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Zusammenfassung

2 ZUSAMMENFASSUNG

21 ZUSAMMENFASSUNG

2.1.1 HINTERGRUND UND FRAGESTELLUNG

Die chronische, systemische Inflammation bei Dialysepatienten, die zum einen durch die
Akkumulation von Uramietoxinen infolge der verringerten Eliminationsfunktion der Niere
und zum anderen durch die Nierenersatztherapie selbst entsteht, fiihrt zu einer raschen
Progression atherosklerotischer Veranderungen und einer damit einhergehenden
erhohten  Morbiditdt und Mortalitdt durch kardiovaskulare Ereignisse. Bei
Hamodialysepatienten wurde eine Einschrankung der endothelvermittelten Vasodilatation
vorbeschrieben, die als Einflussfaktor der hohen kardiovaskuldren Ereignisrate
angesehen wird. Die Entwicklung von synthetischen Dialysemembranen erfolgte mit dem
Ziel, die Komplement- und Zellaktivierung und die damit verbundenen Eingriffe in die
Kdrperhomdostase und die Auswirkungen auf das Immunsystem, die bei Verwendung von
zellulosebasierten Dialysemembranen sichtbar wurden, zu verringern. Die synthetische
Dialysemembran vom Polymethylmethacrylate (PMMA) Typ zeichnet sich dartiber hinaus
durch besondere adsorptive Eigenschaften aus und koénnte so besonders effektiv

immunaktive Proteine und Mediatoren aus der Zirkulation entfernen.

Die vorliegende Arbeit sollte prifen, ob bei chronisch intermittierender Hamodialyse
Unterschiede zwischen einer neueren, hochadsorptiven synthetischen Dialysemembran
und einer modifizierten Zellulose-Dialysemembran im Hinblick auf ihre Biokompatibilitat im
Sinne der Auswirkung beider Membranen auf Komplementaktivierung, Ausschittung von
Zytokinen und Akut-Phase-Proteinen sowie auf endothelvermittelte Vasodilatation

nachweisbar sind.



Zusammenfassung

2.1.2 METHODEN

Sechs durch chronisch intermittierende Hamodialyse mit einer zellulosebasierten
Hamophan-Membran (HE) vorbehandelte Patienten wurden zunachst zwdlf Wochen lang
mit einer synthetischen Polymethylmethacrylat-Membran (PMMA) dialysiert. Anschliel3end
wurde die Behandlung mit der Hamophan-Dialysemembran fortgesetzt. Zum Nachweis
der Bildung, Filtration und Adsorption von Zytokinen und Mediatoren wurden Interleukin-6,
R2-Mikroglobulin, der Interleukin-1 Rezeptor-Antagonist, der I6sliche Endotoxinrezeptor
sCD14 sowie der Komplementfaktor C3a mithilfe der ELISA-Technik in Serum bzw.
Plasma und Dialysat sowie Leukozytenkulturiberstanden bestimmt. Die Messung der
durch eine reaktive Hyperamie auf einen definierten Ischamiereiz hervorgerufenen,
endothelvermittelten Vasodilatation unter Einfluss beider Membranen erfolgte durch
sonographische Untersuchung der Arteria brachialis nach einem standardisierten
Protokoll. Zur statistischen Auswertung wurden der One-way-ANOVA bzw. t-Test fir

unverbundene Stichproben (Mann-Whitney-Test) eingesetzt.

2.1.3 ERGEBNISSE

Bei Behandlung mit der synthetischen PMMA-Filtermembran konnte im Vergleich zu der
HE-Dialysemembran eine signifikante Reduktion der Interleukin-6-Produktion durch
monozytare Zellen des peripheren Blutes nach Stimulation mit Lipopolysaccharid gezeigt
werden (HE vs. PMMA nach 3 Monaten: 22,0 + 11,1 vs. 13,2 + 6,2 ng/ml, p<0,05).
Aullerdem lieRen sich bei Therapie mit der PMMA-Membran signifikant hohere Serum-
Konzentrationen des I6slichen Endotoxinrezeptors sCD14 vor und nach 2 Stunden
Dialyse (vor Dialyse: HE vs. PMMA nach 3 Monaten: 7,06 + 0,8 vs. 12,2 + 2,8 pg/ml,
p<0,05; nach 2 Stunden Dialyse HE vs. PMMA nach 3 Monaten: 7,3 + 1,2 vs. 11,7 £ 1,9
pg/ml, p<0,01) nachweisen. Auch die Komplementaktivierung vor Dialysebeginn war mit
der PMMA-Dialysemembran signifikant niedriger als mit der HE-Dialysemembran (HE vs.
PMMA nach 3 Monaten: 449 + 250 vs. 142 £ 27,9 ng/ml, p<0,05). Im Dialysat waren bei
Behandlung mit der synthetischen Dialysemembran signifikant héhere Mengen des
Interleukin-1 Rezeptor-Antagonisten mef3bar (HE vs. PMMA nach 2 Monaten: 14,9 + 3,5
vs. 29,0 + 12,7pg/ml, p<0,05). Bei Verwendung der PMMA-Membran kam es im
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Zusammenfassung

Gegensatz zur HE-Dialysemembran zu einem signifikanten Abfall der R32-Mikroglobulin-
Konzentration im Plasma nach 15 Minuten Dialyse durch Adsorption an die Filtermembran
(HE vs. PMMA nach 3 Monaten: 33,0 £ 8,5 vs. 16,2 * 4,5mg/l, p<0,05) und zu einer
signifikanten Verminderung des Gesamteiweif3 im Serum (HE vs. PMMA nach 3 Monaten:
75,0 £ 5,2 vs. 68,8 + 7,5¢g/dl, p<0,01). Hingegen waren keine signifikanten Unterschiede
bei den Konzentrationen der anderen Akut-Phase-Proteine und einer Reihe von Routine-
Laborparametern nachweisbar. Ebenso wenig wurden signifikante Differenzen zwischen

beiden Membranen im Hinblick auf die endothelvermittelte Vasodilatation beobachtet.

2.1.4 SCHLUSSFOLGERUNG

In der vorliegenden Pilotstudie unterschied sich die synthetische Dialysemembran von der
HE-Membran durch eine insbesondere nach drei Monaten nachweisbare Reduktion der
Komplementaktivierung, der IL-6 Ausschuittung, eine signifikant héhere Elimination von
R2-Mikroglobulin sowie durch hohere sCD14-Serumspiegel. Das Ausmall der
endothelialen Dysfunktion blieb hingegen unverandert. Die hier erhobenen Befunde
sprechen insgesamt flr eine gegentber der HE-Membran glnstigere Biokompatibilitat der
PMMA-Membran. Die verminderte Immunaktivierung (Komplement), eine vermehrte
Filtration (IL-1Ra) sowie Adsorption (32-M) wirken hierzu synergistisch. Dass sich dies
nicht auf eine Veranderung der mit unserem Verfahren mefibaren endothelialen
Dysfunktion auswirkt, kann verschiedene Ursachen haben, darunter ein zu geringes
Ausmal’ der Inflammationssenkung, eine zu geringe Sensitivitat des MeRverfahrens oder
eine bereits fixierte Gefallschadigung bei langerfristig dialysepflichtigen Patienten.
Langzeitstudien sind notwendig, um eine eventuelle Reversibilitit der endothelialen

Dysfunktion und den Benefit bei Therapie mit synthetischen Membranen abzuschatzen.

1"



Einleitung

2.2 SUMMARY

2.2.1 BACKGROUND

In patients with chronic renal failure, both the accumulation of uremic toxins and the
dialysis associated alterations of homeostasis result in a systemic inflammatory condition,
which is responsible for rapid progression of atherosclerotic lesions with consecutively
higher morbidity and mortality due to cardiovascular events. In these patients reduced
endothelial function was found to be an influencing factor for the high prevalence of
cardiovascular events. The development of synthetic dialysis membranes intended to
address these issues by decreasing alterations in homeostasis and by reducing the
amount of complement- and cell activation associated with the use of cellulosic
membranes. Synthetic dialysis membranes in particular polymethylmethacrylate (PMMA)
are designed to effectively remove immunoactive proteins and mediators from the
circulation by adsorption. The aim of this study was to investigate potential differences
between a synthetic dialysis membrane and a modified cellulosic membrane regarding
their biocompatibility as defined by effects on complement activation, synthesis of

cytokines and acute phase proteins and on endothelial function.

2.2.2 METHODS

Six patients receiving chronic intermittent hemodialysis with a modified cellulosic
hemophan dialysis membrane (HE) were switched to treatment with a synthetic
polymethylmethacrylate membrane. After a period of 12 weeks, they were switched back
to treatment with the hemophane dialysis membrane. Interleukin-6 (IL-6), R2-
microglobuline, Interleukin-1 receptor antagonist (IL-1Ra), soluble endotoxin receptor
(sCD14) and complement factor C3a were examined in plasma, serum and dialysate and
also in in vitro cultures of peripheral blood cells by enzyme linked immunosorbent assay

(ELISA). For the assessment of the endothelial function of the brachial artery, ultrasound
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Einleitung

techniques were used after inducing reactive hyperemia according to a defined protocol.

For statistical analysis One-way-ANOVA and t-test (Mann-Whitney-Test) were used.

2.2.3 RESULTS

During hemodialysis with the PMMA membrane a significant decrease of LPS-stimulated
interleukin-6 synthesis by monocytes was observed compared to the treatment period with
the hemophane membrane (HE vs. PMMA after 3 months 22,0 + 11,1 ng/ml vs. 13,2 + 6,2
ng/ml, p<0,05). In addition, serum levels of soluble endotoxin receptor sCD14 before and
after 2 hours of hemodialysis were significantly increased during treatment with the PMMA
membrane (before dialysis treatment: HE vs. PMMA after 3 months: 7,06 + 0,8 vs. 12,2 +
2,8 ug/ml, p<0,05; after 2 hours treatment HE vs. PMMA after 3 months: 7,3 £+ 1,2 vs. 11,7
+ 1,9 ug/ml, p<0,01). In addition a significant decrease in complement activation could be
demonstrated before dialysis (HE vs. PMMA after 3 months: 449 + 25 vs. 142 +
27,9ng/ml, p<0,05). Furthermore, Interleukin-1 receptor antagonist concentrations were
significantly higher in dialysate collected from patients treated with the PMMA membrane
(HE vs. PMMA after 2 months: 14,9 + 3,5 vs. 29,0 £+ 12,7pg/ml, p<0,05). The R2-
microglobuline plasma concentration was significantly decreased during treatment with
the PMMA membrane due to adsorption to the dialysis membrane (HE vs. PMMA after 3
months: 33,0 + 8,5 vs. 16,2 + 4,5mg/l, p<0,05) . There was also a significant reduction in
total serum protein when using the PMMA dialysis membrane (HE vs. PMMA after 3
months: 75,0 £ 5,2g/dl vs. 68,8 + 7,5g/dl, p<0,01). No differences in concentrations of
acute phase proteins or routine laboratory parameters were noticed. Also no difference

was found regarding the endothelial function.

13
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2.2.4 CONCLUSIONS

The key finding of our study was that the secretion of IL-6 and the complement activation
as well as R2-microglobuline concentration were significantly reduced whereas levels of
sCD14 increased when switching from a cellulosic membrane to a synthetic dialysis
membrane. No changes in endothelial function could be observed. These findings suggest
a higher biocompatibility of the PMMA dialysis membrane. Decreased activation of the
immune system (complement activation), increased filtration (IL-1Ra) and adsorption (32-
M) act on this in a synergistic manner. The lack of an effect on the endothelial function as
measured by ultrasound techniques may be due to various reasons: (i) Changes in
endothelial function may be below the level of sensitivity of our measurement technique.
(i) Inflammatory parameters may not be sufficiently reduced to induce a sustained
improvement of endothelial function. (iii) The vascular damage in longterm dialysed
patients might already be firmly established so that it cannot be readily corrected by
switching to a more biocompatible membrane. Thus, further longterm-studies using both
clinical outcome parameters and surrogate markers are needed to evaluate the
reversibility of the endothelial dysfunction and the potential benefit of the synthetic dialysis
membrane.

14
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3 EINLEITUNG

3.1 CHRONISCHE NIERENINSUFFIZIENZ

Als chronische Niereninsuffizienz wird eine irreversible Stérung der physiologischen in-
und exkretorischen sowie der Metabolisierungs- und Ausscheidungsfunktion der Niere
bezeichnet. Diese kann primar im Rahmen von Nierenerkrankungen, die glomerular,
tubulointerstitiell oder vaskular bedingt sein konnen, oder sekundar aufgrund von
Systemerkrankungen entstehen. Die diabetische Nephropathie besonders des Typ-II-
Diabetikers ist die haufigste Ursache der chronischen Niereninsuffizienz. Je nach Klinik
und verbliebener glomerularer Filtrationsrate werden funf verschiedene Schweregrade
unterschieden. Das Stadium V entspricht der terminalen Niereninsuffizienz, die durch
einen lebensbedrohlichen Ausfall der Nierenfunktion mit Auswirkungen auf das
kardiovaskulare, neurologische, endokrine und hamatologische System durch anfallende
Uramietoxine, hormonelle Stérungen und Einschrankungen der Zellfunktion
gekennzeichnet ist und entweder eine Nierenersatztherapie oder eine
Nierentransplantation erforderlich macht. Die vor allem aus dem Purin- und
Eiweilistoffwechsel stammenden Uramietoxine, insbesondere Molekule bis 69000 Dalton,
kumulieren, da sie aufgrund der eingeschrankten Nierenfunktion nicht glomerular filtriert
werden kénnen. Hierbei kommt neben Harnstoff und Kreatinin auch den mittelgroRen
Molekilen mit einer GroRe zwischen 500 und 5000 Dalton, die durch
Nierenersatzverfahren nur unzureichend entfernt werden, eine besondere Bedeutung bei
der Beeinflussung der Koérperhomdostase zu. Aber auch Zytokine und andere
immunaktive Proteine, die physiologischerweise renal abgebaut werden, gehéren zu den
Uramietoxinen. Die Effektivitat, mit der Uramietoxine und andere Stoffe durch die
Hamodialyse entfernt werden kénnen, wird sowohl durch deren Molekularstruktur,
elektrische Ladung, Hydrophilitat bzw. Hydrophobitat als auch durch die Porengrofie der
Dialysemembran beeinflusst. Bestimmte synthetische Dialysemembranen koénnen
zusatzlich durch Adsorption an ihre Oberflache immunaktive Proteine aus der Zirkulation
entfernen, ohne sie zu filtrieren. Zudem spielen das Vorhandensein von Plasma-

Antagonisten und die Rezeptorbindung der Mediatoren eine Rolle bei der Dialyse-
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Effektivitadt, da Substanzen nur in ungebundener Form aus dem Plasma entfernt werden

kdénnen.

3.2 CHRONISCH SYSTEMISCHE INFLAMMATION BEI NIERENINSUFFIZIENZ

Die chronische Inflammation bei Niereninsuffizienz entsteht durch die Einschrankung der
Ausscheidungs- und Metabolisierungsfunktion der Niere, so dass es zu einer veranderten
Kinetik mit erhéhten Plasma-Spiegeln sowohl von Zytokinen und deren I6slichen
Rezeptoren als auch von membrangebundenen  Signalmolekilen  sowie
Komplementfaktoren kommt (HERBELIN, 1991). Diese und die anfallenden Uramietoxine
tragen zur verstarkten Voraktivierung von monozytaren Zellen mit konsekutiv erhdhter
Zytokinproduktion bei. Die Verschiebung des Gleichgewichts zwischen freien Radikalen
und Antioxidantien mit Stérung der antioxidativen Systeme z.B. des Glutathion-Systems
durch die Uramie-assoziierten Veranderungen, die als oxidativer Strel3 bezeichnet wird
(CEBALLOS-PICOT I, 1996), fihrt zum Uberwiegen freier Sauerstoffradikale und ist fir
die Bildung chemisch modifizierter Struktur- und Funktionsbausteine, die zur
Monozytenaktivierung  beitragen  (WITKO-SARSAT, 1998) und auch in B-
Amyloidablagerungen nachgewiesen werden konnen, verantwortlich. (MIYATA, 1997).
Diese Veranderungen filhren Uber verschiedene Mechanismen zu einer rasch
progredienten Atherosklerose mit erhdhter kardiovaskularer Mortalitat. Aufgrund der
Regulation der hepatischen Akut-Phase-Antwort durch Zytokine, insbesondere durch IL-6,
bewirkt deren Retention eine Umstellung der Proteinsynthese auf die Bildung von CRP,
Serum-Amyloid-A und Ferritin sowie Fibrinogen mit nachfolgendem Mangel an Proteinen
des Erhaltungsstoffwechsels wie z.B. Albumin (MARINKOVIC, 1989, CAVAILLON, 1992).
Dies fUhrt u.a. zur Malnutrition, die mit einer erhdhten Mortalitdt und Morbiditat bei
Patienten mit terminaler Niereninsuffizienz assoziiert ist (IKIZLER, 1999). Durch
Einschrankung der Ausscheidungsfunktion kommt es auch zu einer durch R2-
Mikroglobulin-Ablagerung induzierten Amyloidose. Zudem bewirken die Veranderungen
der Stoffwechsellage eine Suppression der Erythropoese und Erythropoetin-Bildung sowie
ein vermindertes Ansprechen auf exogen zugeflhrtes Erythropoetin mit konsekutiver
Anamie (STENVINKEL, 2001).
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3.3 EINFLUSS DES NIERENERSATZVERFAHRENS AUF DIE INFLAMMATION

Das Ziel einer Nierenersatztherapie ist die Elimination der uramischen Toxine, der
akkumulierten l6slichen Stoffe und die Entfernung Uberschissiger Flissigkeit moglichst
ohne einschneidende Eingriffe in die physiologischen Vorgdnge des Korpers.
Insbesondere kommen hierzu die Hamodialyse und die Peritonealdialyse zum Einsatz,
diese tragen jedoch selbst durch verschiedene Mechanismen zu Alterationen des
Immunsystems bei. Zum einen wird das Immunsystem, insbesondere die zellulare
Abwehr, durch den Kontakt mit der kérperfremden Membran bei der Hamodialyse aktiviert
(HAUBITZ, 1996). Zum anderen storen die Nierenersatzverfahren durch die gleichzeitige
Elimination von Zytokinen und deren Inhibitoren das physiologische Gleichgewicht von
Inflammation und Anti-Inflammation. Als mdglicher Zusatzfaktor bei der Aktivierung des
Immunsystems wird der Ubertritt von Endotoxinfragmenten aus dem Dialysat ins
Blutkompartiment diskutiert (PANICHI, 1998). Patienten mit Nierenersatztherapie zeigen
eine veranderte Immunreaktion sowohl der zelluldren als auch der humoralen Antwort
(DESCAMPS-LATSCHA, 1993, MATSUMOTO, 1998). Es lat sich sich eine
Abwehrschwache gegenuber bakteriellen Infektionen, eine verminderte phagozytische
Aktivitdt von Makrophagen, Anderungen der Funktion von T- und B-Lymphozyten sowie
Naturlichen-Killer-Zellen und eine abgeschwachte Antwort auf Hepatitis-B-Impfungen
nachweisen (GIRNDT, 2001). Zudem wurde bei Dialysepatienten eine erhdhte

Wahrscheinlichkeit an Krebsleiden zu erkranken, festgestellt.
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3.4 BEEINFLUSSUNG DER INFLAMMATION DURCH VERSCHIEDENE
FILTERMEMBRANEN

