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Zusammenfassung

1 ZUSAMMENFASSUNG

1.1 Deutsche Zusammenfassung

Hintergrund:

Hamodialysebehandlungen mit bioinkompatiblen Memeérefiihrten in der Vergangenheit
Zu einer passageren Aktivierung von Leukozyten inngr Adhasion an Endothelien. Dies
resultierte in einem vorubergehenden Abfall von Haaytenzellzahlen wahrend der
Dialysebehandlung. Nach Einfihrung biokompatibleenMbranen zeigen nur noch CD16+
(d.h. CD14++CD16+ und CD14+CD16+) Monozyten einelevanten intradialytischen

Abfall. Da die prognostische Bedeutung eines soldh&adialytischen Monozytensturzes
unklar war, untersuchte die vorliegende Arbeit pirgtarken intradialytischen CD16+

Monozytenabfall als Pradiktor fur zuklnftige kangaskulare Ereignisse.

Methodik:

Am Anfang und 10 Minuten nach Beginn einer Hamagdi@behandlung wurden

Leukozyten-, Lymphozyten- und Monozytensubpopureio bei 70 Patienten untersucht.
Die Monozytenheterogenitat wurde im Vollblut dudcisszytometrisch mittels der

Oberflachenantigene CD14 und CD16 analysiert, ui433CD16-, CD14++CD16+ und

CD14+CD16+ Monozyten zu differenzieren.

Die Patienten wurden nach dem intradialytischeraf\loler CD14++CD16+ Monozyten in

zwei Gruppen stratifiziert:

Starker Zellsturz:

Abfall der Zellen innerhalb 10 Minuten um mehr 5% der Ausgangswerte
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Geringer Zellsturz:

Abfall der Zellen innerhalb 10 Minuten um wenigés 50 % der Ausgangswerte

Es erfolgte eine Nachbeobachtung der Patienten dBet 2 Monate. Pradefinierte

Endpunkte waren eintretende kardiovaskuléare Erssgnind Todesfélle.

Ergebnisse:

In Einklang mit friheren Arbeiten zeigen CD14++CB1lnd CD14+CD16+ Monozyten

gegenldber anderen Leukozytensubpopulationen dentlictisten intradialytischen

Zellzahlabfall. Bei Patienten mit einem geringen @b+CD16+ Monozytensturz traten
im Vergleich zu Patienten mit einem starken Stugzmehrt kardiovaskulare Ereignisse
auf. In einer multivarianten Analyse war der stégksnabhangige Pradiktor fur zukinftige
kardiovaskuléare Ereignisse ein geringer Sturz dBxl43+CD16+ Monozyten (Hazard

Ratio 2,405 [CI 1,192-4,854]).

Schlussfolgerung:

Diese Daten widerlegen die Annahme, dass ein dbatliintradialytischer Abfall von
CD14++CD16+ Monozyten prognostisch ungunstig isatt8essen konnte ein geringerer
Sturz der Zellzahlen dieser Subpopulation eine GBTD16+ Monozytendysfunktion
widerspiegeln, welche sich in einer inadaquaten rdignsreaktion auf einem

immunologischen Stimulus durch Dialysemembraneniatyseschlauchsysteme zeigt.
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1.2 Summary

Background:

Haemodialysis with bioincompatible membranes ledransient leukocyte activation and
intradialytic leukopenia due to endothelial adhesen After the introduction of
biocompatible membranes, only CD16+ (i.e. CDl4++6bland CD14+CD16+)
monocytes show an impressive transient intrad@lgecrease. Presently, it is unclear
whether this CD16+ monocyte drop is detrimental. Mieestigated whether a prominent

intradialytic decrease of CD16+ monocytes prediaisre cardiovascular events.

Methods:

We measured leukocyte, lymphocyte and monocyteessibs 70 patients before and 10
minutes after haemodialysis initiation. Monocyteaenegeneity was analyzed while using
monoclonal antibodies against CD14 and CD16 in aleviblood assay and then
determined by flow cytometry. Subpopulations of @b116-, CD14++CD16+ and

CD14+CD16+ monocytes were distinguished.

Patients were stratified by their intradialytic C&#CD16+ monocyte drop:

Predefined major drop:
Decline of cell counts at 10 minutes to < 50 % &dialytic values
Predefined minor drop:

Decline of cell counts at 10 minutes to > 50 %&dialytic values

Patients were followed up for 42 + 2 months. Predef endpoints were cardiovascular

events and death.



Summary

Results:

In line with previous studies, counts of CD14++CBlénd CD14+CD16+ monocytes
showed a more pronounced intradialytic decline @laother leukocyte subsets measured.
Patients with a minor CD14++CD16+ monocyte drop imexte cardiovascular events than
patients with a major drop. In multivariate anadysh minor CD14++CD16+ monocyte
drop was the strongest independent predictor ofréutardiovascular events (hazard ratio
2.405 [Cl 1.192-4.854]).

Conclusions:

These data refute the assumption that a promingaialytic decrease of CD14++CD16+
monocytes is detrimental. Instead, a minor cellpdould mirror CD14++CD16+
monocyte dysfunction, with inadequate migratoryctieam towards an immunologic

stimulus posed by membrane and tubing contact.
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2 EINLEITUNG

2.1 Mikroinflammation und kardiovaskulare Ereignisse bel Patienten

mit chronischer Niereninsuffizienz

Die Atherogenese wurde bis in das letzte Jahrzgémizwanzigsten Jahrhunderts meist als
passive Gefaldreaktion auf das Einwirken von trawigilen Risikofaktoren - wie arterielle
Hypertonie, Hypercholesterinamie, Diabetes mellifubergewicht und Nikotinkonsum -
mit nachfolgender Lipidakkumulation in der Gefalddamd progredienter Plaquebildung
betrachtet. In den letzten zwei Jahrzehnten geweduoch die Erkenntnis, dass es sich bei
der Atherosklerose um eine aktive und primar inflzatorisch bedingte Erkrankung

handelt, zunehmende Anerkennung (Ross, 1999).

So konnten chronisch entziindliche Erkrankungen lwpis erythemathodes, rheumatoide
Arthritis und HIV-Infektion in mehreren Studien mginem erhodhten kardiovaskularen
Risiko assoziiert werden (Asanuma et al., 2003;Héas et al., 2004; Hak et al., 2009; Lo et
al., 2010).

Selbst bei Patienten ohne klinisch manifeste Infle@tionserkrankung wurde bereits 1997
belegt, dass asymptomatisch erhohte CRP-Werte énglge Pradiktoren fur zukinftige
kardiovaskulére Ereignisse waren (Ridker et al.97)9 Zahlreiche nachfolgende

Kohortenstudien unterstiitzen diese Beobachtung (itgmay et al., 2010).

Patienten mit einer chronischen Nierenerkrankungserve eine deutlich beschleunigte
Atherosklerose und eine erhéhte Inzidenz kardiowi#s&r Ereignisse auf (Go et al., 2004,
de Jager et al., 2009). In Deutschland verstarbenJahr 2006 Uber 50 % der
Dialysepatienten aufgrund kardiovaskularer Eregmigwww.bundesverband-niere.de,
Jahresbericht QuasSi Niere 2006-2007).

Mehrere bei Dialysepatienten durchgefiuihrte Studidéestatigen die in der

Allgemeinbevdélkerung vorbeschriebene Assoziatiom abronischer Inflammation und
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kardiovaskuldren Erkrankungen. Erhohte Plasmawevten C-reaktivem Protein
(Zimmermann et al., 1999; Tripepi et al., 2005) ud (Bologa et al., 1998; Barreto et
al., 2010) als Marker einer systemischen Inflamamathei Dialysepatienten werden mit
kardiovaskularer Mortalitat assoziiert. Da die ctisgshe Inflammation in der Leber eine
Akute-Phase-Antwort  induziert, welche in einer vewerten hepatischen
Albuminsynthese und nachfolgender HypoalbuminaneieHimodialysepatienten mindet
(Kaysen et al., 2003), kann die Hypoalbuminamievadgeres Zeichen einer chronischen
Inflammation betrachtet werden, welche einen zlisaen Préadiktor der Mortalitdt von
Dialysepatienten darstellt (Lowrie et al., 1990jk&n et al., 2009). Dialysepatienten mit
gleichzeitig erhbhtem C-reaktivem Protein, erhdlgesinflammatorischen Zytokinen wie
IL-6 und erniedrigten Albuminwerten weisen das HgehRisiko beziglich der Mortalitat

und fataler kardiovaskularer Ereignisse (Paniclail.e2008).

Die chronische Mikroinflammation bei Niereninsuimaz erscheint als komplexes
Zusammenspiel von veranderter renaler Metabolisgerund Exkretion der erkrankten

Nieren.

Es wird zunachst allgemein angenommen, dass dieninderte Elimination von

proinflammatorischen Zytokinen wie TNEund IL-6 (Girndt et al., 1995; Girndt et al.,
1998) zu der persistierenden Mirkroinflammation umd den Verdnderungen der
Immunfunktion beitragen (Stenvinkel et al., 2008, die Nieren eine elementare Rolle in
der Elimination von Zytokinen spielen (Kudo et al990). Gleichzeitig aktiviert die

Uramie per se die Produktion von Zytokinen (Stekeiret al., 2005) und flihrt zu einer
progredienten Triggerung der Mikroinflammation, dieh bereits bei niereninsuffizienten

Patienten zeigt, welche nicht dialysepflichtig s(&tenvinkel et al., 1999).

Zusatzlich kann die transmembrane Passage von risdliete Endotoxinen aus dem
Dialysat wéahrend einer Dialysebehandlung zur Pssjoa der Inflammation beitragen
(Schindler et al., 2004).

Neben der Zunahme proinflammatorischer Zytokinatstéée Monozytenfunktionsstérung
(Meuer et al., 1987) im Mittelpunkt der Mikroinflamation des Dialysepatienten, welche
durch  veréanderte Zytokinbildung und Verschiebungeim Verhaltnis der

Monozytensubpopulationen (Nockher et al., 1998)aittarisiert sind.
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2.2 Monozytenheterogenitat

Monozyten sind mononukleare Zellen, welche aus aigethen Stammzellen abstammen
und sich im Knochenmark entwickeln. Der Monozytéednm peripheren Blut betragt

ungefahr 3-10 % der Gesamtleukozytenzellen.

