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Kurzreferat

Hamodialysepatienten  weisen im  Vergleich zur  Normalbevélkerung
Veranderungen des Immunsystems, z.B. eine verminderte Impfansprechrate
nach einer Hepatitis B-Impfung, auf. In den neunziger Jahren zeigten mehrere
Studien, dass Erythropoietin, welches zur Therapie der renalen Anamie
eingesetzt wird, eine immunmodulatorische Potenz besitzt. Das Ziel der
vorliegenden Arbeit war es, die Wirkung von Erythropoietin auf die Expression
von ausgewahlten Oberflaichenmarkern auf peripheren mononuklearen Zellen
(PMNZ) von Hamodialysepatienten und einer gesunden Kontrollgruppe zu
untersuchen. Wir unterschieden die Patientengruppen anhand des Impferfolges
nach einer Hepatitis B-Impfung in Responder und Nonresponder. Ein weiteres
Differenzierungsmerkmal war die therapeutische Gabe von Erythropoietin an der
Dialyse. Die Messung der Zellen erfolgte am Tag der Blutentnahme im
Durchflusszytometer. Weitere Messungen fuhrten wir nach Inkubation mit rhEPO
und PWM durch. Unsere Ergebnisse weisen auf einen modulierenden Einfluss
von Erythropoietin auf verschiede Zellen des Immunsystems hin.
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1. Einfihrung

Die Hamodialyse stellt vor der Peritonealdialyse und der Nierentransplantation
das mit Abstand am haufigsten genutzte Verfahren in Deutschland zur
Nierenersatztherapie dar. Im Jahr 2003 wurden 55871 Patienten mit der
Hamodialyse und 2708 Patienten mittels Peritonealdialyse behandelt. Die Zahl
der in Nachsorge befindlichen nierentransplantierten Patienten betrug 19702.
Das Durchschnittsalter der dialysepflichtigen Patienten stieg von 59 Jahren 1996
auf 64 Jahre im Jahr 2003 an. Die haufigsten Ursachen der Niereninsuffizienz
waren der Diabetes mellitus, die Glomerulonephritis, die interstitielle Nephritis,
die vaskulare Nephropathie sowie Zystennieren. Im Vergleich zu 1996 weist
sowohl die diabetische als auch die vaskuldare Nephropathie eine Zunahme der
Inzidenz auf, wahrend die anderen Ursachen leicht abnehmen (Frei et al.
2003/2004).

Zu den haufigsten Todesursachen bei Patienten mit dialysepflichtiger
Niereninsuffizienz zéhlen nach kardiovaskularen Erkrankungen, welche etwa 50
Prozent der Todesfalle ausmachen (Gurland et al. 1973, Degoulet et al. 1982,
Disney 1990), Infektionen mit ca. 16 Prozent (Keane et al. 1989, U.S. Renal Data
System 1998, Frei et al. 2003/2004). Im Vergleich dazu verstirbt nur gut 1
Prozent der Normalbevilkerung an einer Infektionskrankheit (Statistisches
Bundesamt Deutschland 2003). Als Erreger sind meist grampositive Keime wie
Staphylococcus aureus und Staphylococcus epidermidis nachzuweisen (Bradley
et al. 1987, Keane et al. 1989). Der Dialyseshunt oder der intravendse
Dialysekatheter stellen dabei die haufigste Eintrittspforte dar, gefolgt von
pulmonalen und gastrointestinalen Infekten.

Neben der im Vergleich zur Normalbevilkerung deutlich erhéhten Zahl
bakterieller Infektionen, weisen Dialysepatienten auch eine erhohte
Tumorinzidenz und eine verminderte Impfansprechrate (zum Beispiel gegen
Hepatitis B, Influenza oder Tetanus) auf (Cappel et al. 1983, Kohler et al. 1984,
Girndt et al. 1995). Descamps-Latscha bezeichnete dieses Nebeneinander
kontrarer Zeichen der Immunaktivierung und Immunsuppression zutreffend als
.das Paradoxon des Immunsystems in der Uramie.” (Descamps-Latscha et al.
2002). Als wichtige Einflussfaktoren der gestérten Immunantwort sind zum einen
die Hamodialyse per se und die damit verbundenen mikroinflammatorischen
Reaktionen durch den Blutkontakt mit kiinstlichen Oberflachen zu erwahnen, zum
anderen befinden sich Patienten mit terminaler Niereninsuffizienz trotz effektiver
Eliminationsverfahren unter dem Einfluss erhéhter Uramietoxine.



In den vergangenen Jahren wurde eine groRe Zahl von Untersuchungen
durchgefuhrt, um Ursachen dieses deutlich geringeren Ansprechens nach
Vakzination zu klaren. Dabei zeigten sich Funktionsstérungen der neutrophilen
Granulozyten, der Monozyten, der B- und T-Lymphozyten sowie des
Komplementsystems. In einigen Studien fiel auf, dass bei Patienten, welche auf
Grund einer renalen Anamie eine Therapie mit rhEPO erhielten, eine
Stimulierung des Immunsystems zu beobachten war (Sennesael et al. 1991,
Schéfer et al. 1992).

1.1. Hepatitis B

Das Hepatitis B-Virus gehdrt zur Familie der Hepadnaviren und wurde 1965
erstmalig nachgewiesen. Es besteht aus einem Kern (HBc-Ag und HBe-Ag) und
einer Lipidhille mit eingelagerten Proteinen (hauptsachlich HBs-Ag). Die
Ubertragung der Viren erfolgt tiber Blut oder andere Korperfliissigkeiten. Die
Virusreplikation ist in den Hepatozyten lokalisiert. Der Verlauf der Erkrankung ist
sehr variabel und reicht von klinisch inapparenten Infektionen bis zum
fulminanten Leberversagen. Etwa 10 Prozent der Erkrankungen gehen in einen
chronischen Verlauf Uber. Als Folge sind hier insbesondere die Entwicklung einer
Leberzirrhose oder eines Leberzellkarzinoms von Bedeutung.

Weltweit sind ca. 300-420 Millionen Menschen (5-7 Prozent der Welt-
bevolkerung) chronisch mit dem Hepatitis B-Virus infiziert. In der deutschen
Bevolkerung sind ca. 0,4-0,7 Prozent Virustrager (Robert-Koch-Institut 2005). In
Deutschland treten jahrlich etwa 50000 Neuinfektionen mit dem Hepatitis B-Virus
auf, 2500-5000 davon nehmen einen chronischen Verlauf. Etwa 1500-2000
Patienten sterben in Deutschland pro Jahr an den Folgen einer Hepatitis B-
Infektion (Jilg et al. 2001). Dass diese Erkrankung auch eine erhebliche
volkswirtschaftliche Bedeutung hat, verdffentlichten Habbarth et al. 2000. Nach
deren Daten lagen die durch Hepatitis B verursachten Kosten in Deutschland im
Jahr 1997 bei ca. 1,2 Milliarden DM (614 Mio. Euro). Als Risikogruppen gelten:
medizinisches Personal, Patienten mit vielen Bluttransfusionen, Prostituierte,
mannliche Homosexuelle, Drogenabhéngige, Patienten in Heimen und
psychiatrischen Anstalten und Dialysepatienten. Einen Schutz vor dieser
Infektionskrankheit stellt die aktive Immunisierung dar. Rekombinante Hepatitis
B-Impfstoffe sind in Deutschland seit 1986 zugelassen. Nach dem von der
standigen Impfkommission veréffentlichten Impfschema (Robert-Koch-Institut
2002: Erstimpfung, Zweitimpfung nach 4 Wochen, 3. Impfung nach ¥ Jahr) sollte
nach abgeschlossener Vakzination eine HBs-Antikorpertiter-Kontrolle erfolgen.



Als ausreichender Impfschutz gilt dabei ein Titer von > 100 IE/I. Sollte der Titer
darunter liegen, werden weitere Impfungen empfohlen. Eine besonders geringe
Ansprechrate nach Hepatitis B-Vakzination ist bei Dialysepatienten zu
beobachten. Daher enthalt der Impfstoff bei diesen Patienten die 4-fache Dosis
(40 Mikrogramm). Des Weiteren wird in mehreren Studien die 4-malige Impfung
von Dialysepatienten diskutiert. Trotz dieser MaRnahmen liegt die Ansprechrate
mit 50-63 Prozent (Docci et al. 1990, Carletti et al. 1992) deutlich unter der der
Normalbevdlkerung mit 90-95 Prozent (Zuckermann 1996). Ein hoheres Alter
stellt ebenfalls ein signifikantes Risiko fiur das Nichtansprechen nach einer
Hepatitis B-Impfung dar. Dialysedauer und —frequenz, Erndhrungszustand,
Geschlecht, Art der Dialysemembran, PTH-Wert, Calcitriolbehandlung und Hb-
Wert scheinen keinen Einfluss zu haben (Peces et al. 1997).

1.2. Veranderungen der humoralen Immunantwort von
Hamodialysepatienten

Nach Antigenkontakt gibt es zwei Mdglichkeiten der Aktivierung von B-Zellen.
GrolRRe Antigene (z.B. Pneumokokken-Vakzine) kdnnen direkt von Rezeptoren auf
B-Zellen (BZR) erkannt werden. Diese produzieren anschlieRend entsprechende
Antikorper. Viele andere Antigene werden nicht direkt von den B-Zellen erfasst.
Diese Antigene (z.B. Hepatitis B-Vakzine) bendtigen zum Auslésen einer
Immunantwort (Antikdrperbildung) mehrere Zwischenschritte. Zunachst wird das
Antigen in APZ (z.B. Monozyten, Makrophagen) prozessiert. AnschlieRend wird
ein Ag-Peptid mit Hilfe eines HLA-KLII-Moleklls auf der Zelloberflache
prasentiert. Nun sind T-Helferzellen in der Lage, das Antigen zu erkennen, sie
werden aktiviert und induzieren die Antikorperbildung der B-Zellen (Abb. 1).
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Abb. 1: Unterschiedliche Wege der B-Zell-Aktivierung (nach Girndt, 2002)
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1.2.1. B-Lymphozyten

Der Anteil der B-Lymphozyten ist bei Dialysepatienten im Vergleich zur
Normalbevdlkerung reduziert (Ueki et al. 1993, Deenitchina et al. 1995, Moser et
al. 2003, Bouts et al. 2004). Das ist vermutlich zum Teil auf eine erhohte
Apoptoserate der B-Lymphozyten zurlckzufiihren (Fernandez-Fresnedo et al.
2000). Die B-Zell-Proliferation nach PWM wie auch die Immunantwort
prozessierter Antigene (T-Zell-abhéngig), z.B. nach einer Hepatitis B-Impfung,
sind bei Dialysepatienten deutlich im Vergleich zu einer gesunden Kontrollgruppe
vermindert (Bommer et al. 1985, Kohler et al. 1988, Docci et al. 1990, Majdan et
al. 1995, Beléed et al. 2002). Widerspruchliche Angaben existieren bezuglich der
T-Zell-unabhangigen B-Zell-Antwort. So fanden Raskova et al. 1987 und Gaciong
et al. 1991 nach Stimulation mit Staphylococcus aureus eine geringere B-Zell-
Antwort von Dialysepatienten im Vergleich zu einer gesunden Kontrollgruppe.
Hingegen konnten Degannis et al. 1987 und Girndt et al. 2001 eine normale B-
Zell-Funktion bei Dialysepatienten nachweisen. Als ein Grund der verminderten
B-Zell-Proliferation und Immunglobulinproduktion wird ein bestehender
Hyperparathyreoidismus der Dialysepatienten diskutiert (Alexiewicz et al. 1990).
Dass eine dabei bestehende erhohte intrazellulare Calciumkonzentration durch
Gabe eines Calciumkanalblockers vermindert werden kann und es anschlie3end
zu einer Verbesserung der B-Zell-Funktion kommt, konstatierte die Arbeitsgruppe
um Smogorzewski et al. 2001.

1.2.2. T-Lymphozyten

Bei Dialysepatienten ist im Vergleich zur Normalbevélkerung auch ein
verminderter Anteil der T-Lymphozyten nachzuweisen (Raska et al. 1983,
Chatenoud et al. 1986, Ueki et al. 1993). Insbesondere ist der Anteil der T-
Helferzellen reduziert (Moser et al. 2003, Meier et al. 2005). Die CD4/CD8-Ratio
weist dabei jedoch keine Veranderung auf (Deenitchina et al. 1995). Eine
geringere Proliferation der T-Zellen von Dialysepatienten nach Stimulation mit
Mitogen beschreiben mehrere Arbeitsgruppen (Kurz et al. 1986, Dumann et al.
1990, Donati et al. 1991). Verbunden war diese Beobachtung mit einer
verminderten IL-2-Produktion der T-Helferzellen sowie einer Hochregulation der
IL-2-Rezeptoren auf PMNZ (Dumann et al. 1990, Kohler et al. 1988).

Ob dieser Proliferationsdefekt ein primarer T-Zell-Defekt ist oder durch eine
fehlerhafte Kostimulation durch APZ bedingt ist, ist noch nicht vollstandig
aufgeklart. Dass eher ein Fehler der Kostimulation (z.B. CD28, CD46) vorliegt,
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wird durch Studien bekréaftigt, in welchen Monozyten von gesunden Probanden
den Proliferationsdefekt von Lymphozyten bei Dialysepatienten aufheben
konnten (Tsakalos et al. 1986, Meuer et al. 1987). Nach in vitro Stimulation mit
anti-CD46 und anti-CD28 kam es bei PMNZ von Hamodialysepatienten zu einem
signifikanten Anstieg der T-Helferzell-Aktivierung (Brinkkoetter et al. 2005). Nach
Gabe von IL-2 beschreiben mehrere Arbeitsgruppen eine verstarkte
Proliferationsantwort der T-Lymphozyten von Dialysepatienten (Meuer et al.
1987, Dumann et al. 1990) sowie eine erhdhte Ansprechrate nach Vakzination
mit HBs-Ag (Meuer et al. 1989). Keine Veranderung der Proliferation durch IL-2
beschrieben im Gegensatz dazu Donati et al. 1991.

Der Anteil an aktivierten T-Lymphozyten ist bei Hamodialysepatienten erhoht
(Chatenoud et al.1986, Beaurin et al. 1989, Walz et al. 1989, Meier et al. 2005).
Dabei haben Nonresponder nach einer Hepatitis B- Vakzination im Vergleich zu
Respondern einen verminderten Anteil aktivierter T-Lymphozyten (Goncalves et
al. 2004).

1.2.3. Monozyten

Dialysepatienten weisen einen erhtéhten Anteil von Monozyten sowie von
aktivierten Monozyten auf (Betz et al. 1988, Girndt et al. 1998, Sester et al.
2000). Dieses ist verbunden mit einer erhéhten Produktion proinflammatorischer
Zytokine (IL-1, IL-6 und TNF-a) (Dinarello et al. 1992, Girndt et al. 2001).
Monozyten als APZ aktivieren T-Helferzellen zum einen Uber die Ag-Prasentation
durch HLA-KI. II-Molekile, des Weiteren ist eine Kostimulation erforderlich. Dazu
exprimieren die APZ z.B. CD80 und CD86. Auf der Zelloberflache der T-
Lymphozyten sind entsprechende Liganden vorhanden (z.B. CD28) (Abb. 2). In
einer fehlerhaften Kostimulation wird von vielen Autoren der Schlissel der
geringeren Proliferation von T-Lymphozyten von Dialysepatienten gesehen
(Girndt et al. 1993, Girndt et al. 2001, Vlassoppoulos et al. 2003). Eine
verminderte Expression von CD86 auf Monozyten fanden Girndt et al. 2001 als
Ursache einer gesttrten Kostimulation und verminderten T-Zell-Proliferation.