Die bei der Hamodialyse eingesetzten Filtersysteme flhren aufgrund ihrer Beschaffenheit
zu unterschiedlich starken Beeintrachtigungen des Immunsystems. Hierbei werden
insbesondere zellulosebasierende wie z.B. Hamophan-Dialysemembranen (HE) und
synthetische, auf Kunststoffpolymeren basierende Dialysemebranen wie 2z.B.
Polymethylmethacrylat-Dialysemembranen (PMMA) unterschieden. Diese werden im
Hinblick auf ihre Biokompatibilitét, die allgemein als das Fehlen stérender Einflusse auf
Blutkomponenten definiert wird, beurteilt (CHEUNG, 1990). Als Bioinkompatibilitats-
Messgrossen wurden bisher vor allem die Starke der Aktivierung des
Komplementsystems sowie die Ausschittung von Zytokinen wie TNFa, IL-1 und IL-6
bestimmt. CAPPELI et al (1989) wiesen eine deutlich geringere Komplementaktivierung
durch eine Polymethylmethacrylat-Dialysemembran im Vergleich zu einer Hamophan- und
einer Cuprophan-Dialysemembran nach. Unterschiede in Bezug auf die Filtration und
insbesondere Adsorption von l6éslichen Mediatoren und Zytokinen wurden vor allem im
Hinblick auf 32-Mikroglobulin untersucht. Hierbei liel3 sich eine Adsorption von Mediatoren
lediglich bei synthetischen Membranen in unterschiedlichem Ausmal® je nach
Membranbeschaffenheit beobachten. In Bezug auf die Mortalitdt konnte bisher nur in
retrospektiven Analysen ein Uberlebensvorteil der mit synthetischen Membranen und
modifizierten  Zellulose-Dialysemembranen  behandelten = Patienten  gegenlber
herkdbmmlichen Zellulose-Membranen gezeigt werden (HAKIM, 1996). Jedoch konnte in
prospektive Studien bisher kein Uberlebensvorteil durch die Behandlung mit
synthetischen Dialysemembranen gezeigt werden. BLOEMBERGEN und Mitarbeiter
(1999) wiesen eine signifikante Reduktion der Sterblichkeit bezogen auf bestimmte
Todesursachen wie Infektionen und KHK bei Verwendung synthetischer oder modifizierter
Zellulose- im Vergleich zu herkémmlichen Zellulose-Dialysemembranen, jedoch keine
statistisch  signifikanten Unterschiede bei anderen Todesursachen wie z.B.

cerebrovaskularen Ereignissen nach.
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3.5 INFLAMMATION UND ATHEROSKLEROSE

Die Mortalitat bei Hamodialyse-Patienten ist im Vergleich zur Normalbevoélkerung erhoht,
dies ist insbesondere auf kardiovaskulare Erkrankungen, die bei Dialysepatienten
haufiger auftreten als bei Gesunden, zurtckzufihren. Zusatzlich zu den bekannten
Risikofaktoren wie erhohten Blutdruck- und Cholesterinwerten, Rauchen sowie Diabetes
mellitus und nicht traditionellen Risikofaktoren wie der Hyperhomozysteindmie nehmen
mit der Niereninsuffizienz und den Nierenersatzverfahren assoziierte Faktoren wie
anfallende Uramietoxine, oxidativer Stress, Malnutrition und die dadurch entstehende
chronische Entzindung EinfluR und flihren zu einer rasch progredient verlaufenden
Atherosklerose mit kardiovaskularen Ereignissen, die mehr als 50% der Todesfalle bei
Dialysepatienten ausmachen. Von pradiktiver Bedeutung fur die Mortalitat und Morbiditat
sind hierbei sowohl erniedrigte Albumin-Spiegel als auch erhdhte CRP- und
Zytokinkonzentrationen insbesondere von Interleukin-6 (BOLOGA, 1998; ZIMMERMANN,
1999). Selbst bei Gesunden zeigten sich erhéhte CRP-Konzentrationen als Pradiktoren
fur das Auftreten von kardiovaskularen Ereignissen (RIDKER, 1997; RIDKER, 2000).
Monozyten und Makrophagen sind direkt an der Entstehung und Progredienz der
Atherosklerose beteiligt, da sie sich an Endothellasionen anheften, Zytokine und
Chemokine ausschitten und somit zu einer Rekrutierung anderer Entziindungszellen
fuhren, die in den subendothelialen Raum einwandern. Es kommt zur Unterbrechung der
Integritédt der Endothelschicht durch die Einlagerung von Lipiden in die Gefallwand, der
Entstehung fibroser Plaques und Gewebsnekrosen und zum Umbau von glatten
Muskelzellen zu Fasergewebe. Dies flihrt zur Einschrankung der endothelialen Funktion
und birgt die Gefahr der Thrombenbildung und des Gefaldverschlusses bei Ruptur der
Plagques (ROSS, 1999). Die bei Dialysepatienten im Vergleich zur Normalbevélkerung in
hoherer Anzahl zur Verfigung stehenden inflammatorisch aktivierten Monozyten wirken

sich umso starker auf das Fortschreiten der Gefallwandveranderungen aus.

In mehreren Studien wurde ein Zusammenhang zwischen Einschrankungen der renalen
Funktion und endothelialer Dysfunktion nachgewiesen. So zeigte sich bei Dialyse-
Patienten und bei Patienten mit langjahriger Niereninsuffizienz sonographisch eine
hohere Intima-media-Dicke (IMT) (KAWAGISHI, 1995) und eine im Vergleich zu
altersentsprechenden Kontroll-Personen verstarkte Plaquebildung in den Carotiden, die

mit erhdhten Spiegeln von oxidiertem LDL und erhdhten CRP-Konzentrationen korrelierte
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(STENVINKEL, 1999). Ein Zusammenhang zwischen chronischer Entzindung und
Atherosklerose erharten z.B. auch die Ergebnisse einer Studie, die bei HD-Patienten
signifikant hohere IL-6-Serumwerte als bei Gesunden und eine Korrelation mit der

Zunahme des Durchmessers der Intima-media (IMT) nachwiesen (KATO, 2002).
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3.6 ENDOTHELIALE DYSFUNKTION UND ULTRASCHALLMONITORING

Die sogenannte flussabhdngige Vasodilatation enststeht wahrscheinlich durch die
Registrierung von Abscher- bzw. Reibungssstre3 des Endothels bei Erhdhung der
Blutflussgeschwindigkeit z.B. als Reaktion auf eine kurzdauernde Ischamie bei Belastung.
Diese Vasodilatation wirkt der kontinuierlichen adrenergen und myotonen Vasokontriktion
entgegen und dient dazu, unter Belastung einen héheren Blutflu zu ermdglichen und den
Dehnungsreiz des Endothels auch bei erhdhten BlutfluRgeschwindigkeiten durch die
Aktivierung von Kalium- und Natriumkanalen im Endothel konstant zu halten. Der
wichtigste Effektor scheint hierbei vom Endothel freigesetztes Stickstoffmonoxid (NO) zu
sein (JOANNIDES, 1995), das aus L-Arginin durch die endotheliale Synthase gebildet
wird. Kontinuierlich ausgeschuttete Mengen werden im Gegensatz zu intermittierend
ausgeschittetem NO flr Lipidperoxidation und Endothelschadigung und somit fir die
endotheliale Dysfunktion mitverantwortlich gemacht. Oxidativer Strel} entsteht durch ein
Ungleichgewicht zwischen freien Radikalen und antioxidativen Systemen wie dem
Gluthation-System und scheint einen direkten Einflud auf die Entwicklung
atherosklerotischer Plaques zu haben (HALLIWELL; 1993). Mégliche Ursachen der
uramievermittelten Endotheldysfunktion bei Hamodialysepatienten konnten ein Mangel an
NO durch eine reduzierte Aktivitat der konstitutiven NO-Synthasen oder die Abnahme der
Bioverfugbarkeit von L-Arginin sowie die Akkumulation von Inhibitoren der NO-Synthase
z.B. von asymmetrischem Dimethyl-Arginin (ADMA) sein (VALLANCE, 1992,
MACALLISTER, 1996). Diese These unterstlitzen Ergebnisse von CROSS et al (2001),
die eine Verbesserung der endothelialen Funktion bei abnehmenden Serum-Spiegeln von
ADMA nachwiesen. MIYAZAKI et al (2000) fanden eine negative Korrelation zwischen der
endothelvermittelten Vasodilatation und Plasma-Spiegeln von oxidiertem LDL. In
mehreren Studien wurde gezeigt, da® die Sonographie eine ausgezeichnete Methode
zum Monitoring der endothelialen Funktion darstellt. CELERMAJER und Mitarbeiter
(1992) beschrieben als erste die nicht-invasive Untersuchung der flussabhangigen
Vasodilatation der A. brachialis durch die Okklusion der Arterie mit konsekutiver, reaktiver

Hyperamie und Dilatation der Arterie nach Aufheben der Blutsperre. Seitdem wurde in
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verschiedenen Studien die endotheliale Funktion mittels Ultraschall gemessen, da diese

Methode wenig invasiv und gut reproduzierbar ist.

3.7 ZIEL DER STUDIE

Die vorliegende Arbeit sollte prifen, ob Unterschiede zwischen einer synthetischen
Dialysemembran im Vergleich zu einer modifizierten Zellulose-Dialysemembran bei
chronisch intermittierender Hamodialyse im Hinblick auf die Biokompatibilitit und die
endotheliale Funktion bei Dialysepatienten nachweisbar sind. Es sollte erfasst werden, ob
sich Unterschiede der Komplementaktivierung und der Stimulation von Leukozyten des
peripheren Blutes mit unterschiedlichen Zytokin- und Akut-Phase-Protein-Spiegeln
zeigen, die durch unterschiedliche Synthese oder auch durch unterschiedliche Elimination
dieser Mediatoren durch Filtration und Adsorption erklarbar sind. Zudem wurde wegen der
mit der Hdmodialyse assoziierten Komplikationen wie Amyloidose das 32-Mikroglobulin
gemessen. Aufgrund des Einflusses der chronischen Inflammation auf atherosklerotische
Veranderungen und der bei Dialysepatienten hohen Morbiditdt und Mortalitat sollten
anhand der Erfassung der endothelvermittelten Vasodilatation mittels Ultraschall mdgliche
klinisch relevante Unterschiede zwischen unterschiedlichen Dialysemembranen
nachgewiesen werden. Hierbei sollte zudem gepriift werden, ob die Ultraschallmethodik in
der Praxis durchfiihrbar und aussagekraftig ist, insbesondere vor dem Hintergrund eines

alteren Patientenkollektivs.

Somit soliten folgende Fragen in dieser Arbeit geklart werden:
1. Unterscheiden sich beide Dialysemembranen im Hinblick auf ihre
Biokompatibilitat?
2. lIst eine Endotheldysfunktion bei Dialysepatienten nachweisbar ?

3. Haben die ggf. nachweisbaren Unterschiede der laborchemischen Parameter

zwischen beiden Membranen Auswirkungen auf die Endotheldysfunktion ?
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4 MATERIAL UND METHODIK

41 MATERIAL

4.1.1 REAGENZIEN UND CHEMIKALIEN

Aqua iniectabilia

Anti-human IL-6 ( monoklonal), 554543
Anti-human IL-6 ( biotinyliert ), 554546
Avidin-Peroxidase, A 3151

ABTS Substrat, A 1888

Braun, Melsungen

BD Pharmingen, Heidelberg
BD Pharmingen, Heidelberg
Sigma-Aldrich, Seelze

Sigma-Aldrich, Seelze

(2,2 Azino-bis-3ethylbenzthiazoline-6-sulfonic acid )

BSA (Bovine Albumin Fraktion V), 8076.3
Citronensaureanhydrat, C-0759
di-Natriumhydrogenphosphat-Dihydrat, 6580
EDTA (Ethylenediamine tetraacetic.4Na salt)
Ethanol absolut

Fetales Kalberserum FCS, 0150 HQ,
Glutamin 200mM

IL-6-human rekombinant, IL6 CC

LPS (E. coli 0O55:B5), L4524
Natriumchloridlésung ( isoton )
Natriumhydrogencarbonat, 6329,

Natriumhydroxid, 6498

Roth, Karlsruhe

Sigma-Aldrich, Seelze

Merck, Darmstadt,

Sigma-Aldrich, Seelze
Sigma-Aldrich, Seelze
PAALaboratories, Linz, Osterreich
Gibco-linvitrogen 25030-24, Karlsruhe
Strathman Biotech, Hamburg
Sigma-Aldrich, Seelze

Delta GmbH, Pfullingen

Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt
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Nunc-Immuno-Module, 469914 A,

PBS (Dulbecco's Phosphat Puffer) L 182-10,
Penicillin 1001U

RPMI 1640, F1215

Salzsaure (HCL ) 31%, 9277.2,
Schwefelsaure 95-97 %, 731

Streptomycin 100ug
TMB-Peroxidase-Substrat

Tween-20, 170-6531,

Wasserstoffperoxid 30 %, 21,676-3

ELISA-Kits:

IL-1Ra Cytoscreen Kit, KAC1181,
sCD14 ELISA, RE 59271,

C3a-desArg-ELISA, PR 59011

4.1.2 VERBRAUCHSMATERIALIEN

Gewebekulturplatte 24 well steril, 662 160
Ammonium-Heparin-Monovette
Deckglaschen
Dialyse-Babyschlauch-System, A 5128-B4
Einmal-Plastikpipetten (1mi,2ml,5ml,10ml,25ml)
Filterpipettenspitzen (10u1,2041,100u1,100041)

Monovette (EDTA )

Nunc, Wiesbaden

Biochrom, Berlin
PAALaboratories, Linz, Osterreich
Biochrom, Berlin

Roth Karlsruhe

Merck, Darmstadt
PAALaboratories, Linz, Osterreich
Sigma-Aldrich, Seelze

Bio-Rad, Hercules, USA

Sigma-Aldrich, Seelze

Biosource Europe Nivelles, Belgien
BL Hamburg

Progen, Heidelberg

Greiner, Frickenhausen
Saarstedt, Nurbrecht

Menzel, Braunschweig

Gambro, medical line, Hechingen
Cornig Costar, Wiesbaden
Greiner, Frickenhausen

Saarstedt, Nurbrecht
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Monovette (Li-Heparin)

Monovette (Serum)

Mikrolance Nr.1 20G

Multiadapter

Pipettenspitzen fur Kolbenhubpipetten
0,5 ml ReaktionsgefalRe

1,5 ml Reaktionsgefalie

15 mI-Réhrchen

50 mI-Rohrchen

4.1.3 GERATE

Brutschrank

Eisflockenmaschine (Scotsman)
Eppendorfzentrifuge (Minifuge), 5415C
Gefrierschrank -20°C

Gilson Kolbenhubpipetten (10ul,20u1,100u1,1000u1)
Infusomat fm

Kuhlschrank +4°C

Laborwaage Sartorius

Manometer

Mikroskop

Photometer, MR5000

pH-Meter CG 825

Saarstedt, Nurbrecht
Saarstedt, Nirbrecht

Becton Dickinson, Heidelberg
Sarstedt, Nirbrecht

Greiner, Frickenhausen
NeolLab, Heidelberg

Brand, Wertheim

Greiner, Frickenhausen

Greiner, Frickenhausen

Heraeus Instruments, Hanau
Tepa, Barsblittel

Eppendorf, Hamburg

Bosch, Einzelhandel
Abimed, Langenfeld

Braun, Melsungen

Liebherr, Einzelhandel
Sartorius, Gottingen

ATP, Kappel-Grafenhausen

Nikon, Dusseldorf

Dynatech, Braunschweig

Bio-Rad, Microplate Reader 450

Schott, Mainz
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Pipetboy plus

Ultraschallgerat

Schdttler

Spannungsquelle Consort E452
Standautoklav 2540 EL
Sterilarbeitsplatz

Sterile Werkbank HB2472
Wasserbad

Vortex Mixer

Vortex Reax 2000
Wasseraufbereiter MilliQ UF plus
Wasserbad W13

Zentrifuge Megafuge 1.0R

Zentrifuge 5415C

Integra Biosciences, Fernwald
Acuson Sequoia, Malvern, USA
Dynatech, Varishaker, Braunschweig
UniEquip, Martinsried

Systec, Wettenberg

IntegraBiosc., Technoflow,Zlrich, Schweiz
Heraeus Instruments, Hanau
Kottermann, Uetze, Deutschland
neolLab, Heidelberg

Heidolph, Schwabach

Millipore, Eschborn

Haake, Karlsruhe

Heraeus Instruments, Hanau

Eppendorf, Hamburg
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4.2 VERSUCHSAUFBAU (STUDIENDESIGN)

4.2.1 KLINISCHE STUDIE

In der klinischen Studie sollte der EinfluR einer PMMA- und einer Hamophan-
Dialysemembran auf die systemische, inflammatorische Aktivierung und die endotheliale
Funktion bei Dialysepatienten verglichen werden. Die Studie wurde als Pilotstudie
angelegt, mit der die Durchfiihrbarkeit und Aussagekraft der Ultraschallmethodik

festgelegt werden sollte.

In die Studie wurden sechs Patienten, die aufgrund einer terminalen Niereninsuffizienz
seit mindestens drei Monaten eine Hamodialysebehandlung mit einer Hamophan-
Dialysemembran  (GFSplus20®, Gambro, Hechingen, Deutschland) erhielten,
eingeschlossen. Die Hamodialyse wurde nach den initialen Messungen fir die Dauer von
drei Monaten mit einer Polymethylmethacrylat-Dialysemembran (1.6BK-F®, Toray, Japan)
fortgesetzt. AnschlieBend erfolgte die erneute Umstellung auf die urspringliche
zellulosebasierende Filtermembran. Zusatzlich zu den monatlichen Blutentnahmen der
Routine-Laborparameter wurden Blutproben aus dem vendsen Schenkel des Systems zur
Bestimmung des Komplementfaktors C3a, des Zytokins IL-6, des Idslichen
Endotoxinrezeptors (sCD14), des R2-Mikroglobulin (#2-M) und des IL-1 Rezeptor-
Antagonisten (IL-1Ra) gewonnen. Die Blutentnahmen erfolgten wahrend der Behandlung
mit der HE-Dialysemembran, dreimal in vierwdchentlichen Abstdnden wahrend der
Behandlung mit der PMMA- und nach Rickumstellung auf die HE-Filtermembran. Die
Ultraschall-Messungen der A. brachialis zur Einschatzung der endothelvermittelten
Vasodilatation erfolgten jeweils vor und 30 min nach Beginn einer Hamodialysesitzung
wahrend der Behandlung mit der HE- und dreimal in monatlichen Abstanden wahrend der

Behandlung mit der PMMA- Dialysemembran.

27



Material und Methodik

4.2.2 IN VITRO-VERSUCH

Um Filtration und Adsorption von IL-6 und R2-M durch die synthetische PMMA-
Dialysemembran zu messen, wurden in vitro-Versuche durchgefihrt. Um die
Filtrationskinetik zu erfassen, wurde ein in vitro-System mit einem Infusomaten (fm,
Braun) eingesetzt. Die bei der Patientenbehandlung eingesetzte PMMA-Filtermembran
(1,6 BK-F®, Toray) wurde mit mit einem Dialyse-Babyschlauch-System arteriell an den
Infusomaten angeschlossen. und mit einem Reservoir von insgesamt 240 ml gepooltem,
heparinisiertem, verdinntem Plasma (Verdinnungsverhaltnis 1:4) von 15 chronischen
Hamodialysepatienten bestickt. Der vendse Schlauch wurde in den Abfluld abgeleitet, an
den Dialysatzuflu® des Filters wurde eine Wasserabsaugpumpe mit einem Manometer
angebracht, um einen kontinuierlichen Unterdruck erzeugen zu kénnen. Nach Spiilen des
Filters mit isotoner Kochsalzlésung wurde der arterielle Ausgangswert aus der Plasma-
Lésung gewonnen und das Plasma mit einer Geschwindigkeit von 30 ml/min im Durchlauf
und einem transmembrandsen Druck (TMP) von 0 mmHg in das System infundiert. Nach
Beginn der Durchlaufs wurde zum Zeitpunkt 0, 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8 und 9 Minuten jeweils
eine Probe von 1ml mittels einer Einmal-Spritze aus dem vendsen Schlauch entnommen
und in 2 Eppendorf-Réhrchen aufgefangen. Ab dem Zeitpunkt 10 min wurde der TMP-
Druck durch Inbetriebnahme der Wasserabsaugpumpe und Kompression des
zufihrenden Schlauchsystems mittels einer Klemme auf weniger als 30 mmHg eingestellt.
Zum Zeitpunkt 0, 2, 3, 5, 7, 8 und 9 min nach Filtrationsbeginn wurden Proben aus dem
vendsen System, zum Zeitpunkt 5 und 9 min Filtrat aus dem Dialysatabflul des Filters
entnommen. Die Proben wurden direkt auf Eis gekuhlt und sofort bis zur weiteren

Verarbeitung bei —70 °C gelagert.
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Abb. 1: Flussschema des in vitro-Versuchs

4.3 PATIENTENKOLLEKTIV

4.3.1 AUSWAHL UND EINTEILUNG DER PATIENTEN UND KONTROLLPERSONEN

Das Patientenkollektiv umfaBte sechs Patienten, die aufgrund eines terminalen
Nierenversagens mit chronisch-intermittierender Hamodialyse in der Klinik fir Innere
Medizin IV des Universitatsklinikums des Saarlandes behandelt wurden.
EinschluRRkriterien waren eine Dauerdialysebehandlung langer als 3 Monate mit einer
Hamophan-Membran (GFSplus20®,Gambro), ein stabiler, komplikationsloser Verlauf, das

Einverstandnis des Patienten, das Fehlen einer immunsuppressiven Medikation, einer
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Bluttransfusion in den letzten vier Wochen vor Studienbeginn und eines aktiven
Tumorleidens. Die Daten zur Patientencharakterisierung wurden aus den Krankenakten
der Klinik fur Innere Medizin IV gewonnen. Als personenbezogene Daten wurden
Geschlecht und Alter, als anamnestische Angaben die Atiologie der terminalen
Niereninsuffizienz und die Dauer der Dialysepflichtigkeit erfal3t. Vor und nach der Dialyse
wurden Gewicht, Blutdruck und Dialysedauer dokumentiert. Bei drei Patienten waren eine
diabetische Nephropathie, bei einer Patientin eine familidre, autosomal-dominant
vererbte, polyzystische Nierenerkrankung, bei einem Patienten eine chronisch interstitielle
Nephritis und bei einem Patienten eine intra- und extrakapillar proliferative
Glomerulonephritis die Ursache des terminalen Nierenversagen. Die Patienten hatten
keine Restdiurese mehr (<500ml/24h), die durchschnittliche Zeit seit Beginn der
Dialysebehandlung betrug 16.7 + 10.1 Monate. Alle Patienten litten unter einem arteriellen
Hypertonus, vier Patienten wurden aufgrund eines Diabetes mellitus behandelt. Ein
Patient hatte bereits einen Myokardinfarkt erlitten, bei einem weiteren Patienten bestand
eine koronare Herzerkrankung, dieser und ein weiterer Patient litt unter peripherer
arterieller VerschlulR3krankeit. Bei zwei Patienten lieR sich ein ehemaliger Nikotinabusus

eruieren.

