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1.1 Regulation des Immunsystems

1 Einleitung

1.1 Regulation des Immunsystems
1.1.1 Das Immunsystem im Allgemeinen

Das Immunsystem des menschlichen Organismus hat sich in der Evolution entwickelt,
um koérperfremde Substanzen zu identifizieren und Uber entsprechende Eliminations-
wege aus dem Korper auszuschleusen. Mechanische Barrieren wie Haut oder
Schleimhaut sind bereits mit einem aktiven Mechanismus ausgestattet, der einen ers-
ten Schutz gegen kérperfremde Umwelteinflisse verleiht. Grundlage und Aufgabe des
Immunsystems bestehen also darin, zwischen Selbst und nicht-Selbst zu unterschei-
den und Materialien, die als nicht-Selbst -also kérperfremd- erkannt werden, zu elimi-
nieren. Der immunologischen Abwehr und Elimination von kérperfremdem Material
stehen neben humoralen Plasmakomponenten, wie Akut-Phase-Proteine, Komple-
mentproteine, Antikdrpern und Zytokinen, vor allem spezialisierte Zellen, wie Monozy-
ten, Makrophagen, Granulozyten, natirliche Killerzellen sowie B- und T-Lymphozyten,
die gemeinsam dem zellularen Immunsystem zugerechnet werden, zur Verfigung. In
den letzten hundert Jahren hat sich die Forschung mit dem Verstandnis der Regulation
und Kommunikation der verschiedenen Zellfunktionen beschaftigt und ein komplexes

Netzwerk von Interaktionen aufgestellt [1,2].

Zytokine bzw. Interleukine sind die Substanzen, welche die Immunabwehr gezielt or-
ganisieren. Es handelt sich dabei um eine Protein-Familie im Molekulargewichtsbereich
zwischen 5000 und 40000 Dalton, die durch Aktivierung verschiedener Zellen produ-
ziert und freigesetzt werden. Aus Zellkulturuntersuchungen ist bekannt, dass durch
Einsatz von einzelnen Zytokinen bzw. durch Kombination von verschiedenen Zytokinen
oder auch Wachstumsfaktoren die Funktion von Zellen wie z.B. Proliferation von Anti-

genen stimuliert bzw. moduliert werden kann [3].

Bis heute sind ca. 160 unterschiedliche Oberflachenmerkmale von Zellen bekannt
(sog. ,Cluster of Differentiation® (CD), Oberflachenantigene), die z.B. durch die Wir-
kung von Zytokinen von verschiedenen Zelltypen wie Monozyten, Makrophagen, T-
Zellen oder B-Zellen exprimiert werden [4]. Dazu gehoéren auch sogenannte Zytokinre-

zeptoren, Uber die letztendlich Aktivierung und Funktionsanderung stattfinden.

-5-
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Die Kommunikation zwischen Zellen, wie Aktivierung, Proliferation, Differenzierung
oder gerichtete Bewegung (Chemotaxis), wird also durch Mediatoren vermittelt, die
entweder aus humoralen Effektorsystemen, wie z.B. dem Komplementsystem, oder
aus Zellen freigesetzt werden. Die letzteren fasst man als Zytokine zusammen. Die
Wirkung der Zytokine auf ihre Zielzelle wird in erster Linie von der Umgebung be-
stimmt, in welcher sie wirken;so kénnen verschiedene Zytokine auf dieselbe Zelle ei-
nen inhibitorischen, synergistischen oder additiven Effekt haben. Letztendlich resultiert
aus der Vielzahl von Informationen und Einflissen eine sehr prazise Antwort des Or-

ganismus auf einen Reiz.

Kommt es zu einem Ausfall einer dieser Effekte, ist die Folge eine Immundefizienz.
Gerat das Gleichgewicht des Immunsystems aus der Balance, kann es zu einer einsei-
tigen Aktivierung des Immunsystems und in deren Folge zu immunmediierten Erkran-
kungen wie z.B. der multiplen Sklerose, rheumatoiden Arthritis oder des Typ-1 Diabe-

tes kommen.

1.1.2Das Th1/TH2- Konzept (Regulation der Immunantwort):

Einen besonderen Stellenwert in dieser Regulation wird den T-Lymphozyten zuge-
schrieben, die aufgrund ihrer Oberflachenstrukturen in CD4 (T-Helfer-Zellen) und CD8
(T-Suppressor-Zellen) positive Lymphozyten differenziert werden. 1988 gelang es, die
CD4 Lymphozyten auf der Basis der von ihnen sezernierten Zytokine weiter zu diffe-
renzieren [5]. Dieses Konzept besagt, dass Th1-Lymphozyten TNF-a, IFN-y und IL-2
bilden, Th2-Lymphozyten im Gegensatz dazu IL-4, IL-5, IL-10 und IL-13 [6,7]. In Zell-
kulturen ist die Entstehung von Th1-Klonen normalerweise dominant tber die der Th2-
Klone. Neben den urspriinglich von Mosman et al. beschriebenen Th1- und Th2-
Subtypen wurde spater der Th3-Subtyp definiert, der in erster Linie den transformie-
renden Wachstumsfaktor (TGF-[3) bildet [8].
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Abb. 1: Th1/Th2-Modell erweitert nach Mosmann et al., (1986)
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Wie in Abb. 1 zu erkennen, sezernieren die Th-Vorlauferzellen (Thp) ausschlieflich IL-
2 und differenzieren sich so zu Th0-Zellen, welche IL-2, IL-4, IFN-y und TNF-q bilden
kénnen. ThO-typische Zellen differenzieren sich unter dem Einflu von IL-12 und IFN-y
.in Th1-typische Zellen, unter dem Einflud von IL-4 in Th2-typische Zellen und unter
dem EinfluR von IL-4 und monoklonalen Antikdrpern (mAk) gegen IL-12 in Th3-
typische Zellen. Die drei Th-Subtypen regulieren ihre eigene Proliferation durch selbst
sezernierte Zytokine und inhibieren bzw. stimulieren die Proliferation der jeweiligen
anderen Subtypen. Th1-typische Zellen sind beteiligt an der zelluldren Immunitat und
am Isotyp-Klassenwechsel der B-Zellen zu Immunglobulin 2a (IlgG2a). Th2-typische
Zellen induzieren den Isotyp-Klassenwechsel zu IgG1/IgE und sind an der humoralen
Immunantwort beteiligt. Von Th3-typischen Zellen ist bekannt, dal® von ihnen gebilde-
tes TGF-B1 inhibitorisch auf das Wachstum von Th1-Zellen wirkt.

Von besonderer Bedeutung ist, dass sich Th1- und Th2-Lymphozyten gegenseitig inhi-
bieren, so dass bei einer normalen Immunitat ein Gleichgewicht dieser beiden Zellsys-
teme besteht. Flr eine Reihe von immunmediierten Erkrankungen konnte gezeigt wer-
den, dass eine Dysbalance von Th1- zu Th-2 —Zellen entweder eine krankheitsprotekti-

ve oder eine krankheitsférdernde Wirkung hat.
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So wurde -wie oben bereits erwahnt- fir den Diabetes mellitus Typ1, die multiple Skle-
rose oder die rheumatoide Arthritis gezeigt, dass ein Uberwiegen von Th-1 Lymphozy-
ten einen Schub der Erkrankung auslésen kann. Hingegen konnte fur Erkrankungen
wie atopische Dermatitis oder den Morbus Basedow eine krankheitsauslésende Wir-

kung von Th-2 Lymphozyten zugeschrieben werden [9-11].

Transskriptionelle Regulation der TH1 / TH2- Immunreaktion

Die Regulation einer sich entwickelnden TH-Antwort nach Antigenexposition wird ei-
nerseits gesteuert durch die Antigendosis, die Signalstarke und durch ko-
stimulatorische Molekile, andererseits aber auch durch die Wirkung lokal gebildeter
Zytokine wie IL-12 oder IL-4. Dabei aktiviert das von B-Zellen und Makrophagen gebil-
dete IL-12 einen Transkriptionsfaktor STAT 4 (Signal-Tranducer and Activator der
Transkription) und induziert eine TH1-typische Immunreaktion, wahrend das von TH2-
typischen Zellen und B-Zellen gebildete IL-4 STAT 6 aktiviert und eine TH2-typische
Immunreaktion einleitet [12]. Durch die antagonistische Wirkung der TH1- und der
TH2-Zellen, wird bereits an therapeutischen Ansatzen gearbeitet, z.B. Starkung der
TH2-Immunantwort bei TH1-dominiertem Entziindungsverlauf und umgekehrt. Warum
sich eine proliferierende CD4-T-Zelle zu einer TH1- oder TH2-Zelle entwickelt, ist noch
unklar. Welche Zytokine durch den Erreger hervorgerufen werden, welche Kostimulato-
ren gewahlt werden, um die Antwort anzutreiben und wie der MHC-Ligand aussieht, all
das spielt hier eine Rolle. Da die Entscheidung, TH1- oder TH2-Zellen zu werden, be-
reits in den Anfangsstadien der Immunantwort fallt, ist vor allem die Fahigkeit der Pa-
thogene, die Zytokinproduktion durch Zellen des nicht angeborenen, nichtadaptiven
Immunsystems zu stimulieren, flr die Form der folgenden adaptiven Antwort entschei-
dend. Die Konsequenz der Entscheidung, ob TH1- oder TH2-Zellen gebildet werden,
sind weitreichend: Die selektive Bildung von TH1-Zellen flhrt zu einer zellvermittelten
Immunitat, wahrend die selektive Produktion von TH2-Zellen eine humorale Immunitat

hervorruft.
1.1.3 Proinflammatorische Immunmediatoren:
Zytokine induzieren oder supprimieren die zellulare Chemotaxis und Proliferation sowie

die Freisetzung weiterer Transmitter. Zu den proinflammatorischen Zytokinen zahlen

IL-1b, IL-6, slL-6-Rezeptor, IL-8, IFN-y und TNF-qa, die von Immunzellen oder von En-
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dothelzellen gebildet werden. Ausléser sind gewebschadigende Noxen wie Hypoxie,

Trauma oder Bakterientoxine.

IL-6 wird innerhalb von 4-6 Stunden sezerniert, TNF-a innerhalb von 12-48 Stunden.
Beide Zytokine induzieren die CRP-Freisetzung in Hepatozyten. Vom zeitlichen Ablauf
sind IL-6 und TNF-a sehr friihe Inflammationsmarker im Unterschied zu CRP, welches
erst nach 24-36 Stunden nachweisbar ist. Im Gegensatz zu IL-6 ist die Bestimmung
von TNF-a anspruchsvoller, da es eine extrem kurze Halbwertzeit von weniger als 5

Minuten hat.

TNF-a (Tumor Nekrose Faktor a) als Beispiel eines TH1-Zytokins

TNF-a nimmt eine dominierende Rolle im sogenannten Zytokinnetzwerk und damit in
der Pathogenese zahlreicher infektioser und entzindlicher Erkrankungen ein. Der
Tumornekrosefaktor wird nach seiner Eigenschaft benannt, bei Veruchstieren in trans-
plantierten Tumoren eine hdmorrhagische Nekrose zu verursachen. TNF-a ist ein phy-
siologisch aktives Protein von 17 kD und 156 Aminosaurenlange. Fur TNF-a kodiert ein
3,6 kb grofes, 4 Exone enthaltendes Gen auf dem Chromosom 17 der Maus. Gebildet
wird TNFa von Makrophagen, NK-, Mast-, Endothel- und Th1-Zellen. Seinen Namen
bekam TNF-a durch seine Wirkung auf Tumorzellen, wo TNF-a zur Zytolyse und
Zytostase fuhrte. TNF-a ist ein proinflammatorisch wirkendes Zytokin, welches die
Phagozytose von Makrophagen und die Expression von Adhasionsmolekulen auf En-
dothelzellen stimuliert. AuRerdem ist TNF-a an der Proliferation von B-Zellen und Th1-
typischen Zellen beteiligt, wo es seine eigene Synthese autokatalytisch regulieren kann
[13].

1.1.4 Antiinflammatorische Immunmediatoren

TGF-B (Transformierender Wachstumsfaktor 3)

Physiologischerweise scheint TGF-f zentral fur Wundheilungsprozesse zu sein. TGF-
B1 liegt biologisch aktiv als 14 kD Homodimer von 112 Aminosauren Lange vor. AulRer
TGF-B1 existieren noch vier andere Isoformen, TGF-32, TGF-B3, TGF-f4 und TGF-B5.
Ein Gen mit 7 Exonen und ca. 100 kb Lange kodiert fir TGF-B1, der von Th3-typischen
Zellen, Makrophagen und Endothelzellen gebildet wird. TGF-B1 induziert die Synthese
von Matrixproteinen auf Endothelzellen und den IgA bzw. IgG2a Isotyp-

Klassenwechsel in B-Zellen. Als anti-inflammatorisches Zytokin hemmt TGF-31 die
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Synthese von IFN-y, aber auch die IL-2-abhangige Proliferation der Th1-typischen Zel-
len, wobei es synergistisch mit dem von Th2-typischenZellen gebildeten IL-4 wirken

kann.

Aulerdem unterdriickt TGF-B1 die Generierung von Stickstoffmonoxid (NO) und reak-
tiven Sauerstoff Spezies (ROS), die von Makrophagen und Monozyten gebildet werden
[14-16]. Zusammen mit dem Antigen 4 zytotoxischer T-Lymphozyten (CTLA-4) kann
TGF-B1 inflammatorischen Auto-immunreaktionen entgegenwirken und ThO-, Th1-
bzw. Th2-typische Zelle kdnnen nach Kreuzvernetzung mit CTLA-4 ebenfalls TGF-1
bilden [17].

-10 -
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1.2 Immunpathogenese der Arteriosklerose

1.2.1 Einfilhrung

Nach der WHO-Definition ist die Atherosklerose eine variable Kombination von Veran-
derungen der Intima, bestehend aus herdférmiger Ansammlung von Lipidsubstanzen,
komplexen Kohlenhydraten, Blut und Blutbestandteilen. Dieser folgen Bindege-
websproliferation und Kalziumablagerungen verbunden mit Schadigung der Arterien-

media.

Der Terminus ,Arteriosklerose” ist ein Sammelbegriff flir verschiedene metabolische
und degenerative Arterienerkrankungen, die mit einer Verhartung (Sklerose) der Arte-
rienwand einhergehen. Vielfach wird jedoch der Begriff ,Arteriosklerose im engeren
Sinne fur ,Atherosklerose“ gebraucht, d.h. im allgemeinen medizinisch-klinischen

Sprachgebrauch wird mit ,Arteriosklerose“ auch ,Atherosklerose” gemeint.

Die Arteriosklerose ist eine chronische, in Schiben verlaufende Arterienerkrankung,
deren Beginn oft schon in der Jugend liegt und die mit ihren Folgeerkrankungen die
haufigste Erkrankung in industrialisierten Landern darstellt und dabei etwa die Halfte

aller Todesfalle verursacht.

Die Kenntnis der Pathophysiologie der Arteriosklerose hat sich in den letzten Jahrzehn-
ten grundlegend gewandelt. Wahrend man friher annahm, dass der arterioskleroti-
sche Prozess im Wesentlichen in der Ablagerung von Lipiden und Lipoproteinen in der
GefalRwand besteht, weil man heute, vor allem aufgrund umfangreicher Daten aus
dem Bereich der vaskularen Biologie, dass dies eine sehr vereinfachte Vorstellung war.
Arteriosklerose muss als ein hochkomplexer, aktiver Prozess betrachtet werden und ist
wesentlich durch eine inflammatorische Reaktion in der GefalRwand charakterisiert.
Bereits in der Frihphase, im Stadium der endothelialen Dysfunktion, kommt es mit
dem Anhaften verschiedenster Blutzellen an das Endothel zu einer lokalen inflammato-

rischen Reaktion in der Gefallwand.

-11 -
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Ebenfalls handelt es sich bei der Arteriosklerose aber auch um eine systemische in-

flammatorische Reaktion, die durch die bekannten Risikofaktoren der Arteriosklerose

(siehe Tab.1) mit ausgeldst bzw. beschleunigt wird.

Tab. 1: Pradisponierende Faktoren der Arteriosklerose

1. Hyperlipoproteinamie

a) primare Hyperlipoproteindmie ohne Grunderkrankung:
z.B.
Typ | = Hypertriglyzeridamie
Typ Il =Hypercholesterinamie
etc.
b) sekundare Hyperlipoproteinamien
als Symptom verschiedener Grundkrankheiten.

z.B. Gicht, Hypothyreose

2. Diabetes mellitus

3. Ubergewicht (Adipo-

sitas)

fett- und kohlenhydratreiche Nahrung bei ungentigender

korperlicher Betatigung.

4. arterielle Hypertonie

5. Nikotinabusus

UbermaRiger Zigarettenkonsum vermindert den HDL-Spiegel,

der Fibrinogenspiegel steigt.

6. UbermaRiger psychi-
scher und korperlicher

Stress

7. Hereditare und konsti-

tutionelle Faktoren

Vorwiegend Defekte des LDL-Rezeptors und Polymorphismen
der Apolipoproteine. Die familiare Haufung der Arteriosklerose
ist erwiesen. Wie weit dies von genetisch-konstitutionellen Fak-
toren oder aber von der Lebensweise und Erndhrung abhangt,

ist nicht geklart.

8. Alter und Geschlecht

Zunehmende Inzidenz der arteriosklerotischen Lasionen im

Alter und nach der Menopause bei Frauen.

-12 -
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1.2.2 Arteriosklerose und Inflammation

Die Beteiligung des Immunsystems an der Pathogenese der Arteriosklerose wird seit
langem diskutiert [18-21]. Bereits Virchow beschrieb eine entzindliche Komponente
bei arteriosklerotischen Plaques [22].

In den letzten Jahren sind nun zunehmend inflammatorische Ereignisse in der Patho-
genese der Arteriosklerose entdeckt worden [23,24], die uns heute eine Neuinterpreta-
tion dieser Geschehnisse erlauben.

Dieses Modell ,response to injury“ des amerikanischen Pathologen Ross bietet eine
Erklarungsmaoglichkeit fur die Assoziation zwischen Inflammation und GefalRwandver-

anderungen.

Inflammation bezeichnet allgemein eine Reaktion des Korpers auf Gewebsverletzun-
gen, Infektionen oder Immunstimulation als Schutz gegen fremde oder endogene Sub-
stanzen. Diese Entziindungsreaktion fiihrt zu einer Reihe biochemischer und zellularer
Veranderungen, deren Ausmaf® mit der Grofde des initialen Traumas korreliert (,res-
ponse-to-injury-Hypothese®).

Bei einer Reihe von Erkrankungen kommt hingegen einer Uberschie3enden Aktivitat
der inflammatorischen Antwort eine pathogenetisch ursachliche oder verschlimmernde
Bedeutung zu. Systemische Manifestation der inflammatorischen Antwort sind: Erho-
hung der Korpertemperatur sowie die Vielzahl biochemischer Veranderungen, die als
Akute-Phase-Reaktion bekannt sind und zur Bildung der Akute-Phase-Proteine (CRP)
in der Leber flhren.

Die lokale inflammatorische Reaktion ist durch die initiale Blutflusssteigerung sowie
gesteigerte Gefallpermeabilitdt und den Zustrom selektiver Effektorzellen aus dem
peripheren Blut gekennzeichnet. Das gehaufte Vorkommen der neutrophielen Granulo-
zyten mit unspezifischer Phagozytose ist ein frihes Zeichen der Entziindungsreaktion.
Zu einem spateren Zeitpunkt gelangen dann die Monozyten-Makrophagen und andere
Zellen aus der Lymphozytenreihe (v.a. T-und B-Zellen) an den Ort des Geschehens.
Diese Zelltypen sind Antigen-spezifisch fiir die lokale Immunantwort.

Nach ihrer Aktivierung beginnen sie mit der Produktion pro-inflammatorischer und anti-
inflammatorischer (protektiver) Molekile. Pro-Inflamma-torische-Zytokine beschleuni-
gen die Entziindungsreaktion entweder auf direktem Weg oder durch Synthese zellula-

rer Adhasionsmolekule, sowie durch Bildung anderer Zytokine in speziellen Zelltypen.

-13 -
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Dazu zahlt man unterschiedlichste Chemokine, eine Reihe von Interleukinen, TNF-a,
CSF (Colony Stimulating Faktor), INF-y und eine grof’e Anzahl neuromodulatorischer
Faktoren. Unter Normalbedingungen wird die durch Mediatoren induzierte Entzin-
dungskaskade streng reguliert. Ein Scheitern des Systems fiihrt zum multiplen Organ-

versagen (z.B. septischer Schock).

