind bei der fettleibigen
Person deutlich prominenter. Die Immunfarbung CD31 (C und F) zeigt den Unterschied in der
Anféarbung von endothelialem und vaskularem Gewebe und deren verstarkte Auspragung bei
fettleibigen Personen.

S
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Die funktionelle Pleiotropie des Fettgewebes liegt in seiner Synthetisierungs- und
Sekretionsfahigkeit von zahlreichen Enzymen, Hormonen, Wachstumsfaktoren,
Zytokinen, Komplementfaktoren und seinen Matrix- und Membranproteinen, die als
Adipokine zusammengefasst werden (15). Inflammatorische Prozesse kdnnen dabei
zu einer Zytokin-vermittelten Angiogenese fihren (12). Gleichzeitig exprimiert das
weille Fettgewebe Rezeptoren fir die meisten von diesen Faktoren und ermdglicht
somit eine weitreichende Kommunikation innerhalb der Adipozyten, mit anderen
Organsystemen, wie Skelettmuskel (16) oder Nebennieren (17), oder als Antwort auf
metabolische Veranderungen und externe Stimuli (15). Neben der Angiogenese und
der vaskularen Homobostase erflllt Fettgewebe weitere Funktionen in der
Reproduktion,  Apoptose, Blutdruckregulierung,  Atherogenese, sowie in
Koagulationsprozessen und fibrinolytischen Vorgangen (15). Dabei kommt dem
Fettgewebe ebenfalls eine wichtige Rolle bei verschiedenen gastrointestinalen
Erkrankungen zu, wie einer akut nekrotisierenden Pankreatitis (18;19), chronisch
entztndlichen Darmerkrankungen (18;20), sklerosierender Mesenteritis (18;20) oder
der nicht-alkoholischen Leberverfettung (NASH) (21).

2.2 Leptin —der entscheidende Anstol3 in der Adipokinforschung

Leptin ist ein Proteohormon, das 1994 durch Friedmann et al. entdeckt wurde und
damit den entscheidenden Anstol3 fur weiterfihrende Forschungen im Bereich der
Adipokine lieferte. Bei der Untersuchung von massiv Ubergewichtigen Mausen wurde
das sogenannte Op (lep) Gen (ob fur ,obese®, lep fir ,leptin“) auf Chromosom 6 (beim
Menschen auf Chromosom 7) identifiziert (2). Leptin kommt aus dem griechischen

Jeptos” und bedeutet ,dlinn”.

Leptin wirkt am Gehirn und in peripheren Organen, um die Energiehomgdostase auf
neuroendokriner Ebene zu regulieren (22) und gilt als ein Appetitzigler. Dies beruht
auf folgenden Pathomechanismen. Leptinrezeptoren konnten in zwei unterschiedlichen
neuronalen Kerngebieten, dem Nukleus arcuatus und dem Nukleus paraventrikularis,
beide dem Hypothalamus zugehoérig, identifiziert werden. In diesen beiden
Kerngebieten sorgen Neurone fiir die Produktion des Agouti-related Protein (AgrP) und
Neuropeptid Y (NPY), die beide appetitstimulierende Funktionen besitzen. Leptin wirkt
an diesen Neuronen als Antagonist. Andererseits existieren Neurone, die durch die
Produktion der Transmitterstoffe "Cocaine- and Amphetamine-Regulated Transcript"
(CART) und Proopiomelancortin (POMC) appetitziigelnd wirken. Leptin wirkt hier als
Agonist (23).
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Leptin steht im Rahmen der Gewichts- und Korperfettregulierung in engen
Zusammenhang mit Insulin. Die Nahrungsaufnahme von Glukose induziert die
Ausschuittung von Insulin. Insulin wiederum sorgt fur die Synthese und den Einbau von
Lipiden und Fettsauren in die Zelle (Lipogenese). Eine Vermehrung der Fettspeicher
fuhrt zur gesteigerten Produktion von Leptin, das durch Hemmung von AgrP und NPY
das Hungergefuhl reduziert. Leptin aktiviert sympathische Signalwege mit der initialen
Ausschittung von Norephinephrin und deren weiteren Spaltung und kann somit zum
Abbau von Fettsauren und Lipiden aus korpereigenen Fettspeichern (Lipolyse) sorgen

(24). Abbildung 2 fasst diese Vorgange zusammen.

Surnpathizche
Signalwege

/_) d Appetit

_.,"ﬂ
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N o -

+
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+
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+ +
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Fettgewebe

Abb. 2: Zusammenspiel und Regulierung von Lipolyse und Lipogense durch Insulin und Leptin.

Auf der einen Seite stimulieren niedrige Leptinkonzentrationen wahrend
Fastenperioden das Hungergefiihl, vermindern den Energieverbrauch und modulieren
neuroendokrine und immunologische Funktionen, um Energiereserven zu
konservieren. Auf der anderen Seite beugen steigende Leptinkonzentrationen weiterer
Gewichtzunahme vor, indem das Hungergefihl reduziert und der Energieverbrauch
erhoht wird. Leptin kontrolliert ebenfalls den Glukose- und Lipidmetabolismus, indem
durch Leptin modulierte Enzyme, wie Adenosin-5-monophosphat (AMP) - aktivierte
Proteinkinase und Stearoyl-Coenzym-A Desaturase-1 (SCD1), mit der Leber und dem

Skelettmuskel direkt interagieren (25). Insgesamt reagiert das System der
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Energieregulierung tber Leptin sensibler auf den Reiz ,Hunger®. Eine "Very low calory
diet" (VLCD) oder volistandiges Fasten mindert die Leptinkonzentrationen merklich
(26-28). Bei erhohter Nahrungsaufnahme steigen die Leptinkonzentrationen dagegen

nur wenig an (29).

Die Entdeckung von Leptin weckte die Hoffnung Fettleibigkeit hormonell mit Leptin
behandeln zu koénnen. Jedoch wurde festgestellt, dass gerade Ubergewichtige
Personen einen hohen Leptinspiegel besitzen. Ursachlich dafir ist eine
Leptinresistenz. In diesem Zustand unterbleibt die physiologische Wirkung des Leptins
auf die Zielneuronen (30-33). Jedoch ist die Behandlung von meist massiv
tbergewichtigen Personen mit homozygoter Mutation des Leptingens erfolgreich (34).

Leptin wird im reifen Adipozyten exprimiert und pulsatil freigesetzt. Dabei folgt es
einem zirkadianen Rhythmus (35). Weitere Orte, die Leptin herstellen kénnen, sind die
Plazenta, der Magen, moglicherweise das Gehirn, die Brustdriise oder das Intestinum
(36). Es spielt daher in zahlreichen Organen oder physiologischen Prozessen eine
wichtige Rolle. In der fetalen Lunge induziert eine Leptinausschittung aus alveolaren
interstitiellen Fibroblasten eine Surfactantproduktion in Pneumozyten Il (37). Es kann
die T-Zell-Aktivitat im Immunsystem im Mausmodell modulieren (38) oder bei der
Enwicklung eines polyzystischen Ovars (39) oder der Hyperemesis gravidarum
mitwirken (40). Die Entdeckung des Obesity (ob)-Gens und seines Genprodukts Leptin
gab dem Leptinrezeptor den Namen ,Obese Rezeptor* (Ob-R). Es wurden die Leptin
Rezeptorisomere LRa-LRe identifiziert (33;36;41;42). Die beiden wichtigsten
Rezeptoren sind der kurze Leptintransporter LRa und der lange Leptintransporter LRb.
LRa wird im Endothel von Gehirnkapillaren exprimiert und ist flr den Leptintransport
zustandig (41). LRb kommt ausschlieBlich im Hypothalamus, Hirnstamm und
Schlisselregionen des Gehirns vor, die fiir die Kontrolle von Nahrungsaufnahme, Fett-
und Kohlenhydratmetabolismus und neuroendokrinem System verantwortlich sind
(41;42).

2.3. Adiponektin - Adipokin zum Schutz vor den Volkskrankheiten

Arteriosklerose, koronare Herzerkrankung und Diabetes mellitus Typ-2

Adiponektin, ebenso bekannt unter dem Namen "Gelatin binding protein 28" (Gbp 28),
"adipose most abundant transcript 1" (apM1), "adipozyt complement-related protein 30"
(Acrp30) oder AdipoQ wird ausschlieZlich in Adipozyten produziert und wurde erstmals

1995 beschrieben (43;44). Es macht im Serum etwa 0,01% der Plasmaproteine mit
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einer Konzentration von 5-10 pg/ml aus. Die Serumkonzentrationen sind bei Frauen
um etwa 15% hoher als bei Méannern (43;45). Eine Verbindung zwischen niedrigen
Adiponektinkonzentrationen und dem Bestehen einer Insulinresistenz, eines Diabetes
mellitus Typ-2 und kardiovaskularen Erkrankungen konnte beim Menschen gezeigt
werden, ferner wurden vasoprotektive und anti-inflammatorische Effekte des
Adiponektins beschrieben (46-48). Die systemischen Wirkungen von Adiponektin sind
in Abbildung 3 zusammenfassend dargestellt.

l

Adiponektin
SN

L Glukoseabgabe T Glukoseaufnabime L Entzlngdung
L Fettspeicherung L Fettspeicherung b Endotheladhision
b Entzinedung T Energieverbrauch L sehaumzellen
e, >,
S e
Schutz vaor:

Imsulinresistenz
Diabetes mellitus Typ 2
Kararargr Herzerkrankung

Abb. 3: Systemische Wirkungen von Adiponektin

Eine Gewichtsabnahme, ebenso wie eine Verbesserung des Blutzuckers durch
verringerte Kalorienzufuhr, haben in zahlreichen Studien die Erkenntnis erbracht, dass
sich Adiponektinkonzentrationen wieder erhéhen kénnen. Hierdurch lasst sich auf eine
intensive Verbindung zwischen Adiponektin und metabolischer Kontrolle schlie3en
(49). Die Progression und Entwicklung des sogenannten metabolischen Syndroms
wurden mit Polymorphismen am genetischen Lokus fur die Adiponektinexpression
assoziiert (49). Dies deutet darauf hin, dass eine alternierende Expression oder
Aktivitat von Adiponektin die Ursache der Entwicklung dieses Syndroms darstellt (50).
Die Hypothese, dass Adiponektin mit der Entwicklung des metabolischen Syndroms

verbunden ist, wurde zuerst von Matsuzawa et al. aufgestellt (50;51).
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Adiponektin besteht beim Menschen aus 244 Aminoséuren. Bei der Maus sind es 247
Aminoséauren. Es besitzt ein N-terminales Ende, eine kollagen&hnliche Struktur und
eine C-terminale globulare Doméane. Die C-terminale dreidimensionale Struktur ist der
von Tumor-Nekrose-Faktor-a (TNF-a) sehr &hnlich. Es bestehen Sequenzhomologien
mit Typ VIl und Typ X Kollagen, Precerebellin, den Proteinen hib 20, 25 und 27 oder
Komplement C1q (52).

Signal - Micht - homologe Kollagen - Globulara -
Segueznz / Sequenz Damane -~ Domane
] ¥ & "
N, T 0O
Mouse 117 45 110 247
Human 1 14 41 107 244

Abb. 4. Das Protein des Adiponektin, bestehend aus vier Domanen (mit den jeweils

zugehorigen Aminosauren beim Menschen und der Maus).

Verschiedene Umstande sind mit erhdhten Adiponektinkonzentrationen assoziiert und
kénnten die Bedeutung von Adiponektin in metabolischen Prozessen erweitern.
Patienten mit chronischer Niereninsuffizienz besitzen erhdhte Werte fur
Entziindungsparameter oder Marker fur eine endotheliale Aktivierung. Diese Patienten
haben ebenso erhthte Adiponektinkonzentrationen. Dies ist umso mehr von
Bedeutung, wenn man die pathophysiologische Verbindung von Diabetes mellitus Typ-
2 und Nierenversagen betrachtet. Man nimmt eine kompensatorisch, protektive
Erhéhung von Adiponektinkonzentrationen an, obwohl noch unklar ist, ob dieser
Mechanismus durch eine erhdhte Produktion an Adiponektin, oder eine reduzierte
Clearance zustande kommt (50). Im Mausmodell, in welchem die Kollagendoméane von
Adiponektin in vivo unter der Kontrolle eines Adipozyten-spezifischen Promotors
Uberexprimiert werden kann, und damit zZu deutlich erhohten
Adiponektinkonzentrationen im Serum fihrt, konnte beispielsweise die Entwicklung
eines Exophthalmus oder einer Fettverteilungsstorung, wie interskapulare Fettkissen,

festgestellt werden (53).

Die wichtigsten Funktionen des Adiponektin, als Unterdriicker der Gukoneogenese und

Verstarker der Lipidoxidation, werden zu einem grof3en Teil durch die Aktivierung von
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"AMP-activated protein kinase" (AMPK) und Inaktivierung von "Acetyl-CoA
carboxylase" (ACC) in der Leber und im Muskel gesteuert. Der anti-inflammatorische
Effekt des Adiponektin ist dagegen mit der Unterdriickung von Nuklearfaktor-kB (NF-
kB) und vaskularen Adhasionsmolekulen assoziiert (25;54). Adiponektin fuhrt, vermittelt
durch jeweils zwei sieben-Transmembran-Doméanen enthaltende Proteine, Adipo-R1
und Adipo-R2, zu einem Signal, das die AMPK Phosphorylierung und Aktivierung
induziert (25;54). Es scheint, dass Adipo-R1 und Adipo-R2 unterschiedliche
metabolische Rollen vertreten. Ein Adipo-R1 Defizit vermindert den Energieverbrauch,
erhoht den Korperfettanteil und induziert Insulinresistenz. Auf der anderen Seite fuhrt
ein Adipo-R2 Defizit zu héherem Energieverbrauch, einem schlanken Habitus, einem
reduzierten Plasma-Cholesterol und zu erhéhten Glukosekonzentrationen (25). Ein
wichtiger Rezeptor fur die Adiponektinbindung ist zudem der sogenannte T-cadherin
Rezeptor, ein oberflachlicher Rezeptor an endothelialen und glatten Muskelzellen.
Dieser ist involviert in Kalzium gesteuerten Signalwegen und bindet mit hoher Affinitat
"high molekular weight" (HMW) Formen des Adiponektin. Dieser wird deshalb als ein
Co-rezeptor der Adiponektinbindung betrachtet (55).

[P
Dinnleibiger- o
Hahitus Fettleibigaer -

Habitus
Adiponektin Resistin

AdipoR1/R2 lr 2

PPARG m socsa

* FettIE|b|glcE|t f

T Insulin Senmtmtat lv

l Glukose Produktmn 1

Abb. 5: Adiponektin und Resistin Signalweg in der Leber. Hohe Adiponektin Konzentrationen
bei Personen mit schlankem Habitus binden an Adipo-R1 und -R2 in der Leber. Dies fihrt zu
einer Phosphorylierung und Aktivierung von AMPK und erhdhten peroxisomal proliferierenden
aktivierenden Rezeptor-a (PPAR-a) Aktivitat. Adiponektin stimuliert die Fettséureoxidation,

beugt Fettleibigkeit vor, verstarkt den Insulinsignalweg und supprimiert die hepatische Glukose

10



Hintergrund

Produktion. Resistin ist bei Fettleibigkeit erhdht, inhibiert AMPK Aktivitat, erhdht ,suppressor of

cytokine signaling 3“ (SOCS3) und induziert Insulinresistenz.

2.4. Resistin — Schlissel im Kampf gegen Insulinresistenz?

Resistin ist ein Hormon, das 2001 von der Gruppe um Dr. Mitchell A. Lazar an der
Universitat Pennsylvania identifiziert wurde (56). Das 12,5 kDa schwere Peptidhormon
wurde als ,Resistin“ bezeichnet, da es bei Mausen eine Insulinresistenz erzeugte (56).
Resistin kann in den verschiedensten Organen, wie Fettgewebe, Hypothalamus,
Nebenniere, Milz, Skelettmuskel, Pankreas, Gastrointestinal-Trakt, Knochenmark und
Lunge detektiert werden (57-60). Obwohl die Synthese des Resistin in Mausen auf
Adipozyten beschrankt zu sein scheint, kann der Mensch dieses Protein in Adipozyten,
Muskelzellen, Zellen des Pankreas, wie auch in mononuklearen Zellen wie
Makrophagen (57;58;60), Langerhans-Zellen und Praadipozyten (59) synthetisieren.
Es wurde gezeigt, dass das Ausmall der Genexprimierung von Resistin, in
mononuklearen Blutzellen deutlich héher ist, als in Adipozyten. Jedoch sind
vergleichende Daten zu Proteinkonzentrationen noch nicht verfugbar. So bleibt die
Frage noch offen, welcher Zelltyp beim Menschen hauptsachlich fir die systemische
Produktion und fir die hohen zirkulierenden Konzentrationen von Resistin
verantwortlich ist (57;58;60).

