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Einleitung 1

1 Einleitung

Im peripheren Blut zirkulierende Blutmonozyten sind entscheidende immunkompetente
Ziel- und Effektorzellen. Sie sind als antigenprasentierende Zellen u.a. an der
Erregererkennung, der Infektionsabwehr, der Kommunikationskompetenz innerhalb des
immunologischen Netzwerks (z.B. der Signalkooperation mit Lymphozyten), an der
Tumorabwehr, an der Genese der Arteriosklerose etc. beteiligt (vgl. Abb. 1).

In der vorliegenden Arbeit untersuchten wir die madgliche Bedeutung funktioneller
monozytarer Antigene, insbesondere verschiedener membrangebundener
Oberflachenantigene. Hierzu zahlten: CD14, ein pleiotropher Endotoxinrezeptor, CD16
als niedrigaffiner Fc-Gamma Typ llI-Rezeptor, HLA-DR sowie bestimmte sog. Toll-
Like-Rezeptoren (TLR), hier TLR2, TLR3 und TLR4, als Komponenten des
angeborenen Immunsystems. Sie fungieren als SO genannte
»Mustererkennungsrezeptoren®, z.B. gegenuber Erregern (s.u.).

Monocyte Target & Effector Antigens

TLR
pattern recognition CD14 GPI-linked pleiotropic
receptors endotoxin (LPS) receptor
surveillance mCD14, sCD14
receptors

CD16 Fc-gamma-I11-
receptor, related to
phagocytosis,
associated with cell

CD86

costimulation
of lymphocytes

activation,
HLA-DR proinflammatory
Immunoresponse subset

antigen presentation

Abb. 1: Die verschiedenen Oberflachenantigene auf Monozyten [Beeck 2008].

Patienten mit eingeschrankter Nierenfunktion zeigen verschiedene Stérungen der
humoralen und zellularen Immunitat [Descamps-Latscha 1993 und 1995]. Die Rate
kardiovaskularer Ereignisse ist bei dieser Patientengruppe gegeniuber Gesunden
signifikant erhéht, ebenso wie das Risiko fiir Infektionen und Neubildungen.

Ziel der vorliegenden Arbeit war es, definierte monozytare Antigene (und
Monozytenphanotypen) bei Gesunden, Patienten mit chronischem Nierenversagen,
Dialysepatienten und Nierentransplantierten vergleichend zu untersuchen und mit
klinischen wie mit bekannten Laborparametern zu korrelieren.

Schwerpunkt war die Evaluierung phanotypisch definierter Subpopulationen zirkulierender
Blutmonozyten und ihre mdgliche Beziehung zu bestimmten Krankheitsgruppen.
Subpopulationen von Blutmonozyten wurden von uns schon vor Jahren im
Zusammenhang mit Immundefekten bei Nierenkranken, Transplantierten und Patienten
mit Infektionserkrankungen beschrieben [Nockher und Scherberich 1997 und 1998]. Im
Vordergrund der hier durchgefiihrten Analysen stand die Beschreibung monozytarer TLR
bei diesen Krankheitsgruppen.
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1.1 Spezifische Fragestellung

Wir versuchten in dieser Arbeit folgende Fragestellungen zu beantworten:

1. Wie werden monozytare Antigene wie CD14 (Endotoxinrezeptor),
CD16 (Phagozytoserezeptor), HLA-DR, Toll-Like-Rezeptoren
(Mustererkennungsrezeptoren, TLR2, TLR4) auf definierten
Monozytensubpopulationen (CD14++CD16neg., CD14++CD16+,
CD14+CD16++) bei Gesunden, Patienten mit chronischer
Niereninsuffizienz, Hdmodialysepatienten und Nierentransplantierten
exprimiert?

2. Welche Auswirkungen hat die Auswahl des Gefélizugangs
(Nativgefal3, KunstgefalR) auf die Expression der funktionellen
Antigene auf den verschiedenen Monozytensubsets und welche
Rolle spielen die TLR hierbei?

3. Wie und wo werden monozytadre TLR exprimiert, d.h. in welchen
Zellkompartimenten lassen sich diese nachweisen (extra-
lintrazellular)?

4. Falls ja, lassen sich Unterschiede in der intra- und extrazellularen
TLR-Expression bei unterschiedlichen Monozytenphanotypen und
Krankheitsgruppen nachweisen?

5. In welchem Zusammenhang stehen die erhaltenen
zellimmunologischen Analysen mit der bei Nierenkranken
nachweisbaren , Mikroinflammation*?

6. Sind in-vitro gemessene TLR-Expressionen auf Monozyten mit
klinischen Parametern und definierten Krankheitsentitaten in
Beziehung zu bringen?
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1.2 Monozyten

Monozyten sind mononukledre Zellen, welche sich von den myeloischen Stammzellen
ableiten. Sie gehdren zu der Gruppe der antigenprasentierenden Zellen. lhre Aufgabe ist
die zellvermittelte Immunabwehr des Koérpers.

Abb. 2: Ein Monozyt unter dem Lichtmikroskop (& 12-20 um). Typisch ist der eingedellte Kern, welcher
nicht so rund ist wie bei Lymphozyten. Feine azurophile Granula sind erkennbar. Aus: Sobotta, Atlas der
Histologie, 6. Auflage, Urban und Fischer 2002.

Man unterscheidet verschiedene Phanotypen zirkulierender Blutmonozyten, abhangig
von ihren Zelloberflachenproteinen (Differenzierungsantigene nach CD-Nomenklatur)
und der damit verbundenen Phagozytoseaktivitat. Periphere Blutmonozyten exprimieren
alle das CD14-Molekil auf ihrer Oberflache. Dieses ist ein multifunktioneller Rezeptor
und Teil des membranstandigen Toll-Like-Rezeptor(TLR)-Komplexes. Als weiteres
Oberflachenantigen kommt auf Monozyten das so genannte CD16-Molekll vor, ein
niedrigaffiner Fc-gamma-lll-Rezeptor, der mit der Phagozytose assoziiert ist.
CD14+CD16+-Monozyten besitzen demnach eine hdhere Phagozytoseaktivitat als die
CD14++CD16neg.-Monozyten und eine geringere als die CD14+CD16++-Monozyten.
Das ,+“ in den Bezeichnungen der Monozyten bedeutet, dass diese Zellen zehnmal so
stark im Vergleich zu Isotypen exprimiert werden. Ein ,++ zeigt eine ungefahr
hundertmal so starke Expression an. Des Weiteren scheinen sich diese Zellen im
Verlauf einer Infektion von CD14+CD16neg.- zu CD14+CD16++-Zellen zu entwickeln.
Eine differenzierte Betrachtung dieser Monozytensubsets ist aus den vorgebrachten
Grinden sinnvoll [Weiner 1994; Ziegler-Heitbrock 2009].

1.2.1 CD14++CD16neg.-Monozyten

CD14 ist ein 48-51kDa groldes Glykoprotein, das Uber eine
Glycophosphatidylinositolgruppe in der Monozytenmembran verankert ist. Als Teil des
TLR-Komplexes ist es fir die Erkennung von Lipopolysacchariden (LPS),
Lipoteichonsaure, Peptidoglykanen und Phospholipiden grampositiver Bakterien
verantwortlich [Scherberich 2003]. Die Mehrheit der peripheren Blutmonozyten ist stark
positiv fir den Lipopolysaccharid(LPS)-Rezeptor CD14 und negativ fur den Fc-y-llI-
Rezeptor (CD16).

1.2.2 CD14+CD16+-Monozyten

CD14+CD16+-Monozyten ahneln den ausgereiften Gewebsmakrophagen und werden
wahrend akuter oder chronischer Entzindungen vermehrt gebildet (>20%)
[Scherberich 1999]. Prainflammatorische CD14+CD16+-Monozyten stellen gerade
einmal 8% der Gesamtmonozytenfraktion [Scherberich 1999]. Ungeachtet dieser
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scheinbar geringen Anzahl sind diese Zellen der groRte Produzent von
Tumornekrosefaktor (TNF) im menschlichen Blut [Belge 2002].

Die Zellen der CD14+CD16+-Population sind bereits wahrend ihrer Zirkulation den
ausgereiften Gewebsmakrophagen ahnlich und besitzen Phagozytoseaktivitat
[Ziegler-Heitbrock 1993]. Ein mdéglicher Zusammenhang mit der Genese dendritischer
Zellen ist noch unklar. CD14+16+- bzw. CD14+CD16++-Zellen sind im Vergleich zu
CD14++CD16neg.-Zellen bei Infektionen vermehrt im peripheren Blut nachweisbar
[Nockher 1998]. Die PCR-Analyse der mRNA von CD14+CD16+-Monozyten zeigte im
Vergleich zu den CD14++CD16neg.-Monozyten niedrigere Level der CD14-Transkription
bei gleichzeitig hohen Spiegeln der CD16-Transkription. Eine zusatzliche Analyse der
Zelloberflachenmolekile zeigte, dass Fc-y—Ill (CD16) in allen, Fc-y—I sowie ICAM-1 aber
nur in einigen Proben zu finden war.

In Vollblutproben wiesen CD14+CD16+-Monozyten eine hoéhere Phagozytoserate fir
Escherichia coli auf als CD14++CD16neg.-Monozyten. Zusatzlich exprimierten diese
Zellen eine viermal so hohe Rate an Major Histocompatibility Complex (MHC) Klasse II-
Antigenen (HLA-DR, -DP und -DQ) sowie eine aquivalente Anzahl von MHC Klasse I-
Antigenen (HLA-ABC). Analoge Ergebnisse konnten flr die Alveolarmakrophagen
gefunden werden, womit molekulargenetisch eine Homologie zwischen den
Gewebsmakrophagen der Lunge und den CD14+CD16+-Monozyten nachgewiesen
werden konnte [Ziegler-Heitbrock 1993].

CD14+CD16+-Monozyten sind eine potente phagozytosefahige und
antigenprasentierende Monozytensubpopulation. Dieser Zelltyp findet sich haufig bei
akuten und chronischen Infektionen, die u.a. bei klinisch stabilen, asymptomatischen
Hamodialysepatienten in Form einer ,Mikroinflammation“ vorkommen [Nockher 1998;
Ziegler-Heitbrock 2007]. Wahrend einer Hamodialysebehandlung niereninsuffizienter
Patienten verringern sich die Leukozytenzahlen, wobei die starkste Verminderung in der
Gruppe der CD14+CD16+-Monozyten zu finden ist. Nach einer halben Stunde
Dialysedauer bestehen nur noch ca. 17 % dieser Monozytenpopulation. Die Wahl des
Membranmaterials hat hierbei keinen Einfluss auf das Ergebnis. Nach 120 Minuten
Therapiedauer haben sich jedoch wieder alle CD14+CD16+-Monozyten entweder
nachgebildet oder von der Kapillarmembran geldst. Ab diesem Zeitpunkt kommt es zu
einer langsamen zelluldren Aktivierung, wohl verursacht durch die Dialysemembran
[Sester 2001].

Nicht nur bei Dialysepatienten und bestimmten entziindlichen Prozessen sind diese
Zellen vermehrt nachweisbar, auch bei den folgenden Krankheitsentitaten spielen sie
eine Rolle:

o Bei der Arteriosklerose (als Spezialform einer entziindlichen Erkrankung) ist der

Anteil dieser Zellreihne gegenitber Gesunden erhéht. CD14+CD16+-Zellen
exprimieren dariber hinaus den Scavenger Rezeptor (ScR). Dieser Rezeptor
regelt die Lipidakkumulation in Schaumzellen bei der Atherogenese und ist an
der Beseitigung von Pathogenen beteiligt. Die ScR-Expression von Monozyten
ist mdglicherweise die Folge einer vorhergehenden Aktivierung durch u.a.
proinflammatorische Zytokine, die spezifische inflammatorische oder vaskulare
Vorgange wie z.B. die Atherogenese einleiten und erhalten [Draude 1999].
Schlitt et al. wiesen in ihren Studien den CD14+CD16+-Monozyten bei der
Arteriosklerose der Koronarien eine Rolle zu. Hierbei zeigte sich, dass erhéhte
CD14+CD16+-Monozytenexpression das Risiko zur Arteriosklerose steigert
[Schlitt 2004].
Huang et al. konnten 2002 in einer Studie nachweisen, dass ein gegensatzlich
signifikanter Zusammenhang zwischen HDL-Cholesterin und der Anzahl der
Monozyten im peripheren Blut besteht. Das HDL-Cholesterin hat zudem im
Vergleich mit dem LDL-Cholesterin einen gréReren Einfluss auf die Umwandlung
von Monozyten in Makrophagen [Huang 2002].
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e Neben der Arteriosklerose scheinen CD14+CD16+-Monozyten auch als Marker
bei der Sarkoidose (M. Boeck) eine wichtige Rolle zu spielen. Okamoto et al.
konnten eine signifikant hohere Expression dieser Monozytenpopulation bei
Sarkoidosepatienten im Vergleich zu einer gesunden Kontrollgruppe
nachweisen. Der ACE(Angiotensin Converting Enzyme)-Titer korrelierte hierbei
signifikant mit der CD14+CD16+-Monozytenexpression [Okamoto 2003].

e Bei Patienten mit Myelom oder Lymphom kommt es nach autologen
Stammzelltransplantationen zu einer Verschiebung im Verhaltnis zwischen
CD14++CD16neg.- und CD14+16+-Monozyten. Vor der Therapie sind die
CD14++CD16neg.-Zellen in der Uberzahl, wahrend der Therapie (high-dose
Chemotherapie mit anschlieRender autologer Stammzelltransplantation)
verschiebt sich das Gleichgewicht zugunsten der CD14+CD16+-Monozyten, um
dann ca. elf Tage nach der erfolgreichen Transplantation wieder in das
urspriingliche Verhaltnis zurlickzufallen. Die CD14+CD16+-Monozyten zeigen
nach der Transplantation eine um mehr als die Halfte gesteigerte
Phagozytosekapazitat [Dayyani 2004].

1.2.3 CD14+CD16++-Monozyten

CD16 wird auch als Fc-y-Illl-Rezeptor bezeichnet. Ein Polymorphismus in der
Extrazellulardomane (EC 2) des CD16-Rezeptors (Fc-y—Rllla) hat einen unmittelbaren
Effekt auf die Bindungsfahigkeit von Liganden an naturliche Killerzellen und Monozyten,
welche unabhangig von der Rezeptorexpression ist. Infolgedessen kommt es zu einem
Anstieg der intrazellularen Calcium-Konzentration, einer vermehrten Aktivierung der NK-
Zellen und einer beschleunigten Induktion der Apoptose [Wu 1997].

Im Unterschied zu CD14+CD16+-Zellen fehlt den CD14+CD16++-Monozyten ein CD64
Fc-y-Rezeptor. Die CD14+CD16++-Monozyten besitzen im Vergleich zu den
CD14+CD16+-Monozyten eine hdohere immunglobulin- bzw. komplementvermittelte
Phagozytoseaktivitat. Dabei exprimieren sie weniger Zytokine pro Zelle als die
CD14++CD16neg.-Monozyten [Almeida 2001]. CD14+CD16++-Monozyten, welche mit
GM-CSF (Granulozyten/Makrophagen koloniestimulierender Faktor), IL-4 und TNF-a in
vitro vorbehandelt wurden, sezernieren vermehrt IL-4 durch aktivierte CD4(+)-T-Zellen
als ebenso vorbehandelte CD14++CD16neg.-Monozyten [Sanchez 2001]. Dendritische
Zellen (DC), die von CD14+CD16++-Monozyten abstammen (sollen), werden
zunehmend in der Krebstherapie genutzt. Diese Zellen stimulieren allogene native T-
Lymphozyten. Bei diesen flihren sie zu einer erhéhten Produktion von IL-4 im Vergleich
zu dendritischen Zellen, die von CD14+CD16+-Monozyten abstammen [Arroyo 2004].
CD14+CD16++-Monozyten exprimieren mehr TLR2 als CD14+CD16+-Zellen und
konnen so effizient Zytokine produzieren (z.B. TNF-a). Zum Beispiel war bei
rheumatoider Arthritis die Expression von TLR2-Rezeptoren auf CD14+CD16++-
Monozyten erhéht. Im Gegensatz hierzu zeigt TLR4 auf beiden Populationen eine gleich
starke Expression. Die TLR2-Expression kann durch ~.Makrophagen
koloniestimulierenden Faktor (M-CSF) und Interleukin-10 erhéht werden. ,Transforming
Growth Factor p1“ (TGFR) verminderte die monozytare TLR2-Expression, wohingegen
die CD16-Expression durch TGF-B induziert wurde. Nach Stimulation mit
Lipoteichonsaure zeigten CD14+CD16++-Monozyten eine erhéhte Produktion von TNF-
a, IL-1B, IL-6, IL-8, IL-12 p40-, IL-1-Rezeptorantagonisten und IL-10 durch Aktivierung
von NF-xB. Die NF-kB-Aktivitdt wird nicht durch CD16-Antikdrper beeinflusst. Eine
solche Antwort liel} sich nur durch anti-TLR2-Antikérper hemmen. Durch anti-TLR4-
Antikérper kommt es nur zu einer teilweisen Hemmung. Weiterhin kann das so genannte
Heat Shock Protein 60 (Hsp60) als endogener TLR-Ligand die Synthese von TNF-a
durch CD14+CD16++-Monozyten induzieren [lwahashi 2004].