Induktion einer Immunantwort

Erkennung Prozessierung Prasentation  Aktivierung

B7-1 (CDBO) IL-2R

Abbildung 2: T-Helferzell-immunantwort, Ag-Présentation und Ag-
Erkennung (nach Pleyer und Ritter, 2003)

1.2.4. NK-Zellen

Naturliche Killerzellen sind groRe lymphatische Zellen und ein wichtiger
Bestandteil des angeborenen Immunsystems. Sie tragen Fc-Rezeptoren an ihrer
Oberflache (FcyRIll). Nach Bindung an IgG-Antikdrper, welche an Zielzellen
gekoppelt sind, kdnnen diese zytotoxisch zerstort werden. Fir die Funktion der
NK-Zellen spielt deshalb eine normale Antikdrperbildung eine entscheidende
Rolle.

Widersprichliche Angaben in der Literatur existieren hinsichtlich der Zahl und
Aktivitat der NK-Zellen von Hamodialysepatienten. So wiesen Lisza et al. 1998
einen verminderten Anteil von NK-Zellen nach. Cala et al. konnten 1990 eine
geringere Aktivierung dieser Zellen beobachten. Hingegen lag in den
Untersuchungen von Baj et al. 1992 die Zahl der NK-Zellen von HD-Patienten
Uber denen der Kontrollgruppe. Keine Unterschiede beziglich der NK-Zellen
zwischen Dialysepatienten und einer Kontrollgruppe fand die Arbeitsgruppe von
Sennesael et al. 1991. Albarran et al. 2005 belegten, dass bei Nonrespondern
nach einer Hepatitis B-Impfung eine verminderte Aktivitat der NK-Zellen vorliegt.



1.3. Erythropoietin

Erythropoietin ist ein sialysiertes Glykoprotein mit einem Molekulargewicht von
34000 Dalton und wird bei Erwachsenen zu etwa 90 Prozent in der Niere gebildet
(Jacobson et al. 1957). Peritubuldre Zellen in der Nierenrinde stellen den
Syntheseort dar (Schuster et al. 1987, Koury et al. 1988). Weniger als 10 Prozent
werden bei Erwachsenen in der Leber produziert (Fried 1972), wahrend in der
Fetalzeit die Leber das Hauptbildungsorgan ist (Lucarelli et al. 1968). Auch in
Makrophagen wurde Erythropoietin-mRNA nachgewiesen (Rich et al. 1982). In
Tierexperimenten fanden sich auch sehr geringe Mengen von Erythropoietin-
MRNA im Gewebe von Milz, Lunge, Gehirn und Hoden bei Ratten (Fandrey und
Bunn 1993).

Seine Wirkung wird Uber die Bindung an einen Erythropoietin-Rezeptor vermittelt.
Dieser Rezeptor gehdrt zu einer Zytokin-Rezeptor-Superfamilie und konnte im
Knochenmark an héamatopoetischen Vorlauferzellen (BFU-erythroide, CFU-
erythroide) nachgewiesen werden. Dabei stimuliert Erythropoietin  die
Vermehrung der reifen BFU-Zellen (burst forming units-erythroide) in CFU-Zellen
(colony forming units-erythroide) und lasst sie wachsen und differenzieren
(Gregory 1978). Des Weiteren verhindert es die Apoptose in spateren
Differenzierungsstadien.

Die normale Erythropoietin-Konzentration im Plasma betragt etwa 6-32 IE pro
Liter (Miller et al. 1981). Unter Andmie oder Gewebshypoxie kann es, vermittelt
durch den Transkriptionsfaktor HIF, bis zur 500-fachen Steigerung kommen
(Jelkmann 1992, Eckardt 2005). Auch Hypernephrome und Zystennieren kénnen
die Hormonsynthese stimulieren. Ursachen fir eine Andmie mit relativ
verminderter  Erythropoietinproduktion sind unter anderem chronische
Entzindungen und maligne Erkrankungen (Ward et al. 1971). Dabei wirken IL-1
und TNF-alpha hemmend auf die Erythropoietinbildung (Fandry et al. 1994).
Auch der relative Erythropoietinmangel bei der chronischen Niereninsuffizienz
scheint unter anderem durch diese Zytokine bedingt zu sein (Chandra et al.
1988).

1.4. Erythropoietin zur Behandlung der renalen Andm  ie

Ein relativer Mangel an Erythropoietin, wie er beispielsweise bei der
Niereninsuffizienz (etwa ab GFR <40 ml/min.) vorkommen kann, fihrt zur renalen
Anamie. Diese Form der normozytadren, normochromen und hyporegenerativen
Anamie wird zusatzlich durch eine verkirzte Erythrozyteniberlebenszeit bedingt.



Weitere Ursachen der Anamie bei Niereninsuffizienz kdnnen eine toxische
Hamolyse, Fibrosierung des Knochenmarks, Hemmung der Erythropoese durch
Urdmietoxine (z.B. Spermin) und erhohte Blutverluste durch haufige
Blutentnahmen und gastrointestinale Blutungen sein.

Vor der Verfugbarkeit von rhEPO bendétigten ca. 30 Prozent der Dialysepatienten
intermittierend oder regelmafig Erythrozytenkonzentrate (Eschbach et al. 1987).
Fast zwei Drittel aller Hamodialysepatienten erhalten heute nach Ausgleichen
des Eisenhaushaltes eine Therapie mit rekombinantem humanen Erythropoietin
(rhEPO). Dieses ist in seiner Struktur dem nativen Erythropoietin sehr ahnlich
(Davis et al. 1987). Die erste gentechnologische Herstellung erfolgte mit Hilfe von
Ovarialzellen des chinesischen Hamsters. 1989 wurde rhEPO erstmalig durch die
FDA (Food and Drug Administration) in den USA zur Behandlung der renalen
Anamie zugelassen. In Westeuropa und Japan kam es kurz darauf ebenfalls zur
Markteinfihrung. Weitere Zulassungen zur Therapie der Anamie bei
Autoimmunerkrankungen (z.B. rheumatoide Arthritis) oder Malignomen folgten.
Es sollte ein Ziel-Hamatokrit von >33 Prozent erreicht werden (Locatelli et al.
2004). Dabei sind sowohl eine intraventse als auch eine subkutane Therapie
mdglich. Beide Applikationen sind ahnlich wirksam (Sunder-Plassmann et al.
1995). Bei etwa 10-30 Prozent der mit rhEPO behandelten Patienten ist die
Entstehung einer Hypertonie bzw. die Verschlechterung einer vorbestehenden
Hochdruckerkrankung zu beobachten (Raine et al. 1991). Auch Kopfschmerzen,
Tachykardien, Ubelkeit, Gerinnungsstérungen, eine Hyperkaliamie und Diarrhoe
konnen auftreten.

1.5. Erythropoietin - ein pluripotentes Hormon

Erythropoietin hat neben der bereits beschriebenen Stimulation der Proliferation
und der Differenzierung der erythroiden Vorlauferzellen noch weitere Wirkungen
im Knochenmark, im peripheren Blut sowie in anderen Organen.
Erythropoietinrezeptoren wurden auch auf mesangialen und endothelialen Zellen,
sowie auf kardialen und glatten Muskelzellen nachgewiesen.

In mehreren Studien konnte eine kardioprotektive Wirkung von rhEPO nach einer
Myokardischamie belegt werden (Calvillo et al. 2003, Parsa et al. 2003).

Nach einem Schlaganfall lieRen sich durch die Gabe von rhEPO die Schwere der
Gewebsschaden sowie das Ausmalfd der neurologischen Ausfélle verringern
(Ehrenreich et al. 2002). Aus welchem Grund Erythropoietin kardio- und
neuroprotektiv wirkt, ist noch nicht genau geklart. Es scheint, dass rhEPO Uber
Rezeptoren auf Endothelzellen auf diese zellprotektiv (Apoptose wird gehemmt)



und regenerativ (erhohte Mitose und Proliferation) wirkt (Ribiatti et al. 1999,
Chong et al. 2002, Digicaylioglu et al. 2004). Weiterhin steigert rhEPO das
Ausschwemmen von endothelialen Vorlauferzellen, die fir die Reparatur von
GefalRwandschaden verantwortlich sind (Bahlmann et al. 2003 und 2004). Die
Ergebnisse der Arbeiten von Becker et al. 2002 und Mohanram et al. 2004
lassen vermuten, dass dieser Mechanismus zu einer nephroprotektiven Wirkung
des rhEPO fuhrt.

Erythropoietinrezeptoren sind weiterhin im ZNS zu finden, wo sie die
Differenzierung neuronaler Stammzellen in Astrozyten vermitteln (Lee et al.
2004).

In mehreren Arbeiten konnte die Stimulation von Kolonie-bildenden Einheiten der
Granulozyten-, Megakaryozyten- und der Monozyten-Makrophagenreihe im
Knochenmark durch rhEPO gezeigt werden (Ganser et al. 1988, Dessypris et al.
1988, Neumann et al. 1999). Verbeelen et al. 1988 und Nielsen et al. 1989
fanden bei Hamodialysepatienten mit renaler Anamie nach der Behandlung mit
rhEPO einen Anstieg der Thrombozyten- und Leukozytenzahl. Einen direkt
stimulierenden Einfluss von rhEPO auf B-Lymphozyten von Dialysepatienten mit
einer Steigerung der Immunglobulinproduktion konnten die Arbeitsgruppen von
Kimata et al. 1991, Schéfer et al. 1992 und Katz et al. 2007 nachweisen. Eine
Aktivierung von T-Lymphozyten durch rhEPO beschrieben Kaneko et al. 1993
und Pruttchi-Sagiv et al. 2006. Eine Erhéhung der CD4/CD8-Ratio bei
Dialysepatienten durch Erythropoietin wurde von Pfaffl et al. 1988 gezeigt. In
einer Arbeit von Sennesael et al. 1991 wurde bei rhEPO-behandelten
Dialysepatienten 12 Monate nach einer 4-fach Hepatitis B-Vakzination eine
Responderrate von 80 Prozent gefunden, wahrend im Vergleich dazu die
Responderrate einer Kontrollgruppe ohne rhEPO bei 54 Prozent lag.

Neben den oben genannten Verdnderungen der B- und T-Lymphozyten unter
dem Einfluss von rhEPO wurden andere PMNZ bisher wenig untersucht. So
finden sich kaum Arbeiten Uber das Expressionsmuster von Monozyten, NK-
Zellen sowie zellularer Aktivierungsmarker bei Hamodialysepatienten unter der
Behandlung mit rhEPO.



2. Aufgabenstellung

Ziel der vorliegenden Arbeit war es, Verdnderungen im Immunstatus von
Hamodialysepatienten in Abh&ngigkeit von der Responderrate nach einer
Hepatitis B-Vakzination aufzuzeigen. Weiterhin sollte der Einfluss von rhEPO auf
PMNZ bei Hamodialysepatienten untersucht werden. Insbesondere waren dabei
folgende Teilfragen zu beantworten:

1. Welchen Einfluss hat die Therapie mit rekombinantem Erythropoietin auf
die Expression ausgewahlter Oberflachenmarker peripherer mono-
nuklearer Zellen von Hamodialysepatienten?

2. Unterscheiden sich die Expressionsmuster bestimmter Oberflachen-
marker von PMNZ bei Hamodialysepatienten unter Berlcksichtigung des
Ansprechens nach Hepatitis B-Vakzination?

3. Wie unterscheiden sich Hamodialysepatienten, die eine rhEPO-Therapie
erhalten von denen ohne rhEPO-Therapie hinsichtlich ausgewahlter
Oberflachenmarker auf PMNZ?

4. Lassen sich fur die PMNZ ausgewahlter Patientengruppen unter in vitro
Bedingungen nach Stimulation mit Erythropoietin (konzentrations- und
zeitabhangig) verschiedene Expressionsmuster von ausgewahlten
Oberflachenmarkern induzieren?

10



3. Material und Methodik

3.1. Hamodialysepatienten

Um Unterschiede hinsichtlich des Immunstatus bei terminal niereninsuffizienten
Patienten herauszufinden, wurde das Blut eines Kollektivs von 39
dialysepflichtigen Patienten (24 Manner und 15 Frauen) untersucht. 32 Patienten
wurden im Kuratorium fir Dialyse und Nierentransplantation e.V. Magdeburg
behandelt, 7 weitere wurden in der Dialysepraxis in Schénebeck betreut. Es
erfolgte eine Unterscheidung der Patienten anhand des Anti-HBs-Titers nach 3-
maliger Hepatitis B-Vakzination in Responder (Antikérper >100 IE) und
Nonresponder (Antikorper <10 IE). Ein weiteres Kriterium zur Einteilung der
Patientengruppen war die Behandlung oder Nichtbehandlung mit Erythropoietin
(rhEPO). Es wurden nur Patienten bertcksichtigt, bei denen ein Tumorleiden,
eine  Systemerkrankung oder eine akute oder chronische Infektion
ausgeschlossen werden konnte. Alle Patienten gaben nach Aufklarung tber die
Studie ihr Einverstandnis zur Teilnahme an den Untersuchungen.

3.1.1. Responder mit Erythropoietin

Diese Gruppe umfasste 17 Dialysepatienten (9 Frauen und 8 Manner), die einen
Anti-HBs-Titer >100 IE aufwiesen und mit rhEPO behandelt wurden. Das
Durchschnittsalter betrug 61,9 + 11,0 Jahre.

3.1.2. Responder ohne Erythropoietin

Die Patientengruppe setzte sich aus 9 Patienten (3 Frauen und 6 Manner)

zusammen. Diese hatten einen Anti-HBs-Titer >100 IE und wurden nicht mit
rhEPO behandelt. Das Durchschnittsalter lag bei 54,9 + 11,5 Jahre.
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3.1.3. Nonresponder mit Erythropoietin

In diese Gruppe fielen 11 Patienten (3 Frauen und 8 Manner) mit einem
Durchschnittsalter von 67,5 + 14,9 Jahren. Sie hatten einen Anti-HBs-Titer <10
|E und wurden mit rhEPO behandelt.

3.1.4. Nonresponder ohne Erythropoietin

2 Patienten (méannlich) hatten einen Anti-HBs-Titer <10 IE und wurden nicht mit
rhEPO behandelt. Das Durchschnittsalter betrug 76 + 15,6 Jahre.

3.2. Kontrollgruppe

Bei den Vergleichspersonen handelte es sich um 17 freiwillige, gesunde
Probanden, die entsprechend dem Alter der Patienten ausgewahlt wurden.
Darunter waren 8 Frauen und 9 Manner. Das Durchschnittsalter dieses Kollektivs
betrug 60,3 + 8,6 Jahre.

3.3. Blutentnahme und Verarbeitung der Blutproben

Die Entnahme von 100 ml Blut erfolgte Uber einen Dialyseshunt bzw. aus einer
Cubitalvene jeweils morgens gegen 7 Uhr, um tageszeitlich bedingte
Schwankungen als mogliche Fehlerquelle auszuschlieBen. Das entnommene
Blut wurde in ein steriles Gefal mit 50 ml phosphatgepufferter Kochsalzlésung
(PBS) (Life Technologies GmbH Karlsruhe) und 250 IE Heparin (Biochrom AG)
uberfuhrt.