Mit der Entdeckung des Resistin sollte der augenscheinliche Zusammenhang zwischen
Adipositas und Diabetes mellitus Typ-2 ein hormonelles Korrelat finden. In der
Orginalarbeit wurde Resistin als ein Hormon beschrieben, das im Fettgewebe
produziert und abgegeben wird und zur Resistenzentwicklung gegenuber Insulin
beitrdgt.  Zahlreiche  Studien demonstrierten in der Folge, dass die
Resistinkonzentrationen im Serum mit zunehmender Fettleibigkeit in unterschiedlichen
Modellen (Mensch, Ratte, Mause) ansteigen (59;61;62). Weiter wurde die Hypothese,
dass erhohte Resistin Konzentrationen zu einer erhéhten Insulinresistenz fiihren, in
weiteren Forschungsarbeiten bestétigt (62-64). In Abbildung 6 kodnnen folgende

pathophysiologische Mechanismen und Ergebnisse zusammengefasst werden.
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Resistin

Insulin

Fettgewebe

Glukose Muskel

Glukose Homoostase

Abb. 6: Vermutete systemische Wirkung von Resistin. Es wurde demonstriert, dass Resistin die Glukose
Homoostase und Insulinaktivitat im Mausmodell beeinflusst. Nach dieser Annahme kann Resistin den
Effekt von Insulin antagonisieren. Dieser Antagonismus resultiert als Antwort auf eine Insulinresistenz in
einer verminderten Unterdriickung des hepatischen Glukoseoutputs (HGO) und einer verminderten
Fahigkeit des Skelettmuskels und Fettgewebes Glucose aufzunehmen. Beides fiihrt zu einer erhdhten
Glukosekonzentration im Blut.

Die Theorie, dass Resistin ein Bindeglied zwischen Adipositas und Diabetes mellitus
Typ-2 darstellt, ist wissenschaftlich weit erortert, jedoch kann eine steigende Anzahl an
Arbeiten diese Annahme beim menschlichen Organismus nicht bestatigen. Es wurden
signifikant erniedrigte Resistinkonzentrationen mit steigender Adipositas gefunden (65-
67) und die Verlinkungstheorie zwischen Adipositas und Diabetes mellitus Typ-2 wurde
in mehreren Arbeiten nicht nachgewiesen (58;68;69). Zudem konnte die experimentelle
Annahme im Tiermodell, dass Resistin hauptsachlich im weil3en Fettgewebe produziert
wird, beim Menschen nicht bestatigt werden (58;60). Aus diesem Grund gilt es als
unwahrscheinlich, dass Resistin als der primare Schlissel in der Beziehung zwischen
Adipositas und Diabetes mellitus Typ-2 in Zukunft angesehen werden kann. Dennoch
kann angenommen werden, dass Resistin eine noch nicht vollstandig aufgeklarte Rolle
im humanen Energiestoffwechsel einnimmt. Der Resistin Rezeptor ist nicht bekannt,
aber der mogliche Effekt, eine Insulin Resistenz erzeugen zu kdnnen, ist mit einer
Verminderung der AMPK Phosphorylierung und erhéhter SOCS3 Expression
verbunden (siehe Abbildung 5) (25;70-72). Es scheint, dass Resistin an &hnlichen

Zielen wie Leptin und Adiponektin in den Glukosemetabolismus eingreift.
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Resistin und Adiponektin haben zudem reziproke Effekte auf Gefaf3endothelzellen.
Resistin induziert die Expression von ,vascular cell-adhesion molecule 1“ (VCAM-1),
.intercellular adhesion molecule 1“ (ICAM-1) und Pentraxin-3, wahrend Adiponektin auf
der anderen Seite die Expression dieser Molekile vermindert (60;73). Die Bildung
intrazellularer Adhasionsmolekile wie ICAM-1 und VCAM-1, die am chemotaktischen
Weg der Leukozytenrekrutierung partizipieren (74), demonstriert die Involvierung von
Resistin in inflammatorische Prozesse (75;76). Es hat sich weiter gezeigt, dass
Resistin zu einer erhéhten Expression zahlreicher pro-inflammatorischer Zytokine, wie
beispielsweise IL-1, TNF-a in einer Nuklearfaktor-kB (NFkB) modifizierten Form, IL-6
und IL-12 fuhren kann (77). Resistin wird wiederum durch Interleukine oder
mikrobiologische Agenzien wie Lipopolysacharide, die von Leukozyten erkannt werden,
vermehrt exprimiert (78). Es wurde weiterhin gezeigt, dass Resistin in entzlindeten
Gelenken bei Patienten mit rheumatoider Arthritis akkumuliert und die Konzentrationen
mit verschiedenen Entziindungsmarkern korrelieren (58;60). Erhdhte Konzentrationen
an Resistin bei chronischen Nierenerkrankungen sind mit beeintrachtigter

Nierenfunktion und Entziindung, aber nicht mit einer Insulinresistenz assoziiert (79).

Zusammenfassend stellt Resistin ein Protein dar, das viele Eigenschaften eines pro-
inflammatorischen Zytokins besitzt und moglicherweise eine nicht unerhebliche Rolle
bei entziindlichen Erkrankungen, mit oder ohne Verbindung zu einer Insulinresistenz,
spielt. Der Nachweis der pro-inflammatorischen Effekte basiert jedoch noch auf einer
kleinen Anzahl an Studien, so dass mehr Informationen benétigt werden, die die
Funktion des Resistin in seiner Gesamtheit in Tierversuchen und beim Menschen

aufklaren.

2.5. Visfatin - Adipokin der Zukunft?

Visfatin wurde urspriinglich als ein mutmalfliches Zytokin geklont, das die Reifung von
Vorlauferzellen der B-Zell Reihe in der Anwesenheit von IL-7 beschleunigt. Es wurde
deshalb als ,Pre-B-cell colony-enhancing factor” (PBEF) bezeichnet (80). Als das Gen,
das fur die ,bakterielle nicotinamide phosphoribosyltransferase“ (nadV) kodiert, in
Hamophilus ducreyi als erstes isoliert wurde, fand man heraus, dass es signifikante
Homologien zum PBEF Gen aufwies (81). Rongevaux et al. demonstrierten, dass das
Maus PBEF-Gen ,nicotinamide phosphoribosyltransferase® (NAMPT) enzymatische

Aktivitdt besitzt und ,nicotinamid adenine dinucleotide® (NAD) unabhangiges
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Wachstum von Bakterien, die nadV nicht besitzen, erzeugt (82). Revollo et al.
bestatigten biochemisch, dass das Maus PBEF Genprodukt, das fir NAMPT Enzym
kodiert, fahig ist, intrazellulare NAD Konzentrationen zu modulieren (83). Andere
Arbeiten konnten dies bestatigen (84). Weiter haben mehrere Arbeitsgruppen
beschrieben, dass es sich um ein Enzym mit einer dimeren Typ-2
Phosphoribosyltransferaseaktivitat handelt, das an der NAD Biosynthese beteiligt ist
(85-87). Fukuhura et al. fanden heraus, dass das PBEF-Gen, von dem bekannt war,
das es im Knochenmark, Leber und Skelettmuskel exprimiert wird, in gro3en Mengen

im viszeralen Fett vorkommt und gaben dem Protein den Namen Visfatin (88;89).

Fur Visfatin besteht vermutlich eine direkte Beziehung zwischen seiner
Plasmakonzentration und dem Bestehen eines Diabetes mellitus Typ-2. Visfatin bindet
an den Insulinrezeptor und verursacht eine Hypoglykamie, indem es die hepatische
Glukoneogenese und die Freisetzung von Glukose aus der Leber hemmt und die
Glukoseverwertung in Adipozyten und Monozyten verstarkt (90). Bei einem schlanken
Habitus ist die Visfatinproduktion niedrig und die Beeinflussung des Insulinsignalweges
gering. Dagegen fihrt Fettleibigkeit mit hohem viszeralen Fettanteil zu erhohter
Visfatinproduktion und steigert simultan eine weitere Gewichtszunahme und verstarkt
die Insulinwirkung an peripheren Organen (91). Dennoch ist die Evidenz einer direkten
Beziehung zwischen Visfatin und Diabetes mellitus Typ-2 bisher umstritten (90). Das
Hormon befindet sich sowohl im Zytoplasma, als auch im Zellkern (90) und besitzt eine
autokrine, parakrine und endokrine Funktion (91). Die metabolischen Wirkungen von

Visfatin sind in Abbildung 7 zusammengefasst.
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Abb. 7: Systemische und lokale Wirkungen des Visfatin
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Das Visfatin Gen hat sich in der Evolution gut erhalten. Das Protein beim Hund ist mit
dem menschlichen zu 96% identisch. Verglichen mit Nagetieren besteht eine
Ubereinstimmung von 94% (90). Visfatin wird bei Hypoxie, Entziindung und
Hyperglykamie verstarkt gebildet und die Produktion wird durch Insulin, Somatostatin
und Statine vermindert (90). Das Hormon wurde in zahlreichen Geweben identifiziert.
Neben dem viszeralen Fettgewebe kommt es im Gehirn, den Nieren, der Lunge, der
Milz und dem Hoden vor (90). Visfatin wurde dabei mit verschiedenen entziindlichen
Erkrankungen, wie einer akuten Pneumonie oder chronisch entzindlichen
Darmerkrankungen (92), sowie Sepsis, rheumatoide Arthritis und Myokardinfarkt (93)

in Zusammenhang gebracht.

3. Material und Methoden

Im Folgenden soll eine Zusammenfassung Uber die klinische Charakterisierung und
Erfassung des Patientenkollektivs, sowie der Probengewinnung und der
Probenauswertung gegeben werden.

3.1. Akquirierung des Patientenkollektivs

Patienten der Medizinischen Klinik und Poliklinik fir Innere Medizin | (Station 10, 14,
15, 92) und Innere Medizin Il (Station 93), sowie der Klinik und Poliklinik far
Hamatologie/Onkologie (Station 20) und Strahlentherapie (Station 12) der Universitéat
Regensburg nahmen im Zeitraum vom 09.11.2006 bis 06.04.2008 an der Studie teil. Im
Rahmen der klinisch prospektiv angelegten Studie wurde bei 128 Patienten mit per
Ultraschall oder Computertomographie nachgewiesenem Aszites eine Parazentese

durchgefunhrt.

Einschlusskriterien waren die Detektion des Aszites unabhéngig von der
zugrundeliegenden Genese des Aszites, klinische Notwendigkeit einer Parazentese,
Einverstandniserklarung des Patienten und Alter zwischen 18-85 Jahren.
Ausschlusskriterien beinhalteten das Bestehen einer Schwangerschaft, Notwendigkeit
einer Peritonealdialyse und Zustand nach (Z.n.) bauchchirurgischen Eingriffen
innerhalb der letzten drei Monate vor Studienteilnahme. Von den 128 Patienten, bei
denen eine Parazentese durchgefiihrt wurde, erflllten 96 Patienten die Kriterien.

Davon wurde bei 79 Patienten simultan Serumblut abgenommen.

15



Material und Methoden

3.2. Klinische Charakterisierung des Patientenkollektivs

Jeder Patient wurde vor und nach der Parazentese einem mehrtagigen Studienfollow-
up unterzogen. Dabei wurden die Vorgeschichte und die klinische Prasentation des

Patienten, diagnostische Befunde und therapeutische MalRnhahmen dokumentiert.

Tab. 1: Charakterisierung der Studienkohorte

Untersuchungscharakteristika
Studienkohorte (96 Patienten)

Geschlecht Ursache des Aszites:
BMI kg/m® (mean + SEM) Portale Genese n (%)
Alter (mean + SEM) Maligne Genese n (%)
Bestehen einer Leberzirrhose Kardiale Genese n (%)

Schweregrad der Leberzirrhose (nach

- 1 0,
Child-Pugh A-C) Pankreas-assoziierte Genese n (%)

Ursache der Leberzirrhose: Andere Genese n (%)

Vorkommen eines Hepatozellularem

Alkohol n (%) Karzinoms

Chronische Hepatitis B/C n (%) Vorkommen einer Peritonitis

Andere n (%)

3.2.1. Bestimmung der Basisparameter

Die Studiengruppe wurde in mannliche und weibliche Probanden unterteilt und das
mittlere Alter der Studiengruppe errechnet. Von jedem Patient wurden das
Korpergewicht (nach Durchfihrung der Parazentese) und die Korpergrol3e gemessen,
um daraus den BMI in kg/m? zu bestimmen. Die Studiengruppe wurde in zwei

Probandengruppen mit einem BMI 225 kg/m? und <25 kg/m? unterteilt.
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3.2.2. Unterscheidung der Patienten hinsichtlich Vorhandensein, Schweregrad

und Genese einer Leberzirrhose

Im Rahmen der Patientencharakterisierung wurde zwischen Patienten mit und ohne
Leberzirrhose unterschieden. Eine Charakterisierung der Schwere des Zirrhosegrades
wurde mithilfe des CHILD-Pugh-Score getroffen. Bei Patienten mit Leberzirrhose fand
eine Unterteilung in alkoholassoziierte Leberzirrhose, Leberzirrhose aufgrund einer
viralen Hepatitis B/C Infektion und Leberzirrhose anderer Genese statt.

3.2.2.1. Diagnostik der Leberzirrhose und Erfassung der Folgeerscheinungen

Zur eindeutigen diagnostischen Sicherung einer Leberzirrhose wurde eine
histologische Untersuchung durch perkutane Biopsie bei denjenigen Patienten
angestrebt, die in der Vorgeschichte noch keine histologische oder laparoskopische
Abklarung einer Leberzirrhose aufweisen konnten. Bei schweren
Blutgerinnungsstorungen oder Aszites musste wegen der Komplikationsgefahr auf die
perkutane Leberpunktion verzichtet werden. Hier konnte alternativ der Nachweis
indirekter Zeichen in der Bildgebung (Splenomegalie, Aszites oder Kollateralkreislaufe)
weiteren Aufschluss geben. Eine transjugulare Leberbiopsie oder neuere Methoden
wie eine Minilaparoskopie zur Diagnose einer Leberzirrhose, unklarer Leberherde oder
zur Aszitesdiagnostik, die durch Arbeiten von Denzer und Lohse 1996 zum ersten Mal

entwickelt wurden, fanden keine Anwendung (94;95).

Zur Diagnose einer Leberzirrhose wurden zudem klinische Parameter herangezogen.
So wurde in der Patientenuntersuchung inshesondere auf Zeichen einer Leberzirrhose,
wie lkterus mit Pruritus und Kratzeffloreszenzen, Spider naevi, Palmar- und
Plantarerythem, Weil3n&gel, Lacklippen, Lackzunge, Dupuytren-Kontrakturen oder dem
Nachweis einer portalen Hypertension durch typische Kollateralen geachtet. Zusatzlich
wurde bei der Frau eine sekundare Amenorrhd, beim Mann das Vorliegen einer
Hodenatrophie, einer Gyndkomastie, eines Potenzverlusts und ein Abnehmen der
Sekundarbehaarung erfasst. Die initiale Labordiagnostik zur Diagnose und
Schweregradeinteilung einer Leberzirrhose beinhaltete die Bestimmung von
Serumtransaminasen, Bilirubin, alkalische Phosphatase, y-Glutamyltransferase,
Albumin, Kreatinin, Natrium und Blutbild mit Thrombozytenzahl, Quick und INR. Zur
Detektion einer Leberzirrhose wurde weiterhin eine sonographische Diagnostik (mit
Geraten der Firma Mindray DP 1100 Plus Sonoring, Schmitt-Haverkamp, Hitachi
CS9200 Computer Sonograph, und Hitachi EUB 8500) durchgefihrt. Im Hinblick auf
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die Zirrhosediagnostik betragt die Sensitivitdat und Spezifitat des hochauflosenden
Ultraschalls jeweils etwa 90% (96).