Die Kontrollgruppe fir die Messung der Endothelfunktion bestand aus Patienten der Klinik
fur Neurologie des Universitatsklinikums des Saarlandes. Eingeschlossen wurden
Patienten des gleichen Geschlechts und der gleichen Altersgruppe ohne laborchemischen
oder anamnestischen Anhalt fur eine Nierenschadigung, die sich zu der Untersuchung
bereit erklarten. Patienten mit kardiovaskularen Ereignissen als Grund des stationaren
Aufenthaltes wurden ausgeschlossen. Die bestehenden kardiovaskularen Risikofaktoren
wurden anamnestisch erhoben und den stationaren Patientenakten entnommen. An
neurologischen Grunderkrankungen bestand bei den Kontrollpersonen ein kryptogenes
Anfallsleiden mit komplex-fokalen Anfallen, ein symptomatisches Anfallsleiden mit fokal
eingeleiteten, sekundar generalisierten Krampfanfallen, eine nekrotisierende Polymyositis
und eine amyotrophe Lateralsklerose. Bei zwei Patienten war eine Polyneuropathie Grund
der stationaren Behandlung. Bei vier Patienten waren eine arterielle Hypertonie und bei
zwei Patienten ein ehemaliger Nikotinabusus als kardiovaskulare Risikofaktoren bekannt,
ein Patient hatte einen Herzinfarkt erlitten, weitere kardiovaskulare Ereignisse waren nicht

ZU eruieren.
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4.3.2 DATEN ZUR PATIENTENCHARAKTERISIERUNG

Die Laborparameter der Hamodialysepatienten wurden im Rahmen der monatlichen
Blutabnahme in der Klinik fiir Innere Medizin IV bestimmt. Als Retentionsparameter
wurden Harnstoff (mg/dl) und Kreatinin (mg/dl) , als Entzindungsparameter CRP (mg/l),
Ferritin (mg/dl) und Leukozyten-Zahl (1/ul) und zur Beurteilung des Erndhrungszustandes
Albumin (mg/dl) und Gesamteiwei? (mg/dl) gemessen. Zusatzlich wurden die Elektrolyte
Kalium (mmol/l) und Calcium (mmol/l) sowie Phosphat (mg/dl) und die Anzahl der
Thrombozyten (1/ul), Hamatokrit (%) und Hamoglobin (g/dl) bestimmt. Die
Laborparameter der Kontrollgruppe wurden im Routineaufnahmelabor der Klinik fir

Neurologie gemessen.

4.4 HAMODIALYSE

Die Behandlung wurde bei jedem Patienten dreimal wochentlich fur eine Dauer von 240
bis 270 Minuten durchgefihrt. Die Dialysebedingungen waren individuell unterschiedlich,
aber im Verlauf der Studie fur jeden Patienten konstant. Die Dialysemembranen waren
Einmalmaterial und wurden nicht wiederverwendet. Der vaskulare Zugang wurde durch
perkutane Punktion der arterioventsen Fisteln (Dialyseshunts) an den Unterarmen
gewonnen. Die Dialyse erfolgte gegen eine Standard-Bicarbonat-Lésung. Vor Start der
Hamodialyse wurden die Hamofilter mit 2 | isotonischer Natriumchlorid-Lésung (0,9%) und
Heparin gespult. Danach wurde das System mit dem Patienten verbunden. Die
Blutpumpen liefen mit einer Geschwindigkeit von 250-330 ml/min. Der Dialysatfluf3 betrug
500ml/min. Die Antikoagulation erfolgte durch einen Bolus Heparin von 1000-3000 IU bei
Beginn der Behandlung und dann kontinuierlich 1-2 ml/h entsprechend 1000-20001U/h.
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4.4.1 FILTERMEMBRANEN

Die Filtermembranen unterscheiden sich in bezug auf die verwendeten Materialien, ihre
Membranoberflache, die Wandstarke ihrer Membran und die unterschiedlichen
Clearance-Eigenschaften. Zudem werden herstellerseits unterschiedliche
Sterilisationsmethoden benutzt (Tab.1).
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Gambro Toray
GFSplus 20® 1,6 BK-F ®
(Hamophan) (Polymethylmethacrylat)
Membranoberflache (m?) 1,8 1,6
Innendurchmesser (um) 200 200
Wandstérke (um) 6,5 30
UF-Koeffizient (ml/h/mmHg) | 11,4 20
(invitro)
Fiillvolumen (ml) (in vitro) 100 94
bei TMP = 100 mmHg
Clearance ( in vitro) (ml/min)
bei wassriger Losung, 37°C
QB=200ml/min, QD=500ml/min
Harnstoff 192 190
Kreatinin 173 172
Vitamin B12 91 111
Phosphat 176 157
Bestandteile Materialien Materialien
Membran Hamophan Polymethylmethacrylat
EingieBmaterial Polyurethan Polyurethan
Gehause und Endkappen Polycarbonat Polystyrene
Sterilisationsart Dampf Gammastrahlen

Tab. 1: Beschreibung der Himodialyse-Membranen (Gebrauchsinformation der Hersteller)

Darstellung der Unterschiede zwischen der Hémophan und Polymethylmethacrylat-
Dialysemembran in bezug auf Membrancharakteristika wie die Membranoberfliche in m? den
Innendurchmesser, die Wandstdrke und das Fillvolumens. Zudem werden der
Ultrafiltrationskoeffizient als Mal3 der bei einem bestimmten transmembranésen Druck filtrierten
Fliissigkeitsmenge und die bei bestimmten festgelegten Bedingungen der Geschwindigkeit des
Blut- und des Dialysatflusses erreichte Elimination bestimmter Stoffe (Clearance) der
Filtermembranen gezeigt. Unterschiede ergeben sich auch im Hinblick auf die verwendeten

Materialien und die Art der angewandten Sterilisationsmethode.
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4.4.2 GEWINNUNG UND VORBEREITUNG DER BLUTPROBEN

Die Blutproben wurden bei der ersten Ultraschallmessung wahrend der Dialyse mit der
Hamophan-Dialysemembran sowie 1, 2 und 3 Monate nach Umstellung auf die
Polymethylmethacrylat-Dialysemembran und 1 Monat nach Ruckumstellung auf die
Hamophan-Dialysemembran entnommen. Vor Dialysebeginn wurden 4,7 ml als Lithium-
Heparin-Vollblut, 2,7 ml Blut mit EDTA als Zusatz und 4,7 ml zur Serumgewinnung aus
der arteriellen Nadel nach Shuntpunktion gewonnen. Nach 15 min wurde nochmals Blut
fur Plasma- und nach 2h fir die Serumaufbereitung aus dem vendsen Schenkel des

Dialysesystems entnommen.

Die Proben wurden sofort nach Entnahme auf Eis gekihlt. Serum und Plasma wurden
durch Zentrifugation bei 1500 *g fir 10 min gewonnen, aliquotiert und dann bei —70°C
(Plasma) bzw. —20°C (Serum) bis zur Weiterverarbeitung eingefroren. Das Vollblut wurde
auf Eis gestellt und anschlieBend sofort in 24-well-Platten aufgetragen und mit
Kulturmedium (Abb.1) kultiviert. Vor Messung der Proben mittels ELISA wurden diese bei
Raumtemperatur aufgetaut, wiederholtes Einfrieren und Auftauen wurde vermieden.

Proben, die eine Tribung aufwiesen, wurden vor dem Test zentrifugiert.

4.4.3 GEWINNUNG UND VORBEREITUNG DER ULTRAFILTRATPROBEN

Die Ultrafiltrat-Proben wurden ebenfalls bei der ersten Ultraschallmessung wahrend der
Dialyse mit der Hdmophan-Dialysemembran sowie 1, 2 und 3 Monate nach Umstellung
auf die PMMA-Dialysemembran und 1 Monat nach Rickumstellung auf die Hamophan-
Dialysemembran entnommen. 10 Minuten nach Beginn der Dialyse wurde der Dialysatflufd
unterbrochen und nach vollstandigem Ablaufen der Spulflussigkeit wurden 10-13ml Filtrat
aus dem unteren Anschluf} fur das abfihrende Schlauchsystem abgenommen. Das Filtrat
wurde in sterilen Réhrchen aufgefangen, sofort auf Eis gestellt und bei minus 20 °C bis

zur Auswertung gelagert.
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4.5 LEUKOZYTENSTIMULATION

500ul Vollblut wurden 1:2 mit Kulturmedium (Abb.1) in 24 well-Platten verdinnt
(Triplikate). Stimulierte (LPS 0,05 pg/ml) und unstimulierte Proben wurden 22,5 Stunden
im Brutschrank bei 5% CO2 und 37°C inkubiert. AnschlieRend wurden die Uberstande

abgenommen, die verbliebenen Zellen bei 2000*g (Eppendorfzentrifuge) abzentrifugiert

und die zellfreien Uberstéande bei —70°C bis zur weiteren Verarbeitung gelagert.

RPMI 1640

FCS 5%
Glutamin 2 mmol/l
Streptomycin/ Penicillin 1%

Abb. 2: Zusammensetzung des Kulturmediums fiir die in vitro-Kultivierung von Leukozyten

im Vollblutansatz
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4.6 ULTRASCHALLMESSUNG DER ARTERIA BRACHIALIS

Die Ultraschallmessungen der Arteria brachialis wurden in der Medizinischen Klinik 1V am
Bett des Patienten vor Dialysebeginn sowie nach 30 Minuten Hamodialyse durchgefihrt.
Die Messungen der Kontrollgruppe erfolgten ebenfalls in der Medizinischen Klinik IV des
Universitatsklinikums des Saarlandes. Es erfolgte eine effektive Ruhigstellung der
Extremitat des Patienten durch Lagerung in einer gepolsterten Schiene auf einem Kissen.
Die 16 cm breite Blutdruckmanschette wurde direkt unterhalb des Ellbogengelenks
angelegt. Um die Aufzeichnungen EKG-getriggert vornehmen zu kénnen, wurden EKG -
Elektroden an rechter und linker Schulter und am linken Unterbauch des Patienten
befestigt. Die Untersuchung erfolgte am Nicht-Shunt-Arm mit einem Ultraschallgerat
Acuson Sequoia mittels 8MHz linear-array-Schallkopf und der Einstellung auf
extracranielle GefaRe. Die gesamte Untersuchung wurde Kkontinuierlich durch ein
Videogerat aufgezeichnet. Das proximale Schallkopfende wurde 5 cm oberhalb des
Ellbogengelenkes positioniert, die Darstellung der Arteria brachialis erfolgte mit beiden
Intima-media-Lamellen im Langsschnitt. Nach Bestimmung des Ausgangswertes wurde
unter kontinuierlicher Beibehaltung der Schallkopfposition die Blutdruckmanschette auf
200 mmHg aufgepumpt und dieser Druck fur 270 Sekunden beibehalten. Nach Ablassen
des Drucks wurde die Arteria brachialis im Langsschnitt weitere 13 Minuten lang
kontinuierlich dargestellt. Die Auswertung erfolgte durch die Messung des Durchmessers
zwischen beiden Intima-media-Lamellen an drei nebeneinanderliegenden Messpunkten
wahrend der Systole und anschlielender Berechnung des Mittelwerts mit
Standardabweichung. Die endothelvermittelte Vasodilatation nach Ischamie wurde

prozentual im Vergleich zum Ausgangswert berechnet.
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Abb. 3: Ultraschallmessung der Art. brachialis

Die Auswertung erfolgte durch die Messung des Durchmessers zwischen beiden Intima-media-

Lamellen an drei nebeneinanderliegenden Messpunkten wéhrend der Systole
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4.7 IMMUNOLOGISCHE DIAGNOSTIK

4.7.1 INTERLEUKIN 6-ELISA

Das Zytokin IL-6 wurde mittels Elisa-Technik aus den Uberstanden der im Vollblutansatz
stimulierten Leukozyten bestimmt. Dazu wurden NUNC-Immuno-Module mit je 50ul
verdinntem monoklonalen Antikérper (1 ug/ml) gegen IL-6 beladen und fiir 19 Stunden
bei 4°C inkubiert (“gecoatet”). Die Uberstéande der stimulierten Leukozyten wurden bei
Raumtemperatur aufgetaut. Um ungebundene Antikérper zu entfernen, wurde die Platte
viermal unter Zugabe von 300 pl PBS-Tween je well mittels eines Waschgerates und
nachfolgendem Ausklopfen auf einem saugfahigen Zellulosehandtuch gewaschen. Nach
Zugabe von 200 ul Blocking Puffer pro well, um die unspezifischen Bindungen zu
blockieren, und Inkubation fir 30 min bei Raumtemperatur wurden nach dreimaligem
Waschen je 100ul der mit Blocking Puffer verdinnten Proben aufgetragen und im
Brutschrank bei 37°C zwei Stunden lang inkubiert. Nach viermaligem Waschen mit PBS-
Tween wurden je 100 ul des verdiinnten biotinylierten Detektions-Antikorpers (1 pg/ml)
zugefugt. Nach funfundvierzigmindtiger Inkubation bei 37°C wurde der ungebundene
Zweitantikérper ausgewaschen und anschlieBend 100yl Avidin-Peroxidase je well
zugefigt. Nach 30 Minuten Inkubation bei Raumtemperatur erfolgte das achtmalige
Waschen der Platte und anschlielend die zlgige Fullung jeder Vertiefung mit 100 pl
ABTS-Substrat und die Inkubation fur 15 min auf dem Schuttlert. Die Farbreaktion wurde
im ELISA-Reader bei einer Wellenlange von 405 nm photometrisch gemessen. Die
Auswertung erfolgte mittels nichtlinearer Regression unter Verwendung einer

Standardverdinnungsreihe.
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Material IL-6-ELISA:

Antikorper:

1. Antikérper: Monoklonaler gereinigter Maus-anti-human IL 6-Antikérper
Verdiinnung 1:500 in Binding Solution (1 pug/ml)

2.Antikérper: monoklonaler biotinylierter anti-human IL 6
Verdunnung 1 : 500 in Probenpuffer (1 pg/ml)

Proben:

Vollblut,
stimuliert mit 50ng/ml LPS: Verdinnung 1:50 mit Blocking Puffer,

unstimuliert: Verdinnung 1:2 mit Blocking Puffer

Standard

Stockldsung gel6st in 2ml H20

Verdinnung in PBS/ 1% humanes Serumalbumin 100U/pl Aliquots a 10yl
bei —20°C gelagert

Far ELISA 1000 U/ml :10pl in 990mI PBS/1% BSA l6sen

Binding Solution

0,1 molare Na2HPO4 pH 9.0( mit HCL einstellen )

Blocking Puffer

1% BSA ( Pulver ) in 1x PBS

Waschpuffer:

PBS Tween 0,05 % in 1L 1 x PBS

ABTS Substrat

150 mg 2,2Azino-bis-(3ethylbenzthiazoline-6-sulfonic acid)
in 500 ml 0,1 M Zitronensaureanhydrat |6sen
mit NaOH einstellen (pH 4,35) in Portionen zu je 11 ml aliquotieren und bei

—20°C einfrieren

Avidin-Peroxidase

in 1 ml sterilem 1x PBS anlésen zu 30 ul aliquotieren , bei - 20 °C

wegfrieren

Detektionsgrenze

30pg/ml

Abb. 4: IL-6-ELISA-Material
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4.7.2 C3a-des-Arg-ELISA

Der Test diente zur quantitativen Bestimmung der Komplementkomponente C3a-desArg,
das aus dem kurzlebigen Anaphylatoxin C3a entsteht und stdchiometrisch die Aktivierung
von C3 reflektiert. Die bei —70 °C eingefrorenen Proben wurden im Wasserbad bei 37°C
aufgetaut und anschlieRend auf Eis gelagert, alle anderen Materialien wurden auf
Raumtemperatur gebracht. Als Probenverdiinnung wurde 1:100 vor Dialyse und 1:400 bis
1:1000 nach 15 min Dialyse gewahlt. Es erfolgte das Auftragen von je 100ul Standard und
Proben pro well, da die 96-well-Platte bereits mit dem ersten Antikdrper beschichtet
(“gecoatet”) war. Die Inkubationszeit betrug eine Stunde bei Raumtemperatur. Nach der
Entleerung der Mikrotiterstreifen wurden je 200 pl Waschpuffer pro well zugefligt, entleert
und die Platte auf einem Papierhandtuch ausgeschlagen (= Waschvorgang). Nach
dreimaligem Waschen wurde das Elisa-Sandwich durch Befillen der wells mit 100 ul des
mit Peroxidase konjugierten zweiten Antikorper vervollstandigt und eine Stunde bei
Raumtemperatur inkubiert. Im Anschluf® wurde erneut dreimal gewaschen, bevor je 100pl
gebrauchsfertige Substratldsung pro well zugefligt wurden, um die quantitative
photometrische Bestimmung der optischen Dichte zu erméglichen. Die Inkubation erfolgte
bei Raumtemperatur fir zwolf Minuten auf dem Schittler. Die Zugabe von je 100l
Stopplésung in jede Vertiefung erfolgte im gleichen Zeittakt und gleicher Reihenfolge wie
die Zugabe des Substrates. Die optische Dichte wurde mit einem Dynatech Reader bei
einer Wellenlange von 450 nm und einer Referenzwellenlange von 630 nm photometrisch
gemessen, die Vertiefung “Blank” diente zum Abgleich, die Verdiinnung 1:100 wurde in
der Auswertung bereits berlicksichtigt. Die Auswertung erfolgte mittels nichtlinearer

Regression unter Verwendung einer Standardverdiinnungsreihe.
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Material C3a-des-Arg-ELISA:

Antikorper

1. Antikorper: Anti-C3a-Ak

Platte bereits beschichtet

2.Antikorper: Anti-C3a-Peroxidase-konjugierter Antikdrper
Verdinnung 1 : 50 in Probenpuffer

Proben

Plasma 1:100 verdiinnt vor Dialyse, Plasma 1.400 bis 1:1000 verdiinnt

nach 15 min Dialyse in Probenpuffer

Standard

Lyophilsierten Standard in 1ml Probenpuffer aufldsen, Verdinnungsreihe

Standardkonzentrationsbereich: 0-1100 ng/ml in Probenpuffer

Negativkontrolle

Lyophilisiertes Negativkontrollplasma in 1ml Probenpuffer auflésen

Probenpuffer: Konzentrat 1:10 mit destilliertem Wasser verdiinnen, ( 20ml in 200 ml )
Waschpuffer Konzentrat 1:20 mit destilliertem Wasser verdinnen ( 20 ml in 400 ml )
Anti-C3a-

Peroxidase-

Konjugat Konzentrat 1:50 mit gebrauchsfertigem Probenpuffer verdiinnen

Substratlésung

TMB gebrauchsfertig

Stopplosung 1N Schwefelsaure ( H2 SO4 )
Detektionsgrenze |45ng/mi
Normwerte 150ng/ml