Zur Bestimmung des Differentialblutbildes sowie zur durchflusszytometrischen
Messung der PMNZ im Vollblut entnahmen wir 4,5 ml Blut in ein EDTA
gepuffertes Vacutainerréhrchen.

3.4. Bestimmung des Differentialblutbildes

Zur Bestimmung des Differentialblutbildes wurde das Blut aus dem EDTA-
Rohrchen im Differentialblutbild-Automaten (Cell Dyn 1600 Abbott) untersucht.
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3.5. Immunphénotypisierung

Je 100 pl Vollblut wurden mit monoklonalen Antikérpern (Becton-Dickinson
Heidelberg) fir 20 Minuten Inkubiert. Diese Antikorper erfassten folgende
Oberflachenantigene (cluster of differentiation): CD2, CD3, CD4, CD8, CD19,
CD20, CD14, CD13, CD16, CD25, CD26, CD69 sowie HLA-DR. Es erfolgte die
Zugabe von 1 ml FACS-Lyse (Becton Dickinson Heidelberg). Nach 15 Minuten
wurde das Blut bei 500 g fiir 10 Minuten zentrifugiert. Der Uberstand wurde
dekantiert. Nach einmaliger Waschung mit 1 ml PBS wurden die Zellen im
Durchflusszytometer (FACSCalibur, Becton Dickinson Heidelberg) gemessen.
Die Auswertung der Messergebnisse auf den PMNZ erfolgte durch ein
entsprechendes Eingrenzen der Zellpopulationen (gating) von Lymphozyten und
Monozyten sowie fir die Bestimmung der Aktivierungsmarker auf T- und B-
Zellen durch ein gating der Lymphozyten und der entsprechenden
Antikérperkombinationen (siehe Tabelle 1).
Tabelle 1: Kombination der monoklonalen Antikérper, mit Klonnamen
Fluoreszenzfarbstoffe: FITC-Fluor esceinisothiocyanat
PE-Phycoerythrin
PerCP-Peridininchlorophyliprotein

FITC (10 pul) PE (5 pl) PerCP (10 pl)
1. lgG1 (X40) lgG2a (X39) lgG1 (X40)
2. CD14 (MOP9) CD13 (L138) CD45 (2D1)
3. CD20 (L27) CD69 (L78) CD3 (SK7)
4. CD2 (S5.2) HLA-DR (L243) CD19 (4G7)
5. CD4 (SK3) CD25 (2A3) CD8 (SK1)
6. CD16 (NKP15) CD26 (L272) CD3 (SK7)

3.6. Separation der PMNZ mittels Dichtegradientenze  ntrifugation

Zur Isolierung der PMNZ aus dem Blut-PBS-Heparin-Gemisch verwendeten wir
die Dichtegradientenzentrifugation (Boyum 1968). Zunéachst legten wir in sechs
50 ml-Zentrifugenréhrchen jeweils 15 ml Ficolite (Linaris biol. Prod. GmbH
Bertingen) vor und uberschichteten dieses vorsichtig mit je 30 ml Blut-PBS-
Heparin-Gemisch. Wir zentrifugierten 30 min bei 500 g. Anschlielend wurden die
PMNZ, die sich an der Phasengrenze anreichern, mittels einer 1000 pl-Pipette
aufgenommen und auf vier weitere 50 ml-Zentrifugenréhrchen verteilt und auf
insgesamt je 30 ml mit RPMI-Losung (PAA Laboratories GmbH Cdlbe) aufgefiillt.
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Nun erfolgten drei Waschungen. Dazu zentrifugierten wir je 10 min bei 500 g,
dekantierten den Uberstand, resuspendierten das Zellpellet und gaben nach der
ersten und zweiten Waschung erneut RPMI-Lésung bis zu einer Fillhdhe von 30
ml dazu. Nach der zweiten Waschung wurde die Resuspension in zwei
Zentrifugenréhrchen und nach der dritten Waschung in ein Zentrifugenréhrchen
uberfuhrt.

3.7. Vorbereiten der Kulturansatze

Zur Bestimmung der Konzentration der Zellen in der Lésung wurden 50 pl
entnommen und in einem Differentialblutbild-Automaten (Cell Dyn 1600 Abbott)
gemessen. AnschlieRend erfolgte die Verdinnung auf 3 Gpt/l. Als Medium
verwendeten wir ein selbst hergestelltes 9:1-Gemisch aus RPMI-Losung und
FCS-Ldsung (PAA Laboratories GmbH Colbe). Dann wurde 1 ml pro well in eine
Kulturplatte mit 24 well pipettiert. AnschlieRend gaben wir rhEPO (Epoetin alpha,
Janssen-Cilac GmbH) in folgenden Mengen hinzu: 1. horizontale Reihe 0 IE, 2.
horizontale Reihe 5 IE, 3. horizontale Reihe 50 IE und 4. horizontale Reihe 100
IE. In jede 2. vertikale Reihe kam als Stimulans PWM (Serva Heidelberg) in
einer Konzentration von 2 pg/ml hinzu (Abbildung 3).

Tagl Tagl Tag2 Tag2 Tag 3 Tag 3
' 1+ PWM 5 1+ PWM 5 '+ PWM

OO0
0000
OO0
0000
elee)e);

slelele

Abbildung 3: Kulturplatte mit 24 well



3.8. Analyse der separierten PMNZ mit Hilfe der Dur chflusszytometrie
(Immunphéanotypisierung)

3.8.1 Vorbereitung der PMNZ am Tag 0

Aus der verbliebenen Menge des Réhrchens zur Bestimmung der Zellzahl wurde
eine Losung mit einer Konzentration von 7 Gpt/l PMNZ hergestellt.

3.8.2. Vorbereitung der PMNZ am Tag 1 bis 3

Die ersten beiden vertikalen Reihen untersuchten wir nach 24 Stunden, die
mittleren beiden vertikalen Reihen nach 48 Stunden und die rechten beiden
vertikalen Reihen nach 72 Stunden. Von der Kulturplatte wurde je well 1 ml
Uberstand vorsichtig abgenommen. In die nun vorliegenden 8 well pro Tag
gaben wir jeweils 1 ml 4C kaltes PBS. Die PMNZ re suspendierten wir und
Uberflihrten sie in je ein Probenréhrchen. Diesen Vorgang wiederholten wir
erneut mit 1 ml 4C kaltem PBS. Nach der anschlieRe nden Zentrifugation der
Probenréhrchen bei 500 g tiber 10 Minuten wurde der Uberstand dekantiert, mit 1
ml PBS resuspendiert und wieder unter den gleichen Bedingungen zentrifugiert.
Nach der erneuten Entfernung des Uberstandes resuspendierten wir die Zellen
mit 400 ul PBS.

3.8.3. Inkubation

50 ul der Zellsuspension von Tag 0 (Konzentration von 7 Gpt/l) sowie von Tag 1
bis Tag 3 (Konzentration von 3 Gpt/l) pipettierten wir in ein Probenréhrchen.
AnschlieRend erfolgte die Zugabe monoklonaler Antikdrper (Becton-Dickinson
Heidelberg), welche die folgenden cluster of differentiation (CD) erfassten: CD2,
CDg3, CD4, CD8, CD19, CD20, CD14, CD13, CD16, CD25, CD26, CD69 sowie
HLA-DR (Tabelle 1). Nach einer 30-minutigen Inkubation bei 4 T gaben wir 1 ml
FACS-Puffer dazu. Nach anschlieender Zentrifugation mit 500 g Uber 10
Minuten dekantierten wir den Uberstand. Nach Zugabe von 300 pl Fixativ
(Becton-Dickinson Heidelberg) waren die Zellen zur Messung im Durchfluss-
zytometer (Becton-Dickinson Heidelberg) vorbereitet.

15



3.9. Statistik

Die Daten wurden als Mittelwert mit Standardabweichung, sowie dem 95%-
Konfidenzintervall dargestellt.

Die statistische Auswertung erfolgte mit Hilfe des Programms ,SPSS 10.0 for MS
Windows".

Um signifikante Unterschiede zwischen den Patienten- und der Vergleichsgruppe
statistisch zu sichern, wurde die Varianzanalyse und anschlieend der Standard-
t-Test (Irrtumswahrscheinlichkeit: p<0,05) angewandt. Der Vergleich der
Patientengruppen untereinander erfolgte mit Hilfe des Tuckey-Tests
(Irrtumswahrscheinlichkeit: p<0,05).

Zur Verifizierung der Zeit- und Konzentrationsabhéngigkeit der gemessenen
Zellveranderungen wurde die repeated-measurement-Analyse durchgefihrt.
Wenn bei der Zeit- oder Konzentrationsabhangigkeit Veranderungen zu
beobachten waren, wurde anschliel3end der Standard-t-Test
(Irrtumswahrscheinlichkeit: p<0,05) angewandt. Um Abweichungen der
Untersuchungsgruppen untereinander in Abhangigkeit der Veranderungen im
Expressionsmuster nach Gabe von rhEPO oder PWM nachzuweisen, benutzten
wir das General Linear Model (Irrtumswahrscheinlichkeit: p<0,05).
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4. Ergebnisse

4.1. Klinische Charakterisierung der Patienten

4.1.1. Atiologie der terminalen Niereninsuffizienz im Patientenkollektiv

Die beiden haufigsten Ursachen der chronischen Niereninsuffizienz in unserem
Untersuchungskollektiv waren mit je 8 Patienten die diabetische Nephropathie
sowie Zystennieren, gefolgt von Glomerulonephritiden (6 Patienten). Bei jeweils 5
Patienten lag eine chronische Pyelonephritis bzw. Nephrosklerose als Ursache
der Dialysepflichtigkeit zu Grunde. Bei zwei Patienten war die Niereninsuffizienz
die Folge einer Tumornephrektomie, ein Patient hatte ein Alport-Syndrom und bei
weiteren drei Patienten war die Ursache fur das Nierenversagen unbekannt. Die
letzten drei Patientengruppen sind im Diagramm unter ,andere Ursachen®
zusammengefasst (Abbildung 4).

13%

Echron. PN

B diab. Nephropathie
OGN

O Nephrosklerose

B Zystennieren
Oandere Ursachen

13%

Abbildung 4. Ursachen der  chronischen Niereninsuffizienz im
Untersuchungskollektiv
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4.2. Gruppenunterschiede zum Zeitpunkt der Blutentn ~ ahme

Wir teilten die Dialysepatienten nach der Hohe ihres Antikérpertiters nach
Hepatitis B-Impfung und anhand der Applikation oder Nichtapplikation von
Erythropoietin in 4 Patientengruppen ein.

In der Gruppe ohne Antikorpertiter und ohne Erythropoietin (ohne AK, ohne
rhEPQO) konnten nur zwei Patienten rekrutiert werden. Diese Gruppe wurde in
den Untersuchungen zur Frage von Gruppenunterschieden nicht berlcksichtigt.
Als Kontrolle wurden Blutproben altersentsprechender, gesunder Probanden
untersucht.

Signifikante Veranderungen im Vergleich zur Kontrolle wurden mit + (p<0,05),
++ (p<0,01) bzw. +++ (p<0,001) beschriftet.

Signifikanzen im Vergleich zur Gruppe mit EPO, mit AK wurden mit *(p<0,05),
**(p<0,01) bzw. ***(p<0,001) dargestellt.

Im Tabellenanhang sind die entsprechenden Mittelwerte mit der
Standardabweichung zusammengefasst.

4.2.1. Differentialblutbild

Die Zahl der Leukozyten in den einzelnen Patientengruppen waren im Vergleich
mit der gesunden Kontrollgruppe signifikant erhoht (p<0,01). Zwischen den
Patientengruppen gab es keine signifikanten Unterschiede (Abbildung 5). Bei der
Betrachtung des Anteils der Lymphozyten war in den Patientengruppen ein
hochsignifikant (p<0,001) niedrigerer Wert im Vergleich zur Gruppe der
Probanden nachweisbar. Dabei traten die niedrigsten Werte in der Gruppe ohne
AK-Titer und mit rhEPO auf. Auch innerhalb der Patientengruppen gab es
signifikante Unterschiede. Die Gruppe ohne AK-Titer und mit rhEPO hatte im
Vergleich zur Gruppe mit AK-Titer und mit rhEPO einen deutlich verminderten
Lymphozytenanteil (p<0,05) (Abbildung 6). Die Messung des Anteiles der
Granulozyten ergab einen signifikant hoheren Wert (p<0,001) in den
Patientengruppen verglichen mit der gesunden Kontrollgruppe. Die Gruppe ohne
AK und mit rhEPO wies dabei den hochsten Anteil auf. Innerhalb der
Patientengruppen gab es keine Unterschiede (Abbildung 7). Der Anteil der
Monozyten war zwischen allen Gruppen etwa gleich verteilt. Diese Daten wurden
nicht als Abbildung dargestellt, sind aber in der Gesamtibersicht enthalten
(Tabelle 2, Seite 54).
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Abbildung 5: Leukozytenzahl im Vollblut der Untersuchungsgruppen im Vergleich
zu den Probanden (++ p<0,01)

60

501
+++

40

+++

304

<
S 201
c
)
R
o 101
ey
Q.
S
_l> 0 T T T T
N= 16 9 11 10
. . A,
% % %, 3
Y R/ © ) %,
A A s OO’
% % ’ 2
S N ke

Abbildung 6: Relativer Anteil der Lymphozyten im Vollblut der
Untersuchungsgruppen im Vergleich zu den Probanden (+++ p<0,001) und im
Vergleich zur Patientengruppe mit AK, mit EPO (*p<0,05)
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Abbildung 7: Relativer Anteil der Granulozyten im Vollblut der
Untersuchungsgruppen im Vergleich zu den Probanden (+++ p<0,001)

4.2.2. Messung im Vollblut

4.2.2.1. T-Lymphozyten

Die Zellen, die CD2, CD3, CD4 bzw. CD8 auf ihrer Oberflache exprimieren,
wurden im Durchflusszytometer gemessen. Die Patientengruppe ohne AK-Titer
und mit rhEPO sowie die Gruppe mit AK-Titer und ohne rhEPO zeigten im
Vergleich zur Kontrollgruppe eine signifikant geringere Expression von CD2
(p<0,01) und CD3 (p<0,01) (Abbildung 8). Die Bestimmung CD4-positiver Zellen
erbrachte ebenfalls eine signifikant (p<0,01) niedrigere Expression in der Gruppe
ohne AK-Titer, mit rhEPO und der Gruppe mit AK-Titer, ohne rhEPO im
Vergleich zur Kontrollgruppe. Weiterhin war die Expression von CD4 in der
Gruppe ohne AK-Titer und mit rhEPO, verglichen mit der Gruppe mit AK-Titer
und mit rhEPO signifikant (p<0,01) vermindert (Abbildung 9). Keine signifikanten
Gruppenunterschiede traten sowohl bei den CD8-positiven Zellen, als auch bei
der CD4/CD8-Ratio auf. Diese Daten wurden nicht als Abbildung dargestellt,
sind aber in der Gesamtlbersicht enthalten (Tabelle 3, Seite 55).
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Abbildung 8: Absoluter Anteil der CD2- und CD3-positiven PMNZ im Vollblut der
Untersuchungsgruppen im Vergleich zu den Probanden (++ p<0,01)
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Abbildung 9: Absoluter Anteil der CD4-positiven PMNZ im Vollblut der
Untersuchungsgruppen im Vergleich zu den Probanden (++ p<0,01) und im
Vergleich zur Patientengruppe mit AK, mit EPO (**p<0,01)

21



4.2.2.2. B-Lymphozyten

Die B-Lymphozyten wurden mit den Oberflachenmarkern CD19 und CD20
erfasst.