Aus diesem Grund besteht grof3es Interesse an der Modulation und Verbesserung der
Effekte der Inflammation und ihrer Folgen. Die initialen Prozesse der Atherogenese

sind zur Zeit Gegenstand intensiver Diskussion.

Bei der derzeit gangigen Hypothese [23,24] der Entstehung der atherosklerotischen
Lasion wird von einer primaren Schadigung des Gefaliendothels ausgegangen. Hypo-
xie, Akkumulation von Lipiden (LDL), toxische oder entzindliche Einflisse fuhren zu
einer initialen Endotheldysfunkion, die sich primar in einer Anderung der endothelialen
Oberflacheneigenschaften aufert. Immunchemisch konnte gezeigt werden, dass es
bereits vor der Bildung der Lipidplaques zu einer Ansammlung von Blutmonozyten in
der GefaRwandintima kommt [25], sowie zu einem Uberwiegen von thrombogenen
gegenuber antithrombogenen Eigenschaften des Endothels. Dies fihrt zu erhdhter

Permeabilitat der Intima und zur Entstehung eines initialen lipoiden Plaques.

Die Ursache der vermehrten Adharenz von Monozyten an das Endothel wird unter an-
derem durch die oben beschriebenen erhdhten LDL-Plasmaspiegel induziert, da oxi-
diertes LDL zu einer proinflammatorischen Veranderung des GefalRendothels fuhrt
[26,27]. Oxidiertes LDL wirkt chemotaktisch auf Monozyten und unterstutzt die Expres-
sion von Adhasionmolekilen auf Endothelzellen [28,29].

Nach der Adhéasion und subendothelialen Migration der Monozyten kommt es nun im
subendothelialem Raum zur Umwandlung der Monozyten zu Gewebsmakrophagen
bzw. durch Phagozytose von oxidiertem LDL zu Schaumzellen [30].

Zusatzlich konnten in diesen arteriosklerotischen Plaques aktivierte T-Lymphozyten
und antigenprasentierende Zellen nachgewiesen werden [31]. Diese Ansammlung im-
munkompetenter Zellen in der Plaque fuhrt zur Sekretion verschiedener Wachstums-
faktoren (PDGF) und Zytokine wie IL-1, IL-6 und IL-8 sowie zur Expression von Adha-

sionsmolekiilen im Sinne einer entzindlichen Veranderung des Gewebes.
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Vor allem dem Wachstumsfaktor PDGF (platelet derived growth factor), der fir glatte
Muskelzellen und kollagene Fasern mitogen und chemotaktisch wirkt, kommt hier eine
entscheidene Rolle zu.

Damit wird das Wachstum von Zellen im Bereich der Intima stimuliert und glatte Mus-
kelzellen werden aus der Media rekrutiert. Alle diese Vorgange fuhren zur Bildung ei-
ner Fibrose-Kappe in den fortgeschrittenen arteriosklerotischen Plaques. Diese Kappe

grenzt das Innere der Plaque gegen die Blutbahn ab.
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1.2 Immunpathogenese der Arteriosklerose

Gesunde Arterie:

LDL diffundiert aus dem Gefalllumen in die Intima, wo es an Matrixproteine gebun-

den wird. Einige Partikel werden dort modifiziert.

. ,Fatty streak:

Modifiziertes LDL aktiviert Endothelzellen, um Adhasionsmolekiile und Chemokine
zu exprimieren. Leukozyten bleiben an den Endothelzellen haften und wandern in
die Intima. Differenzierte Makrophagen und glatte GefaRmuskelzellen phagozytieren
oxLDL, akkumulieren intrazellular Cholesterin und aktivieren T-Zellen zur Sekretion

von Zytokinen und Chemokinen.

Beginnende arteriosklerotische Lasion:
Zytokin/Chemokin-aktivierte glatte Muskelzellen wandern in die Intima ein. Es
kommt zur weiteren Akkumulation aus dem Blut stammender Zellen und Beginn der

Inflammation.

IV.Fortgeschrittene arteriosklerotische Plaque:

Unter einer hauptsachlich aus intimalen glatten Muskelzellen bestehenden Fibrin-

kappe finden sich nekrotisch-calcifizierende Anteile mit Fettanteilen.

. Komplizierte Lasion:

Durch die von Makrophagen, Mastzellen und glatten Muskelzellen produzierten Pro-
teasen wird die extrazelluldre Matrix instabil und fuhrt zur Verletzung der Endothel-
zellen. Dadurch bekommt die extrazelluldre Matrix Kontakt mit dem Gefalllumen,
was unverzuglich zu einer Aktivierung des Gerinnungssystems fuhrt, und zwar mit

der Bildung von Thromben.
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Der Trigger fir ein Aufbrechen der Plaque ist bis heute nicht wirklich bekannt. Haufig
findet man jedoch eine Akkumulation aktivierter Makrophagen, T-Zellen und Mastzellen
in der Nahe der Plaqueruptur. Dies unterstitzt die Annahme, das eine chronische Ent-
zlndungsreaktion zur Instabilitdt der Plaque fuhrt. Aktivierte T-Zellen fihren zur Sekre-
tion von Kollagenasen, Elastasen und anderen proteolytischen Enzymen, die zur Ab-
tragung der Fibrinkappe der Plaque fuhren. Die aktivierten T-Zellen fihren weiter zu
einer Induktion von Apoptose in den glatten Muskelzellen. Ergebnis sind die instabilen

Plaques, die leicht rupturieren kdnnen.

Rolle des thrombozytidren Gerinnungssystems

Desweiteren entsteht an der luminalen Seite arteriosklerotischer Lasionen vermehrt
Thrombin, was Aktivierung und Aggregation von Thrombozyten sowie Fibrinprazipation
bewirkt. Darlber hinaus hat Thrombin auch eine stark mitogen, proliferationsférdernde
Wirkung auf glatte Muskelzellen der Media, die zu einer weiteren Progression des Ge-
schehens fuhrt. Auch eine Beteiligung des humoralen Immunsystems konnte bei der
Pathogenese der Arteriosklerose mittels Nachweis von Autoantikdrpern gegen oxidier-
tes LDL [32] und gegen das Stressprotein HSP 65 [33] gezeigt werden. Anhand von
immunzytochemischen Untersuchungen von rupturierten Plaques konnte ein Zellin-

filtrat wie bei einer akuten Entziindungsreaktion nachgewiesen werden [34].

Die systemische inflammatorische Antwort

Neben dieser lokalen Entziindungsreaktion ist die Arteriosklerose jedoch ebenfalls wie
oben beschrieben durch eine systemische inflammatorische Antwort charakterisiert.
Durch eine Reihe bereits identifizierter proinflammatorischer Stimuli (siehe Tab.1), wie
zum Beispiel die oben genannten Risikofaktoren Rauchen, Ubergewicht, Typ-2-
Diabetes, aber auch andere bislang nicht identifizierte Faktoren, kommt es zur Bildung
von primaren proinflammatorischen Zytokinen wie IL-1 und TNF-a (Tumor-Nekrose-
Faktor). Uber die Stimulation von Botenzytokinen wie z.B. IL-6 wird die Akute-Phase-
Reaktion in der Leber induziert. Gleichzeitig werden Adhasionsmolekile, Hitze-Schock-
Proteine und andere Mediatoren aus Endothel- und anderen Zellen freigesetzt. Diese
systemische Entziindungsreaktion ist im Blut durch eine Leukozytose, eine erhdhte
Blutkérperchen-Senkungs-Reaktion und durch erhéhte Werte des C-reaktiven Proteins
gekennzeichnet. In einer Vielzahl von Studien konnte gezeigt werden, dass ein starker
Zusammenhang zwischen systemisch messbaren Inflammationsmarkern und konseku-

tiven kardiovaskularen Endpunkten besteht.
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Die ,physician’s health study” [35] lieferte die ersten Hinweise auf einen Zusammen-
hang zwischen inflammatorischer Aktivierung und Progredienz der Arteriosklerose. In
dieser groften Primarpraventionsstudie wiesen die Patientengruppen mit den hochsten
Werten fur CRP als Zeichen einer systemischen Mikroinflammation den ungunstigsten
Verlauf hinsichtlich kardiovaskularer Ereignisse auf. Darlber hinaus konnte gezeigt
werden, dass Patienten mit erhéhtem CRP von der Einnahme mit Acethylsalicylsaure
(ASS) profitierten, wahrend dies bei denen mit niedrigem CRP nicht der Fall war. Die
systemische Inflammation beim Dialysepatienten ist dramatisch ausgepragter als bei
den nierengesunden Probanden der ,physician’s health study®. Auch fir dieses Kollek-
tiv ist die Assoziation zwischen Inflammation und kardiovaskularen Ereignissen inzwi-
schen gut belegt. So ist ein zufallig und einmalig bestimmter CRP-Wert bei einem Dia-
lysepatienten ohne Infektkomplikationen pradiktiv fur sein Risiko, ein kardiovaskulares
Ereignis zu erleiden [36]. In weiteren Studien konnte gezeigt werden, dass es durch
Behandlung mit Statinen zu einer Abnahme der CRP-Konzentration um 15-25 %
kommt und so bei den Patienten in der primaren und sekundaren Pravention das Risi-
ko fur kardiovaskulare Ereignisse um bis zu 20-40 % gesenkt werden konnte [37].

Aber auch bei der Hohe der Leukozytenzahl konnte ein Zusammenhang zwischen in-
flammatorischer Aktivierung und Progredienz der Arteriosklerose gesehen werden. So
korreliert das Reinfarkt-Risiko mit der Leukozytenzahl [38] und die Mortalitat in den
ersten 2 Monaten nach Infarkt ist vierfach erhdht, wenn die Leukozytenzahl 15000/pl
Ubersteigt [39].

Somit scheinen entziindliche Prozesse bei der Pathogenese der Arteriosklerose eine
wesentliche Rolle zu spielen. Desweiteren wird als eine entzindliche Ursache fur die
Entwicklung der Arteriosklerose auch Infektionen mit Chlamydien, CMV- und Herpes-
Viren diskutiert [40,41].

1.2.3 Immunitat der Arteriosklerose

Schliisselrolle des oxidierten LDL

Die Schilisselrolle in der Pathogenese der Arteriosklerose spielt nach den neuesten
Erkenntnissen das modifizierte LDL als Antigen fir die adaptive Immunitat.

Die adaptive Immunabwehr wird unter anderem durch zwei Arten von Lymphozyten
gewahrleistet, den T-Lymphozyten und B-Lymphozyten. Sie stellen wesentliche Kom-

ponenten der zellularen bzw. humoralen Immunitat dar.
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Man spricht in diesem Zusammenhang von der Dichotomie der Lymphozyten. Alle
Entwicklungsstadien der arteriosklerotischen Plaques sind durch eine Ansammlung
von immunkompetenten Zellen, d.h. Monozyten und Lymphozyten gekennzeichnet
[26], [42] . Immunchemisch konnte gezeigt werden, dass es bereits vor der Bildung der
Lipidplaques zu einer Ansammlung von Blutmonozyten in der Gefaflintima kommt [43].
Diese vermehrte Adharenz von Monozyten an das Endothel wird unter anderem durch
erhdhte LDL-Plasmaspiegel induziert, da oxidiertes LDL gemaly der ,response-to-
injury“-Hypothese zu einer pro-inflammatorischen Veranderung des GefalRendothels
fuhrt [26]. Oxidiertes LDL wirkt chemotaktisch auf Monozyten, die durch die Aufnahme
von oxLDL zu Schaumzellen werden [26,43]. In der Plaque kommt es zur Sekretion
verschiedener Wachstumsfaktoren wie PDGF und TGF-f3 und Zytokine wie IL-1, IL-6
und IL-8 sowie die Expression von Adhasionsmolekilen im Sinne einer entziindlichen
Veranderung des Gewebes. Anhand von immunzytochemischen Untersuchungen von
rupturierten Plaques konnte ein Zellinfiltrat wie bei einer Entziindungsreaktion nachge-

wiesen werden.

Seitdem die Schlisselrolle des oxLDL in der Pathogenese der Arteriosklerose bekannt
ist, untersuchten einige Studien die B-Zell-immunreaktion auf oxLDL. Erhéhte Antikor-
pertiter gegen oxLDL wurden bei Menschen und im Tiermodell mit ausgedehnter Arte-
riosklerose gefunden [44-46]. Das Vorhandensein von T-Zellen in einer arterioskleroti-
schen Plaque und der Nachweis von einem Immunglobulin-Klassenwechsel naturlich
vorkommenden anti-oxidierten LDL-Antikdrpern deutet auf die Rolle der antigen-
spezifischen T-Zellen wahrend der Arteriogenese hin [47,48]. Deshalb testete man
oxidiertes LDL als Antigen fur T-Zellen. T-Zellklone aus humanen arteriosklerotischen

Lasionen lieflen sich mit oxLDL aktivieren, nicht jedoch mit nativem LDL [49].

Adhasionsmolekiile (Extravasation)

Die Aktivierung von Monozyten fuhrt zu Heraufregulierung von Rezeptoren auf deren
Oberflache. Dazu gehéren muzin-ahnliche Molekule, welche Selektine bilden, Integri-
ne, welche Adhasionsmolekiile der Immunglobulin Superfamilie binden und Rezepto-
ren, welche chemotaktische Molekile binden.

Zu den Integrinen gehdren die CD 11b-Rezeptoren, welche wahrscheinlich fir die Ad-
hasion verantwortlich sind und vor allem auf aktivierten Monozyten/Makrophagen er-

scheinen.
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Inzwischen wurden zahlreiche Zelloberflachen-Glykoproteine an Leukozyten und Endo-
thelzellen identifiziert. Diese Molekuile schlieen eine Klasse von Adhasionsfaktoren,
die sogenannten Selektine (E-, L-, und P-Selektinen) ein, welche die Monozyten stimu-
lieren und sich an das Endothel legen, um dort einen Leukozytenwall zu bilden. Sie
wirken zusammen mit der Immunglobulinfamilie der Zelladhasionsmolekile, welche
VCAM-1 (vascular cell adhesion molecule) und ICAM-1 angehdren, und zum Anhaften

und Ausbreitung der Monozyten fuhren.

Endothel-Monozyteninteraktion

Generell werden drei Schritte der Monozytenadharenz an das Endothel unterschieden:
Erstens die ,rolling phase® Phase, welche durch Selektine vermittelt wird und aus einer
verlangsamten Bewegung der Leukozyten an der Oberflache des Endothels besteht
[50,51]. Die anschlieBende sichere Adharenz erfolgt mittels Vermittlung der b2-
Integrine wie z.B. ICAM-1. Diese Bindung erfordert die Aktivierung der Integrine durch
Exposition der Neutrophilen gegentber Aktivatormolekilen wie IL-8 oder PAF (platelet
aggregating factor). Letztendlich erfolgt die Transmigration durch das Endothel, getrig-
gert durch einen Gradienten chemotaktischer Faktoren. Ox LDL kann einer dieser
chemotaktischen Faktoren sein. Die Adhdrenz von Monozyten an das arterielle Endo-
thelium in Arealen mit niedriger Scherkraft war eine der ersten Veranderungen, die
nach Cholesterolfitterung von Versuchstieren nachzuweisen war [52].

Eine der spektakularsten Effekte der Hypoxie auf Endothelzellen ist die Zunahme der
Adhasivitat fur Neutrophile. Mehrere Autoren berichten auch, dass die Hypoxie per se
zu einer Zunahme der Expression von CD18/CD11b auf der Oberflache mononuklearer
Zellen fuhrt und damit eine verstarkte Adhdsion an Endothelzellen verursacht.

Durch Interaktion der immunkompetenten Blutzellen mit dem lokal aktivierten Endothel
wird der Austritt der Lymphozyten aus dem Blutgefall an den Entzindungsort (Extra-
vasion) geregelt. Ein Verlust anti-adhasiver Eigenschaften des Gefallendothels wird
nach heutiger Auffassung als ein zentrales Ereignis in der Frihphase der Arterioskle-
rose angesehen. Dadurch bedingt kommt es zu einer verstarkten Interaktion zirkulie-
render Monozyten mit dem Endothel; ihre Adhasion und Aktivierung fihren schlief3lich
zur Extravasation dieser Zellen. Diese gestoérte Monozyten-Rekrutierung wird sowohl
auf die verstarkte Freisetzung von Chemokinen wie MCP-1 aus dem Endothel als auch
auf die verstarkte Expression Monozyten-spezifischer Adhasionsmolekiile (ICAM-1,

VCAM-1, Selektine) an der luminalen Endothelzelloberflache zuriickgefihrt.
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Monozyten / Makrophagen

Die mogliche Rolle zirkulierender Monozyten in der Pathologie der Arteriosklerose ist
von grossem Interesse. Die ubiquitéar vorkommenden Monozyten, Vorstufen der Ge-
websmakrophagen, sind an jeder Phase der Atherogenese beteiligt [26]. Die aus den
Monozyten gebildeten Makrophagen sind Antigen-prasentierende Zellen, sezernieren
Zytokine, Chemokine, Wachstum-regulierende Molekiile, Metallproteinasen, andere
hydrolytische Enzyme und kénnen phagozytieren. Allgemein wird davon ausgegangen,
dass primar die Sekretion von Endothelzellfaktoren zur Monozytenaktivierung fuhrt
[53]. Die Akkumulation der Makrophagen ist ein deutliches Kennzeichen des Frihsta-
diums der Arteriosklerose beim Menschen [54]. Aus dem Blut stammende Monozyten
differenzieren -gesteuert durch den Makrophagen-stimulierenden-Faktor (M-CSF)- zu
Gewebsmakrophagen. Die Rolle des M-CSF in der Entwicklung der Arteriosklerose
wurde im Tierexperiment getestet, und zwar bei Tieren denen M-CSF fehlt. Trotz der
fehlenden Makrophagenfunktion und cholesterinreicher Diat entwickelten diese Mause
nur sehr kleine arteriosklerotische Lasionen.

Aktivierte Makrophagen exprimieren Klasse |l-Histokompatibilitdts-Antigene -wie HLA-
DR- mit der Aufgabe, Antigene den T-Lymphozyten zu prasentieren. Folglich erklart
dies die Anwesenheit der CD4- und CD8-Zellen in jedem Stadium der entstandenen
Lasion, da es sich um eine zellulare Reaktion des Immunsystem handelt. T-Zell-
Aktivierung (durch Antigenbindung und Prasentation) flhrt zur Sekretion von Zytokinen
(IFN-g, TNF-a) die diese Entziindungsreaktion verstarken. Glatte Muskelzellen aus der
Lasion besitzen auch Klasse-llI-HLA-Molekile an ihrer Oberflache (vermutlich durch
IFN-g induziert), mit denen sie genauso den T-Zellen Antigene prasentieren konnen.
Ein von Makrophagen produziertes Antigen konnte das oxidierte LDL sein. Der CD40-
Ligand, ein weiteres immunregulatorisches Molekil, kann von Makrophagen, T-Zellen,
Endothelzellen und glatten Muskelzellen aus der Lasion exprimiert werden. Gleichzeitig
sind die Zellen auch Besitzer des CD40-Rezeptors. Beide, Ligand und Rezeptor, sind
vermehrt in arteriosklerotischen Lasionen anzutreffen, was ein weiterer Beweis flr im-

munologische Aktivitat in solchen Bereichen ist.

T-Lymphozyten und Zytokine

T-Zellen spielen flr die Immunregulation der Artherogenese eine entscheidende Rolle.
Man findet sie in menschlichen arteriosklerotischen Lasionen sowie in Lasionen der
ApoE-Mause [55]. In frihen arteriosklerotischen Lasionen dominieren CD8+ T-Zellen,

wobei aktivierte CD4+ Gedachtniszellen vor allem in fortgeschrittenen Lasionen gefun-
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den wurden [56]. Reife T-Lymphozyten lassen sich in 2 Phanotypen unterteilen: CD4+
T-Zellen erkennen Antigene, die auf MHC-Klasse-Il prasentiert werden. Sie wurden
friher als T-Helferzellen bezeichnet. Sie differenzieren sich zu TH1- oder TH2-Zellen
und vermitteln so eine zellvermittelte (TH1) oder eine humorale (TH2) Immunreaktion.
CD8+ T-Zellen (fruher als Killerzellen bezeichnet) kdbnnen nach erfolgter Aktivierung
Zellen angreifen, welche das spezifische Antigen auf MHC-Klasse-| prasentieren. Sie
sind Hauptquelle fir die Zytokine.

