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ABKURZUNGEN

CFU colony forming units

GNB gramnegative Bakterien

MLK mesenteriale Lymphknoten

SBP spontan bakterielle Peritonitis

anti-DBH-SAP-Immunotoxin anti Dopamin B-Hydroxylase Saporin-
Immunotoxin

Zirr Zirrhosegruppe (Versuchsgruppe)

Zirr-SE Zirrhosegruppe mit Sympathektomie
(Versuchsgruppe)

Kon Kontrollgruppe (Versuchsgruppe)

Kon-SE Kontrollgruppe mit Sympathektomie

(Versuchsgruppe)




1. EINLEITUNG

1.1 Bakterielle Infektionen im Rahmen der Grunderkrankung Leberzirrhose

Bakterielle Infektionen stellen fiir Patienten mit fortgeschrittener Leberzirrhose eine hiufige

12 Fiir Patienten mit

und oft lebensbedrohliche Komplikation ihrer Erkrankung dar.
fortgeschrittener Leberzirrhose, die stationdr aufgenommen werden, zeigen aktuelle Studien
eine Privalenz bakterieller Infektionen von 32-34%, wobei die Atiologie der Leberzirrhose
eine untergeordnete Rolle spielt.* * Ein fortgeschrittenes Stadium der Leberzirrhose geht dabei
mit einem hoheren Risiko fiir bakterielle Infektionen einher.’ Die Mortalitit von
Leberzirrhosepatienten im Rahmen einer bakteriellen Infektion liegt bei 15% und ist damit
mehr als doppelt so hoch wie die Mortalitit von Leberzirrhosepatienten ohne Infektion.?

Bedeutend ist dariiber hinaus, dass Infektionen in 30-50% der Fille direkt ursachlich fiir das

Versterben von Patienten mit Leberzirrhose sind.’

Als hiufigste bakterielle Infektionen treten bei Patienten mit fortgeschrittener Leberzirrhose
die spontan bakterielle Peritonitis, Harnwegsinfektionen, Pneumonien und eine spontane

* ® Die spontan bakterielle Peritonitis ist eine Infektion, die fast

Bakteriimie auf.>
ausschliefSlich bei Leberzirrhose auftritt, wihrend eine bakterielle Infektion von Aszites im
Rahmen eines malignen Geschehens bzw. eines nephrotischen Syndroms eine Raritét
darstellt.” Auch nimmt die spontan bakterielle Peritonitis durch ihre Definition eine
Sonderstellung ein, da sie als bakterielle Infektion eines vorbestehenden Aszites definiert
wird, ohne dass im Gegensatz zur sekunddren bakteriellen Peritonitis eine abdominelle
Hohlorganperforation nachgewiesen werden kann.

Uberwiegend sind gramnegative Darmbakterien Ausloser von Infektionen im Rahmen der
Grunderkrankung Leberzirrhose, jedoch werden zunehmend auch grampositive Kokken als
Infektionserreger nachgewiesen.® So konnte gezeigt werden, dass bereits 2002 fiir Infektionen
bei Leberzirrhosepatienten in bis zu 53% der Fille grampositive Kokken verantwortlich sind.*
Bei nosokomialen Infektionen bei Patienten mit Leberzirrhose finden sich in ca. 60%
grampositive Kokken als Erreger.' Grampositive Erreger lassen sich besonders bei
Leberzirrhosepatienten nachweisen, die auf der Intensivstation behandelt werden bzw. bei
Patienten, bei denen invasive Eingriffe durchgefiihrt wurden.* Es wird angenommen, dass
invasive Therapien wie endoskopische Ligaturbehandlung und interventionelle radiologische

Eingriffe fiir die angestiegene Haufigkeit grampositiver Infektionen eine Rolle spielen.’



1.2 Pathophysiologie der Infektionsanfalligkeit bei Leberzirrhose und Therapieansitze

Die Ursache fiir die im Rahmen der Leberzirrhose beobachtete Infektionsanfélligkeit scheint
multifaktoriell bedingt zu sein und verschiedenste pathogenetisch bedeutende Verdnderungen

sind bei Leberzirrhosepatienten beschrieben.

Das Auftreten einer bakteriellen Translokation wird speziell in der Pathogenese der spontan
bakteriellen Peritonitis als wesentlicher Schritt angeschen.'®"® Definiert ist die bakterielle
Translokation als Streuung von Bakterien oder bakteriellen Produkten aus dem Darmlumen in
mesenteriale Lymphknoten oder extraintestinale Organe ohne Vorliegen einer Verletzung des
Darms.'* Jedoch wird zunehmend deutlicher, dass zwischen bakterieller Translokation als

15, 16

physiologischem Phidnomen und pathologischer bakterieller Translokation differenziert

werden muss."> Dabei wird davon ausgegangen, dass ein Nachweis von Darmbakterien in

1516 ynd erst,

mesenterialen Lymphknoten unter physiologischen Bedingungen mdglich ist
wenn darauf eine lokale oder systemische Entziindungsantwort ausgelost wird, eine
pathologische bakterielle Translokation vorliegt."” So wird vermutet, dass in der Pathogenese
der bakteriellen Translokation bei Leberzirrhose zusitzlich zu Faktoren wie intestinaler

17-19

bakterieller Uberwucherung'”™"’, intestinaler Hypomotilitit**>

und einer gesteigerten

Permeabilitit der intestinalen Mukosa>>™>’

auch Verdnderungen der angeborenen und
erworbenen Abwehr eine entscheidende Rolle spielen konnten.'> Erst dadurch, so wird
vermutet, resultiert aus dem physiologischen Phanomen der bakteriellen Translokation eine
pathologische bakterielle Translokation.'” In diesem Zusammenhang bleibt bisher unklar, ob
die Abwehrmechanismen im Rahmen einer gesteigerten intestinalen Permeabilitdt auf Ebene
der intestinalen Mukosa nicht greifen, woraus dann eine Infektion der mesenterialen
Lymphknoten resultiert oder ob erst innerhalb der mesenterialen Lymphknoten eine
pathologische  bakterielle  Translokation stattfindet, wenn auf dieser Ebene
Abwehrmechanismen nicht physiologisch funktionieren und somit eine Ausbreitung von
Bakterien iiber den Ductus thoracicus bis in die systemische Zirkulation moglich ist."’

Die Hypothese des Phdnomens einer pathologisch gesteigerten bakteriellen Translokation
wird unterstiitzt durch die Beobachtung, dass im Tierexperiment mit immunsupprimierten
Mausen fiir translozierte Bakterien eine systemische Ausbreitung mdglich ist und dies zur
Sepsis fiihren kann.?® Ebenfalls wurde an Mausen gezeigt, dass die chirurgische Entfernung
von mesenterialen Lymphknoten mit einer Invasion der Erreger in die Milz assoziiert ist und

eine systemische Entziindungsantwort ausgelost wird.”” Diese Daten unterstreichen die



moglicherweise wichtige Rolle eines intakten Immunsystems um das Phidnomen der

bakteriellen Translokation in physiologischen Grenzen zu halten.

Therapeutisch wurde versucht das Wissen iiber die Zusammenhénge zwischen bakterieller
Translokation und spontan bakteriellen Infektionen zu nutzen um die Morbiditdt und
Mortalitdt von Leberzirrhosepatienten durch bakterielle Infektionen zu reduzieren. So konnte
gezeigt werden, dass eine selektive intestinale Dekontamination durch Gabe von
Fluorchinolonen als Primdrprophylaxe bakterieller Infektionen bei Leberzirrhosepatienten
wirksam ist.”® ?° Jedoch wurden Studien zur Primérprophylaxe mit Gyrasehemmern kritisiert
und bedeutender, auch Antibiotika-resistente Bakterienstimme zwingen dazu, andere
Methoden zur Infektionsprophylaxe im klinischen Kontext einzusetzen.* ** *' So konnte
gezeigt werden, dass auch eine Beeinflussung der intestinalen Hypomotilitdt durch das
prokinetisch wirkende Cisaprid bei Zirrhoseratten die bakterielle Translokation reduziert’
und beim Menschen eine Kombinationstherapie mit Norfloxacin und Cisaprid die Inzidenz
der spontan bakteriellen Peritonitis senkt.>

Im Experiment mit Zirrhoseratten konnte aulerdem gezeigt werden, dass auch der B-Blocker
Propranolol die intestinale Motilitdt steigert und eine bakterielle Translokation signifikant
reduziert.”* Der nichtselektive B-Blocker Propranolol wird bei Leberzirrhose allgemein
verwendet um die portale Hypertension zu behandeln, wobei nicht alle Patienten mit einem
hiamodynamischen Ansprechen reagieren.” Interessanterweise konnte in einer Meta-Analyse
von 2009 gezeigt werden, dass Propranolol bei Patienten mit Leberzirrhose — unabhéngig von
hdmodynamischen Verbesserungen — zur Prophylaxe einer spontan bakteriellen Peritonitis bei
Leberzirrhosepatienten mit Aszites wirksam ist.”® Dadurch stellt sich in puncto
Infektionsprophylaxe bei Leberzirrhosepatienten moglicherweise eine neue Therapieoption
dar, ohne dass bisher geklart werden konnte auf welcher Ebene — intestinale Motilitdt und
bakterielle Translokation oder angeborene und erworbene Immunitdt - Propranolol in die

Immunabwehr bei Leberzirrhose eingreift.

Im Folgenden sollen daher Verdnderungen der angeborenen und erworbenen Immunitét bei
Leberzirrhose dargestellt werden, da fiir Leberzirrthose postuliert wurde, dass aus dem
physiologischen Phdnomen der bakteriellen Translokation erst ein pathologisches Phdnomen
wird, weil Abwehrmechanismen nicht angemessen funktionieren.”” Insgesamt ist die

Pathophysiologie auf dieser Ebene weit weniger verstanden als das Phdnomen der bakteriellen



Translokation, sodass hier mogliche therapeutische MaBBnahmen ldngst nicht vergleichbar

untersucht sind wie Mallnahmen zur Beeinflussung der bakteriellen Translokation.