Weiter wurden die Folgen einer Leberzirrhose anhand folgender Parameter bestimmt:
Osophagusvarizen wurden endoskopisch (mit Geraten der Firma Olympus GIFQ 160,
GIF 1T140, GIF1TQ160 und Fujinon EG 450 CT5, Fujinon WR530) nachgewiesen.
Nach Aussehen und Eigenschaften wahrend der Endoskopie wurde eine
Stadieneinteilung in Grad I-IV erhoben. Varizenblutungen und deren Intervenierung
nach Baveno IV Konsensuskriterien von 2005 wurden dabei gesondert dokumentiert.
Ein Hepato-renales Syndrom (HRS) wurde gemaf den Richtlinien des ,Internationalem
Aszites Club® (97) bestimmt. Nach ,Internationalem Aszites Club“ wird ein HRS durch
das Vorhandensein von funf Kriterien (schwere Zirrhose, glomerulare Hypofiltration,
keine anderen funktionellen oder organischen Ursachen, fehlende
Plasmavolumenausdehnung, keine Proteinurie) definiert und es kann zwischen einem
Typ 1 mit einer rapiden Verschlechterung der Nierenfunktion und einem Typ 2 mit einer
langsam progressiven Nierenfunktionseinschrankung unterschieden werden (98). Eine
hepatische Enzephalopathie wurde anhand psychomotorischer Symptome und
Komatiefe nach klinischer Schwere nach West Haven Kriterien (99;100) eingeordnet.
Dabei werden fiinf Stadien in Anbetracht der Bewusstseinslage/Intellekt, Verhalten und
neuromuskularen Symptomen unterschieden (101). Die Einteilung erfolgte mit Hilfe
klinischer Untersuchung des mentalen Status nach Ausschluss relevanter

Differentialdiagnosen.

3.2.2.2. Unterscheidung des Schweregrades der Leberzirrhose

Fur die Evaluierung des Schweregrades der Leberzirrhose wurde der Child-Pugh
Score herangezogen. Die Child-Pugh-Kriterien wurden 1964 erstmals von Dr. C.G.
Child und Dr. J.G. Turcotte (Universitat von Michigan) publiziert. Aus diesem Grunde
darf auch der Begriff Child-Turcott-Pugh Score synonym gebraucht werden. 1972
wurden die Kriterien von Pugh modifiziert (102). Tabelle 3 fasst die Parameter
zusammen, die fir die Eingruppierung der Studienpatienten in die jeweilige Child-Pugh

Klasse verwendet wurde.
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Tab. 2: Mithilfe des Gesamtbilirubin (uM), dem Serumalbumin (g/l), dem INR und der Beurteilung des
Vorhandenseins oder dem Grad eines Aszites oder einer hepatischen Enzephalopathie lasst sich ein
Punktewert berechnen, der den Patienten in die Child-Pugh Klasse A (5-6 Punkte), B (7-9 Punkte) oder C
(=10 Punkte) einteilt. Hiermit kann die Prognose des Patienten abgeschéatzt werden.

Child-Pugh-Score

A =1Punkt | B=2Punkte | C=3Punkte

Prothrombinzeit £
Aszites m kontrolliert | gespannt

Enzephalopathie Grad 1-2 Grad 3-4

3.2.2.3. Unterscheidung der Atiologie der Leberzirrhose

Die Atiologie der Leberzirrhose betragt im westeuropaischen Raum 50% fur Alkohol,
40% fur virale Erkrankungen und 10% fir andere Ursachen (95). In Anlehnung an
diese Einteilung wurden die Patienten in die atiologischen Gruppen ,Alkoholische
Zirrhose®, ,Hepatitis B/C*, ,Andere“ unterteilt. Tabelle 3a und b fassen die
diagnostischen Parameter zusammen, die fur die Unterteilung der Patienten in die drei

Subpopulationen verantwortlich waren.

Tab. 3a: Studiengruppe 1 + 2 - Diagnosekriterien zur Klarung der Atiologie der Leberzirrhose

Art der Zirrhose Diagnostik
Studiengruppe 1 | Alkoholische Zirrhose Anamnese des Alkoholabusus*
Histologie
Studiengruppe 2 | Hepatitis B HBsAg und HBeAg, evtl. HBV-DNA
Hepatitis C Anti-HCV, HCV-RNA
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Tab. 3b: Studiengruppe 3 - Diagnosekriterien zur Klarung der Atiologie der Leberzirrhose

Art der Zirrhose Diagnostik

Studiengruppe 3 | Andere

Primér biliare Zirrhose Antimitochondriale Antikdrper Subtyp
M2, IgM, Histologie

Primar sklerosierende ERCP, p ANCA, Rekto-Koloskopie,
Cholangitis evtl. Histologie

Autoimmunhepatitis Hypergammaglobulinamie, 1gG,

antinukledre Antikorper, Histologie

Hamochromatose Familienanamnese, erhohte
Transferrinsattigung

und Ferritin, quantitative
Eisenbestimmung im

Leberpunktat, Mutationsscreening

Morbus Wilson Kupferausscheidung im 24-h-
Sammelurin

Kardiale Zirrhose Herzultraschall, Ultraschall der Leber

Nichtalkoholische Histologie,

Steatohepatitis fehlende Alkoholanamnese

*Zur Validitatsuiberprifung- und Strukturierung der Angaben wurde ein Fragebogen zu
Alkoholkonsum und Lebensgewohnheiten angefertigt und bei den Studienteilnehmern
der verschiedenen Studiengruppen angewandt.

3.2.3. Charakterisierung des Aszites

Aszites wird in etwa 80% - 85% der Falle durch eine zirrhotische Lebererkrankung
hervorgerufen, wahrend  Erkrankungen wie  Herzinsuffizienz, Pankreatitis,
nephrotisches Syndrom oder Tuberkulose eher selten eine Rolle spielen. Bei etwa
jedem zehnten Patienten mit Aszites ist eine Krebserkrankung die Ursache. In vier von
fuanf Fallen sind hierfir Ovarialkarzinome oder gastrointestinale Tumoren
verantwortlich, seltener Tumoren der Mamma, Lunge, Uterus und Zervix (103). Tabelle

4 fasst die haufigsten Ursachen zusammen.
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Tab. 4: Ubersicht tiber die Entitaten und Ursacheneinteilung peritonealer Flussigkeit

Ausgewahlte Ursachen der Aszitesentwicklung Haufigkeit
in %

Portal (Leberzirrhose, andere Ursachen portaler | 80 — 85
Hypertonie)

Maligne (Peritonealkarzinose, Tumore der | 10
weiblichen Geschlechtsorgane, Gastrointestinale
Tumore)

Kardial (Rechtsherzversagen, schwere | 3
Herzinsuffizienz)

Pankreatogen (akute Pankreatitis und | <1
Pankreasfisteln)

Entzindlich (bakteriell, tuberkul6s) <1

Biliar (Leckage nach Gallen-OP, Gallenblasen- | <1
Ruptur/-Perforation

Andere (z.B. chylds oder nephrogen) <1

In Anlehnung an diese Haufigkeitsverteilung wurden die Patienten in die Subgruppen
,Portale“, ,Maligne“, ,Kardiale“, ,Pankreatogene” und ,Andere‘ Genese des Aszites
eingeteilt. Bei der Ursachenfindung und Eingruppierung der Patienten waren
Anamnese, klinische Untersuchung, abdominelle Sonographie und gegebenenfalls
weitere Bildgebung, sowie klinisch-chemische oder bakteriologische
Zusatzuntersuchungen in den meisten Fallen diagnoseweisend. Dennoch spielten
insbesondere in der Unterscheidung eines portalen, von einem malignen Aszites
klinisch-chemische  Parameter im Aszites eine wichtige Rolle in der

Differentialdiagnose.

3.2.3.1. Aszites portaler, kardialer, pankreatogener oder anderer Ursache

Den wichtigsten Parameter als Hinweis fir eine portale Genese stellte der ,Serum-
Aszites Albumin Gradient®* SAAG-Wert (Albuminkonzentration im Serum minus
Albuminkonzentration im Aszites) dar. Die Bestimmung des SAAG-Wertes ist dabei
dem orientierenden Exsudat-Transsudat Konzept in der Differentialdiagnose des
Aszites weit Uberlegen (104). Bei einem SAAG von >1,1 g/dl kann bei Ausschluss einer
kardialen Ursache mit einer Sensitivitdt von nahezu 100% und einer Spezifitat von

etwa 95% von einer portalen Genese des Aszites ausgegangen werden. Ahnlich
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sensitiv ist die Bestimmung der Albuminkonzentration im Aszites (<2,0 g/dl) bei einer
Spezifitat von circa 85%. Ergadnzende Parameter stellten das Aszites/Serum-
Albuminverhdltnis (<0,65), das Aszites-/Serumeiweil3verhaltnis und der Aszites-
Gesamteiweil3gehalt (<2,5 g/dl) mit einer Spezifitat von 80% und einer Sensitivitat von
90% dar. Letztgenannter Parameter spielte in der Unterscheidung eines portalen von
einem kardialen Aszites eine besondere Bedeutung.

Wahrend beim kardialen Aszites in der Regel ebenfalls ein SAAG-Wert >1,1 g/dI
vorliegt, lasst sich im Unterschied zum portalen Aszites in nahezu 100% der Falle eine
Gesamteiweil3konzentration von >2,5 g/dl detektieren. Im Gegensatz zur portalen und
kardialen Genese des Aszites findet sich in aller Regel bei allen anderen Ursachen
eines Aszites ein SAAG-Wert <1,1 g/dl. Die pankreatogene Ursache kann weiter durch
eine Amylasekonzentration Aszites/Serum > 1 mit hoher Sensitivitdit und Spezifitat
bestatigt werden. Diese wurde jedoch nicht standardmé&nig durchgefihrt (105).

3.2.3.2. Maligner Aszites und Einteilung des Patientenkollektivs in Patienten mit

und ohne Hepatozellularem Karzinom

Bei Verdacht auf eine maligne Genese des Aszites wurden ein Nachweis von
Tumorzellen, sowie die Bestimmung von Tumormarkern (CEA, CA19-9) angestrebt.
Beide Methoden sind hochspezifisch, weisen jedoch nur eine Sensitivitat von maximal
80% (Zytologie) beziehungsweise 45% (Tumormarker) auf. Es wurde weiterhin der
Aszites-Gesamteiweil3gehalt (Diskriminationswert >2,5 g/dl mit einer Spezifitat von
70% und einer Sensitivitat von 75%) bestimmt. In Einzelfdllen konnte der Aszites-
Cholesterinwert (Diskriminationswert >45 mg/dl, Spezifitat 70%, Sensitivitat 80%) und
der Aszites/Serum-LDH-Wert (Diskriminationswert >1,0, Spezifitat 75%, Sensitivitat
60%) herangezogen werden (105).

In diesem Zusammenhang wurde bei neun Patienten ein hepatozellulares Karzinom
(HCC) festgestellt. Bei den Patienten mit nachgewiesener Leberzirrhose wurde in der
Regel ein sonographisches Screening auf Leberraumforderungen durchgefiihrt. In
einigen Fallen erfolgte die hausarztliche Uberweisung oder Ubernahme aus peripheren
Krankenhdusern bei suspekter Leberraumforderung zur weiteren Abklarung. In
einzelnen Féllen lag bereits ein bekanntes oder auswartig gesichertes, manifestes
HCC vor.
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Die Diagnose eines HCC bei Patienten mit vorbestehender Leberzirrhose wurde nach
den ,European Association for the study of the liver® (EASL) — Kriterien getroffen. Bei
Lasionen von 1-2 cm GrolRe durch dbereinstimmende Sicherung von zwei
unabhangigen bildgebenden Verfahren. Bei Lasionen >2 cm durch ein bildgebendes
Verfahren mit arteriell hypervaskularisierter Lasion und einem AFP von >400 ng/ml. An
bildgebenden Verfahren wurden Kontrastmittelsonographie, CT-Abdomen, MRT oder
Angiographie angewandt. Damit konnte in der Mehrzahl der Félle eine eindeutige
Unterscheidung zwischen benignem oder malignem Befund getroffen werden. Bei
unklarer Dignitat wurde eine perkutane Leberbiopsie, in der Regel CT-gesteuert,

alternativ Sonographie-gesteuert, durchgefiihrt.

3.2.4. Einteilung des Patientenkollektivs in Patienten mit und ohne Peritonitis

Bei den Ursachen des infizierten Aszites ist vor allem zu unterscheiden zwischen einer
spontan-bakteriellen Peritonitis (SBP) und einer sekundaren bakteriellen Peritonitis.
Eine sekundare Peritonitis kann beispielsweise gekennzeichnet sein durch freie
abdominelle Luft in der Bildgebung bzw. dem Nachweis eines multi-mikrobiellen
Aszites. An Laborparametern weisen ein Glucosegehalt <50 mg/dl, LDH > 225 U/,
Gesamtprotein > 10 g/l oder eine Granulozytenzahl > 5000/ml im Aszites auf eine

sekundéare Peritonitis hin (106).

Wahrend die Haufigkeit der SBP mit etwa 10-20% aller Falle eines portalen Aszites
anzunehmen ist, ist die sekundare Peritonitis etwa zehnmal seltener. Da letztere haufig
durch eine intestinale Perforation verursacht ist, weist sie fast immer mehrere Erreger
und meist auch Anaerobier auf, wahrend bei der SBP tberwiegend nur ein Erreger
nachzuweisen ist. In etwa 80% der Falle handelt es sich bei der SBP um gramnegative
Keime (107). Haufigster Erreger ist Escherichia coli, gefolgt von Klebsiella-Spezies und
anderen gram-negativen Keimen der intestinalen Flora (z.B. Enterococcus faecialis).
Grampositive Bakterien, am haufigsten Streptokokken-Spezies, werden in 20% aller

Falle gefunden (107). Anaerobier treten in nicht mehr als 5% der Falle auf (107).

Im Rahmen der frihzeitigen Detektierung einer SBP wurde bei den Patienten auf einen
Kreatininanstieg und/oder Ruckgang der Diurese, abdominelle Schmerzen,
Peritonismus und Entwicklung von Fieber geachtet. Gleiches galt fir weitere Zeichen
einer moglichen Entstehung einer SBP, wie dem Auftreten oder der Verschlechterung

einer hepatischen Enzephalopathie, eine Hypotonie oder ein Nierenversagen (108). Da
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jedoch grundsatzlich jede Verschlechterung des Zustandes eines Patienten mit
Leberzirrhose und Aszites, aber auch ein therapierefraktarer Aszites ohne ausgepragte
Zeichen einer Infektion, an das Vorliegen einer SBP denken lasst (108), wurde in
diesen Fallen eine frihzeitige Diagnostik in Form von Aszitespunktion und
mikrobiologische Evaluation angestrebt.

Eine SBP ist definiert durch einen neutrophilen Granulozytenanteil —
.polymorphonuclear leukocyte count* (PMN) im Aszites von >250 Zellen/pl. Bei
gleichzeitigem kulturellen Nachweis spricht man von einer Kultur-positiven SBP. Ein
,Bakteraszites® ist dagegen definiert durch einen PMN <250 Zellen/ul bei kulturellem
bakteriellen Nachweis (109). Es wurden BacT/Alert Kultursysteme verwendet. Um eine
mdgliche Verbindung zwischen Adipokinen im Aszites und Bestehen einer Peritonitis,
unabhangig von der zugrundeliegenden Ursache (SBP/sekundéare Peritonitis) zu
eruieren, wurde eine Peritonitis jedweder Genese durch mikrobiologischen bakteriellen
Kulturnachweis und/oder einem neutrophilen Granulozytenwert >250/ul und/oder

einem Leukozytenwert von >500pl definiert.

