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Einleitung

1 Einleitung

Die Mortalitat chronischer Dialysepatienten ist im Vergleich zur gesunden Bevolkerung
deutlich erhéht. Auch wenn die Gesamtmortalitat der Dialysepopulation in den letzten Jahren
leicht zuriickgegangen ist, verbleibt sie insgesamt auf einem hohen Niveau mit 164.6
Todesfallen pro 1000 Patientenjahren im Jahr 2018. Im Vergleich zur Normalbevélkerung
hatten mannliche Dialysepatienten in der Altersgruppe von 66-74 ein mehr als zehnfach
erhdhtes Sterberisiko. In der Altersgruppe 40-44jahriger Manner hatten chronische
Dialysepatienten eine um 25 Jahre reduzierte Lebenserwartung im Vergleich zur Nicht-

Dialysepopulation, bei den Frauen betrug der Unterschied sogar mehr als 30 Jahre.

Hauptursachlich hierfiir ist die deutlich erhdhte Rate an kardiovaskularen Ereignissen. Die
Gesamtpravalenz fur kardiovaskulare Begleiterkrankungen betrug in der Dialysepopulation bei
77%. (1) (2)

Zu der hohen Pravalenz kardiovaskularer Begleiterkrankungen tragen die haufigsten renalen

Grunderkrankungen, Diabetes mellitus und die arterielle Hypertonie entscheidend bei.

Aber auch unabhangig von diesen beiden Grunderkrankungen ist die Pravalenz

kardiovaskularer Erkrankungen in Dialysepopulation deutlich erhéht.

Neben den klassischen Risikofaktoren, die bei Dialysepatienten naturgemafy eine hoéhere
Pravalenz haben, beférdern andere Faktoren, die mit voranschreitender chronischer
Niereninsuffizienz und entsprechendem Retentionsniveau uramischer Toxine einhergehen,

das Voranschreiten von Arterio- und Atherosklerose sowie die Herzinsuffizienz.

Das uramische Syndrom ist definiert als Retention harnpflichtiger Substanzen. Mit
zunehmender Einschrankung der Nierenfunktion kommt es zu einer Akkumulation von

Uramietoxinen mit weitreichenden Konsequenzen auf Homdostase und Organfunktion.

Uramietoxine sind nach einer Definition der EUTOX gruppe in drei Gruppen eingeteilt. (3)
Wasserlosliche Substanzen mit einem Molekulargewicht <500 Dalton (Da) werden als kleine
Molekiile bezeichnet. Eine weitere Gruppe stellen die Proteingebundenen Solute dar, die der

Dialyse nur sehr eingeschrankt zuganglich sind.

Die dritte Gruppe besteht aus mittelmolekularen Uramietoxinen, die im Bereich 500 Da -60
KDa liegen. In diesem Bereich liegen zahlreiche proinflammatorisch wirkender Molekiile wie

IL-6, TNF alpha, Interleukin 1 und viele mehr.

Chronische Dialysepatienten haben ein deutlich erhdhtes Inflammationsniveau. (4) (5) Hierzu

tragen zahlreiche Umstande bei. Auf der einen Seite liegen sie in der reduzierten renalen
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Produktion von MCP-1, IL-6,
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Zytokinclearance begrindet. Weiterhin kdnnen renale Grunderkrankungen sowie andere
Komorbiditaten die chronische Inflammation unterhalten. Den wesentlichen Beitrag jedoch
tragen dialyse-assoziierte Faktoren bei, da Uramie, das Vorhandensein von Endotoxin in der
Dialysierflissigkeit sowie Katheterinfektionen und vieles mehr zur chronischen Aktivierung von
Monozyten mit entsprechender Zytokinproduktion flihren. Diesbezuglich sind in den letzten
Jahrzehnten mit der Reduktion an Kathetern, der Einfihrung von ultrareinem Dialysat grof3e
Fortschritte gemacht worden. (6) Nichtsdestotrotz bleibt die Mikroinflammation ein pravalentes
Phanomen in der Dialysepopulation. Ein entscheidender Faktor ist hierbei die mangelnde
Entfernung mittelmolekularer Urdmietoxine durch die konventionelle Dialysetherapie. Hier
handelt es sich um eine heterogene Gruppe an Molekile, von denen viele proinflammatorische
und pro-arteriosklerotische Effekte zeigen. Eine Ubersicht findet sich in Tabelle 1 modifiziert

nach Wolley et al. (7)

Mit der Einfihrung von pordseren High-Flux-Membranen hoffte man, eine bessere Clearance
dieser Mittelmoleklle und moglicherweise auch eine Reduktion der Mortalitat erreichen zu
kénnen. Primares Zielmolekll war bei der Entwicklung der High-Flux-Membranen das Beta-2-
Mikroglobulin, welches eine Molekilmasse von 11800 Dalton aufweist. Jedoch zeigten die
beiden prospektiven randomisierten Studien, die den Einsatz von High-Flux-Membranen vs.

Low-Flux-Membranen untersuchten, enttduschende Ergebnisse.

So zeigte die prospektive HEMO-Studie keinen Unterschied im Hinblick auf die
Gesamtmortalitdt. In Post Hoc Analysen zeigte sich jedoch ein mdglicher Benefit fur

kardiovaskulare Ereignisse und Hospitalisierungen. (8)

Die zweite prospektive randomisierte Studie, die Membrane Permeability Outcome Study,
zeigte ebenfalls keinen eindeutigen Effekt fir die gesamte Dialysepopulation. Jedoch konnte

hier eine Mortalitatsreduktion fur Patienten mit Albumin <4 g/dl und Diabetiker gezeigt werden.

(9)

Auch wenn die beiden Studien keinen eindeutigen Effekt zeigten, so finden High-Flux-

Membranen in Europa mittlerweile grof3e Verbreitung.
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Als weitere Moglichkeit, mittelmolekulare Substanzen verbessert zu entfernen wurde der

Effekt der Hamodiafiltration untersucht und mit Highflux-Hamodialyse verglichen.

