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Referat

Mehrere Studien haben gezeigt, dass Patienten mit chronischer Niereninsuffizienz, welche
dauerhaft dialysiert werden, ein hoheres kardiovaskuléres Risiko als die Allgemeinbevdlkerung
aufweisen. Einer der Griinde daftr ist die mangelnde Elimination proinflammatorischer
Zytokine und die Anhdufung bestimmter Monozytensubpopulationen (Mo2). Das Ziel dieser
Arbeit ist zu untersuchen, ob die grof3porigere High-Cut-off Dialysemembran (HCO 1100 Firma
Gambro) in der Lage ist, bestimmte proinflammatorische Zytokine besser herauszufiltern als
eine konventionelle High-Flux Dialysemembran (Polyflux 11s Firma Gambro). VVor allem ob
sie in der Lage ist, die Anzahl der Gesamtmonozyten, deren Subpopulationen oder deren ACE-
Besatz zu verandern. Des Weiteren soll gepriift werden, ob der Einsatz dieser Membran, in
Bezug auf die Albuminverluste, bei chronischen Dialysepatienten unbedenklich ist. In einer
zweiarmigen, doppelblind randomisierten Crossover-Studie wurden innerhalb eines Zeitraumes
von uber 8 Monaten 19 Patienten in die Studie eingeschlossen, wovon 17 Patienten vollstandig
ausgewertet werden konnten.

Diese wurden jeweils 2 Wochen mit einer High-Flux Membran und 2 Wochen mit der HCO
1100 Membran dialysiert und entsprechend nachbeobachtet.

Es wurden in bestimmten Abstédnden im Plasma die Zytokine CRP, IL-1, IL-6, IL-10, TNF-
alpha, weitere paraklinische Parameter, sowie die Monozytensubpopulationen (Mol, Mo2,
Mo3) und deren ACE-Expressionen bestimmt.

Es konnte weder ein signifikanter Effekt auf die Zytokine noch auf die
Monozytensubpopulationen Mo2 und Mo3 und deren ACE-Besatz nachgewiesen werden. Ein
wahrscheinlich reaktiver Anstieg der Absolutzahlen der Mol Subpopulation nach Behandlung
mit der HCO-Membran weist auf magliche Effekte hin.

Es zeigte sich eine signifikante Verminderung der Serumalbuminkonzentration durch die HCO-
Membran, die allerdings nicht substitutionspflichtig wurde. Ein tendenzieller Anstieg der
Cholinesterase wies auf die gesteigerte Albuminsyntheseleistung der Leber hin. Bis auf ein
gehauftes Auftreten von Schwindel und Hypotonie zeigte die HCO-Membran eine gute
Vertraglichkeit.

Die Ergebnisse dieser Pilotstudie rechtfertigen die Weiterentwicklung selektiverer Dialysatoren
sowie weitere langere und gréRere Studien, wobei mdglicherweise eine signifikante Senkung

der Inflammationsparameter erreicht werden kann.

Neugebauer, Felix: Der Einfluss der neuen HCO-1100 Dialysemembran auf das kardiovaskulare
Entziindungsgeschehen bei Dialysepatienten mit CRP Erhéhung.
Halle (Saale), Univ., Med. Fak., Diss., 77 Seiten, 2013.
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1. Einleitung
1.1 Definition und Stadieneinteilung der chronischen Niereninsuffizienz

Die chronische Nierenerkrankung wird laut den KDIGO-Leitlinien 2012 als abnorme Struktur-
oder Funktionsveranderung der Nieren, die Uber 3 Monate anhélt, definiert. Einer der folgenden
Fakten muss definitionsgemé&l > 3 Monate fir eine chronische Nierenerkrankung vorliegen
(Eknoyan et al., 2012):

o Albuminurie >30mg/24h

o Urinsedimentveranderungen

o Elektrolytstérungen durch tubuldre Veranderungen

o Histologische Verdnderungen der Nierenstruktur

o Strukturelle Verénderung bei medizinischer Bildgebung
o Erfolgte Nierentransplantation

o GFR <60 ml/min/1,73m2

Durch die chronische Nierenerkrankung entsteht friiher oder spater eine Niereninsuffizienz.

Folgende Tabelle fasst die Stadien der Niereninsuffizienz nach K/DOQI inklusive empfohlener

Therapie zusammen (Levey et al., 2002):

Tabellel: Stadien der Niereninsuffizienz nach K/DOQI

GFR
Stadium Beschreibung (ml/min pro Therapie
1,73m?)

0 Erhohtes Risiko durch
vorhandene
Risikofaktoren (art. >90 Screening, Risikoreduktion
Hypertonie, Diabetes
mellitus)

1 Nierenschadigung mit Diagnostik, Therapie von
normaler oder erhéhter >90 Risikofaktoren/Begleiterkrankungen,
GFR Progression verhindern

2 Nierenschadigung mit . .
geringer GER Senkung 60-89 siehe Stadium 1

3 Moderate Einschrankung 30-59 Diagnostik und Behandlung von
der GFR Folgeerkrankungen

4 Schwer eingeschrankte 15-29 Vorbereitung auf
GFR Nierenersatztherapie

5 Nierenversagen <15 Nierenersatztherapie



Nach aktueller Leitlinie der KDIGO von 2012 wurde das Stadium 3 zusétzlich in a und b
unterteilt und die Albuminkonzentration im Urin als prognostischer Faktor hinzugeftigt.
Folgende Grafik veranschaulicht die neue Klassifikation und zeigt anhand der Farbstufen das
Risiko auf Progression der Erkrankung sowie die Anzahl der jahrlich empfohlenen
Routinekontrollen in den farbigen Feldern (Eknoyan et al., 2012).

Tabelle 2: Stadieneinteilung der Niereninsuffizienz nach KDIGO

Albuminlevell | Albuminlevel2 | Albuminlevel 3
Normal oder Deutlich Stark erhoht
leicht erhoht erhoht

Stadium der GFR <30mg/g 30-300mg/g >300mg/g

Niereninsuffizienz | (ml/min/1,73m?) | <3mg/mmol 3-30mg/mmol | >30mg/mmol

1 =90

2 60-89

3a 45-59

3b 30-44

4 15-29

3 <15

(griin = niedriges Risiko, gelb = méRiges Risiko, orange = hohes Risiko, rot = sehr hohes Risiko
auf Progression)

1.2 Ursachen und Komplikationen der chronischen Niereninsuffizienz

Die haufigsten Grunderkrankungen, die zu chronischer Niereninsuffizienz und letztendlich im
Stadium 5 zur Dialyse fihren, fasst Abbildung 1 zusammen.



M glomeruldre Nephropathie
(ohne diabetische)

M vaskulare Nephropathie

m diabetische Nephropathie

H interstitielle Nephropathie

H Zystennieren

m Systemerkrankungen

andere

Abb. 1: Renale Grunderkrankung stindig dialysierter Patienten im Jahr 2011 (Potthoff et al.,
2011) .

Patienten mit chronischer Niereninsuffizienz erleiden neben den kardiovaskularen Problemen,
die spater naher erlautert werden, eine Reihe anderer Komplikationen. Diese werden vor allem
durch die Urémie, also die Anhaufung harnpflichtiger Substanzen ausgeldst. Die meisten dieser
Stdrungen sind durch eine erfolgreiche Nierentransplantation wieder reversibel. Viele
Storungen lassen sich aber auch durch die Dialyse verbessern. Hierunter zahlen zum Beispiel
Stdrungen des Volumenhaushaltes, der Elektrolyte (Na+, K+, Phosphat, Ca2+), des Sdure-Base-
Haushaltes und neuromuskulare Stérungen, wie z.B. muskulire Ubererregbarkeit und komatose
Zustande. AuRerdem bessern sich gastrointestinale Storungen wie Ubelkeit, Erbrechen,
uramischer Foetor und Gastroenteritiden (Skorecki et al., 2005). Durch zuséatzlich optimale
medikamentdse Therapie lassen sich auch endokrine Stérungen wie Vitamin-D-
Mangelosteomalazie und Andmie weitestgehend therapieren. Allerdings gibt es auch Stérungen,
die sich trotz optimaler Therapie verschlechtern oder gerade erst durch die Dialyse entstehen.
Hierunter z&hlen zum Beispiel Amyloidosen, Muskelkrampfe, Myopathien,
Hyperpigmentierungen, Gerinnungsstorungen, Leukopenien und ein erhéhtes kardiovaskuléres
Risiko (Skorecki et al., 2005).



1.3 Nierenersatzverfahren

Seit 1995 ist laut den Berichten der Quasi-Niere ein erheblicher Anstieg der Pravalenz von
Dialysepatienten, von ehemals etwas tiber 500 pro Millionen Einwohner, nachgewiesen. Der
zuletzt verdffentlichte Bericht ber Nierenersatztherapie in Deutschland der Quasi-Niere gab an,
dass es Ende 2006 66508 Dialysepatienten in Deutschland gab. Dies entsprach einer Préavalenz
von 808 pro eine Million Einwohner (Frei und Schober-Halstenberg, 2006). Im Jahresbericht
Datenanalyse Dialyse 2011 fur den G-BA wurden 82388 Félle Ubermittelt. Dies entspricht einer
Prévalenz von ca. 993 pro einer Million Einwohner (Potthoff et al., 2011). Dieser seit Jahren

anhaltende Anstieg zeigt die zunehmende Bedeutung der Nierenersatzverfahren.

Die beste Therapieform des terminalen Nierenversagens ist in der Regel die
Nierentransplantation. Wenn es nicht zu der gefurchteten chronischen Transplantatdysfunktion
durch z.B. immunologische oder durchblutungsbedingte Stérungen kommt, haben die Patienten
im Vergleich zu Dialysepatienten eine langere Lebenserwartung und eine hohere
Lebensqualitat. Allerdings ist eine mehrjahrige Wartezeit und der Uberbedarf an

Spenderorganen von entscheidenden Nachteil (Carpenter et al., 2005).

Das am haufigsten angewandte Nierenersatzverfahren ist die Hamodialyse. Hier erfolgt der
Stoffaustausch hauptséchlich Gber Diffusion durch eine semipermeable Membran. Dadurch
konnen harnpflichtige Stoffe, wie zum Beispiel Harnstoff, aus dem Blutkreislauf in das Dialysat
gelangen. Je nach Membrantyp kénnen Molekule bis zu einer GréRe von 50kD eliminiert
werden. Ein ahnlicher Weg toxische Metaboliten aus dem Blut zu entfernen, ist die
Hamofiltration. Hierbei findet der Stoffaustausch aber vor allem tber Konvektion statt. Es
lassen sich hierbei Molekiile bis zu einer Grofie von 60kD entfernen. Allerdings werden durch
die Ultrafiltration grofle Mengen Plasmafllssigkeit entzogen, welche durch eine
Elektrolytlésung ersetzt werden muss. Oft werden auch beide Verfahren kombiniert, wobei man
dann von der Hamodiafiltration spricht. Hierbei kann man die Effektivitat der
Nierenersatztherapie weiter steigern, da man tber die Diffusion optimal die kleinmolekularen
Substanzen und uber die Konvektion optimal héhermolekulare Substanzen herausfiltern kann.
Dies kann unter bestimmten Voraussetzungen sogar zu einer verbesserten Uberlebensrate
fiihren (Singh und Brenner, 2005; Geberth und Nowack, 2011; Ok et al., 2013).

Bei schwerkranken Patienten mit akutem Nierenversagen auf Intensivstationen setzt man
aufgrund der guten Kreislaufvertraglichkeit und der hoheren Clearanceleistung gegeniiber
H&modialyse und Hamofiltration teilweise auch die kontinuierliche veno-ventse Hamofiltration
(CVVH), -Hamodialyse (CVVHD) oder -Hamodiafiltration (CVVHDF) ein (Voiculescu, 2010).



Die Peritonealdialyse, als weiteres Verfahren, betrifft v.a. jlingere und nicht-multimorbide
Patienten, die noch berufstétig sind oder die Unabhangigkeit bzw. Flexibilitat dieser
Behandlung bevorzugen. Allerdings wird die Peritonealdialyse im Vergleich zur Himodialyse
nur an einem geringen Anteil von 4,74% der Patienten angewendet (Potthoff et al., 2011). Dies
ruhrt vor allem daraus, dass ein hohes Mal3 an Eigenverantwortung der Patienten und ein gutes
technisches Verstandnis vorausgesetzt werden. AulRerdem ist das, in diesem Verfahren, erhohte
Peritonitisrisiko eine gefurchtete Komplikation (Singh und Brenner, 2005; Morgado et al.,
2011).

Die Blutreinigungsverfahren Hamoperfusion und Plasmapherese spielen eher bei akuten
Intoxikationen beziehungsweise immunologischen Erkrankungen oder dem

Hyperviskositatssyndrom eine Rolle (Ghannoum and Gosselin, 2013).

1.4 Kardiovaskulares Risiko bei Patienten mit chronischer Niereninsuffizienz

Ca. 50% der Dialysepatienten sterben durch eine kardiovaskulare Krankheit. Dabei liegt ein 15
bis 30-fach héheres Risiko im Vergleich mit der Allgemeinbevdlkerung des gleichen Alters vor.
Bei den 25-34 jahrigen Dialysepatienten steigt das Risiko sogar um das 500-fache (Schiffrin et
al., 2007). Ein 30-jahriger Dialysepatient hat statistisch gesehen, dasselbe Risiko ein
kardiovaskuléres Ereignis zu erleiden, wie ein 70-80 jahriger Patient ohne Nierenerkrankung
(Stenvinkel et al., 2003). Aber nicht nur Dialysepatienten, sondern auch Patienten mit
chronischer Niereninsuffizienz eines niedrigeren Stadiums haben ein 1,5 bis 50-faches Risiko,
ein kardiovaskuléres Ereignis zu erleiden (Schiffrin et al, 2007). Go et al. zeigten in einer grofR
angelegten Studie mit Uber 1,1 Million Patienten, dass mit dem Abfall der GFR das
kardiovaskulére Risiko ansteigt. Bei einer GFR von 45-59 ml/min/1,73m?2 betragt die Hazard-
Ratio noch 1,4. Wenn die GFR aber unter 15 ml/min/1,73m? absinkt, liegt die Hazard Ratio

schon bei 3,4 ein kardiovaskulares Ereignis zu erleiden (Go et al., 2004).

Albuminurie ist seit Langerem nicht nur ein Indikator fiir Nierenschaden, sondern auch fir
kardiovaskuléres Risiko. Denn je héher die Albuminausscheidung im Urin, desto héher das
kardiovaskulére Risiko. Einige Studien zeigten auch, dass die Therapie der Albuminurie das
Risiko senkt, ein kardiovaskulares Ereignis zu erleiden (De Zeeuw, 2004). Dies beweist um ein
weiteres den Zusammenhang zwischen CKD (chronic kidney disease) und CVD (chronic
vascular disease). In der Anderung der Leitlinien der KDIGO 2012 wurde deshalb die
Albuminurie in der Stadieneinteilung der chronischen Niereninsuffizienz fir die

Risikostratifizierung berticksichtigt (siehe 1.1).



Mann et al. konnte in der HOPE-Studie beweisen, dass Patienten, die bereits Zeichen einer
CVD oder Diabetes mellitus als Risikofaktor fir CVD mitbrachten, durch die CKD noch eine
weitere Risikosteigerung erfuhren (Mann et al., 2001). Allerdings kann man nicht alle der
typischen Risikofaktoren der CVD auf die Patienten mit CKD (bertragen. In einer Studie von
Cheung et al. wurde der Zusammenhang von klassischen Risikofaktoren mit CVD bei iber 900
Dialysepatienten untersucht. Rauchen und Diabetes waren auch hier als starke Risikofaktoren
genannt. Gesamtcholesterin und Blutdruck korrelierten allerdings Uiberraschenderweise nicht
mit CVD bei den Dialysepatienten (Cheung et al., 2000).

Nun ergibt sich nattirlich die Frage, ob es bei Patienten mit CKD eigene spezielle
Risikofaktoren gibt, beziehungsweise was die Ursachen fiir die erhebliche Risikosteigerung
sind. Bisher sind bei Weitem nicht alle Risikofaktoren bekannt und erforscht. Im folgenden Text

wird eine Auswahl der wichtigsten Faktoren beschrieben.

Zum einen zeigt sich eine Verminderung von Stickstoffmonoxid (NO) in den GefaRen (Baylis,
2006), welches fiir die Dilatation von Arterien notig ist. Dafir verantwortlich ist die vermehrte
Konzentration an Asymmetric Dimethyl Arginine (ADMA). Dies ist ein Retentionsprodukt bei
CKD Patienten und hemmt die NO-Synthase, welche zur NO-Produktion nétig ist (Kielstein et
al., 1999). Zum anderen kommt es zur vermehrten Produktion freier Radikale und somit zum
oxidativen Stress an den Gefalwanden (Chen et al., 1998). Diese Kombination fiihrt zur
Endotheldysfunktion und kann in Endothelschédden enden, die wiederum Angriffspunkte fur die
Atheroskleroseentstehung sind (Girndt and Seibert, 2010).

Auch ist bekannt, dass durch den sekundaren Hyperparathyreoidismus der Calcium- und
Phosphathaushalt durcheinandergerét und dies zu verstarkter Kalzifizierung der GefaBwande

und somit zu vermehrter Arteriosklerose fuhrt (Mccullough et al., 2009).

Weiterhin gibt es Belege dafiir, dass Patienten mit CKD mehr gelbe Plaques in den
Koronararterien besitzen als Patienten ohne CKD. Es gibt Berechnungen, die eine Odds Ratio
von 3,49 fur Patienten mit chronischer Niereninsuffizienz ergaben, mehr gelbe Plaques zu
entwickeln (Wada et al., 2011). Gelbe Plaques haben ein htheren Cholesterinanteil, sind fir
Rupturen anfalliger und erhéhen somit das Risiko auf kardiovaskulére Ereignisse (Othani et al.,
2006).

Gross et al. verglichen die Plaquehaufigkeit bei in Autopsien gewonnenen Koronararterien bei
23 Patienten mit CKD und 23 Patienten ohne CKD. Hierbei zeigten sich signifikante Haufungen
von kalzifizierenden Plaques in der Media bei Patienten mit CKD. Zusétzlich zeigte sich eine
vermehrte Expression von Osteocalcin und CRP um diese Plaques bei dieser Patientengruppe
(Gross et al., 2007).



Ein weiterer Risikofaktor fiir CVD stellt das gehdufte Auftreten von Dyslipoproteindmien dar.
Durch das verminderte HDL und das erhohte LDL im Serum wird das GefalRendothel anfallig
fur Atherosklerose (Schiffrin et al., 2007).

