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Kurzreferat:

Ziel der vorliegenden Arbeit ist es, die Auswirkungen von Alkohol in Relation zu Zeit
und Dosis auf das angeborene Immunsystem darzustellen. Daflir wurde ein
Versuchsaufbau mit 22 gesunden Probanden gewahlt. Die Probanden tranken uber
vier Stunden hinweg in regelmafigen Abstanden eine vorher berechnete Menge eines
Whiskey-Cola-Mischgetrankes, um innerhalb von vier Stunden nach Versuchsbeginn
eine Blutalkoholkonzentration von 1%o zu erreichen. Uber diesen Zeitraum wurde ihnen
zu vordefinierten Zeitpunkten Blut abgenommen, um daraus Leukozyten,
Granulozyten und Monozyten zu isolieren. Es wurden Zellzahl, Produktion von
reaktiven Sauerstoffspezies (ROS), Phagozytoseaktivitdt und Apoptoseaktivitat
bestimmt. Es konnte sowohl eine Auswirkung des Alkoholkonsums auf die Zellzahlen
als auch eine veranderte ROS-Produktion sowie eine verminderte
Phagozytoseaktivitat beschrieben werden. Ebenso wurde verstarkte Apoptoseaktivitat
gezeigt. Des Weiteren wurden funktionelle Veranderungen der einzelnen Monozyten
Subsets mit einer anfanglich vermehrten Freisetzung der klassischen, gefolgt von
einem Shift zu den nicht-klassischen Monozyten gezeigt. Uberdies wurden
Modulationen im Adhasionsverhalten und der Toll-Like Receptor 4-Expression der
Monozyten beobachtet. Zusatzliche Analysen der Ursachen flir die systemischen
Auswirklungen des Alkohols auf Leukozyten ergaben eine systemisch erhdhte
Konzentration des intestinalen Fatty Acid Binding Proteins als Biomarker fur die
Darmpermeabilitat insbesondere bei mannlichen Probanden.
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1 Abklrzungsverzeichnis

BAC: Blood alcohol concentration

CD: Cluster of differentiation

DAMP: Damage-Associated Molecular Pattern
ELISA: Enzyme-linked Immunosorbent Assay
FABP: Fatty Acid Binding Protein

FACS: Fluorescence-activated Cell Sorting
HV: Healthy Volunteers, gesunde Probanden
IL: Interleukin

ISS: Injury Severity Score

LDL: Low Density Lipoprotein

LPS: Lipopolysaccharide

MCP: Monocyte-Chemoattractant-Protein

MFU: Mean Fluorescence Units, mittlere Fluoreszenzeinheiten

MODS: Multi Organ Dysfunction Syndrome, Multiples Organversagen

MOV: Multiorganversagen

NF-kB: Nuclear Factor 'kappa-light-chain-enhancer' of Activated B-cells

PAMP: Pathogen-Associated Molecular Pattern

PMN: Polymorphonuclear Leukocytes, polymorphonukleare Leukozyten

PRR: Pattern Recognition Receptors

ROS: Reactive Oxygen Species, reaktive Sauerstoffspezies

SIRS: Systemic Inflammatory Response Syndrome

TLR4: Toll-like Receptor 4
TNF: Tumornekrosefaktor

WHO: World Health Organization
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4 Einfuhrung

Der ,Global status report on alcohol and health“ der World Health Organization
(WHO) gab 2018 an, dass weltweit 43% der uber 15-Jahrigen Alkohol konsumieren
(1). Im selben Jahr daul3erten bei einer Befragung 71,6% der Deutschen, in den letzten
30 Tagen vor der Umfrage Alkohol konsumiert zu haben (2). Dabei stellt Alkohol in der
Menschheitsgeschichte eine besonders haufig missbrauchte Substanz mit einem
hohen Suchtpotential dar (3). Besonders in Zeiten der Krise, wie beispielsweise der
Corona-Pandemie, kommt es zu erhohtem Alkoholkonsum in der Bevolkerung und zu
einem Anstieg der alkoholassoziierten Erkrankungen (4-7). Zu den Erkrankungen,
deren Entstehung durch Alkohol begunstigt werden, zahlen unter anderem
Leberzirrhose und Leberkarzinome (8), periphere arterielle Verschlusskrankheiten und
Schlaganfall (9), sowie oropharyngeale und gastrointestinale Tumore (10-12). Ebenso
ist der UbermaRige Konsum von Alkohol mit der Entstehung von Demenz und
strukturellen Veranderungen des Gehirns assoziiert (13). Zusatzlich erhoht
Alkoholkonsum das Risiko, zu verunfallen und ein Trauma zu erleiden (1). Dies gilt vor
allem fur Menschen, die selten Alkohol trinken (14). Dabei korreliert die
Blutalkoholkonzentration (Blood Alcohol Concentration: BAC) positiv mit der

Verletzungsschwere (Injury Severity Score: ISS) (15).

Eine mogliche Erklarung fur die veranderten Krankheitsverlaufe Alkohol
konsumierender Individuen liegt in dessen Auswirkungen auf das Immunsystem. So
ist beispielsweise bereits die Darmwand durch den Alkoholkonsum betroffen. Sie stellt
eine naturliche Barriere und somit einen Schutz gegen mdgliche pathogene Erreger
dar (16). In diesem Zusammenhang konnte durch Sepsisversuche an chronisch
alkoholisierten Mausen gezeigt werden, dass die Zellen des Darmepithels durch die
Auswirkung des Alkohols vermehrt in die Apoptose gehen und die Darmbarriere so
gestort wird (17). Bei einem anderen Versuch wurden Mause einmalig mit Alkohol und
einem Zuckergemisch aus Lactulose, Mannitol und Sucralose gefuttert. Die
alkoholintoxikierten Mause nahmen diese schwer resorbierbaren Zucker auf und
schieden sie Uber den Urin wieder aus. Die Lactulose/Mannitol Ratio dient dabei als
Marker fir die DiUnndarmpermeabilitat wahrend das Verhaltnis Lactulose/Mannitol im
Urin den nicht-carrier-vermittelten Transport des Dunndarms widerspiegelt. Die
Saccharose-Ausscheidung reflektiert also die Magenpermeabilitat wahrend Sucralose
die Dickdarmpermeabilitat widerspiegelt. Die Ergebnisse der o0.g. Studie lassen darauf
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schlie3en, dass bereits der einmalige Alkoholkonsum die Integritat der Darmbarriere
stort (18). Weitere Marker flr die Funktionalitat der Darmbarriere sind intestinal Fatty
Acid Binding Protein (FABP-I) und Syndecan-1. FABP-I wird in den Enterozyten von
Dunn- und Dickdarm exprimiert (19). Es kann als Biomarker fur Verletzungen des
Darms und intestinaler Ischamien, die mit einem Barriereverlust einhergehen, dienen
(19-22). Syndecan-1 ist ein transmembranes Heparansulfatproteoglykan und wird
vorwiegend auf der basolateralen Oberflache von Epithelzellen und Plasmazellen
exprimiert. Es spielt sowohl eine Rolle bei Zellmatrix-Interaktionen als auch bei Zell-
Zell-Bindungen, Migration, Signalubertragung und Proliferation der Zellen (23, 24).
Diese Eigenschaften lassen Syndecan-1 eine essenzielle Rolle bei der
Aufrechterhaltung der Darmbarriere zukommen (25). So zeigen sich beispielsweise
bei Kindern mit Zdliakie, deren Darmbarriere krankheitsbedingt gestort ist, erhdohte
Spiegel an geldéstem Syndecan-1im Serum (26). Ebenso ist Syndecan-1 im Serum bei
hyperglykamischen Zustanden erhoht, was mit einem Verlust der tight junctions und
einer Dysfunktion des Darmepithels assoziiert ist (27). Durch Schaden der
Darmbarriere konnen Mikroorganismen in die Zirkulation gelangen und eine
Entzindungsreaktion  hervorrufen  (16). Ein indirekter Marker fur die
Endotoxinbioaktivitat stellt das l6sliche Cluster of Differentiation 14 (soluble CD14
(sCD14)) dar (28). CD14 ist ein Oberflachenantigen, das auf Monozyten und
Makrophagen exprimiert wird. Es kommt membrangebunden oder im Blut geldst vor
(29). Das sCD14 bindet Lipopolysaccharide (LPS) und uUbertragt sie auf das
membrangebundene CD14, das als Co-Rezeptor flr den Toll-like Receptor 4 (TLR4)
dient. AuRerdem kann sCD14 LPS direkt auf den TLR4-Rezeptorkomplex Ubertragen
werden (29, 30). Ebenso reduziert sCD14 die Entzindungsreaktion, indem es an LPS
bindet und so die Menge an freiem LPS, an das Monozyten binden kénnen, reduziert
(31).

Neben den Auswirkungen auf die Darmbarriere zeigt sich die Wirkung des Alkohols
auch an den neutrophilen Granulozyten und an den Monozyten, die zum angeborenen
und antigenunspezifischen Teil des menschlichen Immunsystems gehdren und einen
wichtigen Abwehrmechanismus gegenulber Infektionen darstellen (32-34). Eine
verminderte Reaktion von Monozyten und neutrophilen Granulozyten auf Stimuli wie
Damage-Associated Molecular Patterns (DAMPs) und Pathogen-Associated

Molecular Patterns (PAMPs) fuhrt im Falle einer Infektion, mit einer erhéhten Inzidenz
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an Komplikationen wie Sepsis, zu (Multi-)Organversagen (Multi Organ Dysfunction
Syndrome (MODS)) sowie zu einer erhdhten Mortalitat (35-37). Der Effekt des
Alkohols auf die Zellen des Immunsystems zeigt sich in einem biphasischen Verlauf
und ist abhangig von Expositionszeit und Dosis (38—40). So steigt in den ersten 20
Minuten nach dem Alkoholkonsum die Anzahl der zirkulierenden Leukozyten,
Monozyten und natirlichen Killerzellen an. Dies deutet auf eine frihe pro-
inflammatorische Reaktion hin. Diese wird gefolgt von einer anti-inflammatorischen
Reaktion mit einem Rickgang der Monozyten und der naturlichen Killerzellen im Blut.
Ebenso fallen die Werte der pro-inflammatorischen Marker wie Interleukin (IL)-1, IL-
6 und Monocyte-Chemoattractant-Protein (MCP)-1 im Blutkreislauf ab und das anti-
inflammatorische IL-10 steigt an (38, 40, 41). Diese spatere anti-inflammatorische
Wirkung ist auf die Entstehung von Toleranzen gegenuber Gefahrenmediatoren wie
PAMPs zuruckzufuhren (42). Durch diese Toleranzen kommt es zu einer verminderten
Funktion von Monozyten und neutrophilen Granulozyten. Des Weiteren wirkt sich
diese Toleranz auf Gewebsinvasion sowie die Produktion von reaktiven
Sauerstoffspezies (ROS) aus und reduziert die Phagozytoseaktivitat der genannten
Zellen (33, 43—45). Auch in Tierexperimenten zeigte sich, dass die Apoptoseaktivitat

von Monozyten und Granulozyten unter Alkoholeinfluss abnimmt (43).

Um die Entstehung der Toleranzen gegenuber PAMPs verstehen zu kdnnen, ist es
wichtig zu wissen, wie die Zellen des angeborenen Immunsystems aktiviert werden.
Hierbei spielt unter anderem der TLR4 eine Rolle. TLR4 wird hauptsachlich in
Immunzellen wie Monozyten, Makrophagen und dendritischen Zellen exprimiert, aber
auch in einigen anderen Zellarten wie Endothelzellen (44). Die TLRs gehoren zu den
Pattern-Recognition-Receptors (PRRs). Sie erkennen PAMPs wie Bestandteile von
Mikroorganismen, einschliel3lich Bakterien, Viren, Pilzen und Parasiten (45). Der TLR4
detektiert unter anderem Antigene wie LPS, aber auch endogene Strukturen wie Low
Density Lipoproteine (LDL), die zu der Gruppe der DAMPs gehoren. TLR 4 initiiert im
Zusammenspiel mit CD14 und Uber die Ausschittung von Zytokinen eine
Immunantwort (46, 47). Die Immunantwort kann Uber mehrere Signalwege ablaufen.
Zum einen wird eine Enzymkaskade ausgeldst, die Inflammasome aktiviert (45).
Inflammasome sind intrazellulare Proteingebilde (16), die unter anderem die
Maturierung von pro-IL-13 zu IL-13 durch die Caspase 1 regulieren (16). Im Folgenden

rekrutiert IL-1B3 als pro-inflammatorischer Mediator Immunzellen und aktiviert diese
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(48-50). Zusatzlich kommt es bei einer Aktivierung der TLR4-Rezeptoren zur Induktion
des Nuclear Factor 'kappa-light-chain-enhancer’ of activated B-cells (NF-kB) und somit
zur verstarkten Expression von Genen, die proinflammatorische Zytokine kodieren
(44). Durch diese beschriebenen Mechanismen kann Alkohol Einfluss auf das
Immunsystem nehmen. So konnte von Horauf et al. gezeigt werden, dass die Aktivitat
der Caspase 1 durch die Wirkung von Alkohol auf humane HepG2-Zellen signifikant
gemindert wird (51). Ebenso konnte in weiterfuhrenden Studien von Mdrs et al. gezeigt
werden, dass Alkohol hemmenden Einfluss auf den nicht-kanonischen NF-kB-
Signalweg hat (52).

Die veranderte Immunmodulation zeigt sich auch an den Monozyten. Bisherige
Studien zeigen bereits, dass sowohl deren Anzahl als auch ihre Funktion unter dem
Einfluss von Alkohol verandert sind (38, 53). Die Monozyten zirkulieren frei im Blut und
exprimieren auf ihrer Oberflache PRRs wie den TLR4. Wie zuvor beschrieben, kénnen
Monozyten im Falle einer Infektion PAMPs erkennen und entzindliche Zytokine
ausschutten, welche die Immunantwort modulieren. Sie konnen aber auch vom Blut in
das Gewebe einwandern und sich zu Makrophagen differenzieren (54). Die Monozyten
kénnen anhand ihrer Oberflachenproteine in drei verschiedene Subsets unterteilt
werden: Die klassischen Monozyten (CD14°9"CD16-), die intermediaren Monozyten
(CD14bM9CD16*) und die nicht-klassischen Monozyten (CD149mCD16%). Dabei
konnen sich die klassischen zu den intermediaren und die intermediaren zu den nicht-
klassischen differenzieren (55). Die einzelnen Subsets unterscheiden sich in ihren
jeweiligen Funktionen: Dabei nehmen die klassischen Monozyten mit ihren
Fahigkeiten zur Adhasion an das Endothel, zur Migration und Phagozytose vor allem
eine Rolle in der antimikrobiellen Reaktion des Korpers ein (55). Die intermediaren
Monozyten zeigen die starkste Prasentation von Antigenen auf ihrer Oberflache und
kénnen sowohl pro- als auch anti-inflammatorische Zytokine ausschutten. Die nicht-
klassischen Monozyten hingegen zeigen vor allem bei der antiviralen Immunantwort
eine erhohte Aktivitat (55). Sie werden mit Krankheitsgeschehen wie vendsen
Thromboembolien und Leberzirrhose assoziiert (56, 57). Zusatzlich spielen sie eine
Rolle bei der Wundheilung (58). Der potenzielle Einfluss einer Alkoholintoxikation auf

die Monozyten-Subtypen wurde zuvor noch nicht untersucht.

Die Relevanz der durch Alkohol bedingten Schwachung des Immunsystems
Iasst sich am Beispiel des Traumas verdeutlichen: Kommt es zu einer Verletzung,
10



setzen die betroffenen Zellen DAMPs frei (59, 60). Ebenso kommt es durch potenziell
beschadigte Darm- oder Hautbarrieren zum Eindringen von PAMPs in den
Organismus (60, 61). DAMPs und PAMPs binden an PRRs und induzieren so die
Produktion und Freisetzung von Zytokinen (62, 63). Die proinflammatorische
Immunantwort auf die DAMPs und PAMPs wird als Systemic Inflammatory Response
Syndrom (SIRS) bezeichnet. Die natlrliche physiologische und zeitgleich ablaufende
anti-inflammatorische Immunantwort wird als Compensatory Anti inflammatory
Response Syndrome (CARS) bezeichnet (60). Sowohl eine Intensivierung des CARS
als auch des SIRS kann zu Organversagen und Sepsis fuhren (60, 63). Die
Auswirkungen des Alkoholkonsums auf dieses sensible Gleichgewicht sind
unterschiedlich. Dabei spielen auch Unterschiede zwischen akutem und chronischem
Alkoholkonsum eine Rolle (64). Es wurde festgestellt, dass alkoholisierte
Traumapatienten mit einem chronischen Alkoholkonsum eine erhohte Letalitat im
Trauma aufweisen und anfalliger fir MODS und Sepsis als nicht alkoholisierte
Patienten sind. Andererseits konnte gezeigt werden, dass akut alkoholisierte
Traumapatienten im Vergleich zu chronisch trinkenden oder nicht alkoholisierten
Traumapatienten ein verbessertes 24-Stunden-Uberleben haben (64-66). In
Tierversuchen konnte ebenfalls gezeigt werden, dass bei akut alkoholintoxikierten
Nagern die Mortalitdt nach einem hamorrhagischen Schock im Vergleich zu
ndchternen Nagern stark reduziert war (67). Die Ursachen fur die Veranderungen in
deren Outcomes sind nicht zulanglich erforscht worden — vor allem nicht im humanen

Szenario.

Vor dieser hohen klinischen Relevanz ist es das Ziel der vorliegenden Arbeit die
multiplen Auswirkungen des Alkoholkonsums auf das Immunsystem gesunder
Probanden in einem Wirk-Zeit-Verhaltnis zu beschreiben. Ebenso soll dargestellt
werden, ab welcher Dosierung der Alkoholkonsum Einfluss auf das Immunsystem
nimmt und ob die Hohe der BAC dabei mit den Auswirkungen auf das Immunsystem

korreliert. Hierbei wurden mehrere Thematiken bearbeitet:

In der Arbeit von Sturm et al. wurde durch die Analyse von Biomarkern, die mit
Storungen der Darmbarriere assoziiert sind, die Wirkung des Alkoholkonsums auf die
Integritat der Darmbarriere analysiert. Zum anderen wurden Ruckschlusse auf die

Endotoxinbioaktivitat gezogen (68).
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Zusatzlich beschaftigt sich die Arbeit von Haag et al. mit den Auswirkungen des
Alkoholkonsums auf Anzahl und Funktion der Leukozyten im Gesamten und der
Monozyten und Granulozyten im Speziellen. Um die Funktion der Zellen darzustellen,
wurden ihre Apoptoseaktivitat, ihnre Fahigkeiten ROS zu bilden und Phagozytose zu
betreiben beobachtet (69).

Erganzend wurden die Monozyten in der Arbeit von Janicova et al. auf ihre
Fahigkeit, an Lungenepithelzellen zu adharieren sowie die Verteilung ihrer Subsets
und deren Expression von TLR4 untersucht. Ebenfalls wurden die Serumspiegel von
IL-1B8 und die Aktivitat der Caspase 1 als Indikator der Inflammasomfunktionalitat in

Monozyten erfasst (70).

12



5 Material und Methoden

5.1 Allgemeiner Versuchsaufbau

In den vorliegenden Arbeiten wurden zwolf weibliche und zehn mannliche
Probanden im Alter zwischen 20 und 37 Jahren untersucht. Nach erfolgreicher
Einholung des Ethikvotums mit der Nummer 255/14 am Universitatsklinikum der
Goethe Universitat Frankfurt wurde die Studie unter Berlcksichtigung der Deklaration
von Helsinki des Weltarztebundes und der STROBE Richtlinien durchgefihrt (71). Die
Probanden erhielten zu Beginn eine Pizza (J: 28cm) als standardisierte Mahlzeit.
Danach erhielten sie Uber einen Zeitraum von vier Stunden jeweils alle 20 Minuten
eine vorher mithilfe der Widmark-Formel berechnete Menge eines Whiskey-Cola-
Mischgetrankes, um eine BAC von 1%o. nach vier Stunden zu erreichen (72). Die
Getranke bestanden aus Tennessee Whiskey Jack Daniels 40% und Coca-Cola in
einem Mischungsverhaltnis von 1:2. Wahrend des Versuchs stand den Probanden
zusatzlich zu dem Mischgetrank noch ein Liter Wasser zur Verfligung. Die
Blutentnahmen erfolgten vor dem Alkoholkonsum (TO0), zwei Stunden (T2), vier
Stunden (T4), sowie sechs Stunden (T6) nach Beginn des Konsums Uber eine
Venenverweilkantle mit 20 G (Vasofix Braunlle, Braun, Melsungen Germany).
Ebenso wurde an beiden Folgetagen (T24 und T48) Blut abgenommen. Es erfolgten
BAC Kontrollen Uber das Zentrallabor der Universitatsklinik. Zusatzlich wurde zu den
Zeitpunkten TO bis T6 Urin von den Probanden gesammelt, zentrifugiert und

eingefroren. Fir den Allgemeinen Versuchsaufbau siehe auch Abb. 1.

T0 T2 T4 T6 T24 Ta8
1 liter H,0
TREATMENT : i
lunch | 12x EtOH (avery 20 min)
1%
Time (hours) : : : : """ :
-1 0 2 4 6 24 48
SAMPLING
] (v N o

Abbildung 1: Allgemeiner Versuchsaufbau: Der Alkoholkonsum startete nach einer standardisierten Mahlzeit bei T-
1 (eine Stunde vor dem Beginn des Alkoholkonsums). Zu den genannten Zeitpunkten (TO: Beginn des
Alkoholkonsums, T2: zwei Stunden nach Beginn, T4: vier Stunden nach Beginn, T6, sechs Stunden nach Beginn,
T24: 24 Stunden nach Beginn, T48: 48 Stunden nach Beginn) erfolgten Blutentnahmen (B). Am ersten Versuchstag
wurde zwischen den Blutentnahmen der Urin der Probanden gesammelt und asserviert (U) (68).
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5.2 FACS Analysen

Mithilfe der Durchflusszytometrie (Fluorescence-activated Cell Sorting: FACS)
wurde die Phagozytoseaktivitat (Escherichia coli (Stamm K-12) BioParticles™,
Invitrogen, USA), ROS-Produktion (CM-H2DCFDA, Invitrogen, USA, und Apoptose-
Aktivitat (FAM-FLICA® Caspase-3/7 Assay Kit, ImmunoChemistry, Bloomington, USA)
der untersuchten Zellen bestimmt. Ebenso wurde mit dieser Methode die Verteilung
der Monozyten-Subsets anhand ihrer CD14- (APC/Cy7; Clone M5E2; BioLegend) und
ihrer CD16-Antikérper (PE/Cy7; Clone 3G8; BioLegend), sowie ihre Caspase 1-
Aktivitat (FLICA 660 Caspase-1 Assay; ImmunoChemistry, USA) und TLR4-
Expression (APC; Clone HTA125; BioLegend) bestimmt. Daflr wurde Heparinblut der
Patienten mit den entsprechenden Markern inkubiert. Die genauen Beschreibungen
der angewandten Methoden und Materialen fir die durchflusszytometrischen

Analysen sind den Publikationen zu entnehmen (69, 70).

5.3 ELISA Analysen

Mithilfe des Enzyme-linked Immunosorbent Assay (ELISA) wurden im Serum
der Probanden die Konzentrationen von IL-13 (#DY201, R&D, USA), sCD14 (#DY383,
R&D Systems, Minneapolis, USA), Syndecan-1 (#DY2780, R&D Systems,
Minneapolis, USA) und FABP-I (# DY3078, R&D Systems, Minneapolis, USA)
ermittelt. Erganzend wurden die Konzentrationen von Syndecan-1 und FABP-I| aus
dem Urin der Probanden bestimmt. Die verwendeten Testkits sowie die genauen

Methodenbeschreibungen sind den Publikationen im Anhang zu enthnehmen (68, 70).

5.4 Adhasionsversuch

Fur die Adhasionsversuche wurden Monozyten aus Heparin-Vollblut mittels
Dichtegradientenzentrifugation (Bicoll-Trennldsung, 1,077 g/ml Dichte; Biochrom,
Deutschland) isoliert und anteilig mit 1 pg/ml LPS (E. coli O127:B8 strain; Sigma
Aldrich) dber 90 Minuten stimuliert. Die CD14 positiven Zellen wurden weiter Uber
magnetische Zellseparation unter Verwendung von Miltenyi-Saulen (Miltenyi Biotec,
Deutschland) isoliert, in Nahrmedium gelést und auf 6-Loch Platten (Sarstedt,
Deutschland), die mit A549-Zellen bewachsen waren (mind. 295% Konfluenz),
ausgebracht. Nach einer 35-minutigen Inkubation wurden die Zellen gewaschen und
mit 1% Glutaraldehyde fixiert. Die adharenten Monozyten wurden dann in flnf
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verschiedenen Feldern einer definierten GroBe (5x0,25 mm?2) mit einem
Phasenkontrastmikroskop (20-fache Vergrolierung) gezahlt. Die mittlere zellulare
Adhasionsrate wurde berechnet. Die genaue Beschreibung der angewandten

Methode und der verwendeten Materialen ist der Publikation zu entnehmen (70).

5.5 Statistische Auswertung

Zur Durchfuhrung der statistischen Analyse wurde die Software
GraphPad Prism 6.0 (GraphPad Software Inc. San Diego, CA, USA) verwendet. Die
Daten werden als Median + Standardfehler des Mittelwerts (SEM) angegeben. Zum
Vergleich der Unterschiede zwischen den Gruppen wurde der Kruskal-Wallis-Test mit
einem Dunn's-Post-Hoc-Test angewandt. Ein p-Wert unter 0,05 wurde als statistisch
signifikant angesehen. Die jeweils angewandte statistische Methode ist den

Publikationen zu entnehmen (68—70).
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6 Ergebnisse

6.1 Blutalkohol

Wahrend der Versuche stieg die Blutalkoholkonzentration ab T2 im Vergleich
zu TO signifikant an (p<0,05, Abb. 2A). Nach vier Stunden (T4) war die
Zielkonzentration von 1% bei beiden Geschlechtern erreicht (Abb. 2B). An den beiden

Folgetagen (T24, T48) konnte kein Alkohol im Blut nachgewiesen werden (Abb. 2).