Ein genetisch bedingter Mangel an CD14+CD16++-Monozyten scheint die
Abwehrfunktion des Betroffenen allerdings nicht zu beeintrachtigen. An einer
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Familienstudie zeigten Wagner et al. dass trotz des Mangels an CD14+CD16++-
Monozyten, die genau wie CD32 und CD64 ein Rezeptor fir IgG sind, keine erhéhte
Infektanfalligkeit der Familienmitglieder bestand. Offenbar gleichen die anderen
Rezeptoren diesen Mangel aus [Wagner 2004].

1.2.4 CD14-Rezeptor und Heat Shock Proteine

Der CD14-Rezeptoranteil am LPS-Rezeptor auf Monozyten spielt eine wichtige Rolle in
der Ubermittlung der Immunantwort. Laborversuche mit Treponemen zeigten eine
dosisabhangige Synthese von TNF-o in humanen Monozyten, die mit der Zeit der
Inkubation zunahm. Diese Aktivitat konnte signifikant durch Blockade des CD14-Anteils
des LPS-Rezeptors (LBP) reduziert werden [Schréder 2000]. CD14 scheint also eine
Rolle in der Sensitivitdt von Monozyten/Makrophagen gegenuber LPS zu spielen.

Kol et al. konnten zeigen, dass auch das humane Heat Shock Protein 60 (HSP60)
PBMC (peripheral blood mononuclear cells) sowie monozytar abstammende
Makrophagen durch die CD14-Signalkaskade und ,p38 mitogenaktivierte Proteinkinase®
aktiviert werden konnen. Diesen Weg der Signalvermittlung teilen sie sich mit dem
bakteriellen Lipopolysaccharid (LPS). Dadurch wird eine Beteiligung des HSP60 an
mehreren endogen pathologischen Prozessen wie z.B. der Arteriosklerose und anderen
inflammatorischen Stérungen durch Aktivierung des angeborenen Immunsystems
wahrscheinlicher [Kol 2000]. HSP60 verursacht eine potente prainflammatorische
Antwort. Diese wird durch TLR4 vermittelt. Die Detektion endogener Molekiile wie HSP
durch TLR koénnten Ausloser einer akuten Tubulusnekrose sein. Der Nachweis
endogener HSP scheint auch einen negativen Einfluss auf Entziindungen der Nieren zu
haben [Anders 2007]. Das HSP60 war der erste entdeckte endogene Ligand, der TLR4
aktivieren kann [Ohashi 2000]. HSP60 kann allerdings auch Gber TLR2 zu einer
Zellaktivierung fuhren. TLR2 ist ein moglicher Marker und Induktor spezifischer
Verteidigungsmechanismen, wie z.B. oxidativer Stress und konsekutive zellulare
Nekro(bio)se durch mikrobiologische Pathogene [Kirschning 2002].

Das Heat Shock Protein (HSP) 70 aktiviert in ahnlicher Weise das Immunsystem. Unter
Kontrolle von MyD88 und TRAF6 induziert es die Bildung von IL-12 und ,Endothelial
Leukocyte Adhesion Molecule 1“ (ELAM-1). Damit verhalt sich HSP70 sehr ahnlich zu
HSP60 [Vabulas 2002]. Nach Asea et al. vermittelte exogenes HSP70 eine potente
Zytokinausschuttung. Hierbei bindet HSP70 an die Zellmembran und I6st einen
schnellen intrazelluldaren Calciumanstieg aus, aktiviert NF-«xB und steigert so die
Expression von Zytokinen in menschlichen Monozyten. Die HSP70-induzierte
Zytokinbildung wird Uber die MyD88/IRAK/NF-kB Signalkaskade erreicht. Damit benutzt
HSP70 sowohl den durch TLR2- (grampositive Bakterien) als auch den durch TLR4
(gramnegative Bakterien) vermittelten Weg, das prainflammatorische Signal CD14-
abhangig umzuwandeln [Asea 2002].

Ein noch groReres Aktivierungsspektrum besitzt das Heat Shock Protein Gp96. Es
kann sowohl das angeborene als auch das erworbene Immunsystem aktivieren.
Einerseits funktioniert diese Aktivierung durch spezielle Interaktion mit CD91,
andererseits durch die Induktion antigenprasentierender Zellen, was zu einer Produktion
von proinflammatorischen Zytokinen und zusatzlich stimulierenden Proteinen flihrt. Die
Interaktion von Gp96 mit TLR2 und TLR4 aktiviert den wichtigen nukledren
Transkriptionsfaktor NF-xB [Vabulas 2002].
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Das zelluldre Immunsystem von Patienten mit eingeschrankter Nierenfunktion weist
verschiedene Besonderheiten gegeniiber Gesunden auf: Dialysepatienten, aber auch
Patienten mit nur eingeschrankter Nierenfunktion haben ein erhohtes Risiko fir
Infektionen und Tumore (Karzinome) sowie der Entwicklung einer progredienten
Arteriosklerose. Diese fuhrt wiederum zu vermehrt kardiovaskuldaren und
zerebrovaskuldren Ereignissen. Pathogenetisch sind die hier beschriebenen Zellen
(Monozyten) an diesen Prozessen beteiligt.

In dieser Arbeit untersuchten wir erstmals die Expressionsprofile von TLR auf
Blutmonozytensubpopulationen von Risikopatienten.
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2. Toll-Like-Rezeptoren
2.1 Allgemeines

Bei der Fruchtfliege spielt das Toll-Protein eine Rolle bei der dorsoventralen Entwicklung
des Embryos. Dieses Protein besitzt in der intrazellularen Doméane einen zum
sinterleukin-1R* (IL-1R) homologen Abschnitt. Der Rezeptor wird deshalb TIR genannt,
eine Abkurzung fur Toll/IL-1R Rezeptor. Im Jahr 1997 wurde beim Menschen ein zum
Drosophila ,Toll-Protein“ homologes Molekil gefunden. Bei Drosophila und anderen
Insekten, wie auch beim Menschen und anderen Saugetieren, ist dieses Protein mit
einer Signalkaskade gekoppelt, die nach Antigenkontakt zu einer Zytokinausschittung
fuhrt. Dieses komplexe System dient als primarer Abwehrmechanismus vieler
Lebewesen. Der als erster beim Menschen entdeckte, mit analogen Funktionen des TIR
vorkommende Rezeptor wurde spater als Toll-Like-Rezeptor4 (TLR4) eingeordnet. TLR4
gehort zu der grofRen und in den letzten Jahren in ihrer Anzahl stark angewachsenen
Familie der Toll-Like-Rezeptoren.

TLR sind zellmembranstandige Rezeptoren, die auch intrazellular vorkommen kdnnen.
Sie gehodren zur Gruppe der PRR (Pattern Recognition Receptors). Monozyten,
Makrophagen und dendritische Zellen benutzen solche PRRs. Diese sind in ihrer
Molekulstruktur genetisch festgelegt, wodurch eine genaue Trennung zwischen Eigen-
und Fremdmaterial erreicht wird [Stoy 2001]. In der Fruchtfliege vermittelt Toll die
antifungale und antigrampositive Bakterienabwehr, ist aber selbst nicht der primare
Rezeptor. Diese primaren Rezeptoren befinden sich geldst in Drosophila und werden als
Peptidoglykan Recognition Proteins bezeichnet (PGRP) [Kirschning 2004].

Studien der letzten Jahre haben gezeigt, dass jedes Mitglied dieser TLR-Familie auf
verschiedene Liganden spezialisiert ist. TLR2 und TLR4 sind essenzielle Komponenten
zur Erfassung von bakteriellen Zellwandbestandteilen. Endogene Liganden, wie zum
Beispiel Gewebsfragmente, Heat Shock Proteine oder nekrotische Zellen, werden
ebenfalls erfasst [Beg 2002]. Im Zusammenhang mit der Erkennung von Eigenmaterial
wird auch die zentrale Bedeutung des apoptotischen Zelltodes zur Vermeidung einer
endogen ausgeldsten Zytokinsekretion deutlich. Stuart et al. beschrieben 2002, dass mit
apoptotischen Zellen beladene dendritische Zellen (DC) TNF-o produzieren kénnen.
Hingegen konnen sie durch eine fehlerhafte Hochregulierung von CD86 nur wenig IL-12
bilden. Eine generalisierte inflammatorische Antwort wird somit unterdriickt. Dendritische
Zellen, die kein apoptotisches Material abbauen, exprimieren unverandert IL-12 [Stuart
2002]. Dagegen kommt es bei nekrotischen Zelluntergangen zu einer Aktivierung von
NF-«xB auf einem TLR2-abhangigen Weg [Li 2001].

Friher ging man unabhangig vom TLR-Protein von einem einzigen Weg der
Signaltransduktion aus. TLR2 und TLR4 wirden demnach dieselbe Signalkaskade
durchlaufen. Die Transkription und anschlieRende Stimulation des Immunsystems
verfolgt einen ahnlichen Weg wie nach der Aktivierung des IL-1 (Interleukin-1)
Rezeptors. ,IL-1 Rezeptor Assoziierte Kinase“ (IRAK) wird durch ,MyD88 Adapter
Protein“ aktiviert und fiihrt zu einer Signalweiterleitung durch TRAF-6 und einer
anschlielenden Proteinkinase-Kaskade. Diese hat eine Aktivierung von NF-xB und c-
Jun Kinase zur Folge, welche ihrerseits zu einer Aktivierung der Transkription von
IL-1- und IL-12-Genen sowie TNF-a fuhren.
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Je nach Rezeptortyp kénnen auch unterschiedliche Interferone gebildet werden. TLR2
kann weder IFN-a noch IFN-B induzieren, wohingegen TLR4 zumindest die Bildung von
IFN-B induzieren kann. Andere TLR, wie TLR3, TLR7 und TLR9, kdnnen zur
Ausschittung beider Interferongruppen flihren [Kaisho 2003].

Zwei Mitglieder des IL-1R/TLR-Komplexes wurden in jlingster Zeit gefunden. Sie heillen
»10llip“ und , TIRAP®. Tollip existiert in einem Komplex mit IRAK. Die Rekrutierung von
diesem ,Tollip-IRAK-Komplex“ zu einem aktivierten TLR-Rezeptorkomplex findet durch
die Assoziation von Tollip an IL-1RACcP statt. Die Bindung von My-D88 ist das Signal zur
Autophosphorylierung von IRAK, die zu einer Dissoziation von IRAK und Tollip (mit IL-
1RACP) fuhrt [Burns 2000]. Medzhitov et al. entdeckten 1998 das Toll-Adapterprotein
MyD88 (Myeloid Differentiation Factor 88). Dieses ist essenziell flr die Aktivierung von
NF-xB Uber IRAK und TRAF6 [Medzhitov 1998]. Ein mutagenes und somit blockiertes
MyD88 verursacht keine Immunantwort nach LPS-Stimulation [Hoebe 2003]. Allerdings
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existiert mindestens ein alternativer Aktivierungsweg. Hinter TLR4 zweigt dieser Uber
das ,Toll-Interleukin1-Rezeptor-Domane beinhaltende Adapterprotein® (TIRAP) ab
[Horng 2001]. Bei der durch TLR4 vermittelten Induktion von IFN-B—mRNA wird dieser
MyD88- und PKR-unabhangige Weg genutzt [Toshchakov 2002]. TLR2 und TLR4
bendtigen zur Signallbertragung diesen auch als ,MyD88-adapter-like“ (Mal oder auch
TIRAP) bezeichneten Adapter. MyD88 und Mal haben beide eine homologe TIR-
Domane (Toll/IL-1 Rezeptor) und unterscheiden sich nur in ihren N-Termini. In einigen
Modellen wurden Hinweise gefunden, dass TLR4, aber nicht TLR2, Mal direkt rekrutiert
[O'Neill 2003].

Es gibt zwei weitere Adapterproteine, die fur die Aktivierung von Interferon-f (TRIF) bzw.
»IFN-regulatorischer Faktor 3 (TICAM-1) zustandig sind. Hauptaufgabe von TICAM-1 ist
die Interferonregulation nach Aktivierung von TLR3 durch virale Nukleinsaure. Weiterhin
sind noch zwei weitere Adapter beim Menschen bekannt: das ,TRIF-Related Adaptor
Molecule* (TRAM) und das ,Sterile Alpha and HEAT-Armadillo Motif* (SARM) [O'Neill
2003].

Nachfolgend eine Auflistung pathologischer Entitdten, bei denen TLR offenbar eine
wichtige Rolle spielen:

e Nach einer Salmonelleninfektion ist TLR4 entscheidend fir die frihzeitige
Produktion von Zytokinen und die nachfolgende Bereitstellung von
Makrophagen. Zu einem spéateren Infektionszeitpunkt Ubernimmt TLR2 diese
Aufgabe. Beide Immunreaktionen sind MyD88-abhangig. Dies konnte sowohl im
Mausexperiment als auch bei Versuchen in Zellkulturen gezeigt werden [Weiss
2004].

o Bei der Pathogenese der Arteriosklerose sind die TLR ebenfalls involviert.
Minimal verandertes (oxidiertes) LDL 16st in Makrophagen (also den
gewebestandigen Monozyten) sowohl einen TLR4-abhangigen als auch einen
TLR4-unabhangigen Signalweg aus. Dies fuhrt zur Ausschittung von Zytokinen.
Das atherosklerotisch wirksame LDL [6st so Uber die TLR eine
mikroinflammatorische Reaktion aus [Miller 2005].

e Die TLR4-Expression von Patienten mit einer chronischen Herzinsuffizienz
korreliert mit der Schwere der Erkrankung und mit den Lipidwerten im
Patientenserum. Fluvastatin konnte die TLR4- und TLR2-Expression
dosisabhangig verringern [Foldes 2008].

¢ In einem Versuch, in dem verschiedene TLR auf ihre Fahigkeit auf virusdhnliche
Partikel zu reagieren untersucht wurden, zeigte sich, dass TLR3 zu einer
moderaten Erhdéhung der Anzahl an zytotoxischen T-Zellen fuhrt, TLR2 und
TLR4 jedoch nicht [Schwarz 2003].

e TLR4 bewirkt an dendritischen Zellen unter anderem die Produktion von Th1-
induzierendem 1L12p70. TLR2 induziert dagegen die Produktion des IL-12
hemmendem p40 Homodimer. Hierdurch kommt es zu einer Th2-Antwort.
Patienten, die an einem systemischen Lupus erythematodes (SLE) leiden,
zeigen bei noch erhaltener Nierenfunktion eine dominante Th2-Antwort.
Patienten mit SLE und terminaler Niereninsuffizienz weisen hingegen mehr Th1-
Zellen im Blut auf [Heine 2002]. Anders et al. konnten eine Beteiligung von TLR7
und TLR9 an der Pathogenese des SLE nachweisen [Anders 2007].



Toll-Like-Rezeptoren 11

¢ Nicht pathogene Molekiile, freigesetzt bei einem Trauma, fihren bei der Maus
zu einer TLR2 und TLR4 vermittelten inflammatorischen Reaktion [Kigerl 2007].

e Beim IDDM (Insulin Dependent Diabetes mellitus) sind die TLR2- und TLR4-
Expressionen erhéht [Devaraj 2008].

TLR koénnen die sie erreichenden Informationen Uber die Herkunft der Pathogene
verarbeiten und so zu einer unterschiedlichen Induktion von Zytokinen in dendritischen
Zellen fuhren. Hieraus wird ersichtlich, dass der Ablauf der Immunantwort wohl schon
auf der Ebene der TLR determiniert wird [Re 2001].