Abb. 5: C3a-des-Arg-ELISA-Material
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4.7.3 LOSLICHER ENDOTOXINREZEPTOR SCD14- ELISA

Die bereits mit einem oligoklonalen Antikérper gegen sCD14 beladene 96-well-Platte
wurde mit jeweils 50uyl Standard und Standardverdinnungen, Kontrollserum und
verdunnten Proben sowie je 50 pl Biotin-konjugiertem monoklonalen Antikbrper gegen
sCD14 beflllt, mit Haftfolie versiegelt und zwei Stunden bei Raumtemperatur auf dem
Schiittler inkubiert. Der Uberstand wurde entleert, die Platte jeweils dreimal mit
gebrauchsfertigem Waschpuffer mit einer 20ml Einmalspritze bzw. mit dem Waschgerat
geflllt, entleert und auf saugfahigem Papier ausgeklopft. In alle Vertiefungen wurden je
150 ul frisch angesetztes Enzymkonjugat pipettiert, die Mikrotiterplatte mit Haftfolie
verschlossen und 1 Stunde lang bei Raumtemperatur auf dem Schiittler inkubiert. Das
Enzymkonjugat bindet sich an das Biotin, welches an den Detektionsantikdrper gekoppelt
ist. Das ungebundene Enzym wurde durch dreimaliges Waschen entfernt und je 200l
TMB-Substratlosung, die zu einer enzymatischen Farbreaktion fuhrt, in alle wells gefiillt.
Nach einer je nach Raumtemperatur unterschiedlichen Inkubationszeit von 20 min bei 18
°C und 10 min bei 25°C, um den optimalen Mel3bereich der optischen Dichte von 1,5 bis
2,5 zu erreichen, wurden je 100ul Stopplésung je Vertiefung im gleichen Zeitintervall und
Takt wie das Substrat zugefligt. Nach kurzem Schitteln wurde die optische Dichte mit
einem Dynatech Reader bei einer Wellenlange von 450 nm wund einer
Referenzwellenlange von 600-650 nm unmittelbar nach Zugabe der Stoppldsung
photometrisch gemessen. Die Auswertung erfolgte mittels nichtlinearer Regression unter

Verwendung einer Standardverdiinnungsreihe.
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Material sCD 14-ELISA

Antikorper 1. Antik6rper: oligoklonaler anti-sCD14-Antikérper
Platte bereits beschichtet
2.Antikérper: Biotin-konjugierter Antikorper
Verdinnung 1 : 41 mit Verdiinnungspuffer
Proben Serum 1:101 bzw 1: 201 verdunnt,
Lagerung aliquotiert bei —20°C
Standard sCD14 Lyophilisat in 0.5 ml Verdinnungspuffer Idsen, fir langere

Lagerung aliquotiert bei —20°C einfrieren

Standardkonzentrationsbereich: 0-100 ng/ml in Verdinnungspuffer

Kontrollserum

Humanserum 1:101 vorverdunnt, Lyophilisat in 0.5 ml Verdinnungspuffer

I6sen

Verdiinnungspuffer |Enthalt BSA, Iyophilisiertes Konzentrat mit 5 ml Waschpuffer
rekonstituieren, Inhalt in MefRzylinder mit gebrauchsfertigem Waschpuffer
auf 40 ml auffillen, bei 2-8°C 24 Stunden haltbar

Waschpuffer Enthalt Phosphatpuffer und Tween, 50 ml 20 fach Konzentrat, mit Aqua
dest. 1:20 verdiinnen, bei 2-8°C 4 Wochen haltbar

Enzymkonjugat Konjugat-Konzentrat 1:101 in Verdlinnungspuffer ansetzen

Substratlésung

Tetramethylbenzidin mit stabilisierenden Zusatzen, 1ml Konzentrat mit
TMB-Substratpuffer 1:51 verdinnen, 48 Stunden bei 2-8°C stabil

TMB-Substratpuffer

Citratpuffer mit Wasserstoffperoxid und stabilisierenden Zusatzen, 30 ml
gebrauchsfertig

TMB-Stopplosung

Enthalt 1M Schwefelsaure, 15 ml gebrauchsfertig

Detektionsgrenze

140 ng/ml

Normalwerte

1400 — 4500 ng/ml im Serum

Abb. 6: sCD-14-ELISA-Material
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4.7.4 IL-1 REZEPTOR-ANTAGONIST-ELISA

Die Serum-Proben, die vor Dialysebeginn und nach zwei Stunden gewonnen worden
waren, wurden bei Raumtemperatur aufgetaut. Jede Vertiefung der bereits mit einem
Antikorper gegen IL-1Ra beladenen 96-well-Platte wurde mit 100ul Inkubationspuffer und
jeweils 100ul Standard, Kontroll-, unverdiinnten Serum- oder Dialysat-Proben sowie 50l
biotin-konjugiertem IL-1Ra-Antikorper gefiillt, mit Haftfolie versiegelt und zwei Stunden bei
Raumtemperatur inkubiert. Der Uberstand wurde entleert, 0.4 ml Waschlésung mit dem
Waschgerat in jede Vertiefung pipettiert und die Platte auf weichem Tuch ausgeklopft.
Dieser Waschvorgang wurde dreimal durchgefihrt. Es wurden 100ul verdinntes
Streptavidin-Konjugat pro well zugefligt, die Platte mit Haftfolie versiegelt und eine Stunde
bei Raumtemperatur inkubiert. Danach wurde viermal gewaschen, je 100yl TMB-
Substratlésung zugefigt und unter Vermeidung direkter Sonneneinstrahlung 30 min bei
Raumtemperatur inkubiert. Nach Zugabe von 100ul Stopplésung je well im gleichen
Intervall und Zeittakt wie bei der Substratldsung wurde die Platte unmittelbar im
DynatecReader bei 450 nm mit einer Referenzwellenlange von 630 nm photometrisch
gemessen. Die Auswertung erfolgte mittels nichtlinearer Regression anhand einer

Standard-Verdinnungskurve.

44



Material und Methodik

Material IL-1 Ra-ELISA

Antikorper

1. Antikérper: anti-IL-1 Ra-Antikorper

Platte bereits beschichtet

2.Antikérper: Anti-IL-1 Ra- Biotin-konjugierter Antikdrper
6 ml gebrauchsfertige Lésung

Proben

Serum- und Dialysat-Proben unverdiinnt

Standardverdiin-

nungslésung

gebrauchsfertig (15ml)

Standard

Standard auf 10000 pg/ml  mit Standard-Verdiinnungsldsung
rekonstituieren, vorsichtig mischen und 10 min stehenlassen, Standard
2000 pg/ml herstellen aus 4ml Standard-Verdiinnungslésung und 1ml des
rekonstituierten Standards (10000pg/ml), Verdinnungsreihe herstellen

mit je 400pl Verdinnungslésung plus 400ul Standard (0- 1000 pg/ml)

Kontrollen

in 2ml destilliertem Wasser auflésen, stehenlassen bis sie vollstandig
aufgeldst sind, vorsichtig mischen
haltbar 4 Tage bei 2-8°C, bei —20°C fir 2 Monate

Verdiinnungspuffer

Lyophilisat in 40 ml gebrauchsfertigem Waschpuffer 16sen

Waschpuffer

Verdlinnung 1:25, 100 ml Waschlésungs-Konzentrat ( 25-fach ) in 2400
ml destilliertem Wasser auflésen

14 Tage bei Raumtemperatur haltbar

Inkubationspuffer

( 25ml) gebrauchsfertig

Streptavidin-HRP

Verdinnung 1:100, Streptavidin-Konzentrat in sauberem Glasgefaly in
Streptavidin-Verdiinnungslosung [0sen, bei 96 wells 110yl in 11ml,
unmittelbare Zubereitung

Substrat

Chromogen-Tetramethylbenzidin ( 25ml ) gebrauchsfertig

Stopplosung

Enthalt 1M Schwefelsaure, 25 ml gebrauchsfertig

Detektionsgrenze

4 pg/mi

Normwerte

EDTA-Plasma 124 + 91pg/ml, Serum 119 = 71pg/ml

Abb. 7: Material IL-1 Ra-ELISA
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4.8 R2-MIKROGLOBULIN

Das R2-Mikroglobulin wurde durch das Zentrallabor der Universitatskliniken des
Saarlandes mittels Nephelometrie bestimmt. Die untere Nachweisgrenze des Assays
betrug 0.04 mg/l.

49 STATISTISCHE AUSWERTUNG

Die statistische Auswertung erfolgte mittels des Computer-Programms GraphPad Prism™.
Es wurde von einer nicht normalverteilten Population ausgegangen. Die Ergebnisse der
ELISAs wurden mittels nichtlinearer Regression anhand einer Standardverdinnungsreihe
ausgewertet. Zum Vergleich der Ergebnisse bei Behandlung mit den unterschiedlichen
Membranen in der klinischen Studie wurde der One-way-Anova fiir verbundene, nicht-
normalverteilte Stichproben (Friedmann-Test mit anschlieBendem Dunn’s Test), beim
Vergleich der Patientengruppe mit der Kontrollgruppe der Mann-Whitney-Test angewandt.
Zudem wurde der Wilcoxon-Test zum Vergleich verbundener Stichproben angewandt. Die
Angaben erfolgten als Mittelwert + Standardabweichung. Das Signifikanzniveau wurde mit
p<0.05 festgelegt. Die nach zwei Stunden Dialyse in den Serum-Proben gemessenen
Werte sCD14 und IL-1 Ra wurden entsprechend dem wahrend der Dialyse entzogenen

Volumen korrigiert.

Bei einem Volumenentzug von weniger als 800ml/h wahrend der Dialysebehandlung
wurde der korrigierte Messwert (W korr) anhand des gemessenen Ausgangswertes (W

mef3) und dem Kérpergewicht vor und nach Dialyse berechnet:
W korr = W meR x KG nach Dialyse / KG vor Dialyse

Bei einem Volumenentzug von mehr als 800ml/h wurde der korrigierte Messwert (W korr)

wie folgt berechnet:

W korr = W meR x KG ( vor Dialyse—800mg/h Dialysezeit) / KG vor Dialyse
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5 ERGEBNISSE

5.1 VERGLEICH DER PATIENTEN- UND KONTROLLGRUPPE

Die Kontrollgruppe wurde so gewahlt, dal} sie sich in Bezug auf die Geschlechts- und
Altersverteilung nicht signifikant von der Patientengruppe unterschied. Weder im Body-
Mass-Index (BMI) noch im Nikotinkonsum waren Unterschiede zwischen beiden Gruppen
nachweisbar, die Anzahl der eingenommenen Blutdruckmedikamente unterschied sich
nicht signifikant ( Tab. 2).

Patienten Kontrollen Statistik
(n=6) (n=6)
Alter (Jahre) 74,7 +10,3 69,2 +9,0 p>0.31
packyears 9,4+17.7 9,0+ 16,5 p>0.8
Anzahl Antihypertonika 3,2+£1,5 1,714 p>0.13
BMI 26,2+1.7 25,6 £ 3,7 p>0.7
Mannlich 5 5
Weiblich 1 1

Tab. 2: Vergleich des Patienten- und Kontrollkollektivs
Die Daten zur Patientencharakterisierung wurden den Akten der Klinik fiir Innere Medizin 1V und

der Klinik fiir Neurologie des Universitétsklinikums des Saarlandes entnommen.

Die Ergebnisse sind als Mittelwerte + SD angegeben, die statistische Auswertung erfolgte mittels

Mann-Whitney-Test flir unverbundene Stichproben.

Abkiirzungen: packyears: 1 packyear entspricht dem Rauchen von 20 Zigaretten/Tag (ber 1
Jahr

Aufgrund der eingeschrankten Nierenfunktion waren die Phosphat-, Kalium-, Kreatinin-

und Harnstoff-Werte der Patientengruppe signifikant hoher als die des Kontrollkollektivs.
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Zudem zeigten sich in der Gruppe der Dialysepatienten verminderte Hamoglobin- und
Hamatokrit-Werte. Die CRP-Spiegel der Dialysepatienten zeigten sich im Vergleich mit
der Kontrollgruppe deutlich erhéht, jedoch war der Unterschied nicht statistisch signifikant

und auch die Ubrigen laborchemischen Parameter unterschieden sich nicht (Tab. 3).
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Patienten Kontrollen Statistik

(n=6) (n=6)
Kalium (mmoll/l) 5,05 4,10

+0,78 + 0,45 p<0,01
Calcium (mmoll/l) 2,28 2,34

+0,22 +0,15 p>0,41
Phosphat (mmol/l) 6,28 3,65

+1,22 +0,39 p<0,001
Kreatinin (mg/dl) 8,81 0,92

+1,80 +0,11 p<0,0003
Harnstoff (mg/dl) 138,2 42,20

+21,5 +11,30 p<0,0003
Leukozyten (10%/ul) 6,86 6,23

+1,50 +1,18 p>0,39
Hamoglobin (g/dl) 12,33 14,0

+0,78 +1,49 p<0,01
Hamatokrit (%) 36,90 41,20

+2,50 +4,32 p<0,02
Thrombozyten (103%/pl) 258,9 205,20

+100,9 +70,89 p>0,27
CRP (mg/l) 7,14 3,77

+ 3,778 +1,50 p>0,11
Gesamteiweill (g/dl) 71,47 74,40

+ 6,21 +2,70 p>0,12

Tab. 3: Laborparameter von Patienten- und Kontrollgruppe im Vergleich

Die Laborparameter wurden wéhrend der monatlichen Routineblutentnahmen der Dialysepatienten
in der Kilinik fiir Innere Medizin IV , die der Kontrollgruppe zu Beginn des stationdren Aufenthaltes
in der Kilinik fiir Neurologie des Universitétsklinikums des Saarlandes im Routine-Aufnahmelabor
gemessen. Die Ergebnisse sind als Mittelwerte + SD angegeben, die statistische Auswertung

erfolgte mittels Mann-Whitney-Test flir unverbundene Stichproben.
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5.2 HAMODIALYSEPATIENTEN

5.2.1 DIALYSEDAUER UND DIALYSEQUALITAT

Im Rahmen der klinischen Studie wurden die Dialyseparameter der sechs Patienten bei
Behandlung mit den beiden unterschiedlichen Membranen verglichen. Die verabreichte
Dosis und Effektivitat als MaR fir die Dialysequalitat festgelegt anhand des Kt/v, blieb
Uber den gesamten Zeitraum konstant (Tab. 4). Auch die Dialysedauer veranderte sich
wahrend der Behandlung nicht signifikant (HE 235 £ 12 min vs PMMA 245 + 12 min,
p>0,5).

HE vU PMMA 1 PMMA 2 PMMA 3 Statistik
(n=6) (n=6) (n=6) (n=6)

Kt/v 0,94 1,03 1,04 1,07
+0,27 +0,12 + 0,06 +0,09 p>0,38

Tab. 4: Dialysedauer und Dialysequalitatsparameter
Die Daten beziiglich der Dauer der Behandlungsdauer und des Parameters Kt/v als Mal3 fiir die
Dialysequalitdt wurden den Akten der Klinik fiir Innere Medizin IV des Universitédtsklinikums des

Saarlandes entnommen.

Die Ergebnisse sind als Mittelwerte + SD angegeben, die statistische Auswertung erfolgte mittels
One-way-Anova fiir verbundene Stichproben (Friedmann-Test mit anschlieBendem Dunn’s Test).
Die Werte nach Riickumstellung auf die Hdmophan-Membran wurden aufgrund der Auswertbarkeit

von nur vier Patienten statistisch nicht berticksichtigt.

Abkiirzungen: HE vU: HD mit Hdmophan-Filtermembran vor Umstellung, PMMA 1-3: Werte nach
1/2/3 Monaten wéhrend HD mit Polymethylmethacrylat-Membran
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5.2.2 ERYTHROPOETIN UND ANTIHYPERTENSIVE MEDIKATION

Bei Betrachtung der unter der Therapie zum Ausgleich der renalen Anamie bendtigten
Erythropoetin-Dosis konnten keine signifikanten Unterschiede bei Behandlung mit den
verschiedenen Dialysemembranen nachgewiesen werden. Die antihypertensive Therapie
mufdte bei Umstellung nicht veradndert werden. Ein Patient mit vorbestehenden
kardiovaskularen Ereignissen verstarb wahrend des Behandlungszeitraums mit der
PMMA-Dialysemembran (Tab. 5).

HE vU PMMA 1 PMMA 2 PMMA 3 HE nU Statistik

(n=6) (n=6) (n=6) (n=6) (n=4)
EPO-Dosis 2417 2167 2167 2167 2000

1 665 1408 1408 1408 1816 p>0,29
Antihypertensiva | 3,2 3,2 3,2 3,2 3,2

1,5 1,5 1,5 1,5 1,5 p>0,99
Letalitat n=0 n=0 n=0 n=1 n=0

Tab. 5: Medikamentenverbrauch und Letalitit unter Dialyse

Die Daten wurden den Akten der Kilinik fiir Innere Medizin IV des Universitétsklinikums des
Saarlandes entnommen. Die Ergebnisse sind als Mittelwerte + SD angegeben, die statistische
Auswertung erfolgte mittels One-way-Anova fiir verbundene Stichproben (Friedman-Test mit
anschlieBendem Dunn’s Test). Die Werte nach Rickumstellung auf die Hdmophan-Membran

wurden statistisch nicht berticksichtigt.

Abkiirzungen: HE vU: HD mit Hdmophan-Filtermembran vor Umstellung, PMMA 1-3: Werte nach
1/2/3 Monaten wéhrend HD mit Polymethylmethacrylat-Membran, HE nU: Werte nach

Riickumstellung auf Himophan-Membran
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5.2.3 LABORPARAMETER

Bei Behandlung mit den unterschiedlichen Filtermembranen zeigten sich keine
signifikanten Unterschiede der Hb-Werte oder des Hamatokrit. Auch die Elektrolyt- und

Retentionswerte wie Kreatinin und Harnstoff unterschieden sich nicht signifikant (Tab. 6).
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HE vU PMMA 1 PMMA 2 PMMA 3 HE nU Statisti
(n=6) (n=6) (n=6) (n=6) (n=4) k
Kalium 5,01 5,02 5,48 5,0 5,03
(mmol/l) 10,92 10,83 10,90 + 0,62 +0,76 p> 0,27
Calcium 2,28 2,30 2,20 2,28 2,39
(mmol/l) +0,18 +0,17 +0,19 +0,25 10,28 p>0,3
PO4 6,58 6,25 6,78 6,27 5,40
(mmol/l) +1,21 +0,92 + 1,67 +0,82 + 0,73 p>0,98
Kreatinin 8,60 8,50 9,25 9,20 8,74
(mg/dl) +1,79 +1,86 +2,12 +1,84 +1,71 p>0,39
Harnstoff 144,9 135,8 141,8 136,1 140,60
(mg/dl) +24,73 +17,35 + 15,80 + 28,96 +12,42 p>0,89
Hb 12,85 12,30 12,28 12,05 12,13
(g/dl) 10,59 +0,85 10,86 +0,79 10,59 p>0,99
Hkt 38,17 36,67 37,00 36,17 36,50
(%) +1,99 + 3,20 +2,97 +2,80 +1,65 p>0,13
Thrombozyten | 272,8 236,8 242,0 266,3 265,5
(103/pl) +105,2 77,1 +78,9 +121,5 +104,8 p>0,39

Tab. 6: Laborparameter der Patienten wahrend der Behandlung mit beiden Membranen
Die Laborwerte wurden den Akten der Klinik fiir Innere Medizin IV des Universitétsklinikums des

Saarlandes entnommen. Es erfolgten monatliche routineméaflige Laborkontrollen.

Die Ergebnisse sind als Mittelwerte + SD angegeben, die statistische Auswertung erfolgte mittels
One-way-Anova fiir verbundene Stichproben (Friedman-Test mit anschlieBendem Dunn’s Test).
Die Werte nach Rickumstellung auf die H&mophan-Membran wurden statistisch nicht

berticksichtigt.