A ‘s Abbildung 2: Verlauf der Blutalkoholkonzentration: Die
Abbildungen zeigen die Blutalkoholkonzentration der
Probanden zu den Zeitpunkten TO bis T48. Die BAC
wurde bei 12 weiblichen und 10 ménnlichen gesunden
Probanden vor (T0) und 2 (T2), 4 (T4), 6 (T6), 24 (T24)
und 48 Stunden (T48) nach dem Beginn des
Alkoholkonsums bestimmt. Abbildung A zeigt die
Gesamtprobanden, wahrend Abbildung B die Kurven fiir
weibliche (rot) und ménnliche (blau) Probanden separat
darstellt. Die Daten sind als Mittelwert + Standardfehler
des Mittelwerts angegeben. *: p<0,05 vs. TO (68).

Blutalkoholkanzentration (%)

TO T2 T4 T24 T48

B 149 mm Frauen
B Manner

Blutalkoholkonzentration [%e]

6.2 Darmintegritat

In dem untersuchten Serum der Probanden zeigte sich zu den Zeitpunkten T2
und T4 ein signifikanter Abfall der FABP-I Konzentration im Vergleich zum
Ausgangswert bei TO, der in einen signifikanten Anstieg an T6 Uberging (p<0,05, Abb.
3A). Die geschlechtsspezifische Analyse zeigte an T2 signifikant hohere Spiegel bei
Mannern als bei Frauen (p<0,05, Abb. 3B). Im Urin zeigte sich bei den
Gesamtprobanden ein signifikanter Abfall des FABP-I-Spiegels bei T4 gegeniber TO
(p<0,05, Abb. 3C).
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Serum FABP-I [pg / ml]
Urin FABP-1 [pg / ml]

Bei der Messung des Syndecan-1 zeigten sich im Serum bei der
Gesamtpopulation keine signifikanten Anderungen (Abb. 4A). Jedoch zeigten sich bei
den mannlichen Probanden uber alle beobachteten Zeitpunkte hinweg hohere
Serumspiegel (Abb. 4B). Im Urin zeigte sich bei den Gesamtprobanden an T4 eine
signifikante Abnahme des Syndecan-1 Spiegels im Vergleich zu TO (p<0,05, Abb. 4C).
Die mannlichen Probanden hatten zu jedem beobachteten Zeitpunkt signifikant hohere
Spiegel von Syndecan-1 im Urin (p<0,05, Abb. 4D).

A 3 c 9 Abbildung 4: Verlauf der Syndecan-
1 Konzentrationen: Es sind die
Konzentration von Syndecan-1 im
Serum (A, B) und im Urin der
Probanden (C, D) dargestellt. Sie
wurden bei 12 weiblichen und 10
ménnlichen gesunden Probanden
vor (TO) und 2 (T2), 4 (T4), 6 (T6), 24
(T24) und 48 Stunden (T48) nach
dem Beginn des Alkoholkonsums

D | = e bestimmt. A und C zeigen die
" * Konzentrationen bei der gesamten
Jd T a g Patientenkohorte, die Abbildungen B
— und D stellt die weiblichen (rot) und
ménnlichen (blau)  Probanden

2 separat dar. Die Daten sind als
Mittelwert + Standardfehler des
Mittelwerts angegeben. *: p<0,05 vs.
To T2 T4 Te  T2a T4 T0 T2 T4 e TO oder p<0,05 vs. angegebene

Gruppen (68).

~

Urin Syndecan-1 [ng/ ml]

Serum Syndecan-1 [ng / ml]

T0 T2

N

Serum Syndecan-1 [ng / ml]
N w

Urin Syndecan-1 [ng / ml]

Uber alle beobachteten Zeitpunkte hinweg zeigte sich ein kontinuierlicher
Anstieg des sCD14-Spiegels im Serum, der bezogen auf TO bei T6, T24 und T48
signifikant war (p<0,05, Abb. 5A). Bei der separaten Betrachtung der Geschlechter
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zeigten sich bei TO signifikant hohere sCD14-Spiegel bei den weiblichen Probanden
(p<0,05, Abb. 5B).

A

Serum sCD14 [ng / ml]

Serum sCD14 [ng / ml]

6000

4000

2000

6000

4000

2000

0

* * Abbildung 5: Verlauf der Konzentration von Iéslichem (soluble)
Cluster of Differentiation 14 (sCD-14) bei gesunden Probanden:
Die Konzentrationen wurden bei 12 weiblichen und 10
ménnlichen gesunden Probanden vor (T0) und 2 (T2), 4 (T4), 6
(T6), 24 (T24) und 48 Stunden (T48) nach dem Beginn des
Alkoholkonsums bestimmt. A zeigt die Konzentrationen bei der
gesamten Patientenkohorte, Abbildungen B stellt die
weiblichen (rot) und ménnlichen (blau) Probanden separat dar.
Die Daten sind als Mittelwert + Standardfehler des Mittelwerts
o T2 angegeben. *: p<0,05 vs. TO (68).

BN Frauen
B Minner

*

—

TO T2 T4 T.S T24 T48

Darliber hinaus ergab sich eine positive Korrelation zwischen den Serum
sCD14 Werten bei T24 mit den FABP-I Werten bei T2 (p<0,05, Abb. 6)

Serum sCD14 T24 [ng / ml]

8000+

7000+
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5000+

4000

Abbildung 6: Spearman-Analyse der Korrelation zwischen dem
I6slichem (soluble) Cluster of Differentiation 14 (sCD14) und dem
intestinalen Fatty Acid Binding Protein (FABP-I): Es wird eine
positive Korrelation mit einem Spearman r=0,8182 zwischen dem
zirkuldren FABP-I bei 2 Stunden (T2) und sCD14 bei 24 Stunden
nach Beginn der Alkoholaufnahme gezeigt (p<0,05, n=12) (68).

3000
0

200 400 600 800
Serum FABP-I T2 [pg / ml]

Zusammenfassend lasst der Anstieg des FABP-I-Spiegels auf eine Stérung der

Darmintegritat durch den Alkohol schlielen. Da dieser bei den weiblichen Probanden

weniger stark ausgepragt war, kann davon ausgegangen werden, dass diese in einem

geringeren Ausmal} von der Schadigung betroffen waren. Der kontinuierliche Anstieg

der sCD14-Konzentration im Serum lasst auf eine erhohte Translokation von

Mikroorganismen nach Alkoholabusus bei beiden Geschlechtern schliefen und

unterstreicht die Annahme, dass ein erhéhter Alkoholkonsum zu einer Schadigung der

Darmbarriere beitragt.
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6.3 Zellzahl

Die Gesamtzahl der Leukozyten stieg an T2 und T4 signifikant gegenliber dem
Ausgangswert TO an (p<0,05, Abb. 7A). Mit gleichzeitig fallender BAC nahm die Anzahl
der Leukozyten an T6 wieder ab (Abb. 7A). Es zeigten sich keine signifikanten
Unterschiede zwischen den Geschlechtern (Abb. 7B). Der Anteil der Granulozyten
nahm bei T4 und T6 signifikant im Verhaltnis zu TO ab (p<0,05, Abb. 7C). Zu den
meisten betrachteten Zeitpunkten hatten die weiblichen Probanden eine geringere
Anzahl an Granulozyten als die mannlichen. Dieser Unterschied war bei T48 signifikant
(p<0,05, Abb. 7D). Zwei Stunden nach der Beendigung des Trinkens (T6) nahm die
Anzahl der Monozyten signifikant ab, an beiden Folgetagen war sie signifikant

gegenuber ihres urspringlichen Niveaus (T0) erhéht (p<0,05, Abb. 7E).

Abbildung 7: Auswirkungen
* des Alkoholkonsums auf die
Anzahl der Zellen des

B
angeborenen Immunsystems
) bei gesunden Probanden:
) Anzahl der Gesamtleuko-
zyten (A, B), Anteil der
Granulozyten (C, D) sowie
, der Monozyten (E, F) wurde

To T2 T4 T8 T24 Tas aus dem Blut von 12
c = D 801 mm Frauen . weiblichen und 10 mén-

= Minner — nlichen Probanden vor (TO)

und 2 (T2), 4 (T4), 6 (T6), 24
E 8 F 107 mm Frauen

604  Fow
(T24) und 48 Stunden (T48)
] nach Beginn des Alkohol-
konsums  bestimmt.  Die
201 Ergebnisse werden sowohl in
der Gesamtpopulation (A, C,
o E) als auch nach Ge-
schlechtern getrennt (B, D, F)
* = Minner dargestellt. Weibliche Pro-
8 banden sind durch den roten
und ménnliche durch den
blauen Balken représentiert.
4 Daten sind als Mittelwert +
Standardfehler des Mittel-
2 werts angegeben *: p<0,05

vs. TO oder p<0,05 vs.
T2 ™ T T T angegebene Gruppen (69).
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Uber alle beobachteten Zeitpunkte hinweg zeigten sich keine signifikanten
quantitativen Anderungen der Anzahl der CD14 positiven Monozyten. Die klassischen
Monozyten (CD14b9"CD16°) zeigten zu T2 und T24 signifikante Anstiege im Vergleich
zu TO (p<0,05, Abb. 9B). Die intermedidren Monozyten (CD14*9""CD16*) zeigten zu
den Zeitpunkten T2 bis T6 signifikante Anstiege gegenuber ihrer Ausgangwerte bei TO

und fielen an den Folgetagen wieder auf ihr jeweils urspringliches Niveau zurtck
19



(p<0,05, Abb. 9C). Die nicht-klassischen Monozyten (CD149™CD16*) zeigten vier und

sechs Stunden nach Beginn des Alkoholkonsums signifikante Anstiege gegenlber TO

(p<0,05, Abb. 9D).
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Abbildung

8:  Reprédsentative  Gating

Strategie der Monozyten (70).

Abbildung 9: Auswirkungen
des Alkoholkonsums auf die
Verteilung der Monozyten-
Subsets bei gesunden
Probanden: Die prozentuale
Verteilungen von Cluster of
Differentiation 14 positiven
(CD14*) (A), klassischen
(CD14b9"CD167) (B), inter-
medidren (CD149"CD16")
(C) und nicht-klassischen
(CD149mCD16*) (D) Mono-
zyten wurde aus dem Blut von
22 gesunden Probanden vor
(TO) und 2 (T2), 4 (T4), 6 (T6),
24 (T24) und 48 Stunden
(T48) nach Beginn des
Alkoholkonsums  bestimmt.
Die Daten sind als Mittelwert +
Standardfehler des Mittel-
werts angegeben. *: p<0,05
vs. TO (70).

Durch den Alkohol kam es insgesamt zu einem initialen Anstieg der

Gesamtleukozytenzahl, dem ein Abfall der Granulozytenzahl (T4, T6) und der

Monozytenzahl (T6) folgte. Auch die Monozyten-Subsets reagierten auf den

Alkoholkonsum. Zuerst stiegen die klassischen Monozyten an (T2), gefolgt von den
intermediaren (T2-T6) und zuletzt den nicht-klassischen Monozyten (T4, T6) (Abb. 7

und Abb. 9).
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6.4 TLR4 Expression und Signalubertragung der Monozyten

Die CD14 positiven Zellen mit TLR4-Expression zeigten einen signifikanten
Anstieg von TO zu T2 und fielen danach wieder auf das Ausgangsniveau ab. Am
zweiten Folgetag (T48) zeigten signifikant weniger Zellen TLR4-Expression als zu
Beginn des Versuchs (T0) (p<0,05, Abb. 10A). Zu T2 und T6 zeigten signifikant mehr
klassische Monozyten die Expression von TLR4 im Vergleich zu TO, wahrend die
intermediaren und nicht-klassischen Monozyten an T2 einen signifikanten Anstieg
zeigten (p<0,05, Abb. 10B, C, D). Ebenfalls wurden die Monozyten auf die Intensitat
der TLR4-Expression untersucht. Die Intensitat wird im Folgenden als Mean
Fluorescence Units (MFU) angeben. Dabei zeigten die CD14 positiven Zellen im
Gesamten eine signifikant starkere Expression an T2 im Vergleich zu TO (p<0,05, Abb.
10E). Die klassischen Monozyten zeigten von T2 bis T6 einen ansteigenden Trend in
der Expressionsstarke; und am ersten Folgetag (T24) einen signifikanten Abfall
gegenuber TO (p<0,05, Abb. 10F). Die intermediaren Monozyten zeigten an beiden
Folgetagen (T24 und T48) eine signifikant abgeschwachte Expression von TLR4 im
Vergleich zum Expressionslevel vor dem Versuch (p<0,05, Abb. 10G).
Wahrenddessen zeigten die nicht-klassischen Monozyten nach zwei Stunden (T2)
einen signifikanten Anstieg der TLR4-Expression gegenuber dem Ausgangswert (T0),

die im Anschluss wieder auf ein nicht signifikantes Niveau abfiel (p<0,05, Abb. 10H).
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E ™ Abbildung 10: Auswirkungen des
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Die Aktivitat der Caspase 1 in den CD14 positiven Monozyten erwies sich Uber
den beobachteten Zeitraum als konstant. Eine ex vitro durchgefihrte Stimulation mit
LPS zeigte zu allen beobachteten Zeitpunkten eine signifikante Erhdhung der Caspase
1 Aktivitat und eine signifikant hohere Aktivitat im Vergleich zum nicht-stimulierten
Zustand (p<0,05, Abb. 11B).
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A Caspase 1 Abbildung 11: Auswirkungen des Alkoholkonsums auf die
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Die IL-1B8 Spiegel im Serum von Probanden lagen unterhalb der
Nachweisgrenze. Daher wurden die Vollblutproben mit LPS stimuliert und IL-1 im
Uberstand gemessen. Am Versuchstag selbst (ibte der Alkoholkonsum keinen Einfluss
auf die Spiegel von IL-1B aus. Allerdings zeigten sich am jeweils ersten Folgetag ein
dezenter und am zweiten Folgetag ein signifikanter Abfall des IL-1B-Spiegels
gegenuber dem Ausgangswert TO (p<0,05, Abb. 12A). Ebenso konnte eine positive
Korrelation zwischen den IL-1B Spiegeln nach Vollblutstimulation mit LPS und der
Intensitat der TLR4-Expression auf den CD14-positiven Monozyten gezeigt werden
(Abb. 12B).
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Abbildung 12: Auswirkungen des Alkoholkonsums auf die
Interleukin (IL)-1B-Sekretion im Serum gesunder Probanden:

* Der Serumspiegel von IL-18 wurde im Blut von 12 weiblichen
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Beginn des Alkoholkonsums bestimmt (A). B zeigt die
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Zusammenfassend konnte gezeigt werden, dass es durch den Alkoholkonsum
zu einer vermehrten Expression von TLR4 mit einer erhdhten Rezeptordichte auf den
Monozyten der untersuchten Probanden kommt (u.a. T2). Die IL-1p Freisetzung zeigt
sich bis auf eine signifikante Reduktion am zweiten Folgetag (T48) bei

gleichbleibender Caspase 1-Aktivitat unverandert.

6.5 Phagozytose-Aktivitat

Nach dem Erreichen der maximalen BAC war der Anteil der phagozytierenden
Leukozyten an T4 und T6 signifikant vermindert gegenuber TO (p<0,05, Abb. 13A).
Wahrend des gesamten Experiments hatten die weiblichen Probanden im Vergleich
zu den mannlichen Probanden einen geringeren Anteil an den phagozytierenden
Leukozyten. Dieser Unterschied erwies sich bei T48 als signifikant (p<0,05, Abb. 13B).
Die Intensitat der phagozytierenden Leukozyten zeigte Uber den gesamten
Messzeitraum hinweg keine signifikanten Anderungen (Abb. 14A). Die Leukozyten der
weiblichen Probanden zeigten beinahe zu jedem Zeitpunkt eine hdhere Intensitat als
die der mannlichen Probanden. Dieser Unterschied zwischen den Geschlechtern war
bei T2 signifikant (p<0,05, Abb. 14B).

Der Anteil der phagozytierenden Granulozyten blieb wahrend des Experiments
konstant. Eine Ausnahme bildete T24, hier zeigte sich eine signifikante Abnahme der
Phagozytoseaktivitat gegentber der Ausgangsaktivitat bei TO (p<0,05, Abb. 13C).

24



Uber den Versuchstag hinweg zeigte sich eine stetige Zunahme der
Fluoreszenzintensitat der phagozytierenden Granulozyten. Bei den weiblichen
Probanden war die Intensitat der phagozytierenden Granulozyten zu jedem Zeitpunkt,
auller bei T24, hoher als bei den mannlichen Probanden. Dieser Unterschied war zwei
Stunden nach Alkoholkonsum signifikant (p<0,05, Abb. 14C, D).

Abbildung 13: Auswirkungen
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Der Anteil der phagozytierenden Monozyten blieb wahrend der gesamten
Studie auf einem konstanten Niveau (Abb. 13E). Am ersten Folgetag (T24) zeigte sich
der Anteil der phagozytierenden Monozyten bei den weiblichen Probanden signifikant
héher als bei den mannlichen (p<0,05, Abb. 13F). Zwei Stunden nach Erreichen der
maximalen BAC (T6) fiel die Intensitat der phagozytierenden Monozyten signifikant ab
(p<0,05, Abb. 14E). Aligemein zeigte sich bei den weiblichen Probanden die Intensitat
der phagozytierenden Monozyten zu jedem Zeitpunkt hoher als bei den mannlichen
Probanden. Dieser Geschlechterunterschied war bei TO, T2 und T48 signifikant
ausgepragt (p<0,05, Abb. 14F).
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Abbildung 14: Auswirkungen
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Zusammenfassend nahm durch den Alkoholkonsum die Anzahl der
phagozytierenden Gesamtleukozyten bei gleichbleibender Intensitat ab (T4, T6). Die
Anzahl der phagozytierenden Granulozyten zeigte sich am ersten Folgetag signifikant
gegenuber TO gemindert. Es liel3 sich demonstrieren, dass die untersuchten Zellen der
weiblichen Probanden zu den meisten Zeitpunkten aktiver Phagozytose betrieben als

die der mannlichen.

6.6 ROS-Produktion

Die Intensitat der ROS-produzierenden Leukozyten nahm nach Beginn des
Alkoholkonsums bei T2 signifikant gegentber TO ab. Vier Stunden nach Beginn des
Alkoholkonsums bei T4 stieg die Fluoreszenzintensitat wieder signifikant gegenuber
dem Ausgangswert an. Nach Beendigung des Konsums (T6) fiel die Intensitat wieder
signifikant im Vergleich zu TO ab (p<0,05, Abb. 15A).

Die Fluoreszenzintensitat der ROS-produzierenden Granulozyten zeigte sich

nach Erreichen der maximalen BAC bei T4 und T6 in der Gruppe aller Probanden im

Vergleich zu TO signifikant reduziert (p<0,05, Abb. 15C). Bei separater Betrachtung

der Geschlechter zeigte sich die Intensitat bei den weiblichen Probanden bei T2 bis
T24 im Vergleich zu TO signifikant gemindert (p<0,05, Abb. 15D).
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Die Intensitat der ROS-produzierenden Monozyten war zu T24 bei den

Gesamtprobanden gegentber dem Ausgangswert (TO) signifikant vermindert (p<0,05,
Abb. 15E).
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Zusammenfassend wurde die Intensitat der ROS-Produktion durch den Einfluss

des Alkoholkonsums verringert. Diese Auswirkungen waren bis zu den Folgetagen

nachweisbar.

6.7 Apoptoseaktivitat

Der Anteil der Caspase 3/7 positiven Leukozyten erhohte sich bei T2 signifikant

gegenuber dem Ausgangswert. Zu den folgenden Zeitpunkten sank der Anteil der

Caspase 3/7 positiven Leukozyten im Vergleich zum Ausgangswert TO auf ein nicht-

signifikantes Niveau (p<0,05, Abb. 16A). Die Fluoreszenzintensitat der untersuchten

Leukozyten nahm bei T2 signifikant gegenuber TO zu. Dieser Anstieg war sowohl bei

der Gesamtheit der Probanden als auch bei den weiblichen Probanden signifikant
(p<0,05, Abb. 17A+B).
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Der Anteil der Caspase 3/7 positiven Granulozyten zeigte sich bei T2 signifikant
gegenuber TO erhdht und fiel zu den folgenden Zeitpunkten wieder ab (p<0,05, Abb.
16C). Ebenso nahm die Fluoreszenzintensitat in den untersuchten Granulozyten bei
T2 signifikant gegenuber TO zu und fiel danach wieder auf ein nicht-signifikantes
Niveau ab (p<0,05, Abb. 17C).

Der Anteil der Caspase 3/7 positiven Monozyten stieg zwei Stunden nach
Beginn des Alkoholkonsums (T2) signifikant gegeniber dem Ausgangswert an
(p<0,05, Abb. 16E). Hier bestand ein signifikanter Unterschied zwischen dem erhdhten
Anteil bei den weiblichen Probanden und dem unveranderten Anteil an Caspase 3/7
positiven Monozyten bei den mannlichen (p<0,05, Abb. 16F). Bei T4 nahm der Anteil
der Caspase 3/7 positiven Monozyten ab und blieb fir die nachsten Zeitpunkte auf
nicht-signifikantem Niveau (Abb. 16E). Die Fluoreszenzintensitat in den Caspase 3/7
positiven Monozyten stieg wahrend des gesamten Experiments an. Zwei Stunden
nach Erreichen der maximalen BAC (T6) war dieser Anstieg fur die weiblichen
Probanden gegeniber dem Ausgangswert signifikant (p<0,05, Abb. 17F). An dem
ersten Folgetag (T24) war der Anstieg der Intensitdt der Caspase 3/7 positiven
Monozyten bei allen betrachteten Probanden signifikant gegeniber TO (p<0,05, Abb.

17E). Bei T48 nahm die Intensitat im Vergleich zu TO bei den Gesamtprobanden und
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bei den mannlichen Probanden im Einzelnen signifikant zu. Der Unterschied zwischen
den Intensitaten bei den weiblichen und mannlichen Probanden bei T48 war signifikant
(p<0,05, Abb. 17F).
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Zusammenfassend liel3 sich bei T2 ein Anstieg der Apoptoseaktivitat in allen
betrachteten Zellen nachweisen. Der Alkohol zeigte demnach eine frihe pro-
apoptotische Wirkung, die bei den Monozyten auch noch an beiden Folgetagen

vorhanden war.

6.8 Adhasionsverhalten der Monozyten

Die CD14-positiven Monozyten zeigten an allen beobachteten Zeitpunkten eine
gegenuber der Ausgangssituation verminderte Adhasion. Die Auspragung bei T4, T6
und T48 war signifikant gegentber TO. Ebenso zeigte sich die Fahigkeit zur Adhasion
auch unter LPS-Stimulation gemindert. Diese Minderung war zu den Zeitpunkten T4
und T6 signifikant gegenuber TO (p<0,05, Abb. 11C).
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7 Diskussion

Der gegenwartige Stand der Forschung legt nahe, dass Alkoholkonsum
Toleranzen gegenuber DAMPs und PAMPs induziert (67). Dadurch ist die Funktion
des Immunsystems eingeschrankt und es reagiert nicht adaquat auf Molekule wie
beispielsweise bakterielles Endotoxin (42, 53). Als Konsequenz werden durch
Monozyten und neutrophile Granulozyten weniger ROS freigesetzt. Ebenso ist die
Phagozytoseaktivitat reduziert und die Expression der Caspasen 3 und 7 verstarkt,
was auf verstarkte Apoptosevorgange hinweist (53, 73—77). Auch ist die Invasion von
Mikroorganismen in die Zirkulation durch eine geschwachte Darmbarriere erleichtert
(78). Kommt es vor diesem Hintergrund beispielsweise zu einem Trauma, kann dies
zu verlangerten Hospitalisierungszeiten und zu einer erhdhten Gesamtmortalitat
fuhren (64). Da Alkoholkonsum laut WHO ein weltweit verbreitetes
Gesundheitsproblem darstellt und mit diversen Krankheitsgeschehen assoziiert ist,

haben diese Auswirkungen eine hohe klinische Relevanz (1).

Die vorliegende Arbeit beschreibt die vielfaltigen Auswirkungen von
kontinuierlichen, Uber mehrere Stunden verteilten hohen Alkoholkonsum auf das
angeborene Immunsystem gesunder Probanden. Dabei wurden Monozyten und
neutrophile Granulozyten im Hinblick auf ihre Fahigkeit, ROS zu bilden und
Phagozytose zu betreiben, sowie ihrer Apoptoseaktivitat beobachtet. Zusatzlich
betrachtet wurde die Adhasion der Monozyten an A549-Zellen. Damit wurde
aufgezeigt in welchem Ausmal3, zu welchem Zeitpunkt und ab welcher Dosis die Zellen
der angeborenen Immunantwort durch Alkohol in ihrer Funktionalitat beeintrachtigt
waren. Ebenso sollten genauere Erkenntnisse Uber die sowohl pro- als auch die anti-
inflammatorischen Effekte des Alkohols gewonnen werden. Zusatzlich beschaftigt sich
die Arbeit mit der Auswirkung des Alkoholkonsums auf die Expression von TLR4 auf
den CD14-positiven Monozyten, die Aktivitat der Caspase 1 und die Konzentration von
IL-18 im Serum, um die Effekte des Alkohols auf Inflammasomfunktionalitat und -
aktivierung darzulegen. Ebenso wurde die Verteilung der Monozyten Subsets
untersucht, um auf diese Weise ebenfalls Erkenntnisse Uber Auswirkungen des
Alkoholkonsums auf sowohl pro- als auch anti-inflammatorische Zelltypen zu
sammeln. Des Weiteren wurde die Auswirkung von Alkohol auf die Darmintegritat als

mogliche Ursache fur eine Schwachung der Darmbarriere beschrieben. Diese kdonnte

30



eine Eintrittspforte fur mogliche Erreger darstellen und Ursache fur systemische

Komplikationen werden (16).