Allgemein erfolgen Erkennung von Pathogenen und Aktivierung der Immunabwehr zunéchst
iiber das angeborene, unspezifische Immunsystem. Hierbei werden unverdnderliche Merkmale
der Pathogene, die sogenannten pathogen-associated molecular patterns (PAMPs), unter
anderem iiber Toll-like Rezeptoren (TLRs) auf Zellen der angeborenen Immunitit erkannt.*’
Die Aktivierung von intrazelluldren Signalkaskaden, die je nach Pathogen und Immunzelle
sehr unterschiedliche Adaptermolekiile beinhaltet, endet unter anderem in der Aktivierung
von NF-kB, einem zentralen Transkriptionsfaktor der angeborenen Immunitit.*” Letztlich
resultiert die Freisetzung von Zytokinen, Chemokinen und antimikrobiellen Peptiden.
Mittlerweile sind beim Menschen insgesamt 10 Rezeptoren bekannt, die zur Familie der Toll-
like Rezeptoren gerechnet werden und in unterschiedlichem MaBle durch PAMPs
gramnegativer und grampositiver Bakterien sowie von Viren aktiviert werden.*’

Bereits auf dieser ersten Ebene der Immunabwehr sind mit der Beschreibung einer
Uberexpression von TLR 2 und einer Downregulation von TLR 4 auf den Blutmakrophagen
bei Leberzirrhosepatienten Verdnderungen nachgewiesen.*® * Bisher bleibt die funktionelle
Bedeutung dieser Beschreibung unklar, jedoch wird vermutet, dass diese Verdnderungen zur
LPS-Toleranz bei Leberzirrhose beitragen konnten.*™ *° Andererseits lassen erhéhte Spiegel
des Zytokins tumor necrosis factor (TNF) bei Leberzirrhosepatienten annehmen, dass ein

erster Schritt der Aktivierung der angeborenen Immunabwehr durchaus erfolgt.*°

Ein weiterer entscheidender Schritt der angeborenen Immunitédt ist die Phagozytose von
Pathogenen durch Phagozyten wie neutrophilen Granulozyten und Makrophagen, die
einerseits zellulér tiber Toll-like Rezeptoren und Ausschiittung von Mediatoren vermittelt ist,
andererseits durch humorale Komponenten des Komplementsystems ausgelost wird.*' Dass
ein gestorter Phagozytoseprozess zu vermehrten Infektionen fiihren kann, wurde fiir
42,43

unterschiedliche Erkrankungen gezeigt.

Untersuchungen zur Phagozytoseleistung bei Leberzirrhose zeigen, dass sowohl bei

44-49 50, 51

Patienten als auch in Tiermodellen mit fortgeschrittener Zirrhose eine verminderte
Leistung der polymorphonukledren Neutrophilen (PMN) nachzuweisen ist. Dies konnte fiir
PMN des Blutes**” * 3! als auch fiir gewebsstindige PMN gezeigt werden® *” °'. Jedoch

werden diese Ergebnisse kontrovers diskutiert. So beschreiben Kirsch et al. beispielsweise
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eine reguldre Phagozytoseaktivitit bei Patienten mit stabiler, unkomplizierter Leberzirrhose,
sodass gefolgert werden konnte, dass Patienten mit unkomplizierter Leberzirrhose von

Patienten mit fortgeschrittener Zirrhose zu unterscheiden sind.”

Entscheidend fiir eine funktionierende Immunitét ist auch das Komplementsystem, bei dem
mehr als 20 Serumproteine kaskadenartig aktiviert werden und letztlich der
Membranangriffskomplex (membrane attack complex, MAC) gebildet wird, der durch
Porenbildung zum Zelltod der Pathogene fiihrt beziehungsweise der infizierten Zellen im
Organismus.™ Ebenfalls bedeutend ist, dass das Komplementsystem an der Vermittlung der
Chemotaxis von Entzlindungszellen und der Phagozytose durch Monozyten und Neutrophile
beteiligt ist.”* Weiterhin wird zunehmend klarer, dass das Komplementsystem auch fiir die
Regulation der erworbenen Immunitit bedeutend ist.”

Mehrheitlich werden Komplementfaktoren von der Leber synthetisiert.’® Es konnte
nachgewiesen werden, dass bei Leberzirrhosepatienten die Komplementkonzentration

verringert ist, insbesondere die des Faktors C3 °" %

, was allgemein mit rekurrierenden
schweren Infektionen durch grampositive und gramnegative Erreger assoziiert ist.”” So wurde
gezeigt, dass eine erniedrigte C3-Konzentration des Serums Patienten mit alkoholischer
Leberzirrhose fiir Infektionen préidisponier‘[60 und dass eine erniedrigte C3-Konzentration im

Aszites haufiger mit einer spontan bakteriellen Peritonitis einhergeht.’

Die Physiologie der erworbenen Immunitdt erscheint noch weitaus komplexer als die der
angeborenen Immunitit und die gegenseitige Beeinflussung der beiden Seiten ist bis heute ein
Gebiet intensiver Forschung. Entscheidend ist, dass im Rahmen der erworbenen Immunitit
spezifisch Pathogene eliminiert werden wofiir unter anderem Antikorper wichtige Effektoren
sind. Zum anderen vermittelt die erworbene Immunitit ein immunologisches Gedachtnis. Auf
zelluldrer Ebene wird die erworbene Immunitit durch antigenpriasentierende Zellen (antigen-
presenting cells, APCs), T- und B-Lymphozyten vermittelt.

Fiir Leberzirrhosepatienten zeigen in vivo Experimente eine gestorte T-Zell Funktion, was
klinisch mit dem héufig fehlenden Ansprechen auf eine Impfung bei Leberzirrhose in
Zusammenhang gebracht wird.® In Tiermodellen mit athymischen Knockout-Mausen konnte
gezeigt werden, dass im homozygoten Knockout-Tier eine spontane bakterielle Translokation
erfolgt und wichtiger, dass hier eine Ausbreitung von translozierten E. coli in Milz und Leber

erfolgt.> Auch wenn diese Daten eine pathogenetische Verbindung zwischen T-Zellen und
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pathologisch gesteigerter bakterieller Translokation vermuten lassen, liegen konkret fiir
Leberzirrhose keine Untersuchungen vor.

Auf Ebene der B-Zellen konnte gezeigt werden, dass Leberzirrhosepatienten eine verringerte
fakale IgA-Sekretion aufweisen® und dass im experimentellen Modell mit IgA-defizienten
Miusen eine gesteigerte bakterielle Translokation stattfindet.”> Auch wenn die Produktion von
sekretorischem IgA durch B-Lymphozyten der Mukosa insgesamt als wichtiger
Abwehrmechanismus unseres Organismus an der groen Oberfliche des Darms gegeniiber
den Milliarden von Darmbakterien angesehen wird, deren Eindringen in unseren Organismus
todlich wire, ist die Bedeutung der beschriebenen reduzierten fikalen IgA-Sekretion bei

Leberzirrhosepatienten in Bezug auf deren Infektionsanfalligkeit nicht weiter untersucht.

Abschlieflend sei erwihnt, dass im Rahmen einer Lebertransplantation immer wieder deutlich
wird, dass die Leber selbst als ,Immunorgan® betrachtet werden muss, wobei sie
wahrscheinlich wesentlich eine immunologische Toleranz gegeniiber Antigenen aus der
Nahrung vermittelt.°® Anderseits trigt die Leber entscheidend zur Elimination von Pathogenen
bei, die iiber das portalvendse Blut direkt in die Leber gelangen und wirkt hier als
immunologisches Filterorgan.®® Diese Aufgabe vermitteln vor allem die Kupfferzellen.®®
Unklar ist jedoch, in wie weit diese immunologischen Funktionen im Rahmen einer
Leberzirrhose beeinflusst werden und ob ein Zusammenhang mit bakterieller Translokation

und der beobachteten Infektionsanfilligkeit bei Leberzirrhosepatienten besteht.

1.3 Sympathikushyperaktivitit bei fortgeschrittener Leberzirrhose

In Zusammenhang mit der beobachteten und nur teilweise verstandenen erhohten
Infektionsanfilligkeit bei Leberzirrhose ist zu erwdhnen, dass im Rahmen der
fortgeschrittenen Leberzirrhose ein Phdnomen auftritt, das als Sympathikushyperaktivitit
bezeichnet wird.%” ® Hierbei ist die Konzentration von Noradrenalin exzessiv erhoht,
einerseits systemisch, andererseits vermutlich besonders massiv im Splanchnikusgebiet.® 7
Ursédchlich hdngt das Phdnomen der Sympathikushyperaktivitdt mit einer insgesamt gestorten
Héamodynamik bei Leberzirrhose zusammen, bei der eine iiberméfBige Vasodilatation mit dem
Ziel einer verbesserten Perfusion der zirrhotischen Leber iiber Vasokonstriktoren
gegenreguliert wird.”'

Bekanntermallen werden dem sympathischen Transmitter Noradrenalin immunmodulierende

Effekte zugeschrieben,””’® deren Grundziige im folgenden Abschnitt dargestellt werden.
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In Zusammenhang mit erstens dem Phidnomen der Sympathikushyperaktivivit bei
fortgeschrittener Leberzirrhose, zweitens mit der unbeantworteten Frage wann und warum
einzelne Schritte der Immunabwehr bei Leberzirrhose nicht richtig funktionieren und drittens
mit den Ergebnissen aus der Metaanalyse zur SBP-Prophylaxe mit Propranolol®® sind die
Interaktionen zwischen Sympathikus und Immunsystem besonders interessant und kdnnten

eine Erkldrung der Metaanalyseergebnisse darstellen.

1.4 Interaktionen zwischen Noradrenalin und Immunsystem

Bekanntermallen vermittelt der sympathische Transmitter Noradrenalin unter klinischen
Bedingungen wie einer Infektion als auch experimentell in vitro und in vivo
immunmodulierende Effekte.”””® Hierbei ist zunichst wichtig, dass anatomische und
physiologische Grundlagen fiir eine solche Interaktion zwischen Sympathikus und
Immunsystem vorhanden sind.