Abkiirzungen: HE vU: HD mit Hdmophan-Filtermembran vor Umstellung, PMMA 1-3: Werte nach
1/2/3 Monaten wéahrend HD mit Polymethylmethacrylat-Membran, HE nU: Werte nach

Riickumstellung auf Hdmophan-Membran
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5.3 ENTZUNDUNGSPARAMETER

5.3.1 AKUT-PHASE-PROTEINE

Uber den gesamten Untersuchungszeitraum zeigten sich Schwankungen der
Konzentrationen von CRP und Ferritin, hierbei wurden akute Infektionen anzeigende
Anstiege statistisch nicht bertcksichtigt. Signifikante Unterschiede der Konzentrationen
dieser Parameter liellen sich beim Vergleich beider Membranen nicht beobachten. Der
Gesamteiweill-Spiegel war wahrend der Behandlung mit der Polymethylmethacrylat-
Dialysemembran signifikant niedriger als wahrend der Behandlung mit der HE-
Dialysemembran (- 8,3%, #: p<0.01), hingegen unterschieden sich die Albumin-Werte
nicht signifikant (Tab. 7).
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HE vU PMMA 1 PMMA 2 PMMA 3 HE nU Statistik
(n=6) (n=6) (n=6) (n=6) (n=4)
Ferritin 563,4 560,8 406,0 455,5 419,4
(mg/dl) +215.6 + 486,4 +204,2 3157 +78,7
p>0,07
Leukozyten | 6,91 6,06 6,93 6,80 7,15
(103/ul) +1,27 +1,23 +1,92 + 1,60 +1,43
p>0,56
CRP 8,6 6,57 9,36 6,83 5,28
(mgll) £3,9 + 4,26 + 4,57 + 3,93 £2,75
p>0,71
GEW 75,0 71,67 70,50 68,83 71,20
(g/dl) +5,22 + 6,53 +7,04 +7,48 + 5,27
# # p<0,01
Albumin 37,0 35,67 35,17 35, 25 36,20
(mg/dl) 2,17 + 3,33 +2,23 +2,38 + 2,01
p>0,13

Tab. 7: Inflammationsparameter der Patienten wahrend der Behandlung mit beiden
Membranen
Die Laborwerte wurden den Akten der Klinik fiir Innere Medizin IV des Universitéatsklinikums des

Saarlandes entnommen. Es erfolgten monatliche routineméaflige Laborkontrollen.

Die Ergebnisse sind als Mittelwerte + SD angegeben, die statistische Auswertung erfolgte mittels
One-way-Anova fiir verbundene Stichproben (Friedman-Test mit anschlieBendem Dunn’s Test).
Die Werte nach Rickumstellung auf die H&mophan-Membran wurden statistisch nicht

berticksichtigt.
Erlduterungen: # : p<0.01, HE vU vs PMMA3

Abkiirzungen: HE vU: HD mit Hdmophan-Filtermembran vor Umstellung, PMMA 1-3: Werte nach
1/2/3 Monaten wéhrend HD mit Polymethylmethacrylat-Membran, HE nU: Werte nach

Riickumstellung auf Hdmophan-Membran
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5.3.2 INTERLEUKIN-6

Die spontane IL-6-Ausschittung durch mononukledre Zellen im Vollblutansatz ohne
Stimulation unterschied sich nicht zwischen beiden Filtermembranen (Abb.7). Nach
Stimulation mit LPS zeigte sich eine signifikant geringere Ausschittung von IL-6 nach
dreimonatiger Behandlung mit der PMMA-Filtermembran im Vergleich zu den wahrend
der Behandlung mit der HE-Filtermembran gemessenen Werten (Abb. 8). Im Dialysat

lieRen sich keine signifikanten Unterschiede nachweisen (Tab. 8).

HE vU PMMA 1 PMMA 2 PMMA 3 HE nU Statistik
(n=6) (n=6) (n=6) (n=6) (n=4)

IL-6 58,3 60,9 60,4 58,7 72,5

im Dialysat +134 +12,3 +49 +13,7 +11,8

(pg/ml) p>0,34

Tab. 8: IL-6-Konzentration im Dialysat

Die Ergebnisse sind als Mittelwerte + SD angegeben, die statistische Auswertung erfolgte mittels
One-way-Anova fiir verbundene Stichproben (Friedman-Test mit anschlieBendem Dunn’s Test).
Die Werte nach Rickumstellung auf die H&mophan-Membran wurden statistisch nicht

berticksichtigt.

Abkiirzungen: HE vU: HD mit Hdmophan-Filtermembran vor Umstellung, PMMA 1-3: Werte nach
1/2/3 Monaten wéahrend HD mit Polymethylmethacrylat-Membran, HE nU: Werte nach

Riickumstellung auf Hdmophan-Membran
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Abb.8: IL-6 Ausschiittung durch Leukozyten ohne Stimulation (LPS)

Die im Vollblutansatz kultivierten Leukozyten wurden fiir 22.5 Stunden inkubiert. Die IL-6-Sekretion
wurde im Uberstand mittels ELISA gemessen. Dagestellt sind die Mediane der zu den einzelnen
Zeitpunkten gemessenen Werte, die statistische Auswertung erfolgte mittels One-way-Anova fiir
verbundene Stichproben (Friedman-Test mit anschlieBendem Dunn’s Test). Die Werte nach
Riickumstellung auf die Hdmophan-Membran wurden statistisch nicht beriicksichtigt.

Die gemessenen Unterschiede waren nicht signifikant (p>0.38).

Abkiirzungen: HE vU: Behandlung mit der Hdmophan-Membran vor Umstellung, PMMA 1-3:

Monate unter der Behandlung mit der Polymethylmethacrylat-Membran, HE nU: Riickumstellung
auf die Hdmophan-Membran
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Abb.9: IL-6 Ausschiittung durch Leukozyten nach Stimulation mit LPS
Die im Vollblutansatz kultivierten Leukozyten wurden nach Stimulation mit LPS fiir 22.5 Stunden

inkubiert. Die induzierte IL-6-Sekretion wurde im Uberstand mittels ELISA gemessen. Man beachte
die gegeniiber Abb 7 unterschiedliche Skalierung.

Erlduterungen: # : p<0.05, HE vU vs PMMA 3

Abkiirzungen: HE vU: Behandlung mit der Hdmophan-Membran vor Umstellung, PMMA 1-3:

Monate unter der Behandlung mit der Polymethylmethacrylat-Membran, HE nU: Riickumstellung
auf die Hdmophan-Membran
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5.3.3 KOMPLEMENTFAKTOR C3a

Bei den Dialysepatienten zeigte sich eine im Vergleich zu Gesunden bereits vor Beginn
der Dialyse im dialysefreien Intervall (t=vHD) deutlich héhere Komplementaktivierung.
Nach drei Monaten Behandlung mit der synthetischen Membran waren die C3a-
Konzentrationen signifikant niedriger als wahrend der Therapie mit der Hamophan-
Dialysemembran. Nach Dialysebeginn (t=15min) zeigte sich bei beiden Membranen eine
deutliche Aktivierung des Komplementsystems. Nach drei Monaten Behandlung mit der
synthetischen Membran fiel die Komplementaktivierung im Vergleich zu den anderen
Werten sehr viel geringer aus. Signifikant geringer war diese jedoch nur im Vergleich zu
den nach zwei Monaten Behandlung mit der PMMA-Dialysemembran gemessenen
Werten.

Die nach 15 Minuten Dialyse im Vergleich zu den Ausgangswerten ((t=15min) vs (t=vHD))
gemessenen Werte waren bei beiden Dialysemembranen signifikant héher (p<0,03), aber
auch der prozentuale Anstieg unterschied sich nicht signifikant zwischen beiden

Filtermembranen (Tab. 9).
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Filter HE vU PMMA 1 PMMA 2 PMMA 3 HE nU Statistik
(n=6) (n=6) (n=6) (n=6) (n=4)
C3avor HD |449 332 335 142 229
(ng/ml) + 251 + 140 + 141 +27,9 +38,8
# § #§ p<0,05
C3a nach 15| 3599 3334 3399 977 2542
min HD + 2071 + 1249 + 1362 + 375 + 406
(ng/ml) Y Yy p<0,05
% Anstieg |+ 701 + 904 +914 + 588 +1010
nach 15 min
HD p>0,56

Tab. 9: Vergleich der Komplementaktivierung (C3a-des-Arg)
Die Ergebnisse sind als Mittelwerte + SD angegeben, die statistische Auswertung erfolgte mittels

One-way-Anova fiir verbundene Stichproben (Friedman-Test mit anschlieBendem Dunn’s Test)

Erlduterungen: #: p<0,05, HE vU vs PMMA 3; §: p<0,05, PMMA 1 vs PMMA 3, ¥: p<0,05, PMMA
2 vs PMMA 3

Abkiirzungen: HE vU: Behandlung mit der Hdmophan-Membran vor Umstellung, PMMA 1-3:
Monate unter der Behandlung mit der Polymethylmethacrylat-Membran, HE nU: Riickumstellung

auf die Hdmophan-Membran
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5.3.4 LOSLICHER ENDOTOXINREZEPTOR (SCD14)

Nach Umstellung der Dialyse von der HE- auf die PMMA-Dialysemembran kam es zu
einem Anstieg der im dialysefreien Intervall (t=vHD) gemessenen sCD14-
Konzentrationen. Auch die intradialytischen sCD14-Spiegel (t=2h) stiegen - abgesehen
von dem Wert nach einem Monat Dialyse mit der PMMA-Dialysemembran - im Verlauf an.
Nach drei Monaten Dialyse mit der PMMA-Dialysemembran waren sowohl die vor (t=vHD)
als auch die nach zwei Stunden Dialyse (t=2h) gemessenen sCD14-Konzentrationen
signifikant héher als wahrend der Behandlung mit der HE-Filtermembran (Abb.9, Abb.10).

Die Dialysebehandlung mit der PMMA-Dialysemembran flihrte zwar nach zwei Stunden
zu einer Reduktion der Serum-Spiegel um 17,5% (PMMA 1), 7,0% (PMMA 2) bzw. 3,8%
(PMMA 3) im Vergleich zu den Ausgangswerten, wahrend die Hamodialyse mit der HE-
Dialysemembran einen intradialytischen Anstieg (HEVU 4%, HEnU 7,4%) bewirkte, die

Unterschiede waren jedoch nicht statistisch signifikant.
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Abb. 10: sCD14 im Serum vor Dialysebeginn (t=vHD)
Die Serum-Proben wurden vor Beginn der Dialyse gewonnen und die sCD14-Werte mittels ELISA

gemessen. Die nach Riickumstellung gemessenen Werte wurden statistisch nicht bertlicksichtigt.

Die Proben wurden vor Beginn und nach 2 Stunden Dialyse gewonnen, die Werte wurden mittels
ELISA gemessen. Die Ergebnisse sind als Mittelwerte + SD angegeben, die statistische

Auswertung erfolgte mittels One-way-Anova fiir verbundene Stichproben (Friedman-Test mit
anschlieBendem Dunn’s Test).

Erléduterungen: # : p<0,05, HE vU vs. PMMA 3, § : p<0,05, PMMA 1 vs PMMA 3

Abkiirzungen: HE vU: HD mit Hdmophan-Filtermembran vor Umstellung, PMMA 1-3: Werte nach
1/2/3 Monaten wadhrend HD mit Polymethylmethacrylat-Membran, HE nU: Werte nach
Riickumstellung auf Hémophan-Membran
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Abb. 11: sCD14 im Serum 2 Stunden nach Dialysebeginn (t=2h)

Die Serum-Proben wurden nach 2 Stunden Dialyse gewonnen und die sCD14-Werte mittels ELISA
gemessen.Die nach Rickumstellung gemessenen Werte wurden statistisch nicht berticksichtigt.
Die Ergebnisse sind als Mittelwerte + SD angegeben, die statistische Auswertung erfolgte mittels
One-way-Anova fiir verbundene Stichproben (Friedman-Test mit anschlieBendem Dunn’s Test).

Die nach 2 Stunden Dialyse gemessenen Werte wurden entsprechend dem wéhrend der
Behandlung entzogenen Volumen korrigiert.

Erlduterungen: # : p<0,01, HE vU vs. PMMA 3

Abkiirzungen: HE vU: HD mit Hdmophan-Filtermembran vor Umstellung, PMMA 1-3: Werte nach
1/2/3 Monaten wéhrend HD mit Polymethylmethacrylat-Membran, HE nU: Werte nach
Riickumstellung auf Himophan-Membran
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5.3.5 IL-1 REZEPTOR-ANTAGONIST

Die pradialytischen Serum-Werte (t=vHD) veranderten sich nach Umstellung von der HE-
auf die PMMA-Dialysemembran nicht signifikant und auch die nach zwei Stunden Dialyse
(t=2h) gemessenen Konzentrationen unterschieden sich nicht. Bei Behandlung mit beiden
Dialysemembranen kommt es im Vergleich zu den Ausgangswerten nach zwei Stunden
Dialyse zu einem Anstieg der Plasma-Konzentrationen, hier lieen sich jedoch auch keine
signifikanten Unterschiede nachweisen (Tab. 10). Im Dialysat wurden jedoch nach einem
und nach zwei Monaten Dialyse mit der PMMA-Membran signifikant héhere Mengen als

wahrend der Behandlung mit der Hamophan-Membran gemessen (Abb. 11).
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HE vU PMMA 1 PMMA 2 PMMA 3 HE nU Statisti
(n=6) (n=6) (n=6) (n=6) (n=4) k
IL-1Ra im Serum | 180,6 162, 0 170,1 142,9 140,6
(t=vHD) + 96,6 +92,8 +106,5 + 89,2 +101,7
(pg/ml) p>0.36
IL-1Ra im Serum|195,3 177,2 208,4 180,0 175,2
(t=2h) +118, 4 +97,2 +127,8 +113,9 +137,9
(pg/ml) p>0.2

Tab.10: IL-1Ra im Serum vor Dialyse, nach 2 Stunden Dialyse

Die Proben wurden vor Beginn und nach 2 Stunden Dialyse gewonnen, die Werte wurden mittels

ELISA gemessen. Die nach 2 Stunden Dialyse gemessenen Werte wurden entsprechend dem

wéhrend der Behandlung entzogenen Volumen korrigiert. Die Ergebnisse sind als Mittelwerte + SD

angegeben, die statistische Auswertung erfolgte mittels One-way-Anova fiir verbundene

Stichproben (Friedman-Test mit anschlieBendem Dunn’s Test). Die Werte nach Riickumstellung

auf die Hdmophan-Membran wurden statistisch nicht berticksichtigt.

Abkiirzungen: HE vU: HD mit Hdmophan-Filtermembran vor Umstellung, PMMA 1-3: Werte nach

1/2/3 Monaten wéahrend HD mit Polymethylmethacrylat-Membran,

Riickumstellung auf Hdmophan-Membran

HE nU: Werte nach
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Abb.12: IL-1Ra im Dialysat nach 15 Minuten Dialyse
Die Dialysat-Proben wurden nach 15 Minuten Dialyse gewonnen und die IL-1Ra-Werte mittels

ELISA gemessen. Die nach Rickumstellung gemessenen Werte wurden statistisch nicht
berticksichtigt.

Erlduterungen: # : p<0.05, HE vU vs PMMA 1; §: p<0.05, HE vU vs PMMA 2

Abkiirzungen: HE vU: HD mit Hdmophan-Filtermembran vor Umstellung, PMMA 1-3: Werte nach
1/2/3 Monaten wéahrend HD mit Polymethylmethacrylat-Membran, HE nU: Werte nach
Riickumstellung auf Hdmophan-Membran
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5.4 R2-MIKROGLOBULIN

Bei den vor Beginn der Dialysebehandlung gewonnenen Plasma-Proben (t=vHD) liel3en
sich keine signifikanten Unterschiede zwischen den beiden Dialysemembranen
nachweisen. Die nach funfzehn Minuten Dialyse gemessenen Werte (t=15min) waren
jedoch nach drei Monaten Dialyse mit der PMMA-Dialysemembran signifikant niedriger im
Vergleich zu den Werten vor Umstellung (p<0.05; HE vU vs PMMA 3), (Tab. 11). Im
Dialysat war bei Behandlung mit der PMMA-Dialysemembran im Gegensatz zur HE-
Filtermembran kein R2-Mikroglobulin messbar. Wahrend der Dialysebehandlung mit der
PMMA-Dialysemembran zeigte sich nach fiinfzehn Minuten Dialyse im Vergleich zu den
Ausgangswerten ein Abfall der Plasma-Konzentrationen um 32 bis 34%, wahrend die
Behandlung mit der HE-Dialysemembran vor Umstellung zu einem Anstieg um 15 %
fuhrte. Der Unterschied fallt nach zwei und drei Monaten Dialysebehandlung mit der
synthetischen Dialysemembran signifikant im Vergleich zur Behandlung mit der

zellulosebasierenden Dialysemembran aus (Abb. 12).
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HE vU PMMA 1 PMMA 2 PMMA 3 HE nU Statistik
(n=6) (n=6) (n=6) (n=6) (n=4)
R2-M im Plasma 28,7 25,0 28,3 24,4 31,7
(t=vHD) 7,8 49 84 6,9 +6,7
(mgll) p>0.26
R2-M im Plasma |33,0 16,8 18,6 16,2 31,8
(t=15min) +8,5 14,8 51 45 +13,8
(mgll) ¥ ¥ p<0.05
R2-M im Dialysat|0,14 <0,04 <0.04 <0,04 0,09
(mgl) + 0,06 +0,07
TW# T L # p<0.05

Tab.11: B2-M im Plasma vor Dialyse, nach 15 Minuten Dialyse und im Dialysat
Die Proben wurden vor Beginn und nach 15 Minuten Dialyse gewonnen, die Werte wurden mittels

Nephelometrie gemessen.

Die Ergebnisse sind als Mittelwerte + SD angegeben, die statistische Auswertung der Werte vHD
und t=15 zwischen beiden Membranen (liber den Zeitverlauf erfolgte mittels One-way-Anova fiir
verbundene Stichproben (Friedman-Test mit anschlieBendem Dunn’s Test). Die Werte nach
Riickumstellung auf die Himophan-Membran wurden statistisch nicht beriicksichtigt. Der Vergleich
der Werte zu einzelnen Messzeitpunkten vor Dialyse und nach 15 Minuten wurde mittels t-test fiir

verbundene Stichproben (Wilcoxon-matched pairs-Test) ausgewertet.

Erlduterungen: ¥: p<0.05 HE vU vs PMMAS3, # : p<0,05, HE vU vs PMMA 3, ¥: p<0,05, HE vU vs
PMMA 2; 1 : p<0,05, HE vU vs PMMA 1;

Abkiirzungen: HE vU: HD mit Hdmophan-Filtermembran vor Umstellung, PMMA 1-3: Werte nach
1/2/3 Monaten wéahrend HD mit Polymethylmethacrylat-Membran, HE nU: Werte nach

Riickumstellung auf Hdmophan-Membran
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Abb. 13: Prozentuale Differenz von B2-M im Serum nach 15 Minuten Dialyse im Vergleich zu
den Ausgangswerten vor Dialyse
Dargestellt ist die mittlere Differenz vor Dialyse und nach 15 Minuten Dialyse als Median.

Die nach Ruckumstellung gemessenen Werte wurden statistisch nicht berticksichtigt.
Erlduterungen: § : p<0,01, HE vU vs PMMA 2; # : p<0,05, HE vU vs PMMA 3,

Abkiirzungen: HE vU: HD mit Hdmophan-Filtermembran vor Umstellung, PMMA 1-3: Werte nach
1/2/3 Monaten wéahrend HD mit Polymethylmethacrylat-Membran, HE nU: Werte nach

Riickumstellung auf Hdmophan-Membran
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5.5 IN VITRO DIALYSE-EXPERIMENTE

5.5.1 INTERLEUKIN-6

Beim in vitro Versuch mit gepooltem Plasma mehrerer Spender zeigten sich im Durchlauf
nahezu konstante IL-6-Konzentrationen im Bereich der unteren Nachweisgrenze
(Abb.13), nach 8 Minuten Filtration wurde ein leichter Anstieg der IL-6-Spiegel
verzeichnet, diese fielen jedoch nicht signifikant aus (Abb.14). Die im Filtrat gemessenen

Mengen an IL-6 lagen samtlich unterhalb der Nachweisgrenze. (Abb.15).

Zeit (Minuten)

Abb.14: IL 6 in vitro im Plasma bei Durchlauf (PMMA-Membran)
Die Proben wurden wahrend des in vitro-Versuchs vor Beginn und in mindtlichen Abstéanden
wahrend des Durchlaufs gewonnen. Die IL-6-Werte wurden mittels ELISA gemessen.
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Abb.15: IL-6 in vitro im Plasma bei Filtration (PMMA-Membran)
Die Proben wurden wahrend des in vitro-Versuchs vor Beginn und dann in 1- bzw.. 2-mintlichen

Abstanden wahrend der Filtration gewonnen. Die IL-6-Werte wurden mittels ELISA gemessen.
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Abb.16: IL-6 in vitro im Filtrat (PMMA-Membran)
Die Proben wurden wahrend des in vitro-Versuchs 5 und 9 Minuten nach Beginn der Filtration
gewonnen und die IL-6-Werte mittels ELISA gemessen.
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5.5.2 R2-MIKROGLOBULIN

Beim in vitro Versuch mit der PMMA-Membran liel® sich R2-Mikroglobulin lediglich vor
Beginn des Durchlaufs im Plasma nachweisen, alle anschlieRend wahrend des
Durchlaufs und der Filtration gemessenen Proben wiesen lediglich minimale
Konzentrationen auf (Abb. 16, Abb. 17). Im Filtrat lag das R2-Mikroglobulin unterhalb der

Nachweisgrenze.