3.3. Aufklarung der Patienten

Jeder Patient wurde Uber Inhalt und Risiken der Studie ausfuhrlich aufgeklart und das
schriftliche Einverstandnis der Patienten eingeholt. Sofern die Einwillungsfahigkeit von
Patienten, aufgrund der Schwere der Erkrankung, nicht mdglich war, wurde die
Studienteilnahme, mit Angehdérigen oder den gesetzlichen Betreuern besprochen. Die
Aufklarung umfasste eine Datenschutzerklarung, in der jeder Patient schriftlich
einwilligte, dass personenbezogene Daten, insbesondere Daten ({ber den
Gesundheitszustand des Patienten, Uber einen Zeitraum von mindestens zehn Jahren
aufbewahrt werden dirfen. Weiter wurde die Teilnahme an der Studie schriftlich
bestatigt. Eine gesonderte Einverstandniserklarung wurde zudem fiir Venenpunktionen
zur Blutprobengewinnung von jedem Patienten eingeholt. Die Studie wurde von der

lokalen Ethikkommision genehmigt.
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3.4. Asservierung der Proben

Die Aszitesproben wurden sowohl im Rahmen von diagnostischen, als auch
therapeutischen Punktionen gewonnen. Nach Einholung des Einverstandnis des
Patienten und schriftlicher Dokumentation erfolgte die sonographische Untersuchung
des Aszitesausmales, sowie Markierung einer gunstigen Punktionsregion ohne Nahe
zu verletzbaren Organen oder Gefalien (A. epigastrica inferior am lateralen Rand des
M. rectus abdominis, portale Umgehungskreislaufe und wiederertffnete fetale Gefalie).
Am haufigsten wurde im Bereich des Monroepunkt (im dritten auf3eren Viertel einer
Linie zwischen Nabel und Spina iliaca anterior superior), bevorzugt an der linken Seite,
punktiert.

Zur Parazentese wurde eine Direktpunktion favorisiert. Zum Ablassen der meist
serosen Flissigkeit wurde eine fir diese Zwecke entwickelte 6-French ,Schlottmann-
Nadel mit steifer Fihrung, Seitenldchern und einer der &ufReren Bauchdecke
zugewandten praktischen Fixierungsplatte verwendet (siehe Abbildung 8). Diese bietet
im Vergleich zu herkdbmmlichen Punktionen mit einer Venenverweilkanule beztglich
der Notwendigkeit und der Zahl der Lageéanderungen der Nadel wahrend der Punktion,
der Notwendigkeit der Repunktion, der subjektiven Praktikabilitdt der Parazentese und
der Patientenakzeptanz eine signifikante Uberlegenheit (110), wenngleich die Kosten
hoher sind.

Abb. 8: Schlottmann —Nadel

Der Aszites wurde in Serum Monovetten grau-weil3 5,5 ml Gberfihrt und im Anschluss
daran zehn Minuten bei 4000 ,rounds per minute® (rpm) zentrifugiert (Zentrifuge Typ
Biofuge primo R, Heraeus Instruments, Gera, Deutschland) und der Uberstand in zehn
Eppendorfcups zu je 1,5 ml aliquotiert. Gleiches Prozedere wurde im Rahmen der
Serumgewinnung durchgefuhrt. Beide Probenarten wurden im Anschluss daran

umgehend bei -20 °C eingefroren.
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3.5. Adipokinbestimmung

Die Adipokine Visfatin, Resistin, Leptin und Adiponektin wurden im Aszites (n=96) und
im Serum (n=79) durch ELISA-basierte Messung quantifiziert. Bei allen ELISA-
Messungen wurde ein Double-Antibody Sandwich ELISA durchgefiihrt.

Die folgenden ELISA basierten Detektionssysteme wurden angewendet.

Visfatin: Human visfatin ELISA kit (AdipoGen, Seoul, Korea)
Resistin: Human resistin DuoSet (R&D Systems, Minneapolis, MN, USA)
Leptin: Human leptin DuoSet (R&D Systems, Minneapolis, MN, USA)

Adiponectin: Human adiponectin DuoSet (R&D Systems, Minneapolis, MN, USA)

3.5.1. ELISA-basierte Messung von Visfatin

Im Rahmen der ELISA-basierten Messung des Visfatin wird exemplarisch das
Testprinzip eines Double — Antibody Sandwich ELISA vorgestellt. Weiter werden die
benotigten Materialien und Probenvorbereitungen, sowie die Durchfihrung des ELISA

und dessen Auswertung dargestellt.

3.5.1.1. Testprinzip eines Double — Antibody Sandwich ELISA

Der erste Antikdrper, ein monoklonaler Antikdrper spezifisch fiir humanes Visfatin, wird
auf eine feste Phase, eine sogenannte 96-Well Mikroplatte, gebunden und als Coating-
Antikdrper bezeichnet. Die Probe, entweder Serum oder Aszites, mit dem
nachzuweisenden Antigen (Visfatin) wird in die Wells pipettiert und anschlielend
inkubiert. Wahrend dieser Zeit bindet der an die Platte gebundene Anti-Visfatin
Coating-Antikdrper das in der Probe vorhandene Visfatin. Im n&chsten Schritt wird ein
zweiter Antikdrper zugegeben, ein Anti-Human polyklonaler Visfatin-Antikorper. Dieser
zweite Antikorper bindet ebenfalls an das Antigen und es entsteht der Antikdrper-
Antigen-Antikérper Komplex (deshalb der Name Sandwich-ELISA - das Antigen ist
zwischen die beiden Antikdrper wie in einem Sandwich gepackt). Ein mit dem Enzym
Meerrettichperoxidase-konjugierter (HRP von engl. horseradish) Anti-Kaninchen 1gG-
Antikdrper bindet nun den zweiten Antikérper. Durch Zugabe eines zum Enzym

passenden Substrats entsteht eine Farbreaktion, dessen Farbintensitat die Menge an
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gebundenen Visfatin anzeigt. Die Farbentwicklung wird mit einer Stopplosung
angehalten. Nach den einzelnen Inkubationsphasen wird die Platte gewaschen, um

ungebundene Bestandteile zu entfernen.

3.5.1.2. Benoétigte Materialien und Probenvorbereitungen

Der Hersteller stellte eine eigene Antikdrper (monoklonaler Antikbrper gegen humanes
Visfatin) - gecoatete 96-Wellplatte mit 12x8 Well Streifen bereit. Weiter standen eine
Waschlosung, eine Verdinnungslosung, der sekundéare Antikdrper, sowie der
Detektionsantikorper (mit Meerrettichperoxidase-konjugierter anti-Kaninchen
Antikorper) zur Verfigung. Gleiches galt fur den Standard (32 ng rekombinantes
humanes Visfatin), der Positivkontrolle (aus rekombinantem gefriergetrocknetem
humanen Visfatin), der Substratlosung (chromogenes Reagenz) und der Stopplésung
(1 M H3PO,). Die Materialien wurden bei 2-8 °C aufbewahrt und vor der Verwendung
auf Raumtemperatur gebracht. Das Waschlésungskonzentrat verdiinnte man 1:10 mit
destiliertem  Wasser, gleiches galt fur das Verdinnungsmittel.  Der
Detektionsantikdrper wurde 1:100 verdinnt und innerhalb einer Stunde verwendet. Die
Standards erstellte man folgendermalRen. Der Standard (32ng) wurde in 1 ml
destilliertem Wasser gelést und grindlich vermischt. Daraufhin wurde eine
Verdinnungsreihe mit Konzentrationen von 16 ng/ml, 8 ng/ml, 4 ng/ml, 2 ng/ml, 1
ng/ml, 0,5 ng/ml, 0,25 ng/ml, 0,125 ng/ml, 0,0625 ng/ml erstellt.

3.5.1.3. Durchfiihrung des Assay

Je 100pul der neun verschiedenen Standards, eine  Negativkontrolle
(Verdiinnungslosung), eine Positivkontrolle (siehe 3.5.1.2) und die unverdinnte
Probenlésung von Serum oder Aszites wurden in die einzelnen Wells pipettiert. Es
erfolgte eine Inkubation bei 37 °C fir drei Stunden. Die Losung wurde vollstandig
entfernt und drei Mal mit 350 pl pro Well Waschldsung gespiilt. Vom zweiten Antikdrper
wurden in jedes Well 100 pl zugegeben und eine Stunde bei 37 °C inkubiert. Nach
erneutem Waschen inkubierte man fur eine Stunde mit je 100 pl Detektionsantikorper.
Nach dem letzten Waschschritt (fiinfmalige Wiederholung) folgte die Substratlésung
mit 100pl pro Well und die 96-Well Platte wurde daraufhin zehn Minuten bei
Raumtemperatur inkubiert. Die Platte schiitzte man dabei vor Lichteinfall. Im Anschluss

daran wurden 100 pl Stopplosung zugesetzt. Die optische Dichte eines jeden
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einzelnen Well wurde umgehend mittels Elisa Reader (Biotech ELX 808, Software KC
junior) bei 450 nm gemessen.

3.5.1.4. Auswertung der ELISA-basierten Messung von Visfatin

Die Auswertung des Tests erfolgte nach Herstellerempfehlung mittels der 4-Parameter-

Funktion. Aus den Messreihen der Standardreihe wurde eine Eichkurve erstellt.

3.5.2. ELISA-basierte Messung von Resistin, Leptin und Adiponektin

Im Folgenden sollen die bereitgestellten Materialien und Lésungen, sowie die
Durchfiihrung und die Auswertung der ELISA-basierten Messung fiir Resistin, Leptin
und Adiponektin zusammenfassend dargestellt werden.

3.5.2.1. Bereitgestellte Materialien und Lésungen fir die ELISA-basierte Messung

von Resistin, Leptin und Adiponektin

Es folgt die Beschreibung des Coating-Anikorpers, des Detektionsantikorper, der
Standards und der Streptavidin-HRP (Straptavidin konjugiert mit

Meerrettichperoxidase, engl. horseradish) fiir Resistin, Leptin und Adiponektin.

Bereitgestellte Materialien flir die ELISA-basierte Messung von Resistin

Coating-Antikdrper - 720 pl/ml von Maus Anti-Human Resistin wurde in 1,0 ml PBS
(Phosphat-gepufferte Saline) aufgeldst. Im Anschluss daran lagerte man diesen bei 2-
8°C fur maximal 60 Tage. Der ELISA wurde mit einer Konzentration von 4,0 pg/ml in

PBS ohne Carrier-Protein durchgefihrt.

Detektionsantikérper - 45 pg/ml von biotinolierten Maus Anti-Human Resistin wurde in
1,0 ml der Reagenzlésung aufgeldst. Dieser Antikorper konnte ebenfalls bei 2-8°C fir
maximal 60 Tage gelagert werden. Zur Anwendung im ELISA wurde der Antikorper in

einer Konzentration von 0,25 pg/ml in Reagenzlésung aufgeldst.

Standards — 30 ng/ml von rekombinanten Human-Resistin wurde in 0,5 ml
Reagenzl6sung aufgeldst. Vor der Verdinnung inkubierte man den Standard fur 20
Minuten bei leichtem Schiitteln. Die Losungen wurden aliquotiert und fir maximal zwei

Monate bei -70°C gelagert. Eine Standardkurve mit 2,5-facher Verdinnung in der
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Reagenzl6sung und ein hoher Standard von 2000 pg/ml wurden erstellt. Aufgrund der
breiten Varianz der Messwerte wurde statt der empfohlenen zweifachen eine 2,5-fache
Verdinnung durchgefuhrt. Es wurden die Standards mit den Werten 2000 pg/ml, 800
pg/ml, 320 pg/ml, 128 pg/ml, 51,2 pg/ml, 20,5 pg/ml, 8,2 pg/ml errechnet.

Straptavidin-HRP - 1,0 ml von Straptavidin konjugiert mit Meerrettichperoxidase wurde
verwendet und fur maximal sechs Monate bei 2-8 °C nach der ersten Anwendung
aufbewahrt. Es handelte sich um eine 1:200 Verdiinnung in Reagenzldsung.

Bereitgestellte Materialien fir die ELISA-basierte Messung von Leptin

Coating-Antikdrper - 720 pl/ml von Maus Anti-Human Leptin wurde in 1,0 ml PBS
aufgeltst. Im Anschluss daran lagerte man diesen bei 2-8°C fiir maximal 60 Tage. Den
ELISA fuhrte man mit einer Konzentration von 4,0 pg/ml in PBS ohne Carrier-Protein
durch.

Detektionsantikorper - 2,25 pg/ml von biotinolierten Maus Anti-Human Leptin wurde in
1,0 ml der Reagenzlésung aufgeldst. Dieser Antikérper konnte ebenfalls bei 2-8°C fir
maximal 60 Tage gelagert werden. Zur Anwendung im ELISA wurde der Antikorper in

einer Konzentration von 12,5 ng/ml in Reagenzlésung aufgeldst.

Standards — 60 ng/ml von rekombinanten Human-Leptin wurde mit 0,5 ml destilliertem
Wasser versetzt. Vor der Verdiinnung inkubierte man den Standard fir 20 Minuten bei
leichtem Schditteln. Die Loésungen wurden aliquotiert und fur maximal zwei Monate bei
-70 °C gelagert. Eine Standardkurve mit 2,5-facher Verdinnung in der Reagenzldsung
und ein hoher Standard von 2000 pg/ml wurden erstellt. Aufgrund der breiten Varianz
der Messwerte wurde statt der empfohlenen 2-fachen eine 2,5-fache Verdinnung
durchgefuhrt. Es wurden die Standards mit den Werten 2000 pg/ml, 800 pg/ml, 320
pg/ml, 128 pg/ml, 51,2 pg/ml, 20,5 pg/ml, 8,2 pg/ml errechnet.

Streptavidin-HRP - 1,0 ml von Straptavidin konjugiert mit Meerrettichperoxidase wurde
verwendet und fur maximal sechs Monate bei 2-8 °C nach der ersten Anwendung

aufbewahrt. Es handelte sich um eine 1:200 Verdinnung in Reagenzldsung.

Bereitgestellte Materialien fur die ELISA-basierte Messung von Adiponektin

Coating-Antikorper - 360 pl/ml von Maus Anti-Human Adiponektin wurde in 1,0 ml PBS

aufgel6st. Im Anschluss daran lagerte man diesen bei 2-8°C fir maximal 60 Tage. Der
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ELISA wurde mit einer Konzentration von 2,0 pg/ml in PBS ohne Carrier-Protein
durchgefunhrt.

Detektionsantikérper - 360 pg/ml von biotinolierten Maus Anti-Human Leptin wurde in
1,0 ml der Reagenzlésung aufgeldst. Dieser Antikérper konnte ebenfalls bei 2-8°C fir
maximal 60 Tage gelagert werden. Zur Anwendung im ELISA wurde der Antikorper in

einer Konzentration von 2,0 pg/ml in Reagenzldsung aufgelost.

Standards — 80 ng/ml von rekombinanten Human-Adiponektin wurde in 0,5 ml
Reagenzlésung aufgelost. Vor der Verdinnung inkubierte man den Standard fur 20
Minuten bei leichtem Schiitteln. Die Losungen wurden aliquotiert und fir maximal zwei
Monate bei -70°C gelagert. Eine Standardkurve mit 2,5-facher Verdiinnung in der
Reagenzlésung und ein hoher Standard von 4000 pg/ml wurden erstellt. Aufgrund der
breiten Varianz der Messwerte wurde statt der empfohlenen zweifachen eine 2,5-fache
Verdinnung durchgefihrt. Es wurden die Standards mit den Werten 4000 pg/ml, 1600
pg/ml, 640 pg/ml, 256 pg/ml, 102,4 pg/ml, 41 pg/ml, 16,4 pg/ml errechnet.

Straptavidin-HRP - 1,0 ml von Straptavidin konjugiert mit Meerrettichperoxidase wurde
verwendet und fir maximal sechs Monate bei 2-8°C nach der ersten Anwendung

aufbewahrt. Es handelte sich um eine 1:200 Verdinnung in Reagenzldsung.