In anatomischen Studien konnte gezeigt werden, dass primire und sekunddre lymphatische
Gewebe sympathisch innerviert sind und zwar sowohl efferent als auch afferent im Falle von
Lymphknoten und Knochenmark” " 77, Weiterhin wird in lymphatischen Geweben der
klassische sympathische Transmitter Noradrenalin ausgeschiittet.”*

Eine weitere, notwendige Grundlage flir die Interaktion zwischen Sympathikus und
Immunsystem ist das Vorhandensein entsprechender Rezeptoren auf Immunzellen.
Untersuchungen zeigen, dass Neutrophile, Basophile, Eosinophile, Makrophagen sowie NK-
Zellen vor allem den P2-Adrenozeptor exprimieren.”® Auch eine Expression des al-
Adrenozeptors ist auf Makrophagen beschrieben.” Auf B-Lymphozyten sowie CD4+ und
CD8+ T-Lymphozyten, finden sich ebenfalls Adrenozeptoren, wobei es sich hier um den p2-
Adrenozeptor handelt.®® Eine Ausnahme machen TH2-Zellen, auf denen keine [2-
Adrenozeptoren gefunden werden.*

Eine weitere bedeutende Grundlage der Interaktion zwischen Immunsystem und
Nervensystem ist die Beobachtung, dass auch Immunzellen Noradrenalin synthetisieren und
somit von einer bidirektionalen Interaktion der beiden Systeme auszugehen ist.*!

Wihrend die Vorraussetzungen fiir eine bidirektionale Interaktion zwischen Sympathikus und
Immunsystem relativ eindeutig nachzuweisen sind, ist es deutlich schwieriger die funktionelle
Beeinflussung der Immunzellen wihrend der Infektionsabwehr durch Noradrenalin zu
beschreiben. Zunichst wurde allein eine immunsuppressive Beeinflussung der Immunabwehr

durch Noradrenalin angenommen, jedoch wird diese Vermutung heute in Frage gestellt durch
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Ergebnisse zur Stimulation von Phagozytose und Chemotaxis. So wurde das Konzept insofern
erweitert, dass auch Parameter wie absolute Noradrenalinkonzentration, Dauer der
Konzentrationseinwirkung sowie das Alter des Organismus von Bedeutung sind.** ®' Studien,
die speziell einzelne Schritte der Immunabwehr, meist in vitro, untersuchen, haben zur
Aufklarung der Interaktion zwischen Noradrenalin und Immunsystem selbstverstidndlich ihre
Berechtigung, jedoch lassen diese Experimente nur schwer auf die letztlich resultierende
Richtung einer Immunregulation durch Noradrenalin im Organismus schlieen. Erschwerend
weichen Ergebnisse zum Einfluss von Noradrenalin iiber Adrenozeptoren auf Immunzellen in

Tierexperimenten und Experimenten mit menschlichen Immunzellen voneinander ab.”

Somit ist bis heute nicht abschlieBend geklart, unter welchen Bedingungen dem
sympathischen Transmitter Noradrenalin proinflammatorische oder immunsuppressive
Effekte zuzuschreiben sind. Die Bedeutung der vorhandenen Studienergebnisse in Bezug auf
die Sympathikushyperaktivitét in der Pathogenese der Infektionsanfilligkeit bei Leberzirrhose

soll daher im in vivo Experiment evaluiert werden.
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2. HYPOTHESE
Auf Grundlage der aktuellen Studienergebnisse, die in der Einleitung dargestellt sind, ldsst

sich folgende Hypothese formulieren:

Unter der Annahme, dass das Phanomen der Sympathikushyperaktivitit einen Baustein in der
Pathogenese der Infektionsanfilligkeit bei Leberzirrhose darstellt, verringert -eine
splanchnikusspezifische Sympathektomie die Ausbreitung einer peritonealen Infektion mit
Staphylococcus aureus bzw. mit gramnegativen Bakterien im Rattenmodell mit

experimenteller Leberzirrhose.
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3. MATERIAL UND METHODEN
3.1 Material

Substanzen

Tetrachlorkohlenstoff

Carbon Tetrachloride for IR-Spectro-SCO,
Sigma Aldrich Chemie GmbH

Phenobarbital Luminal®, Desitin Arzneimittel GmbH
Hamburg

70%iger Alkohol B. Braun Melsungen AG

Braunol® Braunol® Providon-lod, B. Braun
Melsungen AG

anti Dopamin B-Hydroxylase-SAP- | Chemicon International, Inc.

Immunotoxin

0,9% NaCl-Lsg.

B. Braun Melsungen

Staphylococcus aureus ATCC 6538

Institut fiir medizinische Mikrobiologie und
Hygiene, Universitit Regensburg

LB-Medium hauseigene Herstellung

PBS-Pufferlosung Phosphat  Buffer  Saline, hauseigene
Herstellung

sterilisiertes Millipore-Wasser (entionisiertes | hauseigene Herstellung

Wasser)

Materialien und Gerite

sterile Einmalspritzen (1ml, S5ml, 10ml) Becton Dickinson S.A.

sterile Einmalkaniilen Becton Dickinson S.A

Sterile Pipetten (10ul, 100ul, 200p, 1000ul) | Eppendorf Research

Agarplatten mit Frischblut-, Mueller-Hinton- | Institut ~ fiir ~ Mikrobiologie, =~ Universitit

und McConkey Néhrboden Regensburg

Blutkulturflaschen Bactec 40ml fiir 1-3ml, Becton Dickinson

pyrogenfreie safe-lock Reaktionsgefdfie 1,5
ml

Safe-lock Tubes 1,5ml Eppendorf Biopur,
Eppendorf AG

sterile safe-lock Reaktionsgefdfie 1,5 ml

Safe-lock Tubes 1,5 ml, Eppendorf AG

steriles Abdecktuch

Foliodrape 45c¢cm x 75c¢m, Hartmann

sterile Operationshandschuhe

Semperit Technische Produkte G.m.b.H.

Handschuhe Peha-soft, Hartmann AG
Operationsbesteck Aesculap AG

sterile Kompressen 10cm x 10cm, 12-fach, Hartmann AG
Alufolie handelsiiblich

steriles Blutentnahmeset

Safety-Multifly-Set fiir S-Monovette,

Sarstedt

Blutentnahmerohrchen 1,2 ml

S-Monovette 1,2ml, K3E, Sarstedt

Blutentnahmeréhrchen 5,5ml

S-Monovette 5,5ml, LH, Sarstedt

Adapter fiir Blutentnahmerdhrchen

Membrane-Adapter, Sarstedt

sterile Impfschlingen 10ul

Sarstedt

Schiittler

Ceromat R, B. Braun Biotech International

Kiihlzentrifuge

Megafuge 1.0 R, Kendro Laboratory
Products
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Bohrmaschine Bosch PSB 500 RE

sterile Glasrohrchen Firma VWR International

Vortex Mixer Vortex-Genie 2, Scientific Industries
Eismaschine UBE 125 Ziegra Eismaschinen

Tischautoklav Wolf, Geislingen

Photometer Analytik Jena AG

Anlage zur Herstellung von entionisiertem | Merck Milipore

Wasser

Laborwaage, SC2020 Ohaus, Giessen

Homogenisator (Glas-Glas) nach Tenbroeck | Merck, Darmstadt

3.2 Versuchstiere, Tierhaltung und tierexperimentelles Arbeiten

Kontrollratten 7
Zirrhoseratten 8
Kontrollratten mit Sympathektomie 9
Zirrhoseratten mit Sympathektomie 10
Gesamtzahl Versuchstiere 34

Alle Tierversuche wurden an ménnlichen CD-Ratten (CD-Sigma, Charles River Laboratories,
Niederlassung Sulzfeld) mit einem Ausgangsgewicht von 50-55g durchgefiihrt. Die Haltung
der Tiere erfolgte bei freiem Zugang zu Nahrung und Wasser und konstanten
Temperaturverhdltnissen von 21°C in einem zwdlf Stunden Tag-Nacht-Rhythmus in
Plexiglaskéfigen. Alle Tierversuche erfolgten im Rahmen eines Genehmigungsantrags (54-
2531.1-10/06, Regierung der Oberpfalz). Auf die strenge Einhaltung der Richtlinien zum

tierexperimentellen Arbeiten nach dem Tierschutzgesetz (TierSchG) wurde stets geachtet.

Um wiéhrend der Tierversuche eine balancierte, intramuskuldr applizierbare Narkose zu
ermdglichen, wurde folgende Narkosemischung aus 0,3ml Medetomidin (Domitor®), 0,4ml
Midazolam (Dormicum®), 0,2ml Fentanyl (Fentanyl 0,Img DeltaSelect) und 0,1ml 0,9%
NaCl-Lsg. fiir alle Versuchstiere verwendet. (Dosierung bei Kontrolltieren: 0,1ml/100g KG.
Dosierung bei Zirrhosetieren: 0,05ml/100g KG (wegen reduzierter hepatischer
Metabolisierung)).

Zur Antagonisierung der atemdepressiv wirkenden Substanzen der Narkose wurde nach
erfolgter intraperitonealer Injektion von S. aureus intramuskuldr ein Atemdepression-Antidot
aus 0,15ml Atipamezol (Antisedan®), 4,0ml Flumazenil (Anexate®), 0,15ml Buprenorphin
(Temgesic®) und 0,7ml 0,9% NaCl-Lsg. an alle Versuchstiere verabreicht. (Dosierung bei
Kontrolltieren: 0,2ml/100g KG, Dosierung bei Zirrhosetieren: 0,1ml/100g KG (wegen
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reduzierter hepatischer Metabolisierung)).

3.3 Methoden

3.3.1 Leberzirrhosemodell der Ratte

Zur Induktion der Leberzirthose wurde unter dem Luftabzug des Tierlabors eine
Inhalationsbehandlung der Ratten mit einem Druckluft-Tetrachlorkohlenstoff-Gemisch
durchgefiihrt. Dazu wurden die Tiere in einen speziellen Plexiglaskifig mit der Moglichkeit
zur Einleitung eines Druckluft-Dampf-Gemischs gesetzt. Fiir die Inhalationsbehandlung
wurde tlber ein Schlauchsystem zundchst Druckluft (Fluss 3L/min) in eine spezielle,
verschlossene Flasche mit fliissigem Tetrachlorkohlenstoff eingeleitet und so mit dem leicht
verdamptbaren CCly angereichert. Das Druckluft-CCls-Gemisch wurde dann iiber ein weiteres
Schlauchsystem in den nur hierfiir verwendeten speziellen Plexiglaskifig eingeleitet. Sobald
die Ratten auf das CCls-Gasgemisch komatds reagierten, wurde die Applikation von CCly
umgehend beendet und die Tiere wurden in ihre normalen Plexiglaskifige zuriickgesetzt, wo
sie sich stets innerhalb weniger Minuten von der narkotisierenden CCly-Gasgemischwirkung
erholten. Wahrend der ersten vier Wochen erfolgte die Inhalationsbehandlung der Tiere
dreimal wochentlich, folgend fiinfmal pro Woche. Nach durchschnittlich zwolf Wochen
entwickelten die Ratten klinisch erkennbaren Aszites und erreichten somit das Stadium einer
dekompensierten Leberzirrhose. Ab diesem Zeitpunkt wurde die Inhalationsbehandlung der
Ratten mit Aszites filir weitere vier bis maximal fiinf Wochen durchgefiihrt. Zur Induktion der
Leberzirrhose wurde aullerdem das Trinkwasser der Tiere bereits drei Tage vor Beginn der
Inhalationsbehandlung mit 0,35g/L. Phenobarbital angereichert und folgend fiir die gesamte

Versuchsdauer beibehalten.