22 TLR2

Beim TLR2 handelt es sich um ein 90kD grof’es Transmembranprotein vom Typ |. Der
TLR2-Rezeptorkomplex besteht aus einer extrazelluldren und einer intrazellularen
Domane. Die extrazellulare Doméane besteht aus 18 bis 20 Leucin-Rich-Repeats (LRR)
und LRR-ahnlichen Sequenzen. Die intrazellulare Doméane enthalt eine ,Toll/IL-1
Rezeptor/Resistance Protein"-typische TIR-Domane, wie sie auch bei Drosophila zu
finden ist. TLR2 spielt eine wichtige Rolle in der Erkennung von grampositiven
Bakterien [Takeuchi 1999]. Zu den TLR2-spezifischen Liganden gehéren aber auch
gramnegative Bakterien, Spirochaten und Mykoplasmen. TLR2 bildet einen Komplex
mit anderen Molekilen wie CD14, MD2, TLR1 und TLR6. Diese Interaktion fuhrt zur
Induktion von Zytokinen [Kirschning 2002].

Die Stimulation von TLR2, beispielsweise durch Staphylokokkus aureus, induziert eine
schnelle Aktivierung von Monozyten im Blut. Um einen Multiproteinkomplex zu bilden
und die Signalkaskade um NF-xB zu aktivieren, muss der TLR2-Komplex zuerst
phosphoryliert werden. Es gibt jedoch auch einen alternativen Weg, der eine
Phosphorylierung von TLR2 umgeht. Dieser verlauft Giber eine von Rac1, PI3K und Akt
vermittelte Signalkaskade und aktiviert NF-xB direkt [Arbibe 2000].

Im menschlichen Blut exprimieren die CD14-Monozyten die hoéchste Rate an TLR2,
gefolgt von den CD15+-Granulozyten. Auf CD14-Monozyten kommt es nach LPS-, GM-
CSF-, IL-1- oder IL-10-Stimulation zu einer vermehrten TLR2-Expression. IL-4, IFN-y
und TNF fihrten dagegen zu einer Verminderung der TLR2-Expression. In Granulozyten
fuhrte LPS-, GM-CSF- und TNF-Stimulation zu einer verminderten TLR2-Expression.
Stimulation mit IL-10 flhrte hingegen zu einer moderaten Expressionssteigerung. Diese
Daten suggerieren, dass die TLR2-Expression von inflammatorischen Mediatoren
unterschiedlich reguliert wird [Flo 2001]. Eine hohe TLR2- und niedrige TLR7-
Expression ist typisch flr periphere Blutmonozyten [Hornung 2002]. Lymphozyten
besitzen hingegen weder TLR2- noch TLR1-Rezeptoren [Ochoa 2003].

Im Folgenden sind Befunde zu diversen Erregern/Erkrankungen aufgelistet, bei deren
Erkennung/Ausbildung TLR2 eine wesentliche Rolle zu spielen scheint:

e TLR2 besitzt Rezeptorfunktion gegenuber durch Hitze inaktivierte Listeria
monocytogenes (HKLM) Stamme. Ein Ansprechen von TLR2 auf inaktivierte B-
Streptokokken Typ lll (GBS) blieb im untersuchten Hamstermodell aus. TLR2
scheint nicht der Rezeptor zu sein, der menschliche Monozyten nach LPS-
Kontakt aktiviert [Flo 2000]. Lipopeptide aktivieren das Immunsystem Uber TLR2.
Dabei binden sie zuerst an CD14 und bilden so den TLR2-Signalkomplex
[Manukyan 2005].
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e Aus einem Versuch mit dem Hefepilz Cryptokokkus neoformans und TLR2-
bzw. MyD88-defizienten Mausen wurde ersichtlich, dass nur das Zusammenspiel
zwischen TLR2 und MyD88 in der Abwehr gegen Cryptokokkus neoformans zu
einer Immunreaktion fihrt. TLR4 spielt hierbei keine Rolle. Durch eine erhéhte
Expression von TNF-a, IL-12 und IFN-y wird der Keim bekampft. Fehlt den
M&ausen TLR2 oder MyD88, so findet keine Abwehr statt und die Mause sterben
[Biondo 2005].

e Einen modulierenden Einfluss auf die TLR2-Expression scheint auch das 1-
alpha Calcidol zu haben. Unsere Arbeitsgruppe konnte nachweisen, dass die
TLR2-Expression durch 1-alpha Calcidol gehemmt werden kann [Kellermeyer
2004; Scherberich 2005].

e TLR 2 und TLR4 sind in Herzmuskelzellen vorhanden. TLR2 ist dabei an der
Regulation des oxidativen Stresses beteiligt. Blockiert man TLR2, so kommt es
an den Myozyten zu einer erhéhten Sensibilitdt gegentber oxidativem Stress mit
resultierender zytotoxischer Wirkung und letzten Endes myokardialer Dysfunktion
[Frantz 2001].

e TLR1 und TLR2 scheinen sich gegenseitig zu erganzen und somit die
Immunantwort nach Ligandenbindung zu verstarken. Dies konnte anhand von
Neisseria meningitidis herausgefunden werden [Wyllie 2000]. Ahnliche
Untersuchungen bezuglich der Immunreaktion bei Lepra =zeigten, dass
Interferon(IFN)-y und ,Granulozyten Makrophagen Colony Stimulating Factor®
(GM-CSF) die TLR1-Expression in Monozyten erhohen. Bei Ausschuttung von
IL-4 kommt es zu einer geringeren TLR2-Expression. TLR1 und TLR2 werden
bei der lokalen tuberkuloiden Lepra starker exprimiert als bei der lepromatésen.
Dadurch kommt es anscheinend zu einer genau geregelten Expression und
Aktivierung der TLR unmittelbar am Ort der Infektion [Krutzik 2003].

e Schwerverletzte exprimieren weniger TLR2 auf Monozyten als Gesunde. Die
LPS-induzierte Ausschittung von TNF-a war bei diesen Akutpatienten signifikant
reduziert [Lendemann 2007].

e TLR koénnten einen direkten Einfluss auf das endokrine System haben.
Zumindest bei der Maus fihrt TLR zur direkten Ausschittung von endogenen
Kortikosteroiden aus der Nebennierenrinde. TLR2-defekte Mause hatten eine
eingeschrankte endogene Glukokortikoidausschittung [Bornstein 2006]. Analoge
Beschreibungen beim Menschen existieren noch nicht.
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23 TLR3

TLR3 kann doppel- und einzelstrangige RNS-Viren wie z.B. das HC-Virus erkennen
[Alexopoulou 2001; Akira 2003]. DNS-Viren wie HBV sind demnach kein Ligand von
TLR3. Diese These konnten wir mit der vorliegenden Arbeit nicht bestatigen.

Die Aktivierung von TLR3 fuhrt Uber NF-xB zur Produktion von Interferonen
[Alexopoulou 2001]. Wie viele Viren hat auch das Hepatitis-C-Virus einen eigenen
Mechanismus entwickelt, um sich vor einer Immunantwort des Wirtsorganismus zu
schutzen: HCV protolysiert TRIF. TRIF ist ein Protein, das mit TLR3 zur Ausschuittung
von Interferonen fihrt. Nach Protolyse von TRIF bleiben wesentliche antivirale Effekte
aus und das Virus kann im Koérper persistieren [Li 2005].

Die TLR3-Expression auf Mesangiumzellen ist wohl auch verantwortlich fur die
Entstehung von Immunkomplex-Glomerulonephritiden sowie fir die Progression
chronischer Glomerulonephritiden [Woérnle 2005].

24 TLR4

Die TLR4-Aminosauresequenzen des Menschen und der Fruchtfliege stimmen zu ca.
70 % Uberein. Allerdings ist es nur dem menschlichen TLR4 mdglich, eine
Differenzierung bezogen auf Lipid A und verandertes Tetra-Acyl Lipid A durchzufihren.
Lipid A kann, ahnlich wie LPS, die TLR4-Rezeptoren aktivieren und zur Synthese von
TNF anregen [Poltorak 1999].

LPS provoziert im infizierten Organismus eine generalisierte proinflammatorische
Immunantwort. Diese Antwort ist genetisch reguliert und konnte bei Mausen auf
Chromosom 4 nachgewiesen werden. Wenn Mause homozygot flr ein mutiertes LPS-
Allel sind, kénnen sie eine nattrliche Toleranz gegen LPS und dessen schwerwiegende
Effekte entwickeln. Drei Transkriptionseinheiten, die alle TLR4 enthielten, konnten
hierbei identifiziert werden [Qureshi 1999]. Bei TLR4-defizienten Mausen reagieren
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Makrophagen und B-Zellen nicht auf einen LPS-Stimulus [Hoshino 1999]. Die Fahigkeit
von TLR4, LPS zu erkennen und zu binden, wird wohl wesentlich durch MD-2
gewabhrleistet. Dieses ist eng mit TLR4 assoziiert und nur in Verbindung mit MD-2 kann
TLR4 adaquat auf LPS reagieren [Miyake 2003: Shimazu 1999]. MD-2 scheint allerdings
auch eine alleinige Bindungsstelle flir LPS zu besitzen, welche unabhangig von LPS-
Bindungsprotein oder CD14 ist. Anscheinend konkurriert das LPS-Bindungsprotein mit
MD-2 um die LPS-Bindung [Viriyakosol 2001].

Beta-Defensin ist ein kleines antimikrobielles Peptid des angeborenen Immunsystems,
welches als Reaktion auf mikrobielle Infektionen vom Mukosagewebe gebildet wird. Auf
unausgereiften dendritischen Zellen fungiert ,Murin-Beta-Defensin 2“ (mDF2beta) als
endogener Ligand fur den Toll-Like-Rezeptor4 und ist somit ebenfalls an der Ausldsung
der Signalkaskade beteiligt [Biragyn 2002].

Nachfolgend eine Auflistung von Erkrankungen, bei denen TLR4 eine wichtige Rolle
spielt:

¢ Die Immunantwort auf ein Fusionsprotein des RS-Virus wird durch TLR4 und
CD14 vermittelt. Das Virus persistierte l1anger in Lungen von infizierten, TLR4-
defizienten Mausen als in denen von normalen Mausen. Somit kann die TLR4-
vermittelte Signalkaskade sowohl durch bakterielle als auch durch virale
Pathogene initiiert werden [Kurt-Jones 2000].

e TLR4 regelt bei Pneumocystis-Pneumonien die Schwere der Erkrankung. Im
Mausversuch kommt es zu einer Verstarkung der Symptomatik und einer
Exazerbation der pulmonalen Lasion bei TLR4-mutanten Mausen. Sie zeigen in
der bronchoalveolaren Lavage erniedrigte Werte von Interleukinen bei
gleichzeitig erhohten Werten von TNF-a und IL-6 [Ding 2005].

o Patienten mit Angina pectoris exprimieren vermehrt TLR4 auf Monozyten.
Vermehrte TLR2-Expression konnte nur bei der instabilen Angina pectoris
beobachtet werden. Stimulation der Monozyten durch TLR4 fiihrte nicht zu einer
erhdhten TLR2-Expression [Ashida 2005].

e Das durch LPS induzierte akute Nierenversagen (ANV) scheint seine Ausloser
aulerhalb der Niere zu haben. Cunningham et al. konnten die Hypothese, dass
LPS an extrarenale TLR4 bindet und so zu einer systemischen TNF-Freisetzung
fuhrt, im Mausexperiment stitzen. Das ANV scheint die Konsequenz der
extremen systemischen TNF-Freisetzung zu sein. Infiltration von Neutrophilen in
die Niere sowie die Nierenzellapoptose sind die potenziellen Mechanismen,
durch die eine Endotoxamie ein funktionelles ANV zur Folge haben kann
[Cunningham 2004].
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2.5 TLR und Entzindungsreaktionen/Sepsis

Gramnegative Bakterien sind ein haufiger Ausldser septischer Krankheitsbilder. Kommt
es zu einer Meningokokkensepsis werden drei wesentliche Kaskaden initiiert: Das
Komplementsystem, die inflammatorische Antwort sowie die Koagulation/Fibrinolyse. Ob
genetische Polymorphismen innerhalb dieser Kaskaden fiir die Auspragung einer Sepsis
oder eines septischen Schocks verantwortlich sind, wird noch diskutiert. Hierbei spielt
der seltene einfache Nukleotidpolymorphismus des Toll-Like-Rezeptors 4 offenbar die
grofite Rolle [Emonts 2003]. Ein solcher Polymorphismus scheint zudem positive
Auswirkungen auf die Atherogenese zu haben [Kiechl 2003]. Die Mutation D299G
humaner TLR4 behindert dagegen die Signaliibertragung nach Aktivierung mit LPS.
Diese wird jedoch von anderen Immunrezeptoren kompensiert, wodurch der Defekt von
TLR4 keine signifikante Bedeutung fur die Entwicklung und die Folgen einer Sepsis zu
haben scheint [Feterowski 2003].

Die Hyperreaktivitat der Immunzellen ist eine Ursache fir die Entstehung einer
schweren Sepsis beim Menschen. Zu dieser kommt es durch Anhdufung von TLR2-
Agonisten, die von den Bakterien gebildet werden. Die systemische Gabe monoklonaler
Antikérper gegen TLR2 kann im Mausmodell die Freisetzung von inflammatorischen
Mediatoren, wie z.B. TNF-a, einschranken und Mause somit vor einem schockahnlichen
Syndrom bewahren [Guangxun 2004]. Interessant ware hierbei jedoch eine langfristige
Beobachtung der Mause, da die Erreger ja nach wie vor im Blut zirkulieren.

Die Bindung eines Pathogen-Assoziierten Molekularen Musters (Pathogen-Associated
Molecular Pattern, PAMP) an TLR flihrt neben der Produktion von proinflammatorischen
Zytokinen auch zur Produktion von reaktiven Sauerstoffradikalen und Stickstoff [Werling
2003]. Induzierbare Stickstoffmonoxid-Synthase (iNOS) und endothelial vorliegende
Stickstoffmonoxid-Synthase (NOS) besitzen gegenlaufige Effekte auf die Regelung
der glomerularen Filtrationsrate (GFR) bei Sepsispatienten. Dies konnte bisher nur in
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einem Mausexperiment nachgewiesen werden. Durch Supprimierung der endothelialen
Nitroxid-Synthase (NOS) durch die induzierbare Nitroxid-Synthase (iNOS) kommt es
nach LPS-Kontakt zu einer verminderten glomerularen Filtration [Schwartz 1997].

Bei der Ausbildung einer Sepsis unterscheidet man zwischen frihen und spéaten
proinflammatorischen Antworten; beide werden durch Zytokine vermittelt. Die friihe
Antwort (nach ca. 16 Stunden) wird durch TNF-a, die spate durch Molekule wie z.B.
,High Mobility Group B1*“ (HMGB1) ausgel6st. Im Mausmodell zeigte sich, dass es bei
der frihen Antwort zu einer durch Tumor-Nekrose-Faktor (TNF) verursachten und von
INOS unabhangigen Dysfunktion der Nieren kommt. Diese Minderperfusion resultiert
aus einer Dysbalance zwischen vasokonstriktorischen und vasodilatatorischen Effekten
[Knotek 2001].

HMGB1 triggert die (hohe) Letalitat der Sepsis. Ethylpyruvat besitzt im Laborexperiment
die Mdglichkeit, die Expression von HMGB1 zu vermindern. In Makrophagenkulturen
konnte Ethylpyruvat die Aktivierung von ,p38 Mitogen-Aktivierter Proteinkinase“ und NF-
kB unterdriicken [Ulloa 2002]. Dies ist zumindest ein Ansatz fir eine mogliche kausale
Therapie der Sepsis.

TLR scheinen auch einen Effekt auf die Therapie der Sepsis mit Glukokortikoiden zu
haben. Bei Labormausen, welche keinen TLR4-Rezeptor hatten, konnte auch die
Glukokortikoidtherapie nicht anschlagen [Silverstein 2003].
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3. Methoden
3.1 Proben

Nach erfolgter Aufklarung wurden den Patienten einige Milliliter Blut entnommen und in
eine EDTA-Monovette gefilllt. Innerhalb der darauffolgenden halben Stunde wurden die
Proben dann in einem Durchflusszytometer gemessen.