Hier zeigte sich in verschiedenen Studien ebenfalls kein eindeutiger Vorteil im Hinblick auf
Mortalitat. Lediglich in Subgruppen, bei denen ein groRes Substitutionsvolumen umgesetzt
wurde, konnte ein Benefit nachgewiesen werden. (10) (11) (12) (13) (14) (15)

Da Inflammation und kardiovaskulare Mortalitat trotz aller oben genannten MaRnahmen und
Fortschritte weiterhin in der Dialysepopulation stark pravalent sind, wurden Dialysefilter mit
einem gréleren Cut-Off mit dem Ziel der verbesserten Clearance mittelmolekularer

Substanzen entwickelt.

Es wurden High-Cut-Off-Membranen entwickelt, deren Porengréf3e die Clearance von
Molekulen mit einer GréRRe von bis zu 45 kDa ermdéglicht. (16) Spater wurden Medium Cut-Off
Membranen mit einem steileren Cut-Off entwickelt, in der Hoffnung einerseits ahnlich den
High-Cut-Off Membranen die Clearance andererseits eine geringere Durchlassigkeit fur

Albumin zu erzielen. (17)

Ob der Einsatz von HCO — bzw. MCO Membranen die chronische Inflammation und die

Gefalverkalkung in Dialysepatienten beeinflusst, ist aktuell nicht eindeutig geklart.
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2 Fragestellung
Es ergeben sich daher fir diese Arbeit folgende Fragen:

1. Kann die Entfernung von Zytokinen mittels gro3poriger Dialysefilter im In-Vitro-Dialyse-
Modell erreicht werden und damit die prokalzifizierende Wirkung abschwachen?

2. Kann mit HCO- bzw. MCO-Dialyse eine starkere Reduktion der Mikroinflammation
erzielt werden als mit High-Flux-Dialyse?

3. Kann mit HCO- bzw. MCO-Dialyse die prokalzifizierende Wirkung von Uramieserum
auf glatte Muskelzellen in vitro reduziert werden?

4. Sind im mittelmolekularen Bereich Uramietoxine enthalten, die in besonderer Weise

die In Vitro Verkalkung induzieren bzw. verstarken?
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3 Zusammenfassung der Ergebnisse eigener Arbeiten

3.1 Einfluss hochdurchlassiger Membranen im In-Vitro-Dialyse-
Modell

Das Niveau proinflammatorischer Interleukine ist bei chronischen Dialysepatienten deutlich
erhdht. Sie tragen mafdgeblich zur Arteriosklerose der Dialysepopulation bei. Um den In Vitro
Effekt unterschiedlicher Dialysemembranen auf die Konzentration proinflammatorischer
Interleukine und deren Auswirkung auf die GefaRverkalkung in vitro zu untersuchen, wurde in
dieser Arbeit Vollblut gesunder Probanden mit Endotoxin inkubiert. Das hieraus gewonnene
Plasma wurde in einem Mini-Dialyse-Kreislauf mit unterschiedlichen Dialysemembranen
behandelt. AnschlieRend wurde das Plasma im Hinblick auf prokalzifizierende Effekte in einem

In Vitro Kalzifizierungsmodell untersucht.
Der nachfolgende Text entspricht dem Abstrakt aus der Arbeit 1.

In Vitro Dialysis of Cytokine-Rich Plasma With High and Medium Cut-Off Membranes
Reduces Its Procalcific Activity. Artif Organs. Willy, K., Hulko, M., Storr, M., Speidel,
R., Gauss, J., Schindler, R., & Zickler, D. 2017;41(9):803-9

https://doi.org/10.1111/aor.12884

,Recently developed high-flux (HF) dialysis membranes with extended permeability
provide better clearance of middle-sized molecules such as interleukins (ILs). Whether this
modulation of inflammation influences the procalcific effects of septic plasma on vascular
smooth muscle cells (VSMCs) is not known. To assess the effects of high cut-off (HCO)
and medium cut-off (MCO) membranes on microinflammation and in vitro vascular
calcification we developed a miniature dialysis model. Plasma samples from
lipopolysaccharide-spiked blood were dialyzed with HF, HCO, and MCO membranes in an in
vitro miniature dialysis model. Afterwards, IL-6 concentrations were determined in dialysate
and plasma. Calcifying VSMCs were incubated with dialyzed plasma samples and vascular
calcification was assessed. Osteopontin (OPN) and matrix Gla protein (MGP) were
measured in VSMC supernatants. IL-6 plasma concentrations were markedly lower
with HCO and MCO dialysis. VSMC calcification was significantly lower after incubation
with MCO- and HCO-serum compared to HF plasma. MGP and OPN levels in supernatants
were significantly lower in the MCO but not in the HCO group compared to HF. In vitro
dialysis of cytokine-enriched plasma samples with MCO and HCO membranes reduces
IL-6 levels. The induction of vascular calcification by cytokine-enriched plasma is reduced
after HCO and MCO dialysis.”


https://doi.org/10.1111/aor.12884%E2%80%9ERecently
https://doi.org/10.1111/aor.12884%E2%80%9ERecently
https://doi.org/10.1111/aor.12884%E2%80%9ERecently
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3.2 Einfluss von HCO-Membranen auf die Inflammation in

Dialysepatienten

Um nach diesen ex vivo -Untersuchungen auch die In vivo Auswirkungen von HCO-
Dialysemembranen zu untersuchen, wurde eine prospektive, randomisierte klinische Studie
mit 43 pravalenten Dialysepatienten durchgefuhrt und zahlreiche inflammatorische

Testparameter unter HCO und High-Flux-Bedingungen untersucht.

Auch wenn der primare Endpunkt, die CD 162 Expression auf Monozyten keinen statistisch
signifikanten Unterschied zeigte, so war beispielsweise die Konzentration des I6slichen TNF-
Rezeptors sowie die Expression proinflammatorischer Gene in Leukozyten nach HCO-Dialyse

deutlich niedriger.