Die Hauptaufgabe der zirkulierenden Monozyten impgteren Blut ist die zellvermittelte
Immunantwort. Zirkulierende Monozyten wandern inrsehiedene Gewebe aus und
erfahren dort eine weitere Differenzierung in Makragen, welche durch Phagozytose
fremder Organismen an der Immunantwort beteiligidsiund in Dendritische Zellen,
welche an der Antigenprasentierung fur T-Zellereligt sind. Weiterhin sind Monozyten

an der Immunadaption durch Sezernierung verscheedgtokine beteiligt (Hume, 2006).

Die Phanotypisierung der im peripheren Blut zirktenden Monozyten erfolgt anhand
ihrer Oberflachenantigene, welche entsprechend iternationalen Kilassifikation als
Cluster of Differentiation (CD) bezeichnet werdé&honozyten werden gewdhnlich Uber
die Expression des multifunktionellen Lipopolysaaatt (LPS)-Rezeptors CD14
identifiziert. Gleichzeitig exprimiert eine kleirfefubpopulation der Monozyten zusatzlich
den niedrig-affinen Immunglobulin-G-F@I-Rezeptor CD16 (Passlick et al., 1989), diese
Population wird als CD16+ Monozyten zusammengefdds klassischen Monozyten
weisen eine hohe Expression von CD14, jedoch kddi8Cauf und werden CD16-
Monozyten genannt. Die CD16+ Monozyten lassen sich den CD16- Monozyten
morphologisch kaum unterscheiden, sie sind etwasdd und besitzen eine starkere
Granularitat (Passlick et al., 1989), jedoch zeigenunterschiedliche Expressionsmuster
ihrer Oberflachenantigene und Adhasionsmolekile, zum Beispiel eine ungefahr zwei-
bis vierfach erhdhte Expression des MHC-II-Molek{#egler-Heitbrock et al., 1993;
Ziegler-Heitbrock et al., 1996; Ancuta et al., 2p03D16+ Monozyten weisen Merkmale
von Gewebsmakrophagen auf, was die Vermutung nefe tlass es sich bei dieser

Subpopulation um eine reifere Monozytenform han(@&#gler-Heitbrock et al., 1993).

Innerhalb der CD16+ Monozyten werden weiterhin CPA@D16+ Monozyten und
CD14+CD16+ Monozyten differenziert (Ancuta et aR003), sodass aufgrund des

unterschiedlichen Expressionsmusters von CD14 und D16C  drei
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Monozytensubpopulationen unterschieden werden misSs®14++CD16- Monozyten,
CD14++CD16+ Monozyten und CD14+CD16+ Monozyten @i#e-Heitbrock et al.,
2010). In der Literatur wird die Differenzierung isehen CD14++CD16+ Monozyten und
CD14+CD16+ Monozyten jedoch inkonsistent benutatjass wir im folgenden CD16+
Monozyten als Summe der CD14++CD16+ Monozyten ulmll43CD16+ Monozyten
definieren. Die beiden Subpopulationen der CD16-nd&yten machen bis zu 10-20 % der
zirkulierenden Monozyten aus (Ziegler-Heitbrock at, 2007). Nach Stimulation mit
Lipopolysaccharid produzieren die CD16+ Monozytem Vergleich mit CD16-
Monozyten weniger antiinflammatorisches IL-10 (Fwamberger et al., 1996), daflr aber
vermehrt proinflammatorisches TNF{Belge et al., 2002; Kim et al., 2011). Nachdem
CD16+ Monozyten zudem bei chronisch inflammatomschErkrankungen, wie zum
Beispiel HIV, rheumatoider Arthritis oder Sepsisyrmehrt nachgewiesen werden konnten
(Thieblemont et al., 1995; Baeten et al., 2000g€ite et al., 1993; Skrzeczynska et al.,
2002), und CD16+ Monozyten im Weiteren eine hohdo#meliale Affinitat aufweisen
(Steppich et al., 2000 werden CD16+ Monozyten traditionell als proinfiaatorische
Monozyten (Ziegler-Heitbrock et al., 2007) betratht

Patienten mit chronischen Nierenerkrankungen weiseiRahmen ihrer persistierenden
Mikroinflammation stark erhdhte CD16+ Monozytenzahlen auf (Nockher et al., 1998;
Saionji et al., 2001).

Aufgrund ihrer proinflammatorischen Eigenschafteand angesichts ihrer hohen
endothelialen Affinitdt wird eine zentrale RollerdeD16+ Monozyten in der Entstehung
der Atherosklerose diskutiert (Ziegler-Heitbrockagt 2007; Schlitt et al., 2004). Daher
konnte die Zunahme der CD16+ Monozyten bei chréw@scNierenerkrankungen zu der
enorm erhohten kardiovaskularen Morbiditat und Miaét beitragen. Im Einklang damit
identifizierte unseres Arbeitsgruppe erhthte Zélea der CD16+ Monozyten als
Pradiktoren kardiovaskularer Ereignisse bei Dighgsenten (Heine et al., 2008; Ulrich et
al., 2010) wund bei chronisch nierenkranken Menscheor Einsetzen der

Dialysepflichtigkeit (Rogacev et al., 2011).

Seit Beginn der Hamodialysetherapie sind eine Leyiemaktivierung und ein temporarer

Abfall der zirkulierenden Leukozyten wahrend dernid@ialysebehandlung bekannt

14
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(Kaplow et al., 1968). Dieser Sturz der absolutendozytenzellzahlen tritt vor allem bei
Verwendung bioinkompatibler Membranen auf, welche Eomplementsystem Uber den
alternativen Signalweg aktivieren (Craddock et dl977), wodurch eine transiente
Adhasion insbesondere von aktivierten Granulozytem Endothelzellen der
Pulmonalisstrombahn auftritt (Toren et al., 1970n6k et al., 1999).

Nach Einfihrung von biokompatiblen Membranen zei@&il6+ Monozyten als einzige

Subpopulation der Leukozyten einen ausgepragtamsignaten intradialytischen Abfall.

Ungefahr die Halfte aller CD16+ Monozyten verschaghinnerhalb von 10 Minuten nach
Beginn der Hamodialysebehandlung kurzzeitig aus diekalierenden Blut, um am Ende
der Hamodialyse wieder in die Blutzirkulation zukiagkehren (Sester et al., 2001,
Nockher et al., 2001).

Das intradialytische Schicksal der CD16+ Monozyigihrend der Dialysebehandlung mit
biokompatiblen Membranen ist unzureichend entseskliis In Analogie zu den
Granulozyten wéahrend der Hamodialyse mit bioinkonigen Membranen wird
angenommen, dass sich ein Teil der CD16+ Monozgtedas Endothel der pulmonalen
Blutgefal3e anlagert. Ein anderer Anteil der CD16snbkyten kdnnte sich an entstehende
atherosklerotische Lasionen und atherosklerotifdhgues des Gefal3systems anlagern und
dort durch Auswanderung in den Plaque und lokated&ktion von inflammatorischen

Zytokinen zu einer Progression der Plaquebilduntgdegen.

Falls diese Hypothese korrekt ist, sollten Patentenit einem ausgepragten
intradialytischen Sturz der CD16+ Monozytenzahlanezhohtes kardiovaskulares Risiko

aufweisen.

2.3 Zielsetzung der Arbeit

Die Beziehung zwischen dem intradialytischen StlezCD16+ Monozytenzellzahlen und
der Pravalenz und Progression von kardiovaskularé&mrkrankungen bei
Hamodialysepatienten wurde bislang nicht untersugbfgrund unserer Hypothese, dass

ein ausgepragter intradialytischer Abfall der CD1Btonozyten mit einer verstarkten
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Adhasion proinflammatorischer Monozyten an pravi@eatherosklerotische Lasionen
einhergehe, welche in einer Extravasation diesdeZen den Plaque und daher in einer
weiteren Progression der Atherogenese minde, aedéys wir, ob Hamodialysepatienten
mit einem deutlichen intradialytischen Abfall deDG5+ Monozytenzahlen ein erhdhtes

kardiovaskuléres Risiko aufzeigen.

Da bereits in Vorarbeiten unserer Arbeitsgruppee earthohte Anzahl von CD16+
Monozyten zu Beginn einer Dialysetherapie als emrdiovaskularer Risikofaktor
charakterisiert werden konnte (Heine et al., 2Qf8ch et al., 2010), postulieren wir, dass
diejenigen Hamodialysepatienten das héchste Ristkikinftiger kardiovaskulérer
Ereignisse aufweisen, welche zu Beginn einer Haatggkbehandlung erhéhte CD16+
Monozytenzahlen aufweisen und wahrend der Dialysenestarken Sturz der Zellzahlen

dieser Monozytensubpopulation zeigen.

Hypothese:

Eine erhoéhte Anzahl von proinflammatorischen CDId®6nozyten vor Beginn einer
Hamodialysetherapie und ein ausgepragter intradiaher Abfall dieser
proinflammatorischen CD16+ Monozyten sind Pradiorzukinftiger kardiovaskulérer

Ereignisse.

16
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3 MATERIAL UND METHODEN

3.1 Materialien

Die verwendeten Materialien dieser Arbeit sind imhang unter Kapitel 9.1 aufgeftuhrt.