Bestimmt wurde jeweils die Anzahl der Monozyten in der Blutprobe. Eine Aufteilung
erfolgte nach ihren Oberflachenproteinen (CD-Molekile 14 und 16 und deren
Auspragung). Die Abkirzung CD bezieht sich auf den englischen Begriff cluster
determinants oder cluster of differentiation; beides sind Bezeichnungen fir die
Differenzierungsantigene (Oberflachenproteine) auf der Zelloberflache von Leukozyten.
Es wurden CD14++CD16neg-, CD14+CD16+- sowie CD14+CD16++-Monozyten auf die
Expression von HLA-DR, TLR2, TLR4 und TLR3 verglichen. Die TLR4- und TLR3-
Expression wurde von uns sowohl extra- als auch intrazellular gemessen. Des Weiteren
wurde der Anteil an CD14+CD16+-Monozyten und die Gesamtzahl der CD14-positiven
Zellen in der Blutprobe bestimmit.

Zur in-vitro-Untersuchung der Mikroorganismen wurden die Bakterienstdmme aufgetaut,
in einer Flussigkultur angezogen und auf einer Blutagarplatte ausgestrichen.
AnschlieBend wurden Verdinnungsreihen durchgefihrt, um jeweils 100 bzw. 10.000
Kolonien der Bakterienstamme zu erhalten. Je 1 ml Vollblut eines gesunden Spenders
wurde auf die gekihlte Stammplatte aufgebracht und bei Raumtemperatur drei Stunden
inkubiert. Im Anschluss wurden die Monozyten separiert, mit Antikérpern markiert und im
Durchflusszytometer gemessen. Die Versuche wurden jeweils dreimal durchgefihrt.

3.2 Extrazellulares Messverfahren

Der Verarbeitungsvorgang fir den Nachweis von extrazellularen Monozytenrezeptoren
lief wie folgt ab: Aus dem Blutabnahmerdhrchen wurden 100 ul Vollblut mit jeweils 20 pl
CD14-FITC-Lésung und 10 pl CD16-PE-Losung in verschiedene Reagenzgldschen
gefiullt und gut durchmischt. Anschlieend wurde Anti-HLA-DR-PE-, TLR2-PE- oder
TLR4-PE-L6sung hinzugegeben und vermischt; die Proben wurden dann 15 Minuten im
Dunkeln bei Raumtemperatur (21°C) inkubiert. Es folgte die Zugabe von 2 ml Lysepuffer
und weitere 10 Minuten Inkubation. Danach schloss sich eine 5-minutige
Zentrifugationsphase an. Das sich nun absetzende, Gberschissige Blutplasma tber der
rétlichen Phase am Reagenzglasboden wurde vorsichtig mit einer Pipette abgezogen.
Anschlieend wurden zwei Mal je 1 ml Cellwash-Lésung nach einem zwischenzeitlichen
Mischvorgang zugegeben. Die Proben wurden nochmals 5 Minuten bei 230
Umdrehungen/Minute (rpm) zentrifugiert. Der Uberstand aus lysierten Erythrozyten
wurde verworfen. Zu diesem Zeitpunkt enthielten die Proben nur noch die separierten
Leukozyten. Diese wurden mit 250 ul Fixierldsung versetzt und kurz aufgeschiuttelt. Alle
so bearbeiteten Proben wurden mithilfe des ,fluoreszenzaktivierten Zellsortierers*
(Fluorescene Activated Cell Sorter, kurz FACS) ausgewertet.
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3.3 Intrazellulares Messverfahren

Jeweils 100 pul Vollblut der Patienten wurden mit jeweils 20 ul CD14-FITC-L6sung und
10 ul CD16-PE-Cy5-Ldsung vermischt. Diese Proben wurden dann 15-30 Minuten bei
Raumtemperatur im Dunkeln belassen. Anschlieend wurden {berschissige,
ungebundene Antikdrper mit 4 ml Cellwash-Lésung ausgewaschen und die Proben 5
Minuten bei 1100 Umdrehungen/Minute zentrifugiert. Die Uberschissige obere Phase
wurde bis auf 50 pl abpipettiert und verworfen. Dem Residuum wurden 100 ul des
Reagenz A hinzugefiigt. So bearbeitet wurden die Proben 15 Minuten bei
Raumtemperatur und Dunkelheit ruhengelassen und danach nochmals mit 4 ml
Cellwash-Losung versetzt und 5 Minuten zentrifugiert. Der restliche Uberstand wurde
wieder bis auf 50 ul abpipettiert, um dann 100 ul des Reagenz B und 20 ul des TLR4-PE
oder TLR3-PE hinzuzugeben. Nach wiederholter 15-minitiger Inkubation bei
Raumtemperatur und Dunkelheit wurden 4 ml Cellwash-Lésung hinzugegeben und die
Proben 5 Minuten bei 1.100 rpm zentrifugiert. Am Schluss wurde der Uberstand
abpipettiert und 250 ul Cell-Fix-L6sung dazugegeben.

Aus jeder ausgewerteten Probe wurden 100.000 Zellen (Leukozyten) erfasst, was
durchschnittlich 2.000-6.000 Monozyten pro Ansatz bedeutet.

Als Kontrolle wurden Isotypenkontrollen der verwendeten Antikdrper durchgefihrt.
Samtliche der hier erhobenen Messungen bezogen sich auf diesen Leerwert. Dadurch
konnen negative Einflisse gewisser Parameter, welche die Fluoreszenzaktivitat im
FACS beeinflussen (z.B. Verstarkungseinstellungen am FACS-Geréat), minimiert werden.
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4. Durchflusszytometrie
Dieses Kapitel gibt einen Einblick in die FACS-Zytometrie.
4.1 Das FACS-Gerat

Im so genannten FACS-Gerdt (Eluorescence Activated Cell Sorter), dem
fluoreszenzaktivierten  Zellsortierer, lassen sich Zellen nach verschiedenen
Oberflachenproteinen sortieren und einordnen. Das auch als Durchflusszytometer
bezeichnete Gerat misst die relative Partikelgrof3e, die relative Granularitat sowie die
relative Fluoreszenz der durchgeschleusten Zellen. Es werden keine Absolutwerte
bestimmt, da keine Maleinheiten vorhanden sind. Die Messungen beziehen sich auf
den vorher festgelegten Schwellenwert des Parameters ,PartikelgroRe”. Dieser
Parameter wird benutzt, da hier die Signalstarke am grof3ten ist. Der Schwellenwert
dient in erster Linie dazu, stérendes Hintergrundrauschen und zu kleine Partikel von der
Messung auszuschlieBen. Ein  monoklonaler  Antikérper, der mit einem
Fluoreszenzfarbstoff markiert wird, kann in einer gemischten Population die gesuchten
Zellen markieren. Das FACS-Gerdt kann diese Fluoreszenz darstellen. Die
Zellsortierung am Durchflusszytometer flhrt zu einer Darstellung der Messergebnisse in
einem Punkthistogramm, dem so genannten ,Dotplot*. Hierbei werden die Grol3e und
die Granularitdit der Zellen, gemessen im Vorwérts- und Seitwartsstreulicht,
gegenibergestellt.

4.2 Lichtstreuung

Am grofdten ist die Lichtstreuung im Winkelbereich von 0° bis 10°. Sie wird
Vorwartsstreulicht (Forward Angle Light Scatter, FSC) genannt. Das FSC-Signal ergibt
sich daraus, wie das Vorwartsstreulicht die Querschnittsflache der Zellen passiert und
gibt somit Auskunft Uber die relative Zellgro3e. Der geringere Anteil des Lichts wird in
einem Bereich von 90° seitwérts gestreut (Side Scatter, SSC). Das so gestreute Licht ist
ein Mal3 fur die interne Komplexitat (Granularitat) der Zellen. Es ergibt sich aus der
Berechnung des Refraktionsindex (Brechungsindex). Mithilfe dieser Lichtstreuung
lassen sich die wichtigsten Leukozytengruppen wie Lymphozyten, Monozyten und
Granulozyten gut voneinander abgrenzen. Im Punkthistogramm ist diese Differenzierung
grafisch dargestellt.
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Abb. 7: Darstellung einer Leukozytenprobe im sog. ,,Dotplot“. Im Vorwértsstreulicht (FSC-Height) wird
die ZellgroRe, im Seitwértsstreulicht (SSC-Height) die Granularitat der Zellen erfasst. Die rot markierte
Zellansammlung (Monos) zeigt die Monozytengesamtpopulation.

4.3 Hydrodynamische Fokussierung

Die Darstellung der Monozytensubpopulation mit den gesuchten Oberflachenantigenen
geschieht durch ein Anfarbeverfahren mit einem monoklonalen, fluoreszenzmarkierten
Antikérper. Zellen, die mit diesen Antikorpern markiert sind, werden im FACS-Gerat mit
Uberdruck in eine Messkammer geleitet. In dieser verbindet sich die Suspension mit
einer laminar, koaxial stromenden Tragerfllissigkeit. Dabei wird die Strémung zum
Zentrum der Messkivette hin verengt, was den Partikeltransport beschleunigt. Dadurch
werden die Zellen in der Mitte des Probenstromes fokussiert und kénnen von einem
Laser einzeln gemessen werden.

4.4  Fluoreszenzmessung

Zur Erfassung der Fluoreszenz wurde bei uns der luftgekihlte Argonlaser mit einer
Emissionslinie von A= 488 nm verwendet. Das heil3t, dass die zu verwendenden
Fluorochrome alle bei A = 488 nm Licht absorbieren missen, um vom FACScan®-Gerat
erfasst zu werden. Fluoreszein (FITC) und R-Phytoerythrin (PE) besitzen ihre maximale
Absorption in diesem Bereich. Wichtig zur Unterscheidung der einzelnen Farbstoffe ist
der so genannte ,Stokes Shift. Dieser lasst sich aus der Differenz des
Absorptionsspektrums und des Emissionsspektrums der Farbstoffe errechnen. Zur
Unterscheidung der markierten Zellen ist ein unterschiedlich hohes Energieniveau des
Emissionsspektrums nétig. Die von uns verwendeten Farbstoffe emittieren wie folgt:
FITC bei 525 nm und PE bei 578 nm. Die Wellenlangen der Emission sind hierbei langer
als die der Absorption, da beim Durchtritt durch die Zellen Energie verbraucht wird.

Das FACS-Gerat kann die Fluoreszenz- und Streuungssignale mit ,Photomultiplier
Tubes" (Photoverstarkern fiir SSC) registrieren und mit einer Photodiode (registriert
FSC) aufnehmen. Diese Signale werden elektronisch verstéarkt und in einem Analog-
Digital-Wandler (ADC) in von einem PC lesbare Kandle umgewandelt.
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4.5 Darstellung der Messungen

Eine exemplarische Darstellung der FACS-Messungen ist in Abbildung 8 zu sehen. Zu
erkennen sind die drei unterschiedlichen Populationen der Monozyten:
CD14++CD16neg.-, CD14+CD16+- sowie CD14+CD16++- Monozyten. Hierbei steht
jeder einzelne Punkt fir einen gemessenen Monozyten aus der Probenklvette. Der
Computer errechnet die Expressionshéhe (die Mediane) fir die jeweiligen Monozyten.
Darauf beruhen die von uns verwerteten Daten in dieser Arbeit.
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Abb.8: In diesem Dotplot sind alle vom Durchflusszytometer erfassten Zellen aufgetragen. Die Monozyten
kénnen aus der Grafik herausgefiltert werden und sind so getrennt von den restlichen gemessenen Zellen

darstellbar.

- oo l0NE O1=
L—l
i Chida+= 0016+
COlSdim O] S++
= r R o Eh
2.,
- B e 1o
= o+
L. r
_..-='__| - o .--'.-
T 4 ++ SO0 FE— |- S
: -
L—] . =
E [I L] LI I1 L] LI LI I L] L] I L] LI LLLI I1
10 [ 10 10 0
CONdFITS

Abb. 9: Darstellung einer Monozytenwolke aus Abb.7. Man erkennt ein deutliches Verteilungsmuster der
farbig markierten Monozytensubpopulationen.
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4.6  Statistische Auswertung

Zur Auswertung der im FACS-Geréat gemessenen Daten wurde das Statistikprogramm
SPSS benutzt. Die Mediane, Mittelwerte, Standardabweichungen, Minimal- und
Maximalwerte der unterschiedlichen Patientengruppen wurden ermittelt. Die Ergebnisse
der Mediane wurden untereinander mit einem Mann-Whitney-Test (U-Test) auf die
statistisch signifikante Irrtumswahrscheinlichkeit hin UGberprift. Dieser Test wurde
angewandt, da es sich um nicht-normalverteilte Messwerte handelt (d.h. Median und
Mittelwert sind nicht identisch). Der Mann-Whitney-Test ist ein nicht-parametrischer Test
zum Vergleich zweier unabhangiger Stichproben.

Beim Vergleich mehrerer Gruppen (z.B. Kapitel 7.1) wurde vorher der Kruskal-Wallis
Test angewandt. Dieser ermittelt, ob zwischen den untersuchten Gruppen Uberhaupt ein
signifikanter Unterschied besteht. Anschlie@end wurden die einzelnen Gruppen
miteinander verglichen. Dazu wurde der Mann-Whitney-Test (U-Test) angewandt. Im
Anschluss wurde ein Bonferroni-Holm-Test durchgefuhrt. Beim Vergleich mehrerer
Gruppen besteht das Problem des ,Multiplen Testens®, d.h. allein durch die erhéhte
Anzahl der gestellten Vergleiche kommt es mit einer gewissen Wahrscheinlichkeit vor,
dass man ein signifikantes Ergebnis erhdlt und falschlicherweise eine giltige
Nullhypothese ablehnt. Der Bonferroni-Holm-Test reduziert die Wahrscheinlichkeit, eine
der Nullhypothesen félschlicherweise abzulehnen, auf das vorgegebene Niveau der
Irrtumswahrscheinlichkeit.

In der Verlaufsbeurteilung von HD-Patienten vor und nach Dialyse wurde der Wilcoxon-
Test fur verbundene Stichproben angewandt, da es sich hierbei um nicht-
normalverteilte, verbundene Stichproben handelt.

Als Signifikanzgrenze wurde eine zweiseitige Irrtumswahrscheinlichkeit von p < 0,05
festgelegt.
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5. Materialien

- FACScan® Gerat der Firma Becton Dickinson, Gerat IC-Nr. 2620,
Gerate Serien Nummer: 82766

- FACStation®, Software, Version 3.4 von BD Biosciences

- BD Cell Quest Pro®, Software, Version 4.0.2

- Zentrifuge Universal 16 von Hettich

- Vibrofix VF1 von Janke und Kunkel

- EDTA-Monovetten, S-Monovette von Sarstedt

- SPSS®, Versionen 12.0.1, 13.0.1 und 14.0.1

- MS Office® und Open Office

Antikdrper:

- CD14 FITC von Becton Dickinson

(#345784, Klon M¢P9, Chargen: 29326, 65702, 71150, 72644, 81155, 85655)

- Anti-HLA-DR PE von Becton Dickinson

(#347367, Klon L243, Chargen: 62200, 71117, 76690, 84749)

- CD16 PE von Becton Dickinson

(#347617, Klon B73.1 Chargen: 50230, 59306)

- CD16 PE-Cy 5 von Becton Dickinson

(#555408, Klon 3G8, Charge: 64565)

- CD16 PC 5 von Coulter

(#PNIM2642, Klon 3G8, Chargen: 9, 10, 12)

- TLR2 PE von ebioscience

(#12-9922, Klon TL2.1, Chargen: E005659, E006528, E009905)

- TLR3 PE von Biocarta

(Klon 40C1285 und TLR3.7, Chargen: 021903-40C1285-D, E011956, AB032404A)
- TLR4 PE von ebioscience

(#12-9917, Klon HTA 125, Chargen: E007134, EO07135, E008741, E 0110031)

- Isotyp Kontrollen mit Mouse 1GG1, K CY-CHROME (633818X, Charge: 30586) und
Mouse IGG2B, K FITC (G33804X, Charge: 0000074973) von Becton Dickinson

Mikroorganismen:

- Escherichia Coli (Migula 1895), Castellani and Chalmers 1919, DSM No. 1103,
ATCC 25922 von DSMZ

- Staphylococcus aureus subsp. aureus Rosenbach 1884, DSM No. 1104,
ATCC 25923 von DSMZ

Fixationsldsung:
- Fixperm von Caltag Laboratories, Product Code: GAS-003
- Fixperm von An der Grub Bio Research GmbH, Cat.-Nr.: GAS-002

sonstige Reagenzien: )
- Reagenz A von An der Grub Bio Research GmbH, Osterreich
- Reagenz B von An der Grub Bio Research GmbH, Osterreich
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6. Patienten
6.1 Daten

Die ausgewerteten Daten stammen alle von Patienten und Patientinnen aus dem
Kuratorium fir Hamodialyse in Minchen Harlaching, Seybothstrale 75, 81545
Minchen. AuRerdem wurden Daten von der Station 1N des Klinikums Minchen
Harlaching, Sanatoriumsplatz 2, 81545 Minchen, eruiert. Samtliche Patienten nahmen
freiwillig an unseren Studien teil. Die Ethikkommission der Bayerischen
Landesarztekammer in Minchen stimmte der Durchfiihrung unserer Studien zu.