Fir Ratten sind experimentelle Modelle mit inhalativem Tetrachlorkohlenstoff zur
Ausbildung einer chronischen Leberschidigung, Ausbildung einer Leberzirrhose sowie
Ausbildung von prianeoplastischen Lasionen im Rahmen der Hepatocarcinogenese seit langem

bekannt und vielfach eingesetzt worden.™ *- 8

Fir das in dieser Arbeit angewandte
Tiermodell der Leberzirrhose liegen histologische Voruntersuchungen von Lebern von CD-
Ratten der Arbeitsgruppe Prof. Dr. R. Wiest vor. Sie zeigen nach zwdlfwochiger CCly-
Inhalationsbehandlung bei gleichzeitiger Anreicherung des Trinkwassers mit Phenobarbital

das histologische Bild einer mikronoduléren zirrhotischen Leber.

18



Die Hepatotoxizitidt des CCly-Dampfes ist ein multifaktorieller Prozess. In den Hepatozyten
wird Tetrachlorkohlenstoff vom Cytochrom P450 zum CCls-Radikal metabolisiert. Das CCls-
Radikal fiihrt durch Bindung an verschiedene zelluldre Molekiile zur Ausbildung einer
Steatosis  hepatis. Das CCls;-Radikal reagiert auBerdem mit Sauerstoff zum
Trichlormethylperoxid (CCl;00)-Radikal. CCl300-induzierte Kettenreaktionen fiithren durch
Verdnderungen der Permeabilitdt verschiedener Zellmembranen zur Zerstérung der Kalzium-
Homdostase der Hepatozyten, was zu hepatozelluldirem Zelltod und hepatischer Fibrose
fithrt.”

Auller einer Hamatotoxizitdt und Nephrotoxizitit, welche erst bei extremst hohen inhalativen
Dosen von CCly auftreten, konnten bei Ratten durch eine CCls-Inhalationsbehandlung keine
Organschadigungen nachgewiesen werden, insbesondere keine toxischen Effekte auf die
gastrointestinale Mukosa und das Peritoneum.®

Phenobarbital fithrt zur Induktion des Cytochrom P450-Systems und erhdht

nachgewiesenermallen die hepatotoxische Wirkung des Tetrachlorkohlenstoffs.*® *” Es wird

daher in vielen CCly-Zirrhose-Tiermodellen zusitzlich verabreicht.

3.3.2 Splanchnikusspezifische Sympathektomie

Sobald die Ratten im Rahmen der Inhalationsbehandlung das Bild einer dekompensierten
Leberzirrhose mit klinisch erkennbarem Aszites entwickelten, wurden in Narkose mit einer
22G Kaniile unter sterilen Bedingungen S5ul anti-Dopamin [-Hydroxylase-Saporin-
Immunotoxin in 3ml 0,9% NaCl-Lsg. intraperitoneal injiziert. Nach der intraperitonealen
Applikation des anti-DBH-SAP-Immunotoxins wurde Atemdepression-Antidot verabreicht.
Die Kontrollgruppen wurden ebenfalls narkotisiert und lediglich 3ml 0,9% NaCl-Lsg.

injiziert.

Das anti-DBH-SAP-Immunotoxin besteht aus einem monoklonalen Antikdrper gegen das
Enzym Dopamin B-Hydroxylase.® Zusitzlich ist der Antikorper iiber eine Disulfidbriicke mit
dem Ribosom-Inaktivierungsprotein Saporin konjugiert.®® Das Enzym Dopamin -
Hydroxylase kommt in Vesikeln von noradrenergen Nervenendigungen der postgangliondren
sympathischen Neurone vor und katalysiert dort die Synthese von Noradrenalin aus
Dopamin.®® Das anti-DBH-SAP-Immunotoxin bindet an die membranstindige Form der
Dopamin B-Hydroxylase, die bei Freisetzung von Noradrenalin aus Vesikeln in die

prisynaptische Membran der noradrenergen Nervenendigungen eingebaut wird.*” Beim
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Endozytosevorgang werden Dopamin B-Hydroxylase und das daran gebundene anti-DBH-
SAP-Immunotoxin aufgenommen und es erfolgt ein retrograder axonaler Transport.*’ Durch
Reduktion der Disulfidbriicke des anti-DBH-SAP-Immunotoxins wird das Saporin ins
Zytoplasma freigesetzt.* Saporin fiihrt als Ribosom-Inaktivierungsprotein zur Hemmung der

Proteinsynthese und zusitzlich iiber Apoptose zum Zelltod.”"*!

Die in dieser vorliegenden Arbeit angewandte Methode der splanchnikusspezifischen
Sympathektomie, bei der die Sympathikusfunktion anderer Korperregionen unbeeinflusst
bleibt, wurde von Wiest et al. im Rahmen eines DFG-Projekts etabliert und ist bisher nicht
verdffentlicht. Immunhistochemische Untersuchungen, die in diesem Rahmen an Ratten mit
Aszites durchgefiihrt wurden, zeigen, dass nach intraperitonealer Applikation von 5ul anti-
DBH-SAP-Immunotoxin die postgangliondren noradrenergen sympathischen Neurone im
Splanchnikusgebiet (inklusive der Peritonealwand) nach einem Zeitraum von drei Wochen
zerstort sind. Dabei wurden stellvertretend fiir Gewebe der Splanchnikusregion Milz und
Jejunum immunhistochemisch untersucht, sowie stellvertretend fiir extraintestinale Organe
Herzmuskelgewebe.  Anhand eines  Scoring-Systems wurde die sympathische
Organinnervation evaluiert. Zur Dokumentation der Methode werden im Folgenden

Abbildungen der originalen immunhistochemischen Darstellungen der Methode abgebildet.

Immunhistochemische Darstellung der sympathischen Nervenfasern (rote Anfarbung) im
Diinndarm und im Herzmuskel von Ratten 4 Wochen nach intraperitonealer Applikation von
Placebo (3ml 0,9% NaCl-Losung), 4 Wochen nach intraperitonealer Applikation von 5Sul anti-

Dopamin B-Hydroxylase-SAP-Immunotoxin und zum Zeitpunkt nach 4 Wochen ohne

Behandlung (Negativ-Kontrollen).

Immunhistochemische Darstellung der sympathischen Innervation (rot) von Diinndarm mit Zotten. Von
links nach rechts: nach intraperitonealer Injektion von Placebo (NaCl), nach intraperitonealer Injektion von anti-
Dopamin B-Hydroxylase-SAP-Immunotoxin, bei unbehandelten Ratten (Negativ-Kontrolle) jeweils zum
Zeitpunkt nach 4 Wochen.
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Immunhistochemische Darstellung der sympathischen Innervation (rot) von Herzmuskulatur. Von links
nach rechts: nach intraperitonealer Injektion von Placebo (NaCl), nach intraperitonealer Injektion von anti-
Dopamin p-Hydroxylase-SAP-Immunotoxin, bei unbehandelten Ratten (Negativ-Kontrollen) jeweils zum
Zeitpunkt nach 4 Wochen.

Weitere Untersuchungen zeigen, dass die erzielte spezifisch splanchnische Sympathektomie
nach zwei Wochen beginnt reversibel zu werden, sodass in dieser vorliegenden Arbeit alle
Tierexperimente im Zeitraum von vier bis maximal fiinf Wochen nach Sympathektomie
durchgefiihrt wurden.

Mit Hilfe dieser splanchnikusspezifischen Methode lésst sich gezielt die Rolle der exzessiv

8771 \ntersuchen ohne

splanchnischen sympathischen Hyperaktivitit bei Leberzirrhose
gleichzeitige Verdnderung des systemischen Sympathikotonus. Dies ist von entscheidender
Bedeutung, weil die sympathische Innervation bei einer schweren Infektion wie der spontan
bakteriellen Peritonitis fiir die Regulation der Himodynamik (Herzfrequenzanstieg,
Blutdruckregulation, Anpassung der Nierenfunktion) eine wichtige Rolle spielt und wichtiger
noch, um die Untersuchungsergebnisse zur Erlduterung der Bedeutung der spezifisch

splanchnischen sympathischen Hyperaktivitit als pathogenetischen Mechanismus fiir die

Infektionsanfalligkeit bei Leberzirrhose allein hierauf zuriickzufiihren.

3.3.3 Herstellung der Losung mit Staphylococcus aureus

Fiir alle Experimente wurden ausgehend von einer Kolonie S. aureus ATCC 6538, einem
Stamm ohne Toxic Shock Syndrom Toxin-1 (TSST-1), Aliquots mit gleichbleibenden
Eigenschaften hergestellt. Dafiir wurde S. aureus in 20ml LB-Medium iiber 24 Stunden im
Brutschrank bei 37°C auf dem Schiittler bei 200 Drehungen/min angeziichtet. Von der
erhaltenen Bakterienlosung wurde ein Volumen von je 100ul in 100 Reaktionsgefille
pipettiert und anschlieend bei -15°C tiefgefroren. Zur Reinheitskontrolle der hergestellten
Aliquots wurde zum einen aus der angeziichteten Bakterienlosung, als auch aus einem der
tiefgefrorenen Aliquots eine Kontrollkultur durchgefiihrt. Dabei zeigte sich nach 48h keine
Verunreinigung durch andere Bakterien.