Bereitgestellte Losungen fir die ELISA-basierte Messung von Resistin, Leptin

und Adiponektin

Tab. 5: Zusammenfassung der bereitgestellten Losungen und Reagenzien

Substratlosung | 1:1 Mischung von Color Reagent A (H,O,) und Color Reagent B
(Tetramethylbenzidine)

Stopplésung 2 N H,SO, (Sigma Life Science, Taufkirchen, Deutschland)

PBS 137 mM NacCl, 2,7 mM KCI, 8,1 mM Na,HPO,, 1,5 mM KH,PO,, pH 7,2 - 7,4

(PBS Dulbecco Biochrom AG, Rhein, Deutschland)

Waschpuffer 0,05 % Tween 20 (Carl Roth GmbH, Karlsruhe, Deutschland), pH 7,2 - 7,4 in
PBS

Reagenzldsung | 1% BSA (Sigma Life Science, Taufkirchen, Deutschland) in PBS
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3.5.2.2. Durchfiihrung der ELISA-basierten Messung von Resistin, Leptin und
Adiponktin

Zunachst wurde die Platte prapariert, im Anschluss daran der Assay durchgefihrt

Plattenpraparation

Der Coating-Antikorper wurde mit einer Konzentration 4,0 pg/ml in PBS ohne
Carrierprotein verdunnt. Die 96-Well Lochplatte (EIA RIA 96 Plate Corning, New York,
USA) beschichtete man im Anschluss daran mit 100 pl pro Well vom verdinnten
Coating-Antikdrper. Die Platte wurde geschlossen und tiber Nacht bei Raumtemperatur
inkubiert. Am nachsten Tag wurde die Platte dreimal mit Waschpuffer gewaschen.
Wahrend der Waschprozedur fiillte man jedes Well mit 400 ul Waschpuffer. Die
Flussigkeit wurde dabei nach jedem Schritt mdglichst vollstéandig verworfen. Nach dem
letzten Wachschritt entfernte man den Ubrig gebliebene Waschpuffer durch Abdriicken
gegen ein sauberes Papiertaschentuch. Die Platten wurden durch Zugabe von je 300
ul Reagenzlésung blockiert und bei Raumtemperatur fir eine Stunde inkubiert. Der
Waschschritt wurde wiederholt, im Anschluss daran war die Platte bereit fir die

Probenzugabe.

Schematische Darstellung der Assay Durchfihrung

1. Es wurden jeweils 100 pl Probe (Serum oder Aszites), die zuvor mit 1:20 (Resistin
und Leptin) bzw. 1:6000 (Adiponektin) verdinnt wurde und die verschiedenen
Standards in die einzelnen Wells pipettiert. Die Platte wurde mit Parafilm Gberdeckt, fur
zwei Stunden bei Raumtemperatur inkubiert und anschlieRend gewaschen

(Waschschritt siehe Plattenpréparation)

2. Es folgte je 100 pl des mit Reagenzldésung versetzten Detektionsantikoérper (0,25
pg/mL). Die Platte wurde mit neuem Parafilm Uberdeckt, fir zwei Stunden bei

Raumtemperatur inkubiert und anschlieRend gewaschen.

3. Je 100 ul 1:200 verdinnte Streptavidin-Meerrettichperoxidase wurde zugegeben.
Die Platte wurde mit Parafilm Uberdeckt und bei 20 Minuten bei Raumtemperatur
inkubiert und anschlieBend gewaschen. Man vermied, die Platte in direktes Licht zu

stellen.
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4. Es erfolgte die Zugabe von je 100 pl Substratiésung und Inkubation fir 20 Minuten

bei Raumtemperatur

5. Je 50 pl Stopplésung wurden pro Well pipettiert. Die Platte wurde im Anschluss

daran vorsichtig geschuttelt.

6. Die optische Dichte wurde umgehend festgelegt, indem der Elisa-Reader (Biotech
ELX 808, Software KC junior, Bad Friedrichshall, Deutschland) auf 450nm eingestellt

wurde. Es wurden keine Wellenlangenkorrekturen vorgenommen.

3.5.2.3. Auswertung der ELISA-basierten Messung von Resistin, Leptin und
Adiponektin

Die Auswertung des Tests erfolgte nach Herstellerempfehlung mittels der 4-Parameter-
Funktion. Aus den Messreihen der Standardreihe wurde eine Eichkurve erstellt. Um die
tatsachliche Menge an Resistin, Leptin und Adiponektin zu ermitteln, wurde der aus
der Eichkurve ermittelte Wert mit dem Verdinnungsfaktor von 20 (Resistin und Leptin)

beziehungsweise 6000 (Adiponektin) multipliziert.

4. Ergebnisse

Im Folgenden soll eine Zusammenfassung der relevanten Ergebnisse der ELISA-
basierten  Detektion der verschiedenen  Adipokine und nachfolgender

Subgruppenanalysen dargestellt werden.

4.1. Statistik

Fur Parameter, die nicht normal verteilt waren, wurde der Mann & Whitney-U-Test fur
den Vergleich von Mittelwerten =+ SEM (,standard error oft the mean®) herangezogen.
Bei Werten, die einer Gauf3schen Verteilung folgten, wurde der Student's t-test
angewandt. Statistische Signifikanz wurde mit p < 0,05 definiert. Fur den Vergleich von
klassifizierten Parametern wurde der x2 Test benutzt. Der bivariate
Korrelationsanalysentest  (Pearson’s test) diente fur Korrelationsanalysen.
Korrelationen zwischen verschiedenen Werten wurden mittels Regressionsanalysen

mit Berechnung von r & r* durchgefiihrt.
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4.2. Charakterisierung der Studienkohorte

Tab. 6: Charakterisierung der Studienkohorte

Studienkohorte Haufigkeit numerisch und in %
Gesamtzahl 96 (100 %)

Manner n (%) 71 (74.0 %)

Frauen n (%) 25 (26.0 %)

BMI kg/m? (Mittelwert + SEM) 26.1 + 0.8 (range: 15.4 — 66.9)
Alter in Jahre (Mittelwert + SEM) 58 + 1 (range: 32 — 85)
Leberzirrhose 76 (79.2 %)

Keine Leberzirrhose 20 (20.8 %)
Leberzirrhose CHILD-Pugh A 6 (7.9 %)
Leberzirrhose CHILD-Pugh B 29 (38.2 %)
Leberzirrhose CHILD-Pugh C 41 (53.9 %)

Ursache der Leberzirrhose:

Alkohol 53 (69,7 %)
Chronische Hepatitis B/C 12 (15,8 %)

Andere 11 (14,5 %)

Keine Zirrhose 20 (20.8 %)

Ursache des Aszites:

Portale Hypertension 76 (79.2 %)

Maligne 9 (9.4 %)

Kardial 5 (5.2 %)
Pankreatogen 3 (3.1 %)

Andere 3 (3.1 %)
Hepatozellulares Karzinom 9 (9.4 %)

Kein Hepatozellulares Karzinom 87 (90.6 %)

Peritonitis 17 (17.7 %)

Keine Peritonitis 79 (82.3 %)

4.2.1. Bestimmung der Basisparameter

Es nahmen 71 Manner und 25 Frauen an der Studie teil. Das mittlere Alter betrug 58 +
1 Jahre (Spannweite 32 - 85 Jahre) und der mittlere BMI 26,1 + 0,8 (Spannweite 15,4 -
66,9 kg/m?).
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4.2.2. Vorhandensein und Abwesenheit einer Leberzirrhose und Child-Pugh

Score

Es wurde bei 76 (79,2%) Patienten eine Leberzirrhose detektiert, 20 (20,8%) Patienten
wiesen keine Leberzirrhose auf. Epidemiologische Daten zeigen, dass 50% der
Patienten mit Leberzirrhose nach erstmaliger Entwicklung eines Aszites binnen zwei
Jahren versterben (105). Dementsprechend wies das Patientenkollektiv der Studie
insgesamt auch hohe Child-Pugh-Score Werte auf. Bei 41 (53,9%) Patienten
errechnete sich ein Child-Pugh Score C, bei 29 (38,2%) Patienten ein Child-Pugh
Score B und lediglich bei 6 (7,9%) Patienten ein Child-Pugh Score A.

4.2.3. Atiologie der Leberzirrhose

Bei der atiologischen Klarung der Leberzirrhose konnte festgestellt werden, dass
Alkoholabusus mit 53 Patienten (69,7% der Patienten mit Leberzirrhose) die deutlich
fihrende Zirrhosegenese darstellte und damit Gber dem in der Literatur angegebenen
Wert fur Haufigkeiten in Industrielandern von etwa 50% lag (111). Zwolf Patienten
(15,8%) wiesen als Genese eine Hepatitis B (zwei Patienten) oder Hepatitis C (zehn
Patienten) auf. Bei elf (14,5%) Patienten waren andere Ursachen einer Leberzirrhose
vorhanden (vier Patienten mit kryptogener Ursache, zwei Patienten mit NASH mit
zirrhotischem Umbau, ein Patient mit Overlap-Syndrom bestehend aus
Autoimmunhepatits und primar Dbiliarer Zirrhose (PBC), ein Patient mit
Hamatochromatose, ein Patient mit Morbus Wilson, ein Patient mit einer Zirrhose
cardiaque  bei  dekompensierter = Rechsherzinsuffizienz ~ mit  hochgradiger
Trikuspidalklappeninsuffizenz und mittelgradiger Mitralklappeninsuffizienz und ein
Patient mit PSC).

4.2.4. Atiologie des Aszites

Bei 76 Patienten (79,2%) konnte als Ursache des Aszites eine portale Hypertension
verifiziert werden. Hiervon wiesen 75 Patienten eine Leberzirrhose, ein Patient eine
Pfortaderthrombose auf. Bei neun Patienten (9,4%) konnte eine Malignitét als mégliche
Ursache des Aszites festgestellt werden. Dabei handelte es sich in drei Fallen um ein
unifokales HCC, in sechs Féllen um ein multifokales HCC. Bei funf (5,2%) Patienten
konnte eine kardiale Ursache angenommen werden, wobei ein Patient gleichzeitig eine
Zirrhose cardiaque entwickelte. Bei der Einteilung dieses Patienten in die Gruppe

kardiale versus portale Genese des Aszites konnte man den Gesamteiweil3gehalt von
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28,4 g/l im Aszites mit in Betracht ziehen. Bei Werten >25 g/l gilt eine kardiale Genese
als sehr wahrscheinlich, eine portale als eher unwahrscheinlich (105). Bei drei (3,1%)
Patienten lag eine pankreatogene Ursache vor (in zwei Fallen eine akute
nekrotisierende Pankreatitis alkoholischer Genese, in einem Fall eine biliare akute
Pankreatitis). Ebenfalls bei drei Patienten (3,1%) wurde eine andere Atiologie (in zwei
Fallen eine sekundar bakterielle Peritonitis mit Darmperforation und kotigem Aszites, in
einem Fall eine generalisierte Enterokokkensepsis mit akutem Nierenversagen)
gefolgert.

4.2.5. Vorhandensein oder Abwesenheit einer Peritonits

Bei 79 Patienten (82,3%) wurde keine Peritonits festgestellt. 17 Patienten (17,7%)
konnten in die Peritonitisgruppe (zwei Patienten mit sekundarer Peritonitis, drei

Patienten mit Bakteraszites und 13 Patienten mit SBP) eingeteilt werden.

4.3. Bestimmung der Adipokinkonzentrationen

Mit Hilfe der oben beschriebenen ELISA-Untersuchungen konnten die Adipokine
Adiponektin, Leptin, Resistin und Visfatin in peritonealer Flissigkeit nachgewiesen und
quantifiziert werden. Tabelle 7a und 7b fassen die Ergebnisse dieser Messungen
zusammen. Weiter wurden die Konzentrationen der verschiedenen Adipokine im

Serum per ELISA-Messung bestimmit.

Tabelle 7a: Subgruppenanalyse von Adiponektin und Leptin

Subgruppen Adiponektin (g/ml) Leptin (ng/ml)
Peritoneale Flussigkeit Peritoneale Flussigkeit
Gesamtzahl (n=96) 1.7+0.2 149+2.1
(Spanne: 0.3 -9.9) (Spanne: 1.4 - 137.4)
Manner 1.6+0.2 15.0+2.7
Frauen 1.7+0.2 144 + 2.6
BMI < 25 kg/m” (n=37) 1.6+0.3 99+1.9
BMI > 25 kg/m” (n=59) 17+0.2 18.0 +3.1
Leberzirrhose 1.6+0.2 159+25
Keine Leberzirrhose 1.8+0.2 11.0+2.7
Leberzirrhose CHILD-Pugh B 1.3+0.2 16.4+5.0
Leberzirrhose CHILD-Pugh C 1.8+0.3 15.8+2.7
Hepatozellulares Karzinom 1.7+04 21.6 +8.3
Kein Hepatozellulares Karzinom 1.7+0.2 14.2+2.1
Peritonitis 1.7+03 95+20
Keine Peritonitis 1.7+0.2 16.1+2.5
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Tabelle 7b: Subgruppenanalyse von Resistin und Visfatin

Subgruppen Resistin (ng/ml) Visfatin (ng/ml)
Peritoneale Flussigkeit Peritoneale Flussigkeit

Gesamtzahl (n=96) 176 +3.4 35+1.0
(Spanne: 0.6 — 196.9) (Spanne: 0.12 — 82.8)

Manner 17.8+4.0 27+04

Frauen 16.8 +6.7 6.0 +3.8

BMI < 25 kg/m* (n=37) 20.0 + 6.6 42+2.4

BMI > 25 kg/m” (n=59) 16.1 + 3.8 31+05

Leberzirrhose 175+4.2 35+1.2

Keine Leberzirrhose 17.2+4.3 3.8+0.2

Leberzirrhose CHILD-Pugh B 22.3+8.1 57+3.0

Leberzirrhose CHILD-Pugh C 14.8 +4.6 21+0.3

Hepatozellulares Karzinom 11.0+3.2 1.5+0.3

Kein Hepatozellulares Karzinom 18.2 + 3.8 3.7+11

Peritonitis 39.7+149* 8.9+6.2

Keine Peritonitis 13.1+2.6 26+04

4.3.1. Detektion von Adiponektin in peritonealer Flissigkeit

Adiponektin war in allen Aszitesproben detektierbar (Tabelle 7a). Im Allgemeinen
waren die Adiponektinkonzentrationen im Aszites niedrig (Mittelwert 1,7 + 0,2 pg/ml,
Spanne 0,3 - 9,9 yg/ml) und die mittleren Konzentrationen in fast allen Subgruppen
identisch. Regressionsanalysen zeigten, dass eine signifikante, positive Korrelation

zwischen Adiponektinkonzentrationen im Aszites und Serum besteht (Abbildung 9) (p <

0,001, r =0,57).
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Abb. 9: Korrelationskurve der Adiponektinkonzentrationen im Serum und Aszites
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4.3.2. Detektion von Leptin in peritonealer Flissigkeit

Leptin konnte in allen Aszitesproben mit einer groRen Spannweite detektiert werden
(Mittelwert 14,9 £ 2,1 ng/ml, Spanne 1,4 + 137,4 ng/ml) (Tabelle 7a). Es konnte eine
signifikante positive Korrelation zwischen Leptinkonzentrationen im Aszites und dem
BMI festgestellt werden (p = 0,009). Wie bereits in der Literatur bekannt, fanden sich
die Leptinkonzentrationen im Serum positiv mit dem BMI korreliert (p < 0,001).

In der Gruppe BMI =25 kg/m? tendierten die Leptinkonzentrationen im Aszites zu
deutlich héheren Werten (18,0 + 3,1 ng/ml), als in der Gruppe mit BMI <25 kg/m? (9,9 +
1,9 ng/ml). Jedoch erreichte dieser Trend keine statistische Signifikanz (p = 0,07).
Dagegen waren die Leptinkonzentrationen im Serum in der Gruppe BMI =25 kg/m?
(22,9 + 6,1 ng/ml) im Vergleich zur Gruppe BMI <25 kg/m? (4,2 + 0,9 ng/ml) signifikat

erhoht (p = 0,003).

Da seit geraumer Zeit bekannt ist, dass Leptinkonzentrationen im Serum positiv mit
dem BMI korrelieren, wurde untersucht, ob Leptinkonzentrationen im Aszites mit den
Leptinkonzentrationen im Serum moglicherweise direkt Kkorrelieren kdnnten.
Regressionsanalysen zeigten, dass eine signifikante positive Korrelation zwischen den
Leptinkonzentrationen im Aszites und im Serum bestehen (p < 0,001, r = 0,53)
(Abbildung 10).
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Abb. 10: Korrelationskurve der Leptinkonzentrationen im Serum und Aszites
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Weiter lie3 sich eine signifikante Korrelation zwischen Leptinkonzentrationen im
Aszites und dem Vorhandensein und der Genese einer Leberzirrhose feststellen.
Wahrend sich die Leptinkonzentrationen bei Patienten ohne Leberzirrhose (12,6 + 2,0
ng/ml) von denen mit alkoholischer Leberzirrhose (14,3 + 2,2 ng/ml) kaum
unterschieden, waren die Leptinkonzentrationen bei Zirrhosepatienten mit Hepatits B
oder C am niedrigsten (8,1 £ 4,6 ng/ml) und die Leptinkonzentrationen von Patienten
mit kryptogener Leberzirrhose am hdchsten (32,7 £ 12,4 ng/ml). Der Unterschied
zwischen Patienten mit kryptogener Leberzirrhose und Patienten ohne Leberzirrhose
war statistisch signifikant (p = 0,01). Gleiches galt fir die Leptinkonzentrationen
zwischen der Gruppe Hepatitis B/C (8,1 + 4,6 ng/ml) und der Gruppe mit kryptogener
Leberzirrhose (32,7 = 12,4 ng/ml) (p = 0,004).