Mehrere Studien zeigten auflerdem, dass es bei Patienten mit CKD zu einer
Sympathikustberstimulation kommt. Diese fiihrt dann wiederum zu arterieller Hypertonie,
linksventrikularer Hypertrophie, Herzrhythmusstorungen und weiterer Verschlechterung der
Nierenfunktion sowie zu Vasokonstriktion der Koronararterien (Park, 2012).

Sowohl bei der Aktivierung des Sympathikus als auch bei dem fibrotischen Umbau der Arterien
durch Angiotensin I, spielt die Aktivierung des RAAS eine entscheidende Rolle (Brewster et
al. 2003).

Auch die erhohte Rate an Schlafapnoen, die wiederum zur Aktivierung des Sympathikus, des
RAAS und arterieller Hypertonie fiihrt, ist ein Risikofaktor. Nicholl et al. stellten ndmlich in
ihrer Studie fest, dass ca. 50% der 254 untersuchten Patienten mit CKD unter nachtlicher
Hypoxie litten (Kiclkkoyli und Rump, 2012; Nicholl et al., 2012).

Gerade die erhohte Pravalenz von Vorhofflimmern, am ehesten durch schnelle Anderungen von
Elektrolytspiegeln und zeitweiser VVolumeniberladungen des Herzens, erhéht mitunter das
Schlaganfallrisiko bei Dialysepatienten (Winkelmayer et al., 2011; Kicukkdyli und Rump,
2012).

Auch die chronische Andmie ist ein Faktor, der einen Teil zur Herzschadigung beitragt, indem

sie das Risiko fur Herzinsuffizienz und Arteriosklerose erhdht (Aryamuthu et al., 2012).

Ein weiterer wichtiger Faktor ist, dass bei niereninsuffizienten Patienten oft keine
leitliniengerechte Therapie bei Herzinfarkten erfolgt. Wahrscheinlich aus Angst vor
Komplikationen erfahren Patienten mit CKD weniger invasive Therapiemethoden (PTCA),
obwohl sie auch davon profitieren wirden (Mann et al., 2008). Auch werden Medikamente wie
Aspirin, Beta-Blocker und Thrombolytika weniger oft in dieser Patientengruppe eingesetzt,

obwohl gerade hier der Einsatz so wichtig ist (Shlipak et al., 2002).

Hinzu kommen Probleme wie eine Clopidogrel-Resistenz (Park et al., 2009) und die
schwierigere und komplikationsreichere Antikoagulantien-Einstellung mit Warfarin (Limdi et

al., 2009), wodurch die Therapie kardiovaskularer Komplikationen erschwert wird.



1.5 Die chronische Inflammation als kardiovaskularer Risikofaktor

Die chronische Inflammation ist einer der wichtigsten nicht-klassischen Risikofaktoren fur
CVD bei Patienten mit CKD (Girndt and Seibert, 2010). Dies zeigt auch die deutlich gestiegene
Anzahl an Publikationen zu diesem Thema in den letzten 10 Jahren.

Inflammation kann man definieren als eine komplexe entziindliche Antwort des Immunsystems
auf schadigende Stimuli wie zum Beispiel Krankheitserreger, defekte Zellen oder Irritationen.
Eigentlich soll die Inflammation den Korper vor schéadlichen Substanzen schiitzen. Allerdings
fuhrt die chronische Inflammation bei Patienten mit CKD zu deutlich negativen Effekten.
Sowohl die vermehrte Produktion proinflammatorischer Stoffe als auch die gestorte
Ausscheidung dieser Stoffe bei den Patienten flhrt zur Akkumulation und somit zur langfristig

persistierenden Inflammation im Korper (Carrero and Stenvinkel, 2009).

Griinde fur die gesteigerte Inflammation bei Dialysepatienten sind vor allem die schlechte
Eliminationsleistung der insuffizienten Niere als physiologischen Abbauort fir Zytokine (Kudo
and Goto, 1999). Des weiteren existieren dialyseabhangige Faktoren wie Bioinkompatibilitat
der Dialysemembran, verunreinigtes Dialysat und Backfiltration bei der High-Flux Dialyse.
Dialyseunabhédngige Faktoren sind oxidativer Stress, Infektionen, Volumeniberlastung des
Kreislaufs, Komorbiditaten, eingeschrénkte Ausscheidung proinflammatorischer Zytokine Uber

die Niere, Uramie, das oft hohe Alter und genetische Faktoren (Stenvinkel et al., 2005).

Die chronische Inflammation ist einer der Grinde fir kalzifizierende Geféal3prozesse bei
Dialysepatienten (Carrero and Stenvinkel, 2009). Es kommt sowohl durch eine lokale
Entzlindungsreaktion durch Monozytenaktivierung zur Kalzifizierung der Intima und der
Plaques und folglich zur Atherosklerose. Ebenso flihrt eine systemische Entziindungsreaktion zu
einer Kalzifizierung der Media, was als Arteriosklerose bezeichnet wird (Stenvinkel, 1999,
2003, 2005).

Kimmel et al. zeigte, dass erhohte IL-1, IL-6 und TNF-alpha Werte als Zeichen der

Inflammation mit erhohter Mortalitat einhergehen (Kimmel et al., 1998).

1.6 An der Inflammation beteiligte Mediatoren

Die nun folgenden Inflammationsmediatoren und deren Effekte verdeutlichen nochmals den

erheblichen Einfluss der chronischen Inflammation auf das kardiovaskuléare Risiko.



CRP

Zimmermann et al. untersuchten 280 Dialysepatienten (ber 2 Jahre und zeigten ein erhohtes
kardiovaskuléres Risiko bei Patienten mit CRP Erhéhung gegentiiber den Patienten ohne CRP
Erhéhung (23% zu 5%), (Zimmermann et al., 1999). Das C-reaktive Protein dient also nicht nur
als Marker fur Entzindungen und Infektionen, sondern auch zur Risikoabschatzung bei CVD.
Dies gilt sowohl fiir Patienten mit oder ohne CKD (Ridker et al., 2002). Fir die Abschéatzung
der Mortalitat ist es laut der Studie von Honda et al. weniger geeignet. Allerdings ist es auch ein
guter Marker fiir Unterernahrung und Muskelabbau (Honda et al., 2006), was auch die
Morbiditat und Mortalitét bei Dialysepatienten steigert und in engem Zusammenhang mit
Atherosklerose und Inflammation bei Patienten mit CKD steht (Stenvinkel et al., 1999). Wenn
man bedenkt, dass Dialysepatienten durchschnittlich 10 bis 20-mal hthere CRP-Werte
aufweisen als die Normalbevolkerung (Girndt and Seibert, 2010) wird auch hier wieder das

hohere kardiovaskulédre Risiko bei Patienten mit CKD bestétigt.

Interleukin-6

Interleukin-6 ist ein guter Marker fir Malnutrition, Mortalitat und laut Honda et al. sogar der
beste Marker zur Risikoabschatzung flr kardiovaskulére Ereignisse bei Patienten mit ESRD
(End Stage Renal Kidney Disease ), (Honda et al., 2006). Allerdings ist CRP noch immer ein
beliebterer Inflammationsmarker aufgrund seiner Verlasslichkeit, der besseren Verfligbarkeit
und der geringeren Kosten (Carrero and Stenvinkel, 2009). Laut Stenvinkel et al. tragt 1L-6
einen entscheidenden Teil zur Kalzifizierung von Geféalien, Muskelabbau, Anorexie, oxidativen
Prozessen, Zellalterung und Stérung der endothelialen Funktion bei (Carrero and Stenvinkel,
2009).

TNF-alpha

TNF-alpha ist ein wichtiges Zytokin bezuglich Inflammation, Beeinflussung der
Endothelfunktion und Apoptose von Tumorzellen. AuBerdem beeinflusst es den
Lipidstoffwechsel, die Gerinnung, die Insulinresistenz und ist mit Malnutrition und Anorexie

assoziiert (Stenvinkel et al., 2005).

Weiterhin besteht eine inverse Korrelation zwischen der Nierenfunktion und der TNF-alpha
Konzentration (Dounousi et al., 2012). In Tiermodellen wurde nachgewiesen, dass TNF-alpha
die NO-Produktion in den GefdRen senkt und somit zu verstarkter renaler Vasokonstriktion und
Verschlechterung der Nierenfunktion fihrt (Shahid et al., 2008). AuBerdem konnte



nachgewiesen werden, dass TNF-alpha in vitro die osteoplastische Differenzierung in Gefél3en
vorantreibt und somit zur Kalzifizierung dieser fihrt (Tintut et al., 2000).

Interleukin-10

Interleukin-10 ist der Gegenspieler der durch IL-1, IL-6 und TNF-alpha ausgelésten
Inflammation und senkt die Entziindungsreaktion (Moore et al., 1993). Laut Stenvinkel ist es
sogar eines der wichtigsten antiinflammatorischen Zytokine tberhaupt (Stenvinkel et al., 2005).
Patienten mit einer niedrigeren IL-10 Produktion haben demzufolge eine hohere
kardiovaskuldre Morbiditat und umgekehrt (Girndt et al., 2002). Die Produktion dieses Zytokins
wird zum Beispiel durch entziindliche Prozesse, Katecholamine, Stress und TNF-alpha
induziert. Hauptsachlich erfolgt die Produktion bei Dialysepatienten in Monozyten und
Makrophagen (Stenvinkel et al., 2005).

Interleukin-1

Grundsétzlich ist zu sagen, dass die Interleukin-1 Wirkung zum einen durch die Anzahl von IL-
1 Rezeptoren und zum anderen durch die Menge an IL-1 Rezeptorantagonisten, dem nattrlichen
Gegenspieler, beeinflusst wird (Abbate et al., 2011).

In vielen Arbeiten liest man, dass IL-1 in Tiermodellen als proinflammatorisches Zytokin die
Plaquebildung vermehrt und das Atheroskleroserisiko erhéht (Chamberlain et al., 2009; Elhage
et al., 1998). AuBRerdem zeigte ein Tierversuch von Abbate et al., dass eine Ungleichheit von IL-
1 Rezeptor zu dem IL-1 Rezeptorantagonisten, der vom Korper als natiirlicher Gegenspieler
zum IL-1 Rezeptor gebildet wird, zu einem schlechteren Heilungsprozess nach Myokardinfarkt
bei Méausen flhrte. Die Méuse mit ausgeschaltetem Gen fiir den IL-1 Rezeptor hatten ein
besseres Outcome nach Herzinfarkt als die Mause mit ausgeschalteten IL-1 Rezeptorantagonist
(Abbate et al., 2011). Aus diesem Versuch kann man schlieen, dass eine hohe Expression von

IL-1 RA besser fir das kardiovaskulare Outcome ist.

Auf der anderen Seite konnte allerdings in einem Tierversuch nachgewiesen werden, dass 1L-1

die Plaquestabilitat erhdht und das GefaBremodelling vermindert (Alexander et al., 2012).
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1.7 Monozytensubpopulationen und deren ACE-Besatz

Monozyten und Makrophagen haben einen entscheidenden Einfluss auf die
Atheroskleroseentstehung. Sie beschleunigen das Plaguewachstum und fiihren zu
Lipidablagerungen und Leukozytenmigration (Ross, 1999; Girndt and Seibert, 2010). Vor nicht
allzu langer Zeit unterschied man nur 2 Monozytengruppen anhand ihrer CD16 Expression.
Hierbei wurde den Monozyten mit CD16 Expression eine entscheidende negative Rolle im
Inflammationsgeschehen zugesprochen (Ziegler-Heitbrock, 2007). Diese haben die Eigenschaft,
mehr proinflammatorische Zytokine wie TNF-alpha und weniger antiinflammatorische
Zytokine wie I1L-10 zu produzieren. AulRerdem steigt Ihre Anzahl deutlich bei chronischer
Inflammation an (Heine et al., 2008).

Heute unterscheidet man bei den Monozyten 3 Gruppen je nach Besatz mit CD 14 und CD 16.
Die Monozyten der Gruppe mit starkem CD14 und fehlenden CD16 Besatz (CD14++, CD16-)
werden als klassische Monozyten oder Mol bezeichnet. Die mit starkem CD14 und méRigen
CD16 Besatz (CD14++, CD16+) werden als Zwischenstufe oder Mo2 benannt. Monozyten mit
maRigen CD14 und starkem CD16 Besatz (CD14+, CD16++) werden als Nicht-klassisch oder
als Mo3 bezeichnet (Ziegler-Heitbrock et al., 2010).

Heine et al. fanden heraus, dass gerade bei Dialysepatienten die Monozyten der Subgruppe 2
eine entscheidende Rolle fiir die hohe kardiovaskulare Mortalitat einnehmen. Wohingegen die
absolute Leukozyten- und Monozytenzahl keine Rolle spielt (Heine et al., 2008). Rogacev et al.
zeigten, dass Patienten, die bei der Dialyse einen geringeren Abfall an Mo2 hatten, ein deutlich
hoheres kardiovaskuldres Risiko aufwiesen als Patienten, die einen hoheren Abfall der Mo2 bei
der Dialyse erfuhren (Hazard Ratio = 2,4), (Rogacev et al., 2009). Dies zeigt die positive
Korrelation der Mo2 mit dem kardiovaskuldren Risiko.

Weiterhin fand man heraus, dass vor allem die Mo2 bei Dialysepatienten eine deutlich
gesteigerte ACE-Expression aufweisen und das diese ACE-Expression positiv mit dem
kardiovaskuldren Risiko korreliert (Ulrich et al., 2006). Dieses Ergebnis passt zu den Fakten,
dass ACE im RAAS eine entscheidende Rolle spielt, indem es Angiotensin | (ATI) in AT 1l
spaltet und dieses zum Beispiel den oxidativen Stress, die Ausschiittung proinflammatorischer
Zytokine und die Leukozytenadhasion vorantreibt (Ulrich et al., 2006). Eine weitere Studie von
Ulrich et al. bestatigte dies. Patienten mit vielen Mo2 und einen ausgepragten ACE-Besatz der
Mo2 hatten eine deutlich h6here Mortalitat (Hazard Ratio von 4,86), (Ulrich et al., 2010). Eine
andere Studie zeigte, dass kardiovaskuldre Risikopatienten mit einem CCRS5 Defekt eine bessere
Prognose aufweisen. CCRS5 ist ein furr die Mo2 spezifischer Chemokinrezeptor, wodurch deren
Wirkung vermittelt wird. Dies bestatigt damit indirekt den negativen Einfluss von Mo2 auf das

kardiovaskulare System (Carrero and Stenvinkel, 2009).
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1.8 Andere beeinflussende Molekdule

Es sei nur erwéhnt, dass es neben den eben beschriebenen Zytokinen und
Monozytensubpopulationen noch zahlreiche andere mittelgroRe und proteingebundene Urédmie
bedingte schadliche Molekiile wie zum Beispiel Resistin oder Advanced Glycation End-
Products (AGE’s) gibt, die zu dem erhohten kardiovaskuléren Risiko und der Inflammation
beitragen (Gondouin and Hutchison, 2011). Auf diese néher einzugehen, wirde allerdings den
Rahmen dieser Arbeit sprengen.

1.9 Dialysemembranen

Dialysemembranen haben einen entscheidenden Einfluss auf die Qualitét der Dialyse. Man
unterscheidet Platten- und Kapillardialysatoren, in denen sich die Membranen in
unterschiedlicher Anordnung befinden. Aufgrund hoherer Sicherheit, besserer Clearance-
Leistung und geringerem Blut-Fullvolumen, werden heute ausschlie3lich Kapillardialysatoren
eingesetzt (Nowack et al., 2009). Man unterteilt die Membranen in bioinkompatible
Membranen, welche zellulosebasiert und meist aus Cuprophan sind, und in biokompatible
Membranen, welche rein synthetisch sind. Die semisynthetischen Membranen bestehen aus
einem Zellulosegrundstoff, der mittels chemischer Liganden modifiziert ist, um die
Biokompatibilitat zu erhéhen. Aufgrund der nachgewiesenen Aktivierung von
Komplementfaktoren und Leukozyten durch nicht modifizierte Zellulosemembranen werden
diese heute deutlich weniger verwendet. Am haufigsten werden in Deutschland vollsynthetische
Membranen eingesetzt, die aus polymeren Kunststoffen bestehen. Diese haben zum Beispiel
eine hohere Permeabilitat fur groRere Molekdile und teilweise absorptive Eigenschaften fiir
Proteine und Toxine (Boure and Vanholder, 2004; Schmaldienst und Horl, 2004; Geberth und
Nowack, 2011; Schwenger, 2008).

Weiterhin kann man die Membranen in Low- und High-Flux-Membranen einteilen. High-Flux-
Membranen haben einen héheren Ultrafiltrationskoeffizienten (= MaR fur
Wasserdurchlassigkeit = wichtige Eigenschaft fur konvektiven Transport (Geberth und Nowack,
2011)) und sollen den Filtereigenschaften der glomeruldren Basalmembran dhnlicher sein, da
sie groBere Poren als Low-Flux-Membranen besitzen. Daraus resultiert ein hoherer Cut-off-
Wert. Somit ist der Siebkoeffizient (Filtratkonzentration eines Molekuls/Plasmakonzentration
eines Molekils, SK=1 heift alle Molekiile werden durch die Membran gelassen (Geberth und
Nowack, 2011)) zum Beispiel fur Beta-2-Mikroglobulin grofier und es ist ein schnellerer
Flussigkeitsentzug moglich. Es kommt durch ein hohes Ultrafiltratvolumen zu einem

verbesserten konvektiven Transport, wodurch hochmolekulare Toxine besser entfernt werden.
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Jedoch ist die Behandlung insgesamt kostenintensiver, da auch hdhere Anspriiche an die
Dialysegeréte gestellt werden miissen. Zum Beispiel miissen durch direkte
Ultrafiltrationsmessungen etwaige Bilanzierungsfehler vermieden werden. Auerdem kommt es
zu der umstrittenen Rickfiltration von Dialysat in den Blutkreislauf (Koda, 2011; Geberth und
Nowack, 2011).

Es existieren unterschiedliche Definitionen, ab wann man von High-Flux-Membranen spricht.
Einige sehen die Kombination von einem Ultrafiltrationskoeffizienten von > 20ml/h/mmHg und
einen Siebkoeffizienten von B-2-M >0,6 als ausschlaggebend. Andere sehen die B-2-M
Clearance > 20ml/min oder den Cut-off-Wert als maligebend (Low-Flux < 5kD, High-Flux <
35kD), (Geberth und Nowack, 2011). Palmer et al. sprach von einer High-Flux Dialyse ab einen
Ultrafiltrationskoeffizienten > 12mm/h/mmHg oder einer Beta-2-Mikroglobulin Clearance
>20ml/min (Low-Flux: UFK <12mm/h/mmHg, -2-M Clearance <10ml/min), (Palmer et al.,
2012). Am haufigsten wird von einer HF bei einer UF >10ml/h mmHg gesprochen.