3.2 Methoden

3.2.1 Klinischer Teil

3.2.1.1 Studiendesign

Der immunologisch-experimentelle Teil dieser préspen Kohortenstudie wurde im
Zeitraum von Marz bis September 2005 durchgefiibabei wurden 70 Patienten (31
Frauen und 39 Manner) aus der Klinik fur Innere Med IV - Nieren- und
Hochdruckkrankheiten - des Universitatsklinikum darlandes rekrutiert, welche sich
aufgrund einer préavalenten chronischen Nierenekknagn im Stadium 5 in einer
Hamodialysebehandlung befanden. Die Einwilliguriglgte nach mundlicher Aufklarung
der Probanden. Das Studiendesign wurde von dekKetimmission der Arztekammer des
Saarlandes genehmigt. Ausgeschlossen wurden Ratjemélche ein unbehandeltes oder
nicht vollstandig ausgeheiltes Malignom, einen ekutiebrigen Infekt oder eine aktive
systemische Autoimmunerkrankung zum Untersuchuritpsrékt aufwiesen. Patienten, die
sich in stationarer Behandlung befanden, wurdensbausgeschlossen. Die Hamodialyse
wurde mittels Bikarbonatdialysat und folgenden RBolyd- oder Polysulphonfiltern

durchgeflnhrt:
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GFS 20 Plus-Alwall Gambro, Hechingen, Deutschland
Polyflux 210 H Gambro, Hechingen, Deutschland
F 8 HPS Fresenius, Bad Homburg, Deutschland
F60S Fresenius, Bad Homburg, Deutschland

Alle Studienteilnehmer wurden bis zum 31. Dezen#f€18 hinsichtlich des Auftretens des
kombinierten kardiovaskularen Endpunktes mittelandardisierter Datenbankanalyse

nachverfolgt.

Als kombinierter kardiovaskularer Endpunkt wurdedediniert das Auftreten von:
Myokardinfarkt
koronare Angioplastie, Stenting oder Bypasschieurg
Schlaganfall mit langer als 24 Stunden andauer&yemptomen
Endarterektomie oder Stenting der Arteria carotis
nichttraumatische Extremitatenamputation oberdatbKnéchels
peripher-arterielle Angioplastie, Stenting odepBgschirurgie
Tod des Patienten

Zusatzlich erfassten wir die Zeit bis zur ersterarkkenhausaufnahme aufgrund von
infektiosen Erkrankungen. Im Falle einer allogengierentransplantation wurden die

Patienten bis zum Operationstag nachverfolgt.

3.2.1.2 Studienablauf

Nach Einwilligung der Patienten zur Teilnahme an 8idie wurde ein standardisierter
Fragebogen (basierend auf Rose, G. A.; Cardiovassulvey methods, 2nd. Ed. Geneva:
WHO, 1982) beantwortet (siehe Kapitel 9.4), welcHer Ein- und Ausschlusskriterien
Uberprifte, die Eigen- und Familienanamnese hitigibhkardiovaskularer Erkrankungen
erhob, sowie Alkohol-, Nikotinkonsum und aktuelleedilkation erfasste. Parallel erfolgte

ein Krankenaktenstudium zur Uberpriifung der Konditht. Bei Diskrepanzen zwischen
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anamnestischen Angaben und der Krankenakte wurdgm&lbefunde angefordert.

Patienten mit einem é&rztlich diagnostizierten unader selbst berichteten Diabetes
mellitus, mit einer Spontan-Glukose >200 mg/dl, uhdoder mit antidiabetischer

Medikation wurden als Diabetiker definiert.

Als Raucher wurden die Patienten definiert, welakieiell rauchten oder weniger als einen

Monat vor Studienbeginn den Nikotinkonsum beendéteh.

Der Body-Mass-Index (BMI) wurde wie folgt berechineKorpergewicht [kg] /
KorpergroRe [l Das Korpergewicht wurde jeweils vor und nach der
Hamodialysebehandlung bestimmt. Fur die Berechm@sgBMI wurde das Korpergewicht

nach der Hamodialyse zugrunde gelegt.

Vor Beginn und nach Abschluss der Hamodialysebdhagdwvurden der systolische und
diastolische arterielle Blutdruck (RBRwisch Und RRiaswliscy gemessen, der arterielle
Mltt6|drUCk war deflnlert a|S R&istoﬁscﬁ" (R&ysto”sch' R%iagto"scf) / 3.

Pravalente kardiovaskulare Erkrankungen wurderderiPatienten diagnostiziert, welche

ein kardiovaskulares Ereignis, wie oben definiarger Anamnese hatten.

Im Rahmen der Dialysebehandlung wurde den PatienteStudienzwecken vor Beginn
der Hamodialyse zum Zeitpunkt; & 0 Minuten Blut entnommen. Eine zweite
Blutentnahme erfolgte 10 Minuten nach Start der bidialyse (4= 10 Minuten), welche
aus dem arteriellen Schenkel des Dialyseschlautdmgserfolgte. Zum Zeitpunkt £ 0
Minuten wurde Blut fur zwei 4,7 ml Lithium-Hepar{®el Monovetten, eine 4,7 ml Serum-
Gel Monovette und eine 2,7 ml Kalium-EDTA Monovesdetnommen, nach 10 Minuten
wurde Blut fur eine 4,7 ml Lithium-Heparin-Gel Moreite und eine 2,7 ml Kalium-

EDTA Monovette entnommen.

Die Blutproben fur die Oberflachenfarbung wurdercmd&ntnahme sofort gekihlt und
innerhalb von zwei Stunden weiterverarbeitet, digigen Blutproben wurden in das
Zentrallabor des Universitatsklinikums des Saawsndjesendet. Dort wurden unter
standardisierten Bedingungen ein DifferentialbligtbGlukose, C-reaktives Protein (CRP),
Gesamtcholesterin, High Density Lipoprotein (HDU)dlesterin, Low Density Lipoprotein

(LDL) Cholesterin, Kalzium, Phosphat und Albuminsbeimt. Die Bestimmung der
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Leukozyten- und Monozytenzahlen erfolgte bei akeaben automatisiert im Zentrallabor

des Universitatsklinikums des Saarlandes.

3.2.2 Immunologisch-experimenteller Tell

Eine Differenzierung von Zellen des peripheren &utur Phanotypisierung erfolgt mittels
ihrer spezifischen Oberflachenantigene, welche rahlegner internationalen Klassifikation

als Cluster of Differentiation (CD) bezeichnet wemd

Mit Hilfe von fluorochrom konjugierten monoklonaléntikérpern werden die einzelnen

Zellen immunophanotypisiert, durch die Durchflugenyetrie detektiert und gemessen.

Bei den angewendeten Oberflachenfarbeprotokollendlaes sich um Standardmethoden,

welche im immunologischen Labor der Klinik fur ImaeMedizin IV, etabliert sind.

Fur die Immunophéanotypisierung wurden die gewonneBtitproben direkt nach der
Blutentnahme auf Eis gekuhlt und innerhalb von z®8&inden weiterverarbeitet. Die
Zentrifugation erfolgte bei allen Farbungen fir 3nten mit 1300 rpm bei auf 4 °C
vorgekuhlter Zentrifuge. Die Oberflachenfarbungefolgten jeweils simultan furit= 0

Minuten und §= 10 Minuten.

3.2.2.1 Immunophanotypisierung der Monozytensubpopulationen

Die zirkulierenden Monozyten wurden mittels vier no&lonaler Antikérper
immunophanotypisiert. Zunachst wurden Monozyterrsieits aufgrund ihrer Granularitat
und ihrer CD86 Expression definiert. Eine Differemang der Monozytensubpopulationen
erfolgt Uber die verschiedenen Expressionsmustaer@14 (LPS-Rezeptor) und CD16
(FCylll-Rezeptor).

Es wurden jeweils 70 pl Vollblut (aus der Lithiuneparin Monovette) fur die
Oberflachenfarbung der Monozyten in FACS-Rohrchepetgiert. Als erster Schritt
erfolgte ein Waschvorgang, um das ldsliche AngisiterConverting Enzym (ACE) zu
entfernen, dem Vollblut wurde 2 ml FACS-Puffer zggleen, und mit Hilfe des Vortexers
vermischt, mit anschlieBender Zentrifugation unds@lgung des Uberstandes durch eine

Wasserstrahlpumpe. Danach erfolgte ein zweitepesthender Waschvorgang.
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Im nachsten Schritt wurden folgende Antikdrper yejeen: 4,0 ul CD86 PE, 10,0 ul
CD143 FITC, 4,0 pl CD14 PerCP, 0,5 ul CD16 APC und51,5 pl FACS-Puffer

aufgenommen und ge-vortext.

Anschlielend wurden die Proben im Dunkeln bei 4 ff€ 30 Minuten mit den
monoklonalen Antikérpern inkubiert. Nach dieserubktionszeit wurde 2 ml BD-Lysing-
Solution zur Erythrozytenlyse zugegeben, die Prabétels Vortexers vermischt und fur
10 Minuten im Dunkeln bei Raumtemperatur lysieranBch wurden die Proben erneut
zentrifugiert und der Uberstand mit Hilfe einer \8@astrahlpumpe abgesaugt. Es erfolgte
ein weiterer Waschvorgang mit 2 ml FACS-Puffer, aioht-gebundene Antikérper zu
beseitigen. Das nach Zentrifugation und Absaugumgt@andene Pellet wurde in 200 ul
PFA 1 % aufgenommen, ge-vortext und bis zur Messwgche innerhalb von vier

Stunden erfolgte, mit Parafilm verschlossen un®umkeln bei 4 °C gelagert.

3.2.2.2 Immunophanotypisierung der Lymphozytensubpopulatioren

Die in dieser Studie untersuchte Lymphozytengesaputiation wurde mittels sechs

monoklonalen Antikdrpern immunophénotypisiert.

Innerhalb der Lymphozyten wurden CD3-CD19+ Zelleds 8&-Lymphozyten, CD3-
CD16/56+ Zellen als Naturliche Killerzellen (NK-Zeh) und CD3+ Zellen als T-
Lymphozyten definiert. Innerhalb der T-Lymphozytenfiolgte eine Unterteilung in CD8+
T-Lymphozyten und CD4+ T-Lymphozyten, welche weitex CD4+CD28- und
CD4+CD28+ T-Lymphozyten differenziert wurden.

Es wurden jeweils 100 pl Vollblut (aus der Lithiddeparin Monovette) fiur die Farbung
der Natirlichen Killerzellen / B-Zellen und der Teler (TH)-Zellen in FACS-R6hrchen

pipettiert. Im nachsten Schritt wurden der NK- ZBHfarbung 6,0 pl CD3 FITC / CD16

PE/ CD 56 PE-Mix und 4,0 ul CD19 PerCP zugegebehdamach ge-vortext, analog dazu
wurden der TH-Zellfarbung 4,0 pl CD8 PerCP, 2,28 FITC, 2,0 ul CD4 PE und 0,5
ul CD3 APC zugegeben und ebenfalls ge-vortext.