Zytokine sind Glykoproteine von 8-80 kDa Grofde, die eine regulierende Wirkung in der
Kontrolle des Wachstums von Zellen haben. Als Botenstoffe sind sie insbesondere bei
der Blutbildung und bei der Aktivierung und Steuerung des Abwehrsystems von Bedeu-
tung. Sie werden entweder sezerniert oder an der Zelloberflache exprimiert und binden
an fur sie spezifische Rezeptoren auf den Zielzellen. Die Zielzelle kann dabei entweder
die sezernierende Zelle selbst (autokrine Wirkung der Zytokine) oder eine benachbarte
oder sogar weit entfernte Zelle sein (parakrine bzw. endokrine Wirkung) [57]. Die Wir-
kung der Zytokine auf ihre Zielzelle ist in erster Linie von ihrer Umgebung bestimmt, in
welcher sie wirken; so kdnnen verschiedenen Zytokine auf die selbe Zelle einen inhibi-
torischen, synergistischen oder additiven Effekt haben. Letztlich resultiert aus der Viel-
zahl von Informationen und Einflissen eine sehr prazise Antwort des Organismus auf
einen Reiz. In der Arteriosklerose spielen Zytokine eine wichtige Rolle bei der Regula-
tion von postischamischen Entziindungen. Sowohl die Zellen der GefalRwand, d.h. En-
dothelzellen und glatte Muskelzellen, als auch Leukozyten sind in der Lage, verschie-
den Mediatoren der Entziindungsantwort zu synthetisieren und damit die zellulare Re-
aktion zu regulieren.

Das Korrelat einer erfolgten T-Zell-Aktivierung in vivo ist die Synthese von IL-2 und
anderen Zytokinen. Dadurch wird die T-Zelle zur Proliferation und Differenzierung zu
einer Effektorzelle angeregt. CD4+ Zellen werden nach ihrer charakteristischen Zyto-
kinproduktion eingeteilt und erstmals 1986 anhand ihrer unterschiedlichen Zytokin-
sekretionsmuster im Mausmodell beschrieben [58]. Auf den Menschen (bertragen
wurde dieses Konzept bei bestimmten Krankheiten beschrieben, wie z.B. bei viralen
Infektionen oder Infektionen mit Helminthen und Allergien [59].

Die beim Menschen identifizierten TH-1 Zellen produzieren u.a. IFN-y, TNF-a,3, IL-2
und IL-6. Sie sind flir die Immunantwort vom verspateten Typ verantwortlich. TH-2 Zel-
len produzieren IL-4, IL-5, IL-13 und TGF-3. Sie sind an der Interaktion von T- und B-

Zellen und der damit verbundenen Antikorperproduktion beteiligt [59-62]. Dabei vermag
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insbesondere IL-10 TH-1 Zytokine zu supprimieren und damit die TH-1 Antwort zu
drosseln [63].

Je nach Differenzierung der CD4+ Zelle in TH1 oder TH2 kann die Immunantwort in die
eine oder die andere Richtung gelenkt werden [64]. Eine selektive Aktivierung inflam-
matorischer TH-1 Zellen fihrt so zu einer zellvermittelten Immunreaktion. Die Aktivie-

rung von TH-2 Zellen zieht eine humorale Immunantwort nach sich.

B-Zellen

Die Aufgabe der B-Zellen in der Arteriosklerose unterscheidet sich von der Wirkweise
der Makrophagen und T-Zellen. An zwei Tiermodellen gelang der Nachweis von B-
Zellen in der intimalen Arteriosklerose sowie in der Adventitia [65]. In menschlichen
intimalen Lasionen wurden dagegen noch keine B-Zellen gefunden. Trotzdem zeigen
sich hohe Antikérpertiter arterioskleroseassoziierter Antigene bei Menschen mit fortge-
schrittenen arteriosklerotischen Lasionen. Vielleicht haben die B-Zellen eine ,remote-

control“-Funktion in der Entstehung der Arteriosklerose.

Zusammenfassend lasst sich somit die Arteriosklerose als chronisch inflammatorisch-
fibroproliferative Erkrankung der GefalRwand charakterisieren. Als Antwort auf unter-
schiedliche Ursachen einer Endothelschadigung adharieren zirkulierende Monozyten
und T-Lymphozyten an das Endothel und wandern in die GefaRintima. Die Kolokalisa-
tion von CD4+ T-Zellen und Makrophagen in der Lasion, die zahlreiche Expression von
HLA-Klasse-lI-Molekilen und des ko-stimalatorischen Molekils CD40 mit seinen Li-
ganden weisen darauf hin, dass neben einer unspezifischen Inflammation auch eine
spezifisch zellvermittelte Immunantwort einen Beitrag zur Atherogenese leistet. Neben
dem lokal inflammatorischen Prozess in der GefalBwand sind auch systemische Zei-
chen einer entziindlichen Reaktion mit der Entwicklung der Arteriosklerose verbunden.
Hier stellt sich die Frage, woher die systemischen Zeichen der Inflammation kommen,
denn bis heute ist weder der Beweis, dass die Leber, noch dass die Leukozythen an

diesen systemischen Zeichen beteiligt sind, bewiesen.
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1.3 Progression der Arteriosklerose bei Dialyse

Die chronische Niereninsuffizienz stellt heute nur noch in Ausnahmefallen eine Todes-
ursache dar. Durch verschiedene Formen der Nierenersatztherapie lasst sich eine Le-
bensverlangerung fir die Patienten erreichen, nicht jedoch eine altersentsprechend
normale Lebenserwartung. Vielfaltige Komplikationen der terminalen Niereninsuffizienz
fuhren zu einer erheblichen Morbiditat und Mortalitat. Etwa die Halfte der interkurrenten
Komplikationen beruht auf Manifestation einer generalisierten und rasch verlaufenen
Arteriosklerose [66].

Kardiovaskulare Risikofaktoren, wie wir sie fur die Allgemeinbevdlkerung kennen, wir-
ken sich naturlich auch beim Nierenkranken aus, reichen jedoch zur Erklarung dieser
hohen Morbiditat nicht aus [67]. In den letzten Jahren sind nun zunehmend die oben
beschriebenen inflammatorischen Ereignisse in der Pathogenese der Arteriosklerose
bei dialysepflichtigen Patienten entdeckt worden, die uns heute eine Neuinterpretation
des kardiovaskularen Geschehens beim niereninsuffizienten Patienten erlauben [68].
Die Entstehung dieser chronischen systemischen Aktivierung proinflammatoischer Me-
diatoren beim Dialysepatienten ist bis heute nicht ausreichend gut verstanden worden.
Wesentliche pathogenetische Faktoren sind die Retention immunologisch aktiver Pro-
teine durch Verlust der physiologichen renal-tubularen Metabolisierung, die Aktivierung
von Komplement und Monozyten an der Dialysemembran [69] sowie die Einschwem-
mung von Endotoxinen und Bakterienbestandteilen im Rahmen von regelmaRigen Ge-
fakpunktionen sowie Uber die Dialysemembran aus bakteriell kontaminiertem Dialysat
[70].

Es stellt sich daher die Frage, inwieweit der wiederholte Kontakt von Blutkomponenten
mit klinstlichen bzw. synthetischen Polymeroberflachen tber lange Behandlungsperio-
den im extrakorporalen Kreislauf und/oder andere technische Faktoren des Dialysever-
fahrens zu einer chronischen Induktion von proinflammatorischen Signalen beitragen

kénnen oder mdglicherweise sogar von kritischer Bedeutung dafir sind.

1.3.1 Aktivierungsmechanismen bei Kontakt von Blutkomponenten mit kiinstli-

chen Oberflachen bzw. Dialysemembranen
a) Komplementabhangige Induktion von Zytokinen

Beim Kontakt von Blut mit verschiedenen Dialysemembranen wird Uber einen moleku-

laren Mechanismus die Komplementkaskade aktiviert.
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Die Dialysemembranen aktivieren das Komplementsystem in unterschiedlichem Aus-
malf in Abhangigkeit der Polymereigenschaften bzw. —zusammensetzung. Die Freiset-
zung verschiedener Mediatoren wie C3a, C5a bzw. C5b-9/TCC fuhrt zur Stimulierung
von Zellen und zur Freisetzung verschiedener Zytokine wie z.B. Interleukin 1 und TNF
[71].

In Tab. 2 sind die wesentlichen Aktivitdten und Funktionen der Komplement-

Komponenten C3 und C5 sowie der terminalen Kaskade (TCC) zusammengefasst.

Tab. 2: Wichtige biologische Funktionen und Reaktivitdten von Komplementak-

tivierungskomponenten.

Komponente Funktion und Reaktivitat

C3 C3a Freisetzung vasoaktiver Substanzen
Kontraktion glatter Muskulatur

Freisetzung von IL-10
C3b Steigerung der Phagozytosegeschwindigkeit durch
Opsonierung

Steigerung der Sekretion von Lymphokinen

Cad B-Zellen Proliferation

C5 Cba Kontraktion glatter Muskulatur

Freisetzung vasoaktiver Substanzen (z.B. Histamin)
Aktivierung von Granulozyten
Thrombozytenaggregation

Stimulierung der Transkription von Zytokinen (IL-1, TNF)

Cbb Obsonierung

TCC Lyse von Bakterien und Fremdzellen
Lyse von Erythrozyten
Aktivierung von Thrombozyten

Aktivierung von nuklearen Zellen

Freisetzung von Zytokinen (IL-1, TNF)
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Das Ausmal der Komplementaktivierung ist vom Dialysematerial abhangig. Nicht mo-
difizierte Cellulosemembranen bewirken die starkste Komplementaktivierung. Durch
Modifikation von regenerierter Cellulose, z.B. durch Substitutionen von OH-Gruppen
mit Diathylaminoathyl-Gruppen (Hemophan) kann die Komplementaktivierung ent-
scheidend reduziert werden. Synthetische Membranmaterialien wie PMMA oder EVAL
werden als mittlere Komplementaktivatoren eingestuft. Syntetische Membranen auf der
Basis von Polyamid, Polyacrylnitril oder Polysulfon zeigen eine sehr geringe Aktivie-
rung des Komplementsystems. Schindler et al. [72] konnten bei der Dialyse durch Ver-
gleich von C5a-Werten in Plasma mit der Induktion der mRNA in Leukozyten fur IL-1
nachweisen, dass Komplementprodukte die Zytokin-Transkription entsprechend der
primar induzierten Komplementaktivierung an der Dialysemembran bewirken. Von Inte-
resse ist in diesem Zusammenhang auch, dass das Komplementsystem von Dialyse-
patienten aufgrund der 10-fachen Erhéhung des Faktor D Plasmaspiegels besonders
schnell und effektiv aktiviert werden kann. Faktor D ist die entscheidende Protease, die
die Spaltung von C3 beschleunigt [73]. Zusammenfassend lasst sich sagen, dass das
Komplementsystem als Effektormechanismus des Immunsystems das von einer kiinst-
lichen Oberflache ausgehende Aktivierungssignal fir die Induktion der Zytokinsynthese

vermittelt.

b) Aktivierung von mononuklearen Zellen durch absorbierte Proteine

Die Wechselwirkung von peripheren Blutzellen mit Dialysemembranen bewirkt die In-
duktion verschiedener Aktivierungssignale in Monozyten und Lymphozyten: Anstieg
des intrazelluldren Kalziums, Anstieg des Umsatzes von Phospholipiden in der Zell-
membran sowie die Freisetzung von Zytokinen wie IL-1 und TNF-a [74]. Jahn et al. [75]
konnten zeigen, dass die Interaktion von Lymphozyten mit Membranen aus regenerier-
ter Zellulose zur Stimulation der p2-Mikroglobulin-Synthese auch unter komplement-
freien Bedingungen fuhrt. Die Aktivierung von Zellen an zellulosischen Membranen
erfolgt Uber einen L-Fucose spezifischen Mechanismus. Nachfolgend haben dann
Meil3ner et al. [76] zeigen kdnnen, dass dieser Aktivierungsmechanismus auf Grund
von L-Fucose-Resten in regenerierter Cellulose induziert wird. In einer weiteren Arbeit
[74] wurde dann der Vergleich von Membranen aus regenerierter Cellulose mit Memb-
ranen aus verschiedenen synthetischen Materialien wie Polyacrylnitril und Polycarbo-
nat-Polyather untersucht und hinsichtlich der Freisetzung von Zytokinen mit dem Aus-
malf der Zelladhasion korreliert. In Abhangigkeit der Oberflachenstruktur kann die Zy-

tokinsynthese bei der Interaktion von peripheren mononuklearen Zellen erfolgen.
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Es wurde in dieser Arbeit die Freisetzung von IL-1 bei Kontakt von isolierten mono-
nuklearen Zellen mit regenerierter Zellulose und verschiedenen synthetischen Materia-
lien verglichen. Auch hier ist die Freisetzung von Zytokinen an synthetischen (Polycar-
bonat-Polyather) Membranen reduziert. Die Optimierung hydrophielen- hydrophoben
Mikrodomanen in diesen synthetischen Dialysemembranen bewirkt eine Limitierung
der Interaktion mit Plasmaproteinen und Zellen.

Dass neben einer unspezifischen Aktivierung auch eine Funktionsstérung im Sinne
einer Suppression von peripheren Blutzellen im Kontakt mit Dialysemembranen auftre-
ten kann, wurde von Kay et al. [77] gezeigt, die nach Inkubation von NK-Zellen mit re-
generierter Zellulose eine Reduktion der NK-Zell-Aktivitdt nachweisen konnten. Dage-
gen konnte die NK-Zellaktivitat im Kontakt mit syntethischen Oberflachen nahezu voll-

stéandig konserviert werden [78].

c) Aktivierung von mononuklearen Zellen durch absorbierte Proteine

Wahrend des Kontaktes von Blutkomponenten mit Oberflachen wird aus physikalisch-
chemischen Griinden zunachst die unspezifische Absorption von Proteinen an der
kiinstlichen Oberflache beobachtet [79]. Ublicherweise handelt es sich dabei um ioni-
sche oder hydrophobe Wechselwirkungen. Die Absorption von Proteinen ist mit Dena-
turierung und somit mit einer strukturellen Veranderung des Proteinmolekils verbun-
den. Proteine tragen haufig Peptidmotive, die durch spezifische Rezeptoren auf mono-
nuklearen Zellen erkannt werden konnen, z.B. existiert ein spezifischer Rezeptor flr
C3b, so dass neben einer Komplementaktivierung und Freisetzung von C3a, C5a oder
TCC auch eine Ligand/Rezeptor-Interaktion mit mononuklearen Zellen und Granulozy-
ten an der Oberflache erfolgen kann.

Kontakt mit Oberflachen stimuliert auch die Gerinnungskaskade und die Ablagerung
von Fibrinogen, Fibrin und Thrombin an kinstlichen Oberflachen. Diese Proteine ent-
halten spezifische Motive, die zur Adhasion von Thrombozyten fihren kénnen. In nach-
folgenden Schritten werden dann auch mononukledre Zellen und Granulozyten an
oberflachennahe Areale fixiert. Diese Interaktion von mononukledren Zellen mit ober-
flachengebundenen Liganden ist Ublicherweise mit der Induktion von Aktivierungssig-
nalen verbunden: Anstieg des intrazellularen Kalziums, Freisetzung von Elastase, Frei-
setzung von Zytokinen etc.

Der Zusammenhang zwischen Proteinabsorption, Zelladhasion und Aktivierung wurde

von Anderson et al. [80] fur verschiedene polymere Oberflachen beschrieben.

- 27 —



1 Einleitung
1.3 Progression der Arteriosklerose bei Dialyse

In Abhangigkeit von vorangehender Proteinabsorption wird die Freisetzung von IL-1,
IL-6 und TNF-a stimuliert.

In diesem Zusammenhang ist auch die Bildung von oxidierten bzw. denaturierten Pro-
teinschichten auf Dialysemembranen infolge der Anwendungen von Wiederverwen-
dungs-Verfahren (reuse) zu nennen, fir die in vitro- vermutlich Uber einen Rezeptor-
vermittelten Mechanismus- eine Freisetzung von Zytokinen nachgewiesen werden
konnte [81,82].

d) Zytokin-Induktion durch Kontamination des Dialysewassers

Stoffwechselprodukte aus der Zellwand von Bakterien sind starke Aktivatoren von mo-
nonuklearen Zellen. In der Zellkultur werden haufig Lipopolysaccharid-Praparationen
verwendet, um die Zytokin-Induktion von Monozyten oder peripheren mononuklearen
Zellen zu stimulieren. In einem Versuch konnte gezeigt werden, dass die Menge von
Endotoxinen in humanem Vollblut die Freisetzung von IL-1 beeinflusst. Je héher die
Menge an Endotoxin, desto héher war der IL-1 Spiegel. Die Bedeutung von Endotoxi-
nen aus Dialysewasser wurde erstmals von Henderson et al. [83] in der IL-1-
Hypothese formuliert. Heute weil3 man, dass ultrafiltrierte Dialysatldsungen eine Viel-

zahl von Dialysekomplikationen reduzieren bzw. verhindern kénnen [84,85].

e) Synergistische Mechanismen zur Induktion von Zytokinen beim Kontakt mit
kiinstlichen Oberflachen
In ihrer physiologischen und funktionellen Bedeutung sind Zytokine nicht als isolierte
Wirksubstanzen zu verstehen. Durch Wirkung von ko-stimulatorischen Faktoren wird
entweder die Freisetzung oder eine entsprechende Rezeptorexpression moduliert. Bei
der Freisetzung von Zytokinen sind LPS bzw. Endotoxine aus dem Stoffwechsel von
Bakterienzellwdnden besonders aktiv. Arend et al. [86] konnten zeigen, dass nur in
Gegenwart von Endotoxinen durch die Wirkung von C5a Interleukine freigesetzt wer-
den kdnnen. Diesen Sachverhalt untersuchten Schindler et al. [72] weiterfiihrend flr
die Situation der Dialyse. Dabei wurde gefunden, dass Uber das Komplementsystem
zwar die Transkription von IL-1 und TNF-a induziert wird, dass jedoch die Synthese
von Zytokinen durch LPS induziert werden muss. Dieser Sachverhalt hat besonders
Bedeutung bei der Hamodialyse mit nicht-modifizierten zellulosischen Membranen, die
einerseits permeabel fir Endotoxine sind und andererseits in groRem Ausmal das

Komplementsystem aktivieren [87].
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Fir die vollstandige Auspragung von entzindlichen Reaktionen z.B. im Gefalsystem
sind neben dieser proinflammatorischen Induktion von Zytokinen auch Gerinnungsvor-
gange wie Fibrin-Netzbildung oder Thrombozytenaggregation und —adhasion von Be-
deutung, da an kinstlichen Oberflachen grundsatzlich die Gerinnungskaskade aktiviert
wird. Diese Vorgange bieten die Mdglichkeit der spezifischen Interaktion mit Thrombo-
zyten, die nachfolgend Aggregate mit immunkompetenten Zellen bilden kénnen. Daher
muss auch die Gerinnungsaktivitdt als ko-stimulatorisches Ereignis bei der Zytokin-

Induktion Berucksichtigung finden.

1.3.2 Das immunologische Paradoxon der Uramie

In der Bewertung der Funktionen des Immunsystems bei Uramie bzw. bei terminalem
Nierenversagen unter extrakorporaler Therapie ist man mit der paradoxen Situation
einer ausgepragten Immunmodulation konfrontiert. Auf der einen Seite ist klar, dal3 die
spezifische Immunantwort durch Monozytendefekt [88] und uramische Faktoren einge-
schrankt ist. Durch die Anreicherung von inhibitorischen Proteinen oder Spaltprodukten
(z. B. GIP I, GIP II, DIP, Komplementfaktor Ba, etc. ) wird auf der einen Seite eine sig-
nifikante Suppression verschiedener wichtiger immunologischer Zellfunktionen wie
Phagozytose, Degranulation oder Chemotaxis bzw. IgM-Synthese [89-91] beobachtet.
Der Suppression von spezifischen Immunfunktionen steht jedoch bei terminalem Nie-
renversagen unter Dialyse eine Vielzahl von proinflammatorisch wirkenden uramischen
Toxinen gegenuber. Dazu gehoéren z.B. die Wirkung erhdhter Faktor D Konzentratio-
nen auf den Komplementumsatz und die Freisetzung von Zytokinen tber verschiedene
Aktivierungswege wie Komplement und Endotoxintransfer (s.o0.). Ein pro- bzw.
mikroinflammatorischer Zustand ist auch durch erhdhte Konzentrationen von Akut-
Phase-Proteinen wie CRP, Fibrinogen und Serum Amyloid A deutlich nachweisbar
[92].