Die Patienten wurden abhangig von ihrer Krankheit in Gruppen unterteilt. Gruppe 1 steht
dabei fur Normalpersonen, also die Vergleichsgruppe. Gruppe 2 bezeichnet die
Patienten, die chronisch an den Nieren erkrankt sind, d.h. einen Kreatininwert von tber
1,2 mg/dl besitzen, jedoch noch keine Dialysebehandlung oder ein Transplantat
bendtigen. Gruppe 3 bezeichnet Patienten, welche eine erfolgreiche
Nierentransplantation erhalten haben und innerhalb eines Jahres keine
TransplantatabstoRung zeigten. Gruppe 4 besteht aus Patienten, die seit mindestens
einem Jahr hamodialysiert wurden.

6.2 Kontrollkollektiv

Das Kontrollkollektiv bei der extrazelluldren TLR4-Messung bestand aus 19 gesunden
Personen im Alter zwischen 19 und 71 Jahren. Der Altersmedian betrug 30 Jahre, der
Mittelwert 34,6 Jahre. Beteiligt waren zwolf Manner und sieben Frauen. Der
Altersmedian beider Gruppen betrug jeweils 30 Jahre (Mittelwert M&nner: 33,63 Jahre,
Mittelwert Frauen: 35,71 Jahre). Der prozentuale Anteil der CD14/16-Membranproteine
lag mit 8,76 % innerhalb der von anderen Forschergruppen ermittelten 7,3 +/- 3,1 %
[Tanaka 1999]. Der Kreatinin- und CRP-Wert wurde auf die oberen laborchemischen
Grenzwerte (Kreatinin 1,2 mg/dl bzw. CRP 0,3 mg/dl) festgesetzt.

Das Kontrollkollektiv der intrazelluldren TLR4-Messung setzte sich aus sechs Mannern
und sieben Frauen zusammen. Der Altersmedian in dieser Kohorte betrug 29 Jahre, der
Mittelwert 32,61 Jahre. Der Altersmedian bei den Frauen betrug 30 Jahre (Mittelwert:
35,85 Jahre), bei den Mannern 25,5 Jahre (Mittelwert: 28,83 Jahre). Es nahmen
Probanden zwischen dem 19. und 52. Lebensjahr teil. Der prozentuale Anteil von
CD14+CD16+-Zellen wurde hier mit dem Median 6,55 % fir die gesamte Gruppe
ermittelt und lag somit auch noch innerhalb der Ergebnisse der Forschergruppe um
Okamoto. Diese beziffern diesen Bereich mit 5,8 +/- 2,8 % [Okamoto 2003].

6.3 Ausschlusskriterien

Fur die gesunde Vergleichsgruppe galten folgende Vorgaben: Kein aktueller Infekt,
keine infektiose Grunderkrankung und keine chronischen Leiden/Malignome.
Nierenkranke unter Glukokortikoidtherapie wurden, mit einer Ausnahme (siehe 6.7.6),
von der Studie ausgeschlossen. Proben mit zu hohem Zellverlust bei Messungen im
FACS wurden ebenfalls verworfen.
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6.4  Patienten mit Nierenerkrankungen

Hierunter fallen Patienten mit chronischer Niereninsuffizienz bei denen eine
Transplantation oder Dialysetherapie noch nicht angezeigt ist. Diese Patienten weisen
einen Kreatininwert von mindestens 1,2 mg/dl auf. Die Daten von 19 Patienten wurden
ausgewertet, davon neun Frauen und zehn Manner. Der Altersmedian betrug 57 Jahre.
Bei den Mannern betrug er 59 Jahre (Mittelwert: 62,5 Jahre), bei den Frauen 54 Jahre
(Mittelwert: 49 Jahre). Der Mittelwert dieser Patientengruppe betrug 56,1 Jahre. Die
Probanden waren im Alter von 26 bis 91 Jahren.

Tab. : Diagnosen der Patienten mit Nierenerkrankungen.

Patient | Geschlecht |Alter Diaghose

Chronische, dekompensierte Niereninsuffizienz bei
art. Hypertonus. Z.n. Prostatektomie, latente

1 mannlich 80 Hypothyreose, Struma nodosa links

Chronische Niereninsuffizienz im Stadium der
kompensierten Retention bei paraneoplastischer

2 weiblich 60 Nephropathie

Chronische, dekompensierte Niereninsuffizienz bei
3 mannlich 85 myeloproliferativem Syndrom
4 weiblich 48 Debre-Toni-Fanconi Syndrom

Chronische Niereninsuffizienz im Stadium der
kompensierten Retention bei art. Hypertonus.

5 weiblich 64 Renale Andmie

6 weiblich 26 Tubertdse Sklerose (M. Bourneville-Pringle)

7 mannlich 57 Nephrotisches Syndrom

8 mannlich 38 Interstitielle Nephritis

9 mannlich 56 Retroperitonealfibrose (M. Ormond)
Chronische Niereninsuffizienz im Stadium der

10 mannlich 55 kompensierten Retention bei Einzelniere links

11 weiblich 29 Systemischer Lupus Erythematodes

12 mannlich 61 Membrantse Glomerulonephritis

13 weiblich 77 Diabetische Nephropathie

Chronische Niereninsuffizienz im Stadium der
kompensierten Retention bei V.a. interstitielle

14 méannlich 62 Nephritis. Art. Hypertonus
Dekompensierte chronische Niereninsuffizienz bei
15 mannlich 40 Einzelniere links nach Tumornephrektomie
16 weiblich 58 Interstitielle Nephritis
17 weiblich 25 Rechtsseitiger Nierentumor
18 weiblich 54 Perimembrandse Glomerulonephritis

Chronische Niereninsuffizienz im Stadium der
kompensierten Retention bei Nephrosklerose.
19 mannlich 91 Absolute Arrhythmie




Patienten 26

6.5 Patienten nach Nierentransplantation

Zu dieser Gruppe zdhlen Patienten, welche eine erfolgreiche Nierentransplantation
erhielten. Als erfolgreich wurde die Transplantation angesehen, wenn die Patienten im
Jahr eins nach Transplantation keine AbstoRungsreaktion zeigten. Bei dieser
Patientengruppe untersuchten wir 28 Patienten, die sich in 17 Manner und elf Frauen
aufteilen lieRen. Der Altersmittelwert lag bei 53,5 Jahren, der Median bei 55,5 Jahren.
Die Patienten waren im Alter von 25 bis 75 Jahren. Bei den Frauen betrug der
Altersmedian 55 Jahre (Mittelwert: 54,6 Jahre) und bei den Mannern 55,5 Jahre
(Mittelwert: 52,89 Jahre).

6.6 Patienten unter Hamodialysebehandlung

Ausgewertet wurden Daten von 29 Patienten, darunter 11 Frauen. Alle Patienten waren
seit mindestens einem Jahr an der Dialyse. Die Probanden befanden sich im Alter
zwischen 29 und 81 Jahren, was zu einem Mittelwert von 57,96 Jahren fuhrte (Median:
59 Jahre). Bei den Méannern betrug der Median 56,5 Jahre (Mittelwert = 55,94 Jahre)
und bei den Frauen 65 Jahre (Mittelwert: 60,27 Jahre). 13 dieser Patienten hatten einen
Diabetes mellitus Typ Il (NIDDM).

6.7 Patientenkohorten der einzelnen Messungen

6.7.1 Verhalten inflammatorischer Monozyten und ihrer
Oberflachenrezeptoren bei verschiedenen Krankheitsgruppen

Verglichen wurden 13 gesunde Probanden, 19 chronisch Nierenkranke, 28
Nierentransplantierte und 29 Hamodialysepatienten (s. Kapitel 6.6) auf deren HLA-DR-,
TLR2- und TLR4-Expressionen auf CD14++CD16neg.-, CD14+CD16+- und
CD14+CD16++-Monozyten. Weiterhin wurden die Gesamtzahl der CD14-Monozyten,
der Anteil an CD14+CD16+-Monozyten, das Serumkreatinin und das C-reaktive Protein
der Patienten bestimmt. Ziel dieser Studie war es, zu evaluieren, wie die definierten
Monozytensubpopulationen und membrangebundene Oberflachenantigene bei den
einzelnen Patientengruppen exprimiert werden.

6.7.2 Vergleich humoraler und zellularer Inflammationsmarker bei HD-
Patienten mit unterschiedlichen Gefal3zugangen

Diese Studie enthalt Routinelabordaten von 28 Patienten, die einen Kunstgefaf3shunt
(PTFE-Shunt) erhielten, in Gegenuberstellung zu 31 Patienten, die mit einer AV-Fistel
(Ciminoshunt) versorgt wurden. Von 21 PTFE-Shunt-Patienten und 16 Patienten mit AV-
Fistel haben wir die Blutmonozyten im FACS-Gerét bestimmt. Die Patienten mit PTFE-
Shunt waren im Mittel 65,31 Jahre alt (Median: 69,5 Jahre). Der Altersmedian der
Frauen lag bei 70 Jahren, der der Manner bei 71 Jahren. Patienten mit AV-Fistel hatten
einen Altersdurchschnitt von 59,31 Jahren und einen Median von 61,5 Jahren (Frauen:
67 Jahre, Manner: 61 Jahre). Ziel dieser Studie war es, zu untersuchen, ob eine der
beiden Shuntarten aus mikroinflammatorischer Sicht Uberlegen ist.
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Tab. 2: Charakteristik der untersuchten Dialysepatienten. In Klammern jeweils die Anzahl der Patienten.
Hkt = Hamatokrit; Hb = Hdmoglobin; CRP = C-reaktives-Protein.

Alterin | CRPin | Stationéare Anzahl Hkt in Hb in
Jahren | mg/dl Behandlungen | Patienten | % mg/dl
seit 2003 mit
NIDDM
Kunstgefalipatienten 69,5 0,9 3 8 35,25 11,5
(29) +/-15,39 | +/-0,55 +/- 2,78 +/-6,42 | +/- 2,09
weiblich (22 Pat.) 70 0,9 3 5 35,05 11,5
+/-12,67 | +/-0,48 +/- 3,11 +/- 2,88 | +/-0,94
mannlich (7 Pat.) 71 1,2 3 3 36,7 12,15
+/- 13,5 | +/-0,63 +/- 1,91 +/- 3,09 | +/- 0,95
Cimino Shunt 61,5 0,52 0 5 34,29 10,94
Patienten (30) +/- 14,7 | +/-0,52 +/- 1,15 +/-6,17 | +/- 2,01
weiblich (10) 67 0,4 0 2 34,3 10,9
+/-12,51 | +/-0,11 +/- 0,3 +/-1,79 | +/- 0,49
mannlich (20) 61 0,62 0,5 3 34,3 11
+/-13,02 | +/-0,6 +/-1,36 +/- 3,11 | +/- 0,99
Angegeben ist jeweils der
Median
6.7.3 Vergleich inflammatorischer Marker bei Tages- und

Nachtdialysepatienten

Von 13 Personen mit Nachtdialyse und 13 Personen mit Dialyse am Tag wurden
Monozytenmessungen durchgefiihrt. Ziel war es, herauszufinden, ob zwischen den
beiden unterschiedlich langen Dialyseverfahren Unterschiede in der
Monozytenexpression und/oder bei Routinelaborparametern (z.B. CRP) existieren.

Die durchschnittiche Dauer der Nachtdialyse betrdgt acht Stunden, die der
Tagesdialyse viereinhalb Stunden. Samtliche Patienten befanden sich seit mindestens
einem Jahr in der jeweiligen Dialyseschicht und waren zum Zeitpunkt der Untersuchung
frei von Infekten.

6.7.4 Vergleich der intra- und extrazellularen Expression des TLR4-
Rezeptors

Blutproben von 13 gesunden Probanden, 28 Dialysierten, 13 chronisch Nierenkranken
und 28 Nierentransplantierten wurden verglichen. Bei den Ergebnissen handelt es sich
um eine der ersten In-vivo-Beschreibungen einer intrazellularen TLR4-Expression. Das
Ziel dieser Messungen war es, herauszufinden, ob durch eine Permeabilisierung der
Monozytenmembran eine TLR4-Expression innerhalb der Monozyten messbar ist.

6.7.5 HLA-DR und TLR3 bei virusinfizierten (HBV, HCV) Dialysepatienten

Verglichen wurden die Daten von vier Dialysepatienten mit HBV-Infektion, vier mit HCV-
Infektion und zwei Dialysepatienten mit kombinierter HBV-und HCV-Infektion. Weiterhin
wurde die TLR3-Expression bei gesunden Probanden gemessen. Eventuell
nachweisbare Expressionsunterschiede der TLR, ausgelost durch DNA- bzw. RNA-
Viren, sollten nachgewiesen werden.
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6.7.6 HLA-DR- und TLR-Expression unter immunkompromittierten
Bedingungen

Bei dieser Studie untersuchten wir 13 gesunde Probanden, 8 nephrologische Patienten
unter Glukokortikoidtherapie, 13 nephrologische Patienten ohne Glukokortikoidtherapie
sowie 29 Hamodialysepatienten. Ziel dieser Studie war es, die Auswirkung einer
Glukokortikoidtherapie auf die Expression von Oberflachenantigenen der Monozyten zu
beurteilen.

6.7.7 HLA-DR- und  TLR-Expression bei  erhdhten humoralen
Entziindungsparametern

Mit dieser Studie wollten wir untersuchen, wie TLR bei pathologisch erhdhten sowie bei
normalen CRP-Werten auf proinflammatorischen Monozyten innerhalb der
verschiedenen Patientengruppen exprimiert werden. Dazu haben wir die
Patientenkohorten in zwei Gruppen aufgeteilt. Eine Gruppe bestand aus Patienten mit
einem CRP-Wert unter 0,5 mg/dl; Patienten der anderen Gruppe mussten einen CRP-
Wert groBer 1 mg/dl besitzen. Der Gruppe mit CRP < 0,5mg/dl waren 18
Dialysepatienten, acht Nierenkranke und 21 Nierentransplantierte zugeteilt. In der
Gruppe mit CRP > 1 mg/dl befanden sich acht Dialysepatienten, finf Nierenkranke und
funf Nierentransplantierte.

6.7.8 HLA-DR und TLR bei vermehrter Retention

Diese Studie sollte untersuchen, ob es bei unterschiedlichem Retentionsstatus zu
abweichender TLR-Expression kommt. Die beiden Gruppen wurden aufgeteilt nach
einem Kreatininwert von 1,3 bis 3 mg/dl (sechs Nierenkranke und 16
Nierentransplantierte) und zwischen 3,01 und 8 mg/dl (acht Nierenkranke und drei
Nierentransplantierte).