Im folgenden Abstrakt der Arbeit 2 sind die entscheidenden Ergebnisse zusammengefasst:

High cut-off dialysis in chronic haemodialysis patients. Girndt M, Fiedler R, Martus P,
Pawlak M, Storr M, Bohler T, Glomb MA, Liehr K, Henning C, Templin M, Trojanowicz B, Ulrich
C, Wemer K, Zickler D, Schindler R. European Journal of Clinical Investigation.
2015 Dec;45(12):1333-40.

https://doi.org/10.1111/eci. 12559 PMID: 26519693 Clinical Trial.

»Background: Haemodialysis patients suffer from chronic systemic inflammation and
high incidence of cardiovascular disease. One cause for this may be the failure of diseased
kidneys to eliminate immune mediators. Current haemodialysis treatment achieves
insufficient elimination of proteins in the molecular weight range 15-45 kD. Thus, high cut-off

dialysis might improve the inflammatory state.

Design: In this randomized crossover trial, 43 haemodialysis patients were treated for 3
weeks with high cut-off or high-flux dialysis. Inflammatory plasma mediators, monocyte

subpopulation distribution and leucocyte gene expression were quantified.

Results: High cut-off dialysis supplemented by a low-flux filter did not influence the primary
end-point, expression density of CD162 on monocytes. Nevertheless, treatment
reduced multiple immune mediators in plasma. Such reduction proved - at least for some
markers - to be a sustained effect over the interdialytic interval. Thus, for example, soluble
TNF-receptor 1 concentration predialysis was reduced from median 13-3 (IQR 8-9-17-2) to
9-7 (IQR 7-5-13-2) ng/mL with high cut-off while remaining constant with high-flux
treatment. The expression profile of multiple proinflammatory genes in leucocytes was
significantly dampened. Treatment was well tolerated although albumin losses in high cut-off

dialysis would be prohibitive against long-term use.

17


https://doi.org/10.1111/eci.12559
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Conclusions: The study shows for the first time that a dampening effect of high cut-off dialysis
on systemic inflammation is achievable. Earlier studies had failed due to short study duration
or insufficient dialysis efficacy. Removal of soluble mediators from the circulation influences
cellular activation levels in leucocytes. Continued development of less albumin leaky

membranes with similar cytokine elimination is justified.”

18
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3.3 Einfluss von HCO-Membranen auf die Verkalkung in

Dialysepatienten

Der positive Einfluss von HCO-Membranen im Hinblick auf wichtige Inflammationsparamter in
Dialysepatienten wurde also in o0.g. Studie gut belegt. Ob diese Reduktion der
Mikroinflammation auch Auswirkungen auf die prokalzifizierenden Einflisse im
Kalzifikationsmodell hat, sollte durch Proben aus dieser Studie im Kalzifikations-

Zellkulturmodell untersucht werden.
Der nachfolgende Text entspricht dem Abstrakt der Arbeit 3:

High cut-off dialysis in chronic haemodialysis patients reduces serum procalcific
activity. Zickler D, Willy K, Girndt M, Fiedler R, Martus P, Storr M, Schindler R. Nephrology
Dialysis Transplantation. 2016 Oct;31(10):1706-12.

https://doi.org/10.1093/ndt/gfw293 Epub 2016 Jul 20.PMID: 27445317 Clinical Trial.

“Background: Vascular calcification is enhanced in chronic dialysis patients, possibly due to
the insufficient removal of various intermediate molecular weight uraemic toxins such as
interleukins with conventional membranes. In this study, we assessed the modulation of in
vitro vascular calcification with the use of high cut-off (HCO) membranes in chronic dialysis

patients.

Methods: In a PERCI trial, 43 chronic dialysis patients were treated with conventional high-
flux and HCO filters for 3 weeks in a randomized order following a 2-period crossover design.
After each phase, serum predialysis samples were drawn. Calcifying human coronary vascular
smooth muscle cells (VSMCs) were incubated with the patient's serum samples. Calcification
was assessed with alkaline phosphatase (ALP) and alizarin red staining. In the clinical trial,
HCO dialysis reduced the serum levels of the soluble tumour necrosis factor receptor (sSTNFR)
1 and 2, vascular cell adhesion molecule 1 (VCAM-1) and soluble interleukin-2 receptor
(sIL2R). We therefore investigated the in vitro effects of these mediators on vascular

calcification.

Results: VSMCs incubated with HCO dialysis serum showed a 26% reduction of ALP with
HCO serum compared with high-flux serum. Alizarin was 43% lower after incubation with the
HCO serum compared with the high-flux serum. While sIL2R and sTNFR 1 and 2 showed no
effects on VSMC calcification, VCAM-1 caused a dose-dependent enhancement of

calcification.

Conclusions: The use of HCO dialysis membranes in chronic dialysis patients reduces the

procalcific effects of serum on VSMC in vitro. The mechanisms of the strong effect of HCO on

27
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in vitro calcification are not completely understood. One factor may be lower levels of VCAM-
1 in HCO serum samples, since VCAM-1 was able to induce vascular calcification in our
experiments. Neither sTNFR 1, sTNFR 2 nor slL2R enhance vascular calcification in vitro.
Regardless of the mechanisms, our results encourage further studies of highly permeable

filters in chronic dialysis patients.”

28
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3.4 Effekt von Medium Cut-Off Membranen auf Inflammation in

chronischen Dialysepatienten

Der langfristige Einsatz von HCO-Dialysemembranen in chronischen Dialysepatienten ist
aufgrund des relevanten Albuminverlustes nicht moglich. Um jedoch die vorteilhaften
Eigenschaften dieser Dialysemembranen im Hinblick auf Entfernung proinflammatorischer
Molekule zu erhalten ohne dabei Albumin zu eliminieren, wurde eine Dialysemembran mit
einem steileren Cut-Off entwickelt. In einer weiteren prospektiven randomisierten Studie wurde
diese Membran an 48 Dialysepatienten getestet und in der Folge viele inflammatorische

Marker untersucht. Als sekundarer Endpunkt wurden die Albuminspiegel untersucht.