7.1 Alkohol reduziert die Darmintegritat und steigert die Endotoxinbioaktivitat

In vorangegangenen Studien konnten Anton et al. zeigen, dass der Konsum von
Alkohol die Integritat der Darmbarriere stort und so das Eindringen von Erregern in den
Organismus ermoglicht. Daflr futterten sie Ratten Uber vier Tage mit Alkohol und
analysierten deren lymphatisches Gewebe auf ein erhdhtes Vorkommen von Erregern
sowie die Struktur der tight junction Proteine im Darm. Dabei konnten Anton et al. eine
strukturelle Schadigung der tight junctions und eine erhdhte bakterielle Translokation
nachweisen (78). Diese alkoholbedingten Veranderungen spielen beispielsweise im
Trauma eine wichtige Rolle (48). So kdnnen PAMPs, die durch die geschadigte
Darmbarriere in den Organismus eindringen, die Entstehung einer Sepsis begunstigen
und das Outcome des Patienten negativ beeinflussen (60). Vor diesem Hintergrund
wurden auch die Auswirkungen des Alkoholkonsums von gesunden Probanden auf
ihre Darmbarriere beobachtet. Um die Integritat des Darmes zu bestimmen, wurden
FABP-I und Syndecan-1 im Serum und Urin der Probanden bestimmt. Ebenso wie die
sCD14-Konzentration, um die Translokation von Mikroorganismen bewerten zu

konnen.

FABP-I wurde bereits von Montagnana et al. in ihrem Review als moglicher
Marker fur Darmischamie assoziierte Darmschadigungen diskutiert (21). Zusatzlich
konnten Oldenburger et al. erhdhte FABP-I-Serumspiegel bei Kindern mit Zdlliakie
nachweisen, die mit dem Untergang von Darmgewebe assoziiert sind (79). In
bisherigen Kklinischen Studien konnten erhdhte FABP-I-Serumspiegel bei
Traumapatienten mit intestinalen Verletzungen im Vergleich zu Traumapatienten mit
anderen Verletzungsmustern nachgewiesen werden (20). Im vorliegenden
Versuchsaufbau nahm die FABP-I Konzentration im Serum initial signifikant ab und an
T6 wieder zu (68). Der Anstieg bei T6 Iasst auf eine alkoholinduzierte Schadigung der
Darmbarriere bei den gesunden Probanden schlieRen. Die initiale Abnahme des
Serum-FABP-I ist durch die vorangegangene Nahrungsaufnahme und die dadurch
reduzierte Darmmotilitat sowie den verlangsamten Transport des Alkohols in den Darm
zu erklaren. Der FABP-I-Anstieg an T6 war bei den mannlichen Probanden starker

ausgepragt, weshalb davon auszugehen ist, dass die beschriebenen Auswirkungen

31



bei Frauen weniger stark ausgepragt sein konnten (68). Zu diesen Ergebnissen passt,
dass Edogawa et al. mithilfe eines Saccharid-Ausscheidungstests zeigen konnten,
dass gesunde Frauen eine geringere Darmpermeabilitat haben als gesunde Manner
(80). Gegen die dargelegte Interpretation sprechen hingegen die Ergebnisse von Asai
et al., die mithilfe von Zellkulturen zeigen konnten, dass ein erhéhter Ostradiolspiegel,
wie er physiologisch nur bei Frauen vorkommt, die alkoholinduzierte Apoptose
intestinaler Epithelzellen verstarkt (81). Allerdings sind hier die Ergebnisse mit Vorsicht
zu interpretieren, da es sich um ein reines in vitro Model handelte. Es sind weitere
Versuche notwendig, um die abweichenden Auswirkungen von Alkohol auf die
unterschiedlichen Geschlechter in diesem Zusammenhang genauer darzustellen. Die
beschriebenen Ergebnisse des Serum-FABP-| zeigen, dass Alkohol die Darmintegritat
vor allem am Tag des Konsums beeintrachtigt. An den Folgetagen konnten keine
Auswirkungen nachgewiesen werden (68). In einem vergleichbaren Kontext konnte
bereits bei Mausen mehrfach eine schadigende Wirkungen von vermehrtem
Alkoholkonsum auf die Darmintegritat beschrieben werden. So konnten Tang et al.
eine erhohte Durchlassigkeit der Darmbarriere bei chronisch alkoholisierten Mausen
zeigen (82). Klingensmith et al. konnten chronischen Alkoholkonsum bei Mausen mit
Sepsis mit einer erhdhten Apoptose der Epithelzellen des Darmes in Verbindung
bringen (17). Auch Voigt et al. konnten an Mausen mit chronischem Alkoholkonsum
eine Schadigung der Darmbarriere nachweisen (18). Die beschriebenen Ergebnisse
erweitern die bereits vorhandenen um die Erkenntnis, dass der Darm nicht direkt zu
Beginn des Konsums geschadigt wird. Welche Rolle potenzielle Modifikationen des

Mikrobioms hierbei spielen ist noch immer unbekannt.

Als weiteren Marker flr die Darmintegritat wurden die Konzentrationen von
Syndecan-1im Serum und Urin gemessen (68). Syndecan-1 ist ein Oberflachenprotein
der Epithelzellen des Darms (25). Eine Erhéhung des Syndecan-1 im Serum konnte
im Mausversuch mit dem Verlust der tight junctions und einer Dysfunktion des
Darmepithels assoziiert werden (27). Die weiblichen Probanden zeigten signifikant
niedrigere Syndecan-1 Spiegel in Serum und Urin (68). Diese niedrigeren Werte
zeigten sich bereits vor dem Alkoholkonsum (T0) (68), weshalb die Daten indizieren,
dass Frauen generell einen niedrigeren Syndecan-1-Serumspiegel haben als Manner.
Dieser geschlechterspezifische Unterschied wurde bereits in von Huxley et al.

beschrieben (83). Die unveranderten Syndecan-1-Spiegel stehen im Kontrast zu den
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erhohten FABP-I-Werten bei T6. Es konnte also keine Freisetzung von Syndecan-1
aus den Zellen des Darmepithels nachgewiesen werden. Erganzend waren hier
weitere Studien sinnvoll. Ein Ansatz ware, die Probanden eine Lésung mit schwer
resorbierbaren Zuckern trinken zu lassen und deren Konzentration im Urin zu
bestimmen. Wurden diese Zucker ausgeschieden werden, konnte von einer
vermehrten Aufnahme Gber den Darm und einer damit verbundenen Darmschadigung
ausgegangen werden. Eventuell ware es mdglich, die Auspragung der Schadigung in
diesem Versuchsaufbau besser einschatzen zu konnen und den Verdacht auf eine
funktionelle Schadigung der Darmbarriere zu erharten. Ein anderer moglicher Ansatz
ware, das Mikrobiom der Patienten zu untersuchen, da ein gestortes Mikrobiom mit
einem Verlust der Darmintegritat assoziiert sein kann und ebenfalls durch den Konsum
von Alkohol verandert ist (84).

Das ebenfalls gemessene sCD-14 stellt einen Indikator fur die mikrobielle
Translokation dar und kann mit einer Erhdhung der Entzindungsparameter assoziiert
werden (28). Die Serumkonzentration von sCD-14 stieg Uber den kompletten Zeitraum
an. Dieser Anstieg zeigte sich insbesondere an T6, T24 und T48 (68). Mit einem
ahnlichen Versuchsaufbau konnten auch Bala et al. einen Anstieg der sCD-14-
Konzentration im Serum gesunder Probanden zeigen. Dafir lieRen sie diese einmalig
Alkohol trinken und bestimmten dann im weiteren Verlauf in regelmaRigen Abstanden
die sCD14-Konzentrationen im Serum (85). Dieser Anstieg lasst auf eine erhdhte
Translokation von Mikroorganismen aus dem Darm in die Zirkulation schlieen. Dass
die sCD14-Spiegel an den Folgetagen signifikant erhdht sind, unterstreicht die
nachhaltigen Auswirkungen eines einmaligen Alkoholkonsums auf den Organismus.
Neben den Auswirkungen auf die Darmbarriere zeigt sich die Wirkung des Alkohols
auch an Leukozyten, neutrophilen Granulozyten und Monozyten, die zum
angeborenen und antigenunspezifischen Teil des menschlichen Immunsystems

gehoren (86).

7.2 Alkoholkonsum zeigt einen friilhen pro- und einen spaten anti-
inflammatorischen Effekt auf die Anzahl der Leukozyten
Mithilfe der durchflusszytometrischen Analysen wurde die Anzahl der
Leukozyten, Monozyten und neutrophilen Granulozyten bestimmt. Ein vermindertes
Ansprechen dieser Zellen auf Stimuli wie DAMPs und PAMPs ist im Falle einer

Infektion mit einer erhdhten Inzidenz an Komplikationen sowie einer erhdhten
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Mortalitat assoziiert (35-37). Haag et al. zeigten einen signifikanten Anstieg der
Leukozytenzahlen in den ersten vier Stunden nach dem Alkoholkonsum. Nach sechs
Stunden fiel die Zellzahl wieder auf das Ausgangsniveau zurtick (69). Diese anfanglich
stimulierende Wirkung von Alkohol passt zu den Ergebnissen von Afshar et al. Sie
zeigten eine fruhe pro-inflammatorische Phase 20 Minuten nach einem einmaligem,
hohen Alkoholkonsum, bei dem gesunde Probanden ebenfalls eine BAC von 1%o
erreichten (38). Dieser initiale Anstieg der Leukozyten in der Zirkulation lasst sich durch
die alkoholbedingt verringerten Adhasionsraten, die ebenfalls in der Arbeit von
Janicova et al. gezeigt wurden, erklaren (70). Durch die verringerte Adhasion ist die
Migration der Leukozyten aus der Zirkulation erschwert und die Anzahl der
zirkulierenden Leukozyten nimmt vorerst zu (69). Auf den anfanglichen Anstieg der
Anzahl der Leukozyten folgt eine Abnahme der Monozytenzahl (T6) und der
neutrophilen Granulozytenzahl (T4 und T6) (69). Diese Abnahmen konnen
moglicherweise dadurch erklart werden, dass in der Arbeit von Haag et al., begleitend
zu dem frihen pro-inflammatorischen Effekt, ebenfalls eine erhéhte Apoptoseaktivitat
zu Beginn des Konsums (T2) gezeigt werden konnte (69). Des Weiteren stellt die anti-
inflammatorische Wirkung des Alkohols eine logische Erklarung fur eine Verminderung
der Anzahl der zirkulierenden Immunzellen dar. Dieser Effekt konnte bereits u.a. in
weiteren Studien nachgewiesen werden, die in Maus- und Zellversuchen eine
verminderte Freisetzung pro-inflammatorischer Zytokine unter Alkoholeinfluss
beschreiben konnten (52, 67). Diese verminderte Ausschuttung von pro-
inflammatorischen Zytokinen kénnte eine verringerte Rekrutierung von Immunzellen
bedingen. Unsere Erkenntnisse stimmen mit dem oben beschriebenen Modell von
Afshar et al. Uberein, welches eine frihe inflammatorische Phase gefolgt von einer
anti-inflammatorischen als Reaktion auf den Alkoholkonsum beschreibt (38). Die Zahl
der zirkulierenden Leukozyten steigt also initial durch eine friihe pro-inflammatorische
Wirkung des Alkohols und eine verminderte Migration aus der Zirkulation an, nimmt
allerdings durch gleichzeitig erhdhte Apoptoseraten im Verlauf wieder ab. Dieser
suppressive Effekt von Alkohol auf die neutrophilen Granulozyten in der Zirkulation
konnte ebenfalls in einer klinischen Studie gezeigt werden, in der alkoholisierte kritisch
kranke Patienten ohne traumatischen Unfallmechanismus untersucht wurden (87). Die
bereits diskutierten Apoptoseraten wurden im Weiteren Uber die Aktivitat der
Caspasen 3/7 betrachtet (69). Sie sind mit der Apoptose assoziiert, eine Erhéhung

ihrer Expression lasst auf verstarkte Apoptosevorgange schliel3en (88).
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7.3 Alkohol vermittelt einen frihen Anstieg der Apoptose in Leukozyten,

Monozyten und neutrophilen Granulozyten

Die Arbeit von Haag et al. zeigte einen signifikanten Anstieg der Caspasen 3/7-
exprimierenden Immunzellen bei T2 und damit auch einen Anstieg der
Apoptoseaktivitat. Dies betraf alle untersuchten Zelltypen. Die Leukozyten und die
neutrophilen Granulozyten wiesen zusatzlich zu einer vermehrten Expression auch
eine signifikant erhodhte Intensitat der Caspasen 3/7 auf (69). Das bedeutet, dass nicht
nur deutlich mehr Zellen Apoptoseaktivitat aufwiesen, sondern dass diese in den
einzelnen Zellen auch verstarkt ausgepragt war. Somit konnte gezeigt werden, dass
Alkohol einen frihen pro-apoptotischen Effekt auf Leukozyten, Monozyten und
neutrophile Granulozyten hat. Bei den Monozyten zeigte sich zusatzlich zu der fruhen
Apoptose auch eine signifikant erhdhte Intensitat der Caspasen 3/7 an beiden
Folgetagen (69). Die erhdhte Intensitat zeigt an, dass die Caspasen 3/7 in den
einzelnen Zellen verstarkt exprimiert werden und somit auch die pro-apoptotischen
Prozesse innerhalb dieser Zellen verstarkt sind. Die Zunahme der Apoptoseaktivitat
manifestiert sich in einer signifikanten Abnahme der Anzahl der neutrophilen
Granulozyten (zu T4 und T6) und der Monozyten (zu T6) in der Zirkulation (69). Die
pro-apoptotische Wirkung des Alkoholkonsums auf Zellen des Immunsystems ist
bereits bekannt. So konnten beispielsweise Ivanova et al. eine erhohte
Apoptoseaktivitat an Leukozyten zeigen, die sie aus dem Blut von gesunden
Probanden isoliert und mit Ethanol stimuliert hatten (89). Ebenso konnten Hote et al.
mithilfe von Zellkulturen den pro-apoptotischen Effekt einer Stimulation mit Ethanol auf
CD4* T-Zellen zeigen (90). Die vorliegende Arbeit von Haag et al. konnte nun
zusatzlich nachweisen, dass die apoptotische Wirkung von Alkohol gleich zu Beginn
des Konsums am starksten ist (69). Das bedeutet, dass schon der Konsum von
wenigen alkoholischen Getranken das menschliche Immunsystem schwacht, indem
die Anzahl der Immunzellen durch die Induktion der Apoptose dezimiert wird. Die
erhdhten Apoptoseraten zu T2 unterstreichen die bereits in dieser Arbeit ausgeflihrte
Theorie, die eine frihe pro- und eine spate anti-inflammatorische Wirkung des
Alkohols beschreibt (38). Ferner kann die Apoptose auch durch hohe ROS-
Konzentrationen induziert werden (91-93). Passend dazu konnten in vivo Experimente
an Ratten eine anti-apoptotische Wirkung von Alkohol in Kombination mit einer
reduzierten ROS-Bildung zeigen (94). Die von uns bei T2 gezeigte erhdhte

Apoptoseaktivitat wurde begleitet von einer signifikanten Abnahme der Intensitat der
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ROS-produzierenden Leukozyten. Inwiefern dies allerdings eine Rolle bei der
nachgewiesenen Apoptose spielt, ist fraglich. Die genaueren Ablaufe in diesem
Zusammenhang mussten in weiteren Studien untersucht werden. So kdnnten die
Leukozyten von alkoholisierten Probanden auf die Aktivitat der einzelnen, mit
Apoptosevorgangen assoziierten Proteine analysiert werden. Auf diese Weise kdnnten
tiefere Einblicke in intrazellulare Regulationsmechanismen und den Einfluss von

Alkohol auf diese gewonnen werden.

Zusatzlich zu der Anzahl von Leukozyten, Monozyten und neutrophilen
Granulozyten sowie ihrer Apoptoseaktivitat wurden auch die Auswirkungen des

Alkohols auf die Monozyten und die Verteilung ihrer Subsets genauer untersucht.

7.4 Alkohol zeigt einen frilhen pro- und einen spaten anti-inflammatorischen

Effekt auf die Monozyten-Subsets

Die Monozyten lassen sich entsprechend ihrer Oberflachenproteine in drei
Subpopulationen einteilen: Die klassischen Monozyten (CD14°9"CD167), die
intermediaren Monozyten (CD14°"9""CD16*) und die nicht-klassischen Monozyten
(CD149mCD16"). Dabei nehmen die klassischen Monozyten eine vor allem pro-
inflammatorische Rolle ein. Sie migrieren vom Blut in das Gewebe, wo sie sich zu
Makrophagen differenzieren und Phagozytose betreiben. Die intermediaren
Monozyten stellen eine Zwischenform dar, die ebenfalls pro-inflammatorisch aktiv ist.
Sie weist die starkste Antigenprasentation auf und reguliert die Apoptose. Die nicht-
klassischen Monozyten sind vor allem an der Komplement- und Fc-Gamma-

vermittelten Phagozytose und Adhasion beteiligt (55).

Der gezeigte initiale Anstieg der klassischen Monozyten nach zwei Stunden
kann als kurzfristiger, pro-inflammatorischer Effekt des Alkohols interpretiert werden,
wie er ebenfalls beim initialen Anstieg der Gesamtleukozyten gezeigt werden konnte.
Im weiteren Verlauf fiel die Anzahl der klassischen Monozyten wieder auf ein nicht
signifikantes Niveau. Stattdessen zeigten sich die intermediaren und die nicht-
klassischen Monozyten erhdht (70). Die Monozyten kdnnen von klassisch zu
intermediar und von intermediar zu nicht-klassisch wechseln (55). Es ist davon
auszugehen, dass es durch den Alkoholkonsum der Probanden zuerst zu einer
Freisetzung von klassischen Monozyten aus dem Knochenmark kam, die sich dann in

die mit einer raschen Immunantwort assoziierten (95), intermediaren Monozyten
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wandelten. Diese wiederum anderten sich dann uUber den langeren Einfluss der
erhdhten BAC in die Form der eher anti-inflammatorischen nicht-klassischen
Monozyten. Diese Anderung der Monozyten-Subsets zeigt somit auch eine frithe pro-
und eine spate anti-inflammatorische Wirkung des Alkohols. Eine der wenigen anderen
Arbeiten, die sich mit dem Einfluss von Alkohol auf die Verteilung der Monozyten-
Subsets beschaftigt, ist von Donnadieu-Rigole et al.. Sie untersuchten die Monozyten
von alkoholabhangigen Patienten im Entzug und verglichen diese mit denen von
gesunden Probanden. Dabei zeigte sich, dass der chronische Alkoholkonsum zu einer
Abnahme der klassischen Monozyten und einer Zunahme der nicht-klassischen
Monozyten flhrt (96). Diese Verschiebung korreliert mit derjenigen, die ebenfalls in der
Arbeit von Janicova et al. in einem Model mit akutem Alkoholkonsum gezeigt werden
konnte (70). Da sich chronischer und gelegentlicher Alkoholkonsum unterschiedlich
auf die Kompetenz des Immunsystems auswirken (34), sind hier weiterfiuhrende
Studien sinnvoll, die diese Unterschiede zwischen den beiden genannten
Konsumtypen weiter untersuchen. Die betrachteten Monozyten wurden ebenfalls auf
ihre TLR4-Expression, Caspase 1-Aktivitat und IL-1B3-Ausschittung untersucht, um

ihre Funktionalitat genauer darstellen zu kdnnen.

7.5 Alkoholkonsum induziert eine verstarke Expression von TLR4 auf
Monozyten bei gleichbleibender Caspase 1-Aktivitat und reduzierter IL-18-
Ausschittung

Der TLR4 gehort zu den PRRs und wird hauptsachlich in Immunzellen wie

Monozyten exprimiert, aber auch in einigen Nicht-Immunzellen wie Endothelzellen

(44). Seine Rolle ist es, Antigene zu detektieren und eine pro-inflammatorische

Immunantwort auszulésen (46). Des Weiteren konnten Li et al. zeigen, dass TLR4

auch eine Rolle in der Integritat der Darmbarriere spielt (97). So korrelierte in

Versuchen mit Zellkulturen ein Anstieg der TLR4-Expression mit einer Unterbrechung

der tight junctions zwischen den Epithelzellen von Kolon und lleum (97). Dieser

Zusammenhang starkt die vorliegende Arbeit, in der Janicova et al., eine verstarkte

TLR4-Expression nachweisen konnten (70), wahrend Sturm et al. einen Verlust der

Darmbarriere beschreiben konnten (68). Die frihe pro-inflammatorische Reaktion auf

den Alkoholkonsum wurde von einem Anstieg der TLR-4-Expression aller Monozyten

begleitet. Ein Anstieg der Expression der TLR4 ist von Relevanz fur die Immunreaktion
des Organismus und lasst auf eine erhdhte Sensibilitat der beobachteten Monozyten
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schlieBen (46). Das wiederum lasst eine pro-inflammatorische Situation der
Monozyten bei T2 vermuten. Im Widerspruch dazu konnten Janicova et al. und Haag
et al. weder eine erhohte Phagozytoseaktivitat, noch eine erhohte
Adhasionsbereitschaft oder eine erhohte ROS-Produktion zu diesem Zeitpunkt
feststellen (69, 70). Eine mogliche Erklarung dafur konnte sein, dass die erhohte BAC
auf einem anderen Signalweg anti-inflammatorisch Einfluss auf intrazellulare
Strukturen nehmen kénnte und so eine Immunantwort auf Ubermittlung der Signale
der vermehrten TLR-4 Rezeptoren verhindert oder gar hemmt. So konnte bereits
gezeigt werden, dass die Entzundungsreaktion Uber den PI3K/AKT-Signalweg
gehemmt werden kann (98). Passend zu dieser These konnten Muralidharan et al., die
ebenfalls mit Monozyten von gesunden Probanden arbeiteten, zeigen, dass die in vitro
Behandlung dieser Zellen mit Alkohol die Signalkaskade vom TLR-4 Uber das Myeloid
Differentiation Primary Response 88 Protein (MyD88) und dem Toll/interleukin-1
Receptor (TIR)-Domain-Containing Adapter-inducing Interferon-B (TRIF) hemmt (99).
So exprimieren Monozyten zwar verstarkt TLR4 an ihrer Oberflache, durch die
gehemmte Signalleitung kommt es aber trotzdem nicht zu einem Anstieg von
Phagozytose und ROS-Bildung der Monozyten (69). Um diese Diskrepanz zwischen
TLR4-Expression und anti-mikrobieller Aktivitat der untersuchten Zellen genauer
erklaren zu kénnen, wurde die IL-1B-Konzentration, nach LPS-Stimulation, im Serum
der Probanden bestimmt. IL-1p ist ein pro-inflammatorisches Zytokin und verursacht
die Aktivierung von Immunzellen (48-50). Zusatzlich zu der IL-13-Konzentration wurde
die Aktivitat der Caspase 1 bestimmt. Diese maturiert die inaktive Vorstufe pro-IL-13
zu aktivem IL-1[, das aus den Monozyten in den Extrazellularraum freigesetzt wird.
Hierfiur werden Caspase 1 und pro-IL-13-Synthese durch die Inflammasomen
induziert. Das Inflammasom ist ein Enzymkomplex, der als Reaktion auf DAMPs oder
PAMPs Uber PRRs aktiviert wird (49). Unsere Versuche zeigten eine Abnahme der IL-
1B-Freisetzung nach LPS-Stimulation durch Alkoholkonsum. Diese korreliert positiv
mit der TLR4-Expression. Die Menge an aktiver Caspase 1 in den Monozyten der
Probanden anderte sich hingegen nicht (70). Die Tatsache, dass die Aktivitat der
Caspase 1 nicht verringert war, legt die Annahme nahe, dass das Inflammasom selbst
nicht durch die Wirkung des Alkohols gehemmt wird. Wenn das Inflammasom
gehemmt ware, misste die Aktivitdt der Caspase 1 ebenfalls reduziert sein (49).
Demzufolge ist es naheliegend, dass die Sezernierung von IL-1 aus der Zelle gestort

ist. Da der Sezernierungsmechanismus von IL-1 aus den Monozyten getrennt vom
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Inflammasom reguliert wird (100), sind hier weiterfuhrende Studien sinnvoll, die sich
mit der Auswirkung des Alkohols auf die Sezernierung von IL-1B beschaftigen.
Zusatzlich zu der Synthese von IL-1B in Monozyten ist dies auch in neutrophilen
Granulozyten maglich (101). Ebenso konnten Provoost et al. in Versuchen mit Knock-
out-Mausen eine Inflammasom-unabhangige Produktion von IL-13 nachweisen (102).
Eine Hemmung dieser alternativen Synthesewege ware in dem beschriebenen
Versuchsaufbau nicht darstellbar gewesen und koénnte ebenfalls eine mdgliche
Erklarung fur den verringerten IL-1B-Spiegel darstellen. Auch diese Theorie kdnnte
Grundlage weiterer Studien sein. Die verringerte |IL-13-Konzentration kdonnte daher
eine Folge von alkoholinduzierten Toleranzen gegenuber Stimulierenden Faktoren

sein.