Die weiteren Arbeitsschritte erfolgten analog defmero aufgeflihrten Protokoll zur

Monozytenfarbung.
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3.2.2.3 Durchflusszytometrische Analysen

Die immunologischen Untersuchungen erfolgten ndtteimmunphanotypisierter
Durchflusszytometrie. Die erfassten Daten wurdem w&nem einzelnen Untersucher
ausgewertet. FUr die Durchflusszytometrie wurde Fl&€'S (Fluorescence Activated Cell

Sorter) - Gerat Typ Calibur der Firma Becton Digdn benutzt.

Das Prinzip der Durchflusszytometrie beruht daraidss Einzelzellen in Suspension
aufgrund von Fluoreszenz- und Streulichteigensehaétnalysiert werden. Diese Zellen
werden in einer speziellen Tragerflussigkeit sogatrennt und transportiert, dass die
Zellen einzeln aufeinander folgend einen Laserkpaksieren. Die Zellen werden mittels
des Lasers seriell gemessen, wahrend sie den trabérmit festgelegter Wellenlange
passieren. Wenn eine Zelle vom Laserstrahl getroffed, kommt es zur Lichtstreuung,
ohne Beeintrachtigung der Wellenlange. Es gibt zweien von gestreutem Licht.
Abhangig von der ZellgroRe wird das Licht in Vortgiichtung (FSC = Forward Scatter)
und abhangig von der Granularitat der Zelle wird de&cht in Seitwartsrichtung (SSC =

Sideward Scatter) im rechten Winkel zur Flussrinfgtgestreut und gemessen.

Damit lassen sich die Zellen in einem so genanBi@nPlot darstellen, wobei SSC gegen
FSC aufgetragen wird. Jede einzelne Zelle, welch@hh&ngigkeit ihrer Eigenschaften
charakterisiert ist, entspricht im Dot-Plot einennk. So entstehen gruppiert strukturell

ahnliche Zellen, die sich als zweidimensionale vgakKennfelder darstellen.

Die Zellen kbnnen zusatzlich mit Fluorochromfarlgio markiert werden, z.B. mit

fluoreszierenden Antikdrpern gegen antigene Epitdpeses Verfahren ist hochsensitiv
und -spezifisch fur die Darstellung von Leukozytdmsopulationen. Die an die Zelle
gebundenen Flourochromfarbstoffe werden vom Laddrkzur Fluoreszenz angeregt und
emittieren Licht, diese Emissionen lassen Ricksdsaiauf die Expression der

Oberflachenantigene auf jeder einzelnen Zelle zu.

Das FACS-Gerat Typ Calibur arbeitet mit einem dudlasersystem bestehend aus einem
Argonlaser und einem Diodenlaser, welche Licht \d&llenlange 488 nm bzw. 635 nm
erzeugen. Der Argonlaser ist mit den zwei Stretdietektoren und drei zusatzlichen
Fluoreszenzdetektoren (FL) verbunden. FL1 erkenchitLder Wellenlange 500-560 nm
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(Grunbereich), FL2 543-627 nm (Orangebereich) ub8 ¥ 650 nm (Rotbereich). Dem
Diodenlaser ist ein Fluoreszenzdetektor zugeordriet, erkennt Licht der Wellenlange
645-676 nm (Rotbereich). Mittels des FACS-Geratp Talibur kénnen somit sechs
verschiedene Eigenschaften (zwei Lichtstreuungehvier Fluoreszenzen) einer einzelnen

Zelle erfasst und miteinander verbunden werden.

Durch das Gating kdnnen selektiv Zellen erfasstdeey welche definierte Merkmale
aufweisen, z.B. CD86-exprimierende Zellen als Mgez. Somit kdnnen nachfolgend
selektiv diejenigen Zellen mittels der Analyse \mwei Fluoreszenz-Detektoren untersucht
werden, welche definierte Streulichteigenschaftdaroveitere Fluoreszenzeigenschaften
besitzen. Die jeweils analysierten Parameter werdari einer logarithmischen
Intensitatsskala aufgetragen und die durchschofidli Signalintensitat fir einzelne
Zellpopulationen berechnet. Die erfassten Daten FIRE€S-Messung wurden mit der

CellQuest Pro Software von Becton Dickinson ausgie

In der vorliegenden Arbeit wurden zuerst die Moneny Uber die Expression des
panmonozytaren Markers CD86 und die Lage im SS@iesdber ihre Lage im FSC und
SSC (GroRBe und Granularitat) im Dot-Plot identdizi Die hierliber definierten

Gesamtmonozyten wurden in einem eigenen Dot-Plgetagen und darin die Expression

der Oberflachenantigene CD14 und CD16 analysiert.
Wir differenzierten hierbei drei Monozytensubpopigiaen:
CD14++CD16- Monozyten
CD14++CD16+ Monozyten

CD14+CD16+ Monozyten
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Hamodialyse Patient
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Abb. 1: Reprasentatives Beispiel von Verteilung denozytensubpopulationen bei einem
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Hamodialysepatienten und einem altersgleichen mggsunden Probanden.

3.3 Datenverarbeitung und statistische Auswertung

Folgende Computerprogramme wurden im Rahmen dfgbeit verwendet:

Computerprogramme

Anwendung

Word, Microsoft, UnterschleiRheim,
Deutschland

Excel, Microsoft, Unterschleil3heim,
Deutschland

Access, Microsoft, Unterschleil3heim,
Deutschland

Power Point, Microsoft, Unterschleil3hei
Deutschland

SPSS 13.0, IBM, Ehningen, Deutschlan

CellQuest Pro, Becton Dickinson,
Heidelberg, Deutschland

I

Textverarbeitung
Datenverarbeitung

Datenverwaltung

rabellen und Abbildungen

Statistik @raphik

Messung und Auswertung der
durchflusszytometrischen Daten

Tab. 2: Computerprogramme
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Kategoriale Variablen wurden als prozentuale Anteler jeweiligen Gesamtpopulation
aufgefihrt und mittels Fisher-Tests verglichen. t#anerliche Variablen wurde als
Mittelwerte + Standardabweichung dargestellt untteis Mann-Whitney-Test (fir zwei
ungepaarte Variablen) oder Wilcoxon-Test (fur diergleiche der Zellzahlen vor und

wahrend der Dialyse) verglichen.

Um den Einfluss des dialyse-induzierten Zellabfalisf das ereignisfreie Uberleben
auszuwerten, definierten wir einen Abfall der Zalien um mehr als 50 % der
Ausgangswerte als ,stark® und einen Abfall der Zafilen um weniger als 50 % der
Ausgangswerte als ,gering“. Kaplan-Meier-Uberlebemgen wurden berechnet und

ereignisfreies Uberleben wurde mittels Log-RanktTesglichen.

Cox-proportional-hazard-Modelle wurden berechnet das Verhaltnis zwischen dem
intradialytischen Abfall der Monozytenzahlen undmdereignisfreien Uberleben nach
Adjustierung fur solche Risikofaktoren, die in demivariaten Analyse Pradiktoren des

kombinierten Endpunkts waren, zu Gberprufen.

Um zu testen, inwieweit die pradialytischen CD14BP46+ Monozytenzahlen und der
intradialytische Abfall der CD14++CD16+ Monozytenoneinander unabhangige
Pradiktoren des kombinierten Endpunktes darstellarglichen wir die Anzahl der
Patienten mit kardiovaskularen Ereignissen naclclgteitiger Stratifikation hinsichtlich
der Zellzahlen der CD14++CD16+ Monozyten zu Studéginn (in Tertile), und
hinsichtlich des intradialytischen Abfall der CDB43D16+ Monozyten (starkeversus

geringer Sturz).

Die Datenverarbeitung und die statistischen Berecgben erfolgten durch SPSS 13.0. Das

Signifikanzniveau wurde in allen Tests bei 5 % deltgt.
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4 ERGEBNISSE

Das Kollektiv der Hamodialysepatienten bestand &lisveiblichen und 39 mannlichen
Patienten im Alter zwischen 20 und 96 Jahren. Degesen Charakteristika sind in Tabelle

3 dargestellt.

Die Ursachen fiir eine chronische Nierenerkrankurtgdi8m 5 im vorliegenden

Patientenkollektiv waren:

Diabetische Nephropathie (n = 26)

Glomerulonephritis (n = 13)

Nephrosklerose (n = 8)

Interstitielle Nephritis (n = 8)

Autosomal dominante polyzystische Nierenerkrankimg 5)
Andere primare Nierenerkrankungen (n = 4)

Unbekannte Ursachen (n = 6)

Ein kardiovaskulares Ereignis trat innerhalb desch¥@obachtungszeitraums bei 42
Patienten (60 %) auf. Sechs Patienten wurden audgrueiner allogenen
Nierentransplantation vor Eintritt eines kardiouslSken Ereignisses zensiert. Die

verbleibenden 22 Patienten wurden fur 42 + 2 Monatshverfolgt.