Im Folgenden ist der Abstrakt aus Arbeit 4 abgedruckt:

Medium Cut-Off (MCO) Membranes Reduce Inflammation in Chronic Dialysis Patients-
A Randomized Controlled Clinical Trial. Zickler D, Schindler R, Willy K, Martus P, Pawlak
M, Storr M, Hulko M, Boehler T, Glomb MA, Liehr K, Henning C, Templin M, Trojanowicz B,
Ulrich C, Werner K, Fiedler R, Girndt M. PLoS One. 2017 Jan 13;12(1):e0169024.

https://doi.org/10.1371/journal.pone.0169024
eCollection2017.PMID: 28085888 Clinical Trial.

Background: To increase the removal of middle-sized uremic toxins a new membrane with
enhanced permeability and selectivity, called Medium Cut-Off membrane (MCO-Ci) has
been developed that at the same time ensures the retention of albumin. Because many
middle-sized substances may contribute to micro-inflammation we hypothesized that the

use of MCO-Ci influences the inflammatory state in hemodialysis patients.

Methods: The randomized crossover trial in 48 patients compared MCO-Ci dialysis to High-
flux dialysis of 4 weeks duration each plus 8 weeks extension phase. Primary endpoint was
the gene expression of TNF-a and IL-6 in peripheral blood mononuclear cells (PBMCs),

secondary endpoints were plasma levels of specified inflammatory mediators and cytokines.

Results: After four weeks of MCO-Ci the expression of TNF-a mRNA (Relative quantification
(RQ) from 0.92 £+ 0.34 to 0.75 + 0.31, -18.5%, p<0.001)-a and IL-6 mMRNA (RQ from 0.78 +
0.80 to 0.60 + 0.43, -23.1%, p<0.01) was reduced to a significantly greater extent than with
High-flux dialyzers (TNF mRNA-RQ: -14.3%; IL-6 mRNA-RQ: -3.5%). After retransformation
of logarithmically transformed data, measurements after MCO were reduced to 82% of those
after HF (95% CI 74%-91%). 4 weeks use of MCO-Ci resulted in long-lasting change in
plasma levels of several cytokines and other substances with a significant decrease for
sTNFR1, kappa and lambda free light chains, urea and an increase for Lp-PLA2 (PLA2G7)
compared to High-flux. Albumin levels droppegsignificantly after 4 weeks of MCO dialysis but
increased after additional 8 weeks of MCO dialysis. Twelve weeks treatment with MCO-Ci

was well


https://doi.org/10.1371/journal.pone.0169024
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tolerated regarding the number of (S)AEs. In the extension period levels of CRP, TNF-a-mRNA
and IL-6 mRNA remained stable in High-flux as well as in MCO-Ci.

Conclusions: MCO-Ci dialyzers modulate inflammation in chronic HD patients to a greater
extent compared to High-flux dialyzers. Transcription of pro-inflammatory cytokines in
peripheral leukocytes is markedly reduced and removal of soluble mediators is enhanced with
MCO dialysis. Serum albumin concentrations stabilize after an initial drop. These results

encourage further trials with longer treatment periods and clinical endpoints.
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3.5 Effekt von Medium Cut-Off Membranen auf die In Vitro
GefaRverkalkung

Auch nach Modulation des Cut-Offs der Dialysemembran konnten mit den Medium Cut-Off-
Membranen gunstige Effekte im Hinblick auf Inflammation erzielt werden. Als nachstes stellte
sich nun also die Frage, ob auch die prokalzifizierenden Eigenschaften des Serums von
Dialysepatienten durch Medium Cut-Off-Membranen positiv beeinflusst werden kdnnen. Daher
wurden Serumproben aus der PERCI-II-Studie auch im Kalzifikations-Zellkulturmodell

untersucht.
Nachfolgend ist der Abstrakt der Arbeit Nummer 5 abgedruckt:

Expanded Haemodialysis Therapy of Chronic Haemodialysis Patients Prevents
Calcification and Apoptosis of Vascular Smooth Muscle Cells in vitro. Willy K, Girndt M,
Voelkl J, Fiedler R, Martus P, Storr M, Schindler R, Zickler D. Blood Purification.
2018;45(1-3):131-138.

https://doi.org/10.1159/000484925 Epub 2017 Dec 22. PMID: 29402827

Background: Vascular calcification is a common phenomenon in patients with chronic
kidney disease and strongly associated with increased cardiovascular mortality. Vascular
calcification is an active process mediated in part by inflammatory processes in vascular
smooth muscle cells (VSMC). These could be modified by the insufficient removal of
proinflammatory cytokines through conventional high-flux (HF) membranes. Recent
trials demonstrated a reduction of inflammation in VSMC by use of dialysis membranes
with a higher and steeper cut-off. These membranes caused significant albumin loss.
Therefore, the effect of high retention Onset (HRO) dialysis membranes on vascular

calcification and its implications in vitro was evaluated.

Methods: In the PERCI Il trial, 48 chronic dialysis patients were dialyzed using HF and
HRO dialyzers and serum samples were collected. Calcifying VSMC were incubated with the
serum samples. Calcification was determined using alizarin red staining (AZR) and
determination of alkaline phosphatase (ALP) activity. Furthermore, apoptosis was
evaluated, and release of matrix Gla protein (MGP), osteopontin (OPN) and growth

differentiation factor 15 (GDF-15) were measured in cell supernatants.

Results: Vascular calcification in vitro was significantly reduced by 24% (ALP) and 36%
(AZR) after 4 weeks of HRO dialysis and by 33% (ALP) and 48% (AZR) after 12 weeks of
dialysis using HRO membranes compared to HF dialysis. Apoptosis was significantly lower in
the HRO group. The concentrations of MGP and OPN were significantly elevated after
incubation with HF serum compared to HRO serum and healthy controls. Similarly,
GDF-15 release in the 53
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supernatant was elevated after incubation with HF serum, an effect significantly ameliorated

after treatment with HRO medium.