Girndt et al. [93] haben das Sekretionsmuster von Zytokinen aus Monozyten urami-
scher und gesunder Patienten detailliert analysiert. Wahrend die Messungen im Plas-
ma keine relevanten Schllsse zulassen, ist die Messung von verschiedenen Zytokinen
im Zellkulturiberstand von unterschiedlich stimulierten peripheren mononuklearen Zel-
len aus urdmischem Blut aussagekraftiger. Durch Messung von IL-1, TNF-a, IL-6 und
IL-10 im Uberstand wurden deutliche Unterschiede zwischen gesunden Kontrollen und

immunkompetenten Dialysepatienten sowie sogenannten Non-Respondern gefunden.
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Es erscheint heute naheliegend - wenn auch bezlglich zugrundeliegender pathophysi-
ologischer Mechanismen noch spekulativ - dal} Eigenschaften von Dialysemembranen
-insbesondere in der uramischen Situation- einen proatherogenen Effekt austiben kon-
nen. Es kann heute gezeigt werden, dal® bei der Dialyse -in Abhangigkeit der Eigen-
schaften der eingesetzten Membran- biologisch relevante Mediatoren und inflammato-
rische Signalketten, die zu Gefallasionen und Sklerose fihren kénnen, offensichtlich

ausreichend aktiviert sind.
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1.4 Einfuhrung in die Real Time PCR

Die Mitte der Achtziger Jahre entwickelte Polymerase Kettenreaktion (PCR) ist eine
schnelle und sehr sensitive Methode in der DNA-Analytik [94]. Es handelt sich dabei
um eine durch spezifische Primer-definierte enzymatische in vitro Replikation, bei der
durch sich wiederholende Zyklen eine annahernd exponentielle Amplikation der
Zielsequenz erreicht wird. Die TagMan PCR ermdglicht die Amplifikation und den
Nachweis des PCR-Produktes simultan in einem Reaktionsgefal3.

Hierflr wird zusatzlich zu dem Primerpaar eine spezielle fluorogene Sonde eingesetzt,
die aus einem Oligonukleotid besteht, dessen 5 —Ende mit einem fluoreszenten
Reporter-Farbstoff (Fluoreszinderivat) markiert ist, wahrend das 3' —Ende einen
Quencher-Farbstoff (Rhodamin-Derivat) tragt und ausserdem mit einem Phosphatrest
blockiert ist.

Wird die intakte Sonde bei einer speziellen Wellenlange (488 nm) zur Fluoreszens
angeregt, so wird die Fluoreszens des Reporter-Farbstoffes aufgrund der raumlichen
Nahe zum Quencher durch einen Fluoreszens-Energietransfer (FET) unterdrickt.
Wahrend der PCR hybridisiert die Sonde mit den Primern zunachst an den Matrizen-
Strang. In der Extensiosphase trifft die Taq Polymerase nun auf diese Sonde und
beginnt sie zu verdrangen. Es entsteht eine Y-formige Sekundarstruktur, wodurch die
5-3’ —Exonuklease Aktivitdt der AmpliTag DNA Polymerase aktiviert und die Sonde
geschnitten wird. Eine freie nicht-hybridisierte Sonde wird hingegen nicht hydrolysiert.
Kommt es jedoch zur Sondenhydrolyse, so wird die rdaumliche Nahe- und damit auch
der FET- zwischen Reporter und Quencher unterbrochen. Entsprechend der
Akkumulation von PCR-Produkten steigt die Fluoreszens des Reporters also mit jedem
PCR-Zyklus an. Das dabei gebildete Signal ist strikt sequenzspezifisch, da nicht
100%ig bindende Sondenmolekule verdrangt werden noch bevor die
Exonukleaseaktivitdt der Taq Polymerase aktiviert wird. Die Veranderung der
Fluoreszenzen der verschiedenen Farbstoffe wird mit Hilfe des ABIPRISM 7700

Sequense Detectors im geschlossenen Reaktionsgefall Zyklus flr Zyklus erfasst.
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Chemische Grundlagen von TagMan PCR Sonden
Wie bereits oben beschrieben, besitzt eine TagMan PCR Sonde die folgenden
Charakteristika:

. 5 —Reporter-Farbstoff
« 3 —Quencher-Farbstoff
« 3’ —OH-blockierendes Phosphat

Der fluoriszierende Reporterfarbstoff ist kovalent an das 5 —Ende der Sonde geknupft.
Standardmassig wird FAM als Reporter eingesetzt. Der Reporterfarbstoff wird jeweils
durch den Quencher-Farbstoff TAMRA gequenched.

TAMRA wird Gber Uber ein Linker-Arm-modifiziertes-Nukleotid (LAN) an das 3’-Ende
der Sonde gebunden.

Schliesslich wird die Sonde noch chemisch phosphoryliert, um eine Extension des 3’-

Endes wahrend der PCR zu vermeiden.

Farbstoff chemische Bezeichnung Typ

Anregung(nm)Emission(nm)

FAM 6-Carboxy-Fluorescein R 488
518
TAMRA 6-C.-tetramethyl-rhodamin Q 488
582
ROX 6-Carboxy-X-rhodamin P 488
602

(R= Reporter, Q= Quencher, P= passiver Referenzfarbstoff)
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1.5 Ziele der Forschungsarbeit

In der klinischen Routine basieren Diagnostik und Risikovorhersage beziglich Inflam-
mation und kardiovaskularem Risiko allein auf der Analyse von Serum-und Plasmapro-
teinen wie z.B. dem CRP oder der Leukozytenzahl. Immunologische Parameter wie
Zytokinbestimmung auf m-RNA Ebene von peripheren Leukozyten oder Serumebene
sind dagegen noch nicht als Routineuntersuchung etabliert. Zytokine kdnnen in den
unterschiedlichsten Geweben vorkommen. Sowohl Endothelzellen als auch Fettzellen
sind in der Lage, Zytokine zu sezernieren. Die Rolle der Leukozyten als Zytokin-
sezernierende Zellen ist dagegen weiter Grundlage der Forschung. Nun wurde vor
einiger Zeit eine neue Technik beschrieben, die die Gentranskription von Zytokinen
durch quantitative Real-time RT-PCR Technik zeigt. Dies erlaubt eine sensitive und
aulert zuverlassige Quantifikation von basaler mRNA-Expression in peripheren Leu-
kozyten [95] und stellt so eine Moglichkeit der Untersuchung der systemischen Zeichen

einer Inflammation dar.

Bis vor kurzem bestand die Schwierigkeit in der Stabilisierung , Isolierung und Aufbe-
wahrung der m-RNA. Aus diesem Grunde benutzten wir ein neues Blutabnahmerdéhr-
chen, mit dessen Substanz eine unmittelbare Stabilisierung der m-RNA nach Blutab-
nahme mdglich war [96]. Mit dieser neuen Methode analysierten wir bei Patienten unter
Hamodialyse die Zytokinexpression auf m-RNA Ebene im Vergleich zur Proteinkon-
zentration im Serum. Da die Erhéhung von Zytokinexpression mit der Art der Dialyse-
membran in Beziehung steht, haben wir uns fur eine unsubstituierte Cellulose-
Membran entschieden, die im Gegensatz zu syntetischen Membranen mit einer ernied-
rigten Zytokinausschuttung assoziiert ist.

Diese Patienten haben wie 0.b. aufgrund von Inflammation und beschleunigter Pro-
gression der Arteriosklerose ein stark erhdhtes Risiko bezuglich kardiovaskularer Mor-
talitat.

Ziel unserer Forschungsarbeit war die Beschreibung der RNA-Zytokinmuster von Pati-
enten vor und wahrend der Dialyse. Desweiteren untersuchten wir, ob die Immunmedi-
atoren auf m-RNA- und Protein-Ebene bei den Patienten ebenfalls vor und wahrend
der Dialyse zu vergleichen sind. AbschlieRend priften wir die Hypothese, ob der Akti-
vitdtszustand von peripheren Leukozyten die erhohte Mortalitat dieser Patienten reflek-

tiert und vorhersagt.
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2.1 Patientenkollektiv

2.1.1 Dialysepatienten

Wir sammelten von allen Patienten (n=69) eines ambulanten Dialysezentrums periphe-
re Blutproben. Wir nahmen jeweils vor und 2 Stunden nach Start der Dialyse das Blut
ab. Bei all diesen dialysepflichtigen Patienten mit terminaler Niereninsuffizienz wurden
unsubstituierte Dialysemembranen (Renak Ra 15- Cuprophan, Renak Ra 12
U-Cuprophan, Fresenius- Kawasumi; Tokyo, Japan) und standardisierte Dialyseflis-
sigkeiten ( Bicarbonat HD, HDF, Fresenius, Bad Homburg, Germany) benutzt.
AnschlieBend wurde das Dialysezentrum nach 3 Jahren wieder aufgesucht und an-
hand der Patientenakten das Auftreten von vaskuldren Ereignissen und eventueller
Mortalitat untersucht. Die initialen immunologischen Befunde wurden dann in Abhan-
gigkeit der Ereignisse stratifiziert und ausgewertet.

Diese Studie wurde nach den Regeln der Erklarung von Helsinki durchgefuhrt und von
der Ethikkommission der Heinrich-Heine-Universitat Disseldorf genehmigt. Von allen
Patienten, die an der Studie teilgenommen haben, liegt eine Einverstandnisserklarung

Vor.

2.1.2 gesundes Kontroll-Kollektiv

(ausgewahliter Bevolkerungsquerschnitt gesunder Pat.)

Aus einem zufallig ausgewahlten Bevdlkerungsquerschnitt gesunder Probanten wur-
den altersgematchte Stichproben ausgewahlt und als ,gesundes Kontrollkollektiv® den
anderen Kollektiven gegenubergestellt.

Dieses angesprochene Kollektiv wurde aus einer epidemiologischen Untersuchung des
Deutschen Diabetes Zentrum unter der Leitung von Prof. Dr. S. Martin gewonnen, die
im Rahmen einer Bevdlkerungs-Querschnittsanalyse zufallige Bevolkerungsstichpro-
ben (Anschreiben an zufallig ausgewahlte Personen aus einem Melderegister) hin-
sichtlich des Vorliegens eines Diabetes mellitus oder einer gestoérten Glukosetoleranz
untersuchte. Dabei wurden durch Fragebogen und Blutentnahmen verschiedene Per-

sonengruppen identifiziert.

—34 -



2 Material und Methode
2.1 Patientenkollektiv

Aus den vorliegenden Proben der Bevdlkerungsgruppe ohne Vorliegen eines Diabetes
mellitus oder einer gestorten Glukosetoleranz, die keine anamnestischen Hinweise auf
das Vorliegen einer kardiovaskularen Erkrankung hatten, konnten wir zum Vergleich
mit den zur Untersuchung stehenden Kollektiven eine Stichprobe von 40 altersge-

matchten Proben zur mRNA- und Serum-Zytokinbestimmung verwenden.
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2.2 Real Time PCR zur Zytokinbestimmung

Nachfolgend wird die generelle Arbeitsanleitung fir eine Real Time PCR vorgestellt,
deren allgemeiner Ablauf bereits in Kap. 1.4 besprochen wurde. Fir die Real Time
PCR wurde der ABI Prism 7700 der Firma Perkin Elmer benutzt.

Kits und Reagenzien
Alle Chemikalien und Verbrauchsmaterialien fir die TagMan PCR sind bei APPLIED
BIOSYSTEMS bestellt worden.

Firma: APPLIED BIOSYSTEMS
PE Deutschland GmbH
Brunnenweg 13
64331 Weiterstadt

1) Nukleotide:
GeneAmp dNTPs mit dUTP, dATP, dCTP, dGTP
Bestellnummer: N808 0095

2) Platte und Verschlusse:
MicroAmp Optical 96-well Reaction Plate
Bestellnummer: N801 0560
MicroAmp Optical Caps
Bestellnummer: N801 0935

3) Enzyme:
TagMan 1000 Reactions Gold with Buffer A
Bestellnummer: 430 4441

Primer und Sonden

Die Primer und die gelabelten Sonden fir die TagMan PCR sind ebenfalls alle bei AP-
PLIED BIOSYSTEMS bestellt worden.
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1) Primer: ABI PRISM PRIMER (Standard Oligo)
.Ready to use” , PCR/SEQ-Grade, incl. ScCRP-Reinigung,gelést in sterilem Minimal-
puffer und quantifiziert in pmol/pl

Liefermenge: 20-40 nmol

2) Sonden: TAMRA / FAM, TET, VIC, SDS-Probes (TagMan):
HPLC gereinigtes Produkt, Ready to use, gefriergetrocknet und
quantifiziert in nmol
Medium Scale, MSc

Liefermenge: 15-25 nmol

R-Actin TagMan PCR

Primersequenzen (nach Acession number X00351)

Forward Primer: 5" ATT GCC GAC AGG ATG CAG AA 3
Reverse Primer: 5° GCCGAT CCA CAC GGA GTACT 3
TagMan Sonde: 5 - FAM—CAA GAT CAT TGC TCC TCC TGA GCG CA—- TAMRA3’

GroRe des Amplikon: 102 bp

TNF-a TagMan PCR

Primersequenzen (nach Acession number X01394; Locus HSTNFR1)

Forward Primer: 5" AGG CGG TGC TTGTTCCTCA 3
Reverse Primer: 5° GTT CGA GAA GAT GAT CTG ACT GCC 3
TagMan Sonde: 5" - FAM—CCA GAG GGA AGA GTT CCC CAG GGA C- TAMRA3JZ"

Grolle des Amplikon: 167 bp
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TGF-R1 TagMan PCR

Primersequenzen (nach Acession number X02812, Locus HSTGFB1)

Forward Primer: 5° GTG ACC TGG CCACCATTC AT 3
Reverse Primer: 5° GTC AAT GTACAGCTGCCGCA 3
TagMan Sonde: 5° FAM—CAC CAA CTATTG CTT CAG CTC CAC GG -TAMRA 3°

GroRRe des Amplikon: 170 bp

IL-6 TagMan PCR

Primersequenzen (nach Accession number M29150)

Forward Primer: 5" CTG ACC CAA CCACAAATGCC 3
Reverse Primer: 5" CAT GTC CTG CAGCCACTGG 3
TagMan Sonde: 5 -FAM - CTG TGC CTG CAG CTT CGT CAG CA-TAMRA -3’

GrolRe des Amplikon: 69 bp

Probenverarbeitung:

Verschicken der PAXgene Blood RNA Tubes

Nach der Blutabnahme werden die PAXgene Blood RNA Tubes fir 2h bei Raumtem-
peratur gelagert und anschlieend in die Klinik gefahren. Bei Transportzeiten die lan-
ger als 2h. dauern, werden die Proben unter Verwendung von Kihlakkus transportiert,
welche zuvor bei -20°C vorgekiihlt wurden. AnschlieRend werden die Proben bei -20°C

eingefroren und direkt vor der RNA-Isolierung bei Raumtemperatur aufgetaut.
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RNA Isolierung aus PAXgene Blood RNA Tubes
Firma: PreAnalytix, Hilden/Rhld., Germany
Produkt: PAXgene Blood RNA Kit (Cat. No. 762134)

Die RNA Isolierung erfolgt nach dem Handbuch des Kits:

1.

10.

11.

nach Blutabnahme oder nach dem Auftauen der Proben werden die PaxGene-

Roéhrchen noch ca. 1 Std. bei Raumtemperatur stehen gelassen.

Zentrifugieren der PaxGene- Réhrchen: 5000 xg/ 10 min. bei Raumtemperatur.

Uberstand abgiessen und mit 5 ml. DEPC-Wasser versetzen.

Vortexen, dann wiederum Zentrifugation der Roéhrchen: 5000 xg/ 10 min. bei

Raumtemperatur.

Uberstand wiederum abgiessen und mit 360 ul Resuspensionspuffer versetzen.

Sofort wieder vortexen.

Uberfiihrung der gevortexten Fliissigkeit in ein EppendorfgefaR.

Zusatzlich in das Eppendorfgefald wird noch 300 pl RLT- Puffer und 40 pl. Protei-
nase K gegeben. Dies wird wiederum gevortext und dann 10 min. bei 55°C inku-
biert.

Nach Inkubation 3 min. bei 14000 g zentrifugieren.

Den Uberstand in ein neues Eppendorfgefal geben und 350 pl Ethanol dazuge-

ben. Vortexen.

Die ersten 700 pl in ein QlAamp Zentrifugationssaule Uberfuhren und 1 min. bei

10000 g zentrifugieren.

Die QlAamp Zentrifugationssaule auf ein neues Zentrifugationsréhrchen setzen

und den Rest der Probe Uberflihren und erneut 1 min. bei 10000 g zentrifugieren.
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12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

21.

Die QlAamp Zentrifugationssaule auf ein neues Zentrifugationsrohrchen setzen.

Dazu werden 350 yl RW1 gegeben und 1min. bei 10000 g zentrifugiert.

Nun kommen noch 80 ul Dnase-Mix dazu und dies wird 15 min. bei Raumtempe-

ratur stehengelassen.

Wiederum zusetzen von 350 yl RW1 und 1 min. bei 10000 g zentrifugieren.

Die QlAamp Zentrifugationssaule auf ein neues Zentrifugationsréhrchen setzen,

500 pl RPE dazugeben und 1 min. bei 10000 g zentrifugieren.

Erneute Zugabe von 500 pl RPE mit nachfolgender 3 min. Zentrifugation bei
14000 g.

QlAamp Zentrifugationssaule in ein sauberes 1,5 ml. Eppendorfgefal geben.

Erste Eluierung mit 40 pl Elution Buffer und 1 min. Zentrifugation bei 10000 g.

Zweite Eluierung mit 40 pl Elution Buffer und 1 min. Zentrifugation bei 10000 g.

Inkubation bei 65°C Uber 5 min.

Die Elution der RNA erfolgt wie oben beschrieben in 2 x 40 ul. Dies wird, falls es nicht

sofort weiterverarbeitet wird, bei -20°C eingefroren.

Reverse Transkription

Die Reverse Transkription erfolgt mit der Omniscript Reversen Transcriptase von Qia-

gen und wird nach dem zugehdrigen Handbuch durchgefiihrt. Pro Ansatz werden 10 pl

der RNA Eluate als Template eingesetzt.
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Komponente Volumen/ | Endkonzentrationen
Reaktion

10x Buffer RT 2 ul 1x

dNTP Mix (5 mM each dNTP) 2l 0.5 mM each dNTP

Oligo-dT Primer (10 uM) 2yl 1 uM

RNAse Inhibitor RNasin (Promega) (10 U/ul) 1l 10U

Omniscript Reverse Transcriptase 1l 4 U

RNase-free water 2 ul

Template RNA 10 pl variabel

Gesamtvolumen 20 pl

Nach der RT erfolgt eine Hitze-Inaktivierung des Enzyms fur 5 min bei 93C.

Nach der Reversen Transkription werden die Proben aliquotiert a 6,4 ul. Jedes Aliquot

ist ausreichend fur eine Triplikat-Bestimmung in einer nachfolgenden TagMan PCR.
(6,4ul Probe + 24,6 ml DEPC-Wasser. Also haben wir 31 yl fir das Triplett ( 3 x 10 pl

pro Monoplett).

TagMan Analysen

Die TagMan PCR Analyse wird flr alle Proben in Triplikaten durchgefuhrt. Alle TagMan

Reaktionen werden in einem Volumen von 50 ul durchgefuhrt.