Es gibt geteilte Meinungen und Studienergebnisse, ob die High-Flux-Membranen das Uberleben
von Langzeitdialysepatienten verlangern kénnen. Die MPO-Studie zeigte einen signifikanten
Uberlebensvorteil fiir Diabetiker und Patienten mit einem Serumalbumin < 4g/dl (Locatelli et
al., 2009). Die HEMO-Studie konnte keinen signifikanten Vorteil der High-Flux Membranen
zeigen (Eknoyan et al., 2002). Die Hamodiafiltration zeigte als Alternative in einigen Studien,
teilweise unter bestimmten Voraussetzungen ein besseres Outcome als die alleinige Dialyse mit
High-Flux Membranen (Ok et al., 2013). Palmer et al. werteten 33 Studien aus und errechneten,
dass wenn man 100 Dialysepatienten tber 2 Jahre mit High-Flux Membranen dialysiert, 3

kardiovaskuldre Todesfalle verhindert werden kénnen (Palmer et al., 2012).

1.10 Die HCO 1100 Membran

HCO steht fur High-Cut-off. Der Cut-off Wert steht fiir die MolekulargewichtsgréRe, bei der
der Siebkoeffizient 0,1 ist, d.h. nur noch 10% eines Stoffes durch die Membran treten. Dies ist

wichtig, da der Begriff eine absolute Grenze suggeriert, aber so nicht definiert ist.

Urspriinglich wurde die PorengréBe von Dialysemembranen vergréfert, um Beta-2-
Mikroglobulin besser aus dem Blut zu entfernen und die dialyseassoziierte Amyloidose zu
verhindern. Dieses Mittelmolekil mit seiner Gréfte von 11,7kD war namlich nicht effektiv mit
den herkdbmmlichen Low-Flux-Membranen herauszufiltern. Der Einsatz der High-Flux-
Membranen fuhrte dann zu einem erfolgreichen Riickgang der Inzidenz der dialyseassoziierten
Amyloidose. Ein Grund, den Cut-off-Wert von Dialysemembranen weiter zu erhdhen, war bei

Sepsispatienten die starke und teilweise schadigende Entziindungsreaktion (z.B. durch IL-6 mit
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17kD oder TNF-alpha mit 26kD Grol3e) zu begrenzen, indem man proinflammatorische
Zytokine durch die Dialyse mit sogenannten High-Cut-off-Membranen entfernt (Gondouin and
Hutchinson, 2011).

Der natirliche Cut-off-Wert der Niere liegt bei ca. 65kD. Die meisten High-Flux-Membranen
haben allerdings nur einen Cut-off von 10-20 kD. Bei den HCO-Membranen sind die Poren mit
einer GroRe von 0,008-0,01 um 2 bis 3-mal gréRer. Ihr Cut-off-Wert liegt in vitro bei 100kD
und im Blut bei bis zu ca. 60kD (Gondouin and Hutchinson, 2011).

Die am besten untersuchte High-Cut-off-Membran ist die HCO 1100 der Firma Gambro,
Hechingen, die auch in dieser Arbeit verwendet wurde (siehe Abb. 2). Sie hat einen Porenradius
von 8nm und einen Ultrafiltrationkoeffizienten von 33 ml/h/mmHg/mz2. Die Siebkoeffizienten
liegen flr Beta-2-Mikroglobulin bei 1,0, fir Myoglobin bei 0,9 und fur Albumin bei 0,1. Thr
Cut-off Wert liegt bei 45kD. Da sie urspringlich fiir die kontinuierliche veno-vengse
Hamofiltration gedacht war, hat sie allerdings nur eine vergleichsweise kleine Oberflache von
nur 1,1 m2. Um dies auszugleichen, muss, wie auch in dieser Studie, die Dialysezeit etwas

verlangert werden (Gondouin and Hutchinson, 2011).

Die HCO-Membran ist derzeit nur fir die Leichtkettennephropathie zugelassen, wofir sie im

klinischen Alltag auch hauptsachlich verwendet wird.

Abb. 2: Die HCO 1100 Membran der Firma Gambro, Hechingen
(http://mww.gambro.com/en/Germany/Produkte/HCO_Dialyse/HCO_ 1100/, Stand 30.1.2012).
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Hamodialyse oder Hamofiltration mit der HCO-Membran

Da man die HCO-Membran sowohl fiir Himodialyse, als auch fur die Hamofiltration einsetzen
kann, gibt es kontroverse Diskussionen Uber das Verfahren, indem die Membran verwendet
wird. Allerdings wird darauf erst im Diskussionsteil genauer eingegangen. Zusammenfassend
kann man anhand einiger ex vivo und in vivo Studien sagen, dass die Hamofiltration bessere
Clearanceleistungen der Zytokine zeigt, jedoch mit deutlich héheren Albuminverlusten
einhergeht (Uchino et al., 2002a, b; Morgera et al., 2003a, b).

Klinische Anwendung bei Sepsis mit akutem Nierenversagen

Es gibt einige klinische Studien, die belegen, dass bei dem Einsatz der HCO-Membran bei
Patienten mit akutem Nierenversagen und Sepsis eine signifikante Clearanceerhthung
proinflammatorischer Zytokine beziehungsweise ein Abfall des Plasmaspiegels stattfindet.
Haase et al. zeigte in einer kleinen Crossover-Studie mit 10 Patienten, die an Sepsis und akuten
Nierenversagen litten, dass durch die Dialyse mit der HCO-Membran im Vergleich zu einer
High-Flux-Membran der IL-6 Spiegel im Plasma um mehr als 30% gesenkt werden konnte.
Allerdings nur in der Messung direkt nach der 4-stiindigen Dialyse. Weiterhin wurde ein
deutlicher Clearanceanstieg bei IL-6, 1L-10 und Albumin nachgewiesen (Haase et al., 2007).
Morgera et al. zeigten in einer Studie mit 30 intensivpflichtigen an Sepsis erkrankten Patienten,
dass durch die Hamofiltration mit der HCO-Membran im Vergleich zum herkdmmlichen
Hamofiltrationsverfahren ein Abfall von IL-6 und IL-1RA (ber 48 Stunden im Plasma zu

verzeichnen war (Morgera et al., 2006).

Die HICOSS Studie war eine doppelblinde, europaweite, multizentrische Studie, die den
Einsatz der HCO-Membran bei Patienten mit akutem Nierenversagen bei SIRS untersuchte.
Hierbei wurde das Verfahren der CVVHD angewandt. Primare Endpunkte waren zum Beispiel
die Menge der eingesetzten vasokonstrikorisch wirksamen Medikamente, der mittlere arterielle
Blutdruck und die Pulsfrequenz, um die Wirksamkeit der Zytokinelimination beurteilen zu
kénnen. Allerdings wurde die Studie ohne signifikante Ergebnisse vorzeitig beendet, weil ein
Erreichen des Endpunktes mit der geplanten Patientenzahl nicht méglich war (Gondouin and
Hutchinson, 2011).

Anwendung bei Patienten mit Leichtkettennephropathie

Ca. 10% aller Patienten mit Myelomerkrankung entwickeln einen dialysepflichtigen,

tubulointerstitiellen Nierenschaden aufgrund der unkontrollierten monoklonalen Produktion von
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Leichtketten durch Plasmazellen. Diese Antikorperteile bestehen aus 2 Proteinketten. Diese sind
Lambda mit einer Grol3e von 45kD und Kappa mit einer Grolie von 22,5 kD. Es zeigten sich
Erfolge bei dem Versuch, Leichtketten durch Plasmaaustausch zu entfernen (Zucchelli et al.,
1988). Allerdings hat man festgestellt, dass sich 80% der Leichtketten extravaskular befinden
und eine kontinuierliche, langsame Entfernung aus dem Plasma notwendig ist, um die
extravaskularen Depots zu mobilisieren und zu entfernen. Es hat sich gezeigt, dass bei der
Dialyse mit der HCO-Membran mit Verlangerung der Dialysezeit auf (iber 8 Stunden eine
effektive Entfernung der Leichtketten mdglich war. Durch eine Himodiafiltration oder die
Schaltung zweier Dialysatoren in Reihe war eine weitere Clearancesteigerung maoglich.
Allerdings kam es hierbei, wie erwartet, zu starken Albuminverlusten. Man stellte auch fest,
dass eine effektive und andauernde Senkung der Plasmaspiegel der Leichtketten nur in
Kombination mit einer wirksamen Chemotherapie méglich war (Hutchison et al., 2009). Bei
dieser Kombination kam es auch zur deutlichen Besserung der Nierenfunktion. Die HCO-
Membran wurde nun bei mehr als 500 Patienten mit Leichtkettennephropathie weltweit
eingesetzt. Ein mogliches Therapieschema ist das Birmingham Schema. Hierbei werden die
Patienten 5 Tage lang, taglich 8 Stunden, mit der HCO-Membran dialysiert. Danach folgt die
Dialyse alle 2 Tage bis zum 21. Tag. Wichtig sind hierbei, vor allem die tagliche
Albuminsubstitution und die Kontrolle des Elektrolyt- und Flissigkeitshaushaltes.
GroRangelegte Studien wie die laufende EULITE-Studie (European trial of free light chain
removal by extended haemodialysis in cast nephropathy) werden zeigen, wie sehr die HCO-
Membran bei der Therapie der Leichtkettennephropathie den herkdmmlichen High-Flux-

Membranen Uberlegen ist (Gondouin and Hutchison, 2011; Hutchinson et al., 2008a, b).

Anwendung bei Patienten mit Rhabdomyolyse

Eine weitere Indikation zur Anwendung der HCO-Membran ist die Rhabdomyolyse mit akuter
Niereninsuffizienz. Bei der Rhabdomyolyse werden groRe Mengen von dem Mittelmolekiil
Myoglobin mit einer Grélie von 16kD freigesetzt, welches unter anderem im proximalen
Tubulus freie Radikale bildet und so die Niere schadigt. Teilweise konnten schon signifikante
Mengen per Hamofiltration mit High-Flux-Membranen entfernt werden. Allerdings zeigten sich
sowohl im CVVH-Verfahren (Naka et al., 2005) als auch bei der Himodialyse (Basnayake et
al., 2009) unter der HCO-Membran deutlich bessere Clearanceraten von Myoglobin. Zukiinftig
folgende Studien miissen zeigen, ob dies auch zu einem besseren Outcome der Patienten
bezuglich Nierenfunktion und Behandlungsdauer der Patienten fiihrt (Gondouin and Hutchison,
2011).
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Klinische Anwendung zur Bekampfung der chronischen Inflammation bei
Langzeitdialysepatienten

Die Ergebnisse der ex vivo- und der in vivo Studien an septischen Patienten, beziiglich der
Clearanceeigenschaften proinflammatorischer Zytokine, weckten die Hoffnungen, durch die
HCO-Membran, auch bei Langzeitdialysepatienten das kardiovaskulédre Risiko dauerhaft senken
zu konnen. Bisher gibt es kaum Studien, die die Anwendung dieser Membran bei

Langzeitdialysepatienten getestet haben.

Lee et al. untersuchte an 8 Patienten, welchen Effekt der 2 wochige Einsatz der HCO-Membran
auf B-2-M und Albumin hat. Hierbei sah man eine Clearanceerhthung fiir beide Parameter im
Vergleich zur High-Flux-Membran. Andere inflammatorisch relevante Parameter wurden

allerdings nicht untersucht (Lee et al., 2009).

Zickler et al. wendeten die HCO-Membran iber 3 Wochen im Crossover-Design im Vergleich
zu einer herkdmmlichen High-Flux-Membran an. Hierbei zeigten sich keine signifikanten
Anderungen der CRP und IL-6 Werte. Publiziert wurden diese Ergebnisse nur als Abstract
(Zickler et al., 2009).

In der hier vorliegenden Arbeit wurde erstmals untersucht, ob man mit der HCO-Membran in
der Lage ist, einige ausgewahlte, schwierig zu eliminierende, proinflammatorische Mediatoren
im Plasma und die Monozytensubpopulationen, sowie deren ACE-Expression bei
Langzeitdialysepatienten zu beeinflussen. Zusétzlich wurde der Sicherheitsaspekt zur Klinischen

Anwendung bei dieser Patientengruppe erstmals ausfuhrlich untersucht.
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2. Zielstellung

Als Pilotstudie soll diese Arbeit zeigen:
o Ob Inflammationsmediatoren und Zytokine wie CRP, IL-1, IL-6, IL-10, und TNF-alpha
durch die HCO-Membran im Plasma von chronischen Dialysepatienten gesenkt werden

konnen.

o Ob der Einsatz der HCO-Membran die Anzahl der Gesamtmonozyten bzw. deren

Subpopulationen Mol, Mo2, Mo3 und deren ACE-Besatz beeinflusst.

o Ob der klinische Einsatz der HCO-Membran tiber 2 Wochen unbedenklich ist.

o  Wie hoch die Albuminverluste ausfallen, ob der Verlust iiber den Studienzeitraum tolerabel

ist, beziehungsweise ob eine Albuminsubstitution nétig ist.
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3. Patienten, Material und Methodik
3.1 Patientenrekrutierung

Zwischen November 2009 und Juni 2010 wurden alle zirka 100 Patienten des KfH-
Nierenzentrums Halle hinsichtlich der folgenden Ein- und Ausschlusskriterien beurteilt (aus
Prufplan Vers.2.4 vom 3.11.2009).

Einschlusskriterien

o Dialysebehandlung seit mindestens 3 Monaten

o Dialyse 3x wochentlich

o Dialyse mit High-Flux-Dialysator seit mindestens 4 Wochen

o Alter > 18 und < 85 Jahre

o mindestens einmal innerhalb von 8 Wochen vor Einschluss ein CRP-Wert >5mg/L
o Einwilligungsfahigkeit

o schriftliches Einverstandnis nach Aufklarung

Ausschlusskriterien

o fehlendes Einverstédndnis

o Klinisch manifeste Infektion

o CRP im Plasma Uber 50mg/L

o Serum-Albumin unter 35g/L

o zentraler Venenkatheter als Dialysezugang
o Einnahme immunsuppressiver Medikamente
o Schwangerschaft oder Stillzeit

o Zeitgleiche Teilnahme an einer anderen klinischen Studie
In diesem Zeitraum konnten 19 Patienten des KfH nach Zustimmung der Ethik Kommission der

MLU Halle-Wittenberg in die experimentell-klinische Studie eingeschlossen werden. Durch das

Studiendesign wurden 2 randomisierte Patientengruppen gebildet.
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3.2 Studiendesign, Behandlungsplan und Aufgabenverteilung
Studiendesign

Bei dieser monozentrischen Pilotstudie handelt es sich um eine zweiarmig, doppelblind,
randomisierte Crossover-Studie. Das heil’t, es gab zwei identisch aussehende
Studienmembranen. ,,Studienmembran A” (HF) war eine Standard High-Flux-Membran
(Polyflux 11s Firma Gambro Hechingen) und ,,Studienmembran B* (HCO) war die
groRporigere High-Cut-off Dialysemembran (HCO 1100 Firma Gambro, Hechingen).
Randomisiert wurde tber Briefe mit der Beschriftung der Patientennummer, die entsprechend
der Reihenfolge des Patienteneinschlusses gedffnet wurden. Daraus ergab sich, ob der Patient
die Behandlung mit Kontrollmembran A (Gruppe AB) oder Studienmembran B (Gruppe BA)
beginnen sollte.

Die Studie sollte die Effekte der HCO 1100 Membran bezlglich bestimmter chronischer
Inflammationsmarker, sowie den Sicherheitsaspekt in der klinischen Anwendung untersuchen.
Das Design wurde so gewdahlt, um zunédchst mogliche Effekte erkennbar zu machen, da eine
Dauerbehandlung aufgrund der angenommenen deutlichen Albuminverluste nicht vertretbar
erschien. Insbesondere die Albuminwerte wurden von einer der Studie unabhéngigen Person
Uberwacht und bei einem Unterschreiten der Grenze von 28 g/L beziehungsweise einen Abfall
von >20% zum Ausgangswert an die Studienérzte gemeldet.

Waéhrend der Behandlungsphasen gab es keine Entblindungen. Die ermittelten Daten wurden

wahrend der Studie in CRF’s (Case Report Form) erfasst.

Behandlungsplan

Patienten in der Gruppe AB wurden 2 Wochen lang (3x die Woche) mit der Kontrollmembran
Polyflux 11s (HF) dialysiert. Darauf folgte eine 2 wichige Wash-out-Phase. Das heil’t, die
Patienten wurden wie gewohnt 3x die Woche mit der herkémmlichen Polyflux 170H Membran
(HD) dialysiert. Danach wurden die Patienten 2 Wochen lang mit der HCO 1100 Membran
dialysiert. Nach weiteren 2 Behandlungswochen mit der herkdmmlichen Membran wurden die
Patienten nochmals untersucht.

Waéhrend jeder Studienphase wurden also 6 aufeinanderfolgende Dialysen mit der jeweils
randomisiert zugeordneten Dialysemembran durchgefiihrt.

Die Patienten der Gruppe BA begannen mit der HCO 1100 Membran und wechselten dann auf
die Kontrollmembran. Abbildung 3 veranschaulicht den Studienablauf.

Die erste Studienvisite und somit der Studienstart erfolgte immer zwischen Mittwoch und
Samstag, jedoch nicht am Montag oder Dienstag, um nicht nach langem interdialytischen

Intervall die Studie beginnen zu mussen. Es wurde bei jeder Dialyse ein, fir den Dialyseshunt,

20



maximal moglicher Blutfluss und ein Dialysatfluss von 500ml/min eingestellt. Die
Ultrafiltration wurde nach klinischer Indikation (Gewichtsdnderung des Patienten) gewéhlt. Die
Dialysezeit wurde wahrend der beiden Hauptstudienphasen (nicht bei Wash-out und
Nachbeobachtungsphase) um 30 min gegeniiber der tblichen Behandlungszeit des jeweiligen
Patienten verlangert, da sowohl die HCO- als auch die Kontrollmembran eine kleinere
Gesamtoberflache von 1,1 m? hatte. Insgesamt wurden pro Patient 11 Studienvisiten nach dem
Zeitplan in Tabelle 3 durchgefiihrt. Zu Beginn jeder Studienvisite wurde nach Beschwerden
(insbesondere nach Dyspnoe, kardialen Beschwerden und Allgemeinzustandsverdnderungen im
Vergleich zu Studienbeginn) gefragt. In der ersten Studienvisite wurde zusétzlich der unter
Punkt 8.1 beschriebene Fragenkatalog abgefragt. Wie in Tabelle 3 ersichtlich wurden teils kurze
Untersuchungsbefunde erhoben, wobei insbesondere auf Kndchel- bzw. Unterschenkelédeme,
Anasarka und die Vitalparameter Blutdruck und Puls eingegangen wurde. Bei den teils
ausfuhrlicheren Untersuchungen wurde zusétzlich die kardiale und pulmonale Auskultation
durchgefiihrt. Details der Blutabnahmen inklusive untersuchter Parameter werden im Punkt 3.4.
dargestellt. Aufgrund der strengen Ein- und Ausschlusskriterien, der hdufigen Untersuchungen
und Blutabnahmen sowie der verlangerten Dialysezeit war es schwierig, Patienten zu
rekrutieren. Aufgrund dessen gab es 3 zeitversetzte Studiendurchlaufe mit jeweils 9, 8 und 2
Patienten Uber jeweils 8 Wochen. Der Studienzeitraum erstreckte sich somit von Anfang
November 2009 bis Ende Juni 2010.