Die Patienten, welche ein kardiovaskulares Ereigniisten, waren alter und hatten eine
hohere Pravalenz einer kardiovaskularen Erkrankund eines Diabetes mellitus bei
Studienbeginn. Ebenso zeigten die Patienten erhBhsgangswerte von C-reaktivem
Protein, erhdhte Gesamtmonozytenzahlen und ergtedrSerumalbuminwertdésiehe

folgende Tabelle).
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Insgesamt | Kein Ereignis| Ereignis P-Wert

(n=70) (n=28) (n=42)
Alter (Jahre) 64,5+ 156|] 555+158 70,5+ 12 0,001
Frauen (n) 31 (44%) 15 (54%) 16 (38%) 0,224
Raucher (n) 13 (19%) 7 (25%) 6 (14%) 0,349
Diabetes mellitus (n) 35 (50%) 8 (29%) 27 (64%) 0a,0
E:ﬁ;’:‘r:i:tne g('f)‘rdiovaSk“'are 29 (41%) | 5(18%) 24 (57%) | <0,009
Zeit seit Initiierung einer 34+39 | 34+40 34+39 0,947
Nierenersatztherapie (Jahre)
Mittlerer Blutdruck (mmHg) 97 £ 17 102 + 17 94+ 16 0,097
C-reaktives Protein (mg/l) 14,3 + 18,( 10,0+ 20,4 17,1+ 16,3 0,013
Gesamtcholesterin (mg/dl) 166 + 44 174 + 44 16r+4 ] 0,106
HDL Cholesterin (mg/dl) 49 + 17 50+ 15 48 +18 4
Body Mass Index (kg/f) 271+48 | 268+4,6 27,2+5,0 0,737
Kalzium (mmol/l) 23x0,2 23x0,2 24+0,2 0077
Phosphat (mg/dl) 6,1+1,8 6,5+£2,0 58+1,6 8,14
Albumin (g/l) 39+4 40 + 3 38+4 0,042
Leukozyten/ul 7501 £ 2149 6979 +154] 7850 + 24419,226
Monozyten/pl 639 + 219 563 + 203 689 + 216 0,014
CD14++CD16- Monozyten/ul vor HD| 463 + 181 417 1851494 £ 175 0,047
CD14++CD16+ Monozyten/ul vor HD} 33 £ 19 2717 879 0,011
CD14+CD16+ Monozyten/ul vor HD 143 £ 83 119+ 49 81597 0,089

Tab. 3: Charakteristika der Studienpopulation

Gesamtleukozyten und Leukozytensubpopulationen evui@n Anfang und 10 Minuten

nach  Beginn der Hamodialysebehandlung gemessen. \MBeginn der

Hamodialysebehandlung hatten die Patienten mitG&eamtleukozytenzahlen von 7501 +
2142 / pl. Innerhalb von 10 Minuten nach Beginn Hémodialysebehandlung fielen die
Leukozytenzahlen auf 5703 + 2296 / ul, entsprecte@neim Abfall der Zellzahlen um 24,5
+ 18,8 %.

Der pragnanteste Abfall konnte bei den CD14++CD164onozyten und den

CD14+CD16+ Monozyten beobachtet werden (Abbildung 2
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Abb. 2: Dialyse-induzierter Abfall der zirkuliereewl Leukozyten nach Subpopulationen.
Dargestellt sind  Mittelwerte und 95 % Konfidenzivale. Fur alle
Leukozytensubpopulationen gilt, dass die intradisthen Zellzahlen signifikant geringer
waren als die pradialytischen Zellzahlen.

Innerhalb der Lymphozytensubpopulation zeigten MNatiurliche Killerzellen einen
markanten intradialytischen Abfall, obwohl beim Wylkeich von préadialytischen und
intradialytischen Zellzahlen bei allen Leukozytdnsopulationen formal eine statistische

Signifikanz erreicht wurde.

Aufgrund des dominierenden Zellzahlabfalls der Cbd4@D16+ Monozyten und der
CD14+CD16+ Monozyten fokussiert die weitere Dalste) der Studienergebnisse auf

eine detaillierte Analyse der Kinetik dieser Mont@nsubpopulationen.

Patienten mit einem starken Abfall der CD14++CDMenozyten (d.h. Zellzahlen zum
Zeitpunkt 10 Minuten unterhalb 50 % der Ausgangssyezeigten keine Unterschiede in
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ihren Ausgangscharakteristika im Vergleich zu Pégéie mit einem geringen Abfall der
CD14++CD16+ Monozyten (Tabelle 4). Dasselbe gilcma&ufteilung der Patienten
anhand des intradialytischen Abfalls von CD14+CD2enozyten (Tabelle 5 da der
intradialytische Sturz der CD14++CD16+ Monozyterd wiler CD14+CD16+ Monozyten
eine starke Korrelation aufweisen (r = 0,918, p,80Q). So hatten 41 Patienten einen
starken Sturz der Zellzahlen beider Monozytensubjatipnen, 20 Patienten zeigten einen
geringen Abfall der Zellzahlen beider SubpopulationNur neun Patienten zeigten einen
geringen Abfall der CD14++CD16+ Monozytenzahlen deichzeitig starkem Abfall der
CD14+CD16+ Monozytenzahlen.

Starker Abfall Geringer Abfall | P-Wert

(n=41) (n=29)
Alter (Jahre) 62,6 + 16,0 67,0+ 149 0,474
Frauen (n) 19 (46%) 12 (41%) 0,808
Raucher (n) 8 (19%) 5 (17%) 1,000
Diabetes mellitus (n) 18 (44%) 17 (59%) 0,331
Pravalente kardiovaskulare Erkrankuny | 17 (42%) 12 (41%) 1,000
Mittlerer Blutdruck (mmHg) 99+18 94 +14 0,442
C-reaktives Protein (mg/l) 14,4 + 19,1 140+16,4 0,909
Gesamtcholesterin (mg/dl) 170 £ 47 161+ 44 0,41
HDL Cholesterin (mg/dl) 45+ 13 53+20 0,128
Body Mass Index (kg/f 27,3+4,2 26,7 +5,6 0,387
Kalzium (mmol/l) 23x0,2 24+0,2 0,180
Phosphat (mg/dl) 58+1,7 6,4+19 0,21]
Albumin (g/l) 383+27 38,8+4,6 0,541
Leukozyten/ul 7234 £ 1832 7879 £ 2503 0,414
Monozyten/pl 618 + 205 670 + 236 0,493
CD14++CD16- Monozyten/ul vor HD 452 + 176 479 £ 191 0,681
CD14++CD16+ Monozyten/ul vor HD 31+17 3721 Bl
CD14+CD16+ Monozyten/ul vor HD 135 + 67 153 £ 102 8431

Tab. 4: Charakteristika der

Studienteilnehmer

intradialytischen Abfalles der CD14++CD16+ Monozyellzahlen

naBlratifikation anhand des
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Starker Abfall Geringer Abfall | P-Wert

(n =50) (n=20)
Alter (Jahre) 63,1+16,2 67,8+ 13,7 0,37(
Frauen (n) 24 (48%) 7 (35%) 0,427
Raucher (n) 11 (22%) 2 (10%) 0,322
Diabetes mellitus (n) 22 (44%) 13 (65%) 0,18%
Pravalente kardiovaskulare Erkrankung (n) 21 (42%) 8 (40%) 1,000
Mittlerer Blutdruck (mmHg) 99 +18 92 +£13 0,224
C-reaktives Protein (mg/l) 13,4 +£18,0 16,4+18,1 ]0,415
Gesamtcholesterin (mg/dl) 172 +46 152 + 42 0,118
HDL Cholesterin (mg/dl) 47 + 15 53+20 0,202
Body Mass Index (kg/Fm 27,0142 27,1+6,2 0,785
Kalzium (mmol/l) 2,3+0,2 2,3+0,2 0,786
Phosphat (mg/dl) 58+1,7 6,5+2,0 0,18(
Albumin (g/l) 38,6+29 38,3+5,0 0,990
Leukozyten/pl 7520 + 2066 7455 + 2379 0,69¢
Monozyten/pul 635 + 204 650 + 256 0,755
CD14++CD16- Monozyten/ul vor HD 460 + 164 471 + 223 0,745
CD14++CD16+ Monozyten/ul vor HD 32+18 36 +22 157
CD14+CD16+ Monozyten/ul vor HD 142+ 78 144 + 98 599

Tab. 5: Charakteristika der

Studienteilnehmer

intradialytischen Abfalles der CD14+CD16+ Monozyelizahlen

naSlratifikation anhand des

In der univariaten Auswertung des Zusammenhangsschwn dialyse-induziertem

Zellsturz und ereignisfreiem Uberleben zeigten é?déin mit einem starken Sturz der

CD14++CD16+ Monozytenzahlen ein signifikant langeereignisfreies Uberleben als

Patienten mit einem geringen Abfall der Zellzahléer CD14++CD16+ Monozyten

(Abbildung 3).
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Abfall
CD14+HCD 16+

Monozytn
ww "=50%, n=41
wl 1<50%, n=29

Ereignisfreies Uberleben

50

Zeit (Monate)

Abb. 3: Ereignisfreies Uberleben der Hamodialysepén nach Stratifizierung anhand
des intradialytischen Sturzes der CD14++CD16+ Mgtesz (Kaplan-Meier-Analyse mit
Log-Rank-Test).

Analog dazu zeigten Patienten mit einem starkerradidlytischen Abfall der
CD14+CD16+ Monozytenzahlen im Vergleich zu Patientmit einem geringen
Zellzahlabfall der CD14+CD16+ Monozyten ein tendehzlangeres ereignisfreies
Uberleben (Abbildung 4).
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Abfall CD14+CD 16+
IMonozyten
ww "=50%, n=50
wd P=50%, n=20

Ereignisfreies Uberleben

50

Zeit (Monate)

Abb. 4: Ereignisfreies Uberleben der Hamodialysepén nach Stratifizierung anhand
des intradialytischen Sturzes der CD14+CD16+ MotezyKaplan-Meier-Analyse mit
Log-Rank-Test).
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Abb. 5: Ereignisfreies Uberleben der Hamodialysep&n nach Stratifizierung anhand
des intradialytischen Sturzes der CD14+CD16- MotezyKaplan-Meier-Analyse mit
Log-Rank-Test).

Ein geringer intradialytischer Abfall der CD14++C®¥ Monozyten (auf Werte gré3er als
50 % der Ausgangswerte nach 10 Minuten) blieb nidohrektur fir Risikofaktoren,
welche in univariater Analyse Pradiktoren fir kakdiskulare Ereignisse waren - Alter,
pravalente kardiovaskuldre Erkrankungen, Diabetedlitos, C-reaktives Protein und
Albumin - ein signifikanter Pradiktor fir kardiovagéare Ereignisse (Hazard ratio 2,191
[95 % Konfidenzintervall 1,134-4,234]; Abbildung. 6)
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Abfall
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Ereignisfreies Uberleben

Hazard ratio 2.191 [95% CT 1.134-4.234]
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Abb. 6: Ereignisfreies Uberleben der Hamodialysep#n nach Stratifizierung anhand

des intradialytischen Sturzes der CD14++CD16+ Megtmrzahlen (Cox-Regression-
Uberlebensdarstellung).