7.6 Alkohol induziert Toleranzbildungen gegentiber PAMPs

Um die untersuchten Monozyten weiter auf Toleranzbildungen gegenuber
PAMPs zu analysieren, wurden diese nach Isolation ex vivo mit LPS stimuliert. Durch
die Stimulation zeigte sich zu allen beobachteten Zeitpunkten eine signifikant erhéhte
Menge an aktiver Caspase 1 (70). Dies beschreibt einen physiologischen Vorgang und
zeigt, dass die untersuchten Zellen das Endotoxin erkennen und darauf mit einer
Aktivierung der Inflammasome reagieren (49). Allerdings nahm diese Immunreaktion
mit Beginn des Alkoholkonsums (von TO zu T2) in den untersuchten Monozyten
signifikant ab und war danach trotz steigender Tendenz Uber die Zeit des weiteren
Konsums signifikant reduziert (70). Dies spricht fur eine alkoholinduzierte
Toleranzbildung der Monozyten gegenuber PAMPs, die auch bereits in anderen
Arbeiten gezeigt werden konnte (42, 99, 103). Horauf et al. konnten ebenfalls an mit
Ethanol vorbehandelten humanen Leberzellen, die sie mit Adenosintriphosphat (ATP)
und LPS stimulierten, zeigen, dass eine kurzfristige Stimulation dieser Zellen mit
Alkohol zu einer Herabregulation der Caspase 1-Expression fuhrt (51). Dieser Effekt
der Toleranzbildung konnte in der Arbeit von Janicova et al. nun auch an Monozyten
von gesunden Probanden gezeigt werden (70). Eine mdgliche Erklarung fur diese
Toleranzbildung ist der immunsuppressive Effekt des Alkohols auf die Monozyten, der
durch eine verringerte IL-1B-Freisetzung charakterisiert werden konnte (70). IL-1B3
stellt einen wichtigen pro-inflammatorischen Mediator dar, der unter anderem auch die
ROS-Bildung und Phagozytoseaktivitat von Monozyten und neutrophilen Granulozyten

reguliert (86). Vor diesem Hintergrund wurden weiterflhrend Leukozyten, Monozyten
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und neutrophile Granulozyten auf ihre Fahigkeiten untersucht, ROS zu bilden und

Antigene zu phagozytieren.

7.7 Alkohol verringert die ROS-Bildung und Phagozytose-Aktivitat der
Leukozyten

Die ROS-Bildung und die Phagozytose von Leukozyten bilden einen wichtigen
Bestandteil in der Abwehr gegen Mikroorganismen. Diese Zellen sind in der Regel die
ersten, die auf Krankheitserreger reagieren kénnen und stellen somit einen wichtigen
Bestandteil der Immunabwehr dar (86). Es ist bereits bekannt, dass eine verminderte
Phagozytoseaktivitat der neutrophilen Granulozyten mit einem verschlechterten
Outcome bei Patienten mit Sepsis korreliert (104). Ebenso konnte gezeigt werden,
dass eine Minderung von Phagozytoseaktivitat und ROS-Produktion mit Infektionen
assoziiert ist (105, 106).

Bisherige Studien konnten eine Steigerung der ROS-Produktion nach
Alkoholkonsum zeigen. So ergab sich eine erhdhte ROS-Produktion der Granulozyten
bei den Versuchen von Stadelbauer et al., die gesunden Probanden einmalig ein
Vodka-Getrank verabreichten, um eine BAC von 1%o zu erreichen (74). Ahnlich zeigten
Vrsalovic et al. eine gesteigerte ROS-Produktion bei Granulozyten von gesunden
Probanden, die sie isoliert und ex vivo mit Ethanol stimuliert hatten (107). Im
Gegensatz dazu stehen die Ergebnisse von Parlesak et al., die ebenfalls bei isolierten
Granulozyten von gesunden Probanden ein vermindertes Ansprechen dieser auf LPS
nach Behandlung mit Ethanol nachwiesen (53). Ebenso zeigte Alkohol bei den
Versuchen von Dhindsa et al. keine signifikant steigernde Wirkung auf die ROS-
Produktion der Monozyten und Granulozyten. Hierbei konsumierten die Probanden
eine einmalige Menge eines Vodka-Getranks und erreichten damit circa 0,9%o,
woraufhin im Anschluss die ROS-Produktion zu definierten Zeitpunkten bestimmt
wurde (108). Der in der vorliegenden Arbeit verwendete Versuchsaufbau unterscheidet
sich von den soeben beschriebenen. Wie bei Dhindsa et al. und Stadelbauer et al.
wurden ebenfalls gesunde Probanden eingeschlossen. Allerdings wurde die BAC der
Probanden kontinuierlich durch den regelmaRigen Konsum von alkoholischen
Getranken Uber vier Stunden hinweg auf 1% gesteigert. So konnte der Verlauf der
ROS-Produktion bei steigender BAC dargestellt werden. Die Gesamtleukozyten
zeigen einen biphasischen Verlauf. Die Kapazitat der ROS-Produktion der einzelnen

Zellen zeigt sich zu den Zeitpunkten T2 und T6 signifikant verringert (69). Dies erlaubt
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allerdings nur eingeschrankt eine Aussage Uber die Auswirkungen auf die Kompetenz
zur spezifischen Abwehr von Mikroorganismen. So kann beispielsweise keine
quantitative Darstellung der ROS insgesamt erfolgen. Ebenso kann nicht differenziert
werden, ob die verringerte ROS-Produktion der einzelnen Zellen durch andere Zellen
kompensiert wird. Hier kdnnten weiterfiUhrend Killing Assays durchgefuhrt werden, bei
denen die Fahigkeit der Leukozyten Mikroorganismen direkt abzutdten, genauer
bestimmt wird. Hierfir wilrden die 2zu untersuchenden Zellen mit vitalen
Mikroorganismen inkubieren werden. Im Anschluss konnte beobachtet werden, ob die
Zellen dazu in der Lage sind, diese Mikroorganismen abzutbten, indem deren
Wachstum bestimmt wird. Die von Haag et al. ebenfalls beobachteten Monozyten
zeigten eine ahnliche Tendenz wie die Gesamtleukozyten. Allerdings zeigte sich hier
nur an den Folgetagen eine signifikante Einschrankung der ROS-Produktion durch die
Wirkung des Alkohols. Bei den beobachteten neutrophilen Granulozyten zeigte sich
eine verminderte Intensitdt der ROS-Produktion zu T4 und T6. Ebenso war es
bemerkenswert, dass die Intensitat der ROS-positiven neutrophilen Granulozyten der
weiblichen Probanden zu den Zeitpunkten T2 bis T24 signifikant unter der der
mannlichen lag (69). Dies legt nahe, dass diese Zellen bei den weiblichen Patienten
besonders in ihrer ROS-Produktion eingeschrankt sind. Diese Tatsache sollte Anlass
daflr bieten, auch zuklnftig die Geschlechter gesondert auf die Auswirkungen von

Alkoholkonsum zu untersuchen.

Als weiteren Bestandteil der mikrobiellen Abwehr wurde die Fahigkeit der
Leukozyten, Monozyten und neutrophilen Granulozyten Antigene zu phagozytieren

untersucht.

Dabei erwies sich die Anzahl der phagozytierenden Leukozyten bei T4 und T6
vermindert. Die verbliebenen phagozytierenden Zellen zeigten allerdings keine
Minderung in ihrer Intensitdt. Das bedeutet, dass sich zwar die Anzahl der
phagozytierenden Leukozyten verringert hatte, die Phagozytoseaktivitat der
verbliebenen Zellen allerdings nicht beeintrachtigt war. Bei den neutrophilen
Granulozyten zeigte sich lediglich am ersten Folgetag eine signifikante Minderung der
Phagozytose-positiven Granulozyten. Auch das zeigt, dass zu T24 signifikant weniger
Zellen Antigene phagozytierten als zu Beginn des Versuches, die verbliebenen Zellen
allerdings in ihrer Phagozytoseaktivitat nicht eingeschrankt waren. Bei den Monozyten
zeigte sich die Intensitat der einzelnen phagozytierenden Zellen zu T6 signifikant
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vermindert (69). Zusammenfassend konnte auch bei der Phagozytose eine
Einschrankung des Immunsystems durch den Alkoholkonsum gezeigt werden. Die
Einschrankung der Phagozytose zeigte sich allerdings erst ab T4 (Leukozyten), hielt
dafur aber bei den Granulozyten bis zum ersten Folgetag an. Diese Ergebnisse passen
zu denen von Stadelbauer et al., bei deren Versuchen ebenfalls gesunde Probanden
1%o erreichen sollten. Sie zeigten drei Stunden nach dem einmaligen Konsum eines
Vodka-Getranks und dem Erreichen von einer BAC von 1%. einen Abfall der
Phagozytose-positiven neutrophilen Granulozyten (74). Chiu et al. konnten sogar eine
Korrelation  zwischen der Alkoholkonzentraion und der Abnahme der
Phagozytoseaktivitat von neutrophilen Granulozyten zeigen. Daflir stimulierten sie in
ihren Versuchen neutrophile Granulozyten, die sie aus dem Blut gesunder Probanden
isoliert hatten, mit verschiedenen Ethanolkonzentrationen und beobachteten die
Phagozytose von Klebsiellla pneumoniae. Hierbei stellten sie mit steigender
Alkoholkonzentation eine Abnahme der Phagozytoseaktivitat fest (106). Vrsalovic et
al., die ebenfalls Monozyten und neutrophile Granulozyten von gesunden Probanden
isoliert hatten, konnten bei den von ihnen betrachteten Zellen zusatzlich eine
verringerte Aufnahmefahigkeit von Antigenen sowie eine verringerte intrazellularer
Mikrobiziditat bei gleichbleibender Phagozytoseaktivitat zeigen (107). Ebenso wurde
bereits von Roberts et al. ein unterdrickender Effekt bei der Digestion von DNA-
Fragmenten in Monozyten und neutrophilen Granulozyten, die ex vivo mit Alkohol
behandelt wurden, beschrieben (109). Diese Ergebnisse passen insofern zu denen
von Haag et al., als dass sie auch eine Einschrankung der Phagozytoseaktivitat auf
die Immunzellen gesunder Probanden nachweisen. Zusatzlich betrachteten die
Studien von Roberts et al. und Vrsalovic et al. auch die Digestion der Antigene (107,
109). Dies stellt einen Aspekt dar, der in der vorliegenden Arbeit nicht abgedeckt
werden konnte. Diese zeigt lediglich, dass die Aufnahme der Antigene in die
phagozytierenden Zellen gestort ist, nicht aber, wie es sich mit der Fahigkeit der Zellen
verhalt, diese aufgenommenen Antigene auch abzubauen. Da dies jedoch einen
essentiellen Teil der Phagozytose darstellt, sollten dahingehend weitere
Untersuchungen angeknupft werden. Des Weiteren gilt es zu klaren, warum es zu
einer reduzierten Phgozytoseaktivitdt kommt. Eine moégliche Erklarung dafir stellt die
bereits beschriebene Antigentoleranz dar, durch die es zu einer verminderten
Aktivierung der Immunzellen durch eine verminderte Ausschuttung von pro-

inflammatorischen Zytokinen kommt.
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Zusatzlich zu den Auswirkungen des Alkohols auf die Phagozytoseaktivitat der
Gesamtheit der Probandem konnten Unterschiede zwischen den Geschlechtern
beobachtet werden. Die Monozyten der weiblichen Probanden zeigten bereits vor dem
Alkoholkonsum eine signifikant hohere Intensitat der Phagozytose (69). Eine von
Aldebert et al. durchgefuhrte Studie betrachtete ebenfalls die geschlechtsspezifischen
Unterschiede in der Phagozytoseaktivitat. Daflir stimulierten sie das Blut gesunder
Probanden mit Antigenen und flhrten eine FACS-Analyse durch. Hierbei zeigten sich
keine quantitativen Unterschiede der phagozytierenden Monozyten zwischen
weiblichen und mannlichen Probanden, wobei die Intensitat der Phagozytose nicht
untersucht wurde (110). Diese Beobachtungen unterstitzen den Trend der
geschlechterspezifischen Betrachtung und sollten Anlass dafiir bieten, auch in

zukunftigen Studien die Geschlechter getrennt zu beobachten.

Neben der Produktion von ROS und der Phagozytose von Antigenen stellt auch
die Invasion der Immunzellen in von Erregern befallene Zielorgane eine wichtige

Kompetenz des Immunsystems dar (86).

7.8 Alkoholkonsum verringert die Adhasion von humanen Monozyten an A549-
Zellkulturen

Die Adhasion spielt eine wichtige Rolle in der Immunantwort. Sie ermdglicht es
den Immunzellen an Endothelzellen anzuhaften und aus der Zirkulation zu migrieren.
Diese Funktion ist essentiell dafur, dass die Zellen des Immunsystems in geschadigte
Gewebe einwandern und dort eine Immunreaktion auslésen kénnen (86). Janicova et
al. konnten eine stetige Abnahme in der Anzahl der Monozyten, die an mit A549-Zellen
bewachsenen Oberflachen adharierten, beschreiben. Diese Abnahme der
Adhasionsbereitschaft war zu den Zeitpunkten T4, T6 und T48 signifikant (70). Bei den
oben genannten A549-Zellen handelt es sich um immortalisierte Zellen aus einer Linie
eines Adenokarzinoms der menschlichen Lunge (111). Die in der vorliegenden Arbeit
dargestellte verminderte Adhasion indiziert, dass der Einfluss von Alkoholkonsum die
Adhasionsfahigkeit von Monozyten an Lungengewebe hemmt. Dass langfristiger
Alkoholkonsum weiterhin einen hemmenden Einfluss auf die Migration von Monozyten
ausubt, konnte von Imhof et al. gezeigt werden. Hierbei konsumierten gesunde
Probanden Uber einen langeren Zeitraum Bier oder Wein. Dabei wurde die Anzahl der
auf einer Kollagenmembran adharierenden Monozyten bestimmt und war bei beiden

Gruppen gemindert (112). Eine mogliche Erklarung hierfir ist, dass durch den
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Alkoholkonsum weniger Tumornekrosefaktor (TNF)-a ausgeschuttet wird (67, 113).
TNF-a induziert die Bildung von Adhasionsmolekulen und damit die Adhasion der
Monozyten an die Oberflachenepithelzellen (114). Es kann folglich davon
ausgegangen werden, dass unter dem Konsum von Alkohol weniger Monozyten in das
korpereigene Gewebe einwandern konnen, um sich dort zu Makrophagen zu
differenzieren. Kommt es vor diesem Hintergrund beispielsweise zu einem Trauma,
hat dies einerseits den Effekt, dass weniger kdrpereigenes Gewebe geschadigt wird.
Diese Wirkung konnten Relja et al. in Versuchen an Ratten mit dem hamorrhagischen
Schock-Model zeigen, die im alkoholisierten Zustand eine geringere Schadigung der
Leber aufwiesen (94). Ebenso konnten Xu et al. ahnliche Effekte bei alkoholisierten
Mausen mit einem Schadel-Hirn-Trauma aufzeigen, bei denen Leber und Lunge als
traumaferne Regionen einen geringeren Schaden durch die systemische Reaktion auf
das Trauma aufwiesen (115). Andererseits stellt die Adhasion einen essentiellen
Bestandteil der Immunantwort und Abwehr von Mikroorganismen dar. Wird diese

geschwacht, fuhrt dies folglich zu einer verminderten Immunkompetenz (86).

7.9 Abschluss und Ausblick

In Zusammenschau der dargelegten Erkenntnisse, konnte gezeigt werden,
dass schon kleinere Mengen an Alkohol die Leistungsfahigkeit des angeborenen
Immunsystems beeinflussen. Zusammenfassend bedeutet das, dass bereits
einmaliger Alkoholkonsum die Zahl und Funktion der Monozyten und der neutrophilen
Granulozyten in der Zirkulation verringert. Die abfallende Anzahl dieser Zellen konnte
durch die erhdhte Apoptoseaktivitat bedingt sein. Die verringerte Funktion zeigt sich in
einer niedrigeren ROS-Produktion, einer abgeschwachten Phagozytoseaktivitat und
einer verminderten Adhasion. Diese Eigenschaften spielen eine wichtige Rolle in der
Abwehr von Mikroorganismen. Verminderte Phagozytoseaktivitat und ROS-Produktion
pradestinieren den betroffenen Organismus daher fur Infektionen (86). Des Weiteren
wurde gezeigt, dass durch den Konsum von Alkohol die Integritat der Darmbarriere
geschwacht wird und potenzielle Erreger leichter in den Organismus eindringen
konnen. Dies wird begleitet von einer entstehenden Toleranz gegenuber diesen
Mikroorganismen und einem Shift der pro-inflammatorischen klassischen Monozyten
hin zu den anti-inflammatorischen nicht-klassischen Monozyten. Dieser Einfluss des
Alkohols dauert bis zu zwei Tage nach dem Zeitpunkt des Alkoholkonsums an. Zudem

wurden signifikante Unterschiede in der Immunantwort zwischen den Geschlechtern
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nachgewiesen. Die veranderte Immunantwort nach Alkoholkonsum hat das Potential,
die Verlaufe von verschiedenen Erkrankungen zu beeinflussen. So sollte sie u.a. bei
der Behandlung eines polytraumatisierten Patienten berucksichtigt werden, da sie das
klinische Ergebnis einer Behandlung beeinflussen kdnnte. Im nachsten Schritt konnten
die in der Arbeit verwendeten Untersuchungen auf ein Modell im klinischen Alltag
Ubertragen werden, das beispielsweise Traumapatienten einschliel3t, um so die
klinische Relevanz der Auswirkungen von Alkoholkonsum auf das Immunsystem
genauer darzustellen. AbschlieRend ware es von klinischem Interesse, die
Geschlechtsunterschiede in der Reaktion des Immunsystems auf den Konsum von
Alkohol weiter zu untersuchen. Hierfir kdnnten weitere Parameter mit einer groReren
Studienpopulation in einem ahnlichen Setting, im Sinne eines Uber einen definierten

Zeitraum gesteigerten Alkoholkonsums untersucht werden.
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7.10 Limitationen der Studie

Da die Studien, auf denen die vorliegende Arbeit basieren, an jungen und
gesunden Probanden durchgefihrt wurden, werden in erster Linie die Auswirkungen
von Alkoholkonsum auf eben diese Kohorte beschrieben. Da altere Individuen ein
verandertes Immunstem aufweisen (115), ware folglich der Einschluss von alteren
Probanden eine spannende und relevante Erganzung der Studie. So kdnnten auch
Aussagen uber die Unterschiede der Immunkompetenz im Alter und die Auswirkung

von Alkohol auf diese getroffen werden.

Ebenso beschreiben die vorliegenden Studien die Auswirkungen des
kontinuierlichen Alkoholkonsums auf die Probanden. Die BAC von 1%, wurde Uber
einen Zeitraum von vier Stunden aufgebaut. Es kann somit nicht unterscheiden
werden, ob es sich bei den einzelnen gezeigten Auswirkungen um Effekte der
Einwirkzeit oder der gesteigerten Dosis handelt. Um die Wirkung der einzelnen Dosen
isoliert betrachten zu konnen, mussten die Probanden jeweils nach einem
Trinkintervall wieder ausnuchtern und Uber mehrere Tage abstinent bleiben.
AnschlieBRend wirde eine weitere einmalige Alkoholgabe erfolgen, um die
nachsthéhere BAC zu erreichen. So kdnnten die Auswirkungen der gesteigerten Dosis
isoliert von der Einwirkzeit betrachtet werden. Hierfur kdnnten beispielsweise vier Ziel-
BACs, wie 0,25%o, 0,5%o0, 0,75%0 und 1%o, definiert werden. Am ersten Versuchstag
wurden die Probanden eine berechnete Alkoholmenge trinken, um 0,25%. zu
erreichen. Die Blutentnahmen waren wieder zu den gleichen definierten Zeitpunkten
und nach einer Woche Wartezeit wirde der Versuchsaufbau erneut mit einer erhéhten
Alkoholmenge (um 0,5%o zu erreichen) beginnen. Dieser theoretische Versuchsaufbau
bleibt allerdings durch ein hohes bendtigtes Mal an Disziplin seitens der Probanden
sowie einen erhohten Arbeitsaufwand im Labor als eher schwer umsetzbar zu

bewerten.

Eine weitere Limitation der Studie stellt der Phagozytose-Assay dar, mit dem
lediglich die Aufnahme der Biopartikel in die entsprechenden Zellen aufzeigt werden
kann. Wie es sich mit vitalen Mikroorganismen verhalt, konnte damit ebenso wenig
bewertet werden, wie die Digestion der Antigene. So ware es ein erganzender Ansatz,
die isolierten Immunzellen mit vitalen Bakterien zu inkubieren. Nach der
Inkubationszeit wirden die Immunzellen neutralisiert und die Bakterien wieder

angezichtet werden. Kénnte auf diese Weise weniger oder kein Wachstum der
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Bakterien gezeigt werden, wurde dies fur die Funktionalitdt der betrachteten

Immunzellen sprechen.

AbschlielRend stellt die Darstellung der Beeintrachtigung der Darmbarriere
mittels FABP-I einen weiteren limitierenden Faktor der Studie dar, da FABP-I lediglich
als indirekter Nachweis fur den Verlust der Darmbarriere angesehen werden kann.
Eine Weiterfuhrung des angewandten Versuchsaufbaus um einen Saccharid-
Ausscheidungstests konnte hier eine sinnvolle Erganzung bieten. In einem solchen
Setting bekommen die Probanden schwer resorbierbare Zucker zu trinken, deren
Konzentration im Urin im Anschluss bestimmt wird. Diese Zucker konnen vom Darm
physiologisch nur in sehr geringen Mengen resorbiert werden. Ist die Integritat der
Darmbarriere gestort, konnen die aufgenommenen Zucker diese leichter Uberwinden
und werden folglich eher vom Organismus aufgenommen und ausgeschieden. Kénnen
diese Zucker daraufhin vermehrt im Urin nachweisen werden, ist dementsprechend

von einer geschadigten Darmbarriere auszugehen.
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8 Zusammenfassung

Die vorliegende Arbeit beschreibt die Auswirkungen von Alkoholkonsum bei
gesunden Probanden auf die Funktion von Leukozyten in ihrer Gesamtheit sowie
Monozyten und neutrophilen Granulozyten im Speziellen. Daflr tranken die
Studienteilnehmer zwolf vorher berechnete Portionen eines Whiskey-Cola
Mischgetrankes im Abstand von 20 Minuten, um Uber vier Stunden die
Blutalkoholkonzentration von 1%. zu erreichen. Dabei wurde den Probanden in
zweistlindigen Abstanden (TO, T2, T4, T6) und an den beiden Folgetagen (T24, T48)
Blut abgenommen. Erganzend wurde Uber den ersten Versuchstag Urin asserviert. Im
Detail wurden die Auswirkungen des Alkoholkonsums auf die Funktion der genannten
Zellen beobachtet. Dabei wurden deren Anzahl, Fahigkeiten Reactive Oxygen Species
(ROS) zu bilden, Antigene zu phagozytieren, an Zellkulturen zu adharieren, sowie
deren Apoptoseaktivitat und die Verteilung der Monozyten-Subsets untersucht.
Zusatzlich wurde die Integritdat der Darmbarriere mithilfe von Biomarkern wie
Syndecan1 und Fatty Acid Binding Protein-I (FABP-I) erfasst.

Es konnte dargestellt werden, dass der Konsum von Alkohol selbst bei
gesunden Probanden sowohl eine Auswirkung auf die Zellzahl der betrachteten
Immunzellen als auch auf deren Funktion hat. So konnte nach Beginn des Trinkens
eine verminderte ROS-Produktion und eine verminderte Phagozytoseaktivitat der
Leukozyten und ihrer Untergruppen nachgewiesen werden. Zusatzlich wurden bei
allen beobachteten Zellarten zu verschiedenen Zeitpunkten durch den Alkoholkonsum
erhdohte Apoptoseraten aufgezeigt. Des Weiteren fand sich bei den Monozyten eine
verminderte Adhasion und eine Verschiebung der einzelnen Monozyten-Subsets.
Ebenso konnte dargelegt werden, dass Alkoholkonsum die Integritat der Darmbarriere
angreift und die Invasion von Pathogen-Associated Molecular Pattern (PAMPSs) in die

Zirkulation erleichtert.

Zusammenfassend zeigt die vorliegende Arbeit, dass bereits ein moderater und
singularer  Alkoholkonsum  sogar noch vor dem Erreichen  einer
Blutalkoholkonzentration von 1% signifikante und vielseitig manifeste Auswirkungen

auf das Immunsystem junger und gesunder Probanden ausubt.
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Abstract

Background Alcohol drinking is associated with a serious risk of developing health problems as well as with a large number
of traumatic injuries. Although chronic alcohol misuse is known to contribute to severe inflammatory complications, the
effects of an acute alcohol misuse are still unclear, Here, the impact of acute alcohol drinking on leukocyte counts and their
cellular functions were studied.

Methods Twenty-two healthy volunteers (12 female, 10 male) received a predefined amount of a whiskey-cola mixed drink
(40% v/v), at intervals of 20 min, over 4 h to achieve a blood alcohol concentration of 1%.. Blood samples were taken before
drinking 7, 2 h (T%), 4 h (T, 6 h (Ty), 24 h (T,,) and 48 h () after starting drinking alcohol. Leukocytes, monocytes
and granulocyte counts and their functions regarding the production of reactive oxidative species (ROS), phagocytosis and
apoptosis were analyzed by flow cytometry.

Results Total leukocyte counts significantly increased at 7, and T, while granulocyte and monocyte counts decreased at 7,
and T vs. T;,. Monocytes increased significantly at 7%, and Ty vs. T;;,. While the total number of ROS-producing leukocytes
and notably granulocytes significantly increased, in parallel, the intracellular ROS intensity decreased at 7, and 7. The
numbers of ROS-positive monocytes have shown a delayed modulation of ROS, with a significant reduction in the total
number of ROS-producing cells at 7, and a significantly reduced intracellular ROS-intensity at T,,. Phagocyting capacity of
leukocytes significantly decreased at T, and T§. In general leukocytes, and notably granulocytes demonstrated significantly
increased early (7,), while monocyte exerted significantly increased late apoptosis (7,4 and Tg).