Pro Ansatz werden 2 pl der cDNAs eingesetzt.
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R-Actin TagMan PCR

1. BR-Actin TagMan Reaktionsansatz:

Komponente Volumen / Reaktion Endkonzentrationen
R-Actin forward Primer (2 yM) 5 pl 200 nM
3-Actin reverse Primer (1 uM) 5 ul 100 nM

10 x Puffer A 5 ul 1x
R-Actin TagMan Sonde (2 pM) 5yl 200 nM
MgCl; (25 mM) 7l 3,5mM
dNTPs:

dATP (10mM) 1l 0,2 mM
dCTP (10mM) 1l 0,2 mM
dGTP (10mM 1l 0,2 mM
dUTP (20 mM) 1l 0,4 mM
AmpliTaq Gold (5 U/ul) 0,25 ul 12,5 U/Ansatz
Template cDNA / Plasmid 2ul/10 pl

H20 ad 50 pl

Gesamtvolumen 50 ul

2. R-Actin TagMan Reaktionsbedingungen:

e 05°C 10 min

e 40 Zyklen: 95°C 15s
e 60°C 1 min

o 25°C 2 min

Data Collection nur wahrend stage 3 (60°C).
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TNF-a TagMan PCR

1. TNF-a TagMan Reaktionsansatz:

Komponente Volumen / Reaktion Endkonzentrationen
TNF-a forward Primer (1 uM) 5 pl 100 nM
TNF-a reverse Primer (1 uM) 5 ul 100 nM

10 x Puffer A 5 ul 1x
TNF-a TagMan Sonde (1 uM) 5 ul 100 nM
MgCl; (25 mM) 10 pl 5mM
dNTPs:

dATP (10mM) 1l 0,2 mM
dCTP (10mM) 1l 0,2 mM
dGTP (10mM 1l 0,2 mM
dUTP (20 mM) 1l 0,4 mM
AmpliTaq Gold (5 U/ul) 0,25 ul 12,5 U/Ansatz
Template cDNA / Plasmid 2ul/10 pl

H,O ad 50 pl

Gesamtvolumen 50 ul

2. TNF-a TagMan Reaktionsbedingungen:

e 95°C 10 min

e 40 Zyklen: 95°C 15s
e 60°C 1 min

o 25°C 2 min

Data Collection nur wahrend stage 3 (60°C).
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TGF-R1 TagMan PCR

1. TGF-R1 TagMan Reaktionsansatz:

Komponente Volumen / Reaktion Endkonzentrationen
TFG-31 forward Primer (1 pM) 5l 100 nM
TFG-R1 reverse Primer (1 uM) 5ul 100 nM

10 x Puffer A 5ul 1Xx
TFG-31 TagMan Sonde (1 uM) 5ul 100 nM
MgCl; (25 mM) 14 pl 7 mM
dNTPs:

dATP (10mM) 1l 0,2 mM
dCTP (10mM) 1l 0,2 mM
dGTP (10mM 1l 0,2 mM
dUTP (20 mM) 1l 0,4 mM
AmpliTaq Gold (5 U/ul) 0,25 ul 12,5 U/Ansatz
Template cDNA / Plasmid 2ul/10 pl

H20 ad 50 pl

Gesamtvolumen 50 ul

2. TFG-R1 TagMan Reaktionsbedingungen:

e 95°C 10 min

e 40 Zyklen: 95°C 15s
e 60°C 1 min

e 25°C 2 min

Data Collection nur wahrend stage 3 (60°C).
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IL-6 TagMan PCR

1. IL-6 TagMan Reaktionsansatz:

Komponente Volumen / Reaktion Endkonzentrationen
IL-6 forward Primer (2 M) 5 pl 200 nM
IL-6 reverse Primer (2 M) 5 pl 200 nM

10 x Puffer A 5 ul 1x

IL-6 TagMan Sonde (1 uM) 5yl 100 nM
MgCl; (25 mM) 14 pl 7 mM
dNTPs:

dATP (10mM) 1l 0,2 mM
dCTP (10mM) 1l 0,2 mM
dGTP (10mM 1l 0,2 mM
dUTP (20 mM) 1l 0,4 mM
AmpliTaq Gold (5 U/ul) 0,25 ul 12,5 U/Ansatz
Template cDNA / Plasmid 2ul/10 pl

H,O ad 50 pl

Gesamtvolumen 50 pl

2. IL-6 TagMan Reaktionsbedingungen:

e 95°C 10 min

e 40 Zyklen: 95°C 15s
e 60°C 1 min

o 25°C 2 min

Data Collection nur wahrend stage 3 (60°C).

45—



2 Material und Methode
2.2 Real Time PCR

Interne Kontrolle der TagMan PCR Analysen

Parallel zu den zu analysierenden Proben wird eine Standardreihe amplifiziert, in der
eine entsprechende c-DNA in definierte Kopienzahlen eingesetzt wird. Die Kopienzah-
len der jeweiligen Transkripte in den zu untersuchenden Proben wird durch Abgleich
der Ct-Werte der Standardreihen mit den Proben ermittelt. Fir jede Kopienzahl wird

eine Dreifachbestimmung im TagMan Ansatz durchgeflihrt.

Fiir jede Standardreihe werden von 10 bis 10’ Kopien der Plasmide eingesetzt (Ver-
dinnung in 10er Schritten). Die Plasmide werden in linearisierter Form in die PCR ein-

gesetzt.

Herstellung der Plasmide fiir den TagMan-Standard

Das Gen des interessierenden Proteins wird mittels zweier Primer, die den ORF ein-
rahmen, per PCR amplifiziert. Pre- bzw. Pro-Sequenzen kénnen (in den meisten Fal-
len) aulRer acht gelassen werden, da bei der anschlielenden Suche nach den geeig-
netsten Primer/TagMan-Sonde-Kombinationen bevorzugt im 3’-Bereich des Gens ge-
sucht wird.

Bei der Amplifikation des ORF wird als Template cDNA von Zellkulturen oder Geweben
benutzt, bei denen man nachgewiesen hat, dal} das interessierende Protein exprimiert
wird (z.B. per ELISA). Nach der PCR (Standardprotokoll und Standardansatz s.u.) wird
ein Aligot von ca. 10 ul auf ein 1,5 %-iges Agarosegel aufgetragen, bei 100 V aufge-
trennt und per UV betrachtet. Im Vergleich zum mitaufgetragenen 100 bp-Standard
kann das amplifizierte Gen anhand seiner Grole identifiziert werden.

Der Rest des PCR-Ansatzes wird auf ein Gel aufgetragen, aufgetrennt und aus dem
Gel extrahiert (mit QlIAquick Gel Extraction nach Protokoll des Herstellers).

2 pl des Eluates werden in den pCR-TOPO-Vektor subkloniert (TOPO TA Cloning Kit,
Invitrogen; nach Angaben des Herstellers).

Von den auf den LB-Amp-Platten entstehenden Kolonien werden 10 Bakterienklone in
5 ml LB-Medium (supplementiert mit Ampicillin) Gberimpft, G.N. bei 37 °C im Schittler
inkubiert und eine Plasmid-Mini-Prep (QIAprep Spin Miniprep Kit, nach Angaben des
Herstellers) durchgeflhrt. Zur Ligationskontrolle werden 5 yl des Sauleneluates an-
schlieftend in 50 pyl Gesamtvolumen mit einer Restriktionsendonuklease so restringiert,
daf entweder der rekombinante Vektor linearisiert wird oder das Insert aus dem Vektor
herausgeschnitten wird. Hier wiederum erfolgt eine Auftrennung auf einem Agarosegel

und Vergleich des Restriktionsmusters.
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Nachdem der ORF des interessierenden Gens in einen Vektor subkloniert worden ist,
mul dieser sequenziert werden, um etwaige Punktmutationen, welche durch die Tag-
Polymerase moglicherweise wahrend der PCR-Amplifikation eingefiihrt worden sind,
zu identifizieren. Diese Mutationen sind vor allem dann nachteilig, wenn sie in den Be-
reichen auftreten, in denen die Primer und die TagMan-Sonde lokalisiert sind. Dies
koénnte zu geringerer Hybridisierungseffizienz wahrend des TagMan-Laufes fihren und
somit das Ergebnis der Messung negativ beeinflussen.

Nach der Sequenzierung sollte (zumindest) ein Klon identifiziert worden sein, dessen
Sequenz mit der publizierten Sequenz Ubereinstimmt. AnschlieRend kann mit der Soft-
ware ,PrimerExpress 1.5* ein geeignetes Primer-Paar und die dazu korrespondierende

TagMan-Sonde herausgesucht werden.

PCR Standardprotokoll
95°C 2 min
95°C 30 sec
35 Zyklen 50 °C 30 sec
72°C 45 sec
72°C 10 min
4 °C inf.

PCR Standardansatz

10x PCR-Puffer 5 ul 1X
10 mM dNTP-Mix 1l (je 0.2 mM)
50 mM MgCl, 2 ul (2 mM)
Primer Mix (je 10 uM) 2.5 ul 0.5 uM
Template 5ul
Taq DNA Polymerase (5 U/ul) | 0.4 pl 2U
A. dest ad 50 pl

Die Plasmide werden zunachst linearisiert, die Konzentration per OD,g bestimmt und

daraus die Kopienzahl / yl ermittelt.

_47 -



2 Material und Methode
2.2 Real Time PCR

Kopienzahlen der versch. Plasmide bei definierten Konzentrationen:

Plasmid Insert Liange Kopien pro pg Plasmid /
(gesamt) | ng Plasmid 10" Kopien

pCR 2.1-TOPO IL-6 4457 bp | 2,0475 x 10° 48,84 pg

(3908 bp) (549 bp)

pCR-Script Amp SK(+) | B-Actin 4078 bp | 2,2378 x 10° 44,69 pg

(2961 bp) (1117 bp)

pCR-Script Amp SK(+) | TGF 1 3414 bp | 2,6760 x 10° 37,37 pg

(2961 bp) (453 bp)

pCR-Script Amp SK(+) | TNF a 3704 bp | 2,4638 x 10° 40,59 pg

(2961 bp) (743 bp)

Plasmid / Insert Linearisiert mit Enzym Fragmentlange

pCR 2.1 TOPO - IL-6 Bam H | 4457 bp

pCR-Script Amp SK(+) — B3-Actin EcoR| 4078 bp

pCR-Script Amp SK(+) — TGF-[31 EcoR| 3414 bp

pCR-Script Amp SK(+) — TNF [ EcoR| 3704 bp

Auswertung (Relative Quantifizierung) der TagMan PCR Analysen

Fir jede zu untersuchende Probe wird eine 3-Actin TagMan PCR durchgefihrt. Die
Kopienzahlen an R-Actin fir die zu untersuchenden Proben werden wie oben be-
schrieben ermittelt (siehe Punkt 1.2.5). Zur relativen Quantifizierung werden die Ko-
pienzahlen der untersuchten Transkripte auf die Anzahl der 3-Actin Transkripte inner-

halb derselben Probe bezogen.
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2.3 ELISA-Zytokine der Zytokinbestimmung

Nachfolgend wird die generelle Arbeitsanleitung flr einen ELISA vorgestellt. Die Anti-
kérperkonzentration, die Standardreihe sowie Zytokinspezifische Anderungen werden

in den speziellen Kapiteln beschrieben.

Durchfiihrung und Messung der ELISA-Systeme

Prinzip der Methode

Alle genutzten ELISA-Systeme wurden als indirekte Sandwich-ELISAs aufgebaut [97].
Bei den hier verwendeten ELISAs wird am festphasenadsorbierten Beschichtungsanti-
korper gebundenes Zytokin durch einen korrespondierenden biotinylierten Antikorper
nachgewiesen, der wiederum die Bindung eines Strept-Avidin-Enzymkonjugates er-
moglicht. Somit kann die Anwesenheit des biotinylierten Antikérpers und damit die des
Zytokins oder Immunglobulins durch die Bindung des Enzymkonjugates sichtbar ge-
macht werden, indem dessen enzymatische Aktivitdt zum Umsatz eines geeigneten
chromogenen Substrates (TMB in Substratpuffer) genutzt wird. Die bis zu einem End-
punkt innerhalb des linearen Bereichs des Substratumsatzes resultierende Zunahme
der optischen Dichte ist proportional der Menge des gebundenen Enzymkonjugates
und damit der Konzentration des Zytokins oder Immunglobulins. Entsprechend einer
interpolierten Eichkurve fur die optische Dichte kdnnen so die in den Proben enthalte-

nen Konzentrationen bestimmt werden.

Vorbereitung der ELISA-Platten: Beschichtung

Die ELISA-Systeme wurden in Nunc MaxiSorp®-Immunoplatten durchgefiihrt. Die Be-
schichtung erfolgte in der Form, dass geeignete Mengen von Beschichtungsantikor-
pern in verschiedenen Puffern geldst, und jeweils 100ul dieser Beschichtungslésung
unter Verwendung eines Multichannel in die Kavitaten der Immunoplatten eingebracht
wurden. Die beschichteten Platten wurden mit Abdeckfolien (Labsystem) abgedeckt
und Uber Nacht bei 4 °C im Schuttler inkubiert, so dass die Beschichtungsantikérper an

die Immunoplatten adsorbierten.
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Nicht gebundene Antikérper wurden durch nachfolgende Waschschritte und anschlie-

Rendes Ausschlagen entfernt. Die Platten wurden fur jeden ELISA frisch beschichtet.

Einsatz der biotinylierten Detektionsantikdrper
Allgemein wurden die aliquotierten biotinylierten Detektionsantikérper nach dem Auf-
tauen verdinnt. In jede Kavitat der mit Ak beschichteten Immunoplatten wurden 100yl

dieser verdunnten biotinylierten Antikdrperldsung mittels Mehrkanalpipette vorgelegt.

Serumverdiinnungen im ELISA
Aus diesen Platten wurden (nach grindlichem Durchmischen) 50ul der Proben mit der
SLG-12-Kanalpipette entnommen und in die Kavitdten der beschichteten MaxiSorp®-

Immunoplatten zu den biotinylierten Detektionsantikdrpern pipettiert.

Erstellung der Standard-Verdiinnungsreihen und Einsatz im ELISA

Die aliquotierten rekombinanten humanen Zytokine und humanen Immunglobuline
wurden aufgetaut und mittels einer Assay-Verdinnung bearbeitet. Durch serielle Ver-
dinnung (Faktor 2-3) wurde eine sechsstufige geometrische Verdinnungsreihe erstellt,
deren Konzentration an entsprechendem Zytokin den zu erwartenden Bereich der kor-
respondierenden Konzentrationen in den Proben einschloss. Das dabei eingesetzte
Standard-Volumen war grundséatzlich identisch dem applizierten Probenvolumen (50pl).
Nach dem beendigten Auftragen aller Proben wurden die ELISA-Platten 30s intensiv
geschuttelt und fir die weiteren Inkubationen (auf dem Schiittler) vorbereitet. Am Ende
der Inkubationszeit wurden die Immunoplatten ausgeschlagen und mit Zellstoff die
Restflussigkeit abgesaugt. Durch nachfolgende Waschschritte (3x Waschen mit PBS/T

/ Kavitat) wurden ungebundene biotinylierte Antikdrper entfernt.

Herstellung der Konjugatverdiinnung und Einsatz im ELISA

Das Enzymkonjugat wurde entsprechend der Vorversuche verdunnt. Von diesem ver-
dinnten Enzymkonjugat wurden pro Kavitat 100ul unter Verwendung der Mehrkanalpi-
pette einpipettiert. Die Platten wurden dann fir 1h bei Raumtemperatur auf einem
Schuttler inkubiert. Nach Ablauf der Inkubationszeit wurde ungebundenes Enzymkon-
jugat durch nachfolgende Waschschritte (3x Waschen mit PBS/T / Kavitat) und Aus-

schlagen der Immunoplatten entfernt.
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Herstellung der Substratlosung und Einsatz im ELISA: Substratreaktion

Das Substrat wurde unmittelbar vor der Applikation aus dem Kihlschrank genommen
und auf Eis gestellt. Das korrespondierende Substrat zum verwendeten Enzymkonju-
gat wurde dann unter Verwendung der Mehrkanalpipette in die Kavitaten der gewa-
schenen und ausgeschlagenen Immunoplatten pipettiert (100ul/Kavitat). Danach wur-
den die ELISA-Platten 30s intensiv geschdittelt. Die durch Peroxidase katalysierte Um-
setzung von TMB erfordert vor der Messung ein Abstoppen der enzymatischen Reakti-
on mit H,SO,. Die Messung der Optischen Dichte (OD) der entsprechenden Immu-

noplatten wird ca. 10 min. nach dem Abstoppen gemessen.

Messung und Auswertung der ELISA-Systeme

Die ELISA-Systeme wurden entsprechend den Messungen der OD am ELISA-Reader
ausgewertet. Die Messungen erfolgten bei einer Wellenlange von 450nm fir TMB. An-
hand der aus den mitgefuhrten Standardwerten interpolierten Eichkurve erfolgte eine
Kalkulation der in den Proben enthaltenen Konzentrationen des entsprechenden Zyto-
kins. Fur die jeweilige Erstellung der Eichkurve und die darauf basierende Kalkulation
der Konzentration wurde die Log-Log-Interpolationsart der EasyFit-Software genutzt.
Entsprechend der Testprotokolle wurde unmittelbar die Verdinnung der Proben ver-
rechnet, und aus den so erhaltenen Konzentrationen der Mittelwert der Replikate und

die Standardabweichung ermittelt und ausgegeben.

ELISA-Konditionen fiir humane Serum-Assays

ELISA fiir TNF-a

Beschichtungspuffer: Carbonat-Puffer pH 9,6

e Der erste Antikbrper wurde 1:1000 verdunnt in den Coating-Puffer aufgenommen.
Die Inkubationszeit des ersten Antikdrper fand tber Nacht bei 4°C auf dem Schiittler
statt.

¢ Die Blockierung mit 10% FCS/PBS findet 1 Stunde bei Raumtemperatur statt.

¢ Die Standardreihe reichte von 100 pg/ml bis 0.4 pg/ml mit einer Verdinnung von
1/3.

e Die 1/2 verdinnten Serumproben wurden ebenfalls tGber Nacht bei 4°C auf dem
Schattler inkubiert.

e Der zweite Antikérper wurde 1:2000 verdiinnt. Die Inkubationszeit des zweiten Anti-

korpers betrug 1 Stunde bei Raumtemperatur.
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o Die Avidinperoxidase wurde in einer Verdinnung von 1:4000 eingesetzt und hatte

eine Inkubationszeit von 30 Minuten bei Raumtemperatur.

FIRMA: BD Pharmingen (AK-Paar)
1. mAK (mouse IgG1) Bestellnummer: 18631D
2. mAK (mouse IgG1) Bestellnummer: 18642D

ELISA fiir sTNF-a-R (60kD)

Beschichtungspuffer: PBS pH 7,4

e Der erste Antikérper wurde 1:33,3 verdinnt in den Coating-Puffer aufgenommen.
Die Inkubationszeit des ersten Antikorper findet Uber Nacht bei 4°C auf dem Schtt-
ler statt.

¢ Die Blockierung mit 0,5 BSA/PBS findet 2 Stunden bei Raumtemperatur statt.

¢ Die Standardreihe reichte von 5000 pg/ml bis 78.1 pg/ml mit einer Verdinnung von
1/2.

e Die 1/10 verdlnnten Serumproben werden 2 Stunden bei Raumtemperatur + HRP
auf dem Schuttler inkubiert.

¢ Die Avidinperoxidase wurde in einer Verdinnung von 1:15000 HRP eingesetzt und

hatte eine Inkubationszeit von 2 Stunden bei Raumtemperatur (+ Probe).

FIRMA: Bender Med Systems (Module Set)
1. mAK (mouse IgG2a) Bestellnummer: BMS203MST
2. mAK (mouse 1gG2a)

ELISA fiir sTNF-a-R (80kD)

Beschichtungspuffer: PBS pH 7,4

o Der erste Antikdrper wurde 1:14,3 verdinnt in den Coating-Puffer aufgenommen.
Die Inkubationszeit des ersten Antikorper findet tiber Nacht bei 4°C auf dem Schtt-
ler statt.

¢ Die Blockierung mit 0,5 BSA/PBS findet 2 Stunden bei Raumtemperatur statt.

¢ Die Standardreihe reichte von 10000 pg/ml bis 150 pg/ml mit einer Verdiinnung von
1/2.
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e Die 1/10 verdinnten Serumproben werden 2 Stunden bei Raumtemperatur + HRP
auf dem Schuittler inkubiert.
o Die Avidinperoxidase wurde in einer Verdinnung von 1:3000 HRP eingesetzt und

hatte eine Inkubationszeit von 2 Stunden bei Raumtemperatur (+ Probe).

FIRMA: Bender Med Systems (Module Set)
1. mAK (mouse IgG) Bestellnummer: BMS211MST
2. mAK (mouse IgG)

ELISA fiir IL-6

Beschichtungspuffer: Carbonat-Puffer pH 9,6

e Der erste Antikérper wurde 1:100 verdinnt in den Coating-Puffer aufgenommen. Die
Inkubationszeit des ersten Antikdrper findet Gber Nacht bei 4°C auf dem Schiittler
statt.

¢ Die Blockierung mit Bl.-Agent Kit findet 1 Stunde bei Raumtemperatur statt.

¢ Die Standardreihe reichte von 150 pg/ml bis 0.6 pg/ml mit einer Verdinnung von
1/3.

o Die 1/2 verdinnten Serumproben werden ebenfalls tiber Nacht bei 4°C auf dem
Schdttler inkubiert.

o Der zweite Antikdrper wurde 1:200 verdunnt. Die Inkubationszeit des zweiten Anti-
korpers betragt 1 Stunde bei Raumtemperatur.

¢ Die Avidinperoxidase wurde in einer Verdinnung von 1:10000 HRP eingesetzt und

hatte eine Inkubationszeit von 30 Minuten bei Raumtemperatur.