Abb. 3: Behandlungsplan

Phase 1: 2 Wochen Auswaschphase: Phase?2: 2 Wochen Nachbeobachtungs

2 Wochen phase: 2 Wochen
Standard HD

Gruppe AB: Kontrolimembran | Standard HD Studienmembran Standard HD
(HF) (HCO)

Start —

Studienmembran Kontrollmembran
Gruppe BA: (HCO) (HF)
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Aufgabenverteilung

Die Studienplanung erfolgte in Zusammenarbeit mit Prof. Dr. Matthias Girndt und dem
Studienteam (Firma Gambro, KKS Halle, Ethikkommision, Dr. Roman Fiedler und Dr. Christof
Ulrich). Die Patientenakquise war Aufgabe von Dr. R. Fiedler.

Es fand die selbststandige Durchfiihrung der klinischen Arbeit unter Aufsicht der Studienarzte
Dr. R. Fiedler und Prof. Dr. M. Girndt mit Unterstiitzung der Schwestern des KfH Halle, die
selbststdndige Durchfuhrung der labortechnischen Analysen nach Einarbeitung durch Dr. C.
Ulrich mit Unterstutzung der MTA Beate Heinze und die eigenstandige Erfassung und
Aufarbeitung der Studiendaten durch mich statt. Des Weiteren vollzog ich eigenstéandig die
Auswertung und Aufarbeitung der Laboranalysen im Programm MACS Quantify nach
Einarbeitung durch Dr. C. Ulrich.

Die statistische Auswertung fur Poster und Publikation erfolgte durch das KKS Halle.
AnschlieRend erfolgte eine erneute, von mir eigenstandige, statistische Auswertung, der in
dieser Arbeit aufgefiihrten Ergebnisse, mit Beratung durch das Institut fur Epidemiologie,
Biometrie und Informatik (Prof. Dr. Andreas Wienke), mit Orientierung an der Auswertung des
KKS. Die Verfassung der Publikation erfolgte in Zusammenarbeit mit Dr. R. Fiedler und Prof.
Dr. M. Girndt.
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Tabelle 3: Zeitplan (aus Prufplan Vers.2.4 vom 3.11.2009)

Studien-
visite 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11
Zeitpunkt Tag 1 Tag 1 Tag 3 Tag 8 Tag 15 Tag 29 Tag 29 Tag 31 Tag 36 Tag 43 Tag 57
vor nach vor vor vor Dialyse | vor Dialyse nach vor vor vor Dialyse | vor Dialyse
HD-Sitzung Dialyse Dialyse Dialyse Dialyse 47 Y 413 Y Dialyse Dialyse Dialyse #19 Y 405 Y
#1 #1 #2 #4 #13 #14 #16
Anamnese A+ A A A A A A A A A A
Befund B+ B B B+ B+ B B B+
Medikation Basis Anderung | Anderung | Anderung | Anderung Anderung | Anderung | Anderung | Anderung
Blutent-
nahme
S| Serum X X X X X X X X X
5,5ml
AG EDTA X X X X X X
4 5ml
MO Li-Hep X X X X X X X X X
4 5ml
KC Serum X X X X X X X
2,6ml
Serum
KT 2 6ml X X
BB EDTA X X X X X X X X X
2,7ml

A= Kkurze Anamnese, A + = kurze Anamnese mit ausfihrlichem Fragenkatalog (siehe 8.1), B= kurzer Befund, B + = ausfuhrlicher Befund (siehe 3.2)
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3.3 Die verwendeten Dialysemembranen

Alle Patienten wurden vor Beginn, in der Wash-out- und der Nachbeobachtungsphase der
Studie mit der Polyflux 170H Membran (HD) dialysiert. Um die Verblindung der Studie zu
gewahrleisten, wurde die Polyflux 11s Membran als Kontrollmembran (HF) verwendet, da diese
bezuglich der Dialysatoreigenschaften der Standardmembran mdglichst &hnlich war und auch
aufgrund der kleineren Gesamtoberflache &ulRerlich identisch der HCO-Membran war. Folgende
Tabelle zeigt die Eigenschaften der 3 Membranen.

Tabelle 4: Eigenschaften der verwendeten Membranen

Polyflux 170H Polyflux 11s HCO 1100
Effektive
Membranoberflache 1,7 1,1 1,1
(m?)
Membranmaterial Mischung aus ]

Mischung aus PAES,
PAES, PVP und . PAES/PVP
] PVP und Polyamid
Polyamid
Cut-off (kD) 20 20 45
UF-Koeffizient in vitro
70 53 36

+20% (ml/h, mmHg)
UF= Ultrafiltrations-, PAES= Polyarylethersulfon, PVP= Polyvinylpyrrolidon

3.4 Vollblutprobengewinnung und Lagerung

Anhand des Zeitplans in Tabelle 3 sieht man den Umfang und den Zeitpunkt der Blutabnahmen.
Die Blutabnahmen wurden immer (ber den durch die Dialyse bereits angestochenen Shunt
entnommen. Im folgenden werden die Blutproben beschrieben (aus Prifplan Vers.2.4 vom
3.11.2009).

Probe Sl (Monovette braun Serum 5,5ml):

Das Rohrchen wurde durch Zentrifugation abgesert, das Serum aliquotiert (in 3 Aliquots &
~1ml) und in Kryorohrchen bis zur Analyse eingefroren (bei -80°C). Spater wurde mittels
ELISA TNF-alpha, IL-1 und IL-10 bestimmt.
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Probe AG (Monovette rot EDTA 4,5ml):

Das Rohrchen wurde durch Zentrifugation abgesert, das Serum aliquotiert (in 3 Aliquots &
~1ml) und in Kryorohrchen bis zur Analyse eingefroren (bei -80°C), (fur andere Studie

verwendet).

Probe MO (Monovette orange Li-Hep 4,5ml):

Das Rohrchen wurde auf Eis gelagert und gekuhlt innerhalb von 60min zur Analyse ins Labor
der KIM 11 gebracht. AnschlieBend Bestimmung der Monozytengesamtzahl, Differenzierung
der Subpopulationen und Bestimmung des ACE-Besatzes mittels Durchflusszytometrie.

Probe KC (Monovette braun Serum 2,6ml):

Die Probe wurde in das Zentrallabor des UKH gegeben (Anforderung: Na+, K+, Phosphat,
Creatinin, Harnstoff vor Dialyse, Albumin, R2-Mikroglobulin, CRP, IL-6, Cholinesterase).

Probe KT (Monovette braun Serum 2,6ml):

Die Probe wurde in das Zentrallabor des UKH gegeben (Anforderung: Harnstoff nach Dialyse

zur
Berechnung der Kt/V).

Probe BB (Monovette rot EDTA 2,7ml):

Die Probe wurde in das Zentrallabor des UKH gegeben (Anforderung: Differentialblutbild).

3.5 Externe Laboranalysen

Folgende Laborparameter wurden in dem, nach DIN EN ISO 9001:2008 zertifizierten,
Zentrallabor im UKH nach entsprechenden Ringversuchen analysiert: Na+, K+, Phosphat,
Creatinin, Harnstoff, Albumin, B2-Mikroglobulin, CRP, IL-6, Cholinesterase,
Differentialblutbild, Harnstoff.

Am jeweils 1. Tag beider Studienphasen wurde das Dialysat eines Patienten gesammelt. Es
wurden bei der Dialyse mit der Kontrollmembran 162,5 Liter und bei der Dialyse mit der HCO-
Membran 165 Liter tiber eine Dialysezeit von 5 Stunden gesammelt. Das Dialysat beider Proben
wurde auf ca. 1 Liter durch Low-Flux Filter konzentriert und bei -70°C bis zur Analyse
eingefroren. Anschlielend wurde Gesamtprotein, Albumin, Kappa-Leichtketten, Lambda-
Leichtketten, Beta-2-Mikroglobulin, I1L-6, IL-1, IL-10, TNF-a und a1-Mikroglobulin gemessen.

Die Bearbeitung der Proben erfolgte in einem Labor der Firma Gambro, Hechingen.
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3.6 Durchflusszytometrische Messungen

Die Monozytensubpopulationen lassen sich durch die Expression ihrer jeweiligen
Zelloberflachenmolekiile (Cluster of Differenciation [CD]) gut voneinander unterscheiden. Ein
Durchflusszytometer eignet sich hierbei hervorragend zum Z&hlen und Differenzieren dieser
Subpopulationen (Janeway et al., 2002a).

1934 wurde von Moldavan ber eines der ersten Geréte zur Zellanalyse berichtet, welches den
Entstehungsprozess der Durchflusszytometer einleitete. Hier wurden vorallem Blutzellen
piezoelektronisch gez&hlt. Allerdings gab es noch eine Reihe von Problemen wie zum Beispiel
das Verklumpen von Zellen und die mangelnde Zellspezifitat beim Zahlprozess (Moldavan,
1934). Mittlerweile sind Durchflusszytometer durch moderne Lasertechnik und neue
Herstellungsmethoden von spezifischen Antikérpern soweit entwickelt, dass man eine immer
groRere Anzahl fluoreszenzmarkierter Antikorper einsetzen beziehungsweise mehrere

Farbstoffe gleichzeitig mit einem Geré&t messen kann (Janeway et al., 2002a).

3.6.1 Funktionsweise

Zuerst werden die zu untersuchenden Zellen mit Fluoreszenzfarbstoffen markiert. Hier
unterscheidet man die direkte Methode (siehe Abb.4.1) wobei ein mit einem
Fluoreszenzfarbstoff markierter Antikorper an die zu untersuchende Zelle bindet von der
indirekten Methode, wobei ein fluoreszierender Antikérper an einen anderen Antikdrper bindet,
der wiederum an der untersuchenden Zelle gebunden ist (siehe Abb.4.2). Fiir bestimmte

Untersuchungen ist auch eine Doppelfluoreszenz-Markierung moglich (Janeway et al., 2002a).

Fluoreszenzfarbstoff

Fluoreszenzfarbstoff

Anti-Ig-Ak

AR Ak

1. Direkte 2. Indirekte
Immunfluoreszenz Immunfluoreszenz

Abb. 4: Veranschaulichung zur direkten und indirekten Immunfluoreszenzmethode

(Ak=Antikorper, Ag=Antigen, Ig=Immunglobulin).
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Die markierten Zellen werden nun so durch eine diinne Kapillare gedriickt, dass diese einzeln
nacheinander von einem Laser erfasst werden. Durch die unterschiedliche GroRe und
Granularitéat der Zellen, sowie durch die unterschiedlichen Emissionen der
Fluoreszenzfarbstoffe wird eine jeweils andere Lichtstreuung von Fotodetektoren gemessen
(siehe Abb. 5.1). Diese Daten werden dann von einem Computerprogramm ausgewertet und
geben Informationen tber Anzahl, Grof3e und Granularitat der Zellen, sowie tber die
Expressionsrate verschiedener Oberflachemolekiile von Zellen (Janeway et al., 2002a, b).
Die Zellfraktionen lassen sich dann z.B. in einem Dotplot (siehe Abb.5.2) abgrenzen.

Zellenin 90° ~f| Photomultiplikator
Suspension Streulicht = o
530-550nm «3“‘") § Granulozyten Monozyten
- ’ z |
ﬁ.fwvm_@_ £ il
o) s
—n a poes
560 - 580 nm (Rot) 4 licht- &
em a hozyt
1] fincﬁi-che s "
3 Diod
1. Prinzip Vorwistsstreuung o Vorwirts-Lichtstreuung
DurchfluBzytometrie 2. Abgrenzung von Zellfraktionen

Abb. 5: Schema zum Funktionsprinzip der Durchflusszytometrie und zur Abgrenzung der

Zellfraktionen (Pezzutto et al., 2006).

3.6.2 Arbeitsmaterial, Chemikalien und Arbeitsschritte
Gerate

o FACSCAN, Becton Dickinson Heidelberg (mit einem Laser (488nm)
ausgestattet, kann bis zu 3 Fluoreszenzen parallel messen)

o Auswertungssoftware (MACS Quantify 2.0, Miltenyi Biotec Bergisch Gladbach)

o Zentrifuge (Megafuge 11R, Heraeus Hanau)

o Vortexer (Q1, VWR Darmstadt)

o Pipettiergerate inklusive Aufsatze (Hirschmann Laborgerate Eberstadt)

o Kuhlschrank (Labo-100, Kirsch Offenburg)

o Tiefkuhlschrank -80°C (HERAfreeze, Heraeus Hanau)
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Bestimmung der Monozytensubpopulationen

FACS-Puffer:

o 1x PBS (Phosphate Buffered Saline), Biochrom Berlin

o 5% FCS (Fetal Calf Serum), PAA Pasching

o 0,5% BSA (Bovines Serum-Albumin) Fraktion V, pH 7,0, Standard grade, Serva
Heidelberg

o 0,07% Natriumséure, Roth Karlsruhe

Fc-Block-Mix:
o 46 ul FACS-Puffer
o 4 ul Fc-Block, Miltenyi Biotec Gladbach

Antikérpermix:
o 5 ulCD 86 PE (Klon: 1TS2.2, Beckman Coulter Krefeld)

o 5 ul CD 14 PerCP (Klon: M-Phi-P9, BD Bioscience Heidelberg)
o 8 ulCD16 FITC (Klon: ebioCB16, ebioscience Frankfurt)

o BD-lysing solution: 50ml Lysing-Konzentrat (Becton Dickinson Heidelberg) in 450ml
Agua ad injectabilia gelost
o PFA (Paraformaldehyd, Roth Karlsruhe) in PBS bei 56°C gelst

Pro Messung und Patient wurden 100 pl Vollblut der Probe MO verwendet. Zunachst wurden
die Proben 2x mit FACS Puffer gewaschen (2ml FACS Puffer hinzugegeben, gevortext und
5min bei 15°C mit 1300rpm zentrifugiert). Dann wurden unspezifische Bindungsstellen mit
dem Fc Block-Mix blockiert. Anschliefend wurde der Antikdrpermix pipettiert, gevortext, zu

pelletierten Zellen gegeben und wieder gevortext. Darauf folgte die Lyse und Fixierung der

Zellen (2 ml BD Lysierlésung pro 100 pl hinzugegeben, gevortext, 15min bei Raumtemperatur

im Dunkeln inkubiert und 5 min. bei 1300rpm zentrifugiert).

AnschlieRend wurde die oben beschriebene Wasche wiederholt. Zuletzt wurde das Pellet in 200

ul 1% PFA gegeben und bei 4°C bis zur Messung, welche am selben Tag stattfand, gelagert.
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Bestimmung des ACE-Besatzes der Monozytensubpopulationen

o

o

o

FACS-Puffer:

1x PBS, Biochrom Berlin

5% FCS, PAA Pasching

0,5% BSA Fraktion V, pH 7,0, Standard grade, Serva Heidelberg
0,07% Natriumsaure, Roth Karlsruhe

Fc-Block-Mix:

46 ul FACS-Puffer
4 ul Fc-Block, Miltenyi Biotec Gladbach

Antikorpermix 1:

o

o

o

5 ul CD 16 PE (Klon: ebioscCB16 ebioscience Frankfurt)
5 ul CD 14 PerCP (Klon: M-Phi-P9, BD-Bioscience Heidelberg)
10 ul CD 143 FITC (Klon: 9B9 Serotec Disseldorf)

Antikorpermix 2 (dient als Fluoreszenz Minus one Control [FMC]):

o

o

o

5 ul CD16 PE (#15) (Klon: ebioscCB16 ebioscience)
5 ul CD14 PerCP (#08) (Klon: M-Phi-P9, BD-Bioscience Heidelberg)
10 pl FACS-Puffer

Sphereo Rainbow Calibrite beads 6-6,4 um, BD Biosciences

BD-lysing solution: 50ml Lysing-Konzentrat (Becton Dickinson Heidelberg) in 450ml
Agua ad injectabilia gelost

PFA (Roth Karlsruhe) in PBS bei 56°C geldst

Pro Patient und Messung wurden hier 2x 100 ul Vollblut der Probe MO verwendet, welche

spater jeweils mit einem anderen Antikorpermix versetzt wurden. Dies war nétig, da mit dem

verwendeten FACS-Gerat nur maximal 3 Fluoreszenzen gleichzeitig messbar waren, jedoch mit

der FMC 4 Parameter gemessen werden mussten. Somit wurden die Messungen auf 2 Proben

aufgeteilt. Die FMC-Messung diente als Kontrolle auf Messfehler, welche bei MFI (Mean

Fluorescence Intensity) Messungen vorkommen kénnen. Die Proben wurden wie oben

beschrieben 2x mit FACS Puffer gewaschen. Anschlielend wurden die unspezifischen

Bindungsstellen wie oben beschrieben mit dem Fc-Block-Mix blockiert. Nun wurde die eine

Probe mit Antikdrpermix 1 und die andere Probe mit Antikérpermix 2 versetzt, gevortext, zu

pelletierten Zellen gegeben und nochmal gevortext. Daraufhin wurden alle Proben bei 4°C Gber
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20 min im Dunkeln gelagert. Zuletzt wurden die Proben wie oben beschrieben lysiert, fixiert,
nochmals mit FACS-Puffer gewaschen, in 1% PFA gegeben und bis zur Messung bei 4°C
gelagert.

3.6.3 Analyse und Auswertung
Auswertung der Monozytensubpopulationen

Im Anschluss an die durchflusszytometrische Messung mit dem FACSCAN (Becton Dickinson
Heidelberg) wurden die Monozyten als CD86 hochpositive Zellpopulation entsprechend GréRe
und Granularitat (Forward Side Scatter [FSC]/Side Scatter [SSC]) manuell in dem Programm
MACS Quantify 2.0 gegated und aufgrund der Expression von CD 14 und CD 16 in 3
Subpopulationen eingeteilt (CD14++,CD16-[Mol]; CD14++, CD16+ [M02]; CD 14+, CD16++
[Mo3]). Abbildung 6 zeigt die Gatingstrategie zur Messung der Monozyten.