Conclusions: Expanded haemodialysis therapy reduces the pro-calcific potential of serum
from dialysis patients in vitro. With a markedly reduced albumin filtration compared to high cut-
off dialysis, use of the HRO dialyzers may possibly provide a treatment option for chronic

dialysis patients to reduce the progression of vascular calcification.
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4 Diskussion

Die unverandert hohe Pravalenz kardiovaskularer Erkrankungen und Ereignisse in
chronischen Dialysepatienten ist multifaktorieller Genese und wird im Wesentlichen
zurlckgefuhrt auf eine deutlich erhdhte Inflammation und vaskulare Kalzifikation. Die
unzureichende Clearance mittelmolekularer Substanzen mit herkémmlichen High-Flux-
Dialysemembranen zu denen auch proinflammatorische Molekile zahlen, spielt hierbei eine

mdgliche Rolle.

Nachdem in den 90er Jahren zur Reduktion der Mikroinflammation ultrareines Dialysat mit
deutlich reduzierten Konzentrationen an Endotoxin eingefuihrt wurde, wurden Anstrengungen
unternommen, die MembranporengréRe von Dialysefiltern dem Glomerulum anzunahern und
damit auch die Entfernung Molekile, die ein héheres Gewicht als 5 kDa aufweisen, zu

ermoglichen.

Ob dies tatsachlich auch zu einer Verbesserung der Mikroinflammation fihrt war zu diesem
Zeitpunkt weitgehend unklar. Empfehlungen seitens der Fachgesellschaften zu dem Einsatz

von Dialysemembranen sind ebenso rar wie Uiberzeugende Studien.

In den Leitlinien der Renal Association Clinical Practice Guidelines von 2019 wird empfohlen,

chronische Dialysepatienten mit High-Flux Dialysemembranen zu behandeln. (18)

Die Leitlinien der KDIGO hingegen stammen aus dem Jahre 2012 und geben zur Wahl des

Dialysefilters keine eindeutige Empfehlung ab.

Gegenstand dieser Arbeit war die Frage, ob der Einsatz von hoch- und
mittelhochdurchlassigen Dialysemembranen den Zustand der Inflammation und der In Vitro

Gefalverkalkung beeinflussen kann.

Interleukin-6- ist ein anerkannter Surrogatparameter in Dialysepatienten. Es ist ferner mit dem
Ernahrungszustand aber auch psychologischen Zustand und speziell dem Vorliegen von

depressiver Symptomatik assoziiert. (19)

Daruber hinaus korreliert Interleukin-6 gut mit Mortalitat sowohl in HD als auch PD Patienten
aber auch in der nierengesunden Population. (20) IL-6 korreliert ferner gut mit dem

Voranschreiten von Atherosklerose der Carotiden in Dialysepatienten. (21)

Neben seiner Rolle als Surrogatparameter scheint IL-6 aber auch eine aktive Rolle in der
Pathogenese im Prozess der Atherosklerose zuzukommen. Die Injektion von IL-6 in ApoE-

defiziente Mause bespielsweise hat eine stark proatherogene Wirkung zur Folge. (22)
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Es befdérdert die inflammationsreaktion im Gefal durch verschiedene Mechanismen. Neben
der Aktivierung von Endothelzellen, der Induktion von Chemokinen und
Adhasionsmolekulproduktion und der VEGF-Produktion induziert es auch eine Akute-Phase-

Reaktion, die den Prozess der Inflammation weiter beférdert. (23) (24)
Andererseits werden IL-6 auch eine Reihe antiinflammatorischer Effekte attestiert, so z.B.
Die Induktion von IL-1 Rezeptor Antagonist, aber auch der Inhibition von IL-1. (25)

Aufgrund dieser vielfaltigen Effekte von IL-6 auf Inflammation ist es schwer vorherzusagen,
wie sich eine mégliche verbesserte Clearance von IL-6 auf Prozesse der Atherosklerose

auswirken.

Diese Frage wurde in der vorliegenden Arbeit zunachst in einem In Vitro Dialyse Modell
untersucht. In einem Labor wurde ein Mini-Dialyse-Kreislauf nachempfunden mit der

Mdglichkeit, verschiedene Dialysatoren auf ihre Clearance hin zu untersuchen.

Bei dieser Arbeit gelang es uns, zu zeigen, dass es mit den HCO und MCO-Membranen
moglich ist, deutlich mehr IL-6 zu entfernen als mit herkdmmlichen High-Flux-Filtern. Hiermit
ist auch gleichzeitig die Frage geklart, ob Schwankungen in IL-6 Konzentrationen vor und nach
Dialyse moglicherweise lediglich einer veranderten IL-6 Produktion durch Monozyten
geschuldet sein kénnten. Tatsachlich findet also eine IL-6-Clearance statt, die mit HCO und
MCO-Filtern deutlich effektiver ist. Gleichwohl muss konstatiert werden, dass die
Konzentrationen in unserem In Vitro-experiment deutlich héher waren, als es in Patienten der
Fall ware. Aulerdem wurde hier Serum dialysiert und kein Vollblut, so dass sich die
Bedingungen von der in Vivo Situation unterschieden haben. Ferner wurde lediglich die
Konzentration von IL-6 gemessen, weitere wichtige Mediatoren im Prozess der Atherosklerose

wurden nicht untersucht.

Im zweiten Schritt gelang es uns mit dieser Arbeit, die Effekte des mit verschiedenem Cut-Off
dialysierten Serums im In Vitro Verkalkungs-Modell zu untersuchen. Ein weiterer Vorteil dieses
Experiments war, dass wir isoliert den Einfluss proinflammatorischer Interleukine also ohne
den Einfluss von anderen Uramietoxinen untersuchen konnten. Das Blut war von
nierengesunden Spendern gewonnen und mit Endotoxin versetzt worden. Hieraus wurden
also Seren mit hohen Konzentrationen proinflammatorischer Interleukine, gewonnen, so dass
im hiernach folgenden In Vitro Dialyseexperiment der isolierte Effekt der verschiedenen
Dialysemembranen auf die Inflammation untersucht werden konnte. Proben aus ein und
demselben Serumpool wurden mit den verschiedenen Dialysatoren behandelt und

anschlieflend wurden Serum und Dialysat auf IL-6 untersucht.
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Die aus dem In Vitro Dialyse-Modell gewonnenen Seren induzierten nach Dialyse mit MCO
und HCO deutlich weniger Verkalkung als nach High-Flux- Dialyse. Und auch das
Genexpressionsmilieu der Gefallmuskelzellen zeigte sich verandert, es kam zu deutlich
weniger Expression der Kalzifikationsinhibitoren Osteopontin und Matrix Gla Protein. Dies
belegt erneut, dass erhdhte Inflammation GefalRverkalkung zur Folge hat und durch Dialyse

mit hoch bzw. mittelhochdurchlassigen Dialysemembranen abgemildert werden kann.