4.3.3. Detektion von Resistin in peritonealer Flussigkeit

Resistin war in allen Aszitesproben mit einer groRen Spannweite detektierbar
(Mittelwert 17,6 = 3,4 ng/ml, Spanne 0,6 - 196,9 ng/ml) (Tabelle 7b).
Subgruppenanalysen zeigten bei Patienten mit Peritonitis signifikant (p = 0,003) héhere
Resistinkonzentrationen im Aszites (39,7 £ 14,9 ng/ml) im Vergleich zu Patienten ohne
Peritonitis (13,1 * 2,6 ng/ml). Wie Abbildung 11 zeigt, waren die
Resistinkonzentrationen im Aszites signifikant und positiv mit dem peripheren weil3en
Blutbild (Leukozytenzahl) korreliert (p = 0,001) (r = 0,35).
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Abb. 11: Korrelationskurve zwischen Leukozytenzahlen im Serum und Resistinkonzentrationen
im Aszites
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Dagegen konnte keine Korrelation der Resistinkonzentrationen im Aszites mit der
Leukozytenzahl im Aszites gefunden werden. Im Unterschied zu Adiponektin, Leptin
und Visfatin war ebenfalls keine signifikante Korrelation zwischen Aszites- und
Serumkonzentrationen festzustellen (r = 0,1; p = 0,3) (siehe Abbildung 12).
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Abb. 12: Korrelationskurve der Resistinkonzentrationen im Serum und Aszites

Eine signifikante und positive Korrelation zwischen Resistinkonzentrationen im Aszites
und Visfatinkonzentrationen im Aszites wurde durch Regressionsanalysen
nachgewiesen (p < 0,001, r = 0,64) (siehe Abbildung 13).
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Abb. 13: Korrelationskurve zwischen Resistin- und Visfatinkonzentrationen im Aszites
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In ahnlicher Weise wurde eine signifikante und positive Korrelation zwischen den
Serumkonzentrationen von Resistin und Visfatin gefunden (p = 0,012, r = 0,3) (siehe
Abbildung 14).
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Abb. 14: Korrelationskurve zwischen den Serumkonzentrationen von Resistin und Visfatin

4.3.4. Detektion von Visfatin in peritonealer Flussigkeit

Visfatin wurde in allen Aszitesproben mit einer gro3en Spannweite detektiert
(Mittelwert 3,5 + 1,0 ng/ml, Spanne 0,12 - 82,8 ng/ml) (Tabelle 7b). Es wurde eine
signifikante positive Korrelation zwischen Visfatinkonzentrationen im Aszites mit dem
C-reaktivem Protein (CRP)-Wert im Serum (p = 0,001) und dem peripheren weil3en
Blutbild (p < 0,001) festgestellt. Weiter war eine signifikante positive Korrelation
zwischen den Visfatinkonzentrationen im Serum und dem peripheren weil3en Blutbild
vorhanden (p = 0,002). Regressionsanalysen zeigten eine signifikante und positive
Korrelation zwischen Visfatinkonzentrationen im Aszites und Serum (p = 0,027)
(Abbildung 15).
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Abb. 15: Korrelationskurve der Visfatinkonzentrationen im Aszites und Serum

Visfatinkonzentrationen im Serum waren signifikant (p = 0,001) niedriger bei Patienten
mit Leberzirrhose (2,7 + 0,4 ng/ml) im Vergleich mit Patienten ohne Leberzirrhose (10,1
+ 4,1 ng/ml). Bei der Untersuchung der verschiedenen Atiologien der Leberzirrhose
stellte sich heraus, dass bei Patienten, die an Alkohol-assoziierter Leberzirrhose (2,8 £
0,5 ng/ml) und kryptogener Leberzirrhose (2,1 + 0,8 ng/ml) litten, die
Visfatinkonzentrationen im Serum im Vergleich mit Patienten ohne Leberzirrhose

signifikant niedriger waren (p = 0,046).

4.4. Berechnung der Serum/Aszites — Ratio (SAR) fur Adipokine

Insbesondere die Messung der Leptinkonzentrationen im Aszites erbrachte bei einigen
Studienteilnehmern hdhere Werte als deren zugehotrige Serumkonzentrationen. Damit
kann davon ausgegangen werden, dass das omentale Fettgewebe in der
Peritonealhthle selbst Adipokine autochthon produziert. Damit wirde jedoch die
Berechnung eines einfachen Serum/Aszites — Gradienten (SAG) bei einigen Patienten
negative Werte ergeben, da die Asziteskonzentrationen bei diesen Patienten grofer
waren als deren Serumkonzentrationen. Deshalb ist die Berechnung einer
Serum/Aszites-Ratio (SAR), wie es bereits flr Albumin beschrieben ist, fur die
Untersuchung der Beziehungen zwischen den einzelnen Adipokinen von groRRerer
Praktikabilitdt. Um die SAR-Werte fir Leptin, Adiponektin, Resistin und Visfatin zu
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berechnen, werden die einzelnen Serumkonzentrationen durch die
Asziteskonzentrationen geteilt. Die einzelnen SAR-Werte sind als Boxplot in Abbildung

16 zusammengefasst.
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Abb. 16: Serum-Aszites Ratio (SAR) von Adiponektin, Leptin, Resistin und Visfatin

° Abweichende Werte * Deutlich abweichende Werte

Der SAR Mittelwert + Standardfehler fir Adiponektin lag bei 7,6 + 0,8 und der Median *
Standardabweichung bei 5,6 = 7,2. Die Berechnung des SAR fiir Adiponektin ergab bei
Patienten mit Leberzirrhose (8,3 + 1,0) signifikant (p = 0,003) hohere Werte, als bei

Patienten ohne Leberzirrhose (3,8 + 0,6).

Der SAR Mittelwert + Standardfehler fur Leptin lag bei 1,1 + 0,3 und der Median +
Standardabweichung bei 0,6 £ 2,6. Es gab keine signifikanten Korrelationen innerhalb

der Subgruppenanalyse.

Der SAR Mittelwert + Standardfehler fir Resistin lag bei 5,3 = 1,1 und der Median %
Standardabweichung bei 2,2 £ 9,5. Es gab keine signifikanten Korrelationen innerhalb

der Subgruppenanalyse.
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Der SAR Mittelwert + Standardfehler fur Visfatin lag bei 2,3 = 0,4 und der Median %
Standardabweichung bei 1,1 + 3,6. Die Berechnung des SAR fur Visfatin ergab bei
Patienten mit Leberzirrhose (1,8 * 0,3) signifikant (p = 0,014) niedrigere Werte, als bei
Patienten ohne Leberzirrhose (5,2 + 2,1).

4.5. Ubersicht Uber die Kernaussagen des Ergebnisteils

|. Die Adipokine Adiponektin, Leptin, Resistin und Visfatin sind in peritonealer
Flussigkeit in signifikanten Mengen nachweisbar.

II. AulRer bei Resistin gibt es bei allen Adipokinen eine positive Korrelation zwischen
Serum- und Asziteskonzentrationen. Die Serum/Aszites Ratio (SAR) ist bei den
einzelnen Adipokinen unterschiedlich und im Falle von Adiponektin und Visfatin
abhangig von der Préasenz einer Leberzirrhose.

[1l. Resistinkonzentrationen im Aszites sind bei Patienten mit Peritonits erhdht und
sowohl Resistin-, wie auch Visfatinkonzentrationen im Aszites korrelieren mit

systemischen Entziindungsmarkern.

IV. Die Leptinkonzentrationen im Serum und Aszites sind positiv mit dem BMI

korreliert.

V. Das Vorhandensein oder die Abwesenheit einer Leberzirrhose, sowie die Ursache

einer Leberzirrhose beeinflussen die Adipokinkonzentrationen.

5. Diskussion

Die Adipokinexpression in peritonealer Flussigkeit ist bisher weitgehend unbekannt.
Bisher standen Untersuchungen von Adipokinen in peritonealer Flissigkeit
Uberwiegend im Fokus gynakologischer Erkrankungen. Takemura et al. fihrten eine
Messung von Adiponektin in peritonealer Flissigkeit bei 54 Frauen mit Endometriose
durch und stelllten eine negative Korrelation mit der Schwere der klinischen
Erkrankung fest (112). Die Adiponektinkonzentrationen waren bei Patientinnen mit
Endometriose niedriger als in der Kontrollgruppe. Zudem zeigte sich eine
Stadienabhangigkeit. Patientinnen im Stadium 1l und IV einer Endometriose wiesen
niedrigere Konzentrationen auf als Patientinnen im Stadium | und Il. Dieser Befund

wurde dahingehend interpretiert, dass Adiponektin einen Endometriose-protektiven
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Faktor, wahrscheinlich aufgrund seiner anti-inflammatorischen, anti-angiogenetischen
und anti-fibrosierenden Eigenschaften, darstellen kénnte (112). Im Gegensatz dazu
waren die Leptinkonzentrationen im Aszites bei 60 Patientinnen mit Endometriose im
Vergleich zur Kontrollgruppe signifikant erhoht (113). Der Nachweis von erhdhten
Leptinkonzentrationen im Aszites bei Patientinnen mit Endometriose scheint dabei auf
Patientinnen mit einer peritonealer Manifestation der Endometriose beschrankt zu sein.
Patientinnen mit einer ovariellen Endometriose zeigen keine erhdhten Leptinwerte im
Aszites (114). Weiterhin waren die Leptinkonzentrationen im Aszites zwischen
gebarfahigen und unfruchtbaren Patientinnen nicht verschieden, so dass angenommen
werden kann, dass Leptin in die Pathophysiologie der Endometriose-bedingten
Infertilitat nicht involviert ist (115). Es kann deshalb gefolgert werden, dass Leptin einen
aktiven Faktor in der Pathogenese der Endometriose darstellen kénnte. Leptin besitzt
angiogenetisches und mitogenetisches Potential, was wiederum die Zytokinproduktion
triggert und deshalb zur Entwicklung einer Endometriose beitragen konnte. Signifikant
erhdhte Konzentrationen an Leptin in der peritonealen Flussigkeit in mehreren Studien
(114-116) unterstreichen die wichtige pathophysiologische Rolle von Leptin in diesem

Bereich.

Adipokine scheinen durch omentale Fettzellen produziert zu werden

Die Bedeutung von Adipokinen in peritonealer Flissigkeit bei Patienten mit
hepatischen Erkrankungen wurde als erstes von Giannini et al. Februar 2004 publiziert.
Es wurde eine Studie mit 16 Patienten mit dekompensierter Leberzirrhose mit sterilem
Aszites und der Messung der Leptinkonzentrationen in peritonealer Flissigkeit
durchgefuhrt. Giannini et al. stellten eine Korrelation zwischen Leptinkonzentrationen
im Serum und Aszites fest. Sie errechneten ein Serum/Aszites Verhaltnis von 1,85.
Dies wirde einem in vorliegender Arbeit angewandten SAR-Wert von 0,54
entsprechen. Da alle 16 Patienten eine hohere Leptinkonzentration im Aszites
aufwiesen, konnte die Schlussfolgerung gezogen werden, dass eine intraabdominelle
Produktion von Leptin zum pathophysiologischen Mechanismus und Erscheinungsbild
einer Leberzirrhose und Aszitesbildung beitragen kénnte (117). In vorliegender Arbeit
konnte diese Erkenntnis bestétigt werden. Ein SAR-Wert im Median in vorliegender
Arbeit von 0,6 wurde ermittelt und unterstreicht die Hypothese der Sezernierung von
Leptin durch intra-abdominelle peritoneale Adipozyten. Zuvor konnten experimentelle
Studien zeigen, dass omentale Adipozyten Leptin mRNA exprimieren und Leptin

synthetisieren, obwohl ihre Leptin Sekretionskapazitat niedriger ist, als jene von
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subkutanen Adipozyten (118;119). Klinische Studien gaben bisher Hinweise darauf,
dass Adipozyten der Peritonealhthle Leptin produzieren kénnten. Insbesondere wurde
gezeigt, dass sich die peritoneale Clearance von Leptin, bei Patienten mit chronischer
Niereninsuffizienz 1,6-mal hoher darstellte als erwartet (120). Bei Patienten, die
Peritonealdialyse bendtigen, war das Dialysat/Plasma Verhaltnis von Leptin doppelt so
hoch, als es auf Basis des Molekulargewichts von Leptin zu vermuten gewesen ware
(121). Es kann zusammengefasst werden, dass die omentale Produktion von Leptin
mit groRer Wahrscheinlichkeit zum metabolischen und pathophysiologischen Bild der

Leberzirrhose- und Aszitesentwicklung und -unterhaltung beitragt.

Erstmalige Detektion von Resistin und Visfatin in peritonealer Flissigkeit

Zwar existieren Erkenntnisse und Studien Uber die Beziehung von Leberzirrhose,
Peritonitis, hepatozellularem Karzinom und den Serumkonzentrationen von
Adipokinen, die Datenlage Uber Messungen im Aszites sind jedoch gering.
Daruberhinaus ist die Verbindung von Adipokinen in peritonealer Flissigkeit zu ihren
Serumkonzentrationen, sowie Zu klinischen-, anthropometrischen- oder
Laborparametern noch nicht erforscht worden. Aufgrund dieser Wissensliicke, erschien
es wichtig, in diesem Bereich neue Daten bereit zu stellen. Alle der untersuchten
Adipokine wurden reichlich in peritonealer Flissigkeit mit signifikanten Mengen

detektiert. Dies wurde bisher weder fir Resistin noch fur Visfatin demonstriert.

Bedeutung peritonealer Adipokine bei Patienten mit Leberzirrhose?

Jedes der Adipokine hatte einen spezifischen SAR (Adiponektin > Resistin > Visfatin >
Leptin). Wahrend der SAR fur Leptin und Resistin nicht von dem Vorhandensein oder
der Abwesenheit einer Leberzirrhose abhangig war, konnte gezeigt werden, dass der
SAR-Wert des Adiponektin bei Leberzirrhosepatienten erhéht und der SAR-Wert von
Visfatin signifikant erniedrigt war. Betrachtet man den SAR-Wert des Adiponektins in
Zusammenhang mit Leberzirrhose, so darf nicht der Schluss gezogen werden, dass
erhohte Serumkonzentrationen an Adiponektin fiir eine Leberzirrhose pradisponieren.
Das Gegenteil scheint der Fall zu sein. Rogers et al. fassten diese Erkenntnisse
zusammen. Eine steigende Anzahl an Daten beschreibt, dass eine zunehmende
Adiponektinproduktion im Fettgewebe und eine verringerte Expression an hepatischen

Adiponektin-Rezeptor (Adipo-R siehe 2.3.) mit der Entwicklung einer alkoholischen
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Leberzirrhose in mehreren Mausmodellen einhergeht. Weiter wurde in mehreren
Studien demonstriert, dass Adiponektin eine protektive Rolle in der Entwicklung einer
alkoholischen Leberzirrhose einnimmt. Der hepato-protektive Effekt von Adiponektin ist
dabei hauptsachlich auf die Koordinierung mehrerer Signalwege zurtickzufiihren, die in
der Leber zu erhOhter Fettsaureoxidation, reduzierter Lipidsynthese und damit einer
Pravention gegen Leberverfettung fihren (122). Umgekehrt konnte gezeigt werden,
dass Hypoadiponektindmie fir die Akkumulation von heptischem Fett und
moglicherweise fur den entziindungsassozierten fibrotischen Umbau in der Leber
verantwortlich ist (123-125). Es kann zusammengefasst werden, dass Adiponektin im
Serum in Bezug auf die Entwicklung einer Leberzirrhose einen anti-fibrosierenden
Faktor darstellt (126).