30



091105-HCO-Test.013 091105-HCO-Test. 013\CD 86+

el 1e3 —:
. 1 COSE+4F_ESCiMo2
— _ CDEEF -55CiMal R
71.06
T 15081 162 ; :
J =N
i =)
g 181y -+ 1817 CDBEF_S
8 ] b= ] 19.23% 4
4 [3)
el Tel—
T T ™ T T
0 250 500 750 1000 1e0 1e1 182 1e3
SSC-Height CD16- FITC
091105-HCO-T est.01 3\CD 86+
1000 Fie  091105-HCO-Test0M3mgd  05-Mew-09 16:22
k Sld Descr.
250 7 Region %1 Count
- . CDBESF S50 091105-HCO-Test.013 100,00 275151
5 1 12500 CDBE+ 5.41 15061
5 : F_55C 93.36 12630
T 500 Mol 71.06 8375
@ ] Mo2 8.42 1053
] Mo 19.23 2429
i Mo- 1.09 133
250

L A L I
0 250 500 750 1000
FSC-Height

Abb.6: Veranschaulichung zum Gating der Monozyten (Screenshot aus dem Programm MACS
Quantify 2.0). Panel 1 links oben zeigt das Gating der CD86 positiven Zellen, Panel 2 links
unten zeigt das Gating der Gesamtmonozyten durch die Parameter FSC/SSC, Panel 3 rechts
oben zeigt die Unterteilung der Monozyten in ihre 3 Subgruppen, die Tabelle rechts unten zeigt

die prozentuale Aufteilung und die Absolutzahlen der Monozytensubgruppen.

Zum Ausschluss von CD 14, CD 16 doppelt-negativen Zellen wurden alle Counts, die sich in
den definierten Mol bis Mo3 Gates befanden, addiert und als Mo Absolut definiert. Mittels
dieser absolut gemessenen Monozytenzahl wurden die relativen Frequenzen (P-Mol, P-Mo2
und P-Mo3 in %) neu berechnet.

Zur Berechnung der absoluten Monozytensubpopulationzellzahl wuden die berechneten
relativen Frequenzen (P-Mo1,P-Mo2,P-Mo3) in Bezug zur absoluten Monozytenzahl der

Patienten gesetzt.
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Auswertung der CD 143 — Expression auf den Monozytensubpopulationen

Die Monozyten wurden hierbei tiber ihre CD 14 Expression (high bis intermediate Expression)
erfasst. Dabei geht innerhalb der Subgruppe Mo3 eine Fraktion an Zellen
(CD14+[schwachpositiv], CD16++) verloren. Dies ist jedoch bei der CD143 Analyse
vernachléssigbar, da Mo3 nur &uferst schwach beziehungsweise gar nicht CD143 exprimieren.
In der Abbildung 7 sieht man die Subpopulationen nach Einsetzen der Gatingfenster.
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Abb. 7: Veranschaulichung des Gatings CD14 positiver Zellen (Screenshot aus dem Programm
MACS Quantify 2.0). Panel 1 links oben zeigt das Gating der CD 14 positiven Zellen versus
Granularitét, Panel 3 rechts oben zeigt das Gating nach GréRe und Granularitat (FSC/SSC),
Panel 2 und 4 (beide unten) zeigen das Gating der 3 Monozytensubpopulationen in
unterschiedlichen Darstellungsformen zur besseren Differenzierbarkeit anhand der CD14 und

CD16 Expression.
Nach dem eben beschriebenen Gating erfolgte die Messung der MFI (Mediane

Fluoreszenzintensizitat) von CD 143 auf den 3 Monozytensubpopulationen. Die Abbildung 8

veranschaulicht exemplarisch das Ergebnis einer Messung der oben gegateten Subpopulationen.
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Abb. 8: MFI-Messung auf CD143 von Mol, Mo2 und Mo3 (Screenshot aus dem Programm
MACS Quantify 2.0). Panel 1 ganz oben zeigt die Fluoreszenzintensizitat bei Mol, Panel 2

zeigt die Fluoreszenzintensizitat bei Mo2 und Panel 3 zeigt die Fluoreszenzintensizitat bei Mo3.

Um die Qualitat der Messung zu gewahrleisten wurden an jedem Messtag

Spherobeadmessungen (Sphereo Rainbow Calibrite Beads 6-6,4 um, BD Biosciences)

durchgefiihrt. Die Spherobeadldsung enthielt 6 Beads mit unterschiedlichen

Fluoreszenzexpressionsniveaus und zeigte eventuelle Veranderungen der Laserleistung an.

Da diese Messungen sehr stabil waren, wurde auf eine lineare Regressionsanalyse verzichtet

und stattdessen ein relativer Korrekturfaktor tber alle Fluoreszenzintensitaten ermittelt. Dieser

bezog sich auf die jeweils ersten Messungen der 3 Studienabschnitte.

3.7 ELISA-Messungen

Der Enzyme-Linked Immunosorbent Assay (ELISA) ist ein direkter Bindungstest fir

Antikorper oder Antigene. Er gehort wie der Radioimmune Assay (RIA) zur Gruppe der

Immunassay-Verfahren, allerdings ohne radioaktive Markierung des Antikorpers (Janeway et

al., 2002b). Er eignet sich zum Nachweis bestimmter Antigene, beziehungsweise deren

Antikorper in Korperflissigkeiten. Er findet somit zum Beispiel Anwendung beim HIV-
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Suchtest (Waheed et al., 2013) oder wie in dieser Arbeit zur quantitativen Bestimmung von IL-
1, IL-10 und TNF-alpha.

3.7.1 Funktionsweise

Nachdem das Antigen an den Capture-Antikorper der Festphase gebunden wurde, wird der
primare Antikorper hinzugegeben. Nun folgt das Abwaschen der tiberschissigen Antikorper.
Aufgrund von Kopplung eines Enzyms an die priméren Antikorper (z.B. Peroxidase) folgt nach
Zugabe einer Testsubstanz die Umwandlung in ein farbiges Substrat. Die Starke der farbigen
Umwandlung und somit die Konzentration des zu bestimmenden Antigens, wird mit einem
Photometer bestimmt. Um Antigene an die Festphase zu binden, wurden AntikOrper eingesetzt,
welche bereits an die Festphase gebunden sind und an ein anderes Epitop binden als der primére

Antikorper (Kaufmann, 2004). Abbildung 9 veranschaulicht das Prinzip.

Testsubstanz farbiges Substrat

\
éAk
Y Y

Abb. 9: Schema eines ELISA (Ag=Antigen, AK=Antikdrper)

Enzym
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3.7.2 Arbeitsmaterial, Chemikalien und Arbeitsschritte

Bei allen Schritten war es wichtig einen Mundschutz und Handschuhe zu tragen, damit keine
alkalische Phosphatase aus dem Speichel die Enzymaktivitét verfalscht.

Gerate

o Kreisschuttler Varishaker, Dynatech Denkendorf

o FACS-Réhrchen

Vortexer (Q1, VWR Darmstadt)

Pipettiergerate inklusive Aufsatze (Hirschmann Laborgeréte Eberstadt)

e}

e}

Interleukin-1 Messung

Messkit Quantikine HS Human IL-1ra/IL-1F3 ELISA, R&D Systems Wiesbaden-Nordenstadt

beinhaltet:

o Waschpuffer 21ml

o Kalibrierlésung RD6-3 Fertiglosung 21ml

o Assay Verdiinnung RD1-S Fertiglésung 11ml

o Reagenz A 12,5ml (Hydrogenperoxid)

o Reagenz B 12,5ml (Tetramethylbenzidine)

o IL-1ra Standard 20ng

o Konjugat Fertiglosung 21ml (polyklonale Antikdrper gegen IL-1RA konjugiert mit
Peroxidase)

o Stopp-Lésung Fertiglosung 6ml (Schwefelséure)

o IL-1RA Mikroplatten, 96 Well (12x8), mit monoklonalen Antikdrpern gegen IL-1ra
beschichtet

o Kilebefolien

Vorbereitung:

Die zu messenden Proben SI wurden aufgetaut, gevortext und auf Eis gelagert.

Nun wurden 20 ml Waschpuffer-Konzentrat mit destilliertem Wasser auf 500ml verdiinnt.

15 min. vor Verwendung wurde Reagenz A und B zu gleichen Teilen gemischt, griindlich
gevortext und dunkel gelagert (=Substratlosung).

IL-1ra Standard wurde in 1ml Aqua injectabila aufgeldst (20000 pg/ml). AnschlieRend wurde

die Stammldsung 15 Minuten bei leichter Bewegung durch den Varishaker gelagert.
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Nun wurde die Verdunnungsreihe aus 900 pl Kalibrierlosung RD6-3 zu 100 pl IL-1ra
Standard/Wasser Gemisch (= 2000pg) im ersten FACS-Ro6hrchen begonnen. In 6 weiteren
FACS-Réhrchen wurde so verdunnt, das 1000pg, 500pg, 250pg, 125pg, 62,5pg und 31,2pg IL-

1ra vorhanden war. Zusétzlich wurde eine Leerkontrolle angesetzt.

Durchfuhrung:

Jedem Well wurde 100 pl Assay Verdunnung RD1S hinzugefiigt. AnschlieBend wurden 100 pl
der Standardverdiinnungen (in 2-facher Ausfiihrung als interne Kontrolle) und der Proben in
jeweils andere Wells, nach vorher festgelegter Platzzuweisung, pipettiert. Die Well-Platte wurde
mit Folie abgedeckt und 2 Stunden bei Raumtemperatur inkubiert. Darauf folgten 4
Waschdurchgange (Flussigkeit durch Umkippen und leichtes Beklopfen der Platte entfernt und
Wells mit je 400 pl Waschpuffer gefillt, welche dann wieder zu entfernen war). AnschlieRend
wurden 200 pl der Konjugatlésung in jedes Well gefillt. Diese wurden mit Folie abgedeckt und
2 Stunden bei Raumtemperatur inkubiert. Nun folgten wieder 4 Waschdurchgénge, um
ungebundene Antikorper zu entfernen. In jedes Well wurde jetzt 200 pl Substratlosung
(Reagenz A+B) pipettiert, die Platte mit Folie abgedeckt und 30 min bei Raumtemperatur im

Dunkeln inkubiert. Zuletzt wurde 50 ul Stopp-L6sung in jedes Well pipettiert.

TNF-alpha Messung

Messkit Quantikine HS Human TNF-alpha ELISA (High-sensitivity), R&D Systems

Wieshaden-Nordenstadt beinhaltet:

o TNF-alpha Mikroplatten, 96 Well (12x8), mit monoklonalen Antik6rpern gegen TNF-alpha
beschichtet

o TNF-alpha Konjugat 21ml, polyklonale Antikdérper gegen TNF-alpha mit alkalischer
Phosphatase konjugiert

o TNF-alpha Standard (32pg/ml im Gemisch mit Kalibrierlésung)

o Assay Verdinner RD1F, 6ml

o Kalibrierlésung RD6-13, 21ml

o Waschpufferkonzentrat 100ml

o Substrat: lyophilisiertes NADPH mit Stabilisator

o Substrat Verdiinnung 7ml

o Verstarker: lyophilisiertes Verstarkerenzym mit Stabilisator

o Verstarker Verdiinnung 7ml

o Stopp-Losung, 6ml (Schwefelséaure)

o Klebefolien

36



Vorbereitung:

Die zu messenden Proben SI wurden aufgetaut, gevortext und auf Eis gelagert. Nun wurden
100ml Waschpuffer-Konzentrat mit Aqua dest. auf 1000ml verdiinnt. Dann wurde 15 min. vor
Verwendung lyophilisiertes Substrat in 6 ml Substrat-Verdiinnung aufgeldst und gevortext. Das
gleiche geschah mit der Verstarkerlosung. Anschlieend wurde TNF-alpha Standard mit der
Kalibrierlosung gemischt und bei leichter Bewegung 15 min. im Varishaker gelagert. Zuletzt
wurde die Verdinnungsreihe hergestellt. Hierbei wurden 7 FACS-R6hrchen mit je 750 pl
Kalibrierlosung gefullt. Dann wurden immer 750 ul, begonnen bei der Stammldsung,
weiterpipettiert. So entstanden die Verdiinnungen von 32 pg/ml Stammlésung Uber 16, 8, 4, 2,
1, 0,5 pg/ml und 0 pg/ml (als Leerkontrolle).

Durchfuhrung:

Zu jedem Well wurden 50 pl Assay Verdiinnung RD1F hinzugefiigt. Dann wurden 200 ul der
Verdiinnungsreihe (in 2 facher Ausfuhrung als interne Kontrolle) und der Proben gemaR eines
Platzplanes in die Wells pipettiert, die Platte mit Folie abgedeckt und 3 Stunden bei
Raumtemperatur inkubiert. Nun erfolgten wie oben beschrieben 4 Waschdurchgange.
AnschlieRend wurden 200 ul TNF-alpha Konjugat in jedes Well gefiillt, die Platte mit Folie
abgedeckt und 2 Stunden bei Raumtemperatur inkubiert. Nun erfolgten wieder 4
Waschdurchgénge. Danach wurde 50 pl Substratlésung in jedes Well gefullt, die Platte mit
Folie abgedeckt und 1 Stunde bei Raumtemperatur inkubiert. Nachdem 50 ul Verstarker-
Losung jedem Well hinzugegeben wurde und diese 30 min. bei Raumtemperatur inkubiert

wurde, folgte die Hinzugabe von 50 ul Stopp-Lésung in jedes Well.

Interleukin -10 Messung

Messkit eBioscience Human IL-10 ELISA (High-sensitivity), eBioscience San Diego
beinhaltet:

o Mikrowell-Platte (beschichtet mit monoklonalen Antikérpern gegen 1L-10)
o Biotin — Konjugat 100 pl (monoklonale Antikorper gegen IL-.10)

o Streptavidin — HRP 150 pl

o IL-10 Standard lyophilisiert 400pg/ml

o Lyophilisierte Kontrolle

o Assay-Puffer Konzentrat (PBS mit 1% Tween 20 und 10% BSA) 5ml

o Verstarker Konzentrat 7ml

o Verstarker Reagenz | 2x75 pl (1:100 verdiinnen)

o Verstdrker Reagenz 11 2x15 pl (1:5000 verdiinnen)
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o Waschpuffer Konzentrat (PBS mit 1%Tween 20) 50ml
o Substratlosung (Tetramethylbenzidine) 15ml

o Stopp-L6sung (1M Phosphorséure) 15ml

o Kilebefolien

Vorbereitung:

Die zu messenden Proben SI wurden aufgetaut, gevortext und auf Eis gelagert.

Dann wurde 50ml Waschpuffer-Konzentrat mit Aqua dest. auf 1000 ml verdiinnt. Weiterhin
wurde 5 ml Assay-Puffer Konzentrat mit Aqua dest. auf 100 ml verdiinnt. Die benétigte Menge
Biotin-Konjugat (0,06 ml pro 5,94 ml Puffer) und Streptavidin-HRP (0,06 ml pro 11,94 ml
Puffer) wurde jeweils in Assay Puffer geldst. Anschlieend wurde IL-10 Standard im Verhéltnis
1:8 mit Assay-Puffer verdiinnt, so dass sich eine Stammldsung mit 50 pg/ml ergab. Nun wurde
eine Verdlnnungsreihe in 8 FACS-Rohrchen hergestellt (25, 12,5, 6,25, 3,125, 1,562, 0,78, 0,39
pg und 0 pg (reiner Assaypuffer)).

Anschlielend wurde die bendtigte Menge Verstarker-Konzentrat im Verhaltnis 1:1 in Aqua
dest. verdunnt. Kurz vor Gebrauch wurde die benétigte Menge Verstarker-Reagenz 1 (0,12 ml
pro 11,88 ml Losung) in Verstarkerlésung und die Verstarker-Reagenz Il (0,024 ml pro 11,976
ml Puffer) in Assay-Puffer geldst.

Durchfuhrung:

In 2 x 8 Wells wurden je 100 pl der IL-10 Standard Verdinnungsreihe inklusive der Leerprobe
(reiner Assaypuffer) pipettiert. In die anderen Wells wurden 50 ul Assay-Puffer und 50 pl
Probe hinzugegeben. Nun wurde in alle Wells 50 pl Biotinkonjugat hinzupipetttiert.

Die Platte wurde mit Folie abgedeckt und 2 Stunden auf dem Varishaker bei Raumtemperatur
geschiittelt. Nun folgten, wie oben schon beschrieben, 6 Waschdurchgange. Anschlie3end
wurde 100 ul Streptavidin-HRP auf alle Wells pipettiert. Nachdem die Platte wieder mit Folie
geschiitzt wurde, wurde sie bei Raumtemperatur eine Stunde wie oben erwahnt geschittelt.
Nach weiteren 6 Waschdurchgangen wurde 100 pl Verstéarkerlosung | auf alle Wells pipettiert.
Nachdem die Platte weitere 15min. geschiittelt wurde, folgten wieder 6 Waschdurchgange und
es wurden 100 pl der Verstarkerlosung 11 auf alle Wells gegeben. Nun folgte ein letzter 30
minltiger Schuttelprozess und weitere 6 Waschungen. Zuletzt wurden 100 pl Substratlésung
auf alle Wells pipettiert, die Platte mit Folie bedeckt, 10 min. bei Raumtemperatur inkubiert und

100 pl Stopp-Lésung pro Well hinzugegeben.

38



3.7.3 Analyse und Auswertung

Nach erfolgreicher Versuchsdurchfiihrung wiirden die 96-Well Platten im ELISA-Reader
innerhalb von 30 min. bei 450nm (IL-1, IL-10) bzw. 490nm (TNF-alpha), (teilweise gegen
spezielle Referenzwellenléangen) tber die optische Dichte ausgewertet. Anhand von
standardisierten Eichkurven wurden die realen Werte durch Regressionsanalysen mittel der
Software GraphPad Prism 5, California ermittelt.

3.8 Statistik

Die HCO-Studie ist als Pilotstudie geplant worden und wurde aufgrund des hohen zeitlichen
und technischen Aufwandes und der strengen Ein- und Ausschlusskriterien an einem kleinen
Patientenkollektiv durchgefiihrt.

Die Studie sollte zunéchst einmal untersuchen, ob (iberhaupt ein positiver Effekt durch die 2-
wochige Anwendung der HCO-Membran beziiglich der Inflammation erreichbar ist. Das
Verhalten des Serumalbumins tber den Studienzeitraum sollte zeigen, wie lange die HCO-
Membran kontinuierlich einsetzbar ist oder in welcher Frequenz sie phasenweise mit
Routinemembranen verwendet werden kann.