Vor Beginn eines jeden Tierexperiments wurde aus einem S. aureus Aliquot eine
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Bakterienlésung mit optimal lebensfiahigen Keimen in einer Konzentration von 10° CFU/ml
hergestellt. Dazu wurde ein Aliquot in 5ml LB-Medium erneut 24 Stunden im Brutschrank bei
37°C auf dem Schiittler kultiviert. Zur Aufreinigung der geziichteten S. aureus Kulturen vom
Néhrmedium wurde die angeziichtete Bakterienlosung 10min bei 4°C und 4000
Umdrehungen/min zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen, durch 5ml 1xPBS ersetzt
und mit dem Vortex Mixer durchmischt. Es erfolgten nach gleichem Schema eine zweite
Aufreinigung ebenfalls mit 1xPBS sowie eine dritte und vierte Aufreinigung mit jeweils 5Sml
steriler NaCl-Lsg.

Mit Hilfe eines Photometers wurde bei 620nm die Transmission der aufgereinigten
Keimlosung bestimmt. Anhand einer vorher durchgefiihrten Verdiinnungsreihe zur
Abschitzung der CFU/ml ausgehend von photometrisch gemessenen Absorptionswerten, die
ein Verhiltnis entsprechend einer Transmission von 1 zu 10° CFU/ml ergeben hatten, wurde
eine Keimlosung von 10° CFU S. auwreus in 3ml 0,9% NaCl-Lsg. hergestellt. Diese
Keimldsung wurde filir den folgenden tierexperimentellen Versuchsteil hergestellt. Um eine
Verunreinigung auszuschlieBen wurde von der hergestellten Keimlosung eine
Reinheitskontrolle angeziichet. Dabei zeigte sich in allen Versuchen keine bakterielle

Verunreinigung.

3.3.4 Bakterielle Peritonitis mit Staphylococcus aureus - Versuchsablauf

Die Keimldsung von 3ml mit 10° CFU S. aureus ATCC 6538 wurde unmittelbar nach
Herstellung unter sterilen Bedingungen intraperitoneal appliziert. Hierdurch wurde eine
experimentelle S. aureus Peritonitis induziert. Das Tier wurde dafiir bereits wéhrend der
Aufreinigungsphase der S. aureus Losung narkotisiert. Vor Applikation der Keimldsung
wurde das rasierte Abdomen der Ratte mit Braunol® desinfiziert. Nach der intraperitonealen
Applikation wurde dem Tier Atemdepression-Antidot verabreicht.

Sechs Stunden nach intraperitonealer Applikation der S. aureus Losung wurde unter streng
sterilem Arbeiten durch eine Laparotomie Aszites gewonnen, Blut aus der abdominellen Aorta
entnommen sowie Lymphknoten, Leber, Milz und Lunge exstirpiert. Hierfiir erfolgte erneut
eine Narkose des Tiers. Das narkotisierte Tier wurde anschliefend auf einer steril abgedeckten
Arbeitsfliche mit Klebestreifen fixiert und das bereits rasierte Abdomen wurde mit Braunol®
desinfiziert. In einem ersten Schritt wurde die abdominelle Faszie freigelegt. Es wurde erneut
mit Braunol® desinfiziert. Danach erfolgte mit einer 22G Kaniile die Punktion des Aszites

und Eroffnung der Bauchhohle. Das Intestinum wurde auf sterile Kompressen zur Seite

22



geschlagen. Mit einer Spritze wurde Aszites aus der Peritonealhdhle aufgesaugt und bis zur
weiteren Verarbeitung auf Eis gekiihlt. Anschlieend wurden die mesenterialen Lymphknoten
im Bereich des terminalen Ileums und Coecums prapariert, entnommen und zunéchst in ein
steriles Alufolienschélchen gelegt. Danach erfolgte mittels eines Blutentnahmesets die
Punktion der abdominellen Aorta zur arteriellen Blutentnahme von ungefahr 3ml Blut bis zur
Blutleere. Das befiillte Lithium-Heparin-Blutrohrchen wurde bis zur weiteren Verarbeitung
auf Eis gekiihlt. Nun wurden Leber und Milz entnommen. SchlieBlich erfolgte die Er6ffnung
der Pleurahdhle. Beide Lungenfliigel wurden exstripiert. Alle entnommenen Gewebe wurden

jeweils in sterile Alufolienschélchen gelegt.

3.3.5 Aszitesanalyse

Aszites wurde unter sterilen Bedingungen in ein EDTA-R6hrchen iiberfithrt. Vom Institut fiir
Klinische Chemie und Laborationsmedizin der Universitdtsklinik Regensburg wurde eine
Analyse der Zellzahl und Zelldifferenzierung (Erythrozyten / Leukozytenpopulationen /
Bakterien) durchgefiihrt.

3.3.6 Mikrobiologische Untersuchungen

Aszites: Zum Nachweis der abdominellen Infektion wurde je ein Tropfen Aszites auf einer
Agarplatte mit Frischblut, McConkey und Mueller-Hinton fiir 48 Stunden bei 37°C kultiviert.
Blut: Um eine Bakteridmie zu erfassen, wurden Blutkulturflaschen (aerob und anaerob) mit je
1,5ml arteriellem Blut beimpft.

Mesenteriale Lymphknoten, Leber, Milz und Lunge: Unter sterilen Bedingungen wurde das
Gewicht der mesenterialen Lymphknoten, Leber, Milz und Lunge erfasst. Ein Anteil eines
jeden Gewebes wurde jeweils getrennt in ein steriles Glasrohrchen {iberfiihrt und eine dem
Gewicht entsprechende Menge an sterilem Millipore Wasser hinzugegeben. Anschlieend
wurden die gewonnen Gewebeproben mit einem sterilen Morser homogenisiert. Jeweils 100ul
des Homogenisats wurden auf Agarplatten mit Frischblut-, McConkey- und Mueller-Hinton-
Néhrboden ausgestrichen und bei 37°C fiir 48 Stunden inkubiert. Nach 48 Stunden erfolgte
das Auszéhlen der gewachsenen Kolonien.

Das Wachstum von S. aureus auf Blutagarplatten konnte durch die charakteristische goldene
Farbe der S. aureus Kolonien nachgewiesen werden. Durch die Verwendung von McConkey
Agar gelang eine Identifikation von gramnegativen Erregern, da auf McConkey nur ein

selektives Wachstum von gramnegativen Bakterien mdglich ist. Eine weitere Differenzierung
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der gramnegativen Bakterien erfolgte nicht.
Fiir Blutkulturen wurde bei positivem Keimwachstum eine spezifische Identifizierung durch
das Institut fiir Mikrobiologie der Universitidt Regensburg vorgenommen und die Ergebnisse

wurden danach schriftlich tibermittelt.

3.3.7 Statistische Analyse
Die Aufteilung der Tiere erfolgte in vier Gruppen: 1. Kontrollratten; 2. Kontrollratten mit

Sympathektomie; 3. Zirrhoseratten; 4. Zirrhoseratten mit Sympathektomie.

In den vier Gruppen wurden folgende Parameter als deskriptive Statistik analysiert:
Korpergewicht und Organgewichte, Aszitesvolumen, Zellzahl und Leukozytendifferenzierung
im Aszites, Wachstum von S.aureus und gramnegativen Bakterien in Asziteskulturen,
Wachstum von S. aureus und GNB in der Kultur des Homogenisats der mesenterialen
Lymphknoten, Wachstum von S. aureus und GNB in arteriellen Blutkulturen, Wachstum von

S. aureus und GNB in Kulturen des Milz-, Leber- und Lungenhomogenisats.

Die Ergebnisse sind als Median = Standardabweichung dargestellt. Zur Uberpriifung auf
Varianzgleichheit bei unabhingigen Stichproben wurde der Levene-Test angewandt. Die
Testung auf Mittelwertgleichheit bei unabhdngigen Stichproben erfolgte anhand des Student’s

t-test. Dabei wurde ein zweiseitiges 5%iges Signifikanzniveau festgelegt (p<0,05).

Alle Analysen wurden mit SPSS (Version 13.0) durchgefiihrt.
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4. ERGEBNISSE

4.1 Allgemeine Bemerkungen und Ubersicht Versuchszahlen

Weder Zirrhoseratten noch Kontrollratten verstarben wéhrend der Beobachtungszeit von 6
Stunden nach intraperitonealer Applikation von S. aureus.

Jeder Nachweis eines bakteriellen Wachstums auf Agarplatten nach Kultur des jeweiligen
Gewebehomogenisats bzw. in Blutkulturen wurde als Ausbreitung in dieses Organ bzw. in

den Blutkreislauf bewertet.

Kontrollratten n=7
Zirrhoseratten n=_§
Kontrollratten mit Sympathektomie n=9
Zirrhoseratten mit Sympathektomie n=10
Gesamtzahl Versuchstiere n=234

Tabelle 1: Ubersicht Versuchszahlen

4.2 Ergebnisse Korpergewicht, Organgewichte, Aszitesvolumen

Bei der Analyse des Korpergewichts zum Versuchszeitpunkt zeigte sich, dass die
Zirrhoseratten im Vergleich zu den Ratten der Kontrollgruppe signifikant leichter waren
(*p=0,005). Die Zirrhosegruppe zeigte gegeniiber der Zirrhosegruppe mit Sympathektomie
keinen signifikanten Gewichtsunterschied. (Graphik 1)

*p = 0,005 n.s.
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Graphik 1: Kérpergewicht zum Versuchszeitpunkt:
Zirrhoseratten vs. Kontrollratten: 388,13g + 43,26¢ vs. 451,00g + 23,38g; *p=0,005.
Zirrhosegruppe vs. Zirrthosegruppe mit Sympathektomie: 388,13g + 43,26¢g vs. 392,70g + 49,84g; p=0,84.

Die deskriptive Statistik zeigt einen signifikanten Unterschied des Milzgewichtes der
Zirrthosegruppe gegeniiber der Kontrollgruppe (*p=0,008). Jedoch zeigt der Vergleich des
Milzgewichts der Zirrhosegruppe gegeniiber der Zirrhosegruppe mit Sympathektomie keine
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signifikanten Unterschiede. (Graphik 2)
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Graphik 2: Milzgewicht:
Zirrhoseratten vs. Kontrollratten: 1,83g + 0,82g vs. 0,76g = 0,05g; *p=0,008.
Zirrhosegruppe vs. Zirrthosegruppe mit Sympathektomie: 1,83g + 0,82g vs. 2,06g + 0,43g; p=0,44.