Hazard ratio 95 % Konfidenzintervall
Alter (Jahre) 1,021 0,992-1,051
Diabetes mellitus (ja) 1,308 0,609-2,806
Positive kardiovaskulare Anamnese (Ja) 1,749 039384
Albumin (g/l) 0,923 0,834-1,020
C-reaktives Protein (mg/l) 1,010 0,994-1,026
CD14++CD16+ Monozytensturz gro i
50 % der Ausgangswerte Br5’191 1,134-4,234

Tab. 6: Pradiktoren des ereignisfreien Uberleb@ux{Regressionsanalyse)
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Bei gleichzeitiger Betrachtung der préadialytischeD14++CD16+ Monozytenzellzahlen
und des intradialytischen Abfalls der CD14++CD16+oridzyten wiesen diejenigen
Patienten die héchste kardiovaskulare Ereignisnatewelche die hochsten pradialytischen
CD14++CD16+ Monozytenzellzahlen und einen geringanadialytischen Abfall der
CD14++CD16+ Monozyten zeigten (Abbildung 7).

100%4

80%

60%

40%

Aufire ten kardiovaskulirer
Ereignisse (%)

20%

0%

Abb. 7: Prozentuale Darstellung der Patienten, hkeelc wahrend der
Nachbeobachtungsphase ein kardiovaskulares Ereggieisien, in Abhangigkeit von der
Anzahl pradialytischer CD14++CD16+ Monozyten (inrfilen) und von der Hohe des
intradialytischen Abfalls der CD14++CD16+ Monozy{starkerversusgeringer Sturz).
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Es zeigte sich kein Unterschied in der Zeit bis exsten Krankenhausaufnahme aufgrund
einer infektiosen Erkrankung zwischen Patienten emiem starken oder geringen Abfall
der CD14++CD16- Monozyten (p = 0,735), der CD14+46B Monozyten (p = 0,054)
und der CD14+CD16+ Monozyten (p = 0,346; Log Raekt] (Abbildungen 8-10).

Abfall
CD14++CD16-
Monozyten

unm ¥250% n=7
wd P=50%, n=563

04_ (B Rl LR RNC R E S
0.2
p=0.735
0,0 I I I I I
0 10 o0 30 40 50
Zeit (Monate)

Abb. 8: Zeitpunkt bis zur ersten Krankenhausaufrehaufgrund einer infektidsen
Erkrankung nach Stratifizierung anhand des intigtilsghen Sturzes der CD14++CD16-
Monozyten (Kaplan-Meier-Analyse mit Log-Rank-Test).
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Abb. 9: Zeitpunkt bis zur ersten Krankenhausaufrehaufgrund einer infektiosen
Erkrankung nach Stratifizierung anhand des inttgtisghen Sturzes der CD14++CD16+
Monozyten (Kaplan-Meier-Analyse mit Log-Rank-Test).
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Abb. 10: Zeitpunkt bis zur ersten Krankenhausaufmahaufgrund einer infektiosen
Erkrankung nach Stratifizierung anhand des inttgiisghen Sturzes der CD14+CD16+
Monozyten (Kaplan-Meier-Analyse mit Log-Rank-Test).
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5 DISKUSSION

Patienten mit einer chronischen Nierenerkrankung Stadium 5 haben eine massiv
verklrzte Lebenserwartung, vergleichbar mit Pagientdie an bestimmten malignen
Tumorerkrankungen leiden (Pastan et al., 1998)ddtpiologische Daten belegen, dass
infolge einer beschleunigten Atherogenese kardiavase Ereignisse die pragnanteste
Ursache der Mortalitat bei Patienten mit chroniscNgerenerkrankungen sind (Go et al.,
2004). Es konnte gezeigt werden, dass Dialysepgatienim Vergleich zur

Normalbevolkerung ein zehn- bis zwanzigfach erh®hRisiko aufweisen an einer
Herzkreislauferkrankung zu versterben (Foley et H98; de Jager et al., 2009). Die
zugrundeliegenden Ursachen fir diese erhdhte atklerotische Birde sind noch nicht

vollstandig aufgeklart.

Etablierte kardiovaskuldre Risikofaktoren konnene dbeschleunigte Atherogenese
zumindest nicht allein erkléaren. In epidemiologesctStudien zeigt sich keine konsistente
Assoziation zwischen Hypercholesterinamie und i@fter Hypertonie (Sarnak et al.,
2002). In Einklang dazu erbrachte in randomisier8tndien weder die Senkung der
Hypercholesterinamie mittels Cholesterin-Syntheseyfh-Hemmern (Wanner et al.,
2005; Fellstrom et al., 2009), noch die Einnahnm®ideler Allgemeinbevolkerung kardio-

und vaskuloprotektiven ACE-Hemmers (Zannad eR8I06) einen prognostischen Benefit.

Daher erscheinen alternative Risikofaktoren fir deschleunigte Atherosklerose
nierenkranker Menschen verantwortlich (Ronco et a008), unter den zahlreichen
pathologischen Veradnderungen bei chronisch nieagiden Patienten erscheint - neben
Stérungen im Kalzium-Phosphat-Stoffwechsel mit Hyfaominose D,
Hyperparathyreoidismus und Hyper-Fibroblast-Growéiktor-23-Amie (Seiler et al.,
2009), Hypervolamie (Agarwal et al., 2009), Sympgatkaktivierung (Blankestijn, 2004)
sowie erhohtem oxidativen Stress (Himmelfarb et @002) - die persistierende
Mikroinflammation als etablierter Mechanismus (Siekel et al., 2005; Kato et al.,
2008).

Im Zentrum dieser Mikroinflammation steht eine Mawi@naktivierung (Girndt et. al,

2003) mit Veranderung der Zusammensetzung der Moeogubpopulationen durch

39



Diskussion

Zunahme der Anzahl der CD16+ Monozyten (Nockhedl.etL998).

Diese CD16+ Monozyten werden als proinflammatoesZillen angesehen. So vermdgen
CD16+ Monozyten im Vergleich zur Subpopulation deb14++CD16- Monozyten
verstarkt das proinflammatorische Zytokin ThFzu bilden (Belge et al., 2002). Zusatzlich
exprimieren CD16+ Monozyten auf ihrer Oberflachehdr@ Spiegel des Fractalkin-
Rezeptors CX3CR1 (Ancuta et al., 2003), welcherzalstraler Chemokinrezeptor in der
Atherogenese betrachtet wird (Damas et al.,, 20@®s Weiteren zeigen CD16+
Monozyten im Vergleich zu den CD14++CD16- Monozytne starkere Exprimierung

von bestimmten Adhasionsmolektlen (Steppich e2aD).

Auf der Basis diesein vitro Ergebnisse wurde eine zentrale Bedeutung der CD16+
Monozyten in der Atherogenese postuliert (Zieglertbtock et al., 2007; Auffray et al.,
2007). Unsere Arbeitsgruppe berichtete, dass CDT{Dd6+ Monozytenzahlen auch nach
Korrektur fur etablierte kardiovaskulare Risikofatdn unabhangige Pradiktoren far
kardiovaskulare Ereignisse bei Hamodialysepatiemtaren (Heine et al., 2008; Ulrich et
al., 2010). Ebenso erwiesen sich die CD14++CD16+nd#gten bei Patienten mit
chronischer Nierenerkrankung vor Einsetzen der yBegflichtigkeit als unabhangige

Prognosemarker (Rogacev et al., 2011).

Ein temporarer Leukozytenzellabfall wahrend einantddialysebehandlung ist bereits seit
der Verwendung bioinkompatibler Dialysemembranekahat, es kommt zur transienten
Leukozytenadhasion an Endothelzellen des pulmon@leislaufes (Girndt et al., 1999). In
Ubereinstimmung mit ihrer hohen endothelialen Affih (Steppich et al., 2000), bleiben
die CD16+ Monozyten die einzige Leukozytensubpdpuia welche einen relevanten
vorubergehenden transienten Abfall der ZellzahleBhrend der Hamodialyse mit

biokompatiblen Membranen zeigt (Sester et al., 20@ickher et al., 2001).

Unsere Arbeitsgruppe konnte bereits im Vorfeld tdlen, dass die CD16+
Monozytenzellzahlen am Ende einer Hamodialysebdhagdwieder ungeféhr auf ihre
Ausgangswerte vor der Dialysetherapie ansteigechdd&am die CD16+ Monozyten am
Ende einer Dialysebehandlung keine Marker unreifféonozyten, wie z.B. CD34
aufweisen, kann angenommen werden, dass nicht g@ptdse mit kompensatorisch

vermehrter Auswanderung unreifer Monozyten aus démechenmark, sondern eine
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vorubergehende Sequestration die wahrscheinlichwache fir den Abfall dieser
Zellreihe ist (Sester et al., 2001).

In Analogie zu alteren Beobachtungen zur Leukozmip bei Einsatz bioinkompatibler
Membranen, welche eine Sequenzierung der Leukozyaan Endothelzellen des
Lungenkreislaufes nachwiesen (Girndt et al., 1988hariert vermutlich die Mehrheit der
CD16+ Monozyten wahrend der Hamodialyse an das quéie GefaRsystem. Allerdings
muss vermutet werden, dass einige der durch die odiyse aktivierten CD16+

Monozyten  aufgrund ihres  Expressionsmusters  von atpesosklerotischen

Chemokinrezeptoren an geschadigtes bzw. verandeieslothel im Bereich

atherosklerotischer Lasionen adharieren. Nachfaldg@mnten diese CD16+ Monozyten in
die Lasionen migrieren und dort zu einer weiterekalen Eskalation der Inflammation
beitragen. Demnach kénnte mdglicherweise jedereéiezdialyse-induzierte Abfall der

CD16+ Monozyten zur Progredienz von atherosklecba Lasionen beitragen.

Falls diese Hypothese zutrifft, missten Patientéremem starken intradialytischen Abfall
der CD16+ Monozyten ein erhohtes Risiko fur zukigeftkardiovaskulare Ereignisse

zeigen.