Conclusions Alcohol drinking immediately impacts leukocyte functions, while the impact on monocytes occurs at even later
time points. Thus, even in young healthy subjects, alcohol drinking induces immunological changes that are associated with
diminished functions of innate immune cells that persist for days.
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Introduction

The consumption of alcohol is globally prevalent. In 2018,
the World Health Organization’s (WHQO) “Global status
report on alcohol and health” reported that 43% of the
world’s population over the age of 15 consumes alcohol
[1]. In particular, the 2018 ESA study showed that 71.6%
of Germans surveyed had consumed alcohol in the 30 days
prior to the survey [2]. Alcohol consumption promotes the
pathogenesis of numerous diseases and increases the risk
of being involved in an accident and suffering a trauma [1].
In this context, blood alcohol concentration (BAC) cor-
relates positively with injury severity [3]. The frequently
observed changes in the course of diseases in alcohol-
consuming individuals may be caused by the effects of
alcohol on the immune system. Alcohol impacts both the
function and the number of monocytes and neutrophils,
which represent an important defense mechanism of the
innate immune system against infections [4—6]. Decreased
response of monocytes and neutrophils to inflammatory
stimuli such as damage-associated molecular patterns
(DAMPs) and/or pathogen-associated molecular patterns
(PAMPs) is associated with an increased incidence of
complications such as sepsis and organ failure, as well as
an increased mortality upon infection [7-9]. The effects
of alcohol on the immune system show a biphasic charac-
teristic and depends on the time of exposure as well as the
dose [10-12]. Within 20 min after alcohol consumption,
the number of circulating leukocytes increases, suggesting
an early pro-inflammatory response, which is followed by
an anti-inflammatory response with a systemic decrease in
monocytes and natural killer cells. Also, systemic levels
of pro-inflammatory interleukin (IL)-1p, IL-6, and mono-
cyte chemoattractant protein (MCP)-1 decrease while anti-
inflammatory IL-10 increases [10, 12, 13]. This later anti-
inflammatory effect may cause the development of PAMPs
tolerances [14]. This is underlined by reduced tissue inva-
sion, as well as ROS-production and phagocytosis activity
of the mentioned cells [5, 15-17]. Additionally, apoptosis
mediated by caspases-3 and 7 is of crucial importance for
balancing the immune system reactivity between immune
suppression and regulation [18, 19]. It has been shown
in vivo that neutrophils were less prone to apoptosis dur-
ing thoracic trauma under the influence of alcohol [16].
These immune-suppressive effects on the immune
system may also have an impact on alcoholized trauma
patients. In a retrospective analysis of traumatized patients
differences in outcomes between patients who were sober
at the time of the accident, alcoholized patients, and
patients with chronic alcohol abuse (alcoholic liver cirrho-
sis) were found [20]. In vivo studies also demonstrated that
acute alcohol intoxication significantly reduced mortality
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after hemorrhagic shock [21]. Although in vivo studies
indicate that certain anti-inflammatory properties might
cause even beneficial effects in conditions of acute inflam-
mation, notably in the human scenario the knowledge is
sparse. Thus, to improve the understanding of alcohols
impact on the immune system, we investigated the func-
tional changes of leukocytes in terms of phagocytosis,
ROS-formation and apoptosis upon acute alcohol drink-
ing in healthy volunteers in a time and dose-dependent
manner. Furthermore, gender-based differences have been
assessed since here even less is known.

Patients and methods
Ethics

This study was performed in accordance with the institu-
tional ethics committee approval from the University Hos-
pital of the Goethe-University Frankfurt (No. 255/14), in
accordance with the Declaration of Helsinki and following
the Strengthening the Reporting of Observational studies
in Epidemiology-guidelines [22]. All healthy volunteers
(HV) signed the written informed consent form themselves
in accordance with the ethical standards after detailed expla-
nation of the investigations.

Study setting and population

Twelve female and ten male HV between 20 and 37 years
of age were included. Exclusion criteria were a history
of chronic alcohol consumption and pre-existing chronic
inflammatory diseases, immunological disorders, HIV and
hepatitis, immune-suppressive or anti-coagulant medication.

Study protocol

The trial day started each time in the early afternoon with
a maximum of three HV per day. After eating a standard-
ized meal, each HV got a 20 G venous cannula (Vasofix
Brauniile, Braun, Melsungen Germany). The time when the
HV started drinking was determined to be 4 pm. Each HV
received over 4 h every 20 min a defined amount of alcohol
according to the Widmark equation, including sex, age, high
and weight of HV to reach a blood alcohol level of 1%e.
The drinks consisted of Tennessee Whiskey Jack Daniels
(40%) and cola (Coca-Cola) in a mixing ratio of 1:2. After
the drinking period, a 2 h monitoring phase without further
alcohol consumption followed. During the experiment, the
maximum of additional drinks for the HV was limited by a
liter of water. The test person were medically supervised and
cared for the entire time. The same setting, population and
protocol were used for additional studies which addressed
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other aspects of the alcohol-caused modifications of the
immune system.

Blood sampling

Blood was then taken from the venous cannula at defined
time points, before drinking at T, 2 (75,), 4 (T,) and 6 h (T)
after starting the drinking period in heparin tubes (S-Mon-
ovette® lithium-heparin, Sarstedt, Niirmbrecht, Germany).
Blood was also taken after 24 h (7T,,) and 48 h (T,5) on
the following days. To determine the BAC blood was taken
every hour from T}, to T4 in serum-gel tubes (Sarstedt).

Phagocytosis

To determine the phagocytosis activity of the monocytes
and granulocytes, 100 pL heparinized whole blood were
incubated with FITC-labelled E. coli bacterial solution
(Escherichia coli, K-12 strain, BioParticles™, Invitrogen,
USA) according to the manufacturer’s instructions. A nega-
tive control without E. coli was included. The cells were
incubated for 1 h at 37 °C and 5% CO, in darkness. Sub-
sequently, 2 ml FACS buffer were added and samples were
centrifuged at 300g for 5 min at room temperature followed
by incubation in 0.5 ml of BD FACS Lysing Solution at
room temperature and protected from light for 10 min.
Then, 2 ml of FACS buffer (phosphate-buffered solution,
PBS w/o Ca*/Mg* plus 0.5% bovine serum albumin, BSA)
were added and samples were centrifuged at 300g for 7 min
at room temperature. This step was repeated one more time
and cells were diluted in 100 pl FACS buffer and stored on
ice until measurement. The phagocytizing activity of granu-
locytes and monocytes was quantified as a percentage of
absolute cell numbers measured using a commercial flow
cytometric analysis by BD FACS Canto 1I (BD Biosciences,
Franklin Lakes, USA). From each sample, a minimum of
50,000 cells was measured, which were subsequently ana-
lyzed. Cells were gated according to their forward and side-
scatter profiles.

Reactive oxygen species

The ROS detection reagent CM-H,DCFDA from Invitrogen
(USA) was used to determine the production of free oxygen
species. 100 pl heparinized whole blood were incubated
with CM-H,DCFDA reagent according to the manufac-
turer’s instructions. A negative control without reagent was
included. Cells were incubated for 30 min at 37 °C and 5%
CO, in darkness. After washing with RPMI 1640 medium,
another incubation period for one hour at 37 °C and 5% CO,
followed. Then, 2 ml FACS buffer were added and samples
were centrifuged at 300g for 5 min at room temperature fol-
lowed by incubation in 0.5 ml of BD FACS Lysing Solution

at room temperature and protected from light for 10 min.
Subsequently, 2 ml of FACS buffer were added and samples
were centrifuged at 300g for 7 min at room temperature.
This step was repeated one more time and cells were diluted
in 100 pl FACS buffer and stored on ice until measurement.
Since CM-H,DCFDA passively diffuses into the cells, the
intracellular reactions with subsequent oxidation result in a
fluorescent adduct, which enabled flow cytometric analysis
using a BS FACS Canto IT (BD Biosciences). Leukocytes,
monocytes and granulocytes were gated according to their
forward- and side-scatter profiles.

Apoptosis

To investigate apoptosis caspase-3 and 7 were determined.
Caspase activity is found in all apoptotic processes and is
thus associated with regulated cell death. 50 pl of heparin-
ized whole blood were incubated with the Fluorochrome
Inhibitor of Caspases (FLICA) reagent FAM-DEVD-FMK,
a target sequence between a green fluorescent label, car-
boxyfluorescein (FAM) and a fluoromethylketone (FMK)
according to the manufacturer’s instructions (FAM-FLICA®
Caspase-3/7 Assay Kit, Immuno Chemistry, Bloomington,
US). A negative control without FAM-FLICA reagent was
included. Cells were incubated for 90 min at 37 °C and 5%
CO, in darkness. Then, leukocytes were isolated by lyzing
red blood cells and the sample were washed with FACS
buffer as described above. The reagent enters the cells and
irreversibly binds to activated caspases-3 and 7. The green
fluorescent signal is a direct measure of active caspase-3
and 7 enzyme activity and detectable with flow cytometric
analysis using a BD FACS Canto II (BD Biosciences). Leu-
kocytes, monocytes and granulocytes were gated according
to their forward and side-scatter profiles.

Statistical analysis

GraphPad prism 6.0 software (GraphPad Software Inc. San
Diego, CA, USA) was used to perform the statistical analy-
sis. Data are given as mean =+ standard error of the mean
(SEM). The Kruskal-Wallis test with a Dunn’s post hoc test
was applied to compare the differences between the groups.
A p value below 0.05 was considered statistically significant.

Results

Study population and blood alcohol concentration
Twenty-two healthy volunteers (HV) were enrolled in this
study. The mean age was 25 +4 years. 54.55% of the patients

were female. The BAC increased significantly at 7, and after
4 h at T, the aimed BAC of one per mille was reached. After
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24 h as well as after 48 h no BAC was detectable. There were
no significant gender-specific differences.

Alcohol-induced changes in circulating cell numbers
of leukocytes

The total number of leukocytes significantly increased at T,
and at T; compared with cell counts determined at 7} before
drinking (p <0.05, Fig. 1a). Both female and male had a
significant increase in the leukocytes counts at 7, compared
to cell numbers at Ty before drinking (p <0.05, Fig. 1b).

The proportion of granulocytes out of all leukocytes
significantly decreased 4 h after starting of alcohol con-
sumption at 7, and T, compared T, respectively (p<0.05,
Fig. lc). This decrease was significant in both female and
male HV (p <0.05, Fig. 1d). However, at T4 there was a
significant difference between female and male HV in the
proportion of granulocyte, with significantly increased per-
centage in male (p <0.05, Fig. 1d).

The proportion of monocytes out of all leukocytes signifi-
cantly decreased at T compared to T}, (p <0.05, Fig. le). At
T,, and T4 the proportion of monocytes out of all leukocytes
significantly increased compared to T, (p <0.03, Fig. le).
There were no significant changes between female and male
(Fig. 1f).

Fig. 1 Total leukocyte counts A
after acute alcohol drinking

in healthy volunteers before,

during and after drinking (a, b).

The % of granulocytes (c, d) as

well as monocytes (e, f) out of
leukocytes. The analyses were
performed in 12 female and

10 male volunteers before T},
2h(T,),4h(Ty),6h(Ty),24h

(T24) and 48 h (T43) after the

start of alcohol consumption. c
The data are presented as mean

+ standard error of the mean.

*p <0.05 vs T, or p <0.05 vs.

indicated groups

leukocytes [cells / nl]

granulocytes [% of all leukocytes]

monocytes [% of all leukocytes]
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Alcohol-reduced production of reactive oxygen
species in leukocytes

The ROS-producing capacity of leukocytes significantly
decreased at T, and T compared to T, (p <0.05, Fig. 2a).
ROS-producing capacity in leukocytes was significantly
decreased in male HV at T, compared to 7, (p < 0.05,
Fig. 2b).

Considering the ROS-producing capacity of granulocytes,
there was a significant decrease at T and T, compared to T,
(p<0.05, Fig. 2¢). The comparison between female vs. male
HYV has shown, that the ROS-producing capacity of granulo-
cytes was significantly decreased at T, T, T as well as T,
compared to T, in female (p < 0.05, Fig. 2d).

The ROS-producing capacity of monocytes was signifi-
cantly decreased at T,, compared to T, (p <0.05, Fig. 2e).
The comparison between female and male HV has shown no
significant differences (Fig. 2f).

Alcohol-reduced phagocytosis in leukocytes

The proportion of phagocytizing leukocytes was signifi-
cantly decreased at T, and T, compared to 7, (p <0.05,
Fig. 3a). This decrease was significant at T, in both female
and male HV, while at T, the decrease was only significant in
male compared to 7}, (p <0.05, Fig. 3b). During the complete
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Fig.2 The capacity of cells to
produce reactive oxygen species
(ROS) after acute alcohol drink-
ing in healthy volunteers before,
during and after drinking in
leukocytes (a, b), granulocytes
(¢, d) and monocytes (e, f). The
analyses were performed in 12
female and 10 male healthy
volunteers before Ty, 2 h (T5),
4h (7). 6 h (Tg), 24 h (Tyy)

and 48 h (T ;) after the start of
alcohol consumption. The data
are presented as the mean of

the mean fluorescence intensity
(MFU) =+ standard error of the
mean. *p <0.05 vs. T,

Fig.3 The ratio of phagocytiz-
ing leukocytes (a, b), granulo-
cytes (¢, d) and monocytes (e,
f) after acute alcohol drinking
in healthy volunteers before,
during and after drinking. The
analyses of cells positive for
phagocytosis (phago™) were
performed in 12 female and 10
male healthy volunteers before
Ty, 2h (Ty), 4h (T, 6 h (T),
24 h (T,,) and 48 h (Tq) after
the start of alcohol consump-
tion. The data are presented as
the mean + standard error of the
mean. *p < 0.05 vs. Ty orp <
0.05 vs. indicated groups
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observational period female HV had lower proportions of
phagocytizing leukocytes compared to men, however, this
difference was only significant at 7,4 (Fig. 3b).

The proportions of phagocytizing granulocytes remained
stable with a slight increase at T,,, while there were no dif-
ferences among monocytes (Fig. 3c—f).

The phagocytizing capacity was not significantly changed
among leukocytes and granulocytes (Fig. 4a—d). In female
HYV the capacity of phagocytizing leukocytes was in general
higher compared to male HV, while this difference was sig-
nificant only at 75, (p <0.05, Fig. 4b, d).

The phagocytizing capacity of monocytes was signifi-
cantly decreased at Ty compared to Tj, (p <0.05, Fig. 4e).
This decrease was only significant in female HV at Ty com-
pared to T, (p<0.05, Fig. 4f). In general, female HV had
higher phagocytizing capacity of monocytes compared to
male HV at every time point. This gender difference was
significant at T, before drinking, at T, and 7,5 (p <0.05,
Fig. 4f).

Alcohol-increased apoptosis in leukocytes

The proportion of caspase-3/7 positive leukocytes signifi-
cantly increased at 7, in all HV and in female HV com-
pared to T, respectively (Fig. 5a, b, p<0.05). At the fol-
lowing time points, the proportion of caspase-3/7 positive

Fig.4 The phagocytizing A 25000,
capacity of leukocytes (a, _
b), granulocytes (¢, d) and g 200001
monocytes (e, f) after acute 7
alcohol drinking in healthy O
volunteers before, during and 3 o
after drinking. The analyses of *—é)
mean fluorescence units (MFU) £ 50004
as the capacity measure for
phagocytosis were performed in o
12 female and 10 male healthy
volunteers before Ty, 2 h (T5), s B
4h(T,). 6 h (Tg), 24 h (Ty,) 5
and 48 h (Tg) after the start =)
of alcohol consumption. The < e
data are presented as the mean 2
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% 100004
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T6

leukocytes decreased to a non-significant level compared
to T,. The differences between the female and male HV
had no significance after T, (Fig. 5b, p <0.05).

The observed apoptosis of granulocytes behaved
comparable to the apoptosis proportions as observed in
total leukocytes. The proportion of caspase-3/7 positive
granulocytes increased at 7', significantly in all HV and
in female HV at T, compared to T, respectively (Fig. 5c,
d, p<0.05). At the following time points, the proportion
of caspase-3/7 positive granulocytes decreased also to a
non-significant level compared to the starting value at 7,
The differences between the female and male HV was no
further significantly changed (Fig. 5d, p <0.05).

A similar distribution among the proportion of the cas-
pase-3/7 positive monocytes as observed in total leuko-
cytes and granulocytes at T, was observed (Fig. 5e, f).

The fluorescence intensity of caspase-3 significantly
increased at 7, in total leukocytes of HV and in female
HV at T, compared to T, respectively (p <0.05, Fig. 6a,
b). In the following observational period there were no
further significant differences in the fluorescence intensity
of caspase-3.

The fluorescence intensity in monocytes significantly
increased at T, in HV as well as in both female and male
at 7, compared to T, (p <0.05, Fig. 6¢, d, p <0.05).
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Fig.5 The ratio of apoptotic
leukocytes (a, b), granulocytes
(¢, d) and monocytes (e, f)
after acute alcohol drinking

in healthy volunteers before,
during and after drinking. The
analyses of cells positive for
caspase 3/7 (casp 3") were
performed in 12 female and 10
male healthy volunteers before
Ty, 2h (T,), 4h (T, 6 h (T),
24 h (T,,) and 48 h (T z) after
start of alcohol consumption.
The data are presented as the
mean = standard error of the
mean. *p < 0.05 vs. Tyorp <
0.05 vs indicated groups

Fig.6 The signal induction of
apoptosis by quantitative deter-
mination of active caspase-3/7
in leukocytes (a, b), granulo-
cytes (e, d) and monocytes (e,
f) after acute alcohol drinking
in healthy volunteers before,
during and after drinking. The
analyses of mean fluorescence
units (MFU) as the capac-

ity measure for apotosis were
performed in 12 female and 10
male healthy volunteers before
Ty, 2h (T5), 4 h (). 6 h (T),
24 h (Ty,) and 48 h (T,y) after
the start of alcohol consump-
tion. The data are presented as
the mean =+ standard error of the
mean. *p < 0.05vs. Tyorp <
0.05 vs indicated groups
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With regard to caspase-3/7 positive monocytes, at T,
and T4 the increase in the intensity of caspase-3/7 expres-
sion was significant in total HV compared to 7, (p <0.03,
Fig. 6e). In female HV, the expression intensity of active
caspase-3/7 in monocytes was significantly increased at T
and T, while it male HV it was enhanced at T,, and T
compared to T, respectively (p <0.05, Fig. 6f). At T4 the
intensity significantly increased in male HV compared to
female at Tyg (p <0.05, Fig. 6f).

Discussion

Previous studies have suggested that acute alcohol con-
sumption may lead to the development of immunological
tolerances against DAMPs and PAMPs, as shown e.g. by a
reduced reaction of the immune system to antigens such as
lipopolysaccharide [14, 15]. To further elaborate the impact
of acute alcohol intoxication on the immunological back-
ground, we investigated the cellular functions including ROS
production, phagocytosis and apoptosis of circulating leuko-
cytes upon acute alcohol consumption in a time-dependent
manner in healthy volunteers.

Our study has shown a significant increase in total leu-
kocyte counts immediately in the first 4 h after drinking,
while the cell counts recovered after 6 h to the baseline level.
This initial stimulating effect of alcohol was also shown by
Afshar et al. [10], that also has demonstrated the impact of
binge drinking on the immune system of HV. Thus, the ini-
tial increase in leukocyte counts at two and four hours after
drinking was paralleled by an early decrease in monocyte
and granulocyte rates six hours later. In clinical trials, it
was also shown that non-trauma patients with acute alcohol
intoxication had a lower count of granulocytes [23]. This
suggests that alcohol consumption affects the cell counts of
both HV as well as patients. Further experiments are nec-
essary to determine the differences and commons between
those groups. However, the ratio of granulocytes and mono-
cytes is apparently affected by alcohol, acute alcohol intoxi-
cation may trigger the production as well as the recruitment
of leukocytes. These findings underline the reports of Afshar
et al. showing initial inflammation upon alcohol binge drink-
ing that was followed by anti-inflammatory effects [10]. Pre-
vious studies done by Parlesak et al. demonstrated a suppres-
sive effect on the ROS-production in human granulocytes
and monocytes which were isolated from the blood of HV
[15]. On the other hand, enhancing effects of an acute alco-
hol intoxication on ROS production were demonstrated by
Bailey et al., in rodent hepatocytes and Stadelbauer et al. in
cells obtained from HV [24, 25]. However, chronic expo-
sure to alcohol enhanced ROS production in monocytes [26,
27]. We could also confirm that acute alcohol intoxication
reduced the ROS production of leukocytes, including both
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monocytes and granulocytes. Interestingly, the ROS-reduc-
ing effects of alcohol were observed also after 24 h in mono-
cytes, demonstrating prolonged suppressive influence of an
acute intoxication with alcohol. The alterations regarding the
ROS production during the observational timeline may be in
line with findings reported by others demonstrating that the
ROS production in human Chang liver cells depends on con-
centrations of alcohol to which the cells were exposed [28].
With regard to the phagocytizing capacity of leukocytes,
acute intoxication of HV with alcohol had also diminish-
ing effects on the phagocytic activity of leukocytes in the
early phase of drinking. Interestingly, the percentage of
phagocytizing leukocytes decreased at T, and T without
having any significant impact on the capacity of active cells
to phagocytize. This may be explained by a potential com-
pensated response by the remaining cells since the leuko-
cyte counts increase immediately during drinking. A similar
study design which also included HV showed also that acute
alcohol drinking had only a minimal effect on phagocytizing
activity of monocytes and granulocytes [25]. Another study,
investigated specifically granulocytes which were isolated
from HV demonstrated a decrease in the phagocyting activ-
ity that is in line with the diminished amount of phagocyt-
ing granulocytes in our study [29]. Moreover, a suppres-
sive effect of high alcohol concentrations in the digestion of
DNA fragments in monocytes which were isolated from HV
is described [30]. Thus, taken together, these results are not
contradictory to our findings, as we were also able to demon-
strate an early decreasing effect of an acute alcohol intoxica-
tion on the phagocyting behavior of leukocytes, albeit only
to a reduced extent. Interestingly, the difference between
female and male HV in terms of the phagocyting capacity
was even present before drinking alcohol. Notably female
HYV had a higher phagocyting activity that male. Aldebert
et al. have investigated the gender-specific differences in
phagocyting cells from HV. According to their study, there
were no differences in the count of phagocyting monocytes
between female and male individuals [31]. However, the
authors did not investigate the intensity in their study, and
although we have observed some differences among the
percentages of phagocyting cells upon stimulation between
female and male, the capacity of cells to phagocytosis has
shown the most prominent effects. Thus, acute alcohol intox-
ication is associated with reduced capability of leukocytes to
phagocytosis as well as to the production of ROS.
Interestingly, the % of apoptotic leukocytes including
granulocytes as well monocytes enhanced immediately upon
drinking, and this effect was caused by enhanced apoptosis
in cells obtained from female HV. Such pro-apoptotic effects
of inflammatory immune cells upon an acute exposure to
alcohol were already shown before [32, 33] and underline
the theory that alcohol exerts anti-inflammatory effects on
immune cells [10]. However, here we could show that the
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pro-apoptotic effect of alcohol is present immediately upon
drinking. Furthermore, although the number of apoptotic
monocytes apparently does not markedly change further
after 24 or 48 h upon drinking, the activity of caspase-3/7
was enhanced in those cells that were positive for apoptosis.
Already at the beginning of consumption, alcohol induced
increased apoptosis in leukocytes, and thus weakened the
immune system. This result may also be associated with later
observed diminished proportions of granulocytes and mono-
cytes as well as their reduced cellular functions, and provide
explanation for the anti-inflammatory effects of acute alco-
hol intoxication. Although it was reported before that ROS
also play an important role in programmed cell death [34,
35], the ROS production was rather reduced while apoptosis
was induced. This discordance in observations may be due to
the pro-apoptotic effects of alcohol [32] which may initially
predominate.

Taken together, acute alcohol intoxication decreases the
cellular functions of granulocytes and monocytes, which
represent the most important players of the innate immune
system in the defense against DAMPs, PAMPs and infec-
tions. This decrease may be caused by enhanced apoptosis
rates of immune cells, potentially affecting subsequently
also their functions with less efficient ROS production and
phagocytizing activity. The weakening of phagocytosis and
ROS-production can have a significant clinical impact. How-
ever, it could be shown before that a reduced phagocyting
activity in polymorphonuclear leukocytes correlated with
a worse outcome of septic patients [36]. Thus, an alcohol-
induced reduction of phagocytosis and ROS production
may lead to an enhanced susceptibility to infections, that
has already been demonstrated in several studies [29, 37].
It remains considerable that binge drinking influences the
immune competence of the innate immune system immedi-
ately during drinking, and furthermore, that this influence of
alcohol even exists up to 2 days after drinking. Interestingly,
the significant differences in the immune response between
female and male remain to be further elucidated in future
studies.

Strengths

The extraordinary strength of this study is that it presents
a very realistic model of binge drinking in HV. The sub-
jects started at the evening with drinking and the consump-
tion occurred over an extended period of time and BAC
increased steadily. This setting is very common and rep-
resents a realistic way of getting drunk. It was also useful
to determine alcohol-caused changes in the function of the
observed parameters in a time- and dose-depended manner
and can easily be transferred to other populations e.g. in
elder person, to determine the differences in the response to
alcohol between young and elder populations. Furthermore,

our study also portrays the gender-based differences. This
aspect has only been taken into account by a few studies so
far but is nevertheless highly relevant.