Das Gewicht der mesenterialen Lymphknoten sowie von Leber und Lunge wichen zwischen
Zirrhosegruppe und Kontrollgruppe nicht signifikant voneinander ab. (Gewicht MLK: Zirr vs.
Kon: 0,2g + 0,08g vs. 0,2g £+ 0,05g; p=0,99. Lebergewicht: Zirr vs. Kon: 10,50g + 4,15g vs.
12,11g + 1,46g; p=0,35. Lungengewicht: Zirr vs. Kon: 1,48g + 0,22g vs. 1,49g + 0,14g;
p=0,88).

Auch im Vergleich der Zirrhosegruppe gegeniiber der Zirrhosegruppe mit Sympathektomie
zeigten Gewichte von mesenterialen Lymphknoten, Leber und Lunge keine signifikanten
Unterschiede. (Gewicht MLK: Zirr vs. Zirr-SE 0,2g + 0,082 vs. 0,16g + 0,09g; p=0,36.
Lebergewicht: Zirr vs. Zirr-SE 10,50g + 4,15g vs. 12,22g + 5,63g; p=0,48. Lungengewicht:
Zirr vs. Zirr-SE 1,48g £ 0,22g vs. 1,48g + 0,16g; p=0,98).

Der Unterschied des Aszitesvolumens erreichte im Vergleich der Zirrhosegruppe mit der
Kontrollgruppe kein Signifikanzniveau (p=0,061). Jedoch zeigte sich ein Trend zu héherem
Aszitesvolumen bei den Zirrhosetieren. Im Vergleich des Aszitesvolumens zwischen der
Zirrthosegruppe und der Zirrhosegruppe mit Sympathektomie wurde kein signifikanter

Unterschied erfasst. (Graphik 3)
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Graphik 3: Aszitesvolumen:
Zirrhoseratten vs. Kontrollratten: 6ml + 7,6 1ml vs. Oml £ Oml; p=0,061.
Zirrhosegruppe vs. Zirrhosegruppe mit Sympathektomie: 6ml + 7,61ml vs. 7,82ml + 13,71ml; p=0,74.

4.3 Ergebnisse Bakteridmie

Der Vergleich des Nachweises einer Bakteridmie mit S. aureus zeigt in der Zirrhosegruppe

signifikant hiufiger ein Auftreten einer S. aureus Bakteridmie als in der Kontrollgruppe

(*p=0,01). Jedoch erweist sich in der Zirrhosegruppe die Sympathektomie nicht signifikant

vorteilhaft im Vergleich mit der Zirrhosegruppe. (Graphik 4)
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Graphik 4: Nachweis einer Bakteriimie mit S. aureus:
Zirrhosegruppe vs. Kontrollgruppe: 63% vs. 0%; *p=0,01.
Zirrhosegruppe vs. Zirrthosegruppe mit SE: 62% vs. 70%; p=0,76.

Betrachtet man den Nachweis einer spontanen Bakteridmie mit GNB zeigt der Vergleich der

Zirrthosegruppe gegeniiber der Kontrollgruppe keinen signifikanten Unterschied. Ebenfalls

senkt die Sympathektomie nicht die Héufigkeit einer Bakteridmie mit GNB bei den

Zirrhosetieren im Versuch der bakteriellen Belastung mit S. aureus. (Graphik 5)
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Graphik 5: Nachweis einer spontanen Bakteriimie mit GNB:
Zirrhosegruppe vs. Kontrollgruppe: 0% vs. 14%; p=0,36.
Zirrhosegruppe vs. Zirrthosegruppe-SE: 0% vs. 20%; p=0,17.

4.4 Ergebnisse bakterieller Streuung und Belastung in mesenteriale Lymphknoten

Die bakterielle Streuung von S. aureus in mesenteriale Lymphknoten zeigt beim Vergleich der
Zirrhosegruppe gegeniiber der Kontrollgruppe keinen signifikanten Unterschied. Ebenfalls
findet sich in der Zirrhosegruppe gegeniiber der Zirrhosegruppe mit Sympathektomie kein
signifikanter Unterschied beim Nachweis von S. aureus in MLK. (Graphik 6)

In der Analyse der bakteriellen Belastung, die in CFU/g mesenterialen Lymphknotens
gemessen wurde, zeigt der Vergleich fiir S. aureus in der Zirrhosegruppe gegeniiber der
Kontrollgruppe keinen Unterschied auf Signifikanzniveau. Auch zwischen Zirrhosegruppe

und Zirrhosegruppe mit Sympathektomie liegt kein statistischer Unterschied. (Graphik 7)
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Graphik 6: Nachweis der bakteriellen Streuung von S. aureus in mesenteriale Lymphknoten:
Zirrhosegruppe vs. Kontrollgruppe: 100% vs. 57%; p=0,078.
Zirrhosegruppe vs. Zirrhosegruppe mit Sympathektomie: 100% vs. 70%; p=0,81.
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Graphik 7: Bakterielle Belastung mit S. aureus in CFU/g mesenterialen Lymphknoten:

Zirrhosegruppe vs. Kontrollgruppe: 3700 CFU/g + 9383 CFU/g vs. 86 CFU/g = 103 CFU/g; p=0,33.
Zirrhosegruppe vs. Zirrthosegruppe mit SE: 3700 CFF/g + 9383 CFU/g vs. 12.055 CFU/g + 36.406 CFU/g;
p=0,54.

Beim Vergleich der Ausbreitung von GNB, die durch eine spontane bakterielle Translokation
nachweisbar waren, zeigt der Vergleich der Zirrhosegruppe gegeniiber der Kontrollgruppe
ebenfalls keinen Unterschied auf Signifikanzniveau. Auch fehlt bei der Zirrhosegruppe
gegeniiber der Zirrhosegruppe mit Sympathektomie ein signifikanter Unterschied bei der
bakteriellen Streuung von GNB. (Graphik 8)

In der Analyse der bakteriellen Belastung mit GNB, die im Rahmen einer bakteriellen
Translokation nachgewiesen wurde, zeigte sich kein signifikanter Unterschied zwischen der
Zirrhosegruppe und der Kontrollgruppe. Das Gleiche gilt fiir den Vergleich Zirrhosegruppe
gegeniiber Zirrhosegruppe mit Sympathektomie. (Graphik 9)
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Graphik 8: Nachweis einer bakteriellen Streuung von GNB in mesenteriale Lymphknoten:
Zirrhosegruppe vs. Kontrollgruppe: 38% vs. 0%; p=0,08.
Zirrhosegruppe vs. Zirrhosegruppe mit Sympathektomie: 38% vs. 20%; p=0,44.
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Graphik 9: Bakterielle Belastung mit GNB in CFU/g mesenteriale Lymphknoten:

Zirrhosegruppe vs. Kontrollgruppe: 2221 CFU/g + 5544 CFU/g vs. 38 CFU/g + 101 CFU/g; p=0,32.
Zirrhosegruppe vs. Zirrhosegruppe mit Sympathektomie: 2221 CFU/g + 5544 CFU/g vs. 1511 CFU/g + 4496
CFU/g; p=0,78.

4.5 Ergebnisse bakterieller Streuung und Belastung in Milz, Leber und Lunge

Die Hiufigkeiten eines Nachweises von S. aureus im Milz-, Leber- und Lungenhomogenisat
zeigen im Vergleich der Kontrollgruppe gegeniiber der Zirrhosegruppe keine signifikanten
Unterschiede. Der Vergleich der Zirrhosegruppe gegeniiber der Zirrhosegruppe mit
Sympathektomie zeigt fiir die Ausbreitung von S. aureus in Milz, Leber und Lunge keine
signifikanten Unterschiede. (Graphik 10)

In der Analyse der bakteriellen Belastung mit S.aureus zeigte sich in der Milz, der Leber
sowie der Lunge im Vergleich der Zirrhosegruppe gegeniiber der Kontrollgruppe kein
signifikanter Unterschied. Ebenfalls zeigt der Vergleich der bakteriellen Belastung mit
S.aureus bei der Zirrhosegruppe gegeniiber der Zirrhosegruppe mit Sympathektomie keine

signifikanten Unterschiede fiir Milz-, Leber- und Lungengewebe. (Graphik 11)
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Graphik 10: Nachweis einer bakteriellen Streuung von S. aureus in Leber-, Milz- und Lungengewebe:
Leber: Kontrollgruppe vs. Zirrhosegruppe: 88% vs. 86%; p=0,93. Zirrhosegruppe vs. Zirrhosegruppe mit
Sympathektomie: 88% vs. 70%; p=0,41.

Milz: Kontrollgruppe vs. Zirrhosegruppe: 100% vs. 88%; p=0,35. Zirrhosegruppe vs. Zirrhosegruppe mit
Sympathektomie: 88% vs. 90%; p=0,88.

Lunge: Kontrollgruppe vs. Zirrhosegruppe: 71% vs. 100%; p=0,17. Zirrhosegruppe vs. Zirrhosegruppe mit
Sympathektomie: 100% vs. 90%; p=0,39.
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Graphik 11: Bakterielle Belastung von S.aureus in Leber-, Milz und Lungengewebe:

Leber: Zirrhosegruppe vs. Kontrollgruppe: 3544 CFU S.aureus / g Lebergewebe +£ SD 6015 CFU S.aureus/g
Lebergewebe vs. 629 CFU S.aureus /g Lebergewebe + SD 1444 CFU S.aureus/g Lebergewebe; p=0,235.
Zirrhosegruppe vs. Zirrhosegruppe mit Sympathektomie: 3544 CFU S.aureus/g Lebergewebe = SD 6015 CFU
S.aureus/g Lebergewebe vs. 3280 CFU S.aureus/g Lebergewebe = SD 4295 CFU S.aureus/g Lebergewebe;
p=0,915.

Milz: Zirrhosegruppe vs. Kontrollgruppe: 22775 CFU S.aureus/g Milzgewebe + SD 27541 CFU S.aureus/g
Milzgewebe vs. 16500 CFU S.aureus/g Milzgewebe + SD 33205 CFU S.aureus/g Milzgewebe; p=0,695.
Zirrhosegruppe vs. Zirrhosegruppe mit Sympathektomie: 22775 CFU S.aureus/g Milzgewebe SD 27541 CFU
S.aureus/g Milzgewebe vs. 22360 CFU S.aureus/g Milzgewebe £ SD 41567 CFU S.aureus/g Milzgewebe;
p=0,981.