Uberraschenderweise konnte dies nicht bestatigtemerEs stellte sich im Gegenteil
heraus, dass nicht ein starker, sondern ein geridg&ll der CD16+ Monozytenzahlen
wahrend der Hamodialysebehandlung mit einer sctdesh kardiovaskularen Prognose
assoziiert war. Nach Korrektur fur alle diejenigéariablen, welche in der univariaten
Analyse Pradiktoren fur kardiovaskulare Ereignissgen, wurde ein geringer dialyse-
induzierter Abfall der CD16+ Monozyten (d.h. Abfdiér Werte um weniger als 50 % der
Ausgangswerte) in unserer Studie als starkster himajyger Préadiktor fir das Eintreten

eines kardiovaskularen Ereignisses identifiziert.

Bei  zusatzlicher  Berlucksichtigung der absoluten diaffitischen CD16+

Monozytenzellzahlen wiesen diejenigen Patienterhdabste kardiovaskuléaren Risiko auf,
welche die meisten pradialytischen CD14++CD16+ Mayten und einen geringen
intradialytischen Zellzahlabfall dieser CD14++CD16@#onozyten bei Studienbeginn

hatten.
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Wir kénnen nur spekulieren, welche Mechanismen nams&rgebnissen zugrunde liegen
konnen. Mdglicherweise reflektiert ein  geringer IyBa-induzierter CD16+
Monozytensturz eine inadaquate AdhasionsreaktionCii®l6+ Monozyten auf adaquate
immunologische Stimuli, wie sie der Kontakt mit @inDialysemembran und dem
Schlauchsystem wahrend der Hamodialyse darstelleme solche verminderte
Adhasionsreaktion kbnnte eine ausgepragtere Dysamider CD16+ Monozyten von
Hochrisikopatienten widerspiegeln. Interessanteseeihandelt es sich bei der
Einwanderung von Monozyten in atherosklerotischefa@ésionen nicht um einen
unidirektionalen Prozess. Vielmehr wird neben degristion vom Lumen in die Intima
parallel eine (prinzipiell erwiinschte) EmigratioorvMonozyten in das Lumen beobachtet
(Llodra et al., 2004). Daher konnte eine vermirgldvtonozytenmobilitdt wahrend der
Dialyse auch mit einer verdnderten Mobilitat in areh pathophysiologischen Prozessen,
wie der Monozytenemigration aus atherosklerotiscRéaques einhergehen. Allerdings
fehlen bisher experimentelle Daten, die eine soltymothetische Assoziation bestatigen

kdnnten.
Limitationen:

Es ist anzumerken, dass die Untersuchung des Veidsds zwischen Zellzahlkinetik und
Infektionen nicht unser Primarziel war, daher sollfie Verbindung zwischen der
intradialytischen Monozytopenie und infektiosen Kuikationen in weiterfihrenden
Arbeiten untersucht werden, welche in erster Limkektiose Erkrankungen beurteilen

unter Bertcksichtigung gezielter Pathogene.

Aufgrund des Studiendesigns als Kohortenstudie n&inlediglich Assoziationen und
keine Kausalitdten bezuglich der dialyse-induzrert€D16+ Monozytopenie und
kardiovaskularen Ereignissen berichtet werden. Eddidnnen wir keine mechanistischen
Angaben Uber dialyse-induzierte CD16+ Monozytopame kardiovaskulare Ereignisse

treffen, deshalb mussen unsere Ergebnisse in weittudien bekraftigt werden.

Weiterhin umfasst die Studienpopulation eine nueind Probandenanzahl, dies ist
allerdings dem aufwéndigen Studiendesign geschuld®tifgrund der geringen
Probandenanzahl sollte die Beziehung zwischen shalyduzierter Monozytopenie und

kardiovaskularen Folgen in gro3eren Kohortenstudkesrprift werden.
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Zusammenfassend verwirft die dargestellte Disgertsschrift die Hypothese, dass ein
ausgepragter intradialytischer Zellzahlabfall Pkéati kardiovaskularer Ereignisse ist. Die
erhohte Ereignisrate bei Patienten mit einer hgh@dialytischen Anzahl zirkulierender
CD14++CD16+ Monozyten bestatigt erneut eine podtintzentrale Rolle dieser
Zellpopulation in der Atherogenese nierenkranker n&then, die weiterer

wissenschatftlicher Beachtung verdient.
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9 ANHANG

9.1 Materialien

9.1.1 Gerate

Autoklav Systec 2540 EL
Brutschrank
Durchflusszytometer (FACS Calibur)
Eisflockenmaschine (Scotsman)
Eppendorfzentrifuge Minifuge
Feinwaage Ohaus
Gefrierschrank -20°C

Gilson Kolbenhubpipetten
Kihlschrank +4 °C

Laborwaage Sartorius
pH-Meter CG 825

Pipetboy plus

MagneticCellSeperator

Minishaker IKA

Spannungsquelle Consort E452
Sterile Werkbank Laminair HB2472
Vortex Mixer K

Vortex Reax 2000
Wasseraufbereiter MilliQ UF plus
Zentrifuge (Megafuge 1.0R)
Zentrifuge 5415C

Systec GmbH, Wettenbergit&zhland
Heraeus Instruments, Hanau, Deutschland
Becton Dickinsbieidelberg, Deutschland

Tepa, Barsbuttel{dzbiand
Eppendorf, Hamburgu3ehland
Ohaus Europe, Nanikon, Schweiz
Bosch, Gerlingen, Deutschland
Abimed, Langenfeld, Dellsiod
Liebherr, Bulle, Schweiz

Sartorius, Géttingen, Deudsahl
Schott, Mainz, Deutschland

Integra Biosciences, Fernwald, Délasal

Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach,
Deutschland

IKA-Works, Wilmington, USA
UniEquip, Martinsiidljtschland
Heraeus InstruragHeinau, Deutschland
neolLab, Heidelberg, Deutschland
Heidolph, Schwabach, Deutschland
Millipore, EschbhpbDeutschland
Heraeus Instruments adabeutschland
Eppendorf, Hamburg, Deutschland

Tab. 7: Gerate
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9.1.2 Verbauchsmaterialien

0,5 ml-Reaktionsgefalle

1,5 ml-Reaktionsgefalle

15 ml-Réhrchen

50 ml-Réhrchen
Einmal-Plastikpipetten
FACS-Ro6hrchen
Filterpipettenspitzen

Monovetten

Multi-Adapter

Seath Fluid

Parafilm "M”

Perfusionsbesteck , Tro-Venoset"
Pipettenspitzen fur Kolbenhubpipette

NeolLab, Heidelberg, Deusschl
Brand, Wertheim, Deutschland
Greiner, Frickenhausen, Deutschland
Greiner, Frickenhausen, Deutschland
Cornig Costar, WiesbadenytBehland
Becton Dickinson, Heidelberg, DeUtsuth
Greiner, Frickenhausen, Dehlésd
Sarstedt, Numbrecht, Deutschland
Sarstedt, Numbrecht, Deutschland
Dako Cytomation, Hamburg, Deutschland
American National Can, Chicago, USA
Troge Medical, Hargb Deutschland
X

Greiner, kaenthausen, Deutschland

Tab. 8: Verbrauchsmaterialien

9.1.3 Substanzen

Aqua injectabile

BSA (Albumine Bovine Fraction 1V)
BSA (nicht acetyliert)
FACS Clean

FACS Flow

FACS Lysing Solution
FACS Rinse

FCS

NaNs

PBS

PFA

Braun, Melsungen, Deutschland
Serva, HeidelbeRputschland
Sigma-Aldrich, Deisenhoféreutschland
Becton Dickinson, Heidelberg, Deutsathlan
Becton Dickinson, Heidelberg, Deutschland
Becton Dickinson, Heidelbebgutschland
Becton Dickinson, Heidelberg, Deutsathlan
Seromed, Berlin, Deutschland
Serva, Heidelberg, Deutschland
Biochrom, Berlin, Deutschland

Sigma-Aldrich, Deisenhofen, Deutschland

Tab. 9: Substanzen
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9.1.4 Puffer und Medien

Das aus Blut von Rinderfoten hergestellte fotalelb&é&gerum (FCS) wurde zur
Inaktivierung der Komplementfaktoren im Wasserbad36 °C fur 30 Minuten erwarmt.

Die Herstellung der verwendeten Puffer und Mediseh in Tabelle 10 schematisch

dargestellt.

Name Ingredienz Menge

FACS-Puffer BSA 2,5 mg
NaN; 10 % 3,5ml
PBS 500 ml
FCS 25 ml

Lysing-Solution BD-Lysing Solution 10-fach 50 ml
Aqua dest. 450 ml

NaN; 10 % NaN 10g
PBS 100 ml

PFA 4 % PFA 8¢
PBS 200 ml
Losen im Wasserbad bei pH-Wert: 7,4-7,6

PFA 1% PFA 4 % 25 ml
PBS 75 ml

Tab. 10: Herstellung der Puffer und Medien

9.1.5 Monoklonale Antikdrper

Antikorper Klon Firma

CD14 PerCP M-Phi-P9 Becton Dickinson, Heidelbergut3chland
CD16 APC 3G8 Caltag, Hamburg, Deutschland

CD86 PE HAS5.2B7 Coulter Immunotech, Krefeld, Debtand
CD143 FITC 9B9 Serotec, Dusseldorf, Deutschland
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CD3 APC
CD8 PerCP
CD4 PE
CD28 FITC

CD19 PerCP

NK/B-Mix:
CD3 FITC;
CD56/CD16 PE

CD4 APC

SK7
SK1
RPA-T4
15E(CLB-408)
SJ25C1

SK7; B73.1/Mp31

SK3

Becton Dickinson, Heidelberg, Deutsotla
Becton Dickinson, Heidelberg, Deugsuh
Becton Dickinson, Heidelberg, Deumati
Caltag, Hamburg, Deutschland

Becton Dickinson, Heidelbergisadiand

Becton Dickinson, Heidelberg, Deutschlan

Becton Dickinson, Heidelberg, Deutsotla

j=n

Tab. 11: Monoklonale Antikérper (murine Antikorpgggen humane Antigene)

9.2 Tabellenverzeichnis

Tab. 1: Abkirzungsverzeichnis Seite 5
Tab. 2: Computerprogramme Seite 24
Tab. 3: Charakteristika der Studienpopulation eites27
Tab. 4: Charakteristika der Studienteilnehmer nach