6.7.9 Expression proinflammatorischer Monozyten bei
Nierentransplantierten mit Transplantatdysfunktion

Mit dieser Studie wollten wir den Status der proinflammatorischen Parameter bei
Patienten mit einer Nierentransplantation und anschlieBendem
Transplantatversagen dokumentieren und mit dem der HD-Patienten und
Nierentransplantationspatienten vergleichen. Hierzu wurden folgende Patientengruppen
untersucht: Patienten mit erfolgreicher Nierentransplantation (28), Patienten mit
TransplantatabstoRung und erneuter Dialyse (6) sowie Dialysepatienten ohne vorherige
Transplantation (29)

6.7.10 Vergleich von HLA-DR sowie TLR vor und nach einer Dialysesitzung

Bei funf Patienten wurden Blutproben jeweils unmittelbar vor und nach einer
Dialysesitzung untersucht. Verglichen wurde die Expression von Oberflachenmolekilen
auf definierten Monozytensubpopulationen zu beiden Zeitpunkten.
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6.7.11 Immunzytologische Verlaufsbeobachtung definierter
Krankheitsbilder

Bei zwei Patienten wurde Uber zwei Jahre die Expression der Oberflachenmolekile
peripherer Blutmonozyten wiederholt gemessen. Hierbei lassen sich die Reaktionen der
TLR und HLA-DR (z.B. durch Medikamente) gut nachweisen und dokumentieren.
Patient 1 ist ein 67-jahriger nierentransplantierter Patient, der gegen Ende der
Untersuchungsperiode eine AbstolRungsreaktion gegen die Transplantatniere zeigte und
wieder dialysepflichtig wurde. Patient 2 ist eine 56-jahrige Patientin mit im beobachteten
Verlauf aufgetretener interstitieller Nephritis.
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7. Ergebnisse

7.1 Verhalten inflammatorischer Monozyten und ihrer
Oberflachenrezeptoren bei verschiedenen Krankheitsgruppen

7.1. 1 Totale CD14 Expression auf Monozyten

Tab. 3: Gruppenvergleich der gesamten Expression von CD14+-Monozyten. In Klammern die Anzahl
der Patienten. MW=Mittelwert, SD=Standardabweichung. Max/Min=gemessene Maximal- bzw.
Mindestwerte.

Median MwW SD Max Min
Normalpersonen (13) 453,16 458,43 59,06 577,72 378,55
Nierenkranke (19) 365,17 424,34 184,65 1064,99 238,87
Nierentransplantierte (28) 371,81 391,78 93,52 685,39 254,83
Hamodialysierte (29) 433,23 450,29 92,21 798,63 352,27

Totale CD 14 Expression
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Abb. 10: Gruppenvergleich aus Tab. 3. Angaben in RFC (Relative Fluoresceine Counts; Parameter zur Er-
hebung der Anzahl von Monozytensubpopulationen einer Blutprobe). Nierentransplantierte exprimierten
signifikant weniger CD14-Monozyten als Gesunde oder Dialysepatienten:

Totale CD14 Expression Zweiseitige Signifikanz p=
Normalpersonen und Nierentransplantierte 0,0028
Nierentransplantierte und Himodialysepatienten 0,0021

Bei Nierentransplantierten lieRen sich weniger CD14-Zellen im Blut nachweisen als beispielsweise bei
Gesunden oder auch HD-Patienten. Dies ist am ehesten auf die therapiebedingte Immunsuppression
zurtickzufihren. Die meisten CD14-Zellen waren im Blut von Gesunden nachzuweisen.
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7.1.2 HLA-DR CD14++CD16neg.

Tab. 4: HLA-DR Expression auf CD14++CD16neg.-Zellen, gemessen im FACS-Gerét als RFC (Relative
Fluorescence Counts). Die Zahl in Klammern zeigt die Patientenzahlen.

Median Mw SD Max Min
Normalpersonen (13) 820,47 843,8 317,33 1526,14 399,54
Nierenkranke (19) 478,29 526,47 298,67 1186,37 122,98
Nierentransplantierte (28) 577,72 607,33 246,61 1274,88 214.8
Hamodialysierte (29) 655,25 625,63 218,13 1009,04 210,02

HLA-DR CD14++CD16neg.
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Abb.11: HLA-DR Expression auf CD14++CD16neg.-Monozyten bei verschiedenen Patientengruppen.

Die folgenden Gruppen unterschieden sich hierbei signifikant voneinander: Nierentransplantierte,
Nierenkranke und HD-Patienten exprimierten signifikant weniger HLA-DR auf CD14++CD16neg.-
Monozyten als Gesunde:

HLA-DR CD14++CD16neg. Zweiseitige Signifikanz p=
Normalpersonen und Nierenkranke 0,005
Normalpersonen und Nierentransplantierte 0,016 *
Normalpersonen und Hamodialysierte 0,046 *

* = Ergebnis nach Anwendung des Bonferroni-Holm-Tests nicht mehr signifikant. Im direkten Mann-Whitney-
Vergleich zeigte sich noch ein signifikanter Unterschied zwischen den jeweils einzelnen Gruppen.
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7.1.3 HLA-DR CD14+16+

Tab. 5: HLA-DR Expression der CD14+CD16+-Monozyten.

| Median MW SD Max Min
Normalpersonen (13) 5376,12 5689,43 1356,13 9181,01 3924,19
Nierenkranke (19) 4216,97 4255,49 2287,25 8353,63 784,39
Nierentransplantierte (28) 3928,16  4300,93 1641,68 7498,94 1280,62
Hamodialysierte (29) 5186,13 5063,91 1908,16 9646,62 1394,86

HLA-DR CD14+CD16+
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Abb.12: Gemessene HLA-DR auf CD14+CD16+-Monozyten der unterschiedlichen Patientengruppen.
Nierentransplantierte und Nierenkranke exprimierten signifikant weniger HLA-DR auf diesen Zellen als
Gesunde:

HLA-DR CD14+16+ | Zweiseitige Signifikanz p=
Normalpersonen und Nierenkranke 0,024*
Normalpersonen und Nierentransplantierte 0,016*

* = Ergebnis nach Anwendung des Bonferroni-Holm-Tests nicht mehr signifikant. Im direkten Mann-Whitney-
Vergleich zeigte sich noch ein signifikanter Unterschied zwischen den jeweils einzelnen Gruppen.
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7.1.4 TLR4 intrazellular CD14+CD16+

Tab. 6: Expression intrazellulérer TLR4 der CD14+CD16+-Monozyten.

Median Mw SD Max Min
Normalpersonen (13) 1526 18,78 11,90 53,76 6,74
Nierenkranke (19) 18,77 18,53 8,08 40,32 3,82
Nierentransplantierte (28) 23,90 27,40 18,32 73,65 1,60
Hamodialysierte (29) 23,71 34,35 2556 1124 10,65
TLR4 CD14+CD16+
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Abb. 13: Verteilung intrazellularer TLR4-Rezeptoren auf CD14+CD16+-Monozyten der untersuchten
Gruppen. CD14+CD16+-Zellen von HD-Patienten zeigten eine signifikant erhdhte TLR4-Expression als
Gesunde. Nierentransplantierte exprimierten signifikant mehr TLR4 auf CD14+CD16+-Monozyten als
Nierenkranke:

TLR4i CD14+CD16+ | Zweiseitige Signifikanz p=

Normalpersonen und Hamodialysierte 0,004
Nierenkranke und HD-Patienten 0,006

Bei Gesunden wurde auf proinflammatorischen CD14+CD16+-Zellen die TLR4-Expression wieder
herunterreguliert. Eine solche Anpassung fand sich bei regelmaflig antigenexponierten Dialysepatienten
nicht.
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7.1.5 TLR4 intrazellular CD14+CD16++

Tab. 7: Intrazelluldre TLR4-Expression der CD14+CD16++-Monozyten.

| Median MW SD Max  Min
Normalpersonen (13) 10,18 15,14 14,12 54,25 2,57
Nierenkranke (19) 14,66 12,99 5,99 22,88 1,00
Nierentransplantierte (28) 22,02 23,61 16,50 63,78 1,00
Hamodialysierte (29) 22,70 36,67 32,77 119,71 3,00
TLR4 CD14+CD16++
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Abb. 14: CD14+CD16++-Monozyten und deren Toll-Like-Rezeptor4 Expression (intrazelluldére Komponente)
bei unterschiedlichen Patientengruppen. HD-Patienten exprimierten signifikant mehr TLR4 in
CD14+CD16++-Zellen als Gesunde oder Nierenkranke. NTX-Patienten exprimierten mehr TLR4 als
Nierenkranken:

TLR4i CD14+CD16++ | Zweiseitige Signifikanz p=
Normalpersonen und Hamodialysierte 0,008
Nierenkranke und Nierentransplantierte 0,012
Nierenkranke und Hamodialysierte 0,002

Analog zu den CD14+CD16+-Zellen exprimierten HD-Patienten auch auf den CD14+CD16++-Zellen am
meisten TLR4. Im Vergleich zu anderen Krankheitsgruppen exprimierten die chronisch
niereninsuffizienten Patienten am wenigsten TLR4 auf CD14+CD16+- und CD14+CD16++-Zellen. Durch
eine fehlende Induktion dieser TLR kommt es zu einer ungenliigenden Immunantwort und der Verlauf
einer chronischen Erkrankung kann sich verschlechtern.



Ergebnisse 35

7.1.6 Anteil der CD14+CD16+-Monozyten

Tab.8 : Vergleich des Anteils von CD14+CD16+-Monozyten an der Monozytengesamtpopulation

Median Mw SD Max Min
Normalpersonen (13) 6,55 6,51 1,55 8,84 3,6
Nierenkranke (19) 7,79 8,73 4,75 18,81 2,50
Nierentransplantierte (28) 8,72 10,88 6,71 29,11 3,03
Hamodialysierte (29) 14,69 13,16 5,54 21,74 2,23

Anteil der CD 14+CD16+-Monozyten
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Abb.15 : Anteil der CD14+CD16+-Monozyten. Bei HD-Patienten lassen sich mehr CD14+CD16+-Monozyten im
peripheren Blut nachweisen als bei Gesunden oder Nierenkranken:

Anteil der CD14+CD16+ Monozyten | Zweiseitige Signifikanz p=
Normalpersonen und Hamodialysierte 0,0001
Nierenkranke und Hamodialysierte 0,0062

Am meisten CD14+CD16+-Zellen konnten im Blut von Dialysepatienten nachgewiesen werden. Diese
kompetenten, phagozytosefahigen Zellen bilden normalerweise nur einen geringen Anteil der
Gesamtmonozytenfraktion. Bei (chronischen) Infektionen werden diese Zellen vermehrt exprimiert.
Erwartungsgeman waren bei Gesunden daher am wenigsten CD14+CD16+-Zellen nachweisbar.
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7.1.7 CRP

Tab. 9: Messungen des humoralen Entziindungsmarkers CRP (in mg/dl) bei den untersuchten Gruppen.
* Vier Patienten aus der HD-Gruppe wurden aufgrund nicht ermittelter CRP-Werte von diesem

Vergleich ausgeschlossen.

Median Mw SD Max Min
Normalpersonen (13) 0,3 0,3 0 0,3 0,3
Nierenkranke (19) 0,8 1,09 111 4,8 0,3
Nierentransplantierte (28) 0,3 0,47 0,31 1,4 0,3
Hamodialysierte (25)* 0,6 0,7 0,4 1,9 0,3

C-reaktives Protein
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Abb. 16 : C-reaktives-Protein im Serum der Patienten (in mg/dl). Bei der Vergleichsgruppe wurde das CRP
auf 0,3mg/dI festgelegt. HD-Patienten wiesen héhere Werte auf als Gesunde und NTX-Patienten. Nierenkranke

Nierentransplantierte

wiesen signifikant héhere CRP-Werte auf als Gesunde oder Nierentransplantierte.

C-reaktives Protein

HD-Patienten

Zweiseitige Signifikanz p=

Normalpersonen und Nierenkranke

Normalpersonen und Hamodialysierte

Nierenkranke und Nierentransplantierte

Nierentransplantierte und
Hamodialysepatienten

Das CRP ist ein unspezifischer humoraler Infektionsmarker. Es folgt (hach einigen Zwischenschritten) der
Expression von TLR in der Inflammationskaskade und ist deswegen nicht als Frihmarker einer
Entzindungsreaktion geeignet. Chronisch Nierenkranke und HD-Patienten zeigten die hochsten CRP-
Werte im Blut. Nierentransplantierte Patienten sind dagegen immunsupprimiert und wiesen weniger CRP

im Blut auf.

<< 0,0001
<< 0,0001
0,0003
0,005
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7.1.8 Kreatinin

Tab.10: Statistische Auswertung des Kreatiningehalts im Patientenserum (in mg/dl).

Median MW SD Max Min
Normalpersonen (13) 1,2 1,2 0 1,2 1,2
Nierenkranke (19) 2,47 3,34 2,16 7,63 1,21
Nierentransplantierte (28) 1,62 1,83 0,79 3,55 0,85
Hamodialysierte (25) 8,0 845 3,45 15,26 0,94

Kreatinin im Serum
mg/dl

14—

12—

107

T T T T
Normalpersonen Nierenkranke Nierentransplantierte HD-Patienten

Abb.17 : Kreatinin im Serum (in mg/dl). Bei den Normalpersonen wurde der Kreatiningehalt auf 1,2 mg/dI
festgelegt. HD-Patienten wiesen im Vergleich mit allen VVergleichsgruppen die héchsten Kreatininwerte
auf. Nierenkranke hatten im Vergleich zu NTX- Patienten und Gesunden signifikant erhéhte Werte.

Auch NTX-Patienten haben héhere Kreatininwerte im Serum als Gesunde:

Kreatinin im Serum Zweiseitige Signifikanz p=
Normalpersonen und Nierenkranke << 0,0001
Normalpersonen und 0,028
Nierentransplantierte
Normalpersonen und Hamodialysierte << 0,0001
Nierenkranke und Nierentransplantierte 0,008
Nierenkranke und Hamodialysierte << 0,0001
Nierentransplantierte und << 0,0001
Hamodialysierte

Die Expression folgender untersuchter Parameter unterschied sich nicht signifikant zwischen den
untersuchten Patientengruppen: HLA-DR auf CD14+CD16++ Monozyten, TLR2 auf allen untersuchten
Subpopulationen und TLR4 auf CD14++CD16neg. Zellen. Die einzelnen Messergebnisse sind dem
Anhang zu entnehmen
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7.2 Vergleich humoraler und zellularer Inflammationsmarker bei HD-
Patienten mit unterschiedlichen GefaRzugangen

7.21 TLR2 CD14+CD16++

Tab. 11: TLR2-Expression auf CD14+CD16++-Zellen; Angaben in RFC. In Klammern steht die Anzahl der
Probanden. Hierbei bestand ein signifikanter Unterschied zwischen den Gruppen (p = 0,05). MW=Muittelwert,
SD=Standardabweichung. Max/Min=gemessene Maximal- bzw. Mindestwerte.

TLR2 . . Zweiseitige
CD14+CD16++ MW Median SD Min Max Signifikanz p=
KunstgefaBshunt | 68,24 68,85 22,62 27,88 114,96 0,05

(21)
Ciminoshunt (16) | 86,50 79,40 25,11 49,58 1298

7.2.2 TLR4CD14+CD16+

Tab. 12: Ergebnisse der Messung von TLR4 auf CD14+CD16+-Monozyten. Hierbei zeigt sich ein
signifikanter Unterschied, d.h. Patienten mit KunstgefaBshunt exprimierten signifikant weniger TLR4
auf CD14+CD16+-Zellen als Patienten mit Ciminoshunt.

TLR4 Zweiseitige
CD14+CD16+ MW  Median SD Min Max Signifikanz p=
KunstgefaBshunt | 29,50 21,48 26,66 11,97 128,64 0,012

(21)
Ciminoshunt (16) | 46,12 41,42 2948 10,65 112,40

280604.018
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Abb. 18: Darstellung der im FACS gemessenen unterschiedlichen Expression von TLR4; hier am
Beispiel der CD14+CD16++-Monozyten. Vergleich eines Patienten mit Ciminoshunt (hellgraue Kurve)
und eines Patienten mit Kunstgefalshunt (PTFE - dunklere Kurve). Der Patient mit Ciminoshunt
exprimierte mehr TLR4 auf CD14+CD16++-Zellen.
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Abb. 19: Die Abbildung zeigt das positive Ergebnis eines Indium-Leukozytenscans. Inflammatorische
Vorgénge im Shunt lassen sich so darstellen. Patienten mit Kunstgefashunt (PTFE-Shunt) haben einen
schlechteren GeféaBRstatus und meist auch hoéhere Komorbiditaten als Patienten mit Ciminoshunt.
Shuntkomplikationen  (z.B.  Entziindungen) sind ein  haufiger Grund flir  stationare
Krankenhausaufenthalte bei Patienten mit KunstgefaRshunt.