FIRMA: Fa. HISS/ CLB (ELISA-Kit)
1. mAK Bestellnummer: M1916
2. mAK (sheep)

ELISA fiir sIL-6-R

Beschichtungspuffer: PBS pH 7,4

o Der erste Antikérper wurde 1:10 verdlnnt in den Coating-Puffer aufgenommen. Die
Inkubationszeit des ersten Antikdrper findet tGber Nacht bei 4°C auf dem Schuttler
statt.
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e Die Blockierung mit 0,5 BSA/PBS findet wahrend einer Dauer von 2 Stunden bei

Raumtemperatur statt. Die Standardreihe reichte von 5000 pg/ml bis 78,1 pg/ml mit
einer Verdunnung von 1/2. Die 1/250 verdinnten Serumproben werden 2 Stunden
bei Raumtemperatur + HRP auf dem Schuittler inkubiert.

Die Avidinperoxidase wurde in einer Verdinnung von 1:5000 HRP eingesetzt und

hatte eine Inkubationszeit von 2 Stunden bei Raumtemperatur (+ Probe).

FIRMA: Bender Med Systems (Module Set)

1. mAK (mouse 1gG1) Bestellnummer: BMS214MST
2. mAK (mouse 1gG1)

ELISA fir TGF-b
Beschichtungspuffer: PBS pH 7,4

Der erste Antikdrper wurde 1:180 verdinnt in den Coating-Puffer aufgenommen. Die
Inkubationszeit des ersten Antikérper findet Gber Nacht bei 4°C auf dem Schiittler
statt.

Die Blockierung mit Sucrose/PBS/Tween findet 1 Stunde bei Raumtemperatur statt.
Die Standardreihe reichte von 1000 pg/ml bis 31.25 pg/ml mit einer Verdinnung von
1/2.

Die 1/2 verdinnten Serumproben werden 2 Stunden bei Raumtemperatur auf dem
Schdttler inkubiert.

Der zweite Antikorper wurde 1:180 verdinnt. Die Inkubationszeit des zweiten Anti-
korpers betragt 2 Stunden bei Raumtemperatur.

Die Avidinperoxidase wurde in einer Verdunnung von 1:5000 eingesetzt und hatte

eine Inkubationszeit von 30 Minuten bei Raumtemperatur.

FIRMA: Fa. R&D (Duo Set)

1. mAK (mouse 1gG1) Bestellnummer: DY240
2. mAK (chicken)
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2.4 Statistische Analysen

Fur die Datenanalyse benutzten wir das Statistikprogramm GraphPadPrism (Graph-
PadPrism version 3.0, San Diego, CA, USA). Die Verteilung der Transkriptions und —
Proteinmenge wurde mit dem Kolmogorov-Smirnov Test analysiert. Fur den Fall, dass
sich bezlglich der Werte keine Gaussche Normalverteilung einstellte, benutzten wir far
die unabhangigen Werte den Mann-Whitney Test, und fiir die abhangigen Werte den
Wilcoxon matched pairs Test. Fiir die Vergleiche von Uberlebenskurven benutzten wir
den log-rank Test, nicht-parametrische Werte wurden durch den Fisher's exact Test

analysiert.
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3 Ergebnisse

3.1 Klinische Charakterisierung des Patientenkollektivs

Klinische Charakterisierung:

Alle 69 Patienten eines ambulanten Dialysezentrums und 40 altersgematchte gesunde
Kontrollen wurden in diese Studie aufgenommen. Die klinischen Basisparameter der
Dialysepatienten und der Kontrollen wurden erfasst und miteinander verglichen.

Wie in der Tabelle 3 ersichtlich gab es hinsichtlich des Alters und des Body-mass-
Index (BMI) keine signifikanten Unterschiede im Vergleich der Hamodialysegruppe zu
den Kontrollen. Ein signifikanter Unterschied ergab sich lediglich bei dem Vergleich der

Geschlechterverhaltnisse untereinander.

Bezuglich der kardiovaskularen Risikofaktoren zeigten sich ebenfalls bis auf den Dia-
betes mellitus Typ 2 keinerlei signifikante Unterschiede zwischen den beiden Gruppen.
Weder der arterielle Hypertonus, noch die Hypercholesterindmie oder das Rauchen
waren bei den Hamodialysepatienten signifikant haufiger vorhanden. Anders beim Dia-
betes, hier zeigte sich, dass 43 % der Hamodialysepatienten eine Diabeteserkrankung

aufwiesen, wohingegen dies nur bei 8 % der Kontrollpersonen (p<0,0001) der Fall war.

Der Grund fir die terminale Niereninsuffizienz und somit die Indikation fir die Hdmo-
dialyse bestatigte bei diesen Patienten die allgemein gultigen Daten. Von den 69 Pati-
enten haben die Mehrzahl mit 38 % (n = 26) die terminale Niereninsuffizienz auf dem
Boden eines Diabetes mellitus. Bei weiteren 25 % (n = 17) der Falle lag eine Glomeru-
lonephritis vor. Beim Rest (n = 26) dieses Patientenkollektives waren andere Grinde

(Nierenzell-Ca, Schrumpfniere, Trauma) fir die Dialysepflichtigkeit verantwortlich.
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Tab. 3:

Klinische Charakterisierung der Studienpatienten

Hamodialyse- Kontrollen p- Werte
patienten (n=40)
(n=69)
Geschlecht
e Manner 32 (46%) 27 (68%) <0.03"
* Frauen 37 (54%) 13 (32%) <0.03"
Alter (Jahre, mean % [SD]) 58 (20) 59 (12) 0.8
Body-mass index 26.4 (1.1) 26.2 (0.6) 0.6"
(kg/m2, mean [SD])
e Manner 27.3 (1.2) 26.8 (0.7) 0.4"
* Frauen 25.5 (0.9) 25.6 (0.4) 0.9
Kardiovaskulares Risiko
* Hypertonus® 34 (49%) 13 (33%) 0.08"
+ Diabetes mellitus® 30 (43%) 3 (8%) <0.0001"
* Hypercholesterinamie® 34 (49%) 16 (40%) 0.3"
* Raucher 25 (36%) 19 (48%) 0.21
Grund der terminalen
Niereninsuffizenz
* Diabetes 26 (38%)
* Glomerulonephritis 17 (25%)
* andere 26 (37%)

p-Werte zwischen Hamodialysepatienten und Kontrollen wurden mittels Fisher’s exact

test (") oder the Mann-Whitney test (') analysiert.

_ 57—



3 Ergebnisse
3.2 Immunmediatoren im Verlauf der Dialyse

3.2 Immunmediatoren im Verlauf der Dialyse

3.2.1Verhalten der proinflammatorischen (TH-1) Zytokine im Verlauf der

Dialyse

Die Verteilungen der Immunmediatoren wahrend der Dialyse wurden zum Vergleich
graphisch dargestellt und die Mediane mit Hilfe des nicht-parametrischen Mann-
Whitney-U-Tests verglichen. Als statistisch signifikant gilt dabei ein Wert von p<0.05.
Die Verteilungen wurden mit logarithmischer Skalierung aufgetragen, um der nicht-

normalen Verteilung der Zytokine Rechnung zu tragen.

Die Analyse erfolgte getrennt nach pro-und antiinflammatorischen Immunmediatoren,
und zwar sowohl auf Protein- als auch auf mMRNA-Ebene. Zunachst wurde auf die Ana-
lyse von proinflammatorischen Immunmediatoren fokussiert. Von ihnen ist bekannt,

dass sie ein immunregulatorisches Netzwerk bei Entzindungsvorgangen darstellen.

Proinflammatorische Inmunmediatoren auf Protein-Ebene

(TNF-a, sTNF-a R80 sTNF-a R60 und IL-6, SIL-6-R)

Die auf Protein-Ebene gepruften proinflammatorischen Immunmediatoren umfassten
Zytokine der akuten Phase (IL-6) mit dessen I6slichem IL-6-Rezeptor (I6sliche Form
von IL-6). Dieser Rezeptor potenziert die IL-6 Bioaktivitat, indem er die Bindung zu
Zellen vermittelt, die die signaltransduzierende b-Kette gp 130 exprimieren.

Ebenfalls wurde der andere Bestandteil des proinflammatorischen Zytokin-Netzwerkes-
das TNF-o- gemessen. Dessen Aktivitat wird im Gegensatz zu IL-6 durch die I6slichen

TNF-a-Rezeptoren reguliert, indem sie die Bioaktivitat von TNF-a antagonisieren.

In Bezug auf die Serumkonzentrationen von TNF-a konnte weder ein signifikanter Un-
terschied zwischen Kontrollpersonen und Patienten (2.7 + 1.0 vs. 6.8 + 4.3 ; p=0.4),
noch ein Unterschied bei den dialysepflichtigen Patienten im Laufe der Dialyse (6.3 +
4.4 vs. 6.8 £4.3;p=0.7) entdeckt werden.

Wie in Abb. 4 und 5 zu erkennen, kam es bei beiden Rezeptoren zu einem signifikan-
ten Anstieg im Vergleich von Kontrollpersonen zu Dialysepatienten (1.6 £ 0.5 vs. 37.2 +
25 ; p<0.0001) und (1.6 £ 0.5 vs. 37.5 + 27 ; p<0.0001).
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Jedoch lield sich bei keinem der beiden Rezeptoren eine signifikante Erhéhung der
Werte wahrend der Dialyse erkennen (37.2 + 25 vs. 37.5 + 27 ; p=0.85) und (44.6 £+ 26

vs. 44.0 £ 27 ; p=0.7).
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Abb. 5

Vergleich der Serumkon-
100~

07 zentration des I8slichen
- p<0.0001 000 Rezeptors ~ sTNF-0-R60
= @ , , .
? 8@3 oY bei 41 Patienten vor Dia
é’ go 88% lyse, wahrend der Dialyse
S 101 (2 Std. nach Beginn) und
”‘& bei altersgematchten Pro-
LL
E v banden.

s

Probanden %
®

vor Dialyse
2h. Dialyse

Beim zweiten auf Proteinebene gemessenen proinflammatorischen Zytokin -dem IL-6-
kam es (wie Abb. 6 zeigt) zu einem signifikanten Anstieg dieses Zytokins im Vergleich
dialysepflichtiger Patienten zu Kontrollpersonen (0.75 + 1.6 vs. 7.7 + 6.8 ; p<0.0001).
Der Vergleich der dialysepflichtigen Patienten untereinander zeigte dagegen wahrend
der Dialyse keinerlei Signifikanz (7.7 + 6.8 vs. 7.3 £ 6.8 ; p=0.8).

Seit bekannt ist, dass die Funktion von IL-6 im Serum von I6slichen IL-6 Rezeptoren im
Serum unterstiutzt wird, analysierten wir zusatzlich, ob niedrige sIL-6-R Spiegel mdgli-
cherweise der Erhohung von IL-6 entgegenwirken. Wie Abb. 7 aber zeigt, waren weder
zwischen den Patienten zu Kontrollen (151 + 47 vs. 133 £ 63 ; p=0.1), noch bei den
Patienten untereinander im Verlauf signifikante Unterschiede zu erkennen (133 + 63
vs. 121 £ 63 ; p=0.5).
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Abb. 6
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Vergleich der Serumkonzent-
ration von IL-6 bei 69 Patien-
ten vor Dialyse, wahrend der
Dialyse (2 Std. nach Beginn)
bei

Probanden.

und altersgematchten

Vergleich der Serumkonzent-
ration des l6slichen Rezeptors
slL-6-R bei 69 Patienten vor
Dialyse, wahrend der Dialyse
(2 Std. nach Beginn) und bei

altersgematchten Probanden.

Proinflammatorische Immunmediatoren auf mRNA Ebene (TNF-a und IL-6)

Die gepriften proinflammatorischen Immunmediatoren auf mMRNA-Ebene umfassten
die beiden Zytokine der akuten Phase (IL-6) und (TNF-a).
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Es zeigte sich, dass die mittlere basale mMRNA Genexpression von TNF-a in periphe-
ren Leukozyten bei 69 dialysepflichtigen Patienten im Vergleich zu Kontrollen (0.9 +
0.1 vs. 0.5 + 0.1 Molekule von TNF-a pro 1000 Molekule b-actin; p< 0.004) signifikant

hoher war.
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Desweiteren kam es im Verlauf der Dialyse zu einem signifikanten Anstieg der mittle-
ren TNF-a Genexpression (1.5 £ 0.2 vs. 0.9 + 0.1 Molekile TNF-a pro 1000 Molekile
b-actin; p<0.0001).

Ahnliche Ergebnisse wurden auch fir IL-6, dem weiteren proinflammatorischen Zyto-
kin, erkannt. Auch hier waren, wie Abb. 9 zeigt, eine signifikant erhdhte basale mMRNA
Genexpression bei dialysepflichtigen Patienten im Vergleich zu den Kontrollen zu er-
mitteln (0.5 £ 0.5 vs. 0.05 £ 1.3 Molekile von IL-6 pro 1000 Molekile b-actin; p<
0.0005). Anders als bei TNF-a konnte bei IL-6 kein signifikanter Anstieg wahrend der
Dialyse analysiert werden (0.5 + 0.5 vs. 0.5 £ 1.0 Molekule von IL-6 pro 1000 Molekule
b-actin; p=0.6) .
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Abb. 9
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3.2.2Verhalten der antiinflammatorischen (TH-2) Zytokine im Verlauf der

Dialyse

Als antiinflammatorisches Zytokin wurde den transformierenden Wachstumsfaktor
(TGF-B) ausgewahlt, der urspriinglich in der Klassifikation nach Mosman zur Gruppe
der Th-3 Zytokine zu zahlen ist. Da aber aus der Literatur bekannt ist, dass TGF-b in-
hibitorisch auf das Wachstum von Th-1 Zellen wirkt, wird es nach neuesten Einteilun-
gen den antiinflammatorischen Zytokinen (Th-2) zugerechnet. Wir konnten sowohl auf
m-RNA Ebene, wie auch auf Proteinebene TGF- bestimmen. In der Literatur ist seit
langerem bekannt, dass dialysepflichtige Patienten im Vergleich zu Kontrollpersonen
signifikant erniedrigte Spiegel antiinflammatorischer Zytokine auf Proteinebene aufwei-

sen.

Antiinflammatorische Immunmediatoren auf Protein-Ebene

Wie in Abb. 10 erkennbar, waren die TGF- Spiegel im Serum von dialysepflichtigen
Patienten im Vergleich zu Kontrollen signifikant erniedrigt (19.1 £ 8.9 vs. 32.6 £ 6.8 ; p<
0.001). Ebenso kam es wahrend der Dialyse zu einer signifikanten Abnahme der TGF-
B Transkript-Spiegel (19.1 £ 8.9 vs. 14.2 £ 9.7 ; p< 0.001).
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Antiinflammatorische Inmunmediatoren auf mMRNA-Ebene

Ebenfalls konnten signifikant erniedrigte Genexpressionsspiegel von TGF-B bei den
dialysepflichtigen Patienten im Vergleich zu Kontrollpersonen analysiert werden (173 *
14 vs. 54 £ 5 ; p< 0.0001).

Interessanterweise hatte aber die Dialyse selbst keinen Effekt auf die Genexpressi-

onsspiegel von TGF-B in peripheren Leukozyten, denn es kam -wie Abb. 11 zeigt- zu

keiner signifikanten Veranderung wahrend der Dialyse (54 £ 5 vs. 54 + 7 ; p=0.8).
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3.2.3Veranderungen von akut Phase Protein Spiegeln (CRP und SAA) im

Verlauf der Dialyse

In der klinischen Routine sind Diagnostik und Risikovorhersage bezlglich Inflammation
und kardiovaskularem Risiko allein basierend auf der Analyse von Serum-und Plas-
maproteinen wie z.B. dem CRP oder der Leukozytenzahl. Um einen Vergleich dieser
gangigen Parameter zu den Messungen der Zytokine zu bekommen, konnten wir so-
wohl das akute Phase Protein CRP als auch SAA bei allen dialysepflichtigen Patienten

und den Kontrollpersonen analysieren.

Wie Abb. 12 zeigt, sind die Serumspiegel von CRP signifikant erhéht bei dialysepflich-
tigen Patienten im Vergleich mit Kontrollpersonen (6.6 + 9.8 vs. 2.0 £ 2.7 ; p< 0.0001).
Wahrend der Hamolyse ist beziglich des CRP keine signifikante Veranderung zu er-
kennen (6.6 + 9.8 vs. 6.7 £ 9.4 ; p=0.7).

Im Vergleich dazu konnten wir bei dem akute Phase Protein SAA weder im Vergleich
Patienten zu Kontrollpersonen (7.2 £ 12 vs. 5.1 £ 10 ; p= 0.3), noch bei Patienten wah-
rend der Dialyse signifikante Veranderungen erkennen (8.0 £ 11.8 vs. 7.2 £ 12 ; p=
0.6). (siehe Abb. 13)
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3.3 Korrelationen zwischen den Immunmediatoren

Um zu Uberprifen, ob es zwischen den Serum- und mRNA-Konzentrationen bestimm-
ter Immunmediatoren intraindividuelle Beziehungen gab, und um die Starke der Asso-
ziation der Zytokine untereinander zu untersuchen, wurden nach der verteilungsfreien
Spearman’schen Rang-Korrelationsmethode Korrelationskoeffizienten flir stetige, nicht-
normalverteilte Variablen berechnet.

Im Gegensatz zum Pearsonschen Korrelationskoeffizienten nimmt die Methode keine
Intervallskalierung und keine Normalverteilung der zu korrelierenden Parameter an.
Der Spearman’schen Rang- Korrelationskoeffizienten(rs) variiert zwischen —1 und +1.
Ein rs nahe +1 zeigt eine starke positive Assoziation zwischen zwei Variablen an, mit
einer konkordanten gleichsinnigen Zunahme der Werte. Ein Korrelationskoeffizient von
—1 zeigt eine starke negative Beziehung zwischen zwei Variablen an, mit einer Ab-
nahme der einen und einer Zunahme der jeweils anderen (Diskordanz). Ein rs von 0
zeigt keine Assoziation an.

Die verbundene Hypothesentestung zeigt durch den p-Wert die Wahrscheinlichkeit an,
mit der falschlicherweise eine Assoziation zwischen den Zytokinen verworfen wird.
Eine Irtumswahrscheinlichkeit von kleiner 5% (p<0.05) galt in den hier durchgefuhrten
Korrelationen als Ausdruck einer signifikanten Assoziation zwischen den Zytokinen im

Kollektiv der Patienten.

3.3.1 Korrelationen auf Proteinebene

Ob zwischen den Serumkonzentrationen bestimmter Immunmediatoren bei Dialysepa-

tienten intraindividuelle Beziehungen bestehen, zeigt ausfuhrlich Tabelle 4.

— 67 -



3 Ergebnisse
3.3 Korrelationen zwischen den Immunmarkern

Tabelle 4 ist auf einer extra Seite 67.

Diese gegen die Seite mit der Tabelle austauschen!!
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Proinflammatorische Zytokine untereinander

Korrelierte man TNF-a, sTNF-a-R60 und sTNF-a-R80 getrennt fir sich alleine, so er-
kannte man fur alle drei Zytokine / Zytokinrezeptoren hoch signifikante Ergebnisse im
Verlauf der Dialyse ( r = 0.8, p<0.0001 fur TNF-a ; r = 0.86, p<0.0001 fir sTNF-a-R60;
r=0.7, p<0.0001 fur sTNF-a-R80).

Im nachsten Schritt wurde das Zytokin TNF-a mit den dazugehdrigen Rezeptoren ,zum
Zeitpunkt vor der Dialyse, miteinander korreliert. Zu erkennen war, dass es keinerlei
signifikante Korrelationen zwischen TNF-a einerseits und den Rezeptoren sTNF-a R60
(r = 0.16, p=0.36) und sTNF-a-R80 (r = 0.18, p=0.18) andererseits gab. Das gleiche
galt auch fir die Kontrollpersonen. Auch hier waren keinerlei signifikante Korrelationen
zu erkennen. Die Korrelationsergebnisse dieser Untersuchungen hinsichtlich des Zeit-

punktes wahrend der Dialyse ergaben ebenso wenig Signifikanzen.