Einschrankend muss jedoch festgestellt werden, dass es sich in diesem In Vitro Experiment
um extrem hohe Interleukin-Konzentrationen handelte. Eine 1:1 Ubertragung ist wie bei allen
In Vitro Versuchen auf die In Vivo Situation nicht moglich, bietet aber in diesem Falle wichtige
Hinweise auf die Effekte der HCO- und MCO- Membranen.

Um einen mdglichen In Vivo Effekt groRporiger Dialysemembranen zu untersuchen, wurde
eine klinische Cross-Over-Studie mit chronischen Dialysepatienten durchgefiihrt, in der die
Effekte von HCO-Membranen auf die Inflammation untersucht werden sollten. Mit der PERCI-
I-Studie wurden eine Reihe von inflammatorischen Faktoren untersucht. Der primare
Endpunkt, die Expression von CD162 auf Monozyten, dem P-Selectin-Ligand, der aufgrund
von vorherigen Untersuchungen gewahlt wurde, wurde durch die eingesetzte Dialysemembran

nicht beeinflusst.

Verschiedene mittelmolekulare  Substanzen hingegen, von denen \viele eine
proinflammatorische Wirkung haben, konnten durch die HCO-Membranen besser entfernt
werden als mit High-Flux-Membranen. Der l6sliche TNF-Rezeptor 1 und der IL2-Rezeptor

beispielsweise waren nach HCO-Dialyse signifikant niedriger als nach High-Flux-Dialyse.

Eine Reduktion mit HCO wurde aber langst nicht fur alle Molekdle, die im Bereich von 15-45
kd liegen, erzielt. So ergab sich fir IL-6 (28 kD), TNF-Alpha (17kD) und IL-10 ( 36 kD) kein
Unterschied. Eine mdgliche Erklarung hierfur ist die mogliche Bindung an Zellen,
Transportproteine oder andere Makromolekiile, wodurch sie einer verbesserten Clearance

unzuganglich gemacht wurden und somit nicht dialysabel waren.

In einer weiterfilhrenden Analyse derselben Studie gelang uns der Nachweis, dass sich die
Wahl der Dialysemembranen auch die Eigenschaften des Genexpressionsmilieus in
Leukozyten verandert. (26) Nach Inkubation mit Serum, welches nach HCO-Dialyse
gewonnen wurde, exprimierten die Monozyten weniger TNF und IL-6, sowie Osteopontin und

Osteokalzin.

Die Inkubation derselben Zellen mit dem aus der Studie gewonnenen Dialysat riefen eine
verstarkte Apoptose hervor, so dass eine hdhere Toxinlast in diesen Dialysaten postuliert

werden kann.
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Die Ergebnisse dieser Studie belegen also eindeutig, dass Substanzen, die die Inflammation

beférdern, durch HCO besser entfernt werden, als High-Flux-Membranen.

Die in der PERCI-I-Studie generierten Serumproben wurden in der Folge auch im In Vitro-
Verkalkungs-Modell untersucht. Hier zeigte sich eine statistisch signifikante Reduktion der

prokalzifizierenden Wirkung nach Dialyse mit einer HCO-Membran.

Welches Molekiil jedoch durch die HCO-Membran verbessert entfernt wurde, und nun fir die

Reduktion der Verkalkung verantwortlich war, blieb jedoch zunachst offen.

Daher fihrten wir weitere Untersuchungen an vaskularen Progenitorzellen durch, die die
Auswirkungen einzelner uramischer Toxine auf die In Vitro Gefallverkalkungen genauer
untersuchten. (27) Hier zeigte sich, dass gerade Molekile aus dem Bereich der Mittelmolekiile
prokalzifizierende Wirkungen entfalten. Dies waren vornehmlich Interleukin 1, TNF-alpha

Fibroblast Growth Factor-2 und Parathyroid Hormone 7-34.

Die Inkubation von Uramieserum flihrte in demselben Modell wie erwartet zu einer Verkalkung.
Die selektive Blockade von IL-1, TNF Alpha, FGF-2 und PTH 7-34 wiederum reduzierte die
Verkalkung drastisch, so dass ein prokalzifzierender Effekt dieser vier Mittelmolekile belegt

ist.

Auch in diesem Zellkultur-Modell induzierte das nach HCO-Dialyse entnommene Serum

deutlich weniger Verkalkung als die High-Flux-Kontroll-Seren. (28)

Zusammenfassend hat uns die PERCI-I-Studie also einen eindeutigen Effekt von High Cut-Off
Dialysatoren im Hinblick auf Reduktion sowohl der Inflammation als auch der Verkalkung

gezeigt.

Zentrale Fragestellung an diese Studie waren neben der moglichen Modulation der

Mikroinflammation aber auch Sicherheitsaspekte und der Albuminverlust.

Erwartet wurde eine deutlich erhéhte Albuminclearance, so dass bei dem Studiendesign eine
kleinere Membranoberflache bei den HCO-Membranen gewahlt wurde. Um durch eine zu
kleine Oberflache die Dialysedosis nicht zu schmalern wurde hinter den HCO-Filter ein

zusatzlicher Highflux-Filter, der zu dem HCO-Filter in Serie geschaltet wurde, erganzt.

Wie erwartet kam es nach dreiwdchiger HCO-Dialyse zu einem signifikanten Abfall des
Serumalbumins von durchschnittlich mehl als 5g (von 36,2g/l £3,5 auf 31,0 g/l £ 4,7 g/L, P <
0,01),wahrend es in der High-Flux-Phase stabil blieb.
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Hypoalbumindmie in chronischen Dialysepatienten ist jedoch assoziiert mit schlechtem
Outcome. (29) Ein so hoher dialyse-assoziierter Albuminabfall verbietet daher den

langerfristigen Einsatz von HCO-Dialysatoren in Dialysepatienten.