Die Patientengruppen unterschieden sich untereinander und im Vergleich zur
Kontrollgruppe nicht. In der Summe aller Patientengruppen war aber eine
signifikant geringere Expression von CD19 und CD20 im Vergleich zur
Kontrollgruppe nachweisbar (p<0,05) (Abbildung 10). Die geringste Zahl CD19-
und CD20-positiver Zellen wiesen dabei die Patienten mit AK und ohne rhEPO
auf.
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Abbildung 10: Absoluter Anteil der CD19- und CD20-positiven PMNZ im Vollblut
der Untersuchungsgruppen im Vergleich zu den Probanden (+ p<0,05)

4.2.2.3. Monozyten

Die Bestimmung der Monozyten erfolgte mit Hilfe der Antikérper gegen CD13
und CD14. Beim Vergleich der Patientengruppen mit den Probanden sowie
innerhalb der Patientengruppen traten keine Unterschiede auf (keine Abbildung,
siehe Tabelle 3, Seite 55).
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4.2.2.4. NK-Zellen

Die NK-Zellen wurden anhand des CD16 bestimmt.

In unseren Untersuchungen waren keine Unterschiede zwischen den einzelnen
Patientengruppen oder zwischen den Patientengruppen und den Probanden
nachweisbar (keine Abbildung, siehe Tabelle 3, Seite 55).

4.2.2.5. Aktivierungsmarker

Aktivierungsmarker sind Oberflachenmolekiile, die bei Zellaktivierung vermehrt
auf der Zelloberflache exprimiert werden. Als Aktivierungsmarker verwendeten
wir HLA-DR, CD25, CD26 sowie CD69. Durch entsprechendes Eingrenzen der
Zellpopulationen (gating) im Durchflusszytometer wurden diese
Oberflachenmolekille sowohl auf PMNZ als auch separat auf T- und B-
Lymphozyten gemessen.

HLA-DR und CD69 wurden in allen Untersuchungsgruppen gleichstark exprimiert
(keine Abbildung, siehe Tabelle 3, Seite 55).

Die Patientengruppe ohne AK-Titer und mit rhEPO wies im Vergleich zur Gruppe
mit AK-Titer und mit rhEPO eine verminderte Expression von CD25 auf PMNZ
(p<0,05), CD25 auf T-Lymphozyten (p<0,01), CD26 auf PMNZ (p<0,05) und
CD26 auf T-Lymphozyten (p<0,05) auf. Die Gruppe ohne AK-Titer und mit rhEPO
exprimierte auch im Vergleich zur Kontrollgruppe vermindert CD26 auf PMNZ
(p<0,05) und CD26 auf T-Lymphozyten (p<0,05) (Abbildung 11 und 12).
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Abbildung 11: Absoluter Anteil der CD25-positiven PMNZ und CD25-positiven T-
Zellen im Vollblut der Untersuchungsgruppen im Vergleich zur Patientengruppe
mit AK, mit EPO (*p<0,05; **p<0,01)
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Abbildung 12: Absoluter Anteil der CD26-positiven PMNZ und CD26-positiven T-
Zellen im Vollblut der Untersuchungsgruppen im Vergleich zu den Probanden

(+ p<0,05) und im Vergleich zur Patientengruppe mit AK, mit EPO (*p<0,05)
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4.2.3. Messung nach Isolierung der PMNZ

4.2.3.1. T-Lymphozyten

Die Bestimmung der T-Lymphozyten erfolgte durch die Oberflachenantigene
CD2, CD3, CD4 und CD8. Es traten keine Expressionsunterschiede in den
Untersuchungsgruppen auf, auch die errechnete CD4/CD8-Ratio blieb ohne
signifikanten Gruppenunterschied (keine Abbildung, siehe Tabelle 4, Seite 56).

4.2.3.2. B-Lymphozyten

Die B-Lymphozyten wurden mit Hilfe der Oberflachenmarker CD19 und CD20
bestimmt. Die Patientengruppe mit AK-Titer und mit rhEPO hatte verglichen mit
der Kontrollgruppe einen geringeren Anteil CD19-positiver Zellen (p<0,01).

Die CD20-positiven Zellen waren in den Patientengruppen ohne AK-Titer und mit
rhEPO sowie mit AK-Titer und ohne rhEPO im Vergleich zur gesunden
Kontrollgruppe (p<0,01) vermindert (Abbildung 13).
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Abbildung 13: Relativer Anteil der CD19- und CD20-positiven Zellen nach
Isolierung der PMNZ der Untersuchungsgruppen im Vergleich zu den Probanden
(++ p<0,01)
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4.2.3.3. Monozyten

Beim Vergleich der CD13-positiven Zellen konnte ein signifikant erhdhter Wert
(p<0,01) in der Patientengruppe mit AK, ohne rhEPO sowohl im Vergleich zu den
anderen beiden Patientengruppen als auch zur gesunden Kontrollgruppe
gefunden werden. (Abbildung 14).

Fur CD14 konnte aufgrund der niedrig gemessenen Werte keine sichere
Aussage getroffen werden (keine Abbildung, siehe Tabelle 4, Seite 56).
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Abbildung 14: Relativer Anteil der CD13-positiven Zellen nach lIsolierung der
PMNZ der Untersuchungsgruppen im Vergleich zu den Probanden (++ p<0,01)
und im Vergleich zur Patientengruppe mit AK, mit EPO (**p<0,01)

4.2.3.4. NK-Zellen

Die Bestimmung der CD16-positiven Zellen zeigte keinen signifikanten
Unterschied zwischen den Vergleichsgruppen (keine Abbildung, siehe Tabelle 4,
Seite 56).
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4.2.3.5. Aktivierungsmarker

Wir verwendeten die gleichen Aktivierungsmarker, die auch in der Untersuchung
des Vollblutes eingesetzt wurden.

In den Patientengruppen mit AK-Titer, mit rhEPO und ohne AK-Titer, mit rhEPO
war eine geringere Expression (p<0,01) des HLA-DR auf B-Lymphozyten im
Vergleich zur gesunden Kontrollgruppe nachweisbar (Abbildung 15).
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Abbildung 15: Relativer Anteil der HLA-DR-positiven B-Zellen nach Isolierung der
PMNZ der Untersuchungsgruppen im Vergleich zu den Probanden (++ p<0,01)

Die  Untersuchungen des CD25 erbrachten keine  signifikanten
Gruppenunterschiede (keine Abbildung, siehe Tabelle 4, Seite 56).

Der Anteil der CD26-positiven PMNZ und CD26-positiven T-Zellen war in der
Patientengruppe ohne AK-Titer, mit rhEPO im Vergleich zur Gruppe mit AK-Titer,
mit rhEPO signifikant erniedrigt (p<0,05) (Abbildung16).
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Abbildung 16: Relativer Anteil der CD26-positiven PMNZ und CD26-positiven T-
Zellen nach Isolierung der PMNZ der Untersuchungsgruppen im Vergleich zur
Patientengruppe mit AK, mit EPO (*p<0,05)
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4.3. In vitro-Untersuchungen an Zellkulturen mit PMNZ nach Zugab e von
Pokeweed Mitogen und Erythropoietin

Zur Bestimmung der Zeit- und Konzentrationsabhéngigkeit wurden alle
Studienteilnehmer in einer Gruppe zusammengefasst. Eingeschlossen wurde
auch die Patientengruppe ohne AK und ohne rhEPO, die in den
Gruppenvergleichen aufgrund der geringen Patientenzahl (n=2) nicht statistisch
ausgewertet wurde. Auf Grund der erhthten Proliferation, und der damit
verbundenen gréReren Unterschiede, beziehen sich die folgenden Ergebnisse
nur auf die mit PWM stimulierten Zellkulturen. In den Zellkulturen ohne PWM gab
es verglichen mit den Stimulierten keine statistisch nachweisbaren
Abweichungen.

Signifikante Unterschiede im Vergleich zu rhEPO 0 sind mit *(p<0,05), **(p<0,01)
bzw. ***(p<0,001) gekennzeichnet.

Traten Unterschiede in den einzelnen Untersuchungsgruppen hinsichtlich der
Veranderungen nach Stimulation mit PWM oder rhEPO auf, wurden diese
graphisch gesondert gezeigt. Dabei verwendeten wir *(p<0,05), **(p<0,01) bzw.
***(p<0,001) zur Darstellung der signifikanten  Abweichungen  der
Patientengruppen von der Kontrollgruppe.

4.3.1. T-Zellen

Nach 24stiindiger Inkubation mit unterschiedlichen Erythropoietinkonzentrationen
waren keine Unterschiede im Expressionsmuster der T-Zell-Marker nachweisbar.
Nach 48 Stunden konnte eine erhthte Expression von CD3 in den Zellkulturen
mit rhEPO 50 und rhEPO 100 im Vergleich zu rhEPO 0 gemessen werden
(p<0,01) (Abbildung 17). Auch fanden wir nach 48 Stunden eine vermehrte
Expression von CD4 auf PMNZ, die mit rhEPO 100 inkubiert waren im Vergleich
zu rhEPO 0 (p<0,05) (Abbildung 18). Bei der Bestimmung der CD8-positiven
Zellen war keine signifikante Veranderung in Abhangigkeit von der rhEPO-Dosis
feststellbar (keine Abbildung, siehe Tabelle 5, Seite 57). Die Ermittlung der
CD4/CD8-Ratio blieb ohne signifikante Erythropoietinwirkung (keine Abbildung,
siehe Tabelle 5, Seite 57).

Beim Vergleich der Gruppen untereinander fiel eine verminderte Zunahme der
Expression von CD4 nach 72 Stunden unter Stimulation mit PWM in der Gruppe
der Nonresponder verglichen mit der Kontrollgruppe auf (p<0,01) (Abbildung 19).
Die Gabe von rhEPO hatte dabei keinen Einfluss.
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17: Relativer Anteil der CD3-positiven PMNZ  der

Untersuchungsgruppen in Abhé&ngigkeit vom Zeitpunkt nach Zugabe von rhEPO
in unterschiedlicher Dosis im Vergleich zu rhEPO 0 (** p<0,01)

100

80 1

60

<

S 0]

N

Z

z I [_Imeroo
()

2 20 [ Imeros
(2]

o

a B rmero 50
<

a)

O o , ' ' B PO 100

N= 54 54 54 54 53 53 53 53 52 52 52 52
24h 48h 72h
Abbildung  18: Relativer Anteil der CD4-positven PMNZ  der

Untersuchungsgruppen in Abhé&ngigkeit vom Zeitpunkt nach Zugabe von rhEPO
in unterschiedlicher Dosis im Vergleich zu rhEPO 0 (*p<0,05)
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Abbildung 19: Relativer Anteil der CD4-positiven PMNZ der
Untersuchungsgruppen nach Stimulation mit PWM im Vergleich zur
Kontrollgruppe (*p<0,05)

4.3.2. B-Zellen

Der Anteil der B-Lymphozyten wurde mit Hilfe der Oberflachenmarker CD19 und
CD20 gemessen. Zwischen den Untersuchungsgruppen traten keine
Unterschiede im Expressionsmuster nach Stimulation mit PWM auf. Unter
Erythropoietin waren keine signifikanten Ver&nderungen von CD19 und CD20
nachweisbar (keine Abbildung, siehe Tabelle 6, Seite 58).

4.3.3. Monozyten

Nach 24 und 48 Stunden konnte mit ansteigender Erythropoietindosis eine
deutlich verminderte Expression des CD13 nachgewiesen werden (nach 24
Stunden bei rhEPO 100 (p<0,001) und rhEPO 50 (p<0,01) im Vergleich zu
rhEPO 0 und nach 48 Stunden bei rhEPO 50 (p<0,001) und rhEPO 100
(p<0,001) im Vergleich zu rhEPO 0 (Abbildung 20).

Zum CD14-Marker lasst sich auf Grund der sehr niedrig gemessenen Werte
keine sichere Aussage treffen (keine Abbildung, siehe Tabelle 6, Seite 58).
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Abbildung  20: Relativer Anteil der CD13-positiven PMNZ der
Untersuchungsgruppen in Abhé&ngigkeit vom Zeitpunkt nach Zugabe von rhEPO
in unterschiedlicher Dosis im Vergleich zu rhEPO 0 (**p<0,01; ***p<0,001)

4.3.4. NK-Zellen

Die Expression von CD16 wies zwischen den Untersuchungsgruppen nach
Stimulation mit PWM keine Unterschiede auf. Unter rhEPO waren Kkeine
Veranderungen der Proliferation von naturlichen Killerzellen nachzuweisen (keine
Abbildung, siehe Tabelle 6, Seite 58).

4.3.5. Aktivierungsmarker

HLA-DR auf PMNZ, auf T-Zellen und auf B-Zellen:

In Abhangigkeit von der zugegebenen Menge an rhEPO war nach 24 und 48
Stunden eine Abnahme der Expression von HLA-DR messbar. Nach 24 Stunden
fand sich eine verminderte Expression der HLA-DR-positiven Zellen bei rhEPO
100 (p<0,001), rhEPO 50 (p<0,001) und rhEPO 5 (p<0,05) verglichen mit rhEPO
0. Auch nach 48 Stunden war eine verminderte Expression nachweisbar, in
diesem Fall jedoch nur bei rhEPO 100 (p<0,001) und rhEPO 50 (p<0,001)
verglichen mit rhEPO 0 (Abbildung 21).
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Abbildung 21: Relativer Anteil der HLA-DR-positiven PMNZ der
Untersuchungsgruppen in Abhé&ngigkeit vom Zeitpunkt nach Zugabe von rhEPO
in unterschiedlicher Dosis im Vergleich zu rhEPO 0 (*p<0,05; **p<0,001)

Auch die HLA-DR-positiven T-Zellen wiesen mit steigender rhEPO-Dosis eine
verminderte Expression auf. So konnte nach 24 Stunden in den Kulturen mit
rhEPO 100 (p<0,001), rhEPO 50 (p<0,001) sowie rhEPO 5 (p<0,05) im Vergleich
zu rhEPO 0 ein geringerer Anteil HLA-DR-positiver T-Zellen gemessen werden.
Nach 48 Stunden fanden wir bei rhEPO 100 (p<0,001) und rhEPO 50 (p<001)
verglichen mit rhEPO 0O eine verminderte Expression von HLA-DR auf T-
Lymphozyten (Abbildung 22).

Unter der Gabe von rhEPO traten keine Veranderungen der Expression von
HLA-DR auf B-Lymphozyten auf (keine Abbildung, siehe Tabelle 7, Seite 59).
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Abbildung 22: Relativer Anteil der HLA-DR-positiven T-Zellen der
Untersuchungsgruppen in Abhé&ngigkeit vom Zeitpunkt nach Zugabe von rhEPO
in unterschiedlicher Dosis im Vergleich zu rhEPO 0 (*p<0,05; **p<0,01;
***p<0,001)

CD25 auf PMNZ und T-Zellen:

Die Expression von CD25 auf PMNZ verringerte sich nach 24 Stunden unter
rhEPO 100 (p<0,01) verglichen mit rhEPO 0 (Abbildung 23). Sowohl nach 48 wie
auch nach 72 Stunden waren keine Ver&nderungen in Abh&angigkeit von der
rhEPO-Konzentration nachweisbar.