TLR4 CD14+CD16+
RFC
70—
60 n=0012
50—
ap- E—
30—
-
20— —
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10—
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Abb.20: Vergleich zwischen der TLR4-Expression auf CD14+CD16+-Zellen bei KunstgefaR(PTFE)- und
Ciminoshuntpatienten (AV-Fistel). Patienten mit Kunstshunt exprimierten signifikant weniger TLR4 als Patienten mit
AV-Fistel. Eine geringere TLR-Expression ist bei diesen Patienten Ausdruck eines erhéhten Infektionsrisikos, da es
zu einer nur verminderten Ausschiittung von Zytokinen kommt und somit die initiale Infektionsbekdmpfung

supprimiert wird.
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7.2.3 TLR4 CD14+CD16++

Tab. 13: TLR4-Expression auf CD14+CD16++-Monozyten. Kunstgefdpatienten exprimierten
signifikant weniger TLR4 auf diesen Monozyten (p=0,001).

TLR4 . . Zweiseitige
CD14+CD16++ MW Median SD Min Max Signifikanz p=
KunstgefiaBshunt | 23,66 18,94 18,07 6,44 92,64 0,001

(21)
Ciminoshunt (16) | 54,18 50,84 3523 3,0 119,71

TLR4 CD14+CD16++
RFC
70—
60— T
p = 0,001
50 —
40 —
30—
204
10—
N 4
I I
AVF PTFE

Abb.21: KunstgefalRpatienten exprimierten signifikant weniger TLR4 auf CD14+CD16++-Monozyten
(p=0,001).
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7.24 CRP
Tab. 14: Serumspiegel des CRP (in mg/dl). Patienten mit KunstgefaBshunt hatten signifikant hohere
CRP-Werte.
C-reaktives . . Zweiseitige
Protein (CRP) MW Median  SD  Min  Max Signifikanz p=
(I(Zt;?stgefaﬂshunt 0,95 0,9 0,53 0,3 2,2 0,026
Ciminoshunt (16) 0,86 0,6 1,01 0,3 55
CRP
mg/dl
3,0
p = 0,026
2,5
2,0
1,5
1,0 —‘7
0,5
T 1
0,0
I I
AVF PTFE
Abb. 22: C-reaktives Protein im Patientenserum (in mg/dl). Mit einer zweiseitigen

Irrtumswahrscheinlichkeit von p=0,026 lieRen sich im Blut von Kunstgefalishuntpatienten (PTFE-Shunt)
erhéhte humorale Entziindungsmarker nachweisen.
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7.2.5 Hamoglobin

Tab. 15: Ergebnisse der Messung des H&dmoglobinspiegels im Patientenblut (in g/dl). Das Ergebnis war
zweiseitig signifikant, d.h. Patienten mit Kunstgefalshunt hatten im Vergleich héhere Hb-Werte als
Patienten mit Ciminoshunt.

Hamoglobin MW Median SD  Min Max Zweiseitige
Signifikanz p=
KunstgefaBshunt | 11,65 11,5 0,95 10,0 13,65
21) 0,028
Ciminoshunt (16) | 11,19 11,0 0,86 10,0 13,2
Hamoglobin

g/dl
14—
13 p =0,028
12—
11—
10—

| I

AVF PTFE

Abb. 23: Hdmoglobingehalt im Blut bei Patienten mit Ciminoshunts (AV-Fistel) und mit
Kunstgefalishunts (PTFE-Shunt). KunstgeféRpatienten hatten signifikant hhere Werte als
Ciminoshuntpatienten.
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7.2.6 Krankenhausaufenthalte

Tab. 16: Anzahl der stationdren Krankenhausaufenthalte auf Grund von Shuntkomplikationen innerhalb
eines Zeitraumes von 2 Jahren. Kunstshuntpatienten sind aufgrund von Shuntkomplikationen haufiger im
Krankenhaus als Ciminoshuntpatienten.

Aufenthalte | MW Median SD  Min Max ZWeiseitige
Signifikanz p=
(Kzlflr;stgefaﬂshunt 3,21 3 297 0,00 13 <<0,0001
Ciminoshunt (16) 0,7 0 1,19 0,00 5
Krankenhausaufenthalte
Aufenthalte 3
-
5_
p < 0,0001
4 —
—
>
0= l

I I
AVF FTFE

Abb.24: Anzahl der Krankenhausaufenthalte in den letzten 2 Jahren aufgrund von Shuntkomplikationen.
Kunstgefalishuntpatienten (PTFE-Shunt) wurden haufiger hospitalisiert als Patienten mit Ciminoshunt. Der
Unterschied ist zweiseitig signifikant auf einem Niveau von p=2,23x10 .

Nach unseren Ergebnissen zeigten Kunstshuntpatienten niedrigere TLR2- und TLR4-Expressionen auf
phagozytosestarken CD14+CD16+- und CD14+CD16++-Zellen. Dies hat zur Folge, dass diese
Monozyten nicht adaquat auf initiale Entziindungsreize reagieren kdnnen. Aus mikroinflammatorischer
Sicht haben Kunstshuntpatienten ein hoheres Risiko Shuntkompliaktionen zu erleiden als
Ciminoshuntpatienten.

Die Expression folgender untersuchter Parameter unterschied sich nicht signifikant zwischen den
untersuchten Patientengruppen: Totale Expression von CD14 Monozyten, HLA-DR auf allen
Monozytensubpopulationen, TLR2 auf CD14++CD16neg. und CD14+CD16+ Zellen, TLR4 auf
CD14++CD16neg. Zellen sowie der Anteil der CD14+CD16+ Zellen, das Hamatokrit der Patienten und die
Erythropoetin-Wochendosis. Die einzelnen Messergebnisse sind dem Anhang zu entnehmen.
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7.3 Vergleich inflammatorischer Marker bei Tages- und Nachtdialyse-
Patienten

7.3.1 TLR4 CD14++CD16neg.

Tab. 17: Vergleich der TLR4-Expression auf CD14++CD16neg.-Zellen bei beiden Patientengruppen.
Patienten, die in der Nacht dialysiert wurden, hatten niedrigere Werte als Tagesdialysepatienten.
MW=Mittelwert, SD=Standardabweichung. Max/Min=gemessene Maximal- bzw. Mindestwerte. In
Klammern steht die Anzahl der Probanden

TLR4 Zweiseitige
CD14++CD16neg. MW  Median SD Min Max Slgn;)fl_kanz
Nachtdialyse (13) | 23,35 2329 7,15 14,07 33,38 0,029
Tagesdialyse (13) | 35,15 35,87 14,23 12,41 59,89

TLR4 CD14++CD16neg.
RFC
50 —
p= 0,029
40 —
¢ J
30 —
¢ ]
20 —
10

T T
Nachtdialyse Tagesdialyse
Abb. 25: RFC (Relative Fluoresceine Counts) von TLR4 auf CD14++CD16neg.-Zellen bei Patienten der

Tages- und Nachtdialyse. Tagesdialysepatienten exprimierten signifikant mehr TLR4 auf diesen Zellen als
Patienten, die in der Nacht dialysiert wurden.
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7.3.2 TLR4 CD14+CD16+

Tab. 18: Vergleich der TLR4-Expression auf CD14+CD16+-Monozyten; gemessen in RFC. Hierbei ergibt
sich ein zweiseitig signifikanter Unterschied von p=0, 00003. Nachdialysepatienten exprimierten
signifikant weniger TLR4 auf diesen Monozyten.

TLR4 CD14+CD16+ | MW  Median SD  Min  Max ZWeiseitige
Signifikanz p=
Nachtdial 1 19,87 20,17 5,16 12,19 31,34
achtdialyse (13) << 0,0001
Tagesdialyse (13) 53,09 46,56 28,33 23,71 1124
TLR4 CD14+16+
RFC
50 —
¢ J
p<<0,0001
40 —
30
20 —
107

|
Nachtdialyse

|
Tagesdialyse

Abb. 26: TLR4 auf CD14+CD16+-Monozyten (in RFC). Tagesdialysepatienten exprimierten mehr TLR4
auf CD14+CD16+-Monozyten als Patienten, die in der Nacht dialysiert werden. Dieser Unterschied war
zweiseitig signifikant auf dem Niveau p=0, 00003.
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7.3.3 TLR4 CD14+CD16++

Tab. 19: Es ergibt sich ein zweiseitig signifikanter Unterschied in der TLR4-Expression auf
CD14+CD16++-Monozyten (p=0,00001). Nachtdialysepatienten exprimierten signifikant weniger TLR4
auf CD14+CD16++-Zellen.

TLR4 . Zweiseitige

CD14+CD16++ Mw Median Sb Min Max Signifikanz p=

Nachtdialyse (13) | 15,12 1439 645 463 28,01
<<0,0001

Tagesdialyse (13) | 63,56 53,28 32,09 31,06 119,71

TLR4 CD14+CD16++
RFC

60 —
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Abb. 27: Expression von TLR4 auf CD14+CD16++-Monozyten (in RFC). Patienten der Tagesdialyse
exprimierten signifikant mehr TLR4 auf dieser Monozytensubpopulation (p=0,00001).

Die deutlich langere Nachtdialysedauer fuhrt zu verlangerter (potentieller) Exposition von Antigenen
(Dialysatorkontakt). Aus mikroinflammatorischer Sicht konnte damit die kirzere Tagesdialyse der
Nachtdialyse Uberlegen sein. Erhdhte TLR4-Expression auf den zirkulierenden CD14+CD16+- und
CD14+CD16++-Zellen kdnnte mit einer besseren Abwehrlage bei Dialysepatienten assoziiert sein (siehe
dazu auch Kapitel 7.2).

Die Expression folgender untersuchter Parameter unterschied sich nicht signifikant zwischen den
untersuchten klinischen Gruppen: Totale Expression von CD14 Monozyten, HLA-DR und TLR2 auf allen
Monozytensubpopulationen sowie der Anteil der CD14+CD16+ Zellen, das CRP, das Kreatinin, der
Hamoglobingehalt, das Hamatokrits sowie die Erythropoetin-Wochendosen. Die einzelnen
Messergebnisse sind dem Anhang zu entnehmen.
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7.4. \Vergleich der intra- und extrazellularen Expression des TLR4-
Rezeptors

7.4.1 Normalpersonen/Nierentransplantierte

Personen aus der gesunden Vergleichsgruppe und die unter immunsuppressiver Therapie
stehenden nierentransplantierten Patienten wiesen zwischen der intra- und extrazellularen
TLR4-Expression keinen signifikanten Unterschied auf. Die einzelnen Messergebnisse sind dem
Anhang zu entnehmen. Nachfolgend ist exemplarisch die Grafik zu TLR4 CD14+CD16++ bei
der Vergleichsgruppe abgebildet:

TLR4 CD14+CD16++
30
RFC
20+ -
101
_ 1
O L] L]
intrazellular extrazellular

Abb. 28: Gesunde exprimierten die intra- und extrazelluldren TLR4 auf CD14+CD16++-Monozyten gleich stark.
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7.4.2 Hamodialysepatienten

Tab. 20: Messergebnisse von Hamodialysepatienten. Angaben in RFC. Vergleich zwischen intra- und
extrazellularer TLR4-Expression auf CD14++CD16neg.-, CD14+CD16+- und CD14+CD16++-Zellen.
TLR4 wurde bei HD-Patienten in CD14++CD16neg.- und CD14+CD16++-Zellen vermehrt gebildet.

Mw

Median

SD

Min Max

Zweiseitige
Signifikanz p=

TLR4
CD14++
CD16neg.
intrazellular
(28)

TLR4
CD14++
CD16neg.
extrazellular
(39)

TLR4
CD14+CD16+
intrazellular
(28)

TLR4
CD14+CD16+
extrazellular
(39)

TLR4
CD14+CD16++
intrazellular
(28)

TLR4
CD14+CD16++
extrazellular
(39)

29,35

13,89

34,62

28,87

36,51

14,47

28,13

10,94

22,88

28,13

20,68

14,99

11,88

9,70

25,99

11,43

33,47

8,23

14,07 59,89

6,21 66,12

10,65 112,4

9,47

80,58

3,0 119,71

1,0 36,19

<< 0,0001

0,679

0,002
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TLR4 CD14++CD16neg.
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Abb.29: CD14++CD16neg.-Zellen: H&modialysepatienten exprimierten intrazellular mehr TLR4 als
extrazellular (p=5,6 x 10°).
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Abb. 30: Intrazelluldr wurde bei Hdmodilaysepatienten in den CD14+CD16++-Monozyten mehr TLR4
exprimiert als extrazellular. Dieser Unterschied war zweiseitig signifikant (p=0,0017).

TLR4 wurde bei HD-Patienten intrazellular starker exprimiert als extrazellular. Im Verlauf einer
Entzindungsreaktion bzw. bei chronischer Exposition gegentber Antigenen (z.B. durch

Dialysatorkontakt) kommt es anscheinend zu einer Umverteilung/Internalisierung von extrazellularen
Rezeptoren.
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7.4.3 Chronisch Nierenkranke

Tab.21: Ergebnisse der TLR4-Messung bei chronisch nierenkranken Patienten. Vergleich zwischen intra-
und extrazellularer Rezeptorkomponente. Alle Angaben in RFC. CD14++CD16neg.-Monozyten dieser
Patientengruppe exprimierten signifikant mehr intrazelluléres TLRA4.

MW Median SD  Min Max _Z2VeIseitige

Signifikanz p=

TLR4 24,33 20,91 893 12,52 42,17
CD14++
CD16neg. 0,0002
intrazellular
(13)
TLR4 13,50 12,24 6,56 457 32,78
CD14++
CD16neg.
extrazellular
(25)

TLR4 20,82 19,99 7,99 9,82 40,32
CD14+CD16+
intrazellular 0,074
(13)

TLR4 28,20 28,39 1256 10,27 62,64
CD14+CD16+
extrazellular
(25)

TLR4 14,32 1486 4,94 7,30 22,27
CD14+CD16++
intrazellular 0,85
(13)
TLR4 14,36 12,86 8,73 1,12 37,35
CD14+CD16++

extrazellular
(25)
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TLR4 CD14++CD16neg.
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Abb. 31: Aus diesem Boxplot wird deutlich, dass chronisch Nierenkranke in CD14++CD16neg.-
Monozyten mehr TLR4 exprimierten als auf deren Oberflache. Die zweiseitige Irrtumswahrscheinlichkeit
liegt bei p=0, 0002.

Die Ergebnisse zeigen eine erhohte intrazelluldare TLR4-Expression bei chronisch an der Niere erkrankten
Patienten sowie Dialysepatienten. Gesunde oder NTX-Patienten zeigten dagegen eine gleichmafige
TLR4-Verteilung. Diese Balance verschiebt sich méglicherweise erst nach Antigenkontakt und zwar in
Richtung vermehrter intrazellularer Expression. Nach Antigenexposition kultivierter Monozyten konnte ein
analoges Rezeptorverhalten beobachtet werden (siehe Kapitel 7.10).
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7.5 HLA-DR und TLR3 bei virusinfizierten (HBV, HCV) Dialysepatienten

7.5.1 Normalpersonen

Tab.22: TLR3-Rezeptorexpression der CD14++CD16neg.-Monozyten bei Gesunden. Die intrazelluldre
TLR3-Expression war signifikant hoher als die extrazellulare (p=0,028). MW=Mittelwert,
SD=Standardabweichung. Max/Min=gemessene Maximal- bzw. Mindestwerte. In Klammern steht die
Anzahl der Patienten.

TLR3 . . Zweiseitige
CD14++CD16neg. | MW  Median  SD  Min — Max o ifikanz p=

Extrazellular (5) 6,15 455 3,65 3,92 12,63 0,028
Intrazellular (5) 13,39 13,95 3,94 9,31 18,11

TLR3 CD14++CD16neg.

RFC

20,00

15,00 — p=0,028

10,00 —

5,00 —

— 1

| |
Extrazellular Intrazellular

Abb. 32: CD14++CD16neg.-Monozyten: Gesunde Probanden exprimierten vermehrt intrazellulare TLR3
(p=0,028).

CD14+CD16+ Monozyten zeigen keine unterschiedliche Expression zwischen intra-
extrazellularer TLR3-Expression. Die Messergebnisse sind im Anhang zu finden.

und
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Tab. 23: Ergebnisse der TLR3 Expression von CD14+CD16++-Monozyten. Hierbei ergab sich ein
zweiseitig signifikanter Unterschied (p=0,032). Wie bei den CD14++CD16neg.-Monozyten, so fiel auch
hier die intrazellulare TLR 3 Expression héher aus.