Aufgrund dieser Rahmenbedingungen wurde auf eine férmliche Fallzahlschdtzung verzichtet.
Die statistische Auswertung wurde in Zusammenarbeit mit dem Koordinierungszentrum fir
klinische Studien Halle (KKSH) durchgefiihrt.

Die gemessenen Daten wurden als Mittelwerte + Standardabweichung angegeben und mittels
gemischten linearen Modell in IBM Statistics SPSS Version 19 ausgewertet.

Hier wurden die ZielgréRen (z.B. CRP zu Beginn und zum Ende einer 2 wichigen
Behandlungsphase mit der HCO-Membran) und der Membrantyp als feste Effekte gewertet. Die
Variable Patient wurde als zuféllige Variable einbezogen. Die Kt/VV-Werte wurden durch
wiederholte Varianzanalyse (One-Way ANOVA) und durch Dunn’s multiplen Vergleich
(postHoc) ausgewertet.

Daten, die nicht normalverteilt waren, wurden vor der Auswertung logarithmiert.

Relevante AusgabegrofRen waren der Effektschatzer mit 95% Konfidenzintervall und der
zugehorige p-Wert. Das Signifikanzniveau von p wurde mit <0,05 festgelegt.

Die Datenverteilung zu Beginn und Ende jeder Studienphase inklusive
Nachbeobachtungsphase, fiir jede Gruppe bzw. Membran veranschaulichen Boxplots mit teils
logarithmischer Ordinatenachse.

Es wurde zusatzlich durch ein linear gemischtes Modell untersucht, ob die zeitliche Abfolge,
welche Studienmembran im Rahmen der Randomisierung zuerst verwendet wurde, einen

Einfluss auf das Ergebnis hat.
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4. Ergebnisse

4.1 Patientendemographie

In die Studie wurden 19 Patienten eingeschlossen. Alle Patienten wurden hinsichtlich der

Sicherheit der Behandlung ausgewertet (Sicherheitspopulation). Aufgrund des verfriihten

Ausscheidens von 2 Patienten (1 je Gruppe durch Pneumonie und Shuntthrombose) konnten

hinsichtlich des Behandlungseffekts nur 17 statt anfanglich 19 Patienten ausgewertet werden

(Auswertungspopulation). Dies waren 11 Ménner und 6 Frauen im Alter von 47 bis 83 Jahren
(MW= 68,1 + 10,9 Jahre). Diese Patienten waren durchschnittlich seit 3,7 + 2,8 Jahren
dialysepflichtig. Die durchschnittliche Dialysezeit pro Sitzung je Patienten vor Studienbeginn

betrug 264.6 £+ 22.2 Minuten. Unter den Patienten waren 9 Diabetiker, 10 ehemalige Raucher, 2

Raucher und 5 Nichtraucher. Die gruppenspezifische Aufteilung des gesamten

Patientenkollektives nach Geschlecht, Alter, Dialysedauer, renaler Grunderkrankung, Diabetes

mellitus, Rauchstatus und kardiovaskuldrem Vorereignis zeigt Tabelle 4.

Tabelle 4: Patientencharakteristik

Mannlich
Weiblich
Alter MW % SA in Jahren

Dialysepflichtig seit MW £ SA in
Jahren

Diabetische Nephropathie
Glomerulonephritis
Zystennieren

Postrenaler Reflux
Hypertonie/Glomerulosklerose
Unklar/Schrumpfnieren

Diabetes mellitus (nicht
insulinpflichtig)

Diabetes mellitus
(insulinpflichtig)

Aktuelle Raucher

Ehemalige Raucher

Gruppe AB
n=10

8
2

67,0£10,0

2,48+1,85

Gruppe BA
n=9

5
4

71,6+11,9

5,37+2,66

3

Total n=19

13
6

68,2+10,9

3,85+2,66

6

14
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Nichtraucher
Herzinfarkt in Anamnese

Schlaganfall in Anamnese
(Symptomatik > 24h)

Luftnot nein
NYHA 11
NYHA 111
NYHA IV

Angina pectoris nein

CCs I
CCs I
CCS IV
pPAVK nein
lla
b

1
Z.n. Amputation

Positive Anamnese Herzinfarkt
oder Schlaganfall bei Eltern v.
65L j

Positive Anamnese Herzinfarkt
oder Schlaganfall bei
Geschwisternv. 65 Lj

Z.n. PTCA Herz

Z.n. Bypass Herz

Z.n. A. carotis Intervention
Z.n. PTCA Becken-/ Beingefalie

Z.n. Bypass Becken-/Beingefalle

Gruppe AB
n=10

2

Gruppe BA
n=9

3
4

oo o O o o

N N O

Total n=19
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4.2 Einfluss der Reihenfolge der Studienphasen im Crossover-Design

Muittels linear gemischtem Modell wurde vom KKS untersucht, ob die zeitliche Abfolge, welche
Studienmembran im Rahmen der Randomisierung zuerst verwendet wurde, einen Einfluss auf
das Ergebnis hat. Hierbei zeigte sich bei keinem der gemessenen Parameter ein Einfluss (p=
0,46 —0,81).

4.3 Beeinflussung der Inflammation
4.3.1 Effekte auf proinflammatorische Mediatoren

Die Behandlung mit der HCO-Membran zeigte keine signifikante Anderung der
Entziindungsmarker. CRP, Interleukin-1, Interleukin-6 und TNF-alpha zeigten weder eine
signifikante Senkung noch einen Anstieg im Plasmaspiegel. Tabelle 5 gibt eine
zusammenfassende Ubersicht der gemessenen Werte in den wichtigsten Studienphasen. Trotz
des Crossover-Designs wurden die Ergebnisse der Studienphasen gemaR der verabreichten

Behandlung zwecks einer besseren Ubersichtlichkeit zusammengefasst.

Tabelle 5: Effekte auf proinflammatorische Mediatoren.

NBP/ NBP/

St HD gfl‘f"r; AWP  StHD 6)':‘:‘(::“0 AWP *
HF HCO

CRP 1644179 140494 205+185 183% 3594678 4714957 0,89
(mg/L) 19,3
IL-lra — /)i438 6244411 6544400 °10F  676:458 6784526  0.35
(pg/mL) 413
IL-6 101471 8555 138+182 8% 1094105 336:726 067
(pg/mL) 18.1
TNF-o 5016 30809 36209 °°F  33+12  33+10 045
(pg/mL) 1.1

* (Signifikanz p= fiir Anderung nach 6x HCO zu Standard HD), St = Standard, NBP/AWP =
Nachbeobachtungsphase/ Auswaschphase
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4.3.2 Effekte auf antiinflammatorische Zytokine
Interleukin-10

Auch hier zeigte sich keine signifikante Anderung.

Tabelle 6: Effekte auf IL-10.

NBP/ NBP/
St HD é\fﬁg AWP  StHD 6>':|Ha(<::ho AWP *
HE HCO
IL-10
(pg/m 0706 0603 0707 06205  06£06  0,7+0,6 0,96
L)

* (Signifikanz p= fiir Anderung nach 6x HCO zu Standard HD), St = Standard, NBP/AWP =
Nachbeobachtungsphase/ Auswaschphase

4.3.3 Effekte auf Monozytensubpopulationen und deren ACE-Expression

Sowohl die CD14++, CD16- Monozyten (Mol), die CD14++, CD16+ Monozyten (Mo2) und
auch die CD14+, CD16++ Monozyten (Mo3) zeigten keine signifikante Anderung, was die

prozentuale Verteilung untereinander und den ACE-Besatz betraf.
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Tabelle 7: Effekte auf Monozytensubpopulationen und deren ACE-Besatz

Nach
StHD 6XHF
Mol 973+
(Zellen/pL) 390 056+425
Mo2 158+
(Zellen/pL) 119 ~ 1o2+105
e 242% 230145

(Zellen/pL) 202

Mo gesamt 9588+ 10156+
(Zellen/uL) 2240 2271

Mol (%) 73,1+

6o 706+103

Mo2 (%) 10,7+ 11,5447
45

0,

Mo3 (%) 162t 170,00
77

ACE Mol 17,0+

(MFI) 104 146263

ACE Mo2 20,6+

(MFI) 108 18977

ACEMo3 125 1,0.c,

(MFI) 51

NBP/
AWP
HF

897+409

188+126

236+163

9456+
1939

68,2+9,8

13,945,0

17,9+7,6

17,0+10,8

21,6+12,6

14,5+10,5

StHD

871+
310

159+
85

243+
159

10946+
3542

69,1+
9,6

12,2+
4,0

18,7+
7,4

15,6+
6,1

19,8+
7,6

11,2+
3,8

Nach
6xHCO

851+499

178+148

214+130

9383+
2452

68,3+7,9

13,3+3,9

17,7£7,1

NBP/
AWP
HCO

975+429

179+100

259+207

9052+
2790

70,5+9,7

12,7+£4,0

17,3+9,1

16,1+10,0 19,7+16,0

20,1+11,4 23,9+17,8

12,1455

15,8+14,2

0,76

0,69

0,38

0,12

0,67

0,41

0,45

0,58

0,76

0,23

* (Signifikanz p= fir Anderung nach 6x HCO zu Standard HD), St = Standard, NBP/AWP =
Nachbeobachtungsphase/ Auswaschphase

Allerdings zeigte sich in der Wash-out Phase nach Behandlung mit der HCO-Membran ein

signifikanter Anstieg der Absolutzahlen der Mol-Subpopulation von 851+499 zu 975429 (p=

0,029, 95% CI log= 0,009 bis 0,143).
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Abb. 10: Boxplot zur Veranschaulichung der Entwicklung der Mol-Absolutzahlen. Der blaue
Pfeil kennzeichnet den signifikanten Anstieg der Mol nach Behandlung mit der HCO-

Membran.

4.4 Albuminverluste

Fur den Albuminspiegel zeigte sich unter der Behandlung mit der HCO-Membran eine
signifikante Absenkung. Mit dem Effektschatzer wurde ein Verlust von - 4,10 g/L bei einen
95% Konfidenzintervall von — 6,1 g/L bis — 2,09 g/L und einem p-Wert von 0,0006 errechnet.

Bei der Polyflux 11s Membran zeigte sich keine signifikante Absenkung (33,6 + 3,3 g/L zu 33,4

+ 4,2 g/L). Bei der HCO-Membran fiel der Albuminwert von 34,1 + 2,7 auf 29,6 £ 3,0.
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Abb. 11: Boxplot zur Veranschaulichung der Entwicklung der Albuminwerte unter Behandlung

mit der HCO-Membran (mit blauem Rahmen markiert).

Insgesamt hatten unter der HCO-Membran 2 Patienten einen Albuminabfall von >20% nach 6

Dialysen. Bei der Kontrollmembran betraf dies nur einen Patienten. Eine Albuminsubstitution

war jedoch zu keinen Zeitpunkt nétig.
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4.5 Cholinesterase

Tabelle 8: Effekte auf die Cholinesterase

Nach NBP/
StHD AWP  StHD
6XxHF
HF
CHE 1414+ 1381+ 1404+  143,3%

(umol/L/s) 32,6 36,9 38,3 40,2

Nac | NBP/
exHco ~ AWP -
HCO

148,5+ 136,8+

38,6 37,6 0,066

* (Signifikanz p= fir Anderung nach 6x HCO zu Standard HD), St = Standard, NBP/AWP =

Nachbeobachtungsphase/ Auswaschphase

Der Anstieg in der HCO-Phase (p= 0,066, 95% CI log=-0,002 bis 0,065) zeigte sich annéhernd
signifikant. Der Abfall in der Nachbeobachtungsphase nach HCO-Membran Behandlung war

signifikant (p= 0,026, 95% CI log= -0,086 bis - 0,006).

CHE in mikromol/l
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Abb. 12: Boxplot zur Veranschaulichung der Entwicklung der Cholinesterase unter

Verwendung der HCO-Membran (durch blauen Rahmen markiert).
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4.6 Patientensicherheit

Anhand von CRF-Bdgen wurden die Patienten zu den geplanten Studienvisiten gezielt nach
Beschwerden befragt, die detailliert protokolliert wurden. Des Weiteren diente die unter im
Anhang 1 beschriebene klinische Untersuchung und die Kontrolle der unter Punkt 3.4 fixierten
paraklinischen Parameter (v.a. Albumin und Elektrolyte), durch einen unabhéangigen Arzt, der
Patientensicherheit.

Die nun folgenden Auswertungen beziehen sich auf alle 19 in die Studie aufgenommenen
Patienten (sog. Sicherheitspopulation). Insgesamt gab es 3 schwere und 52 nicht-schwere
unerwinschte Ereignisse. Es gaben 17 der 19 Patienten zumindest einmal Beschwerden an.
Zwei schwere Zwischenfélle traten in Studienphase B auf (partielle und vollstandige
Shuntthrombose). Das dritte schwere Ereignis trat in Phase A auf (fieberhafte Pneumonie). Der
Patient mit der partiellen Shuntthrombose wurde chirurgisch erfolgreich behandelt und konnte
somit, im Gegensatz zu den anderen beiden Patienten, die Studie fortsetzen. Ein Zusammenhang
der schweren Zwischenfélle mit der HCO-Membran wurde nach eingehender Beratung der

Studienarzte nicht angenommen.

Es gab 16 nicht-schwere Zwischenfélle in der Phase A und 36 Zwischenfalle der gleichen
Kategorie in Phase B. Die haufigsten Beschwerden waren Schwindel und Hypotonie. Ein
kausaler Zusammenhang der Zwischenfalle mit den Studienmembranen wurde, bis auf eine

hypotone Blutdruckkrise, von den Studienarzten nicht gesehen.
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Tabelle 9: Uberblick iiber Beschwerden und Zwischenfélle.

Beschwerden Unter Kontrollmembran+ Unter HCO Membran +
15 Tage 15 Tage
Nachbeobachtung n=19 Nachbeobachtung n=19
Schwere 1 2
Pneumonie 1 -
Partielle Shuntthrombose = 1
Shuntthrombose - 1
Nicht-schwere 16 36
Infektionen 4 4

Neurologische Symptome

(v.a. Schwindel) Z £
Kreislaufbeschwerden (v.a. 0 6
Hypotonie)

Pulmonale Symptome 1 1
Dermatologische Symptome 1 0
Muskulére Symptome 3 5
Dysurie 1 1
Andere 4 9

4.7 Dialyseeffektivitat

Wie bereits im Studiendesign beschrieben wurde, verlangerten wir die Dialysezeit in der
Studienphase A und B um 30min, da bei der kleineren Dialysatoroberflache von 1,1m2 eine
weiterhin suffiziente Dialyseleistung erreicht werden musste. In der Wash-out und
Nachbeobachtungsphase war dies nicht nétig, da hier ja wieder die herkdmmliche Polyflux
170H Membran mit der gréBeren Oberflache verwendet wurde.
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Creatinin

Der Creatininwert zeigte keine signifikanten Anderungen in jeglicher Studienphase.

Tabelle 10: Effekte auf die Creatinin-Werte.

NBP/
Nach Nach NBP/ AWP -
StHD o HF Aﬁp StHD g hco HCO

Creatinin  685,4+ 666,1+ 7432+ 736,1+ 753,0+

umolll) 2189 1722 2809 2651 2547 (11526712 013

* (Signifikanz p= fir Anderung nach 6x HCO zu Standard HD), St = Standard, NBP/AWP =
Nachbeobachtungsphase/ Auswaschphase

Harnstoff

Tabelle 11: Effekte auf die Harnstoff-Werte.

Nach NBP/ Nach NBP/
StHD 6xHE AWP StHD 6xHCO AWP *
HF HCO

Harnstoff  16,3+4,7 17,1+44 18,1#59 18,2+51 18,0+49 16,1+45 0,99

* (Signifikanz p= fir Anderung nach 6x HCO zu Standard HD), St = Standard, NBP/AWP =
Nachbeobachtungsphase/ Auswaschphase

Bei den Harnstoffwerten zeigte sich eine signifikante Absenkung in der Wash-out Phase nach
Behandlung mit der HCO-Membran von 18,0 + 4,9 mmol/L zu 16,1 + 4,5 mmol/L. Der
Effektschatzer betragt — 2,36 mmol/L und der p-Wert 0,018 (95% Konfidenzintervall: - 4,24 bis

- 0,48 mmol/L). Folgendes Boxplot veranschaulicht dies.
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Abb. 13: Boxplot zur Veranschaulichung der Entwicklung der Harnstoff-Werte. Der blaue Pfeil
kennzeichnet den signifikanten Harnstoffabfall nach Behandlung mit der HCO-Membran.

Kt/V-Werte

Als MaB fur die Dialyseeffektivitat ist der Kt/\VV-Wert gut dazu geeignet, die verwendeten
Dialysemembranen hinsichtlich ihrer Dialyseleistung zu vergleichen (Alayoud et al., 2012).
Anhand der Daugirdas-Formel wurde der Kt/\V-Wert aller Patienten anhand der gemessenen
Werte vor und nach der ersten Dialyse der jeweiligen Studienphase errechnet und die

Unterschiede auf Signifikanz gepriift.

Es wurde hierbei ein signifikant niedrigerer Kt/\VV-Wert unter der HCO-Membran (1,21 + 0,31)
als unter der Kontrollmembran (Polyflux 11s), (1,59 £ 0,42) mit p< 0,001 gemessen.
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4.8 Beta-2-Mikroglobulin

Es zeigten sich keine signifikanten Anderungen wahrend der Studienphasen.

Tabelle 12: Effekte auf f-2-M.

NBP/ NBP/
St HD 6Nxal_c|2 AWP St HD G)E'Ha‘ého AWP *
HF HCO
Beta-2- 187+
Mikroglobu 18,2475 “o'7F 205468 184463 194874 200477 068
lin (mg/L) ’

* (Signifikanz p= fiir Anderung nach 6x HCO zu Standard HD), St = Standard, NBP/AWP =
Nachbeobachtungsphase/ Auswaschphase

4.9 Dialysatmessung

Deutliche Mengen an Proteinen, welche das Immunsystem beeinflussen, konnten aus dem

Blutkreislauf mit der HCO-Membran entfernt werden.

Tabelle 13: Ergebnisse der Dialysatmessung. Die Tabelle zeigt die nachweisbare Menge einiger

eliminierter Substanzen des Dialysats.

Polyflux 11s HCO
Gesamtprotein (g) 0,19 11,04
Albumin (g) 0,17 9,02
Kappa-Leichtketten (mg) 4,4 552
Lambda-Leichtketten (mg) 6,75 154,5
Beta-2-Mikroglobulin (mg) 0,965 >11,92
IL-6 (ng) n.w. 21,8
IL-1 n.w. n.w
IL-10 n.w. n.w.
TNF-a n.w. n.w.
al-Mikroglobulin (mg) n.w. 378

n.w. = nicht nachweisbar gering
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Wie sich auch paraklinisch bestatigte, wurden deutliche Mengen an Albumin herausgefiltert.
Jedoch war auch eine hohere Filtrationsleistung bei den Leichtketten, dem Gesamtprotein, Beta-
2-Mikroglobulin, a1-Mikroglobulin und IL-6 nachweisbar. IL-1, IL-10 und TNF-alpha wurden
auch hier nicht nachweislich eliminiert.