Limitations

Within our wide experimental design, we did not have the
capacity to study the functionality of the immune defense
against vital microorganisms. For example, our phagocy-
tosis-assay shows only how many cells are functionally
phagocyting but it cannot give a clue about the quality of
the phagocytosis. It does not allow any statement about the
digestion by the phagocyting cells. To complete the state
of knowledge here follow-up studies which investigate the
ability of leukocytes to kill vital bacteria by phagocytosis
and ROS formation should be performed.

Author contribution BR designed the study, obtained ethical approval,
performed the statistical analysis and revised the manuscript. FH, RS,
AJ and BX collected the samples and carried out all analysis. MP, MF,
KB and CN contributed intellectually to the completion of the study
and revised the manuscript. FH and RS wrote the manuscript. IM con-
tributed intellectually to the completion of the study.

Funding Open Access funding enabled and organized by Projekt
DEAL. The study was supported by the Nachwuchsférderung AO
Trauma Deutschland (R.S.).

Declarations

Conflict of interest The authors state that they have no conflict of inter-
est. The funders had no role in the design of the study; in the collection,
analyses, or interpretation of data; in the writing of the manuscript, or
in the decision to publish the results.

Open Access This article is licensed under a Creative Commons Attri-
bution 4.0 International License, which permits use, sharing, adapta-
tion, distribution and reproduction in any medium or format, as long
as you give appropriate credit to the original author(s) and the source,
provide a link to the Creative Commons licence, and indicate if changes
were made. The images or other third party material in this article are
included in the article’s Creative Commons licence, unless indicated
otherwise in a credit line to the material. If material is not included in
the article’s Creative Commons licence and your intended use is not
permitted by statutory regulation or exceeds the permitted use, you will
need to obtain permission directly from the copyright holder. To view a
copy of this licence, visit http://creativecommons.org/licenses/by/4.0/.

References

1. WHO. Global status report on alcohol and health 2018. Geneva:
World Health Organization; 2018.

2. Atzendorf J, Rauschert C, Seitz N-N, Lochbiihler K, Kraus L.
The use of alcohol, tobacco, illegal drugs and medicines: an esti-
mate of consumption and substance-related disorders in Germany.
Dtsch Arztebl Int. 2019;116:577-84. https://doi.org/10.3238/arzte
b1.2019.0577.

@ Springer



F.Haag et al.

10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

Tulloh BR, Collopy BT. Positive correlation between blood alco-
hol level and ISS in road trauma. Injury. 1994;25:539-43.

Flohé SB, Flohé S, Schade FU. Invited review: deterioration of
the immune system after trauma: signals and cellular mechanisms.
Innate Immun. 2008;14:333-44. https://doi.org/10.1177/17534
25908100016.

Engelich G, Wright DG, Hartshorn KL. Acquired disorders of
phagocyte function complicating medical and surgical illnesses.
Clin Infect Dis. 2001;33:2040-8. https://doi.org/10.1086/324502.
Szabo G, Mandrekar P. A recent perspective on alcohol, immunity,
and host defense. Alcohol Clin Exp Res. 2009;33:220-32. https://
doi.org/10.1111/.1530-0277.2008.00842.x.

Spolarics Z, Siddigi M, Siegel JH, Garcia ZC, Stein DS, Denny T,
Deitch EA. Depressed interleukin-12-producing activity by mono-
cytes correlates with adverse clinical course and a shift toward Th2-
type lymphocyte pattern in severely injured male trauma patients.
Crit Care Med. 2003;31:1722-9. https://doi.org/10.1097/01.CCM.
0000063579.43470.AA.

Kirchhoff C, Biberthaler P, Mutschler WE, Faist E, Jochum M,
Zedler S. Early down-regulation of the pro-inflammatory potential
of monocytes is correlated to organ dysfunction in patients after
severe multiple injury: a cohort study. Crit Care. 2009;13:R88.
https://doi.org/10.1186/cc7914.

Wautzler S, Maier M, Lehnert M, Henrich D, Walcher F, Maegele
M, et al. Suppression and recovery of LPS-stimulated monocyte
activity after trauma is correlated with increasing injury severity: a
prospective clinical study. J Trauma. 2009;66:1273-80. https://doi.
org/10.1097/TA.0b013e3181968054.

Afshar M, Richards S, Mann D, Cross A, Smith GB, Netzer G,
et al. Acute immunomodulatory effects of binge alcohol ingestion.
Alcohol. 2015;49:57-64. https://doi.org/10.1016/j.alcohol .2014.10.
002.

Goral J, Karavitis J, Kovacs EJ. Exposure-dependent effects of etha-
nol on the innate immune system. Alcohol. 2008;42:237-47. htps://
doi.org/10.1016/j.alcohol.2008.02.003.

Pruett BS, Pruett SB. An explanation for the paradoxical induction
and suppression of an acute phase response by ethanol. Alcohol.
2006;39:105-10. https://doi.org/10.1016/j.alcohol.2006.08.003.
Neupane SP, Skulberg A, Skulberg KR, Aass HCD, Bramness JG.
Cytokine changes following acute ethanol intoxication in healthy
men: a crossover study. Mediat Inflamm. 2016;2016:3758590.
https://doi.org/10.1155/2016/3758590.

Bala S, Tang A, Catalano D, Petrasek J, Taha O, Kodys K, Szabo G.
Induction of Bcl-3 by acute binge alcohol results in toll-like receptor
4/LPS tolerance. J Leukoc Biol. 2012;92:611-20. hitps://doi.org/10.
1189/j1b.0112050.

Parlesak A, Diedrich JP, Schiifer C, Bode C. A low concentration
of ethanol reduces the chemiluminescence of human granulocytes
and monocytes but not the tumor necrosis factor alpha produc-
tion by monocytes after endotoxin stimulation. Infect Immun.
1998;66:2809—13.

Franz N, Dieteren S, Kohler K, Mors K, Sturm R, Marzi 1, et al.
Alcohol binge reduces systemic leukocyte activation and pulmo-
nary PMN infiltration after blunt chest trauma and hemorrhagic
shock. Inflammation. 2019;42:690-701. https://doi.org/10.1007/
s10753-018-0927-z.

Relja B, Henrich D, Wetzel G, Sander AL, Jakob H, Maraslioglu
M, et al. Effects of acute ethanol gavage on intestinal integrity after
hemorrhage/resuscitation. Scand J Gastroenterol. 2013;48:448-58.
hitps://doi.org/10.3109/00365521.2013.772228,

Julien O, Wells JA. Caspases and their substrates. Cell Death Differ.
2017;24:1380-9. https://doi.org/10.1038/cdd.2017.44.

Thompson CB. Apoptosis in the pathogenesis and treatment of dis-
ease. Science. 1995;267:1456-62. https://doi.org/10.1126/science.
7878464.

@ Springer

20.

21.

22,

23,

24,

25.

26.

27.

28.

29,

30.

31.

32

33.

34.

Nau C, Wutzler S, Dorr H, Lehnert M, Lefering R, Laurer H, et al.
Liver cirrhosis but not alcohol abuse is associated with impaired out-
come in trauma patients—a retrospective, multicentre study. Injury.
2013;44:661-6. https://doi.org/10.1016/j.injury.2012.06.013.
Relja B, Hohn C, Bormann F, Seyboth K, Henrich D, Marzi I, Leh-
nert M. Acute alcohol intoxication reduces mortality, inflammatory
responses and hepatic injury after haemorrhage and resuscitation
in vivo. Br J Pharmacol. 2012;165:1188-99. https://doi.org/10.
1111/5.1476-5381.2011.01595 x.

von Elm E, Altman DG, Egger M, Pocock SJ, Ggtzsche PC, Van-
denbroucke JP. The strengthening the reporting of observational
studies in epidemiology (strobe) statement: guidelines for reporting
observational studies. Prev Med. 2007;45:247-51. https://doi.org/
10.1016/j.ypmed.2007.08.012.

Gacouin A, Roussel M, Le Priol J, Azzaoui I, Uhel F, Fest T, et al.
Acute alcohol exposure has an independent impact on C-reactive
protein levels, neutrophil CD64 expression, and subsets of circulat-
ing white blood cells differentiated by flow cytometry in nontrauma
patients. Shock. 2014;42:192-8. https://doi.org/10.1097/SHK.00000
00000000195.

Bailey SM, Cunningham CC. Acute and chronic ethanol increases
reactive oxygen species generation and decreases viability in fresh,
isolated rat hepatocytes. Hepatology. 1998;28:1318-26. https://doi.
org/10.1002/hep.510280521.

Stadlbauer V, Horvath A, Komarova I, Schmerboeck B, Feldbacher
N, Wurm S, et al. A single alcohol binge impacts on neutrophil
function without changes in gut barrier function and gut microbiome
composition in healthy volunteers. PLoS ONE. 2019;14:e0211703.
https://doi.org/10.1371/journal.pone.0211703.

Kim MJ, Nagy LE, Park P-H. Globular adiponectin inhibits eth-
anol-induced reactive oxygen species production through modu-
lation of NADPH oxidase in macrophages: involvement of liver
kinase B1/AMP-activated protein kinase pathway. Mol Pharmacol.
2014;86:284-96. https://doi.org/10.1124/mol.114.093039.

Hoyt LR, Randall MJ, Ather JL, DePuccio DP, Landry CC, Qian
X, et al. Mitochondrial ROS induced by chronic ethanol exposure
promote hyper-activation of the NLRP3 inflammasome. Redox Biol.
2017;12:883-96. https://doi.org/10.1016/j.redox.2017.04.020.
Mors K, Kany S, Horauf J-A, Wagner N, Neunaber C, Perl M, et al.
Suppression of the interleukin- 1 B-induced inflammatory response of
human Chang liver cells by acute and subacute exposure to alcohol:
an in vitro study. Croat Med J. 2018;59:46-50. https://doi.org/10.
3325/cm).2018.59.46.

Chiu C-H, Wang Y-C, Yeh K-M, Lin J-C, Siu LK, Chang F-Y. Influ-
ence of ethanol concentration in the phagocytic function of neu-
trophils against Klebsiella pneumoniae isolates in an experimental
model. J Microbiol Immunol Infect. 2018;51:64-9. https://doi.org/
10.1016/j.jmii.2016.03.004.

Roberts PJ, Segal AW. The digestion of bacterial macromolecules by
phagocytic cells: the effect of mepacrine and ethanol. Immunology.
1987;62:581-6.

Aldebert D, Hypolite M, Bal G, Dumestre-Pérard C, Bertini R-L.,
Rolland C, et al. Effects of age, gender and time on receptor expres-
sion and anti-Aspergillus functions of human phagocytes. Cell
Immunol. 2011;270:230-6. https://doi.org/10.1016/j.cellimm.2011.
05.013.

Singhal PC, Reddy K, Ding G, Kapasi A, Franki N, Ranjan R, et al.
Ethanol-induced macrophage apoptosis: the role of TGF-beta. J
Immunol. 1999;162:3031-6.

Kapasi AA, Patel G, Goenka A, Nahar N, Modi N, Bhaskaran M,
et al. Ethanol promotes T cell apoptosis through the mitochondrial
pathway. Immunology. 2003;108:313-20. https://doi.org/10.1046/j.
1365-2567.2003.01584.x.

Sato T, Takino J-1, Nagamine K, Nishio K, Hori T. RASGRP2
suppresses apoptosis via inhibition of ros production in vascular



Reduced phagocytosis, ROS production and enhanced apoptosis of leukocytes upon alcohol drinking. ..

35

36.

endothelial cells. Sci World J. 2019;2019:4639165. https://doi.org/
10.1155/2019/4639165.

Yan F, Wang Y, Wu X, Peshavariya HM, Dusting GJ, Zhang
M, Jiang F. Nox4 and redox signaling mediate TGF-f-induced
endothelial cell apoptosis and phenotypic switch. Cell Death Dis.
2014;5:e1010. https://doi.org/10.1038/cddis.2013.551.

Danikas DD, Karakantza M, Theodorou GL, Sakellaropoulos GC,
Gogos CA. Prognostic value of phagocytic activity of neutrophils

37,

and monocytes in sepsis. Clin Exp Immunol. 2008;154:87-97.
https://doi.org/10.1111/j.1365-2249.2008.03737 x.

Gandhi JA, Ekhar VV, Asplund MB, Abdulkareem AF, Ahmadi M,
Coelho C, Martinez LR. Alcohol enhances Acinetobacter bauman-
nii-associated pneumonia and systemic dissemination by impairing
neutrophil antimicrobial activity in a murine model of infection.
PLoS ONE. 2014;9:€95707. https://doi.org/10.1371/journal.pone.
0095707.

@ Springer



13.2 Publikation 2:

Janicova A., Haag F., Xu B., Garza A.P., Dunay I.R., Neunaber C., Nowak A., Cavalli
P., Marzi |, Sturm R., Relja B.:

Acute alcohol intoxication modulates monocyte subsets and their functions in a dose-
and time-dependent manner in healthy volunteers.

Frontiers in Immunology. 2021 Mai 18. doi: 10.3389/fimmu.2021.652488

75



:P frontiers
in Immunology

ORIGINAL RESEARCH
published: 18 May 2021
doi: 10.3389/fimmu.2021.652488

OPEN ACCESS

Edited by:

Haichao Wang,

Feinstein Institute for Medical
Research, United States

Reviewed by:

Jamal Hussen,

King Faisal University, Saudi Arabia
Vijay Arjun Ramchandani,

National Institute on Alcohol Abuse
and Alcoholism (NIAAA), United States

*Correspondence:
Borna Relja
borna.relja@med.ovgu.de

TThese authors have contributed
equally to this work

Specialty section:

This article was submitted to
Inflammation,

a section of the journal
Frontiers in Immunology

Received: 12 January 2021
Accepted: 26 April 2021
Published: 18 May 2021

Citation:

Janicova A, Haag F, Xu B, Garza AP,
Dunay IR, Neunaber C, Nowak AJ,
Cavalli P, Marzi I, Sturm R and Relja B
(2021) Acute Alcohol Intoxication
Modulates Monocyte Subsets and
Their Functions in a Time-Dependent
Manner in Healthy Volunteers.

Front. Immunol. 12:652488.

doi: 10.3389/fimmu.2021.652488

Acute Alcohol Intoxication Modulates
Monocyte Subsets and Their
Functions in a Time-Dependent
Manner in Healthy Volunteers

Andrea Janicova', Florian Haag', Baolin Xu', Alejandra P. Garza?, lidiko Rita Dunay?,
Claudia Neunaber®, Aleksander J. Nowak’, Paola Cavalli’, Ingo Marzi*, Ramona Sturm*"
and Borna Relja™***

T Experimental Radiology, Department of Radiology and Nuclear Medicine, Otto von Guericke University,

Magdeburg, Germany, 2 Institute of Inflammation and Neurodegeneration, Otto-von-Guericke University Magdeburg,
Magdeburg, Germany, 3 Trauma Department, Hannover Medical School, Hannover, Germany, # Department of Trauma,
Hand and Reconstructive Surgery, Goethe University, Frankfurt, Germany

Background: Excessive alcohol intake is associated with adverse immune response-
related effects, however, acute and chronic abuse differently modulate monocyte
activation. In this study, we have evaluated the phenotypic and functional changes of
monocytes in acutely intoxicated healthy volunteers (HV).

Methods: Twenty-two HV consumed individually adjusted amounts of alcoholic
beverages until reaching a blood alcohol level of 1%. after 4h (T4). Peripheral blood was
withdrawn before and 2h (T2), 4h (T4), 6h (T6), 24h (T24), and 48h (T48) after starting the
experiment and stained for CD14, CD16 and TLR4. CD14°"9"CD16°, CD14°""'CD16*
and CD149™CD16* monocyte subsets and their TLR4 expression were analyzed by flow
cytometry. Inflammasome activation via caspase-1 in CD14™ monocytes was measured
upon an ex vivo in vitro LPS stimulation. Systemic IL-1p and adhesion capacity of isolated
CD14" monocytes upon LPS stimulation were evaluated.

Results: The percentage of CD14" monocyte did not change following alcohol
intoxication, whereas CD14°""CD16™ monocyte subset significantly increased at T2
and T24, CD14""9"CD16™ at T2, T4 and T6 and CD149™CD16* at T4 and T6. The relative
fraction of TLR4 expressing CD14" monocytes as well as the density of TLR4 surface
presentation increased at T2 and decreased at T48 significantly. TLR4*CD14" monocytes
were significantly enhanced in all subsets at T2. TLR4 expression significantly decreased
in CD14°"9"CD16™ at T48, in CD14°"9"CD16"* at T24 and T48, increased in
CD149™CD16* at T2. IL-1p release upon LPS stimulation decreased at T48,
correlating with TLR4 receptor expression. Alcohol downregulated inflammasome
activation following ex vivo in vitro stimulation with LPS between T2 and T48 vs. TO.
The adhesion capacity of CD14* monocytes decreased from T2 with significance at T4,
T6 and T48. Following LPS administration, a significant reduction of adhesion was
observed at T4 and T6.
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Conclusions: Alcohol intoxication immediately redistributes monocyte subsets toward
the pro-inflammatory phenotype with their subsequent differentiation into the anti-
inflammatory phenotype. This is paralleled by a significant functional depression,
suggesting an alcohol-induced time-dependent hyporesponsiveness of monocytes to

pathogenic triggers.

Keywords: ethanol, drinking, innate immunity, inflammasome, LPS, IL-1B, CD14, TLR4

INTRODUCTION

Alcohol is one of the oldest and nowadays one of the most common
addictive substances worldwide (1). Although low-to-moderate
alcohol intake is associated with decreased risk of cardiovascular
diseases and subsequent mortality (2), alcohol abuse contributes to
the development of alcoholic liver disease, pancreatitis and further
pathologies (1). In Germany, approximately 7.8 million adults drink
excessive amounts of alcohol (3), causing 74,000 deaths every year
(4). However, these numbers do not include physical trauma-related
deaths that frequently occur under the influence of alcohol (4). Since
up to 50% of physically traumatized patients are admitted to the
emergency departments with an acute alcohol intoxication (5, 6),
the numbers of alcohol-related deaths may be underestimated.

Thereisarising evidence that alcohol intake has a biphasic effect
on the innate immune response in a dose- and time-dependent
manner (7-10). Chronic alcohol intake is associated with increased
susceptibility to infections and sterile inflammation, which may
cause severe tissue damage and poor outcomes after injury (1, 11).
Following binge drinking, defined as an episodic excessive alcohol
intake and the most common form of alcohol abuse, the counts
of circulating leukocytes, monocytes and natural killer cells
as well as the release of tumor necrosis factor (TNF)-ot after an
ex vivo in vitro whole blood stimulation with lipopolysaccharide
(LPS) increase in the first 20 minutes after drinking, suggesting an
early pro-inflammatory response. Subsequent decline of
monocytes, natural killer cells and interleukin (IL)-1f, IL-6 and
monocyte chemoattractant protein (MCP)-1 levels in circulation
and the elevation of systemic IL-10 level suggest an anti-
inflammatory state in the later course (7, 9, 12). In line with this
data, leukocytes and IL-6 decrease in circulation was observed in
severely injured patients with excessive alcohol intoxication (10).
However, lower alcohol concentrations do not seem to induce the
pro-inflammatory acute phase proteins (9). Those pro-
inflammatory mediators are essential for the cell recruitment of
the innate immune system and the initiation of the adaptive
immune response (8), why acutely intoxicated patients with
alcohol are potentially more vulnerable to infections.

Human monocytes exposed to moderate amount of alcohol
in vivo or in vitro express significantly lower levels of pro-

Abbreviations: BSA, bovine serum albumin; Bcl-3, B-cell lymphoma 3-encoded
protein; CD, cluster of differentiation; EDTA, ethylenediaminetetraacetic acid;
FBS, fetal bovine serum; HV, healthy volunteers; IL, interleukin; LPS,
lipopolysaccharide; MCP, monocyte chemoattractant protein; NLRP3, NLR
family pyrin domain containing 3; NF-xB, nuclear factor ‘kappa-light-chain-
enhancer’ of activated B-cells; PBS, phosphate-buffered saline; TLR, Toll-like
receptor; TNF, tumor necrosis factor.

inflammatory cytokines in Toll-like receptor (TLR)4-MyD88 and
TLR-TRIF-dependent manner when stimulated with LPS in vitro
(13). Additionally, activation of the nuclear factor 'kappa-light-
chain-enhancer' of activated B-cells (NF-kB) is downregulated p65/
p50 dependently (14). The above described studies deal with
monocytes as a single population, however, three monocyte
subsets can be distinguished according to their expression levels
of cluster of differentiation (CD)14 and CD16: Classical monocytes
(CD14°"¥CD16) are released into circulation from bone marrow
and act as a precursor for intermediate monocytes
(CD14>#*CD16"), which in turn differentiate into non-classical
monocytes (CD14"™CD16%) (15). Classical subset has anti-
microbial and innate immune sensing features, contributing to
phagocytosis, adhesion and migration (15). Once they enter tissues,
classical monocytes differentiate into monocyte-derived
macrophages or dendritic cells, where they are crucial for shaping
and subsequent resolution of inflammation (15). Intermediate
monocytes regulate apoptosis and transendothelial migration
(15), and their high occurrence in patients with systemic
infections suggests a defensive role against invading pathogens
(16). Non-classical monocytes provide complement- and FcR-
mediated phagocytosis and are linked with anti-viral response to
human immunodeficiency virus (15). In chronic excessive alcohol
abuse, the numbers of classical monocytes are significantly reduced,
whereas the non-classical monocytes display an increase in their
counts, while the changes particularly restore two weeks following
alcohol withdrawal (17). Although accumulating evidence indicates
a shift in monocyte subsets under several pathological conditions,
their distribution and function in acutely intoxicated subjects with
alcohol remain elusive.

Considering that phenotypic and functional alterations of
monocytes are substantially involved in the initiation and
subsequent resolution of inflammation, we evaluated the
phenotypic shift of monocytes following episodic excessive
alcohol intake in healthy volunteers (HV). We hypothesized
that acute alcohol intoxication shifts the monocytes toward the
anti-inflammatory phenotype and ameliorates LPS-induced pro-
inflammatory response ex vivo in vitro by suppressing the
inflammasome activation.

MATERIALS AND METHODS
Ethics

The current study was performed pursuant to ethics committee
approval (255/14) from the University Hospital of the Goethe-
University Frankfurt and in accordance with the Declaration of
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Helsinki and following the Strengthening the Reporting of
Observational studies in Epidemiology-guidelines (18).

Patient Cohort

Twenty-two HV between 18 and 50 years of age were enrolled.
Exclusion criteria included a history of chronic alcohol abuse,
acute infection, pre-existing chronic inflammatory diseases,
immunological disorders, human immunodeficiency virus
infection, infectious hepatitis, medication and pregnancy. Renal
insufficiency and changes in transaminases to identifying chronic
liver diseases were excluded by blood test.

Study Design

Healthy volunteers received a standardized lunch (1 pizza) one
hour before starting the experiment. Subsequently, HV
consumed individually calculated amount of alcohol until
reaching blood alcohol level of 1 %o after 4 hours. In detail,
HV received whisky-coke cocktail (Tennessee Whiskey Jack
Daniels, 40%; Coca-Cola) in a mixing ratio of 1:2 every 20
minutes for 4 hours. Then, the HV were monitored for further
2 hours without alcohol intake. For the individual calculation of
the amount of alcohol to reach 1 %o after 4 hours, the modified
Widmark equation including age, sex, height and weight was
applied. Blood alcohol concentration (BAC) was monitored
hourly until T6 and at T24 and T48. At every time point, a
blood sample for the determination of the BAC was taken. Blood
samples were obtained in prechilled ethylenediaminetetraacetic
acid tubes (BD vacutainer; Becton Dickinson Diagnostics,
Belgium) and kept on ice. Then, blood was centrifuged at
2,000 x g and at 4°C for 15 minutes and the supernatant was
immediately used for the determination of BAC using the
diagnostic set serum EtOH by Cobas 8000 Modular Analyzer
(Roche Diagnostic, Germany). The participants leaved the
research facility after T6 and came back at T24 and T48.
During the time out of the institute, participants were allowed
to eat and drink with restriction of drinking alcohol. A brief
overview of the study design and sampling is shown in Figure 1.

Blood Sampling

Peripheral blood was withdrawn in serum-gel and Li-Heparin
collection tubes (Sarstedt, Germany) before (10) and 2 (12),
4 (T4), 6 (T6), 24 (T24) and 48 (T48) hours after starting the
alcohol consumption, Subsequently, the samples collected in
serum-gel collection tubes were centrifuged directly after the
collection at 2,000 x g and at 4°C for 15 minutes. Serum was stored
at -80°C until further analysis. Blood in Li-Heparin collection tubes
were directly processed for flow cytometry and adhesion assay.

Analysis of Monocyte Subsets and TLR4
Expression by Flow Cytometry

100 pl heparinized blood was transferred into polystyrene FACS
tubes (BD Pharmingenm). The samples were incubated with 5 pl
CD14 (APC/Cy7; Clone M5E2; BioLegend), 5 ul CD16 (PE/Cy7;
Clone 3G8; BioLegend) and 5 pl TLR4 (APC; Clone HTA125;
BioLegend) in the dark at 4°C for 10 minutes. Subsequently, the
samples were washed with 2 ml FACS buffer (0.5% bovine serum
albumin (BSA) in phosphate-buffered saline (PBS)) and
centrifuged at 350 x g at 4°C for 5 minutes. For red blood cells
lysis, 3 ml lysis buffer (0.155 M NH,Cl, 0.01 M KHCO3, 0.1 mM
ethylenediaminetetraacetic acid (EDTA)) were added and
incubated in the dark at 4°C. Washing step was repeated.
Monocyte population was defined by gating the corresponding
forward and side scatter scan. From each sample a minimum of
3.0 x 10* cells were measured, which were subsequently analyzed.
The percentage of CD14°"8"CD16" (classical subset),
CD14"8CD16" (intermediate subset) and CD149**CD16"
(non-classical subset) as well the percentage and mean
fluorescent units of TLR4 out of CD14" viable cells were
assessed by flow cytometric analyses using a BD FACS Canto
2™ and FACS DIVA™ software (BD Bioscience). Unspecific
binding of the antibodies was excluded by using isotype controls.