Nicht erhdhte Serumkonzentrationen an Adiponektin, sondern erniedrigte
Asziteskonzentrationen an Adiponektin lassen die erh6hten SAR-Werte bei Patienten
mit Leberzirrhose wahrscheinlich erklaren. Dies fuhrt zu dem Schluss, dass erniedrigte
Konzentrationen an Adiponektin im Aszites als Marker fir eine zirrhotische Genese des
Aszites dienen konnten. So bestdnde die Moglichkeit, dass niedrige Konzentrationen
an Adiponektin im Aszites flr eine portale Genese in Folge einer Leberzirrhose
sprechen, wahrend hohe Konzentrationen an Adiponektin im Aszites eine
Leberzirrhose unwahrscheinlich machen und eher auf eine kardiale oder maligne
Genese des Aszites hinweisen konnten. Gegen diese Vermutung spricht, dass
mdglicherweise die Konzentrationen an Adiponektin im Aszites bei malignen und
kardialen Erkrankungen ebenfalls erniedrigt sein kénnten. Studien hatten verringerte
Adiponektinkonzentrationen im Serum bei malignen Erkrankungen wie dem
kolorektalem Karzinom (127) und Prostatakarzinom (128), sowie
Koronararteriensklerose (129) gezeigt, so dass verringerte Adiponektinkonzentrationen
im Aszites ebenfalls moglich waren. Jedoch kdnnte hier moglicherweise der SAR-Wert
den entscheidenden Unterschied erbringen, sofern Leberzirrhose und -entziindung,
wie vorliegende Arbeit vermuten lasst, zu einer verringerten peritonealen Produktion an
Adiponektin  bzw. zur erhohten Resorption von Adiponektin durch peritoneale
Adipozyten fuhrt und dies bei kardialen und malignen Erkrankungen nicht der Fall
ware. Diese Hypothese konnte dadurch erklart werden, dass es weitreichend
anerkannt ist, dass Adiponektin ein anti-inflammatorisches Molekdl darstellt (130;131).
Bei Entzindungsprozessen in der Leber mit nachfolgenden zirrhotischen
Umbauvorgangen wirde man eher pro-inflammatorische Adipokine im Aszites
erwarten, wie in vorliegender Arbeit mit Resistin bei Patienten mit Peritonitis

demonstriert und umgekehrt eine Supprimierung und Verdrdngung von anti-
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inflammatorischen Molekilen, wie Adiponektin, annehmen. Da es bisher keine
weiteren Studien zu Messungen von Adiponektin im Aszites in diesem Bereich gibt,

waren hier weiterfihrende Untersuchungen notwendig.

Gleiches gilt fur die Messung von Visfatin in peritonealer Flussigkeit. Auch hier gibt es
keine vergleichenden Studien. Die niedrigen SAR-Werte scheinen in diesem Falle
jedoch Uberwiegend auf einen reduzierten Serumspiegel an Visfatin bei Patienten mit
versus ohne Leberzirrhose zurtickzufiihren sein. Jarrar et al. untersuchten eine Gruppe
von 95 Patienten (26 NASH, 19 ,simple steatosis* (SS), 38 ,obese control* (OC), 12
»,non-obese control* (non-0OC)) (132). Dabei wurden in den Gruppen NASH, SS und OC
signifikant hohere Visfatinkonzentrationen im Vergleich zu Non-OC festgestellt (132).
Dies Uberrascht nicht, da bereits tUbereinstimmend bekannt ist, dass Fettleibigkeit mit
hohem viszeralen Fettanteil zu erhdhter Visfatinproduktion fiihrt (91). Jedoch erbrachte
der Vergleich von Patienten mit NASH versus SS und OC deutlich erniedrigte
Konzentrationen an Visfatin in der NASH Gruppe (132). Es scheint, dass der
Entzindungsprozess in der Leber bei Patienten mit NASH, der in der Folge zu
zirrhotischem Umbau fuhren kann, mit verringerten Visfatinkonzentrationen im Serum
assoziiert ist. Dies ist insofern Uberraschend, da Ubereinstimmend bekannt ist, dass
Visfatin ein pro-inflammatorisches Molekul darstellt. Jarrar et al. stellten zudem fest,
dass IL-6, als pro-inflammatorisches Molekll bekannt, ebenfalls bei NASH Patienten
vermindert exprimiert wurde (132). IL-6 und Visfatin stehen wohl in unmittelbarem
Zusammenhang. So induziert Visfatin die Produktion von IL-6 in menschlichen CD14+
Monozyten, wahrend IL-6 fir die Regulation der Visfatin Genexpression in 3T3-L1
Adipozyten zustandig ist (132). Daraus kann gefolgert werden, dass sowohl Visfatin,
als auch IL-6 eine noch unbekannte Rolle in der Entwicklung einer NASH zukommen
konnte (132). Es scheint, dass der hepatoprotektive Effekt von IL-6 und damit
einhergehend von Visfatin bei Patienten mit NASH aufgehoben ist (132). Wenn man
bedenkt, dass NASH eng mit der Entwicklung einer Leberzirrhose in Zusammenhang
steht (133), Uberrascht es nicht, dass in vorliegender Arbeit die Visfatinkonzentrationen
im Serum bei Patienten mit Leberzirrhose ebenfalls signifikant erniedrigt waren und
damit auch der erniedrigte SAR-Wert bei Patienten mit Leberzirrhose auf die

verminderten Serumkonzentrationen an Visfatin zurtickgefuihrt werden kénnte.

Betrachtet man die Resistinkonzentrationen im Serum bei Patienten mit Leberzirrhose,
so stellten Yagmur et al. eine positive Korrelation zwischen Resistin auf der einen Seite
und systemischen Entzindungsmarkern (z.B. TNF oder CRP), Schweregrad der

Lebererkrankung und portaler Hypertension auf der anderen Seite fest. Diese Befunde
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korrelierten weiter mit dem Phanomen der Insulinresistenz bei Patienten mit
Leberzirrhose (134). Da in dieser Studie die Resistinkonzentrationen im Aszites nicht
gemessen wurden, erscheint die Interpretation dieser Befunde schwierig. Eine
eindeutige Korrelation zwischen Resistinkonzentrationen im Serum und dem Grad der
Leberzirrhose konnte im Rahmen dieser Arbeit nicht nachgewiesen werden. Eine
erhohte Resistinkonzentration im Serum konnten Kakizaki et al. ebenfalls bei Patienten
mit Leberzirrhose feststellen. Tsochatzis et al. beschreiben demgegeniiber eine
reduzierte Resistinkonzentration im Serum bei Patienten mit moderater oder schwerer
Leberfibrose (Stadium 4-6) (135). Diese Kontroverse unterstreicht die Bedeutung der
Messung von Asziteskonzentrationen und der damit einhergehenden Mdglichkeit der
Berechnung des SAR-Wertes. Es sei jedoch erwahnt, dass in der vorliegenden Arbeit
bei der Untersuchung des SAR-Wertes flr Resistin, im Unterschied zum SAR-Wert von
Adiponektin und von Visfatin, wie beschrieben, ebenfalls keine signifkante Korrelation

mit Atiologie oder Schweregrad einer Leberzirrhose bestand.

Eine Leberzirrhose ist mit verstarktem Katabolismus assoziiert, was wiederum zu
erhdohtem Energieverbrauch fiihrt (136). Niedrige Leptinkonzentrationen fihren zu einer
Energiekonservierung und einer anabolen Stoffwechsellage. Bei hohen
Leptinkonzentrationen besteht der umgekehrte Fall. Vorangehende Studien konnten
daher zeigen, dass zirkulierende Leptinkonzentrationen bei Patienten mit alkoholischer
Leberzirrhose erhéht sind (137-140). Henriksen et al. sahen als Erklarung vorrangig die
Kombination von verminderter renaler Eliminierung und erhdhter Freisetzung von
Leptin aus dem Fettgewebe an (138). Zwar wiesen in vorliegender Arbeit Patienten mit
alkoholischer Leberzirrhose héhere Serum- und Asziteskonzentrationen an Leptin im
Vergleich zu Patienten ohne Leberzirrhose auf, der Unterschied war jedoch gering und
nicht statistisch signifikant. Dies konnte dadurch erklart werden, dass ein anhaltender
Katabolismus jedoch ebenfalls zu Gewichtsverlust fiihrt und der Leptinspiegel eng mit
dem BMI korreliert ist. Es ware deshalb moglich, dass die Entwicklung einer Zirrhose
auch zu verminderten Leptinkonzentrationen fiihren kann. Dabei kénnte es aufgrund
einer anhaltenden negativen Energiebilanz, verursacht durch die Kombination von
reduzierter Energieaufnahme bzw. -verwertung und dem erhohten Verbrauch an
Energiereserven, ebenso zu einer Abnahme der Leptinkonzentrationen kommen, um
eine ausgeglichene Energiebilanz aufrecht erhalten zu kénnen. Diese Hypothese
konnte in vorliegender Studie bei Patienten mit viraler Hepatitis und langjéhriger
Erkrankung ebenfalls bestétigt werden. Die Leptinkonzentrationen im Aszites waren bei
Patienten, die an chronischer Hepatits B und C erkrankt waren, am niedrigsten,

wahrend sie bei Patienten mit kryptogener Leberzirrhose am hoéchsten waren. Der
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Unterschied zwischen Patienten mit kryptogener Leberzirrhose versus Patienten ohne
Leberzirrhose und viral bedingter Leberzirrhose war dabei statistisch signifikant. Wenn
man in Betracht zieht, dass die meisten Falle von kryptogener Leberzirrhose
wahrscheinlich mit NASH in Zusammenhang stehen sind, so liegt es nahe, dass die
erhohten Leptinkonzentrationen in dieser Gruppe durch eine vermehrte intra-
abdominelle Fettmasse und der gesteigerten Leptinproduktion durch omentale
Adipozyten erklart werden kdnnte. Tsochatzis et al. stellten fest, dass bei Patienten mit
Hepatitis B oder Hepatitis C induzierter Leberzirrhose, die Leptinkonzentrationen im
Serum verglichen mit Patienten mit NASH signifikant erniedrigt waren, was die

beschriebene Vermutung unterstreicht (135).

Beziuglich der Frage, inwieweit eine Adipokinexpression und Leberzirrhose
zusammenhangen, kann gefolgert werden, dass die vorliegende Arbeit eine eindeutige
Assoziation zwischen diesen beiden Variablen demonstriert. So geben nicht nur die
Konzentrationen an Adiponektin und Visfatin im Aszites und Serum, sowie
insbesondere deren SAR-Wert, Hinweise auf das Bestehen und die Entwicklung einer
Leberzirrhose. Leptinkonzentrationen scheinen zudem Informationen Uber die Genese
einer Leberzirrhose zu zeigen. Eine Kontroverse der bestehenden Studienlage zu
Serumkonzentrationen von Resistin und der Manifestation einer Leberzirrhose zeigen
die Bedeutung der Messung von Adipokinen in peritonealer Flissigkeit und der damit
verbundenen Madoglichkeit der Berechnung eines SAR-Wertes mit weitergehender
Information Uber lokale und systemische pathophysiologische Zusammenhange von

Adipokin und Lebererkrankung.

Peritoneale Adipokine als zukiinftige Markerproteine? Bedeutung bei Patienten mit
HCC?

Bei der Betrachtung des Parameters BMI stellte Leptin das einzige Adipokin dar, das
positiv. mit dem BMI korrelierte. Wahrend seit langem bekannt ist, dass sich die
Leptinkonzentrationen im Serum mit steigendem BMI ebenfalls erh6hen, wurde diese
Beziehung bisher nicht fir Konzentrationen im Aszites gezeigt. In der vorliegenden
Arbeit erreichte die Korrelation der Adiponektinkonzentrationen im Serum und dem BMI
ebenfalls statistische Signifikanz. Patienten mit einem BMI 225 kg/m? wiesen im Schnitt
doppelt so hohe Adiponektinkonzentrationen im Aszites auf, als Patienten mit BMI <25
kg/m®. Jedoch wurde keine statistische Signifikanz erreicht (p = 0,07). Diese

Beobachtung lasst sich am ehesten durch einen SAR Median von 0,6 bzw. einen SAR
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Mittelwert von 1,1 erklaren. Bei einem SAR-Wert Mittelwert von 1,0 ware die
Vorraussetzung geschaffen, den peritonealen Leptinwert ebenfalls als Marker fir
systemische metabolische Vorgédnge im menschlichen Kérper, wie exemplarisch den

BMI, einzusetzen.

Bei der Frage inwieweit Adipokine als potentielle Markerproteine flr eine peritoneale
Tumorausbreitung dienen kénnten, ergaben die Korrelationsanalysen bei Patienten mit
versus ohne HCC in Bezug auf Serum-, Asziteskonzentrationen oder SAR-Wert der
einzelnen Adipokine keine signifikanten Korrelationen. Die Adipokine Leptin und
Adiponektin sind bis dato die beiden einzigen Adipokine zu denen Untersuchungen in

Verbindung mit malignen Tumoren vorliegen.

Buyukberber et al. fuhrten bisher als einzige Messungen zu Leptin im Aszites bei
malignen Erkrankungen durch und beschrieben in einer Untersuchung mit 97 Personen
(35 Tumorerkrankung, 30 Leberzirrhose, 12 Tuberkulose und 20 gesunde Kontrollen)
eine signifikante Abnahme der Leptinkonzentrationen im Serum und Aszites bei
Patienten mit malignen Tumorerkrankungen versus kranken und gesunden Kontrollen
(141). Der Unterschied war dabei zwischen der Gruppe mit maligner Erkrankung und
Tuberkulose am grofRten. Als Erklarung fur erniedrigte Leptinkonzentrationen bei
Patienten mit Tumorerkrankungen konnte eine durch den Tumor produzierte
Freisetzung von Mediatoren sein, die die Leptinsekretion hemmen kénnte. Weiter liegt
es nahe, dass ebenso eine Gewichtsabnahme im Zuge von Untererndhrung und
Tumorkachexie zu verminderten Leptinkonzentrationen flihren kann. Leptin wurde
deshalb von Buyukberber et al. als Marker zur Unterscheidung eines benignen von
einem malignen Aszites vorgeschlagen (141). Ein Erklarungsansatz warum es keinen
Unterschied in den Gruppen HCC versus Nicht-HCC in vorliegender Arbeit gegeben
hat, wéare eine unterschiedliche BMI-Verteilung zwischen der HCC und Nicht-HCC
Gruppe. Es ist bekannt, dass ein erhOhter Korperfettanteil mit einem steigenden
Leptinwert einhergeht (31;33;35). Da in dieser Arbeit die Patientengruppe mit HCC
einen um 2,1 Prozentpunkte héheren BMI aufwies als die Vergleichsgruppe, liegt der
Schluss nahe, dass die Gruppe mit HCC BMI-bedingt von Grund auf héhere
Leptinspiegel aufwies und die Hypothese einer Leptinsupprimierung wie sie
Buyukberber et al. bei malignen Erkrankungen beschreiben, in diesem Falle zu
ausgeglichenen Werten zwischen den beiden Gruppen gefuhrt haben konnte. Ein
weiterer Grund konnte sein, dass in der Untersuchung von Buyukberber et al.
Uberwiegend gynakologische Tumorentitdaten in die Untersuchung mit einbezogen

wurden und kein Fall eines HCC. Wang et al. stellten in einer Studie mit 31
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Leberzirrhosepatienten mit HCC, 26 Leberzirrhosepatienten ohne HCC und 25
Kontrollen leicht erhohte Leptinkonzentrationen im Serum in den Gruppen
Leberzirrhose mit HCC und ohne HCC versus Kontrollen fest, jedoch keine
Unterschiede zwischen den ersten beiden genannten Gruppen. Sie folgerten daraus,
dass eine Assoziation zwischen der Entwicklung eines HCC und Leptinkonzentrationen
im Serum unwahrscheinlich scheint (142). Auch die vorliegende Arbeit unterstitzt am
ehesten diese These. Dennoch scheint Leptin in der Pathogenese des HCC beteiligt zu
sein. Ribatti et al. beschreiben, dass eine verstéarkte Rezeptordichte an Leptin ,Obese-
Rezeptor” Ob-R (siehe 2.2.) mit Angiogenese und Tumorprogression bei Patienten mit
HCC vergesellschaftet ist und dass ein Anti-Leptin-Antikbrper Einfluss auf die
angiogenetische Tumoraktivitéat bei HCC haben kann (143). Die Untersuchungen von
Wang et al. bestdtigen diese Erkenntnis, darlberhinaus konnten Wang et al.
feststellen, dass eine hohe Ob-R Dichte mit hdheren Uberlebenszeiten bei HCC
assoziiert ist, wenngleich eine verstarkte Leptinrezeptorexpression einen HCC-
begilnstigenden Faktor darstellt (144). Weitere spezifische Tumorentitdten konnten mit
erhdhten Leptinkonzentrationen im Serum in Zusammenhang gebracht werden. Hoda
et al. zeigten, dass chronisch erhdhte Leptinkonzentrationen das Wachstum von
Prostatakrebs via ,Mitogen-activated Protein Kinase® (MAPK) und ,Phosphoinositid-3-
Kinase“ (PI3-K) Signalweg verstarken kdnnen (145). Damit besitzt Leptin die Fahigkeit
mitogene und anti-apoptotische Signalwege zu beeinflussen und kénnte ein Ziel fur
zukunftige  pharmakologische Krebstherapie darstellen (145). Dass eine
Zellproliferation von Prostatakarzinomzellen durch erhdhte Leptinkonzentrationen
verstarkt werden kann, konnte bereits durch Somasunder et al. beobachtet werden
(146). Leptin erhohte zudem das Wachstum und die Metastasierungsfahigkeit, sowohl

beim cholangiozellularen Karzinom (147), als auch beim kolorektalem Karzinom (148).