10.0+

7.5+

mg/I
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0 1 2 3 4 5 6
Zeit (Minuten)

Abb. 17: B2-M in vitro im Plasma bei Durchlauf (PMMA-Membran)
Die Proben wurden wéhrend des in vitro-Versuchs vor Beginn und nach 1, 2 und 5 Minuten
wéhrend des Durchlaufs gewonnen. Die IL-6-Werte wurden mittels Nephelometrie gemessen.
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Abb.18: B2-M in vitro im Plasma bei Filtration (PMMA-Membran)
Die Proben wurden wéhrend des in vitro-Versuchs vor Beginn und nach 1, 2, 5, 7, 8 und 9 Minuten

wéhrend der Filtration gewonnen. Die B2-M-Werte wurden mittels Nephelometrie gemessen.
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5.6 ULTRASCHALLUNTERSUCHUNG DER A. BRACHIALIS

Die Messung des maximalen Gefallddurchmessers der A. brachialis ergab weder bei den
pradialytischen (t=vHD) noch den intradialytischen (t=30min) Werten signifikante
Unterschiede zwischen beiden Dialysemembranen. Und auch die prozentuale maximale
Dilatation bei Vergleich der vor und nach Ischamie gemessenen maximalen
GefalRdurchmesser als Reaktion auf die Ischdmie unterschied sich nicht signifikant bei
Behandlung mit den unterschiedlichen Filtermembranen. Jedoch lieR sich bei den
maximalen Gefalldurchmessern nach dreiBig Minuten Dialyse ein Trend im One-way-
ANOVA nachweisen ohne dass sich signifikante Unterschiede im Dunn’s Test fanden
(Tab. 12). Im Vergleich mit der Kontrollgruppe lieR sich auch keine signifikante
Einschrankung der maximalen Dilatation bei den Dialysepatienten beobachten (Tab.
13),(Abb. 18).

Die maximale Dilatation trat bei verschiedenen Individuen und Messpunkten zu
unterschiedlichen Zeitpunkten auf. Es wurde jeweils der maximal gemessene

Durchmesser bericksichtigt.
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HE vU PMMA 1 PMMA 2 PMMA 3 Statistik
(n=6) (n=6) (n=6) (n=6)
Max. Durchmesser (cm)(0,43+0,05 (043+0,05 |046+0,06 |043+0,03 |p>0,77
(vHD) vor Ischamie
Max. Durchmesser (cm)|0,45+ 0,04 (0,46+0,04 |048+0,06 |045%0,04 |p>0.19
(vHD) nach Ischamie
Max. Durchmesser (cm)(0,44+0,05 (043+0,06 |044+0,07 |045+0,05 |p>0,54
(t=30min) vor Ischamie
Max. Durchmesser (cm)|0,46+ 0,05 (0,46+0,05 |0,46+0,06 |047+0,05 |p>0,68
(t=30min) nach Ischamie
Max. Dilatation (vHD) (%) |4,22+2,28 |(6,44+3,13 |4,81£2,2 3,78+ 1,91 |p>0.06
Max Dilatation (t=30min){4,11+1,91 (585+280 (451+1,87 |[352+236 [p<0,04
(%) OWA, aber
Dunns neg

Tab.12: Ultraschall-Daten Patienten vor Dialyse und nach 30 Minuten Dialyse
Maximaler Durchmesser sowie maximale Dilatation in % vom Ausgangswert vor Dialyse und 30
Minuten nach Dialyse jeweils vor Ischdmie und nach Ischédmie. Die nach RUlckumstellung

gemessenen Werte wurden statistisch nicht berticksichtigt.

Die Ergebnisse sind als Mittelwerte + SD angegeben, die statistische Auswertung der
Patientengruppe erfolgte mittels One-way-Anova flir verbundene Stichproben (Friedman-Test mit
anschlieBendem Dunn’s Test). Die statistische Auswertung der Messwerte der Patienten- und der

Kontrollgruppe erfolgte mittels Mann-Whitney-Test.

Abkiirzungen: HE vU: HD mit Hdmophan-Filtermembran vor Umstellung, PMMA 1-3: Werte nach
1/2/3 Monaten wéhrend HD mit Polymethylmethacrylat-Membran, HE nU: Werte nach

Riickumstellung auf Hdmophan-Membran
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Patienten Kontrollen Statistik
(n=6) (n=6)
Max. Durchmesser (cm) 0,44 £ 0,05 0,41 £ 0,07 p>0.49
vor Ischdamie
Max. Durchmesser (cm) 0,46 £ 0,05 0,43 £ 0,07 p>0.41
nach Ischamie
Max. Dilatation in % 4,81+248 4,79+-2,59 p>0.89
Tab. 13: Vergleich der Durchmesser und der maximalen, endothelvermittelten

Vasodilatation bei Patienten und Kontrollen

Die Ergebnisse sind als Mittelwerte + SD angegeben, die statistische Auswertung erfolgte mittels

Mann-Whitney-Test fiir unverbundene Stichproben.
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Abb. 19: Vergleich der maximalen, endothelvermittelten Vasodilatation nach Ischamie vor
und 30 Minuten nach Dialysebeginn (in Prozent) bei den Dialysepatienten und den
Kontrollen

Die endothelvermittelte Vasodilatation auf einen definierten Ischdmiereiz wurde nach
sonographischer Darstellung an der A.brachialis bei Hémodialysepatienten wéahrend der

Behandlung mit beiden Membranen gemessen.

Abkiirzungen: vHD: vor Hédmodialysebeginn; n 30°’: 30 Minuten nach Dialysebeginn; HE: HD mit
Hémophan-Filtermembran vor Umstellung, PMMA 1-3: Werte nach 1/2/3 Monaten wahrend HD mit
Polymethylmethacrylat-Membran, Kontrollen: Werte der Kontrollen
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5.7 DATEN ZUR HYPOTHESE EINER ADAPTATION DES IMMUNSYSTEMS AN DIE
DIALYSE

Um einen direkten Vergleich der einzelnen in dieser Studie untersuchten im weitesten
Sinne inflammatorischen Parameter in einer Graphik zu erméglichen, wurden von den
jeweils 6 Patienten die Medianwerte errechnet und diese prozentual zum arithmetischen
Mittel der Werte nach 1, 2 und 3 Monaten in Beziehung gesetzt (Abb. 19).

Nach drei Monaten Dialyse liess sich eine deutliche Reduktion der IL-6 Werte nach
Stimulation mit LPS, der Komplementaktivierung, sowie der Konzentrationen an IL-1Ra
und des [32-Mikroglobulin nachweisen; bei drei der flinf Parameter beobachtete man den
hochsten Wert nach 2 Monaten. Lediglich das sCD14 stieg stetig Uber den

Behandlungszeitraum an.
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Abb. 20: Prozentualer Zeitverlauf des Mittelwertes der Mediane von IL-6, C3a, IL-1Ra, sCD14
und B2-Mikroglobulin iiber den Dialysezeitraum mit der PMMA-Membran
Dargestellt wurde IL-6 nach Stimulation mit LPS sowie die Werte von C3a, IL-1Ra, sCD14 und 2-

Mikroglobulin jeweils vor Dialysebeginn.

Abkiirzungen: HE: HD mit Hdmophan-Filtermembran vor Umstellung, PMMA 1-3: Zeitpunkt 1/2/3
Monate Dialyse mit der PMMA-Membran
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6 DISKUSSION

Die Lebenserwartung bei Dialysepatienten liegt trotz Fortschritten in der Dialysetechnik
weiterhin unter der des Vergleichskollektivs. Hierfir sind in den letzten Jahren
insbesondere kardiovaskulare Ereignisse, die mit einer chronischen Inflammation und mit
einer eingeschrankten Endothelfunktion einhergehen, verantwortlich gemacht worden.
Somit ist die Weiterentwicklung von Dialysemembranen zur Verbesserung des
Uberlebens und zur Verminderung der dialyseassoziierten Komplikationen dringend
notwendig. Die vorliegende Pilotstudie befasst sich mit der Frage nach Unterschieden
zwischen einer synthetischen und einer zellulosebasierten Dialysemembran im Hinblick
auf die chronische Inflammation mit besonderer Betrachtung der Induktion der Bildung
und der Entfernung von Zytokinen und deren Rezeptoren sowie der
Komplementaktivierung und der Frage, ob Auswirkungen auf die bei Dialysepatienten

eingeschrankte Endothelfunktion nachweisbar sind.

6.1 PATIENTEN- UND KONTROLLGRUPPE

Es gibt keine signifikanten Unterschiede zwischen Patienten- und Kontrollgruppe in bezug
auf Alter, Geschlecht und antihypertensive Medikation sowie Anzahl der gerauchten
Zigaretten. Somit beruhen Unterschiede wahrscheinlich auf der renalen Funktion, eine

Vergleichbarkeit ist gegeben.

6.2 DIALYSEPARAMETER

Es lieRen sich keine signifikanten Unterschiede bei den dialyseassoziierten Parametern
zwischen beiden Membranen nachweisen. Dies belegt, dass nachweisbare Effekte nicht

auf eine aus Studiensicht unerwlnschte, effektivere Entfernung von immunaktiven
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Molekulen durch Verlangerung der Dialysezeit oder Erhéhung der Dialyse-Effektivitat bei

der Verwendung unterschiedlich strukturierter Membranen zurtickzufiihren sind.

6.3 ERYTHROPOETIN UND ANTIHYPERTENSIVE MEDIKATION

Die Erythropoetin-Dosis konnte zwar bei Verwendung der synthetischen Membran
tendenziell leicht, jedoch nicht signifikant reduziert werden. Dies steht im Einklang mit
Untersungen von RICHARDSON et al (2003), der beim Vergleich einer zellulosebasierten
und einer synthetischen Membran keine signifikanten Unterschiede bezlglich der
bendtigten Erythropoetin-Dosis nachweisen konnte. Die Fragestellung stand jedoch nicht

im Fokus unserer Pilotstudie, die niedrige Fallzahl erlaubt keine definitive Stellungnahme.

6.4 LABORPARAMETER

Der Hamoglobingehalt und der Hamatokrit blieben in unserer Studie im Verlauf
unverandert, somit war trotz einer leichten Reduktion die Erythropoetin-Dosis effektiv zur
Einhaltung der Zielwerte. Ubereinstimmend mit diesen Ergebnissen konnten in einer
Studie bei Verwendung einer high-flux-PMMA-Membran stabile Hamatokrit-Werte Uber
einen Zeitraum von 11 Monaten ohne die Notwendigkeit einer Verabreichung von
Erythropoetin aufrechterhalten werden (KOBAYASHI, 1993). Auch die Retentionswerte
blieben konstant als Ausdruck einer unveranderten Dialyseeffizienz. Insbesondere kam es

auch nicht zu einer relevanten Veranderung des Serumphosphats.

81



Diskussion

6.5 ENTZUNDUNGSPARAMETER

6.5.1 POSITIVE AKUT-PHASE-PROTEINE

Das CRP ist ein positives Akut-Phase-Protein mit einer Halbwertszeit von 19h Stunden,
das Zytokin-vermittelt, insbesondere durch IL-6, in der Leber gebildet wird. Etwa 8-10
Stunden nach einem entziindlichen Stimulus wird CRP mit einer bis zu 100fach erhéhten
Konzentration freigesetzt. Es dient u.a. als opsonierendes Protein zur Unterstlitzung der
antibakteriellen Abwehr und fuhrt in vivo und in vitro zur Komplementaktivierung
(WOLBINK, 1996). Gegenluber Gesunden sind die CRP-Konzentrationen bei
Dialysepatienten aufgrund der Akkumulation von Toxinen, Zytokinen und deren l&slichen
Rezeptoren chronisch erhéht (MEMOLI, 2000). Erhéhte CRP-Spiegel gehen nicht nur bei
Dialysepatienten (WANNER, 2002), sondern auch bei gesunden - Menschen mit einem
hoheres Mortalitdtsrisiko einher (RIDKER, 1997) und sind ein Pradiktor for
kardiovaskulare Ereignisse bei Gesunden. Die Hamodialyse selbst fiihrt jedoch im
Vergleich zu unbehandelten Patienten mit terminaler Niereninsuffizienz zu einem weiteren
Anstieg der CRP-Konzentrationen (HAUBITZ, 1996).

Die Ergebnisse beziglich der Enzindungsparameter wie CRP, Ferritin und Fibrinogen
beim Vergleich verschiedener Dialysemembranen werden bisher kontrovers diskutiert.
Wahrend SCHINDLER und Mitarbeiter (2000) signifikant niedrigere CRP-Werte bei
Hamodialyse mit einer synthetischen Dialysemembran im Vergleich zu einer Cuprophan-
Dialysemembranen nachwiesen, konnten SCHOUTEN und Mitarbeiter (2000) keine
Unterschiede aufzeigen. Auch in der hier vorgelegten Studie waren keine Unterschiede
zwischen beiden Dialysemembranen beobachtbar, hierbei mufl allerdings auch die
geringe Zahl der eingeschlossenen Patienten und die relativ kurze Studiendauer
bericksichtigt werden. Denn GALLI und Mitarbeiter (2005) wiesen bei Hamodialyse mit
der auch von uns verwendeten PMMA-Dialysemembran erst mit einer zeitlichen
Verzbégerung von 6 Monaten eine signifikante Reduktion des CRP nach, wobei auch eine
signifikanter Abfall von IL-1 und IL-6 beobachtet wurde. Worauf diese Verzégerung des

nachweisbaren Effekts zurlckzufuhren ist, ist noch nicht geklart.

82



Diskussion

6.5.2 NEGATIVE AKUT- PHASE- PROTEINE

Wahrend der Behandlung mit der synthetischen Dialysemembran zeigte sich in der
vorgelegten Studie nach drei Monaten eine signifikante Abnahme des Gesamt-
EiweilRgehalts und eine tendenzielle, wenngleich nicht signifikante Verringerung des
Albumingehalts. In einer Studie von TESSITORE (2004) war trotz einer Reduktion des
Serumalbumin von 8% Uuber einen Zeitraum von 7 Monaten bei Behandlung mit einer
PMMA-Membran keine Malnutrition anhand des BMI nachweisbar. Jedoch muf hierbei
auch die relativ niedrige Aussagekraft des BMI bedacht werden. GALLI und Mitarbeiter
(2005) wiesen passend zu unseren Ergebnissen nach einem Monat Hamodialyse mit der
auch von uns verwendeten PMMA-Filtermembran einen voriibergehenden Abfall des
Albumin um 8% und des Gesamteiweild um 9% nach. Albumin und Gesamtprotein blieben
im Vergleich zum Ausgangsniveau leicht erniedrigt. In der SDS-Page Analyse konnten sie
zeigen, dall durch die PMMA-Membran 1 bis 4 g Protein wahrend einer einzigen
Dialysesitzung entfernt wurden, so waren es in der Kontrollgruppe mit einer high-flux
PMMA mit geringerer Porengrofle oder mit zellulosebasierenden Filtermembranen
lediglich 0.2 bis 0.3 g Protein (2005). BONOMINI und Mitarbeiter (1996) fanden bei der
Untersuchung der auch von uns verwendeten PMMA-Dialysemembran, Moleklle mit
einem Molekulargewicht von tber 50 kDa (z.B. Albumin) und sogar Molekiile von 500 kDa
(z.B. Erythropoetin-Inhibitoren) im Filtrat, die bei Verwendung anderer PMMA-
Dialysemembranen mit einem niedrigeren Porendurchmesser nicht bestimmt werden
konnten. Es erscheint jedoch unwahrscheinlich, dass dies ausreicht, um ein vermindertes
Serum-Gesamteiweil3 zu erklaren, da der Verlust von Proteinen wahrend der
Dialysesitzung durch eine erhdhte Lebersynthese ausgeglichen werden miusste.
Offensichtlich reicht die in unserer Studie nachweisbare Reduktion inflammatorischer
Zytokine und die partielle Restitution der Immunfunktion nicht aus, um eine Abnahme des
Gesamt-Eiweiles im Plasma zu verhindern. Da ein Zusammenhang zwischen
Hypalbuminamie und erhéhter Morbiditat und Mortalitat besteht (LOWRIE, 1990; OWEN,
1993), mussen hier Effekte in Langzeitstudien beobachtet werden. Mdglicherweise mufte
eine Anwendung dieser Membran jedoch auf Patienten ohne eine vorbestehende schwere

Malnutrition beschrankt bleiben.
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6.5.3 INTERLEUKIN-6

Interleukin-6 ist der wichtigste Regulator der hepatischen Akut-Phase-Reaktion bei
Entziindung. Es stimuliert die Synthese von CRP, Serum-Amyloid-A und Fibrinogen und
fuhrt zu einer verminderten Synthese von Transferrin und Serum-Albumin (KAIZU, 1998).
Man nimmt an, dal |IL-6 synergistisch mit IL-1 und TNF-alpha zu einer
Herunterregulierung von Albumin-messenger-RNA fihrt und dadurch die Albumin-
Synthese in der Leber inhibiert (MOSHAGE, 1987). In verschiedenen Studien zeigten sich
bei Dialysepatienten und Patienten mit Niereninsuffizienz deutlich héhere IL-6-Spiegel als
bei gesunden Kontrollen (YU, 2004). Zudem konnte ein Zusammenhang zwischen
erhdhten IL-6-Konzentrationen und Mortalitat der Dialysepatienten nachgewiesen werden
(KIMMEL, 1998). STENVINKEL und Mitarbeiter (2002) zeigten eine Assoziation zwischen
erhdhten IL-6-Spiegeln und Malnutrition sowie cardiovaskuldren Ereignissen. Wahrend
der Hamodialyse konnte ein Anstieg des IL-6 und des Fibrinogen als Hinweis auf eine
direkte Aktivierung des Immunsystems durch die Dialysebehandlung nachgewiesen
werden (CAGLAR, 2002). Dieser Anstieg liele sich zum einen durch eine direkte
Aktivierung der Leukozyten durch die Adhdrenz an die Dialysemembranen, die
Aktivierung von immunkompetenten Zellen durch Komplementfaktoren oder durch
wahrend der Dialyse Uber die Membran eindringende Endotoxine erklaren. Hierbei wird
eine unterschiedliche Aktivierung der Zellen durch die verschiedenen Dialysemembranen
propagiert. In unserer Studie zeigten sich keine membranbezogenen signifikanten
Unterschiede bei der basalen IL-6 Synthese im Vollblutansatz. Nach Stimulation mit LPS
sezernierten jedoch die nach drei Monaten Therapie mit der PMMA-Dialysemembran
gewonnenen Leukozyten eine signifikant geringere Menge an IL-6 als wahrend der
Dialysebehandlung mit der Hamophan-Dialysemembran. Passend hierzu zeigte eine
andere Studie eine sowohl basale als auch nach Stimulation mit LPS signifikant geringere
IL-6-Sekretion durch PBMC bei Behandlung mit der PMMA-Filtermembran allerdings im
Vergleich mit einer CU-Dialysemembran (MEMOLI, 2000), die als noch weniger
biokompatibel als die HE-Membran gilt. Hingegen fanden SCHINDLER und Mitarbeiter
(2000) keine Unterschiede zwischen der LPS-stimulierten IL-6-Ausschittung bei
Verwendung zellulosebasierender und synthetischer Dialysemembranen. MORIYAMA
und Mitarbeiter (1998) zeigten, dal® bei Verwendung von PMMA-Membranen unter

Hamodiafiltrations- oder Hamofiltrationsbedingungen IL-6 als Polypeptid mit einem
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Molekulargewicht von 21 kDa nicht in relevantem Ausmal filtriert wird, obwohl die
PorengroRe der Membran von 100°A dies zulassen musste. Auch in unserer Studie
konnten wir weder im Dialysat der HD-Patienten signifikante IL-6-Mengen nachweisen,
noch zeigten sich in den in vitro-Versuchen relevante Veranderungen des Plasmaspiegels
durch Filtration. In den von uns durchgeflhrten in vitro-Versuchen bestimmten wir
konstante Serumspiegel wahrend des Durchlaufs, die zudem gegen eine relevante
Adsorption an die PMMA-Membran sprechen. Es ist daher wahrscheinlich, dass sich die
in der vorgelegten Studie gefundenen Unterschiede der LPS-induzierten IL-6-Sekretion
durch eine geringere Voraktivierung der mononukledren Zellen bei Verwendung der

synthetischen Dialysemembran erklaren lassen.