Whole Blood Stimulation With LPS
50 pl heparinized blood was added to 450 ul RPMI 1640 media with
supplements [100 Ul/ml penicillin, 100 pg/ml streptomycin, 0.1 mg/ml

® ®

T0 T2 T4 Té T24 T48
1 liter 1,0
TREAMENT ' '
lunch 12x E1OH (every 20 min)
TIME 1 1 1 ml Yoo 1 o 1 I
(hours) — + ; P ' ' ——
-1 0 2 4 b 24 48

FIGURE 1 | Study design. Healthy volunteers (HV) received a standardized lunch one hour before starting the experiment and had one liter water at hand during the
first observation period of 6 hours (TO-T6). Every 20 minutes, HV received an individually calculated amount of whisky-coke cocktail (EtOH) for four hours, reaching
blood alcohol concentration of 1%. after 4 hours (T4). Blood samples were collected before (TO) and 2 (T2), 4 (T4), 6 (T6), 24 (T24) and 48 (T48) hours after starting
the alcohol consumption. This is the same study design as published by Sturm et al. (19).

® ® ® ®
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gentamycin, 20 mM 4-(2-hydroxyethyl)-1-piperazineethanesulfonic
acid, 10% heat-inactivated fetal bovine serum (FBS)] and LPS at
final concentration of 10 pg/ml (20). Subsequently, the samples
were incubated at 37°C and 5% CO, for 24 hours. After stimulation,
the samples were centrifuged at 2,100 x g and at room temperature
for 10 minutes. Supernatants were stored at -80°C until the
further analysis.

Measurement of IL-13

For the detection of IL-1f3 levels in directly collected serum (see
Blood Sampling) and the supernatants after whole blood
stimulation with LPS (see Whole Blood Stimulation With
LPS), ELISA DuoSet kit (#DY201, R&D, USA) was used
according to the provider's instructions.

Caspase-1 Activity

Active caspase-1 was quantified by using a FAM-FLICA
Caspase-1 (YVAD) Assay Kit (ImmunoChemistry, USA) (21).
50 pl blood and 240 pl RPMI 1640 media with supplements was
transferred into polystyrene FACS tubes. Samples were
incubated with 1 pg/ml LPS (E. coli O127:B8 strain; Sigma
Aldrich, Germany), 100 uM BzATP (ATP; Sigma-Aldrich,
Germany) (22) and 10 pl 30X FAM-FLICA caspase-1
inhibitor) at 37°C and 5% CO, for 90 minutes. Subsequently,
cells were washed with RPMI 1640 media supplemented with
10% FBS 2 times. For red blood cell lysis, 3 ml lysis buffer (0.155
M NH,CI, 0.01 M KHCO;, 0.1 mM EDTA) were added and
incubated in the dark at 4°C for 10 minutes. Cells were washed
with 2 ml FACS buffer and centrifuged at 200 x g at 4°C for 5
minutes. Following pellet resuspension in 500 pl FACS buffer,
caspase-1 expression was assessed by flow cytometric analyses
using a BD FACS Canto 2™ and FACS DIVA™ software (BD).

Adhesion Assay

The isolation of CD14" monocyte we described already elsewhere
(23). Peripheral blood monocytes were isolated by a density-
gradient centrifugation (Bicoll separation solution, 1.077 g/ml
density; Biochrom, Germany). Here, 20 ml Bicoll separating
solution was carefully overlaid with 20 ml of heparinized blood
and centrifuged at 800 x g at room temperature for 30 minutes.
Peripheral blood mononuclear cells from interphase were
transferred into fresh tubes and washed with 10 ml FACS buffer
and centrifuged at 350 x g at room temperature for 5 minutes.
Remaining red blood cells were lysed by 10 ml lysis buffer in dark
for 10 minutes and subsequently centrifuged. Following a further
washing step with 15 ml MACS buffer (0.5% BSA, 2 mM EDTA in
1x PBS w/o Mg*" and Ca®"), cells were resuspended in 500 pl
RPMI 1640 media with supplements. Mononuclear cells were
stimulated with 1 pg/ml LPS at 37°C and 5% CO, for 90 minutes
and subsequently washed with MACS bufter.

For CD14 labeling, cell pellet was resuspended in 75 pl MACS
buffer and the cell suspension was incubated with 25 pl magnetic
CD14 microbeads (Miltenyi Biotec, Germany) at room
temperature for 15 minutes. Following a washing step with 3
ml MACS buffer, CD14" labeled monocytes were magnetically
isolated by using LS columns (Miltenyi Biotec, Germany)

according to the manufacturer’s protocol. Following a further
washing step with 10 ml FACS buffer, cell pellet was resuspended
in 500 pl of RPMI 1640 media with supplements. Only cell
cultures with a purity and viability of 295% were used for further
experiments. Cell population purity was evaluated by flow
cytometry according its size and CD14 expression. Cell
viability was proved by Tiirk’s solution exclusion assay (Merck,
Darmstadt, Germany).

The adhesion assay was performed as described before (24).
200,000 CD14" monocytes were seeded in 6-well flat-bottom plate
(Sarstedt, Germany), where adherent A549 pulmonary epithelial
cells to the density of 80% were seeded a day before, and, incubated
at 37°C and 5% CO, for 35 minutes. Cells were washed twice with
RPMI 1640 media with supplements and following fixation by 1 ml
1% glutaraldehyde for 3 minutes, monocytes were washed once
more with PBS. Adherent monocytes on plates were stored in 2 ml
PBS in the dark and at 4°C until evaluation. The adherent
monocytes were then counted in 5 different fields of a defined size
(5%0.25 mm?) using a phase contrast microscope (x20 objective).
The mean cellular adhesion rate was calculated.

Statistics

GraphPad Prism 6.0 software (GraphPad Software Inc. San
Diego, CA, USA) was used to perform the statistical analysis.
Data are given as mean + standard error of the mean (SEM). The
data distribution was tested by the D’Agostino-Pearson test, and
the data is not normally distributed. Since we have 6 groups with
matched or repeated measures, thus paired data, the non-
parametric Friedman’s test was applied. Dunn-Bonferroni
post-hoc test for multiple comparisons was used. TO is the base
condition to which the others were compared. The Wilcoxon
matched-pairs signed rank test as a nonparametric statistical tool
comparing two paired groups in Figure 6 was used to determine
if two sets of pairs are different from one another in a statistically
significant manner. Spearman’s correlation coefficient was
calculated to determine correlations. A p value below 0.05 was
considered statistically significant.

RESULTS
Characteristics of the Study Participants

From 22 healthy volunteers, 12 female and ten male with a mean
age of 25 (+ 4) years were enrolled. All included individuals
exerted normal ranges of transaminases excluding chronic e.g.
liver diseases, since the rages at TO were: 15-20 U/l GGT, 22 U/l
GPT and 23 U/l GOT. Thus, no individuals with chronic liver
diseases or malfunction were included. Furthermore, the BAC
increased to 0.46+0.02%e at T2, with further at T4 (1.11+0.05%o0)
reaching the target BAC of 1%o. At T6 BAC decreased to
0.83+0.06%0 and was not further detectable at T24 and T48.

Acute Alcohol Intake Modulates the
Distribution the CD14" Monocyte Subsets
Since it is known that alcohol misuse has modulating effects on
the immune system, we investigated the distribution of different
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monocytes subsets in healthy volunteers following excessive
acute alcohol intake. Fluorescently ex vivo in vitro labeled
circulating monocytes were gated as it is shown in the
Figure 2. Following alcohol intake, the percentage of CD14"
monocytes did not change during the whole observational period
of 48 hours compared to the counts before the experiment start
(T0) (Figure 3A). Regarding the subsets, the classical monocytes
defined as CD14"#MCD16  cells became significantly more
abundant at T2 and T24 after starting drinking alcohol
compared to TO (Figure 3B, p < 0.05). The intermediate
CD14™"CD16" monocytes displayed a significant increase in
the first 6 hours (T2, T4, T6) with subsequent decrease to the
baseline at T24 and T48 (Figure 3C, p < 0.05). We observed an
increase of non-classical CD14“CD16" subset at T4 and T6
hours compared to the counts at T0, followed by decrease from
T24 (Figure 3D, p < 0.05).

Combining the absolute cell numbers of leukocytes per
microliter (25) with the relative fractions of monocytes and
their subsets, we converted the percentages of monocyte
subsets into absolute cell numbers. These are summarized in
Supplementary Table 1.

TLR4 Expression Is Upregulated in the
Early Phase and Downregulated in the
Later Phase of Acute Alcohol Intake

Following the determination of monocyte subsets, we analyzed the
expression of surface receptor TLR4. The representative gating
strategy of TLR4-positive monocytes is shown in the Figure 2. The
abundance of TLR™ CD14" monocytes significantly increased at T2
while decreasing to base level at T6 until T24 (Figure 4A, p < 0.05).
At 'T48, TLR4 expression was significantly decreased compared to
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FIGURE 2 | Representative gating strategy for the flow cytometric analyses and evaluation of monocyte subsets with regard to their TLR4 expression.
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TO (Figure 4A, p < 0.05). The relative fraction of TLR4"
CD14""#™CD16 classical monocytes increased significantly at T2
and T6 vs. TO (Figure 4B, p < 0.05). CD14™"'CD16" intermediate
and CD14%"CD16" non-classical subsets showed a significant
elevation of TLR4" monocytes at T2 compared to TO
(Figures 4C, D, p < 0.05).

Additionally, to the relative fraction of TLR4™ monocytes, we
evaluated the mean TLR4 expression on monocytes. CD14"
monocytes displayed significantly higher expression at T2 and
significantly reduced TLR4 receptor density at T48 compared to
TO (Figure 4E, p < 0.05). Rising trend was indicated at T2 and T6
in classical monocyte subset and the density of TLR4 decreased
significantly at T24 vs. TO (Figure 4F, p < 0.05). Intermediate
monocytes showed increased TLR4 expression at T2 and a
significant decline at T24 and T48 compared to T0 (Figure 4G,
p < 0.05). The non-classical subset displayed significant elevation
of TLR4 receptor intensity at T2 vs. TO (Figure 4H, p < 0.05).

IL-1B Release Following Ex Vivo In Vitro
Whole Blood Stimulation With LPS Is
Diminished Two Days After Acute Alcohol
Intake Correlating With TLR4 Receptor
Density on Monocytes

Further, since it is known that ethanol inhibits the NLRP3
inflammasome activation, we evaluated the levels of circulating
IL-1P and following ex vivo in vitro stimulation with LPS. IL-13 was
not detectable in serum directly obtained from the participants atall
time points (detection limit of 3.91 pg/mL; data not shown).
Following LPS stimulation, we have shown that the acute ethanol
intoxication did not have an impact on IL-1B concentration at T2,
T4 and T6 compared to IL-1B concentration before starting
binge drinking (T0) (Figure 5A). At T24, we observed a slight
decrease that continued and became significant at T48 vs. TO

(Figure 5A, p < 0.05). This IL-1p level positively correlated with
TLR4 receptor density on monocytes at T48 (Figure 5B).

Ethanol Intake Leads to
Hyporesponsiveness to Secondary Hit

A brief overview about ex vivo in vitro experimental design and
representative gating strategy is shown in Figures 6A, B. Level of
active caspase-1 did not show significant changes in CD14" monocytes
during the entire observation period of 48 hours compared to the level
before alcohol intoxication (T0) (Figure 6C). The ex vivo in vitro
stimulation of CD14" monocytes with 1 pg/mL LPS and 100 uM ATP
led to significant increase of caspase-1 expression at all time points
compared to equivalent unstimulated monocytes (Figure 6C, p < 0.05).
At T2, T6 and T48, caspase-1 expression significantly decreased
following LPS and ATP stimulation compared to stimulated
monocytes at TO (Figure 6C, p < 0.05).

Furthermore, we found that the adhesion capacity of CD14"
monocytes is impaired by alcohol intake. Ex vivo in vitro, CD14"
monocytes displayed less adhesion to A549 cells from T2 until T48
compared to T0, with significance at T4, T6 and T48 (Figure 6D,
p < 0.05). Following LPS administration, monocyte adhesion
decreased from T6 until T48 vs. stimulated monocytes at TO,
with significances at T4 and T6 (Figure 6D, p < 0.05). At T48,
significant increase in adhesion rates of LPS stimulated monocytes
compared to unstimulated monocytes is shown (Figure 6D, p <
0.05). At T6, there is no difference in adhesion rates between
stimulated und unstimulated monocytes (Figure 6D).

DISCUSSION

Excessive alcohol drinking is associated with adverse immune
response-related effects such as susceptibility to nosocomial

Frontiers in Immunclogy | www.frontiersin.org

May 2021 | Volume 12 | Article 652488



Janicova et al.

Alcohol Intoxication Modulates Monocyte Subsets

A
*
B o
*
g g0
3
1
o
B 70
g0l — - r r .
To T2 T4 6 T24 T48
B
100
o . *
é 951
]
5 90
8
g o5
2
=
80
=
75
c T0 T2 T4 T6 T24 T48

100

TLRA4 [% on CD14#'CD16*)
g ‘

©
@

80

704

5

604

TLR4 [% on CD149mCD16*]

E 1000
=
g_ *
2 800
o
E
+
2 o0
(5} *
§ 400
=
=
o 200
g
= 0
ST 2 T4 6 T24 Ta8
F a0
&
©
§ 600
-]
3
3 *
a
O 400
s
o
=
w
‘E;ZDIJ
4
'}
2
) T2 T4 6 T24 T48
G
4000
=
©o
=2
8
9 3000
g
=
o *
G 2000 *
c
o
s
™S
2 1000
2
o
To T2 T4 6 24 T48
H
1000
=
E *
§ 800
°,
5 600
5
S a0
[T
=
% 200
=)
Ll T2 T4 Te T24 Ta8

FIGURE 4 | Impact of acute alcohol intoxication on Toll-like receptor 4 (TLR4) surface presentation on monocytes. Percentage and mean intensity expression of
TLR4 on CD14* monocytes (A, E) and the classical (CD14™"9"CD16) (B, F), intermediate (CD14°"CD16") (€, G) and non-classical (CD14“"CD16*) (D, H)
monocyte subsets were determined in blood of healthy volunteers (n=22) before (TO) and 2 (T2), 4 (T4), 6 (T6), 24 (T24) and 48 (T48) hours after starting the alcohol
consumption. Data are presented as mean + standard error of the mean. *p < 0.05 vs. TO.

infections with possible further progression to acute respiratory
distress syndrome or sepsis (26). Following traumatic injury,
monocytes show a shift toward the pro-inflammatory phenotype
(23), and whereas chronic alcohol intake causes an exaggerated
differentiation into the anti-inflammatory phenotype (17), the
effect of acute alcohol intake still remains elusive. Since there is a
frequent coincidence of alcohol misuse and traumatic injuries (5,
6), understanding of their interaction and the mechanisms of
ongoing misbalanced immune response after trauma may
contribute to the development of advanced therapeutic
strategies for alcohol-intoxicated severely injured patients.
Therefore, we evaluated the phenotypic and functional changes

of monocytes in intoxicated HV. The key results are summarized
in Figure 7.

In this study, HV consumed calculated amount of whisky-
coke cocktail every 20 minutes during the first 4 hours of the
experiment, reaching a blood alcohol level of 1%o. Over the
whole observation period of 48 hours, the relative fraction of
CD14" monocytes remained stable, whereas the individual
monocyte subsets showed significant alterations. Classical
monocytes, characterized by CD14°"8™CD16  expression,
provide phagocytosis contributing to immune defense against
invading pathogens and are equated with murine pro-
inflammatory Ly6C"*"" monocytes (15, 27). Two hours after
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FIGURE 5 | Impact of acute alcohol intoxication on IL-1p release after
stimulation with lipopolysaccharide (LPS). IL-1p was determined in blood of
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and 2 (T2), 4 (T4), 6 (T6), 24 (T24) and 48 (T48) hours after starting the
alcohol consumption (A). Spearman analysis of correlation between IL-1f and
TLR4 at T48 is shown (B). Data are presented as mean + standard error of
the mean. *p < 0.05 vs. TO.

drinking, the ratio of classical subset significantly increased. This
was paralleled by increased abundance of intermediate subset
that lasted for 6 hours and by enhanced levels of non-classical
monocytes between 4 and 6 hours after alcohol intake. It is
generally accepted that classical monocytes are precursors for the
intermediate subset, which expresses the highest levels of antigen
presentation-related molecules and has been linked with rapid
immune defense in systemic infections (15, 16). Alcohol
intoxication has been shown to enhance the expression of
MCP-1 and C-C chemokine receptor type 2 in pancreas and
microglia, contributing to the extent of tissue injury (28, 29).
Therefore, binge alcohol drinking may cause a release of classical
monocytes from the bone marrow within the first 2 hours after
drinking, which in turn may differentiate into intermediate
monocytes. Regarding the delayed increase of the relative non-
classical monocyte fraction, it seems, that alcohol intoxication
converts the intermediate into non-classical monocytes and
thereby, switch their pro-inflammatory character into an
immunosuppressive cell type. Under the same experimental
settings, it has been shown that absolute leukocyte numbers
significantly increase two and four hours after starting alcohol
drinking, suggesting an early mobilization of immune system
(25). The percentage of granulocytes out of all leukocytes
decreases significantly at four and six hours, whereas the
monocyte percentage decreases first significantly at six hours
with subsequent significant elevation at 24 and 48 hours post-
drinking (25). The current literature describes changes in
leukocyte subpopulations almost exclusively in chronic alcohol
abuse, although these changes are not less relevant in acute

setting of alcohol drinking. Gacouin et al. analyzed leukocytes in
critically ill patients, which have been acutely intoxicated with
alcohol (30). They have shown that the circulating neutrophils
and classical monocytes are less present in those patients,
whereas the values for B lymphocytes, cytotoxic and
noncytotoxic lymphocytes were significantly higher. Since these
results persist in patients with and without infection, they suggest
that these changes may be induced by alcohol.

The initial pro-inflammatory immune response is paralleled
by elevated TLR4 expression 2 hours after starting the alcohol
intake. Following an alcohol binge, the intestinal barrier is
disrupted, enhancing the mucosal penetration of intestinal
luminal toxic substances, pathogens and antigens, that in turn
can lead to intestinal mucosal injury and inflammation (31). An
increase of TLR4 in ileum and colon has been linked with
increased intercellular permeability by the disruption of tight
junctions between epithelial cells (32). Alcohol-induced loss of
tight junctions allows the intestinal pathogens or pathogen-
derived molecules to translocate into circulation, where they
trigger the inflammatory cascade and activate immune cells such
as monocytes and macrophages in TLR4-dependent manner,
leading to a secretion of pro-inflammatory cytokines (31-33).
Moreover, the intensity of alcohol intoxication positively
correlates with serum levels of LPS and markers of monocyte
activation (33). However, 24 hours after binge drinking, we have
shown that the TLR4 expression on monocytes is downregulated
and positively correlates with systemic IL-1[3 levels measured at
48 hours following ex vivo in vitro LPS stimulation. The relative
fraction of non-classical monocytes, which are comparable with
murine anti-inflammatory Ly6C'®™ monocytes (27), recovered to
the baseline at 24 hours. However, the immunosuppressive effect
of alcohol seems to affect the functionality of individual
monocyte subsets without changing their ratios at T48. In line
with this, less monocytes are positive for reactive oxygen species
at 48 hours after binge drinking, suggesting lower antimicrobial
competence (25). Acute alcohol intoxication-related decrease in
TLR4 response, so-called TLR4 tolerance, is induced by B-cell
lymphoma 3-encoded protein (Bcl-3) that negatively regulates
TNF-o transcription (34). Treatment of human monocytes and
murine macrophages with 25 mM and 50 mM ethanol,
respectively induces Bcl-3 expression that in turn enhances p50
homodimer stabilization. Bcl-3-p50 homodimer complex binds
to TNF-o promotor region, inhibiting the TNF-o and
consequently the NF-xB transcriptional activity (34, 35).
However, repeated alcohol intoxication such as chronic alcohol
abuse abolishes the initial anti-inflammatory effect and leads to
the loss of TLR4 tolerance (1), supporting the theory about the
biphasic effect of alcohol.

We have shown that systemic IL-1f level is below the
detection limit following alcohol intoxication and that the
amount of active caspase-1 does not significantly change in
monocytes during the entire observation period. The release of
IL-1B upon inflammasome activation involves 2 major steps:
1) Synthesis of inactive pro-IL-1B, 2) enzymatic cleavage of pro-
IL-1B into active IL-1[ by caspase-1 with subsequent secretion of
IL-1B into extracellular space (36). Since LPS-induced IL-1B
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decrease positively correlates with TLR4 surface presentation at
T48, monocytes appear less responsible toward TLR4 ligands
such as LPS and may mitigate the transcription and translation
of pro-IL-1P in NF-xB-dependent manner. No alteration in
caspase-1 levels suggests that inflammasome assembly was not
impeded and the lower IL-1f may be caused by the lack of
inactive pro-IL-1P. Although it is well known that IL-1f is
mainly produced by monocytic immune cells in NLR family
pyrin domain containing 3 (NLRP3)/Caspase-1-dependent
manner, there is increasing evidence that IL-1P can be
produced by neutrophils or inflammasome-independently as
well (37-39). Thus, a monocyte-independent production of IL-
1B following alcohol intoxication should be further investigated.

Ex vivo in vitro stimulation of monocytes with LPS and ATP
significantly increases their caspase-1 level. During and following
the excessive alcohol intake, caspase-1 expression is upregulated
but significantly less induced compared to non-intoxicated HV.
This is in line with an in vitro study, that we have published
recently showing that ethanol pre-treatment (170 mM) of human
HepG2 liver cells downregulated caspase-1 expression following
LPS and ATP administration (22). This may be caused by innate
immune memory (40), whereby the first hit (here alcohol) may
reprogram the innate immune cells resulting in an adaptation of
the response to the subsequent second hit (here LPS and ATP).
However, the underlying mechanism remains elusive. Some studies
show that this adaptation may be caused by the downregulation of
TLR surface expression and an upregulation of Toll-interacting
protein with subsequent hypophosphorylation of TL-1 receptor-
associated kinase and downregulation of canonical NF-kB pathway
(41, 42). Moreover, acute alcohol intoxication leads to impaired
adhesion of monocytes, whereby the subsequent ex vivo in vitro
stimulation with LPS cannot at all or only barely increase the
adhesive capacity compared to monocytes without endotoxin
challenge. This may be caused by the lower surface presentation
of intercellular adhesion molecule-1 and vascular cell adhesion
molecule-1 as shown in an in vitro study with polyphenols from
red wine by Ferrero et al. (43). Polyphenols are non-alcoholic
compounds of alcoholic beverages such as wine or whisky (44).
Since de-alcoholized wine inhibits the monocyte migration ex vivo
(45), we should consider that the effect we attribute to ethanol/
alcohol may be also caused by other non-alcoholic compounds.

Limitations

This study has several strengths including pharmacologically
relevant model for binge drinking and a novel approach to
understanding the variability in monocyte subsets and the
dynamic responses of these subsets as well as their functions
following acute alcohol intoxication. However, this study also has
several limitations. First, although we have shown a clear
phenotypical shift of monocytes toward the anti-inflammatory
phenotype in time-dependent manner, an analysis of the
expression pattern of pro- and anti-inflammatory genes and of
the altered functionality (e.g. phagocytosis and bacterial killing,
generation of reactive oxygen species) would significantly
improve these findings. This was not possible for technical and
time reasons. Second, including a placebo group would
immensely enhance the validity of the results. Until now, there
are no short-term in vivo studies showing the impact of cola or its
ingredients (sugar, phosphoric acid, carbonic acid etc.) on
monocytes and the most in vitro studies focus on the long-
term impact of glucose on monocyte functionality (diabetes
models). Afshar et al. have shown in line with the data
presented in this study that acute alcohol intoxication by
ethanol mixed with chilled sugar-free flavored seltzer water led
an early pro-inflammatory immune response 20 minutes after
reaching blood alcohol concentration of 1%o (7). Two and five
hours later, an anti-inflammatory state was observed with
reduced numbers of monocyte and natural killer cells,
attenuated LPS-induced IL-1pB levels and a trend toward
increased IL-10 levels (7). Further, in vitro studies with THP-1
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describe increased secretion of IL-1p in glucose dose- and time-
dependent manner, that is paralleled by enhanced adhesion
capacity (46, 47). Although these opposite results to our study
cannot definitely exclude that cola might have anti-inflammatory
features on monocyte subsets and functions, it considerably
supports our conclusion that these effects are attributed to
alcohol. Third, the calculated absolute cell numbers of
monocyte subsets are artificial. Since we did not use cell
counting beads, we obtained only the relative fractions of
monocyte subsets. Thus, for getting the absolute cell numbers,
we calculated those out of leukocytes counted by automated
blood cell counter (Sysmex Europe GmbH, Germany). Lastly,
although density gradient centrifugation by using Bicoll as a
separation medium is a standard method for immune cell
isolation for diverse immunological investigations, such as
evaluation of the inflammasome activation in monocytes (48,
49), we cannot exclude a monocyte activation by the density
gradient centrifugation itself or by direct or indirect interactions
with lymphocytes and platelets, which have been shown to
undergo phenotypical and functional changes following a
density gradient centrifugation (50-52).