Auf die Expression von CD25 auf T-Zellen hatte rhEPO keinen Einfluss (keine
Abbildung, siehe Tabelle 7, Seite 59).

Beim Vergleich der Gruppen untereinander fiel ein unterschiedliches
Proliferationsverhalten nach Stimulation mit PWM auf. Die Expression von CD 25
auf PMNZ wies in der Gruppe der Nonresponder im Vergleich zur Kontrollgruppe
nach 24 Stunden (p<0,01) und 48 Stunden (p<0,05) einen deutlich verminderten
Anstieg auf (Abbildung 24). Die Gabe von rhEPO hatte darauf keinen Einfluss.
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Abbildung 24: Relativer Anteil der CD25-positiven PMNZ der
Untersuchungsgruppen nach Stimulation mit PWM im Vergleich zur
Kontrollgruppe (*p<0,05; **p<0,01)
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CD26 auf PMNZ und auf T-Zellen:

Die Untersuchungen beziiglich des Oberflachenmarkers CD26 zeigten sowohl fr
PMNZ als auch fur T-Zellen keine signifikanten Veranderungen in Abhangigkeit
von den unterschiedlichen Erythropoietinkonzentrationen (keine Abbildung, siehe
Tabelle 8, Seite 60).

CD69 auf PMNZ, auf T-Zellen und auf B-Zellen:

Der Anteil der CD69-positiven PMNZ war nach 24 Stunden in der Kultur mit
rhEPO 100 im Vergleich zu rhEPO 0 vermindert (p<0,01) (Abbildung 25). Auch
die Untersuchung des CD69 bei T-Lymphozyten offenbarte nach 24 Stunden
eine verminderte Expression bei rhEPO 100 verglichen mit rhEPO 0 (p<0,01)
(Abbildung 26). Nach 48 und 72stlindiger Inkubation mit verschiedenen rhEPO-
Konzentrationen traten keine Veranderungen der Expression von CD69 auf
PMNZ und T-Lymphozyten auf. Die Untersuchung der CD69-positiven B-
Lymphozyten konnte ebenfalls keine signifikanten Expressionsunterschiede nach
Inkubation mit rhEPO aufzeigen (keine Abbildung, siehe Tabelle 8, Seite 60).
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Abbildung  25: Relativer Anteil der CD69-positiven PMNZ  der

Untersuchungsgruppen in Abhé&ngigkeit vom Zeitpunkt nach Zugabe von rhEPO
in unterschiedlicher Dosis im Vergleich zu rhEPO 0 (**p<0,01)
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Abbildung 26: Relativer Anteil der CDG69-positiven T-Zellen der
Untersuchungsgruppen in Abhé&ngigkeit vom Zeitpunkt nach Zugabe von rhEPO
in unterschiedlicher Dosis im Vergleich zu rhEPO 0 (**p<0,01)
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5. Diskussion

Immunologische Veranderungen bei Dialysepatienten sind in den vergangenen
Jahren vielfach untersucht worden. Einige Arbeitsgruppen fanden Hinweise
dafir, dass Erythropoietin einen immunstimulierenden Effekt hat.

Das Ziel der vorliegenden Arbeit war, den Einfluss von Erythropoietin auf
ausgewahlte Oberflachenmarker immunologischer Zellen von
Hamodialysepatienten sowie einer gesunden Kontrollgruppe zu untersuchen.

Die Messungen erfolgten mit Hilfe der Durchflusszytometrie.

Die Dialysepatienten wurden aufgrund der Impfantwort nach Hepatitis B-Impfung
in Responder und Nonresponder eingeteilt. Ein weiteres
Unterscheidungsmerkmal war die Behandlung oder Nichtbehandlung mit
Erythropoietin. Anhand dieser Auswabhlkriterien wurden vier Patientengruppen
unterschieden, diese wurden untereinander und mit einer gesunden
Kontrollgruppe verglichen. Damit konnte der langerfristige Einfluss des
Erythropoietins untersucht werden.

Im zweiten Untersuchungsabschnitt erfolgten in vitro-Untersuchungen an
separierten peripheren mononukledren Zellen der vier Patientengruppen und
einer gesunden Kontrollgruppe. Dazu wurden ausgewahlte Oberflachenmarker
nach Stimulation peripherer mononukledrer Zellen mit unterschiedlichen
Konzentrationen von Erythropoietin Gber mehrere Tage bestimmt. Auf diese
Weise versuchten wir, Kkurzfristige und konzentrationsabhangige Effekte
nachzuweisen.

Differentialblutbild

Im Differentialblutbild unterschieden sich bei dieser Untersuchung die
Dialysepatienten und die gesunden Probanden deutlich.

Als Ausdruck der gesteigerten Aktivierung des Immunsystems bei
Dialysepatienten ist die Gesamtleukozytenzahl erhoht. Das resultiert aus einer
massiv gesteigerten Anzahl von Granulozyten als Folge einer chronischen
Entzindungsreaktion durch den immer wieder stattfindenden Kontakt mit
Fremdmaterial (Dialysemembran). Die dadurch ausgeldste Akut-Phase-Reaktion
fuhrt zum Beispiel zur Bildung von CRP, Amyloid A und der Aktivierung des
Komplementsystems.

Der Anteil der Lymphozyten war bei den Dialysepatienten (insbesondere in den
Gruppen mit Antikérpern, ohne rhEPO und ohne Antikoérper, mit rhEPO im
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Vergleich zur Kontrollgruppe signifikant vermindert. Dies fUhrt trotz der
Immunaktivierung zu einem Defizit der adaptativen Immunantwort (Chatenoud et
al. 1986, Kurz et al. 1986, Alexiewicz et al. 1991).

T-Lymphozyten

T-Lymphozyten spielen eine zentrale Rolle im Immunsystem. Durch Interaktion
mit antigenprasentierenden Zellen sind T-Zellen an der Immunantwort nach
Antigenkontakt beteiligt. An ihrer Oberflache wird unter anderem CD2 und CD3
exprimiert. Far die Wechselwirkung von Lymphozyten und
antigenprasentierenden Zellen ist CD2 fir die Zellbindung von entscheidender
Bedeutung. CD3 ist ein Bestandteil des T-Zell-Rezeptors, welcher an HLA-Klasse
I- und lI-Molektile der antigenprasentierenden Zellen bindet.

In unseren Untersuchungen zeigten die Zellen im Vollblut der Nonresponder mit
rhEPO-Therapie und die der Responder ohne rhEPO-Therapie im Vergleich zur
Kontrollgruppe eine signifikant geringere Expression von CD2 und CD3 (p<0,01).
Nach Separierung der PMNZ konnten dagegen keine Gruppenunterschiede
beobachtet werden. Das ist ein Hinweis darauf, dass zwar die absolute Zahl der
CD2- und CD3-positiven Zellen bei Dialysepatienten vermindert ist, nicht aber ihr
Anteil an den Lymphozyten. Auch andere Arbeitsgruppen stellten eine reduzierte
Zahl an CD2- und CD3-positiven Zellen bei Hamodialysepatienten fest (Raska et
al. 1983, Chatenoud et al. 1986, Ueki et al. 1993, Rabb et al. 1994, Moser et al.
2003, Meier et al. 2005). Eine verminderte Expression von CD3 bei
Nonrespondern im Vergleich zu Respondern nach einer Hepatitis B-Impfung von
Hamodialysepatienten fand die Arbeitsgruppe um Stachowski et al. 1994.
Weitere Zelloberflaichenmolekile werden auf T-Zell-Subpopulationen exprimiert.
So ist CD4 ein Korezeptor des T-Zell-Rezeptors fur HLA-Klasse |l restringierte T-
Helferzellen. lhre hauptsachliche Funktion ist die Aktivierung von Makrophagen
und B-Zellen.

CD8 hat ebenfalls eine Funktion als Korezeptor, allerdings fir HLA-Klasse |
restringierte zytotoxische T-Zellen, deren Funktion die Zerstérung infizierter
Zielzellen ist.

So sind T-Zellen sowohl fur die humorale als auch fur die zellvermittelte
Immunantwort von entscheidender Bedeutung.

Wir konnten in unserer Arbeit eine geringere Expression von CD4 in der
Patientengruppe der Nonresponder mit rhEPO-Therapie und der Responder
ohne rhEPO-Therapie im Vergleich zur Kontrollgruppe feststellen (p<0,01). Eine
verminderte Expression von CD4 bei Hamodialysepatienten im Vergleich zur
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Normalbevdlkerung konnten auch andere Studien belegen (Raska et al. 1983,
Chatenoud et al. 1986, Ueki et al. 1993, Rabb et al 1994, Moser et al. 2003,
Meier et al. 2005). Einen signifikanten Unterschied gab es auch innerhalb der
Patientengruppen. Die Zellen der Nonresponder mit rhEPO-Therapie wiesen eine
geringere Expression von CD4 als die Zellen der Respondergruppe (p<0,01) auf.
Das bedeutet, dass eine Verminderung der T-Zellen, insbesondere der T-
Helferzellen, mitverantwortlich sein kann fir die unzureichende Immunantwort
nach einer Hepatitis B-Impfung. Die Ergebnisse der Arbeit von Fanelli et al. 1992
scheinen diese Annahme zu bestitigen. In seiner Untersuchung an
Dialysepatienten war die Zahl der T-Helferzellen bei Nonrespondern verglichen
mit Respondern und einer Kontrollgruppe signifikant verringert.

Die zellulare Expression von CD8 war ohne signifikanten Gruppenunterschied.
Die Gabe von Erythropoietin an der Dialyse hatte auf die Expression von CD2,
CD3, CD4 und CD8 keinen Einfluss.

Eine weitere Differenzierung der T-Helferzellen erfolgt nach Antigenkontakt in
TH1- und TH2-Zellen. Die TH1-Zellen sind fur die zellvermittelte Immunantwort
(z.B. durch Aktivierung von Makrophagen) verantwortlich, wahrend die TH2-
Zellen die B-Lymphozyten zur Sekretion von Immunglobulinen anregen. Es sind
mehrere Faktoren bekannt, welche die Differenzierung in TH1- oder TH2-Zellen
beeinflussen. IL-12, das beispielsweise von antigenprasentierenden Zellen
gebildet wird, fordert TH1-Zellen, wahrend IL-4 von T-Zellen und Mastzellen die
Bildung von TH2-Zellen begtinstigt (Swain et al. 1999, Constant et al. 1997).
Nach einer Untersuchung von Sester et al. 2000 weisen Dialysepatienten eine
Erhéhung der TH1-Zellen bei einer normalen Zahl von TH2-Zellen auf. Diese
Imbalance der T-Zell-Aktivierung war mit einer erhéhten Produktion von IL-12
durch Monozyten verbunden und scheint ein wichtiger Grund fur die mangelnde
humorale Immunantwort bei Dialysepatienten zu sein.

Nach Stimulation mit Pokeweed Mitogen kam es in allen Untersuchungsgruppen
zu einer Proliferation der CD2-, CD3- und CD4-positiven Zellen. Die
Patientengruppe der Nonresponder wies im Vergleich zur Kontrollgruppe jedoch
eine geringere Zunahme der Expression von CD4 nach 72 Stunden auf. Andere
Autoren beschrieben ebenfalls eine verminderte Stimulierbarkeit der T-
Helferzellen von Dialysepatienten durch Mitogene (Dumann et al. 1990, Donati
et al. 1991, Kurz et al. 1986, Ladefoged et al. 1990, Ankersmit et al. 2001).
Insbesondere Nonresponder wiesen eine verminderte Proliferation auf (Meuer et
al. 1987). Dass diese Abweichung wahrscheinlich kein primarer T-Zell-Defekt ist,
sondern nur sekundar aufgrund einer fehlerhaften Kostimulation durch
antigenprasentierende Zellen auftritt, ist in mehreren Arbeiten dokumentiert.
Girndt et al. konnten 1993 zeigen, dass eine Stérung des kostimulatorischen
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Signals B7/CD28 vorliegt. Nach Zugabe von anti-CD28-Antikdrpern kam es in
vitro zur Aufhebung des Proliferationsdefektes der T-Zellen. Dumann et al.
beschriecben 1990 eine gesteigerte Proliferationskapazitat durch IL-2. 2003
vertffentlichten van Riemsdijk et al. eine Untersuchung, in der Lymphozyten in
vitro nach Zugabe von IL-2, IL-15 oder TNF-alpha einen Anstieg ihrer
Proliferationskapazitat zeigten. Nach intramuskularer Gabe von IL-2
beobachteten Meuer et al. 1989 eine deutliche Zunahme der Immunantwort auf
eine Hepatitis B-Impfung.

Das Expressionsmuster der untersuchten Zellen nach in vitro-Stimulation mit
Erythropoietin unterschied sich zwischen den Gruppen nicht. Aus diesem Grund
wurden alle Untersuchungsgruppen zusammengefasst. Nach Zugabe definierter
Erythropoietinkonzentrationen waren Veranderungen im Expressionsmuster von
CD3 und CD4 nachweisbar. Nach 48 Stunden Inkubationszeit war die Expression
von CD3 bei rhEPO 50 und rhEPO 100 im Vergleich zu rhEPO 0 erhdht. Des
Weiteren konnten wir nach 48 Stunden auch eine vermehrte Expression von CD4
bei rhEPO 100 verglichen mit rhEPO 0 beobachten. Das lasst vermuten, dass
Erythropoietin einen stimulierenden Effekt auf die Proliferation von T-
Lymphozyten und T-Helferzellen hat und dieser Effekt vorwiegend bei hdherer
Konzentration auftritt. Ein Anstieg von CD4, CD8 und der CD4/CD8-Ratio nach
einer Behandlung mit rhEPO fanden Kaneko et al. 1993 in ihren
Untersuchungen. Ueki et al. (1993) konnten ebenfalls einen Anstieg der T-
Helferzellen nach Gabe von rhEPO beobachten. Einen Anstieg der T-Zell-
Proliferation bei Hamodialysepatienten (nach Zugabe von Mitogen) unter
Erythropoietin stellte die Arbeitsgruppe von Shurtz-Swirski et al. 1996 fest. Eine
Untersuchung an Pradialysepatienten erbrachte eine Abnahme von CD4 und
CD8 nach Gabe von Erythropoietin (Hannula et al. 2006). Eine Zunahme der
CD4/CD8-Ratio nach Behandlung mit rhEPO beschrieben weitere
Arbeitsgruppen (Pfaffl et al. 1988, Baj et al. 1992, Yorioka et al. 1993, Wiecek et
al. 1995, Trzonkowski et al. 2002). Keine Veranderung der CD4/CD8-Ratio
fanden sowohl William et al. 1998, Tanabe et al. 1994 als auch Huraib et al.
1997. Auch in unseren Untersuchungen war kein Unterschied der CD4/CD8-
Ratio in Abhangigkeit von unterschiedlichen Erythropoietinkonzentrationen
festzustellen. Zu einen Anstieg der Expression des Kostimulationssignals CD28
auf CD8-positiven Zellen nach Gabe von Erythropoietin kam es in einer Arbeit
von Pruchi-Sagiv et al. 2006. Barber et. al (1994) vermuteten, dass Erythropoietin
auf Grund der Ahnlichkeit seines Rezeptors mit dem IL-2-Rezeptor eventuell
einen direkten Einfluss auf T-Lymphozyten austbt. Auch ist es mdglich, dass
rhEPO durch Stimulation der Produktion von IL-2 (Bryl et al. 1999) indirekt die
Proliferation der T-Lymphozyten untersttzt.
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B-Lymphozyten

Die B-Lymphozyten wurden mit den Oberflachenantigenen CD19 und CD20
erfasst. CD19 ist als Bestandteil des B-Zell-Korezeptors fir die Aktivierung der B-
Zelle von Bedeutung. CD20 ist an der Regulation der B-Zellen beteiligt,
vermutlich Gber die Bildung von Kalziumkanalen.