Im Vergleich dazu konnte man sowohl bei Dialysepatienten vor der Dialyse, als auch
wahrend der Dialyse ein hochsignifikantes Ergebnis erkennen, wenn die beiden 16sli-
chen Rezeptoren sTNF-a-R60 und sTNF-a-R80 miteinander korreliert werden. Auch
beim zweiten proinflammatorischen Zytokin auf Proteinebene, dem IL-6 und dem da-
zugehdrigen I6slichen Rezeptor sIL-6 R, konnten wir hochsignifikante Korrelationen
analysieren. Ahnlich sah es bei dem Idslichen Rezeptor sIL-6 R aus (r = 0.78,
p<0.0001). Korrelierte man IL-6 mit dem Rezeptor slL-6 R jeweils zum Zeitpunkt vor

der Dialyse, erkannte man keine Signifikanz. (r = 0.27, p=0.08)

Korrelierte man die proinflammatorischen Zytokine IL-6 mit TNF-a miteinander, so liel3
sich zum Zeitpunkt vor der Dialyse eine Signifikanz auf Proteinebene erkennen (r =
0.31, p<0.04). Bei den Kontrollpersonen war dagegen keine signifikante Korrelation

zwischen diesen beiden Zytokinen erkennbar (r = 0.08, p=0.47).

Anders sah es bei der Korrelation des lI6slichen Rezeptoren sTNF-a-R80 gegen den
Rezeptor sIL-6 R aus. Hier erkannte man weder bei den Kontrollen (r = 0.26, p=0.01),
noch bei den Dialysepatienten (r = 0.26, p=0.09) irgendwelche Korrelationen. Genauso
wenig kam es zu signifikanten Ergebnissen, wenn man das Zytokin TNF-a mit dem
Rezeptor sIL-6 R, oder umgekehrt das Zytokin IL-6 mit dem Rezeptor sTNF-a-R60/80,
korreliert. Das bezog sich sowohl auf den Zeitpunkt vor der Dialyse, als auch wahrend

der Dialyse.
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Antiinflammatorisches Zytokine untereinander:

Das antiinflammatorische Zytokin TGF-$ zeigte auf Proteinebene -zum Zeitpunkt vor
der Dialyse in Korrelation zum Zeitpunkt wahrend der Dialyse- keinerlei signifikante
Ergebnisse (r = 0.2, p=0.2).

Korrelationen zwischen proinflammatorischen und antiinflammatorischen Zyto-
kinen

Weder zwischen dem proinflammatorischen Zytokin TNF-a auf der einen Seite und
dem antiinflammtorischen Zytokin TGF-B (r = -0.001, p=0.9) auf der anderen Seite,
noch zwischen IL-6 (Th-1) und TGF-B (Th-2) (r = 0.27, p=0.08) waren irgendwelche
Korrelationen zu erkennen. Das bezog sich sowohl auf den Zeitpunkt vor der Dialyse,

als auch auf den Zeitpunkt wahrend der Dialyse.
Korrelierte man TGF-B (Th-2) mit den I6slichen Rezeptoren sTNF-a-R60/80 (r = -0.23,

p=0.15) oder sIL-6 R (r = -0.06, p=0.7), kam es ebenfalls weder zum Zeitpunkt vor der

Dialyse, noch wahrend der Dialyse zu signifikanten Ergebnissen.
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3.3.2Korrelationen auf mRNA-Ebene

Ob zwischen den Serumkonzentrationen bestimmter Immunmediatoren bei Dialysepa-

tienten intraindividuelle Beziehungen bestehen, zeigt ausfihrlich Tabelle 5.

TNF-a TNF-a IL-6 IL-6 TGF-b TGF-b
(Oh) (2h) (Oh) (2h) (Oh) (2h)

TNF-a 1,000 0,73 (**) 10,23 0,21 0,36 (**) 0,25 (*)

(Oh)

TNF-a 1,000 0,22 0,23 0,27 (*) 10,30 (%)

(Z2h)

IL-6 1,000 0,31 0,01 -0,03

(Oh)

IL-6 1,000 0,21 0,24

(Z2h)

TGF-b 1,000 0,9 (**)

(Oh)

TGF-b 1,000

(2h)

Tab. 5: Pro- und Antiinflammatorische Zytokinverteilungsmuster auf mMRNA-Ebene bei
Dialysepatienten. Rangkorrelationen der mRNA-Zytokinkonzentrationen untereinander,
angegeben sind die Spearman’schen Rangkorrelationskoeffitienten. (Oh) vor der Dialy-
se, (2h) zum Zeitpunkt wahrend der Dialyse.

(**) Die Korrelation ist auf dem 0,01 Niveau signifikant (zweiseitig),

(*) Die Korrelation ist auf dem 0,05 Niveau signifikant (zweiseitig)

Proinflammatorische Zytokine untereinander

Weitere Analysen wurden durchgeflhrt um zu erkennen, ob es zu einer Korrelation
zwischen den einzelnen Zytokinwerten vor der Dialyse und wahrend der Dialyse kam.
Hier liel® sich eine signifikante Korrelation beziglich TNF-a vor Dialyse und TNF-a
nach der Dialyse erkennen (r = 0.73, p< 0.0001).

Bezogen auf IL-6 konnte keine signifikante Korrelation zwischen IL-6 vor der Dialyse
und IL-6 nach der Dialyse analysieren (r =n 0.3, p= 0.3).

Auch die Korrelation zwischen den beiden proinflammatorischen Zytokinen konnte we-

der zum Zeitpunkt vor der Dialyse noch im Verlauf der Dialyse Korrelationen zeigen.
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Antiinflammatorische Zytokine untereinander:

Beim antiinflammatorischen Zytokin TGF-B lie3 sich eine hoch signifikante Korrelation
zwischen den Patienten vor der Dialyse und den Patienten wahrend der Dialyse analy-
sieren (r = 0.9, p< 0.0001).

Korrelation zwischen pro- und antiinflammatorischen Zytokinen.

Die Analyse der Korrelationen zwischen den pro- und antiinflammatorischen Zytokinen
bei Patienten wahrend der Dialyse ist ebenfalls in Tabelle 5 zu erkennen.

Hier konnten sowohl zum Zeitpunkt vor der Dialyse (r = 0.36, p<0.007), als auch zum
Zeitpunkt nach der Dialyse (r = 0.30, p<0.01) signifikante Korrelationen zwischen den
beiden unterschiedlichen Th-Qualitaten analysiert werden. Zusatzlich konnte festge-
stellt werden, dass es bezliglich der Probanden zu keinen signifikanten Korrelationen
gekommen ist (r = -0.15, p=0.5). Das zweite proinflammatorische Zytokin IL-6 wurde
ebenfalls mit TGF-f korreliert. Hier konnten weder zum Zeitpunkt vor der Dialyse (r = -
0.01, p= 0.9), noch zum Zeitpunkt nach der Dialyse (r = 0.45, p=0.11) signifikante Kor-
relationen erkannt werden. Auch die Kontrollpersonen zeigten in Bezug auf diese bei-

den Zytokine keine signifikanten Korrelationen (r = 0.003, p=0.9).

3.3.3 Korrelationen beim Vergleich Protein- zu mRNA-Ebene

Nach Untersuchung aller Korrelationen der nachweisbaren Zytokine auf entweder
MRNA oder Protein- Ebene, wurde nun analysiert, ob es auch Korrelationen zwischen

Zytokinen auf mMRNA-Ebene und Proteinebene gab. Die Ergebnisse der Korrelationen

sind in Tabelle 6 zu erkennen.
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Tabelle 6 ist auf einer extra Seite 72.

Diese gegen die Seite mit der Tabelle austauschen!!
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Korrelationen zwischen proinflammatorischen Zytokinen und den dazugehoérigen
I6slichen Rezeptoren

Beim Vergleich TNF-a auf mRNA gegen TNF-a auf Proteinebene wurden jeweils die
Zytokinwerte der Patienten vor Dialysebeginn miteinander korreliert. Es waren weder
bei den Patienten (r = -0.2, p=0.17), noch bei den Kontrollpersonen (r = 0.01, p=0.96)
signifikante Ergebnisse zu erkennen.

Genauso wenig kam es zu signifikanten Ergebnissen, als anstatt zum Zeitpunkt vor der
Dialyse nun den Zeitpunkt wahrend der Dialyse hinsichtlich der gleichen Zytokine un-
tersuchtwurde (r = -0.07, p=0.6).

Die Korrelationen zwischen den Zytokinergebnissen von TNF-a auf mRNA-Ebene mit
denen der l6slichen Rezeptoren sTNF-a-R60/80 auf Proteinebne ergab weder zum
Zeitpunkt vor der Dialyse (r = 0.1, p=0.5/r = 0.1, p=0.5), noch zum Zeitpunkt wahrend
der Dialyse (r = 0.17, p=0.3 / r = -0.06, p=0.7) signifikante Ergebnisse.

Die Ergebnisse hinsichtlich Korrelationen ergaben beim zweiten proinflammatorischen
Zytokin, dem IL-6, ebenfalls keinerlei Signifikanzen. Weder der Vergleich IL-6, noch der

Vergleich IL-6 zu dem dazugehdrigen Rezeptor war signifikant.

Korrelationen des antiinflammatorischen Zytokin TGF-

Die Analyse beim antiinflammatorischen Zytokin TGF-B in Bezug auf die Korrelationen
m-RNA Ebene im Vergleich zur Proteinebene ergaben andere Ergebnisse. Ebenso wie
bei den antiinflammatorischen Zytokinen untereinander -so auch zum Zeitpunkt vor der
Dialyse- konnten keinerlei signifikante Ergebnisse (r = 0.07, p=0.6) analysiert werden.
Auch die Kontrollpersonen zeigten keinerlei signifikante Korrelation (r = -0.23, p=0.3).
Anders dagegen die Korrelation zum Zeitpunkt wahrend der Dialyse. Hier zeigte sich
eine signifikante Korrelation zwischen TGF-B auf mMRNA Ebene und TGF- auf Prote-
inebene (r = 0.3, p=0.04).

Korrelation der proinflammatorischen Zytokine mit dem antiinflammatorischen
Zytokin TGF-

Alle Korrelationsmuster, die beim Vergleich TGF-B mit TNF-a und den dazugehdrigen
Rezeptoren auf der eine Seite, und TGF-f3 im Vergleich zu IL-6 mit Rezeptoren auf der

anderen Seite moglich waren, zeigten keinerlei signifikante Ergebnisse.
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3.4 Mortalitatsdaten

Nach einer Beobachtungszeit von 36 Monaten verstarben von den 69 untersuchten
Dialysepatienten 22. Dies entspricht mit 32 % in 3 Jahren ungefahr der allgemein be-
schriebenen 10 % Mortalitatsrate pro Jahr bei Dialysepatienten. 68 % verstarben auf-
grund kardiovaskularer Ereignisse, 14 % an einer Sepsis und die restlichen 18 % an

anderen Ursachen.

3.4.1Veranderung der auf Proteinebene gemessenen pro- und anti-

inflammatorischen Zytokine in Bezug auf die Mortalitatsrate

Die Analyse der auf Proteinebene untersuchten Zytokine wurde nun hinsichtlich der
Mortalitatsrate bei diesen Dialysepatienten im Rahmen der 36 monatigen Beobach-

tungszeit untersucht.

In Abb. 14 ist zu erkennen, dass es keinerlei signifikante TNF-a Erhéhungen bei den
Dialysepatienten gab, die wahrend der Beobachtungszeit verstarben, und zwar im Ver-
gleich zu denen, die Uberlebten. Weder zum Zeitpunkt vor der Dialyse (5.4 + 8.5 vs. 4.3
+ 9.0 TNF-a -Protein; p= 0.3), noch zum Zeitpunkt wahrend der Dialyse (6.2 + 8.1 vs.
3.3+ 9.6 TNF-a -Protein; p= 0.6).

Ahnliche Ergebnisse gab es bei den Analysen hinsichtlich von TGF-B auf Proteinebe-
ne. Hier ergab sich keine signifikante Erniedrigung bei den verstorbenen Patienten im
Vergleich zu den nicht verstorbenen. Nicht zum Zeitpunkt vor der Dialyse (18.4 + 10 vs.
20 £ 11 TGF-B -Protein; p= 0.4), und auch nicht wahrend der Dialyse (15.9 £ 6 vs.
17.4 + 7 TGF-B -Protein; p= 0.06). (sieche Abb. 15)
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Abb. 14: Vergleich der auf Protein gemessenen Zytokinspiegel von TNF-a von ver-
storbenen (-) zu nicht verstorbenen Dialysepatienten (+), und zwar jeweils zum Zeit-

punkt vor der Dialyse und wahrend der Dialyse.

10001
p=0.4 p=0.06
. [e)e] (o)
—_ °
(o]
g .J:..o o 0088 © °©
s 5 oo o
o . 5 000
[Z2) %o 0° [oPNe) 00 ©0o
[ ]
o 1004 eeq0® 00 o3 53° 090
0 0,° Oo 8 X
T ° o o o__o 08950
0] oo o o oo o
(= o o
° (o]
. © 5}
o o
OO
o
40
16 = " ; "
g = —_ = —_
c o © &y ©
5 5 g 5 8
S S § § &
: P
[T [T
© O o O
[ = = [

Abb. 15: Vergleich der auf Protein gemessenen Zytokinspiegel von TGF-b von ver-
storbenen (-) zu nicht verstorbenen (+) Dialysepatienten,und zwar jeweils zum Zeit-

punkt vor der Dialyse und zum Zeitpunkt wahrend der Dialyse.
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Zusatzlich wurde analysiert, was auf Genexpressionsebene nicht durchfuhrbar war,
also auch das Zytokin IL-6 und das akute Phase Protein CRP hinsichtlich der Mortalitat

der Dialysepatienten.

Auch hier kam es bei den Dialysepatienten, die wahrend der Beobachtungszeit ver-
starben, im Vergleich zu denen, die Uberlebten, zu keinerlei signifikanten Unterschie-
den im Bezug auf eine IL-6 Erhdhung. Weder zum Zeitpunkt vor der Dialyse (6.3 £ 1.1
vs. 8.6 £ 1.5 IL-6 -Protein; p= 0.8), noch zum Zeitpunkt wahrend der Dialyse (6.7 + 1.4

vs. 7.7 £ 1.4 |IL-6 -Protein; p= 0.9) konnten signifikante Unterschiede analysiert wer-

den.
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Ein ahnliches Bild zeigte sich auch in Abb. 17 bei der Analyse des CRP. Hier kam es
ebenfalls zu keinerlei signifikanten CRP Erhéhungen bei den Dialysepatienten, die
wahrend der Beobachtungszeit verstarben im Vergleich zu denen, die Uberlebten.
Auch hier konnte weder zum Zeitpunkt vor der Dialyse (5.4 + 8 vs. 89 + 11 CRP -
Protein; p= 0.4), noch zum Zeitpunkt wahrend der Dialyse (6.2 £ 8 vs. 7.9+ 11 CRP -

Protein; p= 0.7) ein signifikanter Unterschied erkannt werden.
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Abb. 17: Vergleich
der auf Protein ge-
messenen  Spiegel
von CRP von ver-
storbenen () zu
nicht  verstorbenen
(+) Dialysepatienten,
und zwar jeweils
zum Zeitpunkt vor
der Dialyse und zum
Zeitpunkt

der Dialyse.

wahrend

3.4.2Veranderung der auf mRNA-Ebene gemessenen pro- und antiinflam-

matorischen Zytokine in Bezug auf die Mortalitatsrate

Ebenfalls wurde hinsichtlich der Mortalitatsrate ein proinflammatorisches (Th1) und ein

antiinflammatorisches Zytokin (Th2) auf mRNA-Ebene untersucht, und zwar jeweils

zum Zeitpunkt vor der Dialyse und zum Zeitpunkt nach der Dialyse.

Wie Abb. 18 und 19 zeigen, konnten signifikant erhdhte TNF-a Genexpressionsspiegel

bei den Dialysepatienten analysiert werden, die wahrend der 36 Monate Beobach-

tungszeit verstarben. Dies galt sowohl fur den Zeitpunkt vor der Dialyse (1.3 £ 0.2 vs.
0.6 + 0.07 Molekulle von TNF-a pro 1000 Moleklle b-actin; p< 0.001), als auch fir den
Zeitpunkt nach der Dialyse (2.2 £ 0.2 vs. 1.2 £ 0.15 Molekule von TNF-a pro 1000 Mo-
lekule b-actin; p< 0.02).
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Abb. 18: Vergleich der auf mRNA gemessenen
Zytokinspiegel von TNF-a von verstorbenen zu
nicht verstorbenen Dialysepatienten, und zwar
jeweils zum Zeitpunkt vor der Dialyse.

Abb.19: Vergleich der auf mRNA gemessenen Zyto-
kinspiegel von TNF-a von verstorbenen zu nicht ver-
storbenen Dialysepatienten, und zwar jeweils zum
Zeitpunkt wahrend der Dialyse.

Auf der anderen Seite konnten signifikant erniedrigte TGF-B Genexpressionsspiegel
bei den Dialysepatienten analysiert wrden, die wahrend der 36 Monate Beobachtungs-
zeit verstarben. Dies galt ebenfalls sowohl fur den Zeitpunkt vor der Dialyse (68 + 8 vs.
48.5 £ 10 Molekile von TGF-B pro 1000 Molekile b-actin; p< 0.04), als auch fur den
Zeitpunkt nach der Dialyse (65 £ 9 vs. 47 + 11 Molekule von TGF-3 pro 1000 Molekule
b-actin; p< 0.02).

1000 10004
p=0.04 p=0.02
° . o
o o %6 oo o o o
o "‘*""_.. 00 oo o '.i::. ° 09
o 153 .
8 100 Se o 0,930 8 1004 d 0.0 o
=4 P 0o = 003080
I . 004590600 X . o 009
< 0040 (] 00250
= o = 0 o0 ——08—
B k3] o° %o
- 00 o0_,0 ®© o
° o P ° 05
o o 00 Q0
- 5. o o0 - —000— o
) . o2° 0.0 2 ° 0%0 o9
w o o & (o] o’
9 104 oo (= 104 ] 00
o 0© 0% %o
o 0
o o o
o o
1 1
Kontrollen verstorben nicht verstorben Kontrollen verstorben nicht verstorben

Abb. 20: Vergleich der auf mMRNA gemessenen
Zytokinspiegel von TGF-b von verstorbenen zu
nicht verstorbenen Dialysepatienten, und zwar
jeweils zum Zeitpunkt vor der Dialyse.

Abb. 21: Vergleich der auf mMRNA gemessenen
Zytokinspiegel von TGF-b von verstorbenen zu
nicht verstorbenen Dialysepatienten, und zwar
jeweils zum Zeitpunkt wahrend der Dialyse.
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Nach den signifikanten Analysen der Genexpressionen von dem proinflammatorischen
Zytokin TNF-a und dem antiinflammatorischen Zytokin TGF-f3 wurde in einem nachsten
Schritt untersucht, in wie weit das Verhaltnis TNF-a / TGF- einen weiteren Risikofak-

tor in Bezug auf die Mortalitat bei Dialysepatienten darstellt.

Wie Abb. 22 und 23 zeigen, war dieses Verhaltnis bei den Dialysepatienten, die wah-
rend der 36 Monate verstarben, signifikant erhdht, im Vergleich zu den Dialysepatien-
ten, die Uberlebt haben. Beide, sowohl das Verhaltnis der TNF-a / TGF- Genexpres-
sion vor der Dialyse (59.7 + 16.5 vs. 19.8 + 3.7 Molekile von TNF-a / TGF- pro 1000
Molekule b-actin; p< 0.02), als auch das Verhaltnis wahrend der Dialyse (57.6 + 48 vs.
19.1 + 5.2 Molekile von TNF-a / TGF- pro 1000 Molekile b-actin; p< 0.002) stellen

somit weitere Risikofaktoren fur die Mortalitat dar.
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Abb. 22: Vergleich des auf mRNA gemesse-
nen Zytokinverhaltnisses von TNF-a/TGF-b bei
verstorbenen zu nicht verstorbenen Dialysepa-
tienten, und zwar jeweils zum Zeitpunkt vor der
Dialvse.

Abb. 23: Vergleich des auf mRNA gemesse-
nen Zytokinverhaltnisses von TNF-a/TGF-b bei
verstorbenen zu nicht verstorbenen Dialysepa-
tienten, und zwar jeweils zum Zeitpunkt wah-

rend der Dialyse.

3.4.3 Mortalitatsrate der Dialysepatienten auf Proteinebene

Anhand der Kontrollpersonen wurden ebenfalls die Referenzwerte (siehe 3.5) der bei-
den Zytokine TNF-a und TGF-$ auf Proteinebene definiert. Die Mortalitatsrate wurde
bei den Dialysepatienten analysiert, die iber dem definierten Normwert (TNF-a, TNF-a

| TGF-B) oder unter dem Normwert (TGF-B) lagen. In keinem der Falle zeigte sich,
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dass nicht normale Serumkonzentrationen mit einer erhohten Mortalitat assoziiert sind
(Abb. 24).