6.5.4 KOMPLEMENTAKTIVIERUNG

Das Komplementsystem ist ein funktionelles System von thermolabilen Plasmaproteinen,
die Aktivierung des klassischen Weges erfolgt durch Antigen-Antikérper-Komplexe, die
des alternativen Weges durch freigesetzte Lipopolysaccharide und Immunglobuline. Das
Komplementsystem flihrt Gber eine Zellmembranschadigung zur Lyse von Fremdzellen
und zur Freisetzung von biologisch wirksamen Stoffen wie Entzindungsmediatoren. Die
Interaktionen an Dialysemembranen bewirken die Aktivierung des Komplementsystems
v.a. Uber den alternativen Aktivierungsweg (CHEUNG, 1989), zusatzlich wird allerdings
auch die Aktivierung Uber den klassischen Weg durch Cuprophan-Dialysemembranen
postuliert (LHOTTA, 1998). Eine unterschiedliche Komplementaktivierung durch
verschiedene Dialysemembranen kénnte sowohl durch die unterschiedliche Bindung von
Proteinen an die Membranoberflache, die fir die Aktivierung des alternativen Wegs
bendtigt werden, als auch durch sterische Veranderungen an der Oberflache bedingt sein.
Zudem kénnten unterschiedliche Sterilisationsmethoden Einflul® auf die Biokompatibilitat
nehmen (CHEUNG, 1989). Weiterhin wird die unterschiedliche Fahigkeit zur Adsorption

von Aktivatoren und Inhibitoren der Komplementaktivierung als Faktor diskutiert.

In unserer Studie lieR® sich eine signifikante Reduktion der Komplementaktivierung durch
die PMMA- im Vergleich zu der HE-Dialysemembran nachweisen. Die Dialyseprozedur

selbst fliihrte zudem bei beiden Dialysemembranen zu einer ausgepragten
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Komplementaktivierung. Im Gegensatz zu unseren Ergebnissen konnten CAPELLI und
Mitarbeiter (1989) bei Dialyse mit einer PMMA-Filtermembran einen Abfall der C3a-Level
wahrend der Dialyse zeigen, wahrend bei Verwendung einer HE-Filtermembran ein
Anstieg der C3a-Konzentrationen nachweisbar war. Im Vergleich zu Cuprophan-
Dialysemembranen lieR sich in mehreren Studien sowohl bei PMMA- als auch HE-
Dialysemembranen eine geringere Komplementaktivierung beobachten (HAKIM, 1984;
WEGMULLER, 1986; FALKENHAGEN, 1987; LUCCHI, 1989; HAAG-WEBER, 1994).
Eine Adsorption an die Hamophan-Membran ist bisher nicht beschrieben, eine relevante
Adsorption an die PMMA-Dialysemembran konnte jedoch gezeigt werden (FUJIMORI,
1998). Auch bei Verwendung einer synthetischen Polyacrylonitril (PAN)-Filtermembran
war aufgrund der Adsorption von Komplemenfaktoren an die Membran eine deutlich
geringere Konzentration in der Zirkulation nachweisbar als bei Verwendung einer
Cuprophan-Filtermembran, wahrend die Gesamtmenge an Komplement, die sich nach
Eluierung der Proteine aus dem Membranfilter zeigte, bei Verwendung der synthetischen
Membran sogar hoéher lag als bei der Cuprophan-Membran (CHEUNG, 1986). Hierzu
passen auch Ergebnisse von BOHLER und Mitarbeitern (1991), die eine vergleichbare
Elastase-Ausschuttung als Marker fur die Granulozytenaktivierung bei Verwendung einer
PMMA-Membran fanden, wie sie von CU-Membranen bekannt ist, obwohl sie sogar eine
Abnahme der Konzentrationen von C3a im Blut nachweisen konnten. Dies kdnnte daflr
sprechen, dass die eigentliche Leukozytenaktivierung bei  synthetischen
Dialysemembranen nicht geringer ist als bei zellulosebasierenden Membranen. Und die
Biokompatibilitat der PMMA-Dialysemembran aufgrund der reinen Beurteilung der im
Plasma frei vorliegenden und somit messbaren Komplementfaktoren mdglicherweise
Uberschatzt wird. Worauf die zeitliche Verzogerung der von uns nachweisbaren
Unterschiede zwischen beiden Membranen beruht, bleibt unklar. Hier mussen
Langzeitstudien  bzw. systematische  Untersuchungen zur Adsorption von

Komplementfaktoren fiir die abschliefiende Beurteilung durchgefiihrt werden.

6.5.5 LOSLICHER ENDOTOXINREZEPTOR sCD14

Der Endotoxinrezeptor kommt in membrangebundener Form (mCD14) insbesondere auf
Monozyten und Makrophagen vor. Die I6sliche Form (sCD14) entsteht durch Abstreifen

von der Zelloberflache durch sogenannte ,Shedding-Prozesse“ oder durch direkte
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Freisetzung aus intrazellularen Depots (LABETA, 1993). Erhéhte Konzentrationen von
sCD14 wurden nach Zugabe von LPS und bei Infektionen beobachtet und es wird
deswegen als Marker fir die Aktivierung von Monozyten und Makrophagen angesehen.
Diese werden durch die Stimulation mit LPS sowohl iber membrangebundenes CD14
(mCD14) als auch Uber LPS/sCD14-Komplexe zu einer erhdhten Sekretion
proinflammatorischer Zytokine wie IL-6 angeregt (VITA, 1997). Zudem konnte
nachgewiesen werden, dass LPS/sCD14-Komplexe zur Aktivierung von Endothelzellen
fuhren (PUGIN, 1993) Auch in vitro-Daten einer anderen Studie zeigen eine direkte, Uber
sCD14 vermittelte Aktivierung von Endothelzellen durch LPS, die zu einer vermehrten
Bildung von Adhasionsmolekilen flihrte, so dass ein direkter Einflull auf die bei
Dialysepatienten nachweisbare Endotheldysfunktion méglich erscheint (HAZIOT, 1993).
Es konnte gezeigt werden, dass Monozyten, die in vitro mit LPS in Anwesenheit von
menschlichem Serum stimuliert wurden, erhdéhte Mengen an Sauerstoffradikalen
freisetzten. Nach Erhéhung der sCD14-Konzentration auf das 4-10-fache konnte LPS die
Monozyten jedoch nicht mehr aktivieren (SCHUTT, 1992). Bei unphysiologisch hohen
sCD14-Konzentrationen wirkte es somit antiinflammatorisch und neutralisierte
offensichtlich die Effekte von LPS. Auch HAZIOT und Mitarbeiter (1994) beobachteten,
dass rekombinantes sCD14 die LPS-induzierte Ausschuttung von Tumor necrosis factor-a
(TNF-a), einem proinflammatorischen Zytokin, durch Makrophagen und Monozyten
inhibiert. Zudem wiesen sie nach, dass im Tiermodel des septischen Schocks nach
Applikation von rekombinantem sCD14 eine geringere Letalitdt zu verzeichnen war
(HAZIOT, 1995). NOCKER und Mitarbeiter (1995) fanden im Serum von Patienten mit
chronischer Niereninsuffizienz und von Dialysepatienten im Vergleich zu Gesunden
deutlich erhdhte sCD14-Konzentrationen. Diese kdnnten zum einen aufgrund einer
Akkumulation des normalerweise tubular filtrierten sCD14 zum anderen aufgrund einer
erhohten Synthese bei uramie- und dialysebedingten Aktivierungsprozessen entstehen.
Wir wiesen bei unseren Patienten ebenfalls deutlich erhéhte sCD14-Serumspiegel im
Vergleich zu den bei Gesunden erwarteten Spiegeln nach. Nach drei Monaten
Behandlung mit der PMMA-Dialysemembran fielen signifikant hohere sCD-14-
Konzentration im Vergleich zu den wahrend der Behandlung mit der HE-Dialysemembran
gemessenen Werten auf, die durch eine starkere Aktivierung von Monozyten erklarbar
waren. Dies steht jedoch nicht im Einklang mit den anderen von uns untersuchten
Parametern wie z.B. Interleukin-6 und C3a, die insbesondere nach drei Monaten Dialyse

mit der synthetischen Membran, eine eher abnehmende Aktivierung des Immunsystems
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zeigten. Zudem kommt es wahrend der Dialyse selbst nicht zu einem signifikanten
Anstieg des sCD14, bei Umstellung der Filtermembranen auf die PMMA-Dialysemembran
zeigt sich intradialytisch sogar ein Abfall der im Serum nachweisbaren sCD14-
Konzentrationen. KAWANAKA und Mitarbeiter (2002) fanden im Gegensatz zu unseren
Ergebnissen keine signifikanten Unterschiede der sCD14-Serum-Konzentrationen beim
Vergleich zwischen einer low- und einer high-flux-Membran und konnten auch keinen
signifikanten Anstieg wahrend der Dialyse selbst zeigen. Auch NOCKER und
SCHERBERICH (1995) fanden keine Unterschiede zwischen zellulosebasierenden (CU-
und HE-Dialysemembranen) und synthetischen Dialysemembranen (Polysulfon),
beobachteten hingegen einen signifikanten intradialytischen Anstieg der sCD14-Serum-
Konzentrationen. Sie fanden auch eine Aktivierung von Monozyten in vitro durch bereits
geringste Mengen LPS, die durchaus wahrend der Dialyse im Dialysat vorliegen kénnten.
Moglicherweise kommt es aufgrund der hoheren PorengréfRe doch zu einer teilweisen
Ruckfiltration von LPS oder einer erhohten LPS-Adsorption an die synthetische
Dialysemembran als Erklarung fir die erhéhten sCD14-Konzentrationen. Eine Filtration
des sCD14 ist aufgrund der MoleklilgréRe unwahrscheinlich. Auch die Ergebnisse von
NOCKER et al. (1995), die in ihrer Studie konstante Serum-Spiegel von Hamopexin
messen konnten, das das gleiche Molekulargewicht wie sCD14 aufweist und dessen
Synthese durch die Hamodialyse nicht beeinflusst wird, sprechen gegen eine Filtration
dieses Molekils. Mdglicherweise liegt eine Adsorption von sCD14 an die Dialysemembran
vor, die die nach Dialysebeginn mit der synthetischen Dialysemembran nachweisbare

Reduktion der Serumspiegel erklaren konnte.

Zusammenfassend ist also durch sCD14 sowohl eine inflammationsinduzierende Wirkung
durch die Aktivierung von Zellen, die kein membrangebundenes CD14 an ihrer Oberflache
besitzen, aber auch in Abhangigkeit von der Konzentration eine antiinflammatorische
Regulation méglich. Wahrend einer Sepsis gibt es eine negative Korrelation zwischen der
CD14-Expression auf Monozyten, dem CRP und der Leukozytenelastase sowie der
Schwere der Sepsis, d.h. niedrigere Konzentrationen von mCD14 zeigen einen schweren
Verlauf an. Hingegen scheint vermehrt auftretendes sCD14 im Verlauf einer Sepsis eher
fur eine glnstigere Prognose zu sprechen, da es Hinweise auf eine Heilungstendenz zu
geben scheint (GLUCK, 2001). Somit bleibt die Bedeutung des wahrend der Behandlung
mit der PMMA-Dialysemembran ansteigenden sCD14 unklar, moglicherweise konnte dies

jedoch insbesondere unter Berlcksichtigung der anderen Parameter wie des IL-6 und des
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C3a, die eher eine hohere Biokompatibilitdt der PMMA-Dialysemembran zeigen, auch

Hinweis auf eine glnstigere Immunkompetenz sein.

6.5.6 IL-1 REZEPTOR-ANTAGONIST

Der IL-1 Rezeptor-Antagonist hat ein Molekulargewicht von 22-25 kD und wird von
Monozyten sowie von Makrophagen und Neutrophilen zusammen mit IL-1a und IL-1B, die
proinflammatorisch wirken, sezerniert (ANDERSSON, 1992). Er verhindert durch Bindung
an den IL-1 Rezeptor eine Signaltransduktion durch IL-1a und IL-1R und ist somit ein
kompetitiver Inhibitor dieser Zytokine. IL-1Ra ist zudem auch als Reaktion auf einen
inflammatorischen Stimulus wie die Freisetzung von LPS mit zeitlicher Verzégerung auf
eine erhohte IL-1 Synthese im Plasma nachweisbar und wird von Hepatozyten auch nach
Stimulation durch IL-1 und IL-6 freigesetzt (GABAY, 1997). Obwohl IL-1Ra durch die
Blockierung von IL-1 Effekten anti-inflammatorisch wirkt, kann es als Marker fur die
Leukozytenaktivierung betrachtet werden (PEREIRA, 1992). Insbesondere scheint die
Balance zwischen beiden Cytokinen von grofer Bedeutung zu sein, da IL-1 auch in der
Abwehr von Infektionen von Bedeutung ist. In mehreren entzindlichen Erkrankungen z.B.
bei Glomerulonephritis konnte in den Glomeruli ein lokales Ubergewicht von IL-1
nachgewiesen werden, zudem reduzierte die Applikation von IL-1Ra die
Monozyten/Makrophagen-Infiltration (TAM, 1994; TANG, 1994). IL-1Ra wird bereits
erfolgreich in der Therapie bei Patienten mit Rheumatoider Arthritis eingesetzt. In einer
Langzeit FOLLOW-UP Studie bei 37 Dialysepatienten zeigte sich eine Korrelation
zwischen der Synthese von IL-1 Ra durch Endotoxin-stimulierte PBMC in vitro und
cardiovaskularen Ereignissen (BALAKRISHNAN, 2000). In mehreren Studien wurde IL-1
Ra bei Patienten mit terminaler Niereninsuffizienz und bei Dialyse-Patienten sowohl im
Serum und Plasma als auch intrazellular in erhohten Konzentrationen gefunden
(PEREIRA, 1994; MROWKA, 1999, CANAUD, 2001). Als Hinweis auf den zusatzlich
aktivierenden Einflul der Nierenersatztherapie waren die Werte bei Dialysepatienten
signifikant hoher als bei unbehandelten ESRD-Patienten (HIGUCHI, 1997). Bei
Dialysepatienten lie® sich zudem im Gegensatz zu Gesunden nach Stimulation mit LPS
eine deutlich hohere IL-1Ra-Synthese durch PBMC in vitro als Hinweis auf eine

Imbalance zwischen IL-1 und IL-1 Ra nachweisen (GU, 2000).
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In der hier vorgelegten Studie lieRen sich keine signifikanten Unterschiede der pra- und
intradialytischen IL-1 Ra-Konzentrationen zwischen beiden Membrantypen nachweisen.
Auch der prozentuale Anstieg der Werte nach zwei Stunden Dialyse unterschied sich
nicht signifikant zwischen beiden Membranen. Jedoch zeigte sich eine signifikant héhere
Filtration durch die PMMA-Membran. Eine Adsorption erscheint aufgrund der Werte nicht
wahrscheinlich. Die vermehrte Elimination wirkt sich quantitativ jedoch nicht messbar auf
die Serumwerte aus. Im Einklang damit stehen auch Untersuchungen von GROOTEMAN
und Mitarbeitern (1997) sowie von MROWKA und Mitarbeitern (1999), die bei Dialyse mit
einer Cuprophan-, einer modifizierten Zellulose-Filtermembran und einer synthetischen
Membran (Polysulphon) ebenfalls keine Unterschiede zwischen den Dialysemembranen

finden konnten.

Die Bedeutung dieser Befunde ist noch nicht vollstandig geklart, zum einen wird IL-1 Ra
als Marker der Leukozytenaktivierung verstanden, zum anderen musste es aufgrund
seiner antagonistischen Eigenschaften als anti-inflammatorischer Parameter angesehen
werden. Es wird zunehmend als Reaktion auf eine vermehrte IL-1-Synthese verstanden.
Es zeigte sich, dass eine etwa 1000fache Menge an IL-1Ra notwendig ist, um die
entsprechenden Effekte des IL-1 zu inhibieren. Somit kédnnte die Produktion von IL-1Ra
lediglich ein Indikator der Leukozytenaktivierung mit konsekutiver Freisetzung des
Antagonisten sein. Letztlich mul die Bedeutung dieses Parameters im Zusammenspiel
des Netzwerks aus Zytokinen und deren Antagonisten eingehender beleuchtet werden.
Wovon eine Veranderung der Produktion abhangig ist und ob ein Zusammenhang mit der
Dialysemembran oder dem Dialysat besteht, bleibt unklar. Zudem bleibt fraglich, ob IL-1

Ra ein verlasslicher Parameter zur Charakterisierung der Akut-Phase-Reaktion ist.

6.6 R2 MIKROGLOBULIN

R2-Mikroglobulin (32-M) ist ein mittelgroRes Molekil mit einem Molekulargewicht von 11.8
kD, das auler bei Krebspatienten und bei Vorliegen einer systemischen Inflammation in
konstanten Raten synthetisiert und normalerweise renal eliminiert wird. Bei
Dialysepatienten kumuliert es aufgrund der mangelnden Elimination und mdglicherweise
auch aufgrund einer gesteigerten Sekretion (CAMPISTOL, 1993; MIYATA, 1994) und
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fuhrt durch seine Ablagerung in Gelenken, Knochen und Béandern in Form von R-
Faltblattstrukturen zur Amyloidose (KOCH, 1992). Zudem koénnte es aufgrund seines
appetithemmenden Effekts fiir die bei Dialysepatienten beobachtete Mangelernahrung
mitverantwortlich sein. Die Pravalenz von R2-M-Ablagerungen ist eng mit der Dauer der
Dialyse korreliert (JADOUL, 1997), bei Fortentwicklung der Dialysemembranen wurde die
Elimination dieses Moleklls durch Adsorption und Filtration angestrebt. Eine relevante
Adsorption von 32-M an PMMA-Membranen bei der Hamodialyse wurde z.B. von KLINKE
(1989) und KOBAYASHI (1993) vorbeschrieben. Diese war vergleichbar mit der anderer
synthetischer Dialysemembranen, aber signifikant hoher als die durch eine Cuprophan-
Dialysemembran. Eine Verringerung der 32-Mikroglobulin-Konzentrationen im Serum bei
Behandlung mit PMMA-Dialysemembranen ist mit einer Abnahme von Gelenkschmerzen
und niedrigeren Inzidenz des Auftretens von Karpaltunnelsyndromen assoziiert (AOIKE,
1995). LIAN et al (1993) konnten zeigen, dal} die Elimination von 32-M durch eine PMMA-
Dialysemembran héher war als die durch eine Polysulfon-Membran. Eine Reduktion der
Plasma-Konzentrationen war jedoch nicht in allen Studien nachweisbar, AIOKE und
Mitarbeiter (1995) ebenso wie ARAKAWA und Mitarbeiter (1991) jedoch beobachteten
eine signifikante Reduktion der Plasma [32-M Spiegel durch die Dialyse mit der

synthetischen Dialysemembran.

In unserer Studie war ebenfalls eine signifikante intradialytische Reduktion des Serum-R2-
Mikroglobulins um etwa 33% durch die PMMA-Filtermembran beobachtbar, die bei
fehlendem Nachweis einer relevanten Filtration als reiner Adsorptionseffekt angesehen
werden muld. Unterstiitzend zeigte sich auch in den in vitro Versuchen die Adsorption des
gesamten 32-Mikroglobulins an die PMMA-Dialysemembran. Trotz dieser signifikanten
Reduktion wahrend der Dialyse konnten im dialysefreien Intervall keine erniedrigten
Serumwerte gemessen werden. Dies lieBe sich dadurch erklaren, dass die eliminierten
Mengen nicht gro3 genug sind, um innerhalb einiger Wochen zur Absenkung der
Serumspiegel zu fihren oder es kommt parallel zu einer gesteigerten Synthese. Dagegen
spricht eine Studie von FLOEGE und Mitarbeitern (1991), die bei Gesunden und
Hamodialyse-Patienten eine gleiche Syntheserate von [32-Mikroglobulin  bei
eingeschrankter Clearance nachwiesen. Durch die Hamodialyse mit der Hamophan-
Filtermembran konnte hingegen nur eine geringe Filtration des 2-M und sogar ein
Anstieg der intradialytischen Werte wahrend der Dialyse beobachtet werden. Dies steht
im Einklang mit einer Studie, die beim Vergleich zwischen einer high-flux und einer

konventionellen CU-Membran sowie einer PMMA-Membran eine Reduktion des R2-M um
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32 % durch die PMMA-Membran und eine Reduktion um 10% durch die high-flux CU-
Membran nachweisen konnte, wahrend die Behandlung mit der konventionellen Membran
das R2-M nicht entfernen konnte (SCHAEFER, 1989).