Um jedoch die positiven Eigenschaften hochdurchlassiger Membranen zu erhalten und
gleichzeitig den Albuminverlust zu reduzieren wurde der Effekt von MCO-Membranen in dieser

Arbeit ebenfalls untersucht.

Daher wurde eine weitere randomisierte Studie durchgefihrt, in der chronische
Dialysepatienten in einem Cross-Over-Design 4 Wochen mit MCO- und High-Flux-
Dialysatoren dialysiert wurden. Um mittelfristige Effekte zu untersuchen, wurde die zweite

Phase um eine 8-wochige dritte Phase erganzt.

Die Ergebnisse im Hinblick auf Mikroinflammation ahnelten den Ergebnissen aus PERCI-I
sehr. Erneut wurde eine Reduktion der Expression von IL-6 und TNF-mRNA nach MCO-
Dialyse gesehen. Diese war statistisch hochsignifikant versus High-Flux. Somit wurde der
primare Endpunkt erreicht. Weiterhin kam es erneut zu einer verstarkten Entfernung von
STNFr-1.

Die Ergebnisse unserer Studien belegen, dass auch die modulierte Dialysemembran mit
Anpassung des Cut-Offs die Mikroinflammation in chronischen Dialysepatienten positiv
beeinflussen kann. Sie bestatigen damit viele andere Studien, die ebenfalls einen positiven

Effekt auf verschiedene Biomarker fanden.

In der PERCI-II- Studie blieben die Albuminkonzentrationen nach vier und nach 8 Wochen
MCO-Dialyse stabil.

Diese Ergebnisse decken sich mit den Ergebnissen einer Studie, die in Australien und
Neuseeland durchgefiuihrt wurde. Hier wurde nach einem Behandlungszeitraum von 28

Wochen kein statistisch signifikanter Abfall der Serumalbuminkonzentrationen gemessen. (30)

In einer weiterfiihrenden Metaanalyse, in der alle publizierten Daten analysiert wurden, zeigten
sich keine Abfalle des Serumalbumins unterhalb der Normgrenze. (31) Der Albuminverlust pro
MCO-Dialysesitzung wurde hier auf 2.1g beziffert. Es zeigte sich bei der Analyse aller Studien
ein vorubergehender Abfall mit einem spontanen Wiederanstieg im Verlauf.
Albuminsubstitution war in keiner der analysierten Studien erforderlich. Vergleicht man dies
mit den in der Literatur beschriebenen Verlusten bei der Peritonealdialyse, die sich auf 5 — 15g
/ Tag belaufen, so erscheinen die Albuminverluste bei der MCO-Dialyse im Vergleich hierzu

eher moderat. (32)

Somit kann das Hauptgegenargument gegen dieses Verfahren entkraftet werden.

67



Diskussion

In weiteren Untersuchungen analysierten wir ferner, ob sich auch die mit HCO
nachgewiesenen Effekte im Hinblick auf prokalzifizierende Wirkung auch mit MCO

reproduzieren lielRen.

Im Zellkulturmodell induzierte das nach MCO-Dialyse gewonnene Serum erneut statistisch
signifikant weniger Verkalkung als das High-Flux-Serum. Auch die Expression von
Verkalkungsassoziierten Markern wie Osteopontin und Matrix Gla Protein fiel nach MCO

Dialyse geringer aus.

Dies kann als wichtiger Beleg dafiir gesehen werden, dass die MCO-Dialysatoren auch
verkalkungsinduzierende Substanzen vermehrt filtrieren. Unsere Arbeiten belegen somit einen
positiven Effekt hochdurchlassiger Dialysemembranen auf den Prozess der Inflammation

sowie der In Vitro Verkalkung.

Diese Ergebnisse wurden erganzt durch eine Studie in Korea an 20 Patienten, in der die
therapeutischen Effekte der MCO-Membran mit High-Flux-Membranen  mittels
Proteomanalysen verglichen wurden (33). Auch hier zeigte sich, dass manche Toxine im
mittelmolekularen Bereich besser entfernt wurden wie z.B. Retinol-binding Protein-4 (22kDa)
und Fetuin-B (41 kDa) aber auch verschiedene Bestandteile des Komplementsystem. In der
Zusammenschau wurde eine eindeutige Beeinflussung des Metabolom und Proteoms durch
MCO Dialyse festgestellt.

Eine weitere Bestatigung der These, dass mit MCO Dialyse die Inflammation beeinflusst wird
lieferte die randomisierte Studie von Lim et al. (34) Hier zeigte sich eine bessere Reduktion
von TNF alpha. Weiterhin zeigte sie ein besseres Ansprechen auf Erythropoese-stimulierende

Agentien.

Auch in der randomisierten Studie von Weiner et al konnte neben einer verbesserten
Clearance fur freie Leichtketten selbiges auch fir TNF alpha und Complement factor D nicht

aber fir IL-6 gezeigt werden. (35)

Unsere Resultate und die Ergebnisse anderer Studien belegen also, dass eine bessere
Clearance mittelmolekularer Substanzen mit MCO mdglich ist. Einschrankend muss jedoch
gesagt werden, dass fir manche Uramietoxine aus dem mittelmolekularen Bereich keine
bessere Entfernung erfolgt, die sich an Serumspiegeln bemerkbar macht. Nicht alle Proteine,
die nominell tber dem Cut-Off liegen, werden auch nachhaltig gesenkt. Bindung an
Transportproteine, Shift aus dem Gewebe sowie Nachproduktion wahrend der Dialyse durch

Monozyten spielen hier eine mdgliche Rolle.

Anhand der Analyse der Plasmaspiegel entfernter Molekdle ist eine Bewertung der méglichen

Pathomechanismen und der klinischen Effekte nicht moglich.
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Eine besser geeignete Melmethode fir Beeinflussung moglicher Pathomechanismen und
Effekte unterschiedlicher Dialysemembranen sind Zellkultursysteme, in denen die Reaktion
des uramischen Serums In Vitro analysieren kann. Hier konnte diese Arbeit auch bei der
Etablierung von Untersuchungsmethoden zur Evaluation von Nierenersatzverfahren einen
Beitrag leisten. Ahnliche Untersuchungen waren sicher auch fiir die biologischen Effekte der

Hamodiafiltration oder Peritonealdialyse interessant.