Hamodialysepatienten, die wahrend des Beobachtungszeit verstarben

(% der Untergruppen)

Protein Normalwerte Nicht Normalwerte p-Wert
TNF-a 54 50 >0.1
TGF-B 38 38 >1.0
TNF-a / TGF-B 52 48 >0.2
CRP 43 66 >0.2

Abb. 24: Mortalitatsrate der Hamodialysepatienten auf Proteinebene.

3.4.4 Mortalitatsrate der Dialysepatienten auf mMRNA- Ebene

Um einen Referenzwert der spontanen mRNA Expression in peripheren Leukozyten zu
definieren, wurden die Daten der Kontrollpersonen benutzt. 57 % der Dialysepatienten
lagen entweder mit lhren TNF-a Werten Uber oder bezlglich der TGF-B Werte unter
diesem definierten Durchschnittswert. Bei Kontrollpersonen konnte diese Konstellation
nur bei 18 % (p< 0.005) beobachtet werden.

Die Mortalitatsrate bei Hamodialysepatienten , bei denen die TNF-a Spiegel tber dem
definierten Wert lagen, liegt bei 61 %, im Vergleich zu 30 % Mortalitatsrate bei denjeni-

gen mit erniedrigten Spiegeln (p< 0.05).

Anders ist die Situation flr das Zytokin TGF-B. Hier sind die Spiegel, die unter dem
definierten Normalwert liegen, mit einer Mortalitsrate von 44 % assoziiert. Im Vergleich
zu 33 % Mortalitatsrate fur die Dialysepatienten, deren TGF- Spiegel Uber dem Norm-

wert lagen (p< 0.7).
Bei den Dialysepatienten, deren mRNA Verhaltnis TNF-a / TGF-f tiber dem definierten

Normalwert lag, zeigte sich eine Mortalitatsrate von 77 % im Vergleich zu 27 % bei

denen mit einem erniedrigten Verhaltnis (p< 0.01).
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3.5 Uberlebenskurven

Abb. 25 zeigt die Kaplan—Meier Kurven flr die Mortalitdt von Hamodialysepatienten
mit erhéhten Werten im Vergleich zu Normalwerten bezlglich von TNF-a, TGF- und
dem Verhaltnis TNF-a / TGF-B. TNF-a und TNF-a / TGF-B Erhéhung ist dabei defi-

niert als > 2SD der Resultate von gesunden Kontrollen.

Fir TGF-B gilt < 2SD. Die Uberlebenskurven von Hamodialysepatienten mit erhéhten
TNF-a und TNF-a / TGF-B Werten veranderten sich kontinuierlich wahrend der Beo-
bachtungszeit im Vergleich zu Patienten mit Normalwerten.

Fir TGF-B Werte wurde in dieser Hinsicht kein Unterschied gesehen. Damit zeigt sich,
dass Hamodialysepatienten mit einem erhéhten TNF-a Wert (p< 0.02) oder einem er-

héhten TNF-a / TGF-B Verhaltnis (p< 0.005) signifikant haufiger verstorben sind.

Die p Werte wurden mittels eines log-rank test erstellt.
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4 Diskussion

In dieser Arbeit wurden systematisch Zytokinmuster auf Serum- und mRNA-Ebene
beschrieben, um bei Dialysepatienten die Rolle des Immunsystems als Mediator der
progressiven Arteriosklerose zu untersuchen.

Aufbauend auf Erkenntnissen der vaskularen Biologie uber pro- und antiinflammatori-
sche Wechselbeziehungen im Zytokinnetzwerk erfolgte in der vorliegenden Untersu-
chung eine Beschreibung der Zytokinkonstellationen sowohl auf Serum- wie auch auf
mRNA-Ebene.

Dabei wurde bewusst ein klinisch-beschreibender methodischer Ansatz gewahlt, um
die neueren biologischen Studienergebnisse auf die klinische Situation zu Gbertragen.
Die Beschreibung der Zytokinmuster erfolgte in dieser Arbeit als Ausgangspunkt fir
pathogenetische Uberlegungen und dient mittelfristig dem Ziel, die Immunmechanis-
men der progressiven Arteriosklerose bei Dialysepatienten besser zu verstehen. Lang-
fristig soll sie zu einer Hypothesengenerierung bezlglich adjuvanter Krankheitsmecha-

nismen und Therapieverfahren beitragen.

Die vorliegende Arbeit geht von der von Ross fortentwickelten Erkenntnis aus, dass es
sich bei der Arteriosklerose um eine chronische Entziindungsreaktion handelt. Gemafn
der ,Response-to-Injury”’-Hypothese wird hiernach eine rasche Progression der Arte-
riosklerose sowie die Schwere der Erkrankung (Ausmaly. Plaque-load) durch das Ver-
haltnis von endothelialer Schadigung und genetisch determiniertem Muster der Im-
munantwort, d.h. die Freisetzung von pro- und antiinflammatorischen wirkenden Im-

munmediatoren bestimmt.

Ziel dieser Arbeit war die Prufung, ob die Hamodialyse das Gleichgewicht zwischen
Th1- und Th2-Immunitat verandern wird. Durch die Bestimmung der Zytokine auf
MRNA-Ebene sollte erstmals beschrieben werden, ob es zu einer Veranderung der
Genexpression von pro-und antiinflammatorischen Zytokine bei Dialysepatienten
kommt. Im Vergleich dazu wurden die im Serum zirkulierenden Zytokinspiegel gemes-
sen.

Desweiteren war das Ziel dieser Arbeit herauszufinden, ob veranderte Zytokine auf
MRNA-Ebene eine mdgliche prognostische Bedeutung bezlglich der Mortalitat bei

Dialysepatienten reflektiert und vorhersagt.
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Die neue Methode zur Quantifizierung der Zytokine auf Genexpressionsebene

Die Quantifikation von mRNA im Vollblut wurde immer als zu schwierig fur die klinische
Routine bezeichnet. Der Grund daflir lag einerseits in der Abschwachung der
Gentranskription, und andererseits in der unkontrollierten Geninduktion wahrend der
Aufreinigungsschritte von peripheren Leukozyten, zu denen es bei den bisher her-
kémmlichen Stabilisierungs- und Aufarbeitungsmaoglichkeiten gekommen war. In dieser
Studie benutzten wir erstmals eine neuartige Stabilisierungslésung, die sowohl zu einer
reduzierten RNA-Abschwachung fuhrt, als auch die Geninduktion in sofort abgenom-

menen Blutproben inhibiert bzw. eliminiert [95].

Kommt es bei der RNA nicht zu einer sofortigen Stabilisierung, scheint es zu einer kraf-
tigen Hochregulation der Genexpression von Zytokinen zu kommen [96]. Da dies zu
unklaren Unterschieden zwischen den Genexpressionsspiegeln der einzelnen Zytokine
fuhren kann, ist die sofortige m-RNA Stabilisierung, nach Blutabnahme, von diagnosti-

schem und therapeutischem Interesse.

Mit dieser neuartigen Technik, konnten wir erstmalig prospektiv in einer Kohorte bei

Dialysepatienten verschiedene Zytokine auf mRNA-Genexpressionsebene messen.

Immunmediatoren im Verlauf der Dialyse

Um eine Vorstellung von der Verteilung pro- und antiinflammatorischer Zytokine beim
Verlauf der Dialyse zu gewinnen, wurden die Zytokinmessungen aus dem Patienten-
kollektiv zum Vergleich gegentbergestellit.

Die Referenzwerte fur die einzelnen Zytokine ergaben sich aus den gemessenen Zyto-
kinspiegeln im Kollektiv gesunder Probanden, die uns als Vergleichswerte fur alle wei-
teren Messungen dienten. Sie wurden als ,normales Zytokinprofil“ gedeutet.

Den Zytokinverteilungen des Probandenkollektivs wurden im nachsten Schritt die ge-
messenen Zytokine der Dialysepatienten -sowohl auf Protein- als auch auf Genexpres-
sionsebene- gegenlbergestellt.

Es zeigte sich, dass die basale mMRNA Genexpression von TNF-a in peripheren Leuko-
zyten der 69 Dialysepatienten signifikant erhoht ist, und zwar im Vergleich zu den Kon-

trollen. Dieser signifikante Anstieg war ebenfalls im Verlauf der Dialyse zu erkennen.
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Die basale mRNA Genexpression des Th-1 Zytokin IL-6 zeigte ebenfalls einen signifi-
kanten Anstieg im Vergleich zu den Kontrollen, der aber im Verlauf der Dialyse nicht

nachweisbar war.

So bestatigte diese Studie, das Hamodialysepatienten eine signifikant erhéhte Ge-
nexpression der proinflammatorischen (Th-1) Zytokine TNF-a und IL-6 zeigen [98,99].
Ausserdem zeigte diese Studie erstmals, dass die Genexpressionsspiegel des an-
tiinflammatorischen Zytokins TGF-b bei Dialysepatienten signifikant erniedrigt sind.

Ebenfalls noch nicht in Verdéffentlichungen beschrieben ist die Aussage, dass das Ver-
haltnis der TNF-a / TGF-b Genexpression ebenfalls bei Dialysepatienten signifikant

erhoht ist.

Im Vergleich dazu waren die Veranderungen der im Serum zirkulierenden Zytokinspie-
gel -hinsichtlich dieser Zytokinmuster- weniger ausgepragt.

Wir konnten keinerlei signifikante Erhdhungen der Serumkonzentrationen von TNF-a
bei den Dialysepatienten analysieren. Hinsichtlich TGF-b Spiegeln im Serum konnten
wir zwar erniedrigte Konzentrationen bei Dialysepatienten erkennen, es zeigte sich
aber im Vergleich zu den mRNA Spiegeln, das es zu vermehrten Uberlappungen zwi-

schen Dialysepatienten und Kontrollpersonen kam.

Es ist allgemein bekannt, dass Immunmediatoren im Serum sowohl an die extrazellula-
re Matrix von Proteinen als auch an deren zugehoérige Rezeptoren gebunden werden
kann. Deshalb reprasentieren die im Serum zirkulierenden Zytokine nicht den aktuellen
Stand der Immunaktivierung.

Im Serum zirkulierende Immunmediatoren missen lhren Ursprung nicht unbedingt aus
den peripheren Leukozyten haben, denn sie kdnnen ebenso von den Gefallwanden,
von anderen lymphatischen Geweben oder von nicht lymphatischen Zellen, wie den

Hepatozyten oder Adipozyten, ihren Ursprung haben.

Ebenso wichtig zu bemerken ist, dass die Genexpresison wahrscheinlich viel einfacher
und schneller bereitgestellt werden kann, als systemische Zytokinspiegel.

Dies ist der Grund dafir, dass zwei Stunden nach Beginn der Dialyse bei Patienten
erhohte TNF-a mRNA Genexpressionenspiegel festgestellt werden kénnen, wahrend

es bei Serum TNF-a Spiegeln noch zu keinerlei Veranderungen gekommen ist.
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Veranderung der Immunmediatoren in Bezug auf die Mortalitiatsrate

Bei diesem weiteren Ziel unserer Studie galt es herauszufinden, ob veranderte Im-
munmediatoren eine mogliche prognostische Bedeutung bei Dialysepatienten haben.
Aus diesem Grunde Uberpriften wir bei allen 69 Patienten des ambulanten Dialyse-
zentrums die klinischen Parameter der Patienten wahrend eines follow up Zeitraums
von 36 Monaten.

Die bekannt hohe Mortalitatsrate bei Dialysepatienten erlaubte es uns, diesen harten
Endpunkt als Definition von Uberlebten im Vergleich zu verstorbenen Patienten zu
nutzen. Ausserdem war diese hohe Mortalitatsrate von Bedeutung, um unserer Ergeb-

nisse zu demonstrieren.

So konnten wir signifikant erhdhte TNF-a Genexpressionsspiegel, sowohl vor der Dia-
lyse als auch wahrend der Dialyse bei all denen Dialysepatienten analysieren, die wah-
rend der 36 Monate follow up verstarben.

Auf der anderen Seite konnten wir signifikant erniedrigte TGF-b Genexpressionsspie-
gel bei den Dialysepatienten analysieren, die wahrend der 36 Monate follow up ver-
starben. Auch hier war sowohl vor als auch wahrend der Dialyse diese Signifikanz zu
erkennen.

Auch bei dem Verhaltnis TNF-a / TGF-b auf Genexpressionsebene konnten wir zeigen,
dass es zu einem signifikanten Anstieg dieses Verhaltnisses bei den Dialysepatienten

kam, die wahrend der 36 Monate verstarben.

So konnte erstmalig gezeigt werden, dass sowohl erhdhte TNF-a Genexpressi-
onsspiegel, als auch ein erhdhtes Verhaltnis von TNF-a / TGF-b Genexpressionsspie-

geln mit einer signifikant erhéhten Mortalitat bei Dialysepatienten assoziiert ist.

Wahrend des follow up Zeitraumes von 36 Monaten verstarben 22 der 69 Dialysepati-
enten (32 %). Die haufigste Todesursache dieser Patienten waren mit 68 % kardio-
vaskulare Ereignisse, gefolgt von Sepsis (14%) und anderen (18 %) Ursachen. Diese
Mortalitatsrate ist vergleichbar mit den Ergebnissen von anderen Studien. So zeigt die
Studie von Zimmermann et al. [36] bei 280 Dialysepatienten eine jahrliche Mortalitats-
rate von 13 %. Auch der Prozentsatz von 58 % kardiovaskularer Ereignisse als Todes-
ursache ist vergleichbar mit den von uns entdeckten Ergebnissen. In dem U.S. Renal
Data System, in dem Uber 250.000 Patienten verwaltet werden, liegt die jahrliche To-

desrate von Dialysepatienten bei ca. 16 % [48].
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Einen weiteren Versuch, um unsere Theorie zu bestarken, bestand darin, dass wir die
mRNA Spiegel der Dialysepatienten quantifizierten und diese mit einem durch das
Kontrollkollektiv ermittelten Referenzwert verglichen.

Tatsachlich konnten wir erkennen, dass bei Konzentrationen ,von TNF-a mRNA oder
dem Verhaltnis TNF-a / TGF-b mRNA, die Uber dem Referenzwert lagen, das Uberle-
ben der Dialysepatienten signifikant erniedrigt war.

Anders verhielt es sich beziglich des Zytokins TGF-b in Bezug auf diese Art der Ana-
lyse. Denn es erklarte sich weder der schitzenede Effekt von TGF-b auf mRNA-
Ebene, noch sagt diese Art der Analyse etwas Uber die Mortalitatsrate innerhalb der

Beobachtungszeit auf.

Diese Analysen beziiglich der Uberlebensrate wiederholten wir anhand der Serumkon-
zentrationen von TNF-a und TGF-b.
In keinem der Falle konnten wir eine signifikante Assoziation beziiglich der Uberle-

bensrate feststellen.

Zusammenfassend lasst sich damit sagen, dass der Aktivitatsgrad von zirkulierenden
Leukozyten um ein vielfaches enger mit dem Mortalitatsrisiko bei Dialysepatienten as-

soziiert ist, als die systemischen Zytokinspiegel im Serum.

Fur die Interpretation dieser Resultate, ist es wichtig zu wissen, dass die Arteriosklero-
se die am haufigsten vorkommende Erkrankung bei Dialysepatienten ist, und auller-
dem zeigen diese Patienten Merkmale eines inflammatorischen Prozesses [23,24].

Im Moment ist immer noch unklar, ob entweder die erhohten Konzentrationen der Im-
munmediatoren die Konsequenz der beginnenden intravasalen Inflammation ist, oder
ob extravasale Stimuli fur die chronische, leichte Aktivitat der Inflammation verantwort-
lich sind [100].

Unsere Ergebnisse der erhdhten proinflammatorischen Zytokin Genexpression bei Pa-
tienten wahrend der Dialyse legen nahe, dass diese neueste Hypothese zumindest
teilweise dazu beitragt, eine Erklarung zur erhéhten Inflammation bei diesen Patienten

Zu geben.

Der Aktivitatsgrad der peripheren Leukozyten bei Patienten wahrend der Dialyse kénn-

te moglicherweise der Grund fur die beschleunigte GefalRinflammation sein.
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Gleichzeitig kdnnte er aber auch der Grund fir das erhdhte Risiko der kardiovaskula-
ren Mortalitat sein.

Seit einiger Zeit ist bekannt, dass einige pharmakologische Préparate, wie Statine oder
ACE- Hemmer, neben ihres eigentlichen Wirkmechanismusses, zusatzlich noch einen
Immunmodulierenden Effekt aufweisen [35,101].

Man kénnte sich nun vorstellen, dass die induzierte Zytokin-Genexpression wahrend
der Dialyse moéglicherweise ein interessantes Modell reprasentieren kénnte, um ein
schnelles Screening von Medikamenten mit potentiellen Effekten auf das Immunsys-

tem zu erreichen.

Zusammenfassend lasst sich festhalten, dass die Genexpressionsmuster von periphe-
ren Leukozyten wahrscheinlich die Immunqualitdt bei Hamodialysepatienten besser

reflektieren, als die systemischen Spiegel zirkulierender Immunmediatoren.

Vorallem ist dies auf Genexpessionsebene durch eine bessere Assoziation mit spate-

rer Mortalitat verbunden.

Aufgrund der verbesserten Technik, die nun eine zuverlassige mMRNA Isolation erlaubt,
reprasentiert diese Analyse der mRNA Muster der peripheren Leukozyten eine vielver-

sprechende Vorhersage fiur den Verlauf entziindlicher Erkrankungen.
Aus diesem Grund kénnte dieses neue Analyseverfahren auch in der klinischen Routi-

ne durchfihrbar sein und als wertvolle Ergdnzung zu den gangigen bisherigen Dia-

gnostiken auf Proteinebene fungieren.
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5 Zusammenfassung

In der klinischen Praxis basiert die Diagnose und die Risikovorhersage bezliglich der
inflammatorischen Komponente bei Arteriosklerose bisher auf der Analyse von Serum
oder Plasmaproteinen. Genexpressionsanalysen haben dagegen bisher keinen routin-

maRigen Stellenwert in der klinischen Routine.

Um einen Vergleich von Serumproteinen zu peripheren Blut mMRNA Spiegeln beziiglich
diagnostischer und pradiktiver Relevanz zu bekommen, bestimmten wir die Zyto-
kinspiegel bei Patienten mit Nierenversagen wahrend der Dialyse. Bei diesen Patienten
kommt es zu einer erhdhten Mortalitat, die vorwiegend mit der Beschleunigung der
Arteriosklerose in Zusammenhang steht, und in deren spaterem Verlauf es haufig zu
harten kardiovaskularen Ereignissen kommt. Diese Ereignisse haben nach neuesten
Erkenntnissen ihre Grundlage in den veranderten Immunqualitaten bei Dialysepatien-

ten.

Die mRNA Genexpressionspiegel des proinflammatorischen Zytokin TNF-a waren bei
Dialysepatienten im Vergleich zu Kontrollpersonen signifikant erhéht. Im Verlauf der
Dialyse stiegen diese TNF-a Spiegel noch weiter signifikant an. Im Vergleich dazu
zeigte sich, dass die Genexpressionsspiegel des antiinflammatorischen Zytokins TGF-

b signifikant erniedrigt waren.

Die Dialysepatienten, die wahrend einer Beobachtungszeit von 36 Monaten verstarben,
hatten einerseits signifikant erhdhte mRNA Spiegel von TNF-a und andererseits signifi-

kant erniedrigte Spiegel der Genexpression von TGF-b.

Die durchgefiihrten Uberlebensanalysen zeigen eindeutig, dass sich sowohl wegen der
erhohten TNF-a Genexpressionspiegel (p<0.02) als auch wegen des erhdhten Verhalt-
nis TNF-a / TGF-b auf Genexpressionsebene (p<0.005) eine Vorhersage bezlglich der

Mortalitat bei Dialysepatienten machen lasst.

Obwohl es sich zeigte, dass auf Serumebene gemessene Immunmediatoren ebenfalls
in Zusammenhang mit Hdmodialysepatienten stehen, konnten wir weder signifikante
Veranderungen auf Serumkonzentrationsebene wahrend der Hamodialyse analysieren,

noch war es mdglich, eine Vorhersage Uber die Mortalitat zu treffen.
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5 Zusammenfassung

Diese Studie zeigte, dass Genexpressionsmuster von zirkulierenden peripheren Leu-
kozyten eine neue wichtige Diagnostikmoglichkeit darstellt, um den klinischen Verlauf

von Patienten mit Arteriosklerose und andereren Erkrankungen vorherzusagen.
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