CONCLUSIONS

Taking together, an acute intoxication with alcohol induces
monocyte conversion toward their pro-inflaimmatory phenotype
in the very early phase upon drinking. In the later time course,
they differentiate into anti-inflammatory monocytes, findings that

are paralleled by downregulation of TLR4 expression and IL-1P
release. Our results suggest that an acute intoxication with alcohol
has immunosuppressive effects in a time-dependent manner.
Therefore, along with the endotoxin tolerance, excessively
alcoholized subjects may be susceptible to the development of
secondary infections. Ex vivo in vitro LPS stimulation of
monocytes shows a downregulation of NLRP3 expression in
samples obtained from severely injured patients compared to
healthy subjects (53). This in turn elicits the synthesis and
release of active IL-1B (53), whereby the monocyte deactivation
correlates with the injury severity (54). In a rat model of blunt
chest thorax trauma and hemorrhagic shock with subsequent
resuscitation, monocytes express lower levels of caspase-1 in
response to ethanol administration 2 hours before injury (21).
Accordingly, alcohol intoxication may synergize with later
trauma-induced immunosuppression leading to further
enhanced vulnerability to infectious complications in the clinical
course and has to be elaborated in further studies. It remains
controversial whether an acute intoxication with alcohol has an
impact on the outcome after a major injury, however, an
adjustment of the timing of life-saving intervention according to
the immune response may improve the therapeutic approach.
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Abstract

Objective Trauma is the most common cause of death among young adults. Alcohol intoxication plays a significant role
as a cause of accidents and as a potent immunomodulator of the post-traumatic response to tissue injury. Polytraumatized
patients are frequently at risk to developing infectious complications, which may be aggravated by alcohol-induced immu-
nosuppression. Systemic levels of integral proteins of the gastrointestinal tract such as syndecan-1 or intestinal fatty acid
binding proteins (FABP-I) reflect the intestinal barrier function. The exact impact of acute alcohol intoxication on the barrier
function and endotoxin bioactivity have not been clarified yet.

Methods 22 healthy volunteers received a precisely defined amount of alcohol (whiskey—cola) every 20 min over a period of
4 h to reach the calculated blood alcohol concentration (BAC) of 1%¢. Blood samples were taken before alcohol drinking as
a control, and after 2, 4, 6, 24 and 48 h after beginning with alcohol consumption. In addition, urine samples were collected.
Intestinal permeability was determined by serum and urine values of FABP-I, syndecan-1, and soluble (s)CD14 as a marker
for the endotoxin translocation via the intestinal barrier by ELISA. BAC was determined.

Results Systemic FABP-I was significantly reduced 2 h after the onset of alcohol drinking, and remained decreased after
4 h. However, at 6 h, FABP-I significantly elevated compared to previous measurements as well as to controls (p <0.05).
Systemic sCD14 was significantly elevated after 6, 24 and 48 h after the onset of alcohol consumption (p <0.05). Systemic
FABP-I at 2 h after drinking significantly correlated with the sCD14 concentration after 24 h indicating an enhanced systemic
LPS bioactivity. Women showed significantly lower levels of syndecan-1 in serum and urine and urine for all time points
until 6 h and lower FABP-I in the serum after 2 h.

Conclusions Even relative low amounts of alcohol affect the immune system of healthy volunteers, although these changes
appear minor in women. A potential damage to the intestinal barrier and presumed enhanced systemic endotoxin bioactivity
after acute alcohol consumption is proposed, which represents a continuous immunological challenge for the organism and
should be considered for the following days after drinking.

Keywords Alcohol - Barrier - FABP - SCD14 - Syndecan-1 - Gender
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Trauma is the leading cause of death among young adults [1,
2], while alcohol use accounts as a major cause of accidents
[3]. Among alcohol-related accidents, road traffic injuries
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in road traffic [6]. The percentage of alcoholised polytrauma-
tized patients, depending on the study, averages at>25% [7].
Patients who initially survive an acute and relevant blood
loss, massive tissue injury, or severe traumatic brain injury
(TBI) are at high risk for developing post-traumatic imbal-
ance of immunological mediators and immune cells, which
may result in inflammatory complications, such as sepsis or
multiple organ failure [8, 9]. In alcoholised polytraumatized
patients and alcoholised patients with TBI reduced leukocyte
numbers and lowered systemic interleukin (IL)-6 levels [7,
10] indicating an immunosuppressive effect of alcohol have
been reported. In this context, damaged intestinal barrier
and alcohol use play also decisive roles [11]. The mortality
after surgical interventions is increased in severely trauma-
tized patients with acute alcohol intoxication [12]. Studies
indicate that acute alcohol intoxication reduces the lipopoly-
saccharide (L.PS)-induced production and release of proin-
flammatory cytokines and contributes to the development of
Toll-like receptor (TLR)4/endotoxin (LPS) tolerances in the
murine approach [13].

As a result of damaged enterocytes and thus the intes-
tinal barrier after, e.g., trauma or hypoperfusion (shock),
membrane and intracellular proteins are released into the
extracellular space and subsequently into the circulation
and urine [14]. Furthermore, a damaged intestinal barrier
promotes the translocation of damage-associated molecu-
lar pattern or bacteria as well. Fatty acid binding proteins
(FABPs) are a group of nine partially tissue-specific trans-
port proteins that are localized intracellularly or in the cyto-
plasmic membrane of different cells [15]. The FABP-I or
FABP?2 are specifically expressed in enterocytes in the small
intestine and occasionally in the colon [16]. Recently, it was
shown that FABP-I can be used as an early biomarker for the
detection of abdominal injuries in general and specifically
for intestinal injuries [17]. Elevated FABP-I level evalu-
ated early after trauma depends on the tissue injury pattern
and the presence of shock as well, which is associated with
a barrier breakdown [18]. Moreover, the FABP-I in urine
and serum may serve as a biomarker for diagnosis of acute
mesenteric ischemia [19, 20] and can predict mortality and
bowel ischemia in patients with septic shock [21]. Synde-
can-1 (CD138) as a transmembrane heparan sulphate proteo-
glycan is expressed predominantly on the basolateral surface
of epithelial cells and plasma cells [22]. As a transmembrane
protein with extracellular and cytoplasmic domains, syn-
decane-1 is involved in cell-matrix interactions with cell
binding, cell migration and cytoskeletal organization as well
as in cell proliferation and cell signalling [23]. In severely
injured patients, syndecan-1 has been shown to be elevated
in serum associated with subsequent sepsis [24]. CD14 is a
surface antigen on monocytes and macrophages and exists
in a membrane-bound or soluble form. The soluble (s)CD14
binds LPS and transfers it to the membrane-bound CD14,

@ Springer

which serves as a co-receptor for the TLR4-receptor com-
plex. Moreover, sCD14 can transfer the LPS directly to
the TLR4-receptor complex [25, 26]. Furthermore, sCD14
seems to neutralize LPS by binding and limiting the amount
of monocyte-bound LPS. This may lead to a reduction of
the inflammatory response [27]. Soluble CD14 can be used
as a biomarker for the LPS bioactivity. Following traumatic
injury, intestinal bacteria or bacterial components (e.g.,
LPS) can translocate into blood circulation where they trig-
ger a proinflammatory response [28].

Chronic alcohol consumption alters the intestinal flora
and can further lead to a malfunction and intestinal hyper-
permeability [29]. Little is known about the direct impact of
acute alcohol consumption on the intestinal barrier, perme-
ability and effects of the immune system, in particular the
differences between men and women are unknown.

Since acute alcohol consumption induces immunosup-
pression and is associated with infectious complications,
the aim of the present study was to evaluate the dose- and
time-dependent effects of acute alcohol consumption on the
intestinal barrier and the immunological changes.

Patients and methods
Ethics

This study was performed in accordance with the institu-
tional ethics committee approval (255/14) from the Uni-
versity Hospital of the Goethe University Frankfurt, in
accordance with the Declaration of Helsinki and following
the Strengthening the Reporting of Observational studies in
Epidemiology-guidelines [30]. All healthy volunteers signed
the written informed consent form accordance to the ethical
standards after detailed explanation of the procedure, effects
and objectives of the investigations.

Study population

Twelve female und ten male healthy volunteers between 18
and 50 years were enrolled. Exclusion criteria were chronic
alcohol consumption, pre-existing immunological disorders,
chronic inflammatory and explicitly chronic intestinal dis-
eases, HIV and infectious hepatitis or immune-suppressive
medication. A detailed alcohol anamnesis was taken, includ-
ing the standardized “Alcohol Use Disorders Identification
Test” to exclude regular and chronic alcohol consumption.
Furthermore, hepatic and renal insufficiencies were previ-
ously excluded by blood examination.

Healthy volunteers, who received a standardized lunch 1
hour before the experiment, drank an individually calculated
amount of alcohol, which should lead to a blood alcohol
level of 1% after the end of consumption. The calculation
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was made according to the modified Widmark equation
depending on age, sex, height and weight. Every 20 min
over 4 h equal mixed drinks consisting of whisky (Tennessee
Whiskey Jack Daniels, 40%) and cola (Coca-Cola) in a mix-
ing ratio of 1:2 were drunk. Subsequently, a 2-h monitoring
phase without further alcohol consumption followed. All
study participants drank 1 1 of water during the first 6 h of
the experiments. The experimental design is shown in Fig. 1.

Blood sampling

Blood samples were taken before alcohol consumption (TO)
as a control and after 2 h (T2),4 h (T4),6 h (T6), 24 h (T24)
and 48 h (T48) after beginning of alcohol consumption. The
blood was withdrawn in serum-gel tubes (Sarstedt, Niirmbre-
cht, Germany) and centrifuged immediately after collection
at 2,000 g for 15 min at 4 °C. The supernatant was stored
at — 80 °C until analysis. Furthermore, the serum alcohol
concentration was determined by the clinical laboratory.

Urine sampling

Before starting the experiment, urine was delivered, centri-
fuged and frozen at — 80 °C (at T0). From TO to T2, as well
as from T2 to T4 and from T4 to T6, the urine was collected
in separate containers, centrifuged at 2,000 x g for 15 min at
4 °C and stored at — 80 °C.

Measurement of FABP-I, syndecan-1 and sCD14

Both serum and urine samples were thawed for direct use
and measurement of FABP-I, syndecan-1 and sCD14.
According to manufacturer’s instructions, Human
FABP2/I-FABP DuoSet enzyme-linked immunosorbent
assay (ELISA) (R and D Systems, Minneapolis, USA, #
DY3078) was used to measure intestinal FABP and Syn-
decan-1 DuoSet ELISA (R and D Systems, Minneapolis,
USA, #DY2780) was used to measure syndecan-1 con-
centrations in serum and urine. Human CD14 DuoSet
ELISA (R&D Systems, Minneapolis, USA, #DY383) was

Fig. 1 Experimental design. TO
Before alcohol (ethanol, EtOH)

drinking (T0), 2h (T2), 4 h TREATMENT

utilized according to manufacturer’s instructions to meas-
ure sCD14 concentrations in serum and urine.

Statistical analysis

GraphPad Prism 6.0 software (GraphPad Software Inc.
San Diego, CA, USA) was used to perform the statistical
analysis. Data are given as mean + standard error of the
mean (SEM). The Kruskal-Wallis test with a Dunn’s post
hoc test was applied to compare the differences between
the groups. Spearman’s correlation coefficient was calcu-
lated to determine correlations. A p value below 0.05 was
considered statistically significant.

Results
Study population

Twenty-two healthy volunteers were enrolled in this study.
The mean age was 25 +4 years. 10 out of 22 patients were
male (45.45%). The experimental design is shown in
Fig. 1.

Blood alcohol concentration

All volunteers had no measurable blood alcohol concentra-
tion at the beginning of the experiment. At T2 the legally
permissible alcohol level (0.5%¢) for the road traffic had
nearly been reached. The BAC increased significantly at T2
to 0.46 +0.02%0 compared to TO (p <0.05, Fig. 2a). After
T4, the aim concentration with 1.11 +0.05%0 was reached
(Fig. 2a). 2 h after the end of alcohol consumption (T6),
the BAC dropped to 0.83 + 0.06%o still being significantly
enhanced compared to TO (p <0.05, Fig. 2a). At T24 and
T48, no BAC was detectable. There were no significant
gender-specific differences among the BAC levels (Fig. 2b).

T2 T4 T6 T24 T48

1 liter HO

(T4), 6 h (T6), 24 h (T24) and
48 h (T48) after start of alcohol funch

12x EtOH (every 20 min)

consumption sampling of either
blood (B) or urine (U) from

1% i
| | |

Time (hours) T : 1 1 |
healthy volunteers was per-
formed. The aim blood alcohol = 0 2 4 6 24 48
concentration of one per mille e o o o o e

(1%o) was reached at T4 SAMPLING
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Fig.2 Blood alcohol concentration (BAC) in sera of healthy vol-
unteers before, during and after alcohol drinking. Mean BAC as
per mille determined in sera from healthy volunteers before (T0),
2 h (T2), 4 h (T4), 6 h (T6), 24 h (T24) and 48 h (T48) after start
of alcohol consumption are given. a Data from all healthy volunteers
(n=22), and b gender-specific results are shown (female: n=12 and
male: n=10). The data are presented as mean + standard error of the
mean. *p <0.05 vs. TO

FABP-l in serum and urine

Before alcohol intake, the intestinal FABP in serum of
healthy volunteers was 441.30+44.15 pg/ml (Fig. 3a). At
T2 and T4 after beginning of acute alcohol consumption,
the FABP-I in serum was significantly reduced compared
to TO (T2: 355.90 +35.44 or T4: 338.50+38.40 vs. TO:
441.30£44.15 pg/ml, p <0.03, Fig. 3a). At T6, the intes-
tinal FABP was significantly increased compared to TO
(T6: 552.20+56.83 vs. TO: 441.30+44.15 pg/ml, p<0.05,
Fig. 3a). The levels of intestinal FABP remained elevated
for the next 2 days at T24 and T48, however, no statisti-
cal difference was found. Gender-specific analyses showed
a significant difference between men and women at T2 with
higher levels in men (p < 0.05, Fig. 3b).

The urinary level of 16.24 +3.90 pg/ml of intestinal FABP
has been detected in healthy volunteers before alcohol con-
sumption (Fig. 3c). In the collected urine at T4, the FABP-I
concentration was significantly reduced compared to TO (T4:
5.06+3.40 vs. TO: 16.24 +£3.90 pg/ml, p<0.05, Fig. 3c). At
T6, the FABP-I levels increased to normal values (Fig. 3c).

@ Springer

The gender-specific analyses have shown no differences
between men and women over the observational time course
(Fig. 3d).

Syndecan-1 in serum and urine

Beside in healthy volunteers, there were no significant differ-
ences among the serum concentrations of syndecan-1 during
the observational period compared to normal values detected at
TO before alcohol administration (2.15 +0.56 ng/ml, Fig. 4a).
However, the gender-specific values were significantly higher
in men compared to women during the observational period
between time points TO and T6 (p <0.05, Fig. 4b).

The urine levels of syndecan-1 before alcohol consump-
tion at TO were at 3.39 +0.24 ng/ml (Fig. 4¢). In the col-
lected urine at T4, the syndecan-1 concentration was sig-
nificantly reduced compared to TO (T4: 2.33+0.21 vs. TO:
3.39+0.24 ng/ml, p<0.05, Fig. 4c). After alcohol consump-
tion, the syndecan-1 values in the urine increased again to
levels comparable with TO controls (Fig. 4c). The concen-
trations of syndecan-1 were significantly reduced in women
compared with men at all evaluated time points (p <0.03,
Fig. 4d).

Soluble CD14 in serum

Before alcohol administration, the serum level of sCD14
in healthy volunteers was 3432.00 +258.40 ng/ml (Fig. 5a).
At T2 and T4, the sCD14 in serum increased continu-
ously compared to TO. At T6, the sCD14 was significantly
increased compared to TO (T6: 4388.00 + 398.50 vs. TO:
3432.00 +258.40 ng/ml, p<0.05, Fig. 5a). The levels of
sCD14 remained elevated at T24 and T48 compared to TO
(T24: 5363.00+312.50 or T48: 5300.00 + 324.20 vs. TO:
3432.00+258.40 ng/ml, p<0.05, Fig. 5a). The gender-spe-
cific analyses have shown significant higher levels of sCD14
in women compared to men at TO (Fig. 5b). In the further
time course of alcohol intake there were no significant gen-
der-specific differences (Fig. 5b).

Correlation of FABP-l and sCD14 in serum

The Spearman’s rank correlation showed a significant cor-
relation for systemic FABP-I levels at T2 and sCD14 at T24
(p<0.05, Spearman r=1(.8182, Fig. 6). No further correla-
tions were found for other parameters or time points.

Discussion
The immunological response to acute alcohol intoxication

co-determines the clinical course of patients after severe
injuries and/or surgical interventions. The existing studies
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Fig.3 Levels of intestinal fatty-acid binding protein (FABP-I) in
sera and urine of healthy volunteers before, during and after alcohol
consumption. Mean values of intestinal FABP in pg/ml determined
in sera (a, b) or urine (¢, d) from healthy volunteers before (T0), 2 h
(T2), 4 h (T4), and 6 h (T6) after start of alcohol consumption are
given. 24 h (T24) and 48 h (T48) after experimentation, FABP-I was
determined in sera as well. Urine samples were analysed before alco-

show different results in the outcome of alcoholised patients,
but they do not provide exact indications for the underlying
cellular mechanism of alcohol-induced immunomodulation.
Furthermore, the extent of potentially alcohol-induced dam-
age of the intestinal barrier and its difference in healthy men
and women after drinking is not yet known. Therefore, the
aim of this study was to evaluate the immunological changes
following acute alcohol intake in healthy subjects especially
affecting the intestinal barrier in a time- and dose-dependent
manner. The concentrations of specific markers of the intes-
tinal barrier integrity FABP-I and syndecan-1 were meas-
ured in both serum and urine. Systemic endotoxin activity
was evaluated by sCD14 levels.

In our cohort of healthy volunteers was an almost bal-
anced gender distribution. By adjusting the alcohol concen-
tration using the modified Widmark equation, there were no
differences in the blood alcohol concentration between both
sexes (Fig. 2b). To imitate a typical drinking behavior with
corresponding physiological parameters, alcohol intake was
induced in all subjects at the same time in the early evening.
In addition, the alcohol intake was persisting over a period of
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hol consumption (TO), collected and pooled over the first 2 h (T2),
from T2 until the following 2 h (T4), and from T4 until T6 (T6). a, ¢
Data from all healthy volunteers (n=22) are shown, and b, d gender-
specific results are shown (female: n=12 and male: n=10). The data
are presented as mean +standard error of the mean. *p <0.05 vs. TO
or in B vs. indicated groups

hours to simulate the physiological conditions and drinking
behavior. The study participants reached already at 2 h after
drinking a legally permitted alcohol level (Fig. 2a).
Numerous studies have shown that FABP-I can be used
as a non-invasive marker for intestinal diseases like celiac
disease [31] or intestinal ischemia [32] and also for intesti-
nal damage in severely injured patients [17]. In the present
study, the FABP-I concentration decreased significantly very
early after alcohol consumption. However, serum FABP-
I concentrations were significantly elevated after 6 h and
remains enhanced over the next 2 days (Fig. 3a). The pri-
mary decrease of the FABP concentration in serum may be
caused by an initially delayed transport and resorption of
the alcohol with a full stomach and reduced motility. This
decrease in the FABP concentration was mainly present in
women, which in turn significantly influence the overall
result. The absence of a significant differences among later
time points T24 and T48 may be caused by the lower num-
ber of included healthy volunteers since several participants
did not show up for further blood withdrawals. A similar
decrease in urine FABP-I concentration was detected at T4
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Fig.4 Syndecan-1 levels in sera and urine of healthy volunteers
before, during and after alcohol consumption. Mean values of
syndecan-1 in ng/ml determined in sera (a, b) or urine (c, d) from
healthy volunteers before (TO), 2 h (T2), 4 h (T4), and 6 h (T6) after
start of alcohol consumption are given. 24 h (T24) and 48 h (T48)
after experimentation, syndecan-1 was determined in sera as well.
Urine samples were analysed before alcohol consumption (TO), col-

(Fig. 3c). Serum values indicate damage to the intestinal
barrier in the early phase after alcohol intoxication.
Interestingly, it has been shown that severely injured
women have a better outcome than men with comparable
injury patterns [33]. The underlying mechanism is still unex-
plained. Hundscheid et al. demonstrated that the small intes-
tine of female is more resistant to reperfusion-related intes-
tinal damage than that of men [34]. Our data show lower
serum FABP-I concentration 2 h after alcohol consumption
in women, potentially underlining the above-mentioned
study results (Fig. 3b). Furthermore, women showed lower
syndecan-1 concentrations in both blood and urine before,
during and 2 h after alcohol consumption as well (Fig. 4b,
d). In addition, higher levels of sCD14 in women under nor-
mal conditions compared to men were found (Fig. 5b). In
absolute terms, women consumed less volume of alcohol
compared to men. However, calculating the amount of alco-
hol, both height and weight were included resulting in a
comparable BAC without differences between both gender.
In non-cirrhotic alcoholics, the intestinal barrier break-
down and systemic LPS were observed and 2 weeks after
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ing 2 h (T4), and from T4 until T6 (T6). a, ¢ Data from all healthy
volunteers (n=22) are shown, and b, d gender-specific results are
shown (female: n=12 and male: n=10). The data are presented as
mean +standard error of the mean. *p<0.05 vs. TO or in b, d vs.
indicated groups

admission to a detoxification program, the patients still
exhibited an increase of proinflammatory cytokines and
persistent low-grade-inflammation of intestine [35]. This
suggests that alcohol in both acute and chronic settings dam-
ages the intestinal barrier and results in increased LPS bio-
activity over the period of acute consumption. Afshar et al.
have shown an increase in the LPS-induced proinflamma-
tory TNF-a levels 20 min after a single alcohol shot, while
after 2 and 5 h an enhanced anti-inflammatory effect due
to reduced IL-1p response upon LPS-stimulation appeared
[36]. Similarly, Bala et al. administered single vodka mixed
drink to healthy volunteers showing a higher BAC in women
compared to men. Few hours after alcohol intake, the serum
concentration of endotoxin did not change, whereas sCD 14
increased significantly after 24 h being in line with our
findings [37]. Interestingly, men who fastened 1 day and
subsequently consumed a single drink exhibited a signifi-
cant decrease of medium BAC value (0.07%). On the other
hand, de Jong et al. showed, the intestinal FABP increased
in serum right from the start of the experiment but there was
no change in sCD14 levels [38]. The different results may be
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Fig. 6 Spearman analysis of the correlation between the systemic sol-
uble (s)CD14 and intestinal fatty-acid binding protein (FABP-I) after
acute alcohol consumption. Positive correlation with a Spearman
r=0.8182 between the circulatory FABP-I at 2 h (T2) and sCD14 at
24 h after beginning of the alcohol intake is shown (p <0.05, n=12)

based on the differences in the study design. Interestingly,
we found a significant decrease in intestinal FABP concen-
tration in serum early after acute alcohol consumption. How-
ever, the immediate high-fat nutritional intake before alco-
hol consumption could have contributed to this result since
Lubbers et al. demonstrated that a continuous high-protein
and high-fat diet exerts anti-inflammatory effects [39]. We
demonstrated that alcohol intake increased serum sCD14
significantly at T6 and remained significantly elevated over
the next 2 days at T24 and T48.

SolubleCD14 mediates a complex function with bind-
ing of LPS and transfer to the TLR4-receptor complex with
subsequent proinflammatory immune response [25], but
also due to the possibility of neutralizing LPS [27]. There-
fore, sCD14 may serve as a biomarker for LPS bioactiv-
ity. The significant increase of FABP-I in serum following
acute alcohol consumption suggests a possible damage to
the intestinal barrier. This might lead to a potential translo-
cation of pathogen-associated molecular pattern and endo-
toxins. This may be caused by increased BAC with persist-
ing alcohol consumption and thus also a prolonged direct
impact of alcohol itself on the intestine wall. In comparison,
Lambert et al. detected systemic endotoxins and TNF-alpha
in a mouse study after the animals were administered LPS
by intragastric gavage after administration of alcohol [40].
However, it should be noted that the immediate origin of
measured sCD14 is not clear, so in addition to shedding from
leucocytes, synthesis by hepatocytes is possible, and here
sCD14 also occurs as an acute phase protein [41]. Under
common circumstances multiple drinks during the evening
are usual, and, therefore, our study setting constitutes a real-
istic scenario providing evidence for a disturbed intestinal
barrier function upon drinking. The time line of the barrier
loss upon drinking and immune-suppressive effects of alco-
hol on the other hand must be evaluated in further studies.

Strengths and limitations

The investigation of the acute alcohol effects on the intesti-
nal barrier and systemic immune response was conducted in
a prospective study of healthy volunteers previously exam-
ined clinically and by laboratory chemistry. There was an
almost balanced gender distribution with no differences in
the blood alcohol concentration between the sexes. However,
when considering the individual sexes, the divided cohorts
into male and female were not particularly large and not all
healthy volunteers appeared for the follow-up measurements
at t24 and t48. Furthermore, concomitant effects due to the
previous food intake and the use of a mixed drink with cola
cannot be excluded. Although our study design is intended
to illustrate a realistic scenario with food and several drinks
taken over the evening.
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Conclusion

We investigated the time-dependent effect of acute alcohol
consumption of one per mille on the intestinal barrier in
22 healthy volunteers. 6 h after the onset of alcohol con-
sumption, a significant increase of FABP-I was detectable in
serum, suggesting damage to the intestinal barrier after acute
alcohol consumption. Furthermore, sCD14 was shown to
be significantly elevated at T6, T24 and T48. This suggests
an increased LPS bioactivity due to the influence of acute
alcohol drinking potentially causing damage of the intestinal
barrier, which is still present 2 days after alcohol ingestion.
Interestingly, gender-specific effects were observed although
the same BAC was present. Females exhibit significantly
lower syndecan-1 levels and significantly higher serum
sCD14 levels in blood before alcohol intake.

After acute alcohol consumption a potential damage to
the intestinal barrier and presumed enhanced systemic endo-
toxin bioactivity is suggested, which may represent a con-
tinuous immunological challenge to the organism and which
should be considered for the following days after drinking.
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