Wir konnten zwischen unseren Untersuchungsgruppen keine Unterschiede
hinsichtlich des B-Lymphozytenanteils im Vollblut nachweisen. Die Gesamtheit
aller untersuchten Dialysepatienten exprimierte jedoch weniger CD19 und CD20
verglichen mit der Kontrollgruppe. Dies bestatigen auch die Untersuchungen von
Fernandez-Fresnedo et al. 2000. Diese Arbeitsgruppe fand bei
Pradialysepatienten und Hamodialysepatienten im Vergleich zur Kontrollgruppe
eine verminderte Zahl von B-Lymphozyten. Weiterhin wiesen diese beiden
Patientengruppen in vitro eine erhéhte Apoptoserate auf, wobei eine Korrelation
mit einer verminderten Bcl-2-Expression auffallt. Weitere Autoren konnten bei
Hamodialysepatienten im Vergleich zu einer Kontrollgruppe eine Verminderung
der B-Lymphozyten nachweisen (Ueki et al. 1993, Moser et al. 2003). Eine
verminderte Zahl von B-Ged&chtnis-Zellen bei niereninsuffizienten Kindern mit
Hamo- oder Peritonealdialyse im Vergleich zu einer Kontrollgruppe beschrieben
Bouts et al. 2004.

Die unterschiedlichen Aktivierungswege der B-Zelle weisen darauf hin, dass es
sich vermutlich nicht um einen primaren B-Zell-Defekt handelt. So kénnen grof3e
polysaccharide Antigene (z.B. Pneumokokken) direkt vom B-Zell-Rezeptor
erkannt werden. Impfungen gegen Pneumokokken fiihren z.B. zu einem
normalen Antikdrperspiegel bei Dialysepatienten (Friedmann et al. 1980, Cosio et
al. 1981). Andere Arbeitsgruppen fanden demgegeniber nach Stimulation mit
Staphylococcus aureus eine geringere B-Zell-Antwort von Dialysepatienten im
Vergleich zu einer gesunden Kontrollgruppe (Raskova et al. 1987 und Gaciong et
al. 1991). In wieweit die direkte Stimulation der B-Zellen durch Antigene bei
Hamodialysepatienten gestort ist, wird zurzeit noch kontrovers diskutiert. Der
zweite Weg zur B-Zell-Aktivierung fuhrt Uber eine Prasentation des Antigens
durch APZ, einer anschlieBenden Aktivierung und Proliferation von TH-Zellen,
welche letztendlich die AK-Produktion der B-Zellen induzieren. Dass ein Defekt
auf diesem Weg (APZ, T-Zelle) zur Aktivierung der B-Zelle zu finden ist, wird
allgemein angenommen.

In den Untersuchungen nach Isolierung der PMNZ traten auch bei den einzelnen
Dialysepatientengruppen Unterschiede auf. So war CD19 in der Gruppe mit AK-
Titer und rhEPO-Behandlung geringer exprimiert als in der Kontrollgruppe. Die
CD20-positiven Zellen waren bei den Patienten mit AK-Titer, ohne rhEPO und
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ohne AK-Titer, mit rhEPO im Vergleich zur Kontrollgruppe vermindert. Zwischen
den Patientengruppen gab es keine Unterschiede. Diese Ergebnisse bestatigen
die Aussage, dass Dialysepatienten im Vergleich zur Kontrollgruppe eine
verminderte Zahl von B-Lymphozyten aufweisen. Dabei scheint es keinen
Einfluss zu haben, ob die Patienten Responder oder Nonresponder sind, bzw. ob
sie Erythropoietin an der Dialyse erhalten. Im Gegensatz dazu fanden Collard et
al. 1990 und Kaneko et al. 1993 eine Verminderung der B-Lymphozyten bei
Dialysepatienten, die Erythropoietin erhielten.

Unter in vitro-Stimulation mit PWM traten keine Gruppenunterschiede beziiglich
der Proliferation auf. Einen Einfluss des Erythropoietin auf die Expression von
CD19 oder CD20 konnte in unseren Untersuchungen nicht nachgewiesen
werden. Auch Steffensen et al. konnten 1996 keinen Einfluss des Erythropoietins
auf die Proliferation von B-Lymphozyten nachweisen. Andere Autoren
beschreiben hingegen einen direkten, stimulierenden Einfluss von Erythropoietin
auf B-Lymphozyten mit einer vermehrten Produktion von Immunglobulinen in
Zellkulturen (Kimata et al. 1991, Schéafer et al. 1992). Eine gesteigerte
Immunglobulinproduktion in vivo bei Hamodialysepatienten nach Gabe von
rhEPO fanden Yorioka et al. 1993 und Wiecek et al. 1995. Es lasst vermuten,
dass Erythropoietin zwar die Immunglobulinproduktion, jedoch nicht die
Proliferation von B-Lymphozyten stimulieren kann. In der Studie von Birmingham
et al. 1996 kam es unter rhEPO-Therapie bei Hamodialysepatienten nach
Vaccination mit Tetanustoxoid zu einem deutlichen Anstieg der Responderrate,
hingegen trat nach Vakzination mit Pneumokokken-Antigen keine Verédnderung
der Responderrate auf. Dieses Ergebnis untermauert, dass Erythropoietin die T-
Zell-abhangige B-Zell-Antwort stimulieren kann.

Monozyten

Monozyten gehdren zu den antigenprasentierenden Zellen. An ihrer Oberflache
exprimieren sie unter anderem CD13 und CD14. Diese cluster of differentiation
wurden zur Identifizierung der Monozyten in unserer Arbeit verwendet. CD13 ist
eine  Zink-Metalloproteinase  (Exopeptidase), deren Aufgabe in der
Antigenprasentation HLA-Klasse llI-gebundener Peptide liegt. Die Reifung und
Differenzierung der Monozyten ist mit einer vermehrten Expression von CD13
verbunden (Laouar et al. 1993). CD14 ist ein Rezeptor fir Lipopolysaccharide
und hat damit die Erkennung von bakteriellen Antigenen zur Aufgabe.

Eine Stérung der Ag-Prasentation und Ag-Erkennung wird als Hauptursache fir
die veranderte Immunantwort von Dialysepatienten diskutiert.
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In vielen Untersuchungen fand sich bei Dialysepatienten im Vergleich zu
Kontrollgruppen eine erhdhte Zahl von Monozyten. Die Zahl der aktivierten
Monozyten war ebenfalls vermehrt (Betz et al. 1988, Girndt et al. 1998, Sester et
al. 2000, Scherberich et al. 2003, Liang et al. 2003, Girndt et al. 2003).
AuRerdem wiesen Dialysepatienten eine Uberproduktion proinflammatorischer
Zytokine wie IL-1 beta, IL-6 und TNF-alpha auf (Schindler et al. 1993, Girndt et
al. 1995, Malaponte et al. 2002, Carracedo et al. 2002). Das lasst den Schluss
zu, dass es durch Uramietoxine sowie den Kontakt mit Fremdmaterial
(Dialysemembranen, Schlauchsysteme) zu einer inflammatorischen Aktivierung
kommt.

Unsere Untersuchungen bestéatigen diese Ergebnisse. So weisen die
Dialysepatienten ohne rhEPO, mit AK-Titer im Vergleich zu den anderen
Gruppen einen deutlich erhéhten Monozytenanteil auf. Die geringste
Monozytenzahl fanden wir in der gesunden Kontrollgruppe. Die
Dialysepatienten, die Erythropoietin an der Dialyse erhielten, hatten nur
geringgradig mehr Monozyten im Vergleich zur Kontrollgruppe. Vermutlich fihrt
Erythropoietin zu einer Normalisierung der Monozytenzahl. In unseren
Untersuchungen traten zwischen den Respondern und Nonrespondern keine
signifikanten Unterschiede der Monozytenzahl auf. Im Gegensatz dazu fanden
Fanelli et al. 1992 bei Dialysepatienten ohne AK-Titer nach Hepatitis B-Impfung
eine deutlich erhéhte Zahl von Monozyten verglichen mit Respondern und einer
gesunden Kontrollgruppe. Dieses Ergebnis bestétigt noch einmal den Verdacht,
dass eine vermehrte Zahl von Monozyten eine wichtige Bedeutung fir die
gestdrte Immunantwort nach einer Hepatitis B-Impfung hat.

In anderen Studien wurde beschrieben, dass Monozyten von gesunden
Probanden den oben genannten Proliferationsdefekt der T-Lymphozyten von
Dialysepatienten aufheben kénnen und auf der anderen Seite Monozyten von
Dialysepatienten die Proliferation und IL-2-Sekretion von T-Zellen gesunder
Probanden reduzieren (Meuer et al. 1987, Tsakolos et al. 1986). Diese
Ergebnisse belegen, dass Monozyten von Dialysepatienten in lhrer Fahigkeit zur
Antigenprasentation eingeschrankt sind. Die Ursache fir die defekte Interaktion
zwischen der APZ und der T-Zelle wird unter anderem in einer Stérung der
Kostimulation des T-Zell-Rezeptors gesehen. So liegt bei Dialysepatienten eine
verminderte Expression des kostimulatorischen Signals B7-2 (CD86) auf
Monozyten vor (Girndt et al. 1993, 2001, Vlassopoulos et al. 2003). Daraus
resultiert eine verminderte Aktivierung von T-Helferzellen.

In unseren in vitro-Untersuchungen an Zellkulturen fanden wir sowohl nach 24
als auch nach 48 Stunden die Zahl der CD13-positiven Zellen nach Zugabe von
rhEPO 50 und rhEPO 100 signifikant vermindert im Vergleich zu rhEPO 0.
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Dieses Ergebnis ist ein Hinweis daflr, dass Erythropoietin auch einen
kurzfristigen Einfluss auf die pathologisch erhéhte Monozytenaktivitat hat.

Die Arbeitsgruppe von Huraib et al. fand 1997 nach einer dreimonatigen
Behandlung mit rhEPO eine Verminderung der zuvor erhdhten
Monozytenaktivitdt bei Dialysepatienten. Im Gegensatz dazu konnten andere
Studien keine Veranderungen der Monozyten nach Gabe von Erythropoietin
nachweisen (Sperschneider et al. 1996, Neumann et al. 1999).

Ob Erythropoietin einen Einfluss auf das kostimulatorische Signal B7-2 ausubt,
ist bisher noch nicht untersucht worden. Das ist ein interessanter Ansatzpunkt fur
weitergehende Arbeiten.

NK-Zellen

NK-Zellen gehéren zum angeborenen Immunsystem. lhre Funktion liegt in der
frihen Phase der Immunabwehr. Die durch eine Virusinfektion induzierte
Produktion von Interferonen und Cytokinen (z.B. IFN-a, IFN-B, TNF-a und IL-12)
fuhrt zu ihrer Aktivierung. NK-Zellen ermdglichen durch Freisetzung zytotoxischer
Granula den programmierten Zelltod (Apoptose) der gebundenen Zielzelle.

Zur Bestimmung der NK-Zellen verwendeten wir den Oberflachenmarker CD16.
Dieser ist ein Bestandteil des niedrigaffinen Fc-Rezeptors und vermittelt die
Phagozytose und die antikbrperabhéangige, zellvermittelte Zytotoxizitat.

In der Literatur finden sich bezlglich der Veranderungen von NK-Zellen bei
Dialysepatienten diskrepante Ergebnisse. Lisza et al. konnten 1998 eine
verminderte Zahl an NK-Zellen bei dialysepflichtigen Patienten, verglichen mit
gesunden Probanden, belegen. Auch Cala et al. wiesen 1990 bei
Dialysepatienten eine Reduktion der Zahl der NK-Zellen und ihrer Aktivitat nach.
Im Gegensatz dazu beschrieben Baj et al. 1992 und Nishimoto et al. 2001 eine
erhdhte Zahl von NK-Zellen bei Dialysepatienten.

Die von uns untersuchten Hamodialysepatienten wiesen im Vergleich zur
Kontrollgruppe keine Unterschiede in der Expression von CD 16 auf. Auch die
Ergebnisse der Arbeitsgruppe von Sennesael et al. 1991 offenbarten keine
signifikanten Abweichungen in der Zahl der NK-Zellen von Dialysepatienten und
einer Kontrollgruppe. In der gleichen Arbeit wurden auch Dialysepatienten mit
und ohne rhEPO-Behandlung verglichen und bezlglich der Anzahl der NK-Zellen
kein Unterschied festgestellt. Diese Aussage konnten auch Steffenson et al.
1996 bestatigen.

In unseren in vitro-Untersuchungen war ebenfalls kein Einfluss des
Erythropoietins auf die Expression von CD16 nachweisbar. Andere Autoren
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hingegen fanden nach einer Therapie mit Erythropoietin Veranderungen in der
Anzahl der NK-Zellen. So konnten Baj et al. 1992, Kaneko et al. 1993 und Huraib
et al. 1997 eine Verminderung der NK-Zellen nach Erythropoietingabe
nachweisen. Im Gegensatz dazu beschrieben Collard et al. 1990 und Yorioka et
al. 1993 eine Zunahme der NK-Zellen nach Erythropoietingabe. Ursachlich fur
diese vollig unterschiedlichen Ergebnisse kdénnen zum einen die geringen
Fallzahlen der einzelnen Studien sein, zum anderen mussen auch weitere
immunmodulatorische Einflisse berlcksichtigt werden (z.B. Eisenhaushalt,
Vitamin D).

Aktivierungsmarker (HLA-DR, CD25, CD26 und CD69)

Aktivierungsmarker sind Zelloberflachenmolekile, die einen Hinweis auf die
Zellaktivierung nach Stimulation geben.

HLA-DR:

HLA-DR ist ein transmembrandses Glykoprotein und stellt eine der 3 Formen
(HLA-DR, -DQ und —DP) der MHC-Klasse Il dar. Seine Expression ist Ausdruck
einer Zellaktivierung. Exprimiert wird dieses Antigen auf B- und T-Lymphozyten,
Monozyten, Makrophagen und dendritischen Zellen.

Wir bestimmten die Expression auf PMNZ, T-Lymphozyten und B-Lymphozyten.
Die Dialysepatienten, die Erythropoietin an der Dialyse erhielten, hatten im
Vergleich zur Kontrollgruppe eine verminderte Zahl von HLA-DR positiven B-
Lymphozyten. Die Expression von HLA-DR auf anderen Zellen sowie Vergleiche
zwischen den Patientengruppen erbrachten keine signifikanten Unterschiede. Im
Gegensatz dazu beschrieben Ueki et al. 1993 eine vermehrte Expression von
HLA-DR auf T-Lymphozyten von Dialysepatienten im Vergleich zu einer
Kontrollgruppe. In der gleichen Arbeit wurde nach langerfristiger Gabe von
Erythropoietin eine Abnahme der zuvor erhéhten HLA-DR-Expression auf T-
Lymphozyten bei Dialysepatienten beobachtet.