5. Diskussion
5.1 Interpretation der Ergebnisse

Wie bereits in der Einleitung ausfihrlich erklért, tragt die chronische Mikroinflammation einen
entscheidenden Teil zu dem erhohten kardiovaskuldarem Risiko bei Langzeitdialysepatienten
bei. Eine Moglichkeit diese Inflammation einzuddmmen, sahen wir in der Elimination von
daran beteiligten Zytokinen und der Reduktion von proentziindlichen
Monozytensubpopulationen durch die Verwendung einer neuartigen Membran mit einem
héheren Cut-off-Wert.

5.1.1 Patientenverteilung

Aufgrund der geringen Patientenzahl waren 2 exakt gleichverteilte Gruppen beziiglich Alter,
Geschlecht, Rauchstatus und bisheriger Dialysezeit durch Randomisation nicht gegeben. Da
aber im Crossover-Design jeder Patient mit sich selbst als eigene Kontrolle verglichen wurde,
war dies zweitrangig. Insgesamt waren mehr Manner als Frauen vorhanden (11 vs. 6). Es wurde
bisher aber kein geschlechterspezifischer Einfluss auf eine mégliche Wirkung der HCO-
Membran beschrieben.

5.1.2 Effekte auf inflammationsrelevante Mediatoren

Warum im Vergleich zu anderen Studien keines der gemessenen Zytokine signifikant gesenkt
werden konnte, liegt vor allem an dem verwendeten Blutreinigungsverfahren und an den
Messzeitpunkten.

In den prédialytischen Messungen lag der Beginn der letzten Dialyse mit der jeweiligen
Studienmembran ca. 48 Stunden zuriick. Es ist also mdglich, dass etwaige Effekte der Dialyse
in dieser Zeit kompensiert worden und somit nicht mehr nachweisbar waren. Im Studiendesign
wurde sich jedoch gegen postdialytische Messungen entschieden, da rein postdialytisch

verénderte Zytokinwerte keine nachhaltigen Effekte zeigen wirden (Fiedler et al., 2012). Dass
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die HCO-Membran rein technisch in der Lage ist, zumindest IL-6 nachweisbar zu entfernen,
zeigte die einmalige Dialysatmessung. Warum IL-1 und IL-10 bei dieser Messung nicht
nachweisbar eliminiert werden konnten, lag mit hoher Wahrscheinlichkeit an den deutlich
geringeren Plasmaspiegeln dieser Zytokine. Zumindest der fehlende Eliminationsanstieg von
IL-10 ist als positiv anzusehen, da ein Abfall dieses antiinflammatorisch wirksamen Zytokins

nicht erwiinscht ist.

Uchino et al. konnten in einer ex-vivo Studie zeigen, dass bei der Haimofiltration mit einer
HCO-Membran eine deutliche Steigerung des Siebkoeffizienten bezlglich IL-1beta, IL-6, IL-8,
IL-10, TNF-alpha und Albumin, in Vergleich zu herkdmmlichen Membranen, mdglich ist
(Uchino et al., 2002a). Morgera et al. zeigten in einer anderen ex-vivo Studie, dass bei
Hamofiltration mit der HCO-Membran im Vergleich zur Himodialyse mit derselben Membran
deutlich bessere Clearanceleistungen beziglich IL-6 und TNF-alpha erreicht wurden. Allerdings
hatte die Himodialyse mit der HCO-Membran immer noch eine bessere Clearance dieser
Zytokine als mit herkdbmmlichen Membranen. Beziiglich des niedrigeren Albuminverlustes war
das Hdmodialyseverfahren deutlich vorteilhafter. Aufgrund der hohen Albuminverluste bei
Hamofiltration wurde auch das Hamodialyseverfahren fir langere klinische Studien mit der
HCO-Membran empfohlen (Morgera et al., 2003a, b). Dies war auch in unserer Studie der
Grund, zunéchst die Effekte und die Sicherheit der Membran unter dem Hamodialyseverfahren
zu testen. In klinischer Anwendung zeigte Morgera et al. an 16 Sepsispatienten mit akuter
Niereninsuffizienz, dass durch intermittierende Hamofiltration mit einer HCO-Membran eine
deutliche Beeinflussung von IL-6 mdglich war. Die Patienten wurden Uber 5 Tage jeden Tag 12
Stunden mit einer HCO-Membran hamofiltriert und es zeigte sich ein Siebkoeffizient fir IL-6
nahe 1 inklusive einer signifikanten Plasmaabsenkung. Allerdings kam es zu keiner Anderung
der Absolutwerte fur IL-6 im Plasma am Ende der Behandlung. TNF-alpha konnte kaum
nachweisbar eliminiert werden (Morgera et al., 2003b). In einer anderen klinisch
experimentellen Studie bewies Morgera et al. nochmals, dass die HCO-Hamofiltration der
Standard Hamofiltration bezuglich der IL-6 Clearance aber auch der IL-1RA Clearance
tiberlegen war. Sogar kam es hierbei zu signifikanten Plasmaabsenkungen der eben genannten
Zytokine (Morgera et al., 2006).

Die bereits in der Einleitung beschriebene Studie von Haase et al. zeigte, dass auch beim
Hamodialyseverfahren mit der HCO-Membran eine signifikante Clearancesteigerung und
Plasmaspiegelsenkung von IL-6 mdglich ist. Allerdings wurde dies direkt nach der Dialyse
gemessen und nicht, wie bei der hier vorliegenden Studie, vor der nachsten Dialyse (Haase et
al., 2007). Zickler et al. konnten in der 3-wochigen Dialysephase mit der HCO-Membran (3
Dialysen die Woche) keine signifikanten Plasmasenkungen von IL-6 und CRP messen (Zickler
et al., 2009).
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Die abweichenden Ergebnisse zeigen, dass die Studienergebnisse beziiglich der
Zytokinelimination mit Einsatz der HCO-Membran stark vom verwendeten Verfahren
abhdngen. AuRerdem zeigten mehrere Studien, dass die Clearances nicht nur von der
PorengrolRe und dem Verfahren abhéngig sind, sondern auch von den Blutfluss- und
Dialysatflussraten (Naka et al., 2010).

In weiteren Studien sollte also versucht werden, die Clearances durch eine langere
Studienphase, langere Dialysedauer, Anderung der Blutfluss- oder Dialysatflussraten oder durch
Anderung des Verfahrens zu steigern. Als oberstes Ziel sollte die langfristige Senkung der
Zytokine gesehen werden und der Erfolg nicht nur an direkt postdialytischen Messungen

ermittelt werden.

Allerdings ist auch zu beachten, dass ein Zytokinwert an sich nicht sehr aussagekraftig ist, da er
durch Rezeptoren, Antagonisten oder auch anderen Zytokine beeinflusst wird. Das heil3t, es
kann nicht gleich von Hohe eines Wertes oder der Konzentration eines Zytokins auf die
Wirkung geschlossen werden (Stenvinkel et al., 2005). Zum anderen ist zu beachten, dass
Bindeproteine, wie a-2-Makroglobulin, als extrazellulare Zytokinreserve dienen und den Kérper
vor schneller Zytokineliminierung schiitzen (Stenvinkel et al., 2005; Bonner and Brody, 1995).
Auf3erdem haben einige Studien gezeigt, dass die vermehrte Zytokinclearance nicht gleich zu

verminderten Plasmaspiegeln dieser flhrt (Fiedler et al., 2012).

5.1.3 Effekte auf Monozytensubpopulationen und deren ACE-Besatz

Bisher wurde noch nicht untersucht, ob die HCO-Membran einen Einfluss auf die
Monozytensubpopulationen beziehungsweise deren ACE-Besatz hat. Aufgrund der, in der
Einleitung beschriebenen, enormen Bedeutung vor allem der Mo2 auf das kardiovaskulare
Risiko, ware eine Beeinflussung sehr erfreulich gewesen. Allerdings konnten keine
signifikanten Absenkungen der Zellzahlen durch die HCO-Membran herbeigefiihrt werden.
Interessant ist jedoch, dass es in der Wash-out bzw. Nachbeobachtungsphase 2 Wochen nach
Therapie mit der HCO-Membran zu einem signifikanten Anstieg der Mol Zellzahl gekommen
ist. Wenn tatsdchlich die Monozytenexpression durch die HCO-Membran aufgrund einer
Verdnderung des Zytokinmilieus vermindert wurde, diese jedoch anschliefend kompensatorisch
vermehrt nachproduziert worden sind, kdnnte sich dies in einem reaktiven Anstieg nach
Behandlung mit der HCO-Membran bemerkbar gemacht haben. Eine postdialytische Messung
der Monozytenzahlen hatte theoretisch kurzzeitige Effekte aufzeigen kdnnen. Jedoch wurde

diese nicht durchgefiihrt, da durch die Himodialyse die Monozyten in das Endothel wandern

55



und somit postdialytisch schlechter nachweisbar sind und dies die Messung verfélscht hatte
(Fiedler et al., 2012).

Da alle Subgruppen erst seit wenigen Jahren bekannt sind und auch die Interaktion und
Beeinflussung durch Zytokine nicht vollstandig verstanden ist, kénnen eine Reihe an
Kompensationsmechanismen und beeinflussenden Faktoren eine eventuell erfolgreiche
Elimination verbergen.

5.1.4 Patientensicherheit

Bisherige publizierte Studien zeigten nur, dass bei Patienten mit bestimmten
Begleiterkrankungen (Multiples Myelom, Rhabdomyolyse oder Sepsis) eine gute
Vertraglichkeit der HCO-Membran gegeben war. Unsere Studie publizierte als Erste die
Vertraglichkeit der Membran an Langzeitdialysepatienten, ohne die eben genannten
Begleiterkrankungen (Fiedler et al., 2012). Auch hier zeigte sich insgesamt eine gute
Vertraglichkeit.

Die 2 aufgetretenen Shuntthrombosen wurden von keinem der Studiendrzte in Zusammenhang
mit der HCO-Membran gestellt. Einer der beiden Patienten hatte in der VVergangenheit schon
zahlreiche Shuntthrombosen, welche mehrere Interventionen erforderten. Der andere Patient
wurde vor der Studie Uber langere Zeit mit einem separaten Katheter dialysiert. Somit hatten
beide Patienten vordringlichere Griinde, eine Shuntthrombose zu entwickeln (Fiedler et al.,
2012).

Bei den nicht-schweren Zwischenféllen zeigten sich einige Unterschiede. Die neurologischen
Beschwerden (v.a. Schwindel) traten mit 10 zu 2 Fallen genau wie die Kreislaufbeschwerden
(v.a. Hypotonien) mit 6 zu 0 Fallen unter der HCO-Membran haufiger auf. Die Beschwerden
traten v.a. zu Beginn der HCO-Phase auf und nahmen dann ab. Allein durch die gesunkenen
Albuminwerte sind die Beschwerden nicht erkléarbar, da sich diese erst im Verlauf der
Behandlung verminderten und die Beschwerden ja zu Beginn auftraten. Bei den 2 Patienten, die
einen deutlicheren Albuminverlust von (iber 20% erlitten, zeigten sich auch unter der
Kontrollmembran asymptomatisch, hypotensive Blutdruckwerte. Grund fiir die
Gruppenunterschiede kdnnte bei der kleinen Studienteilnehmerzahl auch ein
Randomisierungseffekt sein. In anderen Studien mit Einsatz der HCO-Membran wurden solche
Beschwerden nicht beschrieben. In kiinftigen Studien sollte man trotzdem vermehrt auf diese
Beschwerden achten. Typische Unvertraglichkeitsreaktionen, wie Fieber, Odeme, Urtikaria oder

Exantheme zeigten sich unter keiner der verwendeten Membranen (Fiedler et al., 2012).
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5.1.5 Albuminverluste

Wie erwartet, erlitten die Patienten in der HCO-Phase deutliche Albuminverluste. Im Mittelwert
waren dies am Ende der HCO-Phase 4,5 g/L Albumin. Jedoch war zu keinem Zeitpunkt eine
Substitution nétig. Die einmalige Dialysatmessung ergab eine herausgefilterte Alouminmenge
von 9 g bei einer 5 stiindigen Dialyse. Dies war mit anderen Studien, die den Albuminverlust
unter der HCO-Membran beleuchteten, stimmig.

Hutchison et al. untersuchten an 5 Patienten mit Multiplen Myelom und akutem Nierenversagen
die Albuminverluste unter verschiedenen Behandlungsformen mit der HCO-Membran. Hierbei
zeigte sich, dass die grofiten Verluste zu Beginn der Dialyse auftreten und die Verluste im
Verlauf der Dialyse abnehmen. Beim Hamodialyseverfahren zeigten sich Albuminverluste von
1,5 g pro Stunde, bei der Hdmodiafiltration erhdhte sich der Wert auf schon 2,3 g pro Stunde
und bei der Dialyse mit 2 hintereinandergeschalteten Dialysatoren zeigten sich fast 4-mal so
hohe Albuminverluste mit 5,7 g pro Stunde (Hutchison et al., 2008b).

Uchino et al. maften in einer ex-vivo Studie eine Albuminclearance von 1,2 bis 2,4 ml/min,
wabei sich die Albuminclearance mit gesteigerter Dialysatflussrate verminderte. Dies ware bei
einem Serumalbumin von 20 g/L ein stindlicher Abfall von 1,4 g bis 2,9 g pro Stunde (Uchino
et al., 2002).

Interessant ist eine Studie von Morgera et al.. Diese zeigte, dass zwar die Albuminverluste im
Verlauf der Dialyse abnehmen aber die Zytokinclearances fiir z.B. IL-1RA und IL-6 erst nach
Uber 4-stlindiger Dialyse absanken. Somit wiirde eine verlangerte Dialysezeit fur ein besseres
Nutzen-Risiko-Verhéltnis beziglich dieser Parameter sprechen (Morgera et al., 2004; Fiedler et
al., 2012).

Da eine gesteigerte Syntheseleistung der Leber von Albumin mit einer Erhéhung der
Cholinesterase einhergeht (Dancygier, 2010), konnte man gut anhand der steigenden
Cholinesterase-Werte im Serum sehen, dass der vermehrte Albuminverlust zu einer
kompensatorisch gesteigerten Produktion von Albumin fiihrte. Dies ist einer der Griinde, warum
nur 2 Patienten einen Albuminabfall von iber 20% ihres Ausgangswertes erlitten und keine
eindeutigen Symptome, wie zum Beispiel Odeme, einer Hypoalbuminamie vorkamen. Generell
sah man, dass die Albuminverluste Uber den getesteten Studienzeitraum tolerabel sind. Die
Studie von Balafa et al. zeigte, dass Patienten mit Peritonealdialyse einen Albuminverlust von
ca. 4 g in 24 Stunden erleiden und die gesteigerte Albuminclearance nicht die Uberlebenszeit
beeinflusst. Im Gegensatz dazu korreliert Alter, Komorbiditdten und CRP > 10mg/L positiv mit
der Mortalitat. Jedoch korreliert auch der sinkende Serum Albuminwert mit steigender

Mortalitat (Balafa et al., 2011). Deshalb sollte bei langeren Anwendungen der HCO-Membran
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auf eine ausreichende Proteinzufuhr mit der Nahrung beziehungsweise durch Substitution
geachtet werden, damit der Serumalbuminwert nicht zu stark beziehungsweise nicht (iber einen

langeren Zeitraum abfallt (Fiedler et al., 2012).

5.1.6 Dialyseeffektivitat

Anhand der Berechnung des Kt/\VV-Wertes zeigte sich eine etwas schlechtere Dialyseeffektivitat
unter der HCO-Membran im Vergleich zu der Kontrollmembran. Da beide eine kleine
Oberflache von 1,1 m? besitzen, scheint dies nicht der vorrangige Grund zu sein. Am ehesten ist
die Membranstruktur dafur verantwortlich, da die HCO-Membran urspringlich fir die
kontinuierliche veno-vendse Hamofiltration mit niedrigen Dialysatflussraten vorgesehen war
(Fiedler et al., 2012). Wiirde es gelingen, eine HCO-Membran mit einer groRReren Oberflache
bzw. besserer Dialyseeffektivitat zu entwickeln, kdnnte nicht nur Dialysezeit gespart, sondern
auch eine hohere Clearance von Zytokinen erreicht werden. Allerdings konnte das neue Design
auch zu noch mehr Albuminverlusten filhren, welche dann eventuell nicht mehr klinisch
vertretbar waren oder einer Substitution bedlrften. Ein weiterer Versuch die Dialyseeffektivitat
zu steigern wére, die HCO-Membran mit einer Standard High-Flux-Membran in Reihe zu
schalten. Allerdings mussten auch hier die héheren, eben bereits erlauterten, Albuminverluste

beachtet werden.

Fur Creatinin und Harnstoff zeigten sich wahrend der Studienphasen keine signifikanten
Verénderungen. Allerdings zeigte sich in der Wash-out bzw. Nachbeobachtungsphase nach
Behandlung mit der HCO-Membran ein signifikanter Abfall des Harnstoffs. Dies war am
ehesten durch eine etwas schlechtere Harnstoff-Clearance der HCO-Membran bedingt.
Nachdem die Patienten wieder 6 Dialysen mit der herkdmmlichen Polyflux 170H Membran
samt groRerer Membranoberflache erhalten haben, sanken die Harnstoffwerte am ehesten

reaktiv ab.

Lee et al. konnten sogar einen signifikanten Unterschied in den postdialytischen Messungen
bezuglich der kleinmolekularen Substanzen feststellen. Hier zeigte sich, dass Creatinin und
Harnstoff unter der HCO-Membran schlechter eliminiert wurden. Der Grund dafur wurde in den
groRen Poren bei der verhéltnisméRig kleinen Membranoberflache gesehen. f-2-M konnte in
den Poren akkumulieren und die kleinen Molekiile am Durchtritt hindern (Lee et al., 2009).

Dies ist ein weiterer Grund die Membran, wie oben beschrieben, zu optimieren.
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5.1.7 Beta-2-Mikroglobulin

B-2-Mikroglobulin ist ein bekanntes Mittelmolekil, welches bei Patienten mit chronischer
Niereninsuffizienz akkumuliert und durch Fibrillenbildung zum gehéduften Auftreten von
Amyloidosen fuhrt. Die Harnstoff-Clearance korreliert negativ mit dem p-2-M Serumspiegel,
somit sagt der B-2-M Serumspiegel auch etwas uber die Nierenfunktion aus. Es gibt Hinweise,
dass die chronische Mikroinflammation die Produktion dieses Mittelmolekiils vorantreibt.
Allerdings sind die Ursachen dafiir unklar. $-2-M dient als Stellvertreter der urdmischen
Mittelmolekiile. Der pradialytische Serumwert von 3-2-M korreliert positiv mit der Mortalitét
bei Dialysepatienten. Somit ist eine vermehrte 3-2-M-Clearance wiinschenswert (Cheung et al.,
2006).