Stratifikation anhand des intradialytischen Alefsal

der CD14++CD16+ Monozytenzellzahlen Seite 29
Tab. 5: Charakteristika der Studienteilnehmer nach

Stratifikation anhand des intradialytischen Alefal

der CD14+CD16+ Monozytenzellzahlen Seite 30
Tab. 6: Pradiktoren des ereignisfreien Uberlebens Seite 34
Tab. 7: Gerate Seite 52
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9.3 Abbildungsverzeichnis

Abb. 1:

Abb. 2:

Abb. 3:

Abb. 4:

Abb. 5:

Abb. 6:

Abb. 7:

Reprasentatives Beispiel von Verteilung der
Monozytensubpopulationen bei einem Hamodialyseptsn

und einem altersgleichen nierengesunden Probanden Seite 24
Dialyse-induzierter Abfall der zirkulieresl

Leukozyten nach Subpopulationen Seite 28
Ereignisfreies Uberleben der Hamodialysiep&tn nach

Stratifizierung anhand des intradialytischen &tarder

CD14++CD16+ Monozyten Seite 31
Ereignisfreies Uberleben der Hamodialysep&tn nach

Stratifizierung anhand des intradialytischen &tarder

CD14+CD16+ Monozyten Seite 32
Ereignisfreies Uberleben der Hamodialysiep&tn nach

Stratifizierung anhand des intradialytischen &tarder

CD14+CD16- Monozyten Seite 33
Ereignisfreies Uberleben der Hamodialysep&tn nach

Stratifizierung anhand des intradialytischen &tarder

CD14++CD16+ Monozyten Seite 34
Prozentuale Darstellung der Patienten, meelgdhrend der
Nachbeoachtungsphase ein kardiovaskulares Esesgieiden,

in Abhangigkeit von der Anzahl pradialytischer

CD14++CD16+ Monozyten und von der Hohe des intra-

dialytischen Abfalls der CD14++CD16+ Monozyten Seite 35
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Abb. 8:  Zeitpunkt bis zur ersten Krankenhausaufrelofgrund
einer infektiosen Erkrankung nach Stratifizieramipand des
intradialytischen Sturzes der CD14++CD16- Monenyt Seite 36
Abb. 9:  Zeitpunkt bis zur ersten Krankenhausaufrelofgrund
einer infektiosen Erkrankung nach Stratifizieramipand des
intradialytischen Sturzes der CD14++CD16+ Monemyt Seite 37
Abb. 10: Zeitpunkt bis zur ersten Krankenhausaummahaufgrund
einer infektiosen Erkrankung nach Stratifizieramipand des

intradialytischen Sturzes der CD14+CD16+ Monoayte Seite 38

9.4 Fragebogen

Fragebogen basierend auf Rose, G. A.; Cardiovassulaey methods, Second Edition

Geneva: WHO, 1982

Untersuchungsdatum __ . .20

Proband Geburtsdatum Bekth

Kdrpergrél3e ohne Schuhe

Kdrpergewicht leicht bekleidet

01. Hatten Sie jemals Schmerzen oder Beschwerdkanem Brustkorb?

O Ja
O Nein(falls Nein, bitte Fragen 2-9 Uberspringen, weiteit 10)

02. Bekommen Sie diese Schmerzen oder BeschwerdenBergangehen oder raschen

Gehen?
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03.

04.

05.

06.

07.

08.

O Ja
O Nein(falls Nein, weiter mit Frage 9)
O Ich gehe nicht bergan und gehe nicht rasch.

Bekommen Sie diese Schmerzen oder Beschwegiiendehen in normalem Tempo
in der Ebene?
O Ja

O Nein

Was machen Sie, wenn Sie diese Schmerzen odsch®erden beim Gehen
bekommen?

O Ich halte an oder laufe langsamer
O Ich laufe weitefweiter mit Frage 9)
Bei Benutzung von Nitrospray: ,Ich halte an odeufila langsamer* ankreuzen.

Wenn Sie anhalten, was passiert mit diesem &aan oder diesen Beschwerden?

O Es kommt zu einer Erleichterung
O Es kommt zu keiner Erleichterufweiter mit Frage 9)

Wie rasch?

O Innerhalb von 10 Minuten.
O Nicht innerhalb von 10 Minutdmweiter mit Frage 9).

Zeigen Sie mir bitte, wo die Schmerzen odeBdischwerden lokalisiert sind.

O Sternum (oberes oder mittleres Dirittel)
O Sternum (unteres Drittel)

O Linksseitige vordere Brustwand

O Linker Arm

(alle Angaben notieren)

Haben Sie diese Schmerzen oder Beschwerdenvso?s

O Ja(notieren wo )
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09.

10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

O Nein

Hatten Sie jemals einen schweren Schmerz lbevatderseite lhres Brustkorbes,

der Uber drei3ig Minuten oder langer anhielt?
O Ja

O Nein

Bekommen Sie Schmerzen beim Gehen in einembadiden Bein?
O Ja

O Nein(falls nein, weiter mit Frage 19)

Begann dieser Schmerz jemals beim Stehen ie Bdér beim Sitzen?
O Ja(falls ja, weiter mit Frage 19)

O Nein

Wo im Bein empfinden Sie diesen Schmerz?

O Der Schmerz bezieht den oder die Unterschexnkel

O Der Schmerz bezieht den oder die Unterschemgbt ein(weiter Frage 19)

Bekommen Sie diesen Schmerz beim Bergangelesmasthen Gehen?

O Ja
O Nein(falls nein, weiter mit Frage 19)

O Ich gehe nicht bergan und gehe nicht rasch.

Bekommen Sie diesen Schmerz beim Gehen in temmBempo in der Ebene?

O Ja

O Nein

Ist der Schmerz jemals wahrend des Gehenshveusclen?
O Ja(falls ja, weiter mit Frage 19)

O Nein

Was machen Sie, wenn Sie diese Schmerzen odsch®erden beim Gehen
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17.

18.

19.

20.

21.

22.

23.

bekommen?

O Ich halte an oder laufe langsamer

O Ich laufe weitefweiter mit Frage 19)

Wenn Sie anhalten, was passiert mit diesem &dan oder diesen Beschwerden?
O Es kommt zu einer Erleichterung

O Es kommt zu keiner Erleichterufweiter mit Frage 19)

Wie rasch?

O Innerhalb von 10 Minuten.

O Nicht innerhalb von 10 Minuten

Hatten Sie jemals einen Herzinfarkt, eine Bgg@peration oder eine Aufdehnung

von HerzkranzgefalRen mittels Herzkatheter?
O Ja
O Nein

Hatten Sie jemals einen Schlaganfall mit Besehen, die langer als 24 Stunden

angehalten haben?
O Ja
O Nein

Hatten Sie jemals einen Schlaganfall mit Besecten, die kirzer als 24 Stunden

angehalten haben, oder plétzlichen Sehverlust\itbarger als 24 Stunden?
O Ja

O Nein

Sind Ihre Halsschlagadern operiert oder mieltheter aufgedehnt?

O Ja

O Nein

Sind lhre Becken- oder Beinschlagadern miBgfsass operiert oder aufgedehnt?
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24.

25.

26.

27.

28.

28a.

28b.

28c.

29.

30.

31.

O Ja
O Nein

Ist bei lhnen eine bdsartige Tumorerkrankung erodeine

chronische

Entzindungserkrankung, etwa eine chronische Damiiedting oder eine

chronische Leberentziindung bekannt?

O Ja

O Nein

Hatten Sie in den letzten funf Tagen einenekitfekt?
O Ja

O Nein

Haben Sie jemals geraucht?

O Ja

O Nein(weiter mit Frage 31)

Rauchen Sie aktuell?

O Ja(weiter mit Frage 28a)

O Nein(nur Frage 28)

Wann haben Sie die letzte Zigarette geraucht?
Blutentnahme Uhrzeit

Letzte Zigarette vor Blutentnahme

Insgesamt Anzahl Zigaretten vor Blutentnahme
Wie viele Jahre haben Sie insgesamt geraucht?

Wie viele Packchen haben Sie durchschnittlimhrag geraucht?

Hat lhr Vater oder lhre Mutter einen Herzintaokler einen Schlaganfall vor der 60.

Lebensjahr erlitten?

O Ja
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32.

33.

34.

35.

36.

37.

38.

O Nein

Hat eines oder mehrere lhrer Geschwister difezainfarkt oder einen Schlaganfall

vor dem 60. Lebensjahr erlitten?

O Ja

O Nein

Ist bei Ihnen ein Diabetes mellitus bekannt?
O Ja

O Nein(weiter mit Frage 35)

Wie ist der Diabetes mellitus behandelt?

O Insulin

O Blutzuckersenkende Tabletten

O Diat

An wie vielen Tagen der Woche betatigen Sik smindestens 30 Minuten sportlich

in einem Ausmalf3, dass Sie ins Schwitzen kommen?

(falls ,0", weiter Frage 37)

Welche Sportarten betrieben Sie hierbei mimshsseéinmal die Woche?

Waren Sie zum Zeitpunkt der Blutentnahme niinfate
O Ja
O Nein

Welche Nierenerkrankung ist bei Ihnen bekannt?

39.

Wenn Sie das letzte Jahr betrachten, wie viglaser Alkohol haben Sie
durchschnittlich pro Woche, also von Montag bisni8ag, getrunken? Wir
betrachten 350 ml Bier, 120 ml (ein ,Achtel”) Wemder 45 ml Spirituosen als ein

62



Anhang

Glas Alkohol.

Gesamt _____ Glaser
Bier ___ Glaser

Rotwein __ Glaser
WeilRwein ___ Glaser
Spirituosen ___ Glaser

40. Nehmen Sie regelmaRig (seit mindestens 14 Tdgglch) oder gelegentlich
(mindestens einmal in den letzten 14 Tagen) Medé#e oder Hormonpraparate

wie die Pille ein?
0O Ja
O Nein

41. Wie heil3en diese Medikamente oder Hormonprégsara

Nach 5 Minuten Ruhe
RR /| rechts __ | links

HF
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Aus datenschutzrechtlichen Grinden wird der Lelaerisin der Online-Version nicht

verdffentlicht.
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