Lunge: Zirrhosegruppe vs. Kontrollgruppe: 6356 CFU S.aureus/g Lungengewebe + SD 5387 CFU S.aureus/g
Lungengewebe vs. 4193 CFU S.aureus/g Lungengewebe + SD 10698 CFU S.aureus/g Lungengewebe; p=0,622.
Zirrhosegruppe vs. Zirrhosegruppe mit Sympathektomie: 6356 CFU S.aureus/g Lungengewebe + SD 5387 CFU
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S.aureus/g Lungengewebe vs. 12795 CFU S.aureus g/ Lungengewebe = SD 15257 CFU S.aureus/g
Lungengewebe; p=0,239.

Der Vergleich der Zirrhosegruppe gegeniiber der Kontrollgruppe ergibt einen signifikant
hdufigeren Nachweis von GNB in Gewebeproben von Leber (*p=0,033) und Lunge
(*p=0,033). Eine signifikant unterschiedliche Streuung von GNB fand sich jedoch nicht im
Vergleich der Zirrhosegruppe gegeniiber der Kontrollgruppe in der Milz.

Ebenfalls zeigt der Vergleich der Zirrhosegruppe gegeniiber der Zirrhosegruppe mit
Sympathektomie keine signifikanten Unterschiede in der Ausbreitung von GNB in Milz,

Leber und Lunge.
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Graphik 12: Nachweis einer bakteriellen Streuung von GNB in Milz-, Leber- und Lungegewebe

Leber: Zirrhosegruppe vs. Kontrollgruppe: 50% vs. 0%; *p=0,033. Zirrhosegruppe vs. Zirrhosegruppe mit
Sympathektomie: 50% vs. 10%; p=0,09.

Milz: Zirrhosegruppe vs. Kontrollgruppe: 38% vs. 0%; p=0,08. Zirrhosegruppe vs. Zirrhosegruppe mit
Sympathektomie: 38% vs. 30%; p=0,76.

Lunge: Zirrhosegruppe vs. Kontrollgruppe: 50% + 0%; *p=0,033. Zirrhosegruppe vs. Zirrhosegruppe mit
Sympathektomie: 50% vs. 20%; p=0,20.

4.6 Ergebnisse der Leukozytenzahlen im Aszites von Zirrhoseratten

In der Zirrhosegruppe mit Sympathektomie wurden keine signifikant verdnderten

Leukozytenzahlen im Aszites nach bakterieller Belastung mit S. aureus beobachtet.
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Graphik 13: Leukozytenzahlen im Aszites von Zirrhoseratten nach Belastung mit S. aureus:
Neutrophile: Zirrhosegruppe vs. Zirrhosegruppe mit SE: 1,3 £0,7 vs. 1,3 +0,2; p>0,05.
Monozyten: Zirrhosegruppe vs. Zirrhosegruppe mit SE: 1,9 + 0,9 vs. 2,3 £ 0,9; p>0,05.
Lymphozyten: Zirrhosegruppe vs. Zirrhosegruppe mit SE 0,5 + 0,3 vs. 0,4 £+ 0,2; p>0,05.
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5. DISKUSSION

Einleitung

Das Zusammenspiel zwischen Sympathikushyperaktivitit und vermehrter
Infektionsanfilligkeit im Rahmen der Leberzirrhose ist bislang wenig untersucht. Dabei sind
immunmodulatorische Effekte des sympathischen Transmitters Noradrenalin vielfach

beschrieben’> 7

und interessanterweise hat eine Meta-Analyse von 2009 gezeigt, dass
Propranolol — unabhingig von hdmodynamischen Verbesserungen — zur Prophylaxe einer
spontan bakteriellen Peritonitis bei Leberzirrhosepatienten mit Aszites wirksam ist.*® Als
Hypothese wurde in der vorliegenden Arbeit daher formuliert, dass eine
splanchnikusspezifische ~Sympathektomie bei Leberzirrhose die Ausbreitung einer

experimentellen intraperitonealen Infektion, hier im Experiment mit S. aureus, reduziert.

Ausgangsparameter der Versuchsgruppen

Die Ergebnisse zeigen zundchst einen signifikanten Unterschied des Korpergewichts der
Ratten der Zirrhosegruppe gegeniiber der Kontrollgruppe (Graphik 1; *p=0,005). Jedoch
erfolgte initial die Auswahl von Kontrolltieren gewichtsadaptiert zum Zeitpunkt, an dem die
Tiere der Zirrhosegruppe Aszites entwickelten. Dennoch entwickelte sich innerhalb der
nichsten vier Wochen nach durchgefiihrter Sympathektomie bis zur Ausbildung der
funktionellen Sympathektomie ein signifikanter Gewichtsunterschied. Dieser ldsst sich durch
eine in der Zirrhosegruppe krankheitsbedingte geringere Gewichtszunahme erkléren. Wie die
Ergebnisse zeigen, flihrte die Sympathektomie nicht per se zur Gewichtsabnahme, da der
Vergleich der Zirrhosegruppe gegeniiber der Zirrhosegruppe mit Sympathektomie keinen
signifikanten Gewichtsunterschied ergibt (Graphik 1; p=0,84).

Das Milzgewicht der Leberzirrhosegruppe ist signifikant groBer als das der Kontrollgruppe
(Graphik 2, *p=0,008). Ein erhohtes Milzgewicht steht vermutlich {liber eine erhohte
Milzperfusion im Zusammenhang mit Ausbildung der portalen Hypertension bei
Leberzirrhose.”” Fiir das gemessene Aszitesvolumen zeigt sich eine Tendenz in der
Zirrhosegruppe mit groferer Aszitesmenge als in der Kontrollgruppe, wobei der Unterschied
knapp nicht ein Signifikanzniveau erreicht (Graphik 3; p=0,061).

Letztlich kann davon ausgegangen werden, dass bei signifikantem Unterschied des
Korpergewichts, signifikant schwererer Milz und grenzwertig mehr Aszites ein

dekompensiertes Zirrhosestadium im Rattenmodell erreicht wurde.
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Infektionsabwehr in der Zirrhosegruppe

Die Versuchsergebnisse zeigen zundchst eine reduzierte Infektionsabwehr in der
Zirrhosegruppe. So tritt nach intraperitonealer Applikation von S. aureus eine Bakteridmie mit
S. aureus in der Zirrhosegruppe signifikant hiufiger auf als in der Gruppe der Kontrollratten
(Graphik 4; *p=0,01). Ebenfalls wird ein signifikant hdufigerer Nachweis von gramnegativen
Bakterien in Leber (*p=0,033) und Lunge (*p=0,033) bei den Ratten der Zirrhosegruppe
gegeniiber den gesunden Kontrollratten beobachtet (Graphik 12).

Diese Versuchsergebnisse spiegeln im vorliegendem Tierexperiment die fiir Patienten mit
Leberzirrhose erhohte Héufigkeit bakterieller Infektionen wieder, welche mit 32-34% bei
Leberzirrhose deutlich hoher beschrieben wird als mit 5-7% in der allgemeinen

Krankenhauspopulation.™*

Auswirkung der splanchnikusspezifischen Sympathektomie auf die systemische Streuung von

Staphylococcus aureus und gramnegativen Erregern

Die splanchnikusspezifische Sympathektomie bewirkt bei den Zirrhoseratten nicht wie in der
Hypothese angenommen eine signifikante Reduktion der Ausbreitung von S. aureus in
mesenteriale Lymphknoten, Milz, Leber und Lunge (Graphik 10, Graphik 11). Ebenfalls
zeigen die Blutkulturergebnisse der Zirrhoseratten in diesem Vergleich keine signifikante
Reduktion fiir den positiven Nachweis von S. aureus in der Sympathektomiegruppe (Graphik
4). Dariiber hinaus zeigte sich durch eine Sympathektomie kein Unterschied der
Leukozytenzahlen im Aszites der Zirrhosetiere (Graphik 13).

Jedoch beobachteten auch andere Autoren im Experiment zur Auswirkung einer
Sympathektomie an Maéausen keinen reduzierenden Effekt der Sympathektomie fiir die
Ausbreitung einer intraperitonealen Infektion mit S. aureus, sondern entgegengesetzt einen
negativen Einfluss der Sympathektomie mit vermehrter systemischer bakterieller Belastung.”
Ursdchlich hierfiir konnte die kortikosteroid vermittelte Sekretion von Interleukin 4 sein,
welche fiir die Abwehr von S.aureus bedeutsam erscheint.”> ** Fiir einen adiquaten
Kortikosteroidspiegel wiederum ist eine sympathische Aktivitit Vorraussetzung.”>’

Somit ist die in vorliegender Arbeit gezeigte Widerlegung der Hypothese einerseits konform
mit anderen experimentellen Ergebnissen als auch konform mit in verschiedenen Studien
beschriebenen physiologischen Grundlagen.

Vorliegende Versuchsergebnisse wonach die Sympathektomie die Ausbreitung der

intraperitonealen Infektion mit S. aureus bei Leberzirrhose im Rattenmodel nicht reduziert,
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stehen ebenfalls nicht deutlich im Widerspruch zu den Ergebnissen der Metaanalyse zur SBP-
Prophylaxe mit dem nicht selektiven B-Blocker Propranolol. Durch die Definition einer SBP
als Nachweis von > 250 polymorphonukledre Zellen/mm’® Aszites bzw. als Nachweis eines
bakteriellen Erregers in der Asziteskultur, wurde in der Metaanaylse mdoglicherweise die
zunehmend an Bedeutung gewinnende grampositive SBP nicht erfasst. So zeigte eine
klinische Studie, dass bis zu 90% der Leberzirrhosepatienten mit grampositiver spontan
bakterieller ~ Peritonitis anfidnglich nur weniger als 250 polymorphonukleére

Zellen/mm?> Aszites aufweisen.’®

Die Ergebnisse zur endogenen gramnegativen Infektion, die im Versuch der S. aureus
Belastung zeitgleich beobachtet wurde, zeigen, dass die Sympathektomie in der Gruppe der
Zirrhosetiere die Tendenz fiir ein reduziertes Auftreten einer gramnegativen bakteriellen
Streuung bewirkt, jedoch wird hierbei kein statistisch signifikantes Level erreicht (Graphik 8
und Graphik 12).