Wir konnten einen kurzfristigen Effekt des Erythropoietin auf HLA-DR
nachweisen. Wir fanden sowohl nach 24 Stunden als auch nach 48 Stunden eine
Verminderung der HLA-DR-Oberflachendichte auf PMNZ und T-Lymphozyten
nach Inkubation mit Erythropoietin. Die Expressionsabnahme korrelierte mit der
zugegebenen  Erythropoietinkonzentration. Diese Beobachtung scheint zu
belegen, dass Erythropoietin die durch die Dialysetherapie vorbestehende
Zellaktivierung korrigieren kann, und zwar konzentrationsabhangig. Im
Gegensatz dazu beschrieben Kaneko et al. 1993 und Tanabe et al. 1994 eine
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Zunahme der HLA-DR-Expression auf T-Lymphozyten von Dialysepatienten, die
mit Erythropoietin behandelt werden. Diese Ergebnisse flihren andererseits zu
dem Schluss, dass Erythropoietin zu einer Aktivierung von T-Lymphozyten fihrt.

CD25:

Es handelt sich bei CD25 um einen Aktivierungsmarker fir T-Lymphozyten,
welcher der a-Kette des Interleukin-2-Rezeptors entspricht. Interleukin-2 ist ein
Wachstumsfaktor fur T-Zellen. Der Zelloberflachenmarker wird exprimiert, wenn
die Zelle durch ein Antigen stimuliert wurde. Zum Teil ist dieses Molekll auch auf
der Zelloberflache aktivierter B-Lymphozyten und aktivierter Monozyten zu
finden.

Neuere Untersuchungen belegen, dass CD25 auch auf einer nicht aktivierten
Subpopulation von T-Helferzellen exprimiert wird. Diese so genannten TR1-
Zellen (regulatorische T-Zellen) sind in der Lage, die antigeninduzierte
Aktivierung anderer CD4-positiver Zellen zu unterdricken und sind damit
entscheidend fir eine kontrollierte Immunantwort verantwortlich. Diese
Zellpopulation zeichnet sich durch ihre Heterogenitat aus. Es finden sich CD25-
positive und CD25-negative regulatorische Zellen in dieser Gruppe. Als weitere
aktivierungsunabhangige Oberflachenmerkmale konnten das Neuropilin-1
(Bruder et al. 2004) und das Integrin-a4B7 (Stassen et al. 2004) identifiziert
werden. Beim Fehlen dieser Zellen kommt es zu einer Uberreaktion des
Immunsystems, wie es unter anderem fir die rheumatoide Arthritis (Frey et al.
2005), die Multiple Sklerose (Lutton et al. 2004) und den Diabetes mellitus Typ |
(Lindley et al. 2005) belegt ist. Ob bei Dialysepatienten ebenfalls eine Alteration
der TR1-Zellen vorliegt, ist bisher noch nicht weiter untersucht, aber ein
interessanter Ansatzpunkt fur kiinftige Forschungen.

Im Vergleich zu gesunden Kontrollpersonen weisen sowohl Pradialysepatienten,
Hamodialysepatienten als auch Peritonealdialysepatienten eine erhohte Zahl
CD25-positiver T-Zellen auf (Brinkkoetter et al. 2005). Auch andere
Arbeitsgruppen beschrieben die vermehrte Expression dieses
Aktivierungsmarkers auf T-Lymphozyten von Dialysepatienten im Vergleich zu
einer gesunden Kontrollgruppe (Meuer et al. 1987, Langhoff et al. 1987, Beaurain
et al. 1989, Dumann et al. 1990, Meier et al. 2000, Meier et al. 2005). Unsere
Untersuchungen ergaben im Gegensatz dazu keine Unterschiede zwischen den
Patientengruppen und der gesunden Kontrollgruppe. Indessen ist beim Vergleich
der Patientengruppen untereinander bei den Nonrespondern eine verminderte
Expression von CD25 im Vergleich zu den Respondern nachweisbar. Das kénnte
bedeuten, dass die T-Zellen der Nonresponder einen geringeren Anteil aktivierter
Zellen aufweisen als die der Responder. Da die Aktivierungsmarker HLA-DR und
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CD69 bei den Nonrespondern nicht vermindert sind, muss man eher davon
Ausgehen, dass es sich um regulatorische CD25-positive T-Zellen handelt. Auch
in einer Arbeit von Goncalves et al. 2004 war die Expression von CD25 bei
Nonrespondern im Vergleich zu Respondern verringert. Im Unterschied dazu
beschrieben Dumann et al. 1990 eine vermehrte Expression des IL-2-Rezeptors
bei Nonrespondern verbunden mit einer Verminderung des T-Zell-
Wachstumsfaktors IL-2. Shu et al. und Meier et al. konnten 1998 bzw. 2005
nachweisen, dass losliche IL-2-Rezeptoren bei Dialysepatienten im Vergleich zur
Kontrollgruppe vermehrt freigesetzt werden. Man kann nun vermuten, dass die
gesteigerte Rezeptorexpression eine Folge erhéhter IL-2-Verluste, z.B. durch
Adsorption, ist oder diese Zellen durch den haufigen Antigenkontakt (z.B.
Dialysator) praaktiviert sind. In einer Arbeit von Kdhler et al. 1988 konnte nach
lokaler IL-2-Gabe ein Anstieg der Immunantwort nach einer Hepatitis B-
Vakzination beobachtet werden. Dagegen beschrieb die Arbeitsgruppe von
Jungers et al. 1995 keine Veranderung der Impfansprechrate nach lokaler IL-2-
Gabe. Inwieweit ein Mangel an IL-2 malRgeblich an der verminderten
Responderrate bei Dialysepatienten beteiligt ist, lasst sich aus diesen
Ergebnissen noch nicht abschlieRend sagen.

In unserem in vitro-Untersuchungsmodell war die Expression von CD25 auf
PMNZ nach 24 Stunden bei rhEPO 100 im Vergleich zu rhEPO 0 vermindert. Zu
ahnlichen Ergebnissen kamen auch Tanabe et al. 1994. Diese Arbeitsgruppe
konnte unter der Therapie mit Erythropoietin bei Peritonealdialysepatienten eine
Abnahme und Normalisierung der Expression von CD25 auf T-Lymphozyten
nachweisen. Sennesael et al. (1995) stellten ebenfalls eine Abnahme der
l6slichen IL-2-Rezeptoren nach einer Therapie mit Erythropoietin fest. Diese
Ergebnisse scheinen zu bestatigen, dass Erythropoietin einen inhibierenden
Einfluss auf aktivierte Zellen hat. Nach Stimulation mit PHA wiesen T-Zellen von
Dialysepatienten im Vergleich zur Kontrollgruppe eine geringere Zunahme der
Expression von CD25 auf T-Lymphozyten auf (Meier et al. 2005). In unseren
Untersuchungen konnte nach Stimulation mit PWM in der Gruppe der
Nonresponder im Vergleich zur Kontrollgruppe eine geringere Zunahme der
Expression von CD25 nach 24 und 48 Stunden beobachtet werden. Daraus kann
man schlussfolgern, dass die Fahigkeit zur adaquaten T-Zell-Aktivierung bei
diesen Patienten eingeschrankt ist. Weiterhin lasst sich daraus eine mdgliche
Ursache der geringeren Impfansprechrate nach einer Hepatitis B-Impfung
ableiten.
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CD26:

CD26, auch als Dipeptidyl-pepdidase IV bezeichnet, ist ein membranstandiges
Glykoprotein. Es inaktiviert als Protease regulatorische Proteine und ist zum
anderen ein Bindungsprotein. Es wird auf aktivierten B- und T-Lymphozyten, NK-
Zellen sowie Makrophagen exprimiert. Zu den Aufgaben zéhlen Zelladhasion,
Zellbewegung und Kostimulation im Rahmen der T-Zell-Aktivierung.
Insbesondere T-Gedéachtniszellen weisen eine hohe Expressionsdichte auf.
CD26-positive  T-Lymphozyten foérdern TH1-Zellen durch Sekretion von
Interferon-Gamma und IL-2. Bezuglich der Niereninsuffizienz ist dieser
Oberflachenmarker bisher wenig erforscht.

In unseren Untersuchungen war die Expression von CD26 auf PMNZ und T-
Lymphozyten in der Gruppe der Nonresponder im Vergleich zu den Respondern
und der Kontrollgruppe signifikant vermindert.

Nach spezifischer Hemmung von CD26 konnte in vitro eine Reduktion der T-Zell-
Proliferation, eine geringere Sekretion von IL-2 und IFN-y und eine verminderte
Antikdrperproduktion nachgewiesen werden (Kubota et al. 1992, Reinhold et al.
1997, Reinhold et al. 2006). Ob Uramietoxine bei Dialysepatienten
mdglicherweise durch einen ahnlichen Mechanismus zu einer verminderten
Expression von CD26 fihren, konnte ein Ansatzpunkt weitergehender
Untersuchungen sein. In einer Arbeit von Nakao et al. 2002 wurden l6sliche
CD26-Serumspiegel  von  Dialysepatienten  und  nichtdialysepflichtigen
niereninsuffizienten Patienten gemessen. Die bestimmten Serumspiegel waren
dabei in der Dialysegruppe niedriger als in der Vergleichsgruppe. Aus diesen
Ergebnissen lasst sich schlussfolgern, dass die Sekretion von IL-2 durch T-
Lymphozyten von Dialysepatienten und insbesondere Nonrespondern vermindert
ist. Eine mogliche Folge davon wére eine Imbalance der TH1- und TH2-Zellen zu
Gunsten der TH2-Zellen. Dies steht aber im Gegensatz zu anderen
Untersuchungen, in denen Dialysepatienten eine erhéhte Zahl an TH1-Zellen
aufwiesen (Sester et al. 2000). Zur weiteren Klarung sollten Untersuchungen an
einem groReren Patientenkollektiv erfolgen. In Anbetracht der Funktion der TH1-
und TH2-Zellen ist eher ein Uberwiegen der TH1-Zellen bei Dialysepatienten
anzunehmen.

Unsere in vitro-Ergebnisse konnten keine signifikanten Unterschiede in
Abhangigkeit wvon der rhEPO-Gabe belegen. Auch traten Kkeine
Gruppenunterschiede hinsichtlich der Proliferation nach Stimulation mit PWM auf.
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CD69:

CD69 ist ein frihes Aktivierungsantigen, welches schon 2 Stunden nach
Stimulation auf aktivierten T- und B-Lymphozyten, NK-Zellen sowie Makrophagen
nachweisbar ist.

In unseren Untersuchungen konnte zwischen den Untersuchungsgruppen kein
Unterschied beziglich der Expression von CD69 auf PMNZ, T- oder B-
Lymphozyten festgestellt werden. Im Gegensatz dazu findet sich in der Literatur
bei Dialysepatienten im Vergleich zu nichtdialysepflichtigen niereninsuffizienten
Patienten sowie gesunden Probanden eine vermehrte Expression von CD69 auf
T-Lymphozyten (Meier et al. 2000, Meier et al. 2002, Meier et al. 2005). Dieses
Ergebnis ist ebenfalls ein Hinweis auf eine Praaktivierung der T-Lymphozyten
von Dialysepatienten. Goncalves et al. (2004) beobachten nach einer Hepatitis B-
Impfung eine verminderte Expression von CD69 im Vergleich von
Nonrespondern und Respondern. Daraus lasst sich mdglicherweise
schlussfolgern, dass bei den T-Lymphozyten von Nonrespondern nach
Antigenkontakt eine Einschrankung der Aktivierung vorliegt.

In unseren Zellkulturen fanden wir nach 24 Stunden Inkubation mit rhEPO 100
eine verminderte Expression von CD69 auf PMNZ und T-Lymphozyten. Auch auf
diesen Aktivierungsmarker scheint Erythropoietin inhibierend zu wirken. Es gibt
bisher keine Arbeiten, die sich mit dem Einfluss von Erythropoietin auf CD69
auseinandersetzen.
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6. Zusammenfassung

Dialysepatienten weisen eine Reihe von Stérungen physiologischer Ablaufe auf.
Insbesondere Alterationen des Immunsystems mit der Folge einer erhéhten
Infektanfalligkeit sowie einer verminderten Impfansprechrate sind sowohl flr den
einzelnen Patienten als auch gesundheitsékonomisch von grof3ter Bedeutung. In
den neunziger Jahren zeigten mehrere Studien, dass Erythropoietin, welches zur
Therapie der renalen Anamie eingesetzt wird, eine immunmodulatorische Potenz
besitzt.

Ziel der vorliegenden Arbeit war es, den Einfluss von rekombinantem
Erythropoietin auf die Expression von ausgewahlten Oberflichenmarkern
peripherer mononuklearer Zellen von Hamodialysepatienten zu untersuchen.

Wir unterschieden vier Patientengruppen und eine gesunde Kontrollgruppe.
Anhand des Impferfolges nach einer Hepatitis B-Impfung teilten wir die
Hamodialysepatienten in Responder und Nonresponder ein. Ein weiteres
Differenzierungsmerkmal war die therapeutische Gabe von Erythropoietin an der
Dialyse.

Wir untersuchten das Expressionsmuster bestimmter Oberflachenmerkmale auf
PMNZ der verschiedenen  Untersuchungsgruppen mit Hilfe  der
Durchflusszytometrie. AnschlieBend wurden die Zellen Uber 24, 48 und 72
Stunden mit rhEPO inkubiert und nachfolgend die ausgewahlten
Oberflachenmarker mittels Durchflusszytometer bestimmit.

In allen Patientengruppen war im Vergleich zur Kontrollgruppe eine signifikante
Erhéhung der Leukozytenzahl, verbunden mit einem Anstieg der Granulozyten
und einer Verminderung der Lymphozyten, nachweisbar. Weiterhin fiel bei den
Hamodialysepatienten eine signifikante Verminderung der B-Lymphozytenmarker
CD19 und CD20 sowie des Aktivierungsmarkers HLA-DR auf B-Lymphozyten
auf. Moglicherweise flhrt eine erhdhte Apoptose bei Dialysepatienten zu dieser
B-Lymphopenie.

In der Patientengruppe mit rhEPO-Therapie und ohne AK-Titer (Nonresponder)
hatten die PMNZ eine signifikant geringere Expression von CD3, CD4, CD25 und
CD26 im Vergleich zur Kontrollgruppe, beziehungsweise zur Patientengruppe mit
rhEPO-Therapie und einem positiven AK-Titer (Responder). Auf den T-
Lymphozyten war der Aktivierungsmarker CD26 vermindert. Nach in vitro-
Stimulation mit PWM fiel eine geringere Zunahme der Expression von CD4 und
CD25 im Vergleich zu den Probanden auf. Aus diesen Ergebnissen leiteten wir
eine Stérung der T-Zellabhdngigen Immunreaktion in der Gruppe der
Nonresponder ab.
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Die Patienten ohne rh-EPO, mit einem positiven AK-Titer hatten ebenfalls eine
verminderte Expression von CD3 und CD4 im Vergleich zur Kontrollgruppe.
Auffallig war eine hochsignifikant vermehrte Expression von CD13 im Vergleich
zu den Probanden und der Patientengruppe mit rh-EPO und mit AK-Titer.
Mdglicherweise kann Erythropoietin diese gesteigerte Expression wieder
normalisieren.