Aufgrund der Grolze von 11,7kD sollte die HCO-Membran natirlich in der Lage sein, dieses
Mittelmolekul herauszufiltern. Unter der Behandlung zeigten sich aber keine signifikanten
Anderungen der Plasmaspiegel. Dies riihrt am ehesten daher, dass die Kontrollmembran und
auch die urspriingliche High-Flux-Membran bereits in der Lage waren, gewisse Mengen aus
dem Blut zu eliminieren (Gondouin and Hutchinson, 2011). Nun besitzt der Korper aber einige
Reservepools fiir dieses Molekil (Ward et al., 2006), welche zum Wiederanstieg innerhalb von
48 Stunden nach der Dialyse fithren. Wohlméglich hétte die héhere Clearance fiir f-2-M der
HCO-Membran Uber einen langeren Zeitraum zu einem Verbrauch dieser Reserven gefiihrt und
somit zu geringeren Plasmawerten. Fir Erkenntnisse diesbeziiglich war der

Behandlungszeitraum wahrscheinlich zu kurz.

Lee et al. zeigte in einer Crossover-Studie mit 8 Patienten, dass die HCO-Membran im
Vergleich zur High-Flux-Membran eine héhere p-2-M-Clearance hat und nachweisbar geringere
B-2-M-Spiegel nach der Dialyse im Serum messbar waren. Jedoch zeigten sich prédialytisch
nach 48 Stunden diese Senkungen auch hier nicht mehr (Lee et al., 2009).

5.2 Methodenkritik

Es wurden gezielt Patienten ausgewahlt, die mindestens einmal innerhalb 8 Wochen vor
Studieneinschluss ein CRP-Wert > 5mg/L aufwiesen. Zusatzlich hatten einige Patienten ein
hohes Alter, lange Dialysezeit und bereits kardiovaskuléare Ereignisse. Somit war also bei fast
allen Patienten eine Neigung zur Inflammation deutlich vorhanden. Dies sollte eventuelle
Effekte deutlicher zeigen. Anderenfalls konnten aber auch die damit verbundenen
Komorbiditéten als erschwerende Confounder gedient haben und somit mégliche Effekte
verschleiert haben (Fiedler et al., 2012).
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Ein weiterer Kritikpunkt ist die geringe Patientenzahl. Wie bereits erwéhnt, war es schwierig
aufgrund der zahlreichen, technisch aufwendigen und teuren Laborkontrollen, die verldngerten
Dialysezeiten, den strengen Ein- und Ausschlusskriterien und der hiufigen Visiten viele
Patienten einzuschliefen. Die Pilotstudie sollte zunéchst zeigen, ob der klinische Einsatz der
HCO-Membran bei Langzeitdialysepatienten sicher ist und ob bereits positive Effekte
abzusehen sind. In Zukunft sollten, nachdem nun vor allem der Sicherheitsaspekt an einem
kleinen Patientenkollektiv erfolgreich getestet wurde, gréfRere Studien folgen.

Aufgrund der wenigen bzw. fehlenden klinischen Erfahrungen der HCO-Membran bei
Langzeitdialysepatienten wurden in dieser Studie eher kurze Studienphasen von jeweils 2
Wochen gewéhlt. Dies kdnnte nicht lang genug gewesen sein, um mogliche Effekte
aufzuzeigen. Nachdem man nun weil, dass die intermittierende Dialyse mit der HCO-Membran
tber 2 Wochen mit 3 Behandlungen pro Woche klinisch vertretbar ist, kann man in zukiinftigen
Studien versuchen, mdgliche Effekte durch langere Dialysezeit oder Verlangerung der

Studienphasendauer zu erreichen.

5.3 Ausblick

Diese Arbeit zeigt als Pilotstudie, dass die HCO 1100 Membran (ber einen Zeitraum von 2
Wochen mit 6 konsekutiven Dialysen sicher anwendbar ist. Auch die zu erwartenden
Albuminverluste waren tolerabel und man hat nun neue Erfahrungswerte, in welcher
GroRenordnung diese zu erwarten sind. Bezlglich der Reduktion an der Inflammation
beteiligter Zytokine und Monozytensubpopulationen zeigten sich leider keine signifikanten
Effekte. Jedoch gab die einmalige Dialysatmessung die Hoffnung, dass die Membran, rein
technisch in der Lage ist, einige Zytokine zu eliminieren. In Zukunft missen vor allem
Kompensationsmechanismen besser verstanden werden, die zur Regeneration und dem
Wiederanstieg der eliminierten Zytokine und Zellen fiihren, nachdem sie eliminiert worden
sind. Die Erkenntnisse dieser Studie belegen, dass der Einsatz der HCO-Membran tber den
Studienzeitraum zu keinen schweren Zwischenféllen flihrte und die Albuminverluste tolerabel
waren. In weiteren Studien sollten die Studienphasen verlangert und das Patientenkollektiv
erweitert werden, um signifikante Effekte und Ergebnisse zu erzielen. Die bereits
angesprochene Verlangerung der Dialysezeit und die Optimierung des Blutreinigungsverfahrens
durch die Anwendung von Hamodiafiltration oder die Nacheinanderschaltung zweier
Dialysatoren ist eine weitere Moglichkeit. Allerdings miissen die hier h6her zu erwartenden
Albuminverluste bei klinischen Studien unbedingt berticksichtigt werden. In zukiinftigen
Studien sollte auch auf das vermehrte Auftreten von Schwindel und Hypotonien geachtet

werden, wobei es wenig wahrscheinlich ist, dass diese Beschwerden durch die HCO-Membran
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bedingt waren. Zusatzlich sollte versucht werden, die HCO-Membran so weiterzuentwickeln,
dass sie durch eine gréRere Oberflache eine bessere Dialyseeffektivitét erreicht und so
womdglich eine hohere Zytokinclearance aufweist. Wiinschenswert ware auch eine noch
selektivere Membran, die noch weniger Albumin, als bisher, herausfiltert und somit noch langer
eingesetzt werden kann. Auch eine bessere Clearance der kleinmolekularen Substanzen wie

Harnstoff und Creatinin wére winschenswert (Fiedler et al., 2012).

Aktuell 1auft die Nachfolgestudie mit deutlich mehr Patienten multizentrisch in
Zusammenarbeit mit der Klinik Charité Berlin, wofir diese Arbeit den Grundstein legte.
Hierbei wird versucht, die Dialyseeffektivitat durch Zuschaltung einer High-Flux-Membran zu
steigern. AuBerdem wurde die HCO-Studienphase auf 3 Wochen verlangert und somit die
Studienmembran flr 9 konsekutive Dialysen verwendet. Diese und weitere Studien werden
zeigen, ob sich die HCO-Membran, welche sich bei Patienten mit Leichtkettennephropathie
etabliert hat, auch bei Langzeitdialysepatienten zur Senkung des kardiovaskularen Risikos

durchsetzen kann.
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6. Zusammenfassung

Das erhohte kardiovaskulére Risiko bei Langzeithamodialysepatienten ist einer der
Hauptgrinde fiir die erhdhte Mortalitat und die geringere Lebenserwartung dieser
Patientengruppe. Dafir verantwortlich ist vor allem das chronische Inflammationsgeschehen.
Dieser Entziindungsprozess fuhrt zur Vermehrung bestimmter proinflammatorischer Zytokine
und bestimmter Monozytensubpopulationen. Dadurch wird vor allem die Athero- und
Arterioskleroseentstehung begunstigt. Ein méglicher Ansatz dies zu bekdmpfen ist die
Optimierung der Dialysetechnik durch eine groRporigere Membran. Wir untersuchten die High-
Cut-off-Membran (HCO 1100) der Firma Gambro, welche bisher hauptsachlich zur Therapie

des akuten Nierenversagens bei Patienten mit Leichtkettennephropathie zum Einsatz kam.

In einer zweiarmig, doppelblind randomisierte Crossover-Studie wurden innerhalb eines
Zeitraumes von Uber 8 Monaten 19 Patienten in die Studie eingeschlossen, wovon 17 Patienten
vollstandig ausgewertet werden konnten. Diese wurden im Crossover-Design 2 Wochen mit
einer High-Flux-Membran und 2 Wochen mit der HCO 1100 Membran dialysiert und weitere 2
Wochen nachbeobachtet. Zwischen beiden Studienphasen erfolgte eine 2-wéchige Wash-out
Phase mit der urspringlichen High-Flux-Membran. In bestimmten Abstdnden wurden die
Zytokine CRP, IL-1, IL-6, IL-10, TNF-alpha, die Monozytensubpopulationen (Mol, Mo2,
Mo3) und deren ACE-Expression bestimmt. Zusétzlich wurden paraklinische Parameter, wie
Creatinin, Harnstoff, Albumin, Cholinesterase, Elektrolyte und 3-2-M bestimmt, um Aussagen
Uber die Dialyseeffektivitat und die Patientensicherheit zu treffen. Eine einmalige

Dialysatmessung sollte zeigen, was die Membran imstande war zu eliminieren.

Es zeigte sich leider keine signifikanten Absenkungen der gemessenen Zytokine oder der
Monozytensubpopulationen beziehungsweise deren ACE-Besatz. Allerdings weist ein am
ehesten reaktiver Anstieg der Absolutzahlen der Mol Subpopulation nach Behandlung mit der
HCO-Membran auf mégliche Effekte hin. Die Dialysatmessung zeigte, dass die Membran rein
technisch in der Lage ist, zumindest IL-6 zu eliminieren. Dass sich dies nicht in niedrigeren
Serumspiegeln wiederspiegelte, liegt am ehesten an korpereigenen Kompensationsmechanismen
und einer zu kurzen Behandlungsdauer. Bis auf ein gehauftes Auftreten von Schwindel und
Hypotonie, was in zukilinftigen Studien weiter beachtet werden sollte, zeigte die HCO-Membran
eine gute Vertraglichkeit. Es zeigte sich eine signifikante Albuminsenkung durch die HCO-
Membran, die allerdings nicht substitutionspflichtig wurde. Der beinahe signifikante Anstieg
der Cholinesterase weist auf die kompensatorisch gesteigerte Alouminsyntheseleistung der
Leber hin. Die verlorene Albuminmenge stimmt mit vorherigen Studien weitgehend Uberein.
Ein niedrigerer Kt/\VV-Wert der HCO-Membran und ein signifikanter Harnstoffabfall in der

Wash-out beziehungsweise Nachbeobachtungsphase nach Behandlung mit der Studienmembran
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zeigte eine schlechtere Dialyseeffektivitdt der HCO-Membran. Dies liegt an der kleinen
Oberflache und dem relativ unselektiven Porendesign.

Diese Studie untersuchte, als eine der Ersten, die klinische Anwendung der HCO-Membran an
Langzeitdialysepatienten. Die Ergebnisse dieser Pilotstudie fordern die Weiterentwicklung
selektiverer High-Cut-off-Dialysatoren mit einer gréfReren Membranoberflache. Somit kann die
Dialyseeffektivitdt gesteigert und Albuminverluste gesenkt werden, wodurch die Membran tber
einen langeren Zeitraum anwendbar ist. L&ngere Studienphasen und gréfere Patientenzahlen in
zukiinftigen Studien werden zeigen, ob eine signifikante Senkung der Inflammationsparameter
erreicht werden kann. Eine Modifikation des Dialyseverfahrens, zum Beispiel durch das
Hintereinanderschalten einer High-Flux- mit einer High-Cut-off-Membran, kdnnte eine weitere
Verbesserung bringen, wobei hier jedoch auf den noch hoheren Albuminverlust geachtet
werden muss. Die Albuminsubstitution und eine proteinreiche Erndhrung sollten dabei

frihzeitig in Betracht gezogen werden.
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8. Anhang

8.1 Strukturierter Anamneseerhebungsbogen (aus Prifplan Vers.2.4 vom 3.11.2009)

Patientenname:

Befragungam: __ . .20 __
Frage 1: Haben Sie jemals geraucht? Ja Nein
Frage 1 a: Rauchen Sie aktuell? Ja Nein
Frage 1 b: Wann haben Sie das Rauchen beendet?
Frage 1 c: Wie viele Jahre haben Sie insgesamt geraucht?
Frage 1 d: Wie viele Packchen Zigaretten haben Sie

durchschnittlich am Tag geraucht?
Frage 2: Hat Ihr Vater oder Ihre Mutter einen Herzinfarkt

oder einen Schlaganfall vor dem 65. Lebensjahr

erlitten? Ja Nein  Unbekannt
Frage 3: Haben Geschwister von Ihnen einen Herzinfarkt

oder einen Schlaganfall vor dem 65. Lebensjahr

erlitten? Ja Nein  Unbekannt
Frage 4: Ist bei Thnen ein Diabetes mellitus bekannt? Ja Nein
Frage 4 a: Benutzen Sie Insulin, Blutzucker senkende

Medikamente, oder halten Sie eine Diat?

Insulin/Medikamente/Diat/gar nichts

Frage 5: An wie vielen Tagen in der Woche betétigen Sie
sich mindestens 30 Minuten mittels Ausdauersportarten
wie Joggen, Fahrradfahren oder Walken?

Frage 6 a: Hatten Sie jemals einen Schlaganfall mit Stérungen
des Sprachzentrums oder Lahmungen der
GliedmaBen, die langer als einen Tag anhielten? Ja

Frage 6 b: Hatten Sie jemals einen Schlaganfall mit Stérungen
des Sprachzentrums oder Lahmungen der

GliedmaBen, die kirzer als einen Tag anhielten?

Frage 7: Hatten Sie jemals einen Herzinfarkt?
Frage 8: Hatten Sie jemals eine Aufdehnung von

HerzkranzgefaRen mittels Herzkatheter?

Frage 9: Haben Sie eine Bypass-OP am Herzen hinter sich?

mal
Nein
Ja Nein
Ja Nein
Ja Nein
Ja Nein
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Frage 10: Sind ihre Halsschlagadern operativ oder durch

Katheter aufgedehnt worden? Ja Nein
Frage 11: Hatten Sie jemals eine Aufdehnung von
Becken- oder BeingefalRen? Ja Nein
Frage 12: Sind Sie an den Becken- oder Beinschlagadern
mittels Bypass operiert?
(Dies umfasst keine Krampfader-OP) Ja Nein
Frage 13: Haben Sie eine Amputationsoperation erleidet? Ja Nein
Frage 14: Sind Sie in Ihrem Alltagsleben durch Luftnot

eingeschréankt?
Nein
nicht in Ruhe, nur bei groRerer korperlicher Belastung (> 200 m in der Ebene, > 1 Etage im
Treppenhaus; NYHA 1)
nicht in Ruhe, bei geringer korperlicher Belastung (< 200m in der Ebene, < 1 Etage im
Treppenhaus; NYHA I11)
in Ruhe (NYHA IV)

Frage 15: Sind Sie in Ihrem Alltagsleben durch einen
Druckschmerz in der Brust eingeschrankt?
Nein
nicht in Ruhe, nur bei groerer korperlicher Belastung (> 200 m in der Ebene, > 1 Etage im
Treppenhaus; CCS 1)
nicht in Ruhe, bei geringer korperlicher Belastung (< 200m in der Ebene, < 1 Etage im
Treppenhaus; CCS 1)
in Ruhe (CCS IV)
Frage 16: Sind Sie in Ihrem Alltagsleben durch Schmerzen
im Bereich der Waden- oder Oberschenkel-
muskulatur eingeschrénkt, die bei korperlicher
Belastung zunehmen und bei Belastungspausen
pausieren?
Nein (pAVK I)
nicht in Ruhe, nur bei Gehstrecken > 200m (pAVK 1l a)
nicht in Ruhe, bei Gehstrecken < 200 m (pAVK 11 b)
Schmerzen in Ruhe (pAVK I11)
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9. Thesen

Langzeitdialysepatienten haben, vor allem aufgrund des verstérkten chronischen
Inflammationsgeschehens, ein stark erhohtes kardiovaskulares Risiko, welches
entscheidend zu der geringeren Lebenserwartung und der hoheren Mortalitat beitréagt.

Durch die groReren Poren hat die HCO-Membran einen héheren Cut-off-Wert als
herkdmmliche High-Flux-Membranen und ist somit in der Lage, héhermolekulare Stoffe

aus dem Blut zu entfernen.

Es wurde eine prospektiv randomisierte doppelt-blinde klinische Studie zur Bewertung der
antiinflammatorischen Wirkung der HCO-Membran an 19 Patienten durchgefihrt, die

Behandlungsphasen betrugen jeweils 2 Wochen und umfassten 6 konsekutive Dialysen.

Es zeigte sich in dieser Studie keine signifikante Erniedrigung der gemessenen
Entziindungsparameter im Serum (CRP, IL-1, IL-6, IL-10 und TNF-alpha) durch die HCO-

Membran.

Weder die Anzahl der Gesamtmonozyten, weder die Monozytensubpopulationen noch der
ACE-Enzymbesatz der Monozyten wurde signifikant in der HCO-Studienphase beeinflusst.
Ein signifikanter, moglicherweise reaktiver, Anstieg der Absolutzahlen der Mo1l-
Subpopulation, zwei Wochen nach Behandlung mit der HCO-Membran, weist jedoch auf

mdgliche Effekte der Behandlung hin.

Es ist moglich, dass bei langeren Studienphasen und gréReren Patientenzahlen die HCO-

Membran eine signifikante Reduktion der Entziindungswerte bewirkt.

Uber den HCO-Studienzeitraum zeigte sich ein signifikanter Albuminverlust, der jedoch
klinisch vertretbar ist. Dadurch kam es zu einem beinahe signifikanten Anstieg der
Cholinesterase aufgrund korpereigener Kompensationsmechanismen gegen den

Albuminverlust.

Die HCO-Membran zeigte bis auf ein gehauftes Auftreten von Schwindel und Hypotonie

eine gute Vertraglichkeit.

76



9. Der niedrigere Kt/V-Wert und ein am ehesten reaktiver Harnstoffabfall in der Wash-out
beziehungsweise Nachbeobachtungsphase nach Einsatz der HCO-Membran beweist eine

schlechtere Dialyseeffektivitat des verwendeten HCO-Membranmoduls.

10. Diese Pilotstudie rechtfertigt die Durchfiihrung einer langeren und gréfReren Studie sowie
die Weiterentwicklung selektiverer High-Cut-off-Dialysatoren mit einer grof3eren

Membranoberfléache.
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