Einschrankend muss angemerkt werden, dass es sich bei unseren Untersuchungen lediglich

um Surrogatparameter und In Vitro Untersuchungen handelt.

Ob sich diese in Vorteile flr die Patienten Gbersetzen lassen, bleibt zum jetzigen Zeitpunkt

offen.

Eine Metaanalyse hat nun zahlreiche Studien zusammengefasst und auf verschiedene
klinische Endpunkte hin analysiert. (36) In acht untersuchten Studien, hiervon vier
randomisiert, zeigte sich kein relevanter Effekt von MCO auf die Mortalitat. Dia Metaanalyse
zeigte jedoch, dass MCO zu einer Reduktion der Zahl an Hospitalisierungen sowie uzu eriner
Reduktion der Krankenhausdauer fliihren kénnte. (37) Weiterhin wurde in der Metaanalyse

unter MCO-Dialyse eine niedrigere Zahl an Infektionen registriert.

Eine weitere Studie zeigte eine relevante Verbesserung der Quality of Life sowie eine
Reduktion des Juckreizes untersucht durch MCO. (38)

Recovery time wurde in einer nicht-randomisierten Studie durch Switch auf MCO um 420

Minuten reduziert. (39)

Ferner zeigte eine Studie eine Verbesserung des Erythropoetin—Resistance-Indexes sowie

einen niedrigeren Eisensubstitutionsbedarf mit MCO. (37)

Die Pravalenz von Restless legs Sydrom sank deutlich in einer nicht-randomisierten Studie

von 22,1% auf 10% (40) wahrend sie in einer anderen Studie nicht beeinflusst wurde. (30)

Hinsichtlich der Vertraglichkeit des Verfahrens zeigte sich in 130601 HD-Sitzungen keine

allergische Reaktion auf den Dialysator.

All diese Studien geben erste Hinweise auf die genannten Endpunkte. Insgesamt ist die Anzahl
der Studienteilnehmer jeweils aber eher klein. Aus den bisherigen Studien kann jedoch
festgehalten werden, dass es sich um sicheres Verfahren handelt, welches verschiedene

wichtige Endpunkte positiv beeinflusst.

Ob auch harte Endpunkt wie Mortalitat und kardiovaskulare Ereignisse reduziert werden, kann

auf Grundlage der aktuellen Studienlage nicht sicher gesagt werden.
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In weiteren Studien werden die Effekte der MCO-Dialyse an gréReren Populationen in einem
multizentrischen Setting zu untersuchen sein. Von hoher Bedeutung sein wird die genauere
Identifikation derjenigen Uramietoxine, deren Entfernung die positiven Effekte insbesondere
im Hinblick auf die GefalRverkalkung hervorgerufen hat. Ziel sollte moglicherweise eine noch

gezieltere Anpassung der Dialysatoren sein, um eine effektivere Elimination zu erméglichen.

Zur weiteren Abklarung des Effekts und der Mechanismen der MCO-Dialyse auf die
Gefaldverkalkung waren auflerdem Untersuchungen der Calcification propensity

erstrebenswert.

Hierbei wird die In Vitro Kalzifikationsneigung untersucht, sie korreliert sehr gut mit

kardiovaskularer Mortalitat in der Gesamtbevdlkerung aber auch in der CKD Kohorte. (41) (42)

In der Folge sollten auch Coronar-CT-Untersuchungen, Puls-Wellen-

Geschwindigkeitsuntersuchungen und Untersuchungen der In Vivo Endothelfunktion erfolgen.

Als wichtigster primarer Endpunkt sollte jedoch das Auftreten kardiovaskularer Ereignisse und
die Mortalitat in groReren Populationen in randomisierten prospektiven Studien untersucht

werden.
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5 Zusammenfassung

In der Population der chronischen Dialysepatienten ist die Inzidenz an kardiovaskularen
Ereignissen gegenuber der gesunden Bevdlkerung signifikant erhéht. Dies liegt auch an einer
insuffizienten Clearance von proinflammatorischen Mittelmolekulen durch aktuell verwendeten
Dialysemembranen, wodurch chronische Mikroinflammation und damit Arteriosklerose

begunstigt werden.

Es wurden daher High Cut-Off und Medium Cut-Off-Dialysemembranen entwickelt, die eine
bessere Clearance fur Mittelmolekiile bis zu 45 kd ermdglichen. Bei der MCO Membran wurde

durch einen steileren Cut-Off die Albuminclearance reduziert.

In dieser Arbeit wurde der Einsatz dieser Dialysemembranen innerhalb zwei klinischer Studien

untersucht.

In der PERCI-I-Studie wurde der Einsatz der HCO-Membran untersucht. Es zeigte sich eine
Reduktion verschiedener Mittelmolekile wie sTNR-1 und sTNFR-2, sowie eine Reduktion der
TNF alpha und IL-6-Expression in Leukozyten. Ferner wurde eine Reduktion der In Vitro-
Verkalkung beobachtet. Allerdings kam es auch zu einem relevanten Abfall des

Serumalbumins.

In der PERCI-II-Studie wurde die MCO-Membran untersucht. Auch in dieser Studie konnten
benefizielle Effekte auf die Mikroinflammation sowie die GefaRverkalkung beobachtet werden.

Es kam zu keinem Abfall des Serumalbumins.

Mit Einsatz von HCO- und MCO-Membranen ist es moglich, verschiedene Parameter der

Inflammation und In Vitro Verkalkung in chronischen Dialysepatienten zu senken.

Aufgrund des deutlich reduzierten Albuminverlustes erscheint ein Einsatz von MCO-
Membranen auch langerfristig mdoglich. Weitere Studien missen einen Effekt auf

kardiovaskulare Ereignisse und Uberleben untersuchen.
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