Die Ergebnisse der in vitro-Untersuchungen weisen auf eine immunmodulierende
Wirkung des Erythropoietins hin. Nach 48 Stunden Inkubation mit Erythropoietin
kam es zu einer vermehrten Expression von CD3 und CD4, was einer
Proliferation von T-Lymphozyten und T-Helferzellen entspricht. Die Expression
von CD13 nahm mit steigender Erythropoietinkonzentration nach 24 und 48
Stunden kontinuierlich ab. Eine &ahnliche Beobachtung war ebenfalls bei den
Aktivierungsmarkern HLA-DR auf PMNZ und HLA-DR auf T-Lymphozyten zu
beobachten. Auch diese beiden Oberflachenantigene wiesen mit steigender
Erythropoietinkonzentration eine Abnahme der Expression nach 24 und 48
Stunden auf. Dass CD13, wie oben beschrieben, bei den Dialysepatienten ohne
rhEPO-Therapie deutlich starker exprimiert wird, weist neben der kurzfristigen,
auch auf eine langfristige suppressive Wirkung von Erythropoietin auf diesen
Marker hin.

Weitere Aktivierungsmarker (CD25 auf PMNZ, CD69 auf PMNZ und CD69 auf T-
Lymphozyten) werden in ihrer Expression durch Erythropoietin gehemmt.
Insgesamt lassen unsere Ergebnisse die Schlussfolgerung zu, dass
Erythropoietin eine modulierende Wirkung an verschiedenen Zellen des
Immunsystems ausibt. Der suppressive Effekt von rhEPO auf HLA-DR und
CD13 weist eine eindeutige Konzentrationsabhangigkeit auf und ist statistisch gut
untermauert. Diese Beobachtung gibt Hinweise auf einen antiinflammatorischen
Effekt von Erythropoietin. Die Uberaktivierung der Monozyten von
Hamodialysepatienten, mit der Folge einer ,Erschépfung” dieser Zellen und den
beschriebenen Stérungen der Antigenprasentation und der lymphozytéren
Abwehr, kann mdglicherweise durch die Gabe von Erythropoietin normalisiert
werden. Beziglich dieser Oberflachenmarker konnten weitergehende
Untersuchungen interessante Ergebnisse offenbaren.
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7. Tabellen-Anhang:

Differentialblutbild:

Tabelle 2: Differentialblutbilder der Patientengruppen und der gesunden
Probanden zu Studienbeginn (Mittelwert + Standardabweichung).
Pat. mit AK, | Pat. mit AK, | Pat. ohne AK, | Gesunde
mit EPO ohne EPO mit EPO Probanden
Leukozyten 8,1+25 78121 7,7+1,0 6,1+1,3
(Gpt/l)
Lymphozyten 254+7,3 20,0+£7,0 19,4+6,3 39,9+7,4
(%)
Monozyten 47+19 46+1,0 47+1,1 48+1,8
(%)
Granulozyten 69,9+£8,6 754+7,4 76,0+ 6,8 55,1+7,7

(%0)
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Immunphéanotypisierung:

Tabelle 3: Absoluter Anteil der untersuchten Zellpopulationen (Zellen/ul) und der

CD4/CD8-Ratio im Vollblut der Patientengruppen und der gesunden Probanden

(Mittelwert £ Standardabweichung).

Pat. mit AK, | Pat. mit AK, Pat. ohne Gesunde
(Zellen/ul) mit EPO ohne EPO | AK, mit EPO | Probanden
CD2 auf PMNZ 1449 +443 | 1071 +352 | 1051+480 | 1730 £776
CD3 auf PMNZ 1241 + 365 990 + 357 868 + 452 1451 + 694
CD4 auf PMNZ 813 + 318 625 + 339 481 +176 939 +£493
CD8 auf PMNZ 480 + 170 394 + 164 413 + 327 556 + 281
CD4/CD8-Ratio 1,92+1,01 | 1,79+0,71 | 1,71+1,27 | 1,78+0,80
CD19 auf PMNZ 77 £55 58 +43 88 +101 155 + 145
CD20 auf PMNZ 105 + 64 77 £59 84 +83 174+ 170
CD14 auf PMNZ 418 + 210 356 + 115 411 +£104 361 +163
CD13 auf PMNZ 511 + 240 500 +163 527 + 203 471+ 206
CD16 auf PMNZ 110+ 112 141 + 124 82 +125 104 + 156
HLA-DR auf PMNZ 829 + 264 696 + 224 828 + 313 814 + 318
HLA-DR auf T-Zellen 168 +104 128 +90 203 £ 211 197 £122
HLA-DR auf B-Zellen 60 + 50 40 + 33 62 + 81 126 +126
CD25 auf PMNZ 545 + 297 390 + 106 310+174 469 +371
CD25 auf T-Zellen 363 + 199 237 £ 83 160 £ 75 319 + 284
CD26 auf PMNZ 899 + 407 743 + 323 533 +£182 949 +523
CD26 auf T-Zellen 684 + 330 551 + 269 363 + 144 790 +490
CD69 auf PMNZ 305+179 255 + 235 243 +138 354 +230
CD69 auf T-Zellen 105 + 68 66 + 38 68 + 30 92 +58
CD69 auf B-Zellen 28 +20 20+31 14 +18 35+35




Nach Separation der PMNZ:

Tabelle 4: Relativer Anteil der untersuchten Zellpopulationen (%) und der

CD4/CD8-Ratio nach Separation der PMNZ der Patientengruppen und der

gesunden Probanden (Mittelwert + Standardabweichung).

Pat. mit AK, | Pat. mit AK, Pat. ohne Gesunde

(%) mit EPO ohne EPO | AK, mit EPO | Probanden
CD2 auf PMNZ 81+6 75+7 74 +12 777
CD3 auf PMNZ 73+8 70+9 64 + 14 65+9
CD4 auf PMNZ 42 +15 37+8 33+8 38+12
CD8 auf PMNZ 30+9 29+7 30+13 27 +9
CD4/CD8-Ratio 1,65+099 | 1,33+£0,38 | 1,34+£0,78 | 1,68+0,92
CD19 auf PMNZ 5+£2 4+2 5+4 7+3
CD20 auf PMNZ 543 3x1 32 7+4
CD14 auf PMNZ 0x1 34 0+0 0x1
CD13 auf PMNZ 3+2 814 5+3 3x1
CD16 auf PMNZ 12+5 11+7 17 £10 19+11
HLA-DR auf PMNZ 19+7 22+8 19+7 19+7
HLA-DR auf T-Zellen 85 84 108 8+8
HLA-DR auf B-Zellen 4+2 4+2 33 7+3
CD25 auf PMNZ 18 +13 18+9 17+7 15+7
CD25 auf T-Zellen 14 +12 135 103 12+7
CD26 auf PMNZ 53+15 51+14 39+10 46 +9
CD26 auf T-Zellen 51+15 47 £13 36 +10 43 +9
CD69 auf PMNZ 8+6 10+6 77 6+4
CD69 auf T-Zellen 53 312 32 312
CD69 auf B-Zellen 1+1 1+1 0+1 00
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Einfluss von rhEPO nach Inkubation der PMNZ:

Tabelle 5: Relativer Anteil der untersuchten Zellpopulationen (%) sowie der
CD4/CD8-Ratio in Abhangigkeit von der rhEPO-Dosis und der Inkubationszeit
(Mittelwerte + Standardabweichung)

CD2 auf PMNZ (%)

Ausgangswert 77 £ 9

rhEPO (IE) rhEPO 0 rhEPO 5 rhEPO 50 | rhEPO 100
24h 8310 82+10 82+11 82+10
48h 85+11 85+12 85+11 85+11
72h 87+14 87 +12 87 +11 86 +12
CD3 auf PMNZ (%) Ausgangswert 67 + 12

rhEPO (IE) rhEPO 0 rhEPO 5 rhEPO 50 | rhEPO 100
24h 70+12 70+12 71+12 70+12
48h 74 +14 74 +14 75+14 75+13
72h 76 £ 15 76 £ 15 77 +14 76 +£14
CD4 auf PMNZ (%) Ausgangswert 37 + 13

rhEPO (IE) rhEPO 0 rhEPO 5 rhEPO 50 | rhEPO 100
24h 45+ 12 44 + 12 45+ 12 44 +12
48h 47 + 14 49 + 14 48 + 14 49 +13
72h 51+14 52 +14 51+13 52 +13
CD8 auf PMNZ (%) Ausgangswert 29 £ 9

rhEPO (IE) rhEPO 0 rhEPO 5 rhEPO 50 | rhEPO 100
24h 27 +10 27 +10 27 +11 27 +11
48h 27 +£12 27 +11 28 +12 27 +12
72h 27 +11 26 +11 27 +11 26 +11
CD4/CD8-Ratio Ausgangswert 1,5+ 0,9

rhEPO (IE) rhEPO 0 rhEPO 5 rhEPO 50 | rhEPO 100
24h 200+1,14 | 2,02+1,18 | 2,01+1,19 | 2,05+1,24
48h 216+1,33 | 2,22+1,37 | 2,18+1,42 | 2,25+1,36
72h 229+144 | 2,39+1,36 | 2,37+1,43 | 2,40+1,37
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Tabelle 6: Relativer Anteil der untersuchten Zellpopulationen (%) in Abhéngigkeit

von der rhEPO-Dosis und der Inkubationszeit (Mittelwerte + Standardabweichung)

CD19 auf PMNZ (%)

Ausgangswert 6 + 4

rhEPO (IE) rhEPO 0 rhEPO 5 rhEPO 50 | rhEPO 100
24h 5+6 6+6 5+6 5+6
48h 67 67 5+7 5+7
72h 67 5+6 5+7 67
CD20 auf PMNZ (%) Ausgangswert 5 + 4

rhEPO (IE) rhEPO O rhEPO 5 rhEPO 50 | rhEPO 100
24h 87 87 87 7+5
48h 6+7 6+8 6+7 67
72h 6+8 6+8 6+7 6+7
CD13 auf PMNZ (%) Ausgangswert 4 + 3

rhEPO (IE) rhEPO 0 rhEPO 5 rhEPO 50 | rhEPO 100
24h 9+6 9+6 8+5 87
48h 7+6 77 7+5 6+6
72h 4+3 4+4 4+4 4+4
CD14 auf PMNZ (%) Ausgangswert 1 + 2

rhEPO (IE) rhEPO O rhEPO 5 rhEPO 50 | rhEPO 100
24h 00 00 00 00
48h 00 00 00 00
72h 0+1 00 00 00
CD16 auf PMNZ (%) Ausgangswert 15+ 9

rhEPO (IE) rhEPO 0 rhEPO 5 rhEPO 50 | rhEPO 100
24h 107 107 9+6 9+7
48h 87 9+8 87 87
72h 8+6 87 7+6 87
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Tabelle 7: Relativer Anteil der untersuchten Zellpopulationen (%) in Abhéngigkeit

von der rhEPO-Dosis und der Inkubationszeit (Mittelwerte + Standardabweichung)

HLA-DR auf PMNZ (%)

Ausgangswert 20 £ 7

rhEPO (IE) rhEPO 0 rhEPO 5 rhEPO 50 | rhEPO 100
24h 43 +14 41+ 14 40 + 14 38+14
48h 41 +15 40 + 15 39+14 38+14
72h 35+14 34+15 33+14 3315
HLA-DR auf T-Zellen (%) Ausgangswert 9 + 7

rhEPO (IE) rhEPO 0 rhEPO 5 rhEPO 50 | rhEPO 100
24h 33x14 31+14 30+14 29+13
48h 3315 32+13 32+14 31+14
72h 29+15 28 +£15 27 +£14 2715
HLA-DR auf B-Zellen (%) Ausgangswert 5 + 4

rhEPO (IE) rhEPO 0 rhEPO 5 rhEPO 50 | rhEPO 100
24h 35 35 3+5 35
48h 4+7 4+6 3+6 3+6
72h 35 3+4 3+4 24
CD25 auf PMNZ (%) Ausgangswert 17 + 10

rhEPO (IE) rhEPO 0 rhEPO 5 rhEPO 50 | rhEPO 100
24h 26+9 26+9 26 +9 25+9
48h 22+7 21+7 21 +7 21+7
72h 22+7 22+7 22 +8 217
CD25 auf T-Zellen (%) Ausgangswert 12 £+ 8

rhEPO (IE) rhEPO 0 rhEPO 5 rhEPO 50 | rhEPO 100
24h 13+7 13+7 13+7 12+7
48h 11+5 11+5 11+5 10+£5
72h 11+5 12+6 12+5 11+5

58




Tabelle 8: Relativer Anteil der untersuchten Zellpopulationen (%) in Abhéngigkeit

von der rhEPO-Dosis und der Inkubationszeit (Mittelwerte + Standardabweichung)

CD26 auf PMNZ (%)

Ausgangswert 47 + 13

rhEPO (IE) rhEPO 0 rhEPO 5 rhEPO 50 | rhEPO 100
24h 56 + 14 55+13 56 + 14 56 + 13
48h 62+ 14 61+14 63 +14 62 + 15
72h 65+ 16 64 + 15 66 + 15 64 + 15
CD26 auf T-Zellen (%) Ausgangswert 44 + 13

rhEPO (IE) rhEPO O rhEPO 5 rhEPO 50 | rhEPO 100
24h 51+13 50 +£13 51+14 51+14
48h 55+16 55+15 57 +15 56 + 15
72h 59 +16 59 +15 60 £ 15 58 + 15
CD69 auf PMNZ (%) Ausgangswert 8 + 6

rhEPO (IE) rhEPO 0 rhEPO 5 rhEPO 50 | rhEPO 100
24h 44 + 10 44 +11 43 +11 42 +11
48h 40 + 10 39+11 3810 38+11
72h 36+11 37+12 36+11 36+11
CD69 auf T-Zellen (%) Ausgangswert 4 + 3

rhEPO (IE) rhEPO 0 rhEPO 5 rhEPO 50 | rhEPO 100
24h 209 19+10 209 18+9
48h 19+10 18 £10 18 £10 18 £10
72h 18 £10 18 £10 18+9 18+9
CD69 auf B-Zellen (%) Ausgangswert 1 £ 1

rhEPO (IE) rhEPO 0 rhEPO 5 rhEPO 50 | rhEPO 100
24h 74 74 8+5 74
48h 74 6+4 74 6+4
72h 6+4 6+4 6+4 6+4
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Einfluss von PWM auf ausgewahlte Oberflachenmarker von PMNZ:

Tabelle 9: Relativer Anteil der CD4 und CD25-positiven PMNZ (%) der
Patientengruppen und der gesunden Probanden nach Stimulation mit PWM

(Mittelwerte + Standardabweichung)

Pat. mit AK, Pat. mit AK, | Pat. ohne AK, Gesunde
mit EPO ohne EPO mit EPO Probanden

CD4 auf PMNZ (%)
Ausgangswert 42 +15 378 338 38+12
24h 50+12 46 + 8 38+9 46 +9
48h 53+13 50+8 39+11 50+ 12
72h 56 +13 49 +12 43 £10 56 +11
CD25 auf PMNZ (%)
Ausgangswert 18 £13 18+9 177 15+7
24h 29+12 23+5 21+7 28+9
48h 21+8 21+6 18+6 237
72h 22 +5 21+9 21+8 21 +7
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