6.7 ENDOTHELIALE DYSFUNKTION

In unserer Studie fanden sich keine signifikanten Unterschiede zwischen den
untersuchten Dialysemembranen in bezug auf die Endothelfunktion. Ein initial
nachweisbarer Trend der Verbesserung der endothelvermittelten Vasodilatation nach
Umstellung der Dialysebehandlung auf die synthetische Dialysemembran lie sich im
Verlauf nicht bestatigen. Nach dreiRig Minuten Dialyse konnte jedoch immerhin eine
Signifikanz im ANOVa dargestellt werden, dieser Trend lieRe sich moglicherweise in einer
grolker angelegten Langzeitstudie beweisen. Wir konnten eine Einschrankung der
Endothelfunktion nach Beginn der Dialysesitzung im Vergleich zu den vor Dialysebeginn
gemessenen Werten feststellen, die Unterschiede fielen jedoch nicht signifikant aus. Auch
MIGLIACCI und Mitarbeiter (2004) fanden keine signifikante Reduktion der post- im
Vergleich zur pradialytischen endothelialen Funktion. Hingegen wurde in einer anderen
Studie eine Einschrankung der Endothelfunktion durch nur eine Hamodialyse-Behandlung
mit einer zellulosebasierten Dialysemembran nachgewiesen, die bei Dialyse mit einer
Vitamin-E-beschichteten Dialysemembran wiederhergestellt wurde (MATSUOKA 2001).
Hierbei mag zum einen die in dieser Studie nachgewiesene begleitende Reduktion freier
Radikaler ein Rolle spielen, da als Mechanismus der Einschréankung der endothelialen
Funktion das Entstehen von vermehrtem oxidativem Stre® wahrend der Hamodialyse
verantwortlich gemacht wird, zum anderen aber auch moglicherweise die Beschaffenheit
der Dialysemembran Einflu® nehmen. Die Vitamin-E-beschichtete Dialysemembran ist
von ihrer Biokompatibilitdt her a.e. mit einer Hdmophan-Dialysemembran vergleichbar.
Dall in der hier vorgelegten Studie somit zwei relativ biokompatible Membranen
verglichen wurden, konnte auch der Grund sein, warum keine Einschrankung der
Endothelfunktion im Vergleich zu den Kontrollen und insbesondere auch keine
signifikante Einschrankung der Endothelfunktion nach Beginn der Dialysesitzung
nachweisbar war. Eine andere Studie konnte mit einer synthetischen Dialysemembran

(Polysulphon) ebenfalls keine Einschrankung der endothelialen Funktion durch die
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Hamodialyse nachweisen, bei Behandlung mit einer Cuprophan-Dialysemembran zeigte
sich hingegen eine deutliche Einschrankung (KOSCH, 2003).

In der hier vorgelegten Studie konnten zudem keine Unterschiede der basalen
GefalRdurchmesser bei Behandlung mit beiden Dialysemembranen und auch keine
Unterschiede zu der Kontrollgruppe beobachtet werden. Auch in anderen Studien zeigten
sich weder signifikante Unterschiede zwischen den basalen GefalRdurchmessern noch
Unterschiede der maximalen Flussgeschwindigkeiten zwischen Patienten und
Kontrollpersonen (JOANNIDES, 1997). Wir fanden allerdings im Vergleich zu anderen
Studien, die deutliche Einschrankungen der flussabhangigen Vasodilatation bei Patienten
mit chronischer Niereninsuffizienz im Vergleich zu Gesunden zeigen konnten (VAN
GULDENER, 1997, KOCAK, 2005), keine Unterschiede der endothelialen Funktion
zwischen der Patienten- und der Kontrollgruppe. Die Kontroll-Gruppe war jedoch in der
Studie von KOCAK und Mitarbeitern im Gegensatz zu unserer Kontroll-Gruppe aus
normotensiven Gesunden gewahlt worden, so dass hier moglicherweise auch die bei
unseren Kontrollpersonen bereits aufgrund anderer kardiovaskularer Risikofaktoren
bestehende Vorschadigung des Endothels durch atherosklerotische Veranderungen eine
Rolle spielt. Passend hierzu zeigen die Ergebnisse einer Studie bereits bei Patienten mit
Hypercholesterinamie und Zigarettenrauchen ohne Niereninsuffizienz eine Einschrankung
der endothelialen Funktion (CELERMAJER 1992). Die von uns getroffene Auswahl der
Kontrollgruppe erscheint jedoch zur Beurteilung eines spezifischen dialyse-assoziierten

Effekts wesentlich geeigneter.

Trotzdem erstaunt es, daf® in unserer Studie keine Unterschiede zwischen den beiden
Gruppen trotz der Einschrankung der Nierenfunktion in der Patientengruppe nachweisbar
waren, insbesondere da in mehreren Studien nach Nierentransplantation eine
Verbesserung der endothelvermittelten Vasodilatation im Vergleich zu Hamodialyse-
Patienten nachgewiesen werden konnte (KOCAK, 2005). Bei den transplantierten
Patienten zeigten sich allerdings auch signifikante geringere Kreatinin-Spiegel und
inflammatorische Parameter wie IL-6, d.h es verbesserte sich auch das Milieu im Sinne
eines verminderten Einflul von Inflammation und Urdmie auf die Endothelfunktion
(OFLAZ, 2003). Moglicherweise ist der direkt nach der Umstellung der Dialysebehandlung
auf die PMMA-Dialysemembran nachweisbare Effekt der verbesserten Endothelfunktion
nur sehr kurzlebig. Andererseits konnte ein verlangertes Beobachtungsintervall
Langzeiteffekte sichtbar machen, die Uber den Beobachtungszeitraum von drei Monaten

noch nicht deutlich wurden. In unserer Studie zeigten sich zudem ausgepragte
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interindividuelle Unterschiede, dies trdgt auch dazu bei, dass bei kleiner Fallzahl kein
sicherer Trend aufgezeigt werden konnte. Ferner konnten wir in unserer Studie nicht die
erwartete erhebliche Beeinflussung der systemischen Inflammation durch den Wechsel
auf die PMMA-Membran belegen. Ohne diese Einflisse kommt offenbar auch keine
wesentliche Veranderung der endothelialen Funktion zustande. Dies musste in auf einen
langeren Beobachtungszeitraum ausgelegten Studien Uberprift werden, wobei die
Unterschiede zwischen Dialysemembranen sicher deutlicher wirden, wenn weniger
biokompatible Filter verwendet wirden. Allein zu Studienzwecken auf die bereits generell
etablierten, hdher biokompatiblen Membranen zu verzichten, erscheint jedoch nicht mehr

vertretbar.

6.8 ZUSAMMENFASSUNG

Zusammenfassend unterscheiden sich die beiden Membranen im Prinzip nicht im Hinblick
auf die Elimination von Harnstoff, Kreatinin und Phosphat. Unterschiede ergeben sich
aber bei Betrachtung der Entfernung mittelgroRer und grofRer Molekile. Wir fanden eine
durch die PMMA-Membran in niedrigerem Ausmaf hervorgerufenen Ausschittung von
Interleukin-6, eine im Verlauf nachweisbare geringere Komplementaktivierung und eine
Adsorption immunaktiver Substanzen wie R2-Mikroglobulin an die Dialysemembran. Die
erst mit einer zeitlichen Latenz von drei Monaten nachzuweisende Absenkung aller
Inflammationsmarker - abgesehen von sCD14 — spricht flir eine héhere Biokompatibilitat
der PMMA-Dialysemembran. Der sCD14-Anstieg ist in diesem Zusammenhang aufgrund
der durch sCD14 modulierbaren Antwort der Monozyten auf LPS mdglicherweise auch als
Zeichen der besseren Vertraglichkeit der PMMA-Dialysemembran zu interpretieren. Es
gelang in unserer Studie nicht, anhand der Ultraschalluntersuchungen positive
Auswirkungen der Reduktion der Zytokin-Konzentrationen auf die endotheliale
Dysfunktion nachzuweisen. Dies kann als Hinweis darauf gewertet werden, dass der
Einflul des Membrantyps fir die Inflammation und die Endothelfunktion nicht tGberschatzt
werden sollte. Insgesamt zeigt sich, dass weitere Langzeitstudien mit gréReren Fallzahlen
zur besseren Sichtbarmachung einer mdoglicherweise hoheren Biokompatibilitat der

synthetischen Dialysemembran von Interesse sind.
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8 ABBILDUNGSVERZEICHNIS

Abb. 1: Flussschema des in vitro-Versuchs

Abb.2:Zusammensetzung des Kulturmediums fir die in vitro-Kultivierung von Leukozyten

im Vollbutansatz
Abb. 3: Ultraschallmessung der Art. brachialis

Die Auswertung erfolgte durch die Messung des Durchmessers zwischen beiden
Intima-media-Lamellen an drei nebeneinanderliegenden Messpunkten wahrend der

Systole
Abb.4: IL-6-ELISA-Material
Abb.5: C3a-des-Arg-ELISA-Material
Abb.6: sCD14-ELISA-Material
Abb.7: IL-1Ra-ELISA-Material
Abb.8: IL-6 Ausschiittung ohne Stimulation (LPS)

Die im Vollblutansatz kultivierten Leukozyten wurden fiir 22.5 Stunden inkubiert. Die

induzierte 11-6-Sekretion wurde im Uberstand mittels Elisa gemessen.
Abb.9: IL-6 Ausschittung nach Stimulation mit LPS
Die im Vollblutansatz kultivierten Leukozyten wurden nach Stimulation mit LPS fur

22.5 Stunden inkubiert. Die induzierte 11-6-Sekretion wurde im Uberstand mittels Elisa

gemessen.
Abb.10: sCD14 im Serum vor Dialysebeginn ( t=vHD )

Die Serumproben wurden vor Beginn der Dialyse gewonnen und die Scd14-Werte
mittels Elisa gemessen. Die nach Rickumstellung gemessenen Werte wurden

statistisch nicht berlcksichtigt

Abb.11: sCD14 im Serum 2 Stunden nach Dialysebeginn ( t=2h )
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Die Serumproben wurden nach 2 Stunden Dialyse gewonnen und die sCD14-Werte
mittels Elisa gemessen. Die nach Ruckumstellung gemessenen Werte wurden

statistisch nicht beriicksichtigt.
Abb.12: IL-1Ra im Dialysat nach 15 Minuten Dialyse

Die Dialysatproben wurden nach 15 Minuten Dialyse gewonnen und die IL-1Ra-
Werte mittels Elisa gemessen. Die nach Rickumstellung gemessenen Werte wurden

statistisch nicht beriicksichtigt.

Abb.13: Prozentuale Differenz von R2-M im Serum nach 15 Minuten Dialyse im

Vergleich zu den Ausgangswerten vor Dialyse
Die nach Rickumstellung gemessenen Werte wurden statistisch nicht berlcksichtigt
Abb.14: IL-6 in vitro im Plasma bei Durchlauf (PMMA-Membran)

Die Proben wurden wahrend des in vitro-Versuchs vor Beginn und In mindtlichen
Abstanden wahrend des Durchlaufs gewonnen. Die [I-6-Werte wurden mittels Elisa

gemessen.
Abb.15: IL-6 in vitro im Plasma bei Filtration (PMMA-Membran)

Die Proben wurden wahrend des in vitro-Versuchs vor Beginn und dann in 1- bzw. 2-
minUtlichen Abstdnden wahrend der Filtration gewonnen. Die IL-6-Werte wurden

mittels Elisa gemessen.
Abb.16: IL-6 in vitro im Filtrat (PMMA-Membran)

Die Proben wurden wahrend des in vitro-Versuchs 5 und 9 Minuten nach Beginn der

Filtration gewonnen und die II-6-Werte mittels Elisa gemessen.
Abb.17: 32-M in vitro Im Plasma bei Durchlauf (PMMA-Membran)

Die Proben wurden wahrend des in vitro-Versuchs vor Beginn und nach 1, 2 und 5
Minuten wahrend des Durchlaufs gewonnen. Die IL-6-Werte wurden mittels Nephelo-

metrie gemessen.
Abb.18: R2-M in vitro im Plasma bei Filtration (PMMA-Membran)

Die Proben wurden wahrend des in vitro-Versuchs vor Beginn und Nach 1, 2, 5,7, 8
und 9 Minuten wahrend der Filtration gewonnen. Die 32-M-Werte wurden mittels

Nephelometrie gemessen.

108



Abbildungsverzeichns

Abb.19: Vergleich der maximalen, endothelvemittelten Vasodilatation nach Ischamie vor
und 30 Minuten nach Dialysebeginn (in Prozent) bei den Dialysepatienten und

Kontrollen.

Die endothelvermittelte Vasodilatation auf einen definierten Ischamiereiz wurde nach
sonographischer Darstellung an der A. brachialis bei Hdmolysepatienten wahrend

der Behandlung mit beiden Membranen gemessen.

Abb.20: Prozentualer Anteil des Mittelwertes der Mediane von IL-6, C3a, IL-1Ra, sCD14
und 32-Mikroglobulin tGber den Dialysezeitraum mit der PMMA-Membran

Dargestellt wurde IL-6 nach Stimulation mit LPS sowie die Werte von C3a, IL-1Ra,

sCD14 und R2-Mikroglobulin jeweils vor Dialysebeginn.

Die Mediane der MelRparameter zu den einzelnen Zeitpunkten wurden berechnet, die

Darstellung zeigt die berechnete Abweichung vom Mittelwert der Mediane.
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9 TABELLENVERZEICHNIS

Tab.1: Beschreibung der Hamodialysemembranen [Gebrauchsinformation der Hersteller]
Tab.2: Vergleich Kontroll- und Patientenkollektiv

Die Daten zur Patientencharakterisierung wurden den Patienten-Akten der Klinik flr
Innere Medizin und der Klinik fur Neurologie der Universitatskliniken des Saarlandes
entnommen. Die Ergebnisse sind als Mittelwerte + SD angegeben, die statistische

Auswertung erfolgte mittels Mann-Whitney-Test flr unverbundene Stichproben.
Tab.3: Laborparameter Patienten- und Kontrollgruppe im Vergleich

Die Laborparameter wurden wahrend der monatlichen Routineblutentnahmen der
Dialysepatienten in der Kilinik fur Innere Medizin der Universitdt des Saarlandes
gemessen. Die Laborparameter der Kontrollgruppe wurden zu Beginn des
stationaren Aufenthaltes in der Klinik flir Neurologie der Universitatskliniken des
Saarlandes mittels des Routine-Aufnahmelabors gemessen. Die Ergebnisse sind als
Mittelwerte £+ SD angegeben, die statistische Auswertung erfolgte mittels Mann-

Whitney-Test flr unverbundene Stichproben.
Tab.4: Dialysedauer und Dialysequalitatsparameter

Die Dauer der Behandlung in Minuten und die allgemein als MalRk fir die
Dialysequalitat anerkannten Parameter Kt/v wurden erfasst. Die Daten wurden den
Patienten-Akten der Klinik flr Innere Medizin IV der Universitatskliniken des

Saarlandes enthommen.

Die Ergebnisse sind als Mittelwerte + SD angegeben, die statistische Auswertung
erfolgte mittels One-way-Anova fir verbundene Stichproben (Friedmann-Test mit
anschlielendem Dunn’s Test). Die Werte nach Rickumstellung auf die Hamophan-
Membran wurden aufgrund der Auswertbarkeit von nur vier Patienten statistisch nicht

berlcksichtigt.
Tab.5: Medikamentenverbrauch und Letalitat unter Dialyse

Die Daten wurden den Patienten-Akten der Klinik fir Innere Medizin IV der

Universitatskliniken des Saarlandes entnommen. Die Ergebnisse sind als Mittelwerte
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+ SD angegeben, die statistische Auswertung erfolgte mittels One-way-Anova flr
verbundene Stichproben (Friedman-Test mit anschlieRendem Dunn’s Test). Die
Werte nach Rickumstellung auf die Hamophan-Membran wurden statistisch nicht

bericksichtigt.
Tab.6: Laborparameter der Patienten wahrend der Behandlung mit beiden Membranen

Die Laborwerte wurden den Patienten-Akten der Klinik flr Innere Medizin IV der
Universitatskliniken des Saarlandes entnommen. Es erfolgten monatliche

routinemalfige Laborkontrollen.

Die Ergebnisse sind als Mittelwerte + SD angegeben, die statistische Auswertung
erfolgte mittels One-way-Anova flr verbundene Stichproben (Friedman-Test mit
anschlielendem Dunn’s Test). Die Werte nach Rickumstellung auf die Hdmophan-

Membran wurden statistisch nicht berlcksichtigt.

Tab.7: Inflammationsparameter der Patienten wahrend der Behandlung mit beiden

Membranen

Die Laborwerte wurden den Patienten-Akten der Klinik flr Innere Medizin IV der
Universitatskliniken des Saarlandes entnommen. Es erfolgten monatliche

routinemalfige Laborkontrollen.

Die Ergebnisse sind als Mittelwerte + SD angegeben, die statistische Auswertung
erfolgte mittels One-way-Anova flr verbundene Stichproben (Friedman-Test mit
anschlielendem Dunn’s Test). Die Werte nach Rickumstellung auf die Hdmophan-

Membran wurden statistisch nicht berlcksichtigt.
Tab.8: IL-6 vor Dialyse mit und ohne Stimulation mit LPS im Vollblutansatz

Die Ergebnisse sind als Mittelwerte + SD angegeben, die statistische Auswertung
erfolgte mittels One-way-Anova flr verbundene Stichproben (Friedman-Test mit
anschlielendem Dunn’s Test). Die Werte nach Rickumstellung auf die Hdmophan-

Membran wurden statistisch nicht berlcksichtigt.
Tab.9: Vergleich der Komplementaktivierung (C3a-des-Arg)

Die Ergebnisse sind als Mittelwerte + SD angegeben, die statistische Auswertung
erfolgte mittels One-way-Anova fir verbundene Stichproben (Friedman-Test mit

anschliefendem Dunn’s Test)
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Tab.

Tab.

Tab.

Tab.

Die Werte nach Rlckumstellung auf die Hamophan-Membran wurden statistisch

nicht bertcksichtigt.
10: IL-1Ra im Serum vor Dialyse, nach 2 Stunden Dialyse und im Dialysat

Die Proben wurden vor Beginn und nach 2 Stunden Dialyse gewonnen, die Werte
wurden mittels ELISA gemessen. Die nach 2 Stunden Dialyse gemessenen Werte

wurden entsprechend dem wahrend der Behandlung entzogenen Volumen korrigiert.

Die Ergebnisse sind als Mittelwerte + SD angegeben, die statistische Auswertung
erfolgte mittels One-way-Anova flir verbundene Stichproben (Friedman-Test mit
anschlielendem Dunn’s Test). Die Werte nach Rickumstellung auf die Hdmophan-

Membran wurden statistisch nicht bertcksichtigt.
11: 32-M im Plasma vor Dialyse, nach 15 Minuten Dialyse und im Dialysat

Die Proben wurden vor Beginn und nach 15 Minuten Dialyse gewonnen, die Werte

wurden mittels Nephelometrie gemessen.

Die Ergebnisse sind als Mittelwerte + SD angegeben, die statistische Auswertung
erfolgte mittels One-way-Anova fir verbundene Stichproben (Friedman-Test mit
anschlielendem Dunn’s Test). Die Werte nach Rickumstellung auf die Hamophan-

Membran wurden statistisch nicht berticksichtigt.
12: Ultraschall-Daten Patienten vor Dialyse und nach 30 Minuten Dialyse

Messung nach Ischamie vor Dialyse und 30 Minuten nach Dialysebeginn. Die nach

Rickumstellung gemessenen Werte wurden statistisch nicht bertcksichtigt.

Die Ergebnisse sind als Mittelwerte + SD angegeben, die statistische Auswertung der
Patientengruppe erfolgte mittels One-way-Anova flir verbundene Stichproben

(Friedman-Test mit anschlieRendem Dunn’s Test).

13: Vergleich der Durchmesser und der maximalen, endothelvermittelten

Vasodilatation bei Patienten und Kontrollen

Die Ergebnisse sind als Mittelwerte + SD angegeben, die statistische Auswertung

erfolgte mittels Mann-Whitney-Test flir unverbundene Stichproben.
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