Bisher gibt es keine vergleichenden Untersuchungen von Adiponektinkonzentrationen
im Serum und Aszites bei Patienten mit HCC. Jedoch konnte in Untersuchungen in
Zusammenhang mit dem Prostatakarzinom festgestellt werden, dass bei Patienten, die
sich einer radikalen Prostataektomie unterzogen, niedrigere
Adiponektinkonzentrationen im Serum mit héhergradigem Prostatakarzinom assoziiert
waren (149). Weiter sind Adiponektinkonzentrationen im Serum bei Patienten mit
Mammakarzinom (150-152), Endometriumkarzinom (153), Magenkarzinom (154) und
kolorektalem Karzinom (155) vermindert. Es kann deshalb zusammengefasst werden,
dass Adiponektin eine biologische Verbindung zwischen Fettleibigkeit und erhéhtem
Tumorrisiko darstellt (156;157). Adiponektin kénnte ein Krebsrisiko durch seinen

bekannten Effekt auf die Insulinresistenz erzeugen. Mdglicherweise hat es auch
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direkten Einfluss auf den Tumor (156). Fettleibigkeit ist ein Risikofaktor bei der
Entwicklung der eben genannten Karzinome. Ein HCC ist dagegen nicht
typischerweise mit Fettleibigkeit assoziiert, so dass hier mdglicherweise zirkulierende
Adiponektinkonzentrationen einen geringeren Einfluss auf die Tumorentwicklung und -
progression besitzen und deshalb auch in vorliegender Arbeit keine signifikanten
Korrelationen in der Subgruppenanalyse HCC versus Nicht-HCC und
Adiponektinkonzentrationen bestanden. Interessant in diesem Zusammenhang ware
die Untersuchung einer Population von Patienten mit HCC, die im Rahmen einer NASH
ein HCC entwickelt haben. Hier ware es plausibel, dass Adiponektin einen relevanten
Faktor in der Tumorentwicklung spielen kdnnte. Dies ist um so mehr von Bedeutung,
wenn man bedenkt, dass angesichts der steigenden Zahl an fettleibigen Personen und
Typ-2 Diabetikern das Risiko fir ein NASH-assoziiertes HCC mit groRRer
Wahrscheinlichkeit weiter ansteigen wird (158). Ma et al. beobachteten bereits, dass
verminderte Adiponektinexpression eine Rolle in der Entwicklung einer ,non-alcoholic
fatty liver disease“ (NAFLD), von einfacher Leberverfettung hin zu NASH spielt (159).
Adachi et al. konnten demgegeniber zeigen, dass der T-cadherin Rezeptor von
Adiponektin (siehe 2.3) selektiv in Endothelzellen von Kapillaren bei HCC Patienten
exprimiert wird (160). Die Expression steigt dabei mit Tumorprogression an (160). Es
konnte gefolgert werden, dass der T-cadherin Rezeptor und eine Adiponektinbindung
eine wichtige Rolle in der Angiogenese des HCC und weiteren Signalwegen darstellen
konnten (160).

Einflussnahme von Adipokinen auf peritoneale Entziindungsprozesse?

Bei allen Adipokinen, aul3er bei Resistin, lag eine signifikante Korrelation zwischen
Serum- und Asziteskonzentrationen vor. Dies liegt mdglicherweise daran, dass eine
lokale peritoneale Entzindung eine entscheidende Variable darstellt, die
Resistinkonzentrationen in peritonealer Flissigkeit beeinflusst und somit zu einem
Ungleichgewicht zwischen Serum- und Asziteskonzentration fiihren kann. Da Resistin
ein kleines Molekidl (12,5 kDa) ist, konnte die Entzindung des Peritoneums die
Permeabilitat von Resistin aus dem peripheren Blutstrom in die Peritonealhdhle
beschleunigen. Die Subgruppenanalyse zeigte bei Patienten mit Peritonitis signifikant
hohere Resistinkonzentrationen im Aszites im Vergleich mit Patienten ohne Peritonitis.
Weiterhin waren Serum- und Asziteskonzentrationen an Visfatin nicht nur positiv
untereinander  korreliert, sondern taten dies ebenfalls mit systemischen

Entzindungsmarkern wie CRP und peripherem weil3en Blutbild. Es scheint, dass
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Resistin einen lokalen Entziindungsmarker reprasentiert, wahrend Visfatin das
Ausmald des systemischen Entziindungsprozess darstellt. Diese Beobachtung kdnnte
durch drei Hypothesen erklart werden. Visfatin, ein 52 kDa schweres Molekil, kénnte
bei Entziindungsprozessen weniger permeabel als Resistin sein. Peritoneale
Adipozyten konnten auf den Entziindungsreiz mit einer unterschiedlich hohen
Ausschittung an Resistin und Visfatin reagieren und konnten weiter diese in
verschiedenem Mal3e rickresorbieren. Otero et al. stellten fest, dass bei Patienten mit
rheumatoider Arthritis die Visfatinkonzentrationen im Serum anstiegen. Demgegeniber
blieben die Resistinkonzentrationen im Serum im Vergleich mit der gesunden
Kontrollgruppe unverdndert (161). Lago et al. folgerten, dass Resistinkonzentrationen
im Serum die hohen lokalen Konzentrationen innerhalb des Gelenks nicht
wiederspiegeln (162). Dies unterstreicht, in Zusammenschau mit den Beobachtungen
dieser Arbeit, die Bedeutung von Visfatin als mdoglicher systemischer
Entzindungsmarker, wahrend Resistin  scheinbar spezifisch im lokalen
Entzindungereich von Bedeutung ist. Bei Patienten mit Peritonitis kdnnte demnach
Resistin als peritonealer Entziindungsmarker dienen. Dennoch sei in Erinnerung
gerufen, dass Resistin und Visfatin die beiden einzigen Adipokine waren, die
untereinander  beziglich  Serum- und  Asziteskonzentrationen  korrelierten.
Zusammenfassend kann die Schlussfolgerung gezogen werden, dass der lokale
intraabdominelle Entzindungsprozess in diesem Zusammenhang die wichtigste

Variable zu sein scheint.

Ein frihes und verlassliches diagnostisches Kriterium flr Patienten mit akuter
Peritonitis ohne typische Kklinische Symptome ware von grol3er Bedeutung (163).
Wahrend den ersten Tagen einer Peritonitis ist die Diagnosesicherung basierend auf
peritonealer Pleozytose, neutrophiler Granulozytose und Entzindungsmarkern wie
CRP oder IL-6 in nicht allen Féllen effizient (163). Aus diesem Grunde ware die
Etablierung von zusatzlichen verlasslichen und sicheren Markern im Aszites
winschenswert. Nicht nur bei Patienten mit einer Peritonitis und zugrundeliegender
Lebererkrankung, sondern ebenfalls bei Patienten mit Peritonealdialyse wéare ein
diagnostischer Marker von grof3er Bedeutung. Kolonko et al. evaluierte aus diesem
Grunde 47 Patienten mit Peritonealdialyse (24 davon mit Peritonitis, bestatigt durch
klinische oder mikrobiologische Tests und 23 davon ohne Zeichen und Symptome
einer Entzindung) hinsichtlich der Adiponektin- und Leptinkonzentrationen im Serum
und Aszites. In der Peritonitisgruppe konnten deutlich erh6hte Werte (insbesondere) an
Adiponektin und (in zweiter Linie) an Leptin im Aszites ohne Veranderung der

Serumparameter festgestellt werden. Experimentell existiert in diesem Zusammenhang
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bisher lediglich eine Untersuchung. Bei Zymosan-induzierter peritonealer Entziindung
kam es bei Méausen nach zwei Stunden zu einer Verdopplung der
Resistinkonzentrationen im Aszites bzw. nach sechs Stunden zu einer Verdreifachung
des Resistinausgangswertes, ehe nach 24h sich der Resistinwert wieder dem
Ausgangshiveau annéherte. Die Resistinkonzentrationen im Serum anderten sich
dagegen kaum. Dies unterstiizt die Vermutung, dass es sich bei Resistin um einen
lokalen, peritonealen und weniger um einen systemischen Entzindungsmarker
handelt. Im Unterschied dazu konnte bei Adiponektin keine Zymosan-induzierte
Erhéhung des Ausgangswertes im Aszites erreicht werden, es wurde gar ein leicht

abnehmender Trend bei den Serumwerten festgestellt (164).

Weitere Studien wéren notwendig, um die Verlasslichkeit von Resistins und Visfatin in
Bezug auf die Diagnosestellung einer peritonealen Entziindung zu Uberprifen.
Dennoch kann zum einen gefolgert werden, dass Adipokine mit grofer
Wahrscheinlichkeit Einfluss auf den peritonealen Entziindungsprozess nehmen, zum
anderen dass die Einflussnahme ebenfalls von der Ursache der Peritonits abhangen
kbnnte. Da unter den Adipokinen Resistin am ehesten als ein lokaler
Entzindungsmarker angesehen werden dirfte und die pro-inflammatorische Wirkung
von Resistin bereits weitreichend anerkannt ist, demonstriert die vorliegende Arbeit,
dass sich unter den Adipokinen Resistin wohl am ehesten als peritonealer
Entzindungsmarker eignen konnte. Sollte sich jedoch Resistin als friihzeitiger Marker
einer Peritonitis als zu wenig sensitv oder zu unspezifisch erweisen, so bleibt dennoch
die spannende Frage, inwieweit durch Modulierung oder Supprimierung der
Resistinexpression eine therapeutische Unterdriickung des Entziindungsprozesses bei

Patienten mit Peritonitis moglich ware.

6. Zusammenfassung

Die vorliegende Klinisch prospektive und experimentelle Arbeit gibt Einblicke in die
Rolle viszeraler Adipokine bei gastrointestinalen Erkrankungen mit und ohne
entztndliche Komponente und er¢ffnet ein neues Forschungsgebiet im Bereich der
Gastroenterologie und Hepatologie. Im Rahmen einer 1,5-jahrigen (10/06 — 05/08)
Sammlung und Charakterisierung eines Patientenkollektivs, insbesondere im Bereich
der Klinik und Poliklinik fir Innere Medizin |, aber ebenso mit freundlicher
Unterstiitzung der Kliniken und Polikliniken der Inneren Medizin I,

Hamatologie/Onkologie und Strahlentherapie, gelang es 128 Patienten in die Studie
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aufzunehmen, wovon 96 die Einschlusskriterien erfillten. Die Verbindung von
Adipokinen in peritonealer Flussigkeit zu ihren Serumkonzentrationen, sowie
klinischen-, anthropometrischen- oder laborchemischen Parametern ist bisher noch
nicht erforscht worden. Bezuglich der Eingangshypothese ,Adipokine konnten durch
peritoneales intra-abdominelles Fettgewebe sezerniert werden® konnte die Erkenntnis
gewonnen werden, dass nicht nur alle Adipokine im Aszites in signifikanten Mengen
detektiert werden konnten, sondern ebenso, dass eine peritoneale Produktion von
Adipokinen durch omentale Adipozyten als sehr wahrscheinlich anzunehmen ist. Die
pro- und anti-inflammatorischen Eigenschaften der Adipokine sind bisher am ehesten
fir Resistin und Visfatin, als Uberwiegend pro-inflammatorische Proteine, und
Adiponektin, als weitestgehend anti-inflammatorisches Protein, untersucht. Jedoch
wurde bisher nicht demonstriert, dass Adipokine ebenfalls einen wichtigen Beitrag in
der Kontrolle einer intraabdominellen Entziindung leisten kdnnten. Insbesondere
Resistin scheint als lokaler peritonealer Entzindungsmarker in Frage zu kommen,
wahrend Visfatin mit systemischen Entziindungsparametern wie CRP und peripherem
weilRen Blutbild korreliert. In der Differenzierung der Genese des Aszites vermag
Adiponektin mdglicherweise am ehesten zwischen portalem oder nicht-portalem
Aszites unterscheiden zu konnen, wenngleich diese Hypothese noch nicht n&her
untersucht wurde. Die Versuche der Etablierung eines Tumormarkers unter den
Adipokinen stehen noch am Anfang, auch in vorliegender Arbeit konnte keine
Korrelation zwischen HCC-Patienten und Adipokinkonzentrationen gefunden werden.
Jedoch scheinen in verstarktem Maf3e die Endothelzellen der Kapillaren eines HCC mit
Adipokinrezeptoren (Leptinrezeptor Ob-R und Adiponektinezeptoren Adipo-R)
ausgestattet zu sein und kénnen damit Einfluss auf Progression und Wachstum des
Tumors sowie Patienteniberlebenszeit nehmen. Der Leptinwert konnte zudem das
Potential haben, als Marker fir systemische metabolische Vorgéange im menschlichen
Kdrper, exemplarisch dem BMI, zu wirken. Es konnte der bekannte Zusammenhang
zwischen Leptinkonzentrationen im Serum und dem BMI in dieser Arbeit bestatigt
werden. Jedoch konnte zudem eine Korrelation zwischen der Leptinkonzentration im
Aszites und dem BMI gezeigt werden. In der vorliegenden Arbeit konnte ferner
demonstriert werden, dass sowohl das Vorhandensein, als auch die Abwesenheit einer
Leberzirrhose die verschiedenen Adipokinkonzentrationen beeinflusst. Weiter scheint
sich die Genese der Leberzirrhose unterschiedlich auf die Adipokinexpression
auszuwirken. Sowohl der aufgezeigte Zusammenhang zwischen Adipokinen und
Leberzirrhose, als auch das Zusammenspiel von Adipokinen und der Entstehung einer

Peritonitis ertffnet die Hypothese, dass die Entwicklung neuer Strategien, die auf das
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Adipokinsystem Einfluss nehmen konnten, zur Verzdgerung der Entwicklung einer
Leberzirrhose oder einer Peritonitis beitragen konnten. Aus diesem Grunde sollten
zukunftige klinische Studien und experimentelle Grundlagenforschung die Rolle des
viszeralen Fettgewebes und die einzelnen Adipokinen bei Lebererkrankungen, portaler

Hypertension und wahrend abdomineller Entziindung naher untersuchen.
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MAPK Mitogen-activated Protein Kinase

NAD Nicotinamid adenine dinucleotide
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SOCS 3 Suppressor of cytokine signaling
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STAT5 Signal transducer and activator of transcription 5
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Tab. Tabelle

TGF-B Transforming growth factor-
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UCP Uncoupling Protein (Hier: Spaltprodukt Norephinephrin)
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VCAM-1 Vascular cell-adhesion molecule 1

VLDL-c Very-low-density lipoprotein-cholesterol
ZAG Zink-(alpha)-2-Glycoprotein
z.B. Zum Beispiel
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