Diese Beobachtung fiir gramnegative Erreger deckt sich mit Ergebnissen aus einem
dquivalenten Experiment an Zirrhoseratten bei dem eine intraperitoneale Applikation von
markierten FE.coli erfolgte und gezeigt werden konnte, dass die Sympathektomie die
Ausbreitung von E.coli in mesenteriale Lymphknoten, Milz, Leber, Lunge und Blutkulturen
signifikant reduziert.” Eine signifikante Reduktion der bakteriellen Streuung der
gramnegativen Erreger E.coli sowie P. aeruginosa wurde auch bei einer Sympathektomie im

Experiment mit Méausen beobachtet.”

Immunabwehr von gramnegativen und grampositiven Bakterien

Die Beobachtungen der vorliegenden Arbeit zur Auswirkung einer Sympathektomie fiir die
Ausbreitung von S. aureus sowie zusitzlich fiir endogen translozierte gramnegative Bakterien
werden durch allgemeine, grundsitzliche Unterschiede der Infektionsabwehr von
gramnegativen und grampositiven Bakterien pathophysiologisch untermauert.

Untersuchungen zeigen, dass Monozyten iiber einen CD-14-Rezeptor je nach Bakterium
differente Signalkaskaden auslosen.'” Wihrend die Zytokinantwort im Rahmen einer
gramnegativen Infektion schnell erfolgt und proinflammatorische Zytokine wie Il-1, 11-6, I1-8
sowie TNFo dominieren, lduft die Zytokinantwort der grampositiven Infektion langsamer
vonstatten und hier dominieren Lymphotoxin o (frither TNFB) und Interferon Y'1oo Diese

Untersuchungen erfolgten im Rahmen der Sepsisforschung nachdem festgestellt werden
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musste, dass gleiche antiinflammatorische Therapieansidtze bei grampositiver und
gramnegativer Sepsis zu unterschiedlichen Erfolgen fiihrten und dafiir Ursachen gesucht
wurden.'”! Interessanterweise zeigen die Untersuchungen zur antiinflammatorischen Therapie
deutlich, dass Unterschiede in der Infektionsabwehr von gramnegativen und grampositiven
Erregern von relevanter klinischer Bedeutung sein kénnen.

Ebenfalls unabhingig von der Sympathektomie ist bei den vorliegenden Versuchsergebnissen
zu bedenken, dass in diesem Experiment eine Kombination aus experimenteller Belastung mit
S. aureus und endogener gramnegativer Infektion vorgelegen hat. Dies konnte moglicherweise
zu Verdnderungen in der Infektionsabwehr gefiihrt haben. In der Literatur findet sich hierzu
eine Veroffentlichung, bei der an Méusen gezeigt werden konnte, dass die Translokation von
oral verabreichtem S. aureus in extraintestinales Gewebe bei gleichzeitiger oraler Gabe von

102

E.coli erleichtert ist. ™~ In diesem Experiment wurde vermutet, dass die Translokation von S.

aureus parazelluldr aus dem Darmlumen durch die intestinale epitheliale Barriere in

Anwesenheit von E.coli erleichtert erfolgt.'"”

Dieser Ablauf ist fiir unser Experiment
vermutlich eher von untergeordneter Bedeutung, da die Ausbreitung von S.aureus am ehesten
aus der Peritonealhohle in die mesenterialen Lymphknoten stattfand. Ob also eine verdnderte
Infektionsabwehr bei simultaner grampositiver und gramnegativer Infektion in unserem

Experiment eine Rolle gespielt haben kdnnte, bleibt zu hinterfragen.

Schlussfolgerung

Vorliegende Ergebnisse lassen die Schlussfolgerung zu, dass das Leberzirrhosemodell der
Ratte keine Hinweise liefert, dass eine f-Blockertherapie als Prophylaxe speziell der hdufiger
werdenden grampositiven spontanen bakteriellen Peritonitis mit S. aureus dienen konnte. Die
Ergebnisse dieses Experiments zur Auswirkung einer splanchnikusspezifischen
Sympathektomie fiir die Ausbreitung einer Infektion mit S. aureus bei Ratten mit
Leberzirrhose verdeutlichen klinisch relevante Unterschiede der Sympathikusaktivitit bei der

Infektionsabwehr von gramnegativen Bakterien und grampositiven Bakterien.
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6. ZUSAMMENFASSUNG

Fiir Patienten mit fortgeschrittener Leberzirrhose werden bakterielle Infektionen in 30-50%
als direkt ursichlich fiir das Versterben beschrieben.” Uberwiegend sind gramnegative
Darmbakterien Ausloser der Infektionen im Rahmen der Grunderkrankung Leberzirrhose®,
jedoch werden zunehmend auch grampositive Kokken als Infektionserreger nachgewiesen.*
Das Zusammenspiel zwischen vermehrter Infektionsanfalligkeit und einer bei Leberzirrhose
beobachteten, splanchnikusbetonten Sympathikushyperaktivitit ist experimentell bislang
wenig untersucht. Jedoch sind immunmodulatorische Effekte des sympathischen Transmitters
Noradrenalin vielfach beschrieben.””’® Interessanterweise zeigt eine Meta-Analyse von 2009,
dass der nicht selektive B-Blocker Propranolol zur Prophylaxe einer spontan bakteriellen
Peritonitis bei Leberzirrhosepatienten mit Aszites wirksam ist.”® Als Hypothese wurde in der
vorliegenden Arbeit daher formuliert, dass eine splanchnikusspezifische Sympathektomie bei
Leberzirrhose die Ausbreitung einer experimentellen intraperitonealen Infektion mit S. aureus
reduziert. Fiir diese Fragestellung wurde ein Tiermodell der Ratte mit experimenteller,
Tetrachlorkohlenstoff induzierter Leberzirrhose gewéhlt. Durch intraperitoneale Injektion des
anti-Dopamin B-Hydroxylase-Saporin-Immunotoxins, das zu einem selektiven Zelltod
noradrenerger Neuronen fiithrt, wurde eine splanchnikusspezifische Sympathektomie
induziert.

Jedoch wurde die Hypothese im vorliegenden Versuch widerlegt. Ursédchlich hierfiir ist
moglicherweise eine kortikosteroid vermittelte I1-4-Sekretion, welche fiir die Abwehr von

S.aureus bedeutsam erscheint’ **

und vermutlich nur bei ausreichender Sympathikusaktivitit
erfolgen kann.””” Betrachtet man die endogene bakterielle Translokation mit gramnegativen
Bakterien, die im Versuch der S. aureus Belastung, beobachtet wurde, zeigt die
Sympathektomie jedoch die Tendenz fiir ein reduziertes Auftreten einer gramnegativen
bakteriellen Streuung.

Die Beobachtungen zur Auswirkung einer Sympathektomie im Zirrhosemodell — ohne
protektiven Effekt im Rahmen einer grampositiven Infektion und tendenziell protektiv im
Rahmen einer gramnegativen Infektion — verdeutlichen Unterschiede der Infektionsabwehr
von gramnegativen und grampositiven Bakterien. Wahrend die Zytokinantwort im Rahmen
einer gramnegativen Infektion schnell erfolgt und proinflammatorische Zytokine dominieren,
lauft die Zytokinantwort der grampositiven Infektion langsamer vonstatten und hier

dominieren Lymphotoxin o und Interferon y.'®

Zusammenfassend lésst sich aus vorliegenden Ergebnissen schlussfolgern, dass zumindest das

38



Leberzirrhosemodell der Ratte keine Hinweise liefert, dass eine ,,immunmodulatorische® 3-
Blockertherapie als Prophylaxe der hiufiger werdenden grampositiven spontanen bakteriellen
Peritonitis dienen konnte. Hierfiir sind vermutlich klinisch relevante Unterschiede der
Sympathikusaktivitdit flir die Infektionsabwehr von gramnegativen Bakterien und

grampositiven Bakterien mit ursichlich.

SUMMARY

Bacterial infections directly cause death in 30-50% of patients suffering from cirrhosis of the
liver.” In a majority of these patients mainly gram-negative bacteria have been isolated,’
however, recently an increasing isolation of gram-positive cocci was found as well.*

The interaction between the susceptibility to bacterial infection and a sympathetic
hyperactivity especially in the splanchnic region in liver cirrhosis is rarely investigated.
However, immunomodulation by the sympathetic transmitter noradrenalin is frequently
described.””” Surprisingly, a meta analysis which was done in 2009 stated that propranolol is
effective in the prophylaxis of spontaneous bacterial infection in patients with liver cirrhosis.*®
In this study it was therefore postulated that sympathectomy in the splanchnic region would
reduce the burden of an experimental intraperitoneal infection with S. aureus. To further proof
this hypothesis an experimental model of rats exposed to carbon tetrachloride to induce liver
cirrhosis was chosen. Splanchnic sympathectomy was induced by intraperitoneal injection of
an anti-dopamin B-hydroxylase-saporin-immunotoxin to cause selective cell death of
noradrenergic neurons.

However, this experiment has not been able to proof the aforementioned hypothesis It is
assumed that this effect is due to a corticosteroid mediated secretion of interleukin 4, that is

93, 93

important for the defence of S. aureus and that is suspected to be dependent on an

adequate level of sympathetic activity.””’

On the other hand an endogenous bacterial translocation of gram-negative bacteria which was
detected in this experiment, sympathectomy showed a tendency to reduce bacterial burden.
The observation on the effect of sympathectomy in a model of cirrhosis of the liver — failing to
reduce bacterial burden in gram-positive infection and showing a tendency to protect against
bacterial burden in gram-negative infection — probably shows relevant differences in the
defence of gram-negative and gram-positive bacteria. The release of cytokines in gram-
negative infection is very fast and dominated by proinflammatory cytokines, while the release

of cytokines in gram-positive infection is slower and dominated by lymphotoxin o and

interferon vy.'”
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In summary, the experiments have shown that rats with cirrhosis of the liver are not an
appropriate model for B-blockers to be used as an effective prophylaxis for the increasing
number of gram-positive bacterial peritonitis. A clinically relevant difference of the
sympathetic activity may be fundamental in the defence of gram-positive and gram-negative

bacteria.
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