TLR3 MW  Median SD Min Max S_ZW_?liemge_
CD14+CD16++ ignifikanz p=
Extrazellular (5) | 6,78 491 6,07 121 1526 0,032

Intrazellular (5) 18,14 20,54 6,68 7,99 25,03

TLR3 CD14+CD16++

RFC

30,00
25,00 p=0,032 _
20,00 —
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Abb. 33: Die intrazellulare TLR3-Expression der CD14+CD16++-Monozyten war héher als die
extrazellulare (p=0,032).
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7.5.2 Hamodialysepatienten

Tab. 24: Mit Hilfe des FACS-Gerét ermittelte Werte, angegeben in RFC (Relative Fluoresceine Counts).
In Klammern steht die Anzahl der Messungen. TLR3 wurde auf CD14++CD16neg.-Monozyten vermehrt

intrazellular gebildet (p=0,004).

Zweiseitige
TLR3 Irrtumswahr-
CD14++CD16neg. MW Median SD Min Max schelql!chkelt
(Signifikanz)
p:
Extrazellular (7) 8,98 7,50 3,44 6,10 15,54 0,004
Intrazellular (7) 16,17 17,15 2,44 12,86 19,28

TLR3 CD14++CD16neg.

RFC
p=0,004
o 1

Extrazellular Intrazellular

Abb. 34: Dialysepatieten exprimierten in CD14++CD16neg.-Monozyten mehr TLR3 als extrazellulér. Der

Expressionsunterschied ist auf einem Niveau von p=0,004 zweiseitig signifikant.
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Tab.25: Messergebnisse des TLR3 auf CD14+CD16+-Monozyten. Auch hier unterschieden sich die
Ergebnisse zweiseitig signifikant voneinander. Auf dieser Monozytensubpopulation wurde die
intrazellulare Komponente vermindert exprimiert (p=0,017).

TLR3 . . Zweiseitige
CD14+CD16+ MW Median  SD Min Max Signifikanz p=
Extrazellular (7) | 23,65 23,71 5,25 13,10 29,43 0,017

Intrazellular (7) 18,03 18,77 3,13 11,76 20,91

TLR3 CD14+CD16+

RFC

p=0,017

25 —

20 —

15 —

10 —
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Abb. 35:. Auf CD14+CD16+-Zellen von Dialysepatienten wird die extrazellulare Rezeptorkomponente
vermehrt exprimiert. Dieser Unterschied ist zweiseitig signifikant (p=0,017).

In unseren durchgefiihrten Analysen zeigte sich bei allen Patientengruppen eine erhéhte intrazellulare
TLR3-Expression. Einzige Ausnahme ist die oben gezeigte Verteilung auf/in CD14+CD16+-Zellen. TLR3
wurde bislang nur als ein Rezeptor fir RNS-Viren bezeichnet. In unseren Untersuchungen konnten wir
jedoch zeigen, dass dieser Rezeptor auch eine Rolle in der Erkennung von DNS-Viren spielt (Hepatitis B

Virus).
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Tab. 26: Intra- und extrazelluldre TLR3-Expression der CD14+CD16++-Monozyten. Es konnten vermehrt
intrazellulare Rezeptoren nachgewiesen werden (p=0,002).

TLR3 . . Zweiseitige
CD14+CD16++ MW Median  SD Min Max Signifikanz p=
Extrazellular (7) 9,04 8,24 3,30 509 13,95 0,002

Intrazellular (7) 18,65 20,54 4,61 10,94 23,50

TLR3 CD14+CD16++

RFC
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Abb.36: Himodialysepatienten exprimierten vergleichsweise mehr intrazelluldres- als extrazelluléres
TLR3 (p=0,002) auf CD14+CD16++-Monozyten.
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7.5.3 Hamodialysepatienten mit Hepatitis B

Tab.27: Intra- und extrazellulire TLR3-Expression auf CD14++CD16neg.-Monozyten bei HBV-
Patienten. In Klammern steht die Anzahl der Probanden. Intrazellulares TLR3 wurde vermehrt exprimiert
(p=0,029). MW=Mittelwert, SD=Standardabweichung. Max/Min=gemessene Maximal- bzw.
Mindestwerte.
TLR3 . . Zweiseitige
MW Median SD Min Max .
CD14++CD16neg. Signifikanz p=

Extrazellular (4) 8,58 8,66 0,59 7,84 9,14 0,029
Intrazellular (4) 29,52 26,73 9,63 21,67 42,94

TLR3 CD14++CD16neg.

RFC
40
. p=0,029
—_

20 —

10

e ——
04
| |
Extrazellular Intrazellular

Abb. 37: Expression intrazelluldrer- und extrazelluldarer TLR3 der CD14++CD16neg.-Monozyten bei
Dialysepatienten mit HBV. Diese Patienten exprimierten signifikant mehr intrazellulare TLR3 (p=0,029).

Auf CD14+CD16+ Monozyten konnte kein signifikanter Unterschied in der Expression zwischen extra-
und intrazellularer TLR3-Rezeptorkomponente gefunden werden. Messergebnisse sind im Anhang zu

finden.
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Tab. 28: TLR3-Expression der CD14+CD16++-Monozyten HBV-infizierter Dialysepatienten. Die
Expression unterschied sich zweiseitig signifikant (p=0,029), d.h. intrazellulares TLR3 wurde
im Vergleich vermehrt exprimiert.

TLR3 . . Zweiseitige
CD14+CD16++ MW Median Sb Min — Max Signifikanz p=
Extrazellular (4) | 8,96 8,94 7,29 2,29 15,68 0,029

Intrazellular (4) | 30,67 27,03 13,52 18,6 50,03

TLR3 CD14+CD16++

RFC
_
p=0,029
207 S S
o

| . | .
E xtrazellular Intrazellular

Abb. 38: Unterschiedliche Expression extrazelluldrer- und intrazellularer TLR3 der CD14+CD16++-
Monozyten. Dialysepatienten mit HBV exprimierten vermehrt intrazellulares TLR3. Dieser Unterschied
war zweiseitig signifikant (p=0,029).

Dialysepatienten mit HBV-Infektion zeigten ein ahnliches TLR3-Rezeportverhalten wie Dialysepatienten
ohne Hepatitisinfektion. TLR3 war bisher nur als Rezeptor von RNS-Viren bekannt. Unsere Ergebnisse
zeigten eine mogliche Beteiligung an der Detektion von DNS-Viren. Bei HBV-Dialysepatienten war die
intrazellulare TLR3-Expression in CD14+CD16+-Zellen sogar noch héher als bei HCV-Patienten.

Bei HD-Patienten mit Hepatitis C und HD-Patienten mit Hepatitis B- und C- Infektion zeigten sich keine
signifikanten Unterschiede zwischen intra- und extrazellularer TLR3-Expression. Die einzelnen
Messergebnisse sind dem Anhang zu entnehmen.



Ergebnisse 59

7.6 HLA-DR- und TLR-Expression unter immunkompromittierten
Bedingungen

7.6.1 HLA-DR CD14++CD16neg.

Tab. 29: Messergebnisse zu HLA-DR auf CD14++CD16neg.-Monozyten.

HLA-DR CD14++CD16neg. Mw Median SD Min Max
Gesunde (13) 843,8 820,47 317,33 399,54 1526,14
Patienten mit 494,45 433,39 310,81 139,49 1186,37
Glukokortikoidtherapie (8)

Patienten ohne 583,40 500,29 327,07 130,97 1186,37
Glukokortikoidtherapie (13)
Hamodialysepatienten (29) 625,63 655,25 218,13 210,02 1009,04

HLA-DR CD14++CD16neg.

RFC
1.200]
1.006]
1
8001 1
6001 ]
| 1
400
200
o

| | | |
Gesunde MIT OHNE HD-Patienten
Glukokortikoiden Glukokortikoide

Abb. 39: Patienten unter Glukokortikoidtherapie und HD-Patienten exprimierten weniger HLA-DR auf
CD14++CD16neg. Monozyten als Gesunde:

HLA-DR CD14++CD16neg. Zweiseitige Signifikanz p=
Gesunde und Patienten mit 0,017
Glukokortikoidtherapie
Gesunde und Hamodialysepatienten 0,047

* = Ergebnis nach Anwendung des Bonferroni-Holm-Tests nicht mehr signifikant. Im direkten Mann-Whitney-
Vergleich zeigte sich noch ein signifikanter Unterschied zwischen den jeweils einzelnen Gruppen.
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7.6.2 TLR2 CD14+CD16++

Tab. 30: Messergebnisse der CD14+CD16++-Monozyten. Hierbei ergab sich ein zweiseitig signifikanter
Unterschied zwischen den Patienten mit Glukokortikoidtherapie und denen, die dialysiert werden.

TLR2 CD14+CD16++ MwW Median SD Min Max
Gesunde (13) 69,34 64,65 17,36 32,2 104,6
Patienten mit 56,77 53,19 31,55 5,19 118,64
Glukokortikoidtherapie (8)

Patienten ohne 81,51 68,54 76,30 7,23 317,65
Glukokortikoidtherapie (13)
Hamodialysepatienten (29) 83,19 77,74 22,35 49,58 129,8

TLR2 CD14+CD16++
RFC
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100

80

60

40—

20

T T T T
Gesunde  MIT Glukokortikoiden oUNE Glukokortikoide HD-Patienten

Abb. 40: Darstellung der Ergebnisse aus Tabelle 30. Patienten unter Glukokortikoidtherapie exprimierten
weniger TLR2 auf CD14+CD16++-Monozyten. (p=0,0088%).

* = Ergebnis nach Anwendung des Bonferroni-Holm-Tests nicht mehr signifikant. Im direkten Mann-Whitney-
Vergleich zeigte sich noch ein signifikanter Unterschied zwischen den jeweils einzelnen Gruppen.
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7.6.3 TLR4 intrazellulare CD14+CD16+
Tab. 31: Ergebnisse der intrazelluldren TLR4-Expression von CD14+CD16+-Monozyten.

TLR4 intrazellular MW Median SD Min Max

CD14+CD16+
Gesunde (13) 18,78 15,26 11,89 6,74 53,76
Patienten mit 16,23 12,96 7,4 10,05 30,23
Glukokortikoidtherapie (8)
Patienten ohne 20,84 19,9 7,97 9,82 40,32

Glukokortikoidtherapie (13)
Hamodialysepatienten (29) 34,35 23,71 25,56 10,65 1124

TLR4 CD14+CD16+
RFC

40—

30

J

10 -

[ [ [ [
Gesunde MIT Glukokortikoiden oHNE Glukokortikoide HD-Patienten

Abb. 41: Dargestellt sind die im FACS gemessenen Ergebnisse der einzelnen Gruppen. Dialysepatienten
exprimierten mehr TLR4 in CD14+CD16+-Zellen als Gesunde und Patienten unter Glukokortikoidtherapie.
Die zweiseitige Signifikanz betrug:

TLR4 intrazellular CD14+CD16+ Zweiseitige Signifikanz p=
Gesunde und Patienten mit 0,005
Hamodialyse
Patienten mit Glukokortikoidtherapie 0,007

und Patienten mit Hamodialyse
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7.6.4 TLR4 intrazellular CD14+CD16++
Tab. 32: Messergebnisse intrazelluldrer TLR4-Expression der CD14+CD16++-Monozyten.

TLR4 intrazellular MW Median SD Min Max

CD14+CD16++

Gesunde (13) 15,14 10,18 14,11 2,57 54,25
Patienten mit 11,03 8,22 794 123 22,88
Glukokortikoidtherapie (8)

Patienten ohne 14,24 14,86 4,95 7,3 22,27

Glukokortikoidtherapie (13)
Hamodialysepatienten (29) 36,67 22,77 32,77 3,00 119,71

TLR4 CD14+CD16++
RFQG

50

40

|
[ :

i

i i i i
Gesunde MIT Glukokortikoiden OHNE Glukokortikoide HD-Patienten

Abb. 42: HD-Patienten exprimierten signifikant mehr TLR4 in CD14+CD16++-Zellen als Personen der
Vergleichsgruppen:

TLR4 intrazellular CD14+CD16++ Zweiseitige Signifikanz p=
Gesunde und Hamodialysepatienten 0,008

Patienten mit Glukokortikoidtherapie und 0,010
Hamodialysepatienten

Patienten ohne Glukokortikoidtherapie und 0,012
Hamodialysepatienten
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7.6.5 Anteil der CD14+CD16+-Monozyten

Tab. 33: Messungen des Anteils von CD14+CD16+-Monozyten an der Gesamtmonozytenpopulation.

Anteil der CD14+CD16+ MW Median sD Min Max

Monozyten
Gesunde (13) 6,51 6,55 155 3,6 8,84
Patienten mit 9,24 9,8 544 25 15,52
Glukokortikoidtherapie (8)
Patienten ohne 9,6 7,14 5,63 3,66 19,45

Glukokortikoidtherapie (13)
Hamodialysepatienten (29) 13,16 14,69 554 223 21,74

Anteil der CD14+CD16+-Monozyten

RFC
25
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Gesunde MIT Glukokortikoiden OHNE Glukokortikoide HD-Patienten

Abb. 43: Anteile der CD14+CD16+-Monozyten bei den unterschiedlichen Kohorten. HD-Patienten
hatten signifikant mehr CD14+CD16+-Monozyten im peripheren Blut als Gesunde oder
Patienten, die nicht unter GK-Therapie stehen:

Anteil der CD14+CD16+ Monozyten | Zweiseitige Signifikanz p=
Gesunde und Hamodialysepatienten 0,0002
Patienten ohne Glukokortikoidtherapie 0,048*

und Hamodialysepatienten

* = Ergebnis nach Anwendung des Bonferroni-Holm-Tests nicht mehr signifikant. Im direkten Mann-Whitney-
Vergleich zeigte sich noch ein signifikanter Unterschied zwischen den jeweils einzelnen Gruppen.

Bei Patienten, die Glukokortikoide in therapeutischer Dosierungen erhielten, waren vermehrt
CD14+CD16+-Zellen im Blut nachzuweisen. Diese Monozyten sind allerdings nicht ausreichend mit TLR
bestiickt. Dies kdnnte ein Hinweis auf einen weiteren immunsupprimierenden Wirkmechanismus der
Glukokortikoide sein. Verminderte TLR-Expression fuhrt zu einer geringeren Zytokinfreisetzung und damit
einer Suppression der Immunantwort.
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7.6.6 CRP

Tab. 34: Konzentration von C-reaktivem Protein im Serum. Der Wert flr die Vergleichsgruppe wurde
auf 0,3mg/dl festgelegt.

C-reaktives Protein (mg/dl) MW Median SD Min Max
Gesunde (13) 0,3 0,3 0 0,3 0,3
Patienten mit 0,75 0,75 0,43 0,3 1,4
Glukokortikoidtherapie (8)

Patienten ohne 0,98 0,6 1,16 0,4 4.8
Glukokortikoidtherapie (13)

Hamodialysepatienten (29) 0,7 0,6 0,4 0,3 1,9

C-reaktives Protein

mg/d|
2,0

1,57

|

T

0,57

0,0

[ |V [ [
Gesunde MIT Glukokortikoiden OHNE Glukokortikoide HD-Patienten

Abb. 44: Nierenkranke Patienten mit GK-Therapie, NK-Patienten ohne GK-Therapie und
Dialysepatienten hatten hohere CRP-Konzentrationen (in mg/dl) im Blut als Gesunde:

C- reaktives Protein Zweiseitige Signifikanz p=
Gesunde und Patienten mit 0,001
Glukokortikoidtherapie
Gesunde und Patienten ohne << 0,0001

Glukokortikoidtherapie
Gesunde und Hamodialysierte << 0,0001
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7.6.7 Kreatinin

Tab. 35: Ergebnisse der Labormessung von Kreatinin im Patientenserum (in mg/dl). Fir die Vergleichsgruppe wurde
der Serum-Kreatininwert auf 1,3mg/dl festgelegt.

Kreatinin im Serum MW  Median  SD Min  Max
(in mg/dl)

Gesunde (13) 1,2 1,2 0 1,2 1,2
Patienten mit 2,3 2,37 0,95 1,21 3,87
Glukokortikoidtherapie (8)
Patienten ohne 3,9 3,69 2,41 1,08 7,63
Glukokortikoidtherapie (13)
Hamodialysepatienten (29) 8,45 8,0 3,45 0,94 15,26

Kreatinin im Serum
mg/dl

T

T T T
Gesunde MIT Glukokortikoiden OHNE Glukokortikoide HD-Patienten

Abb. 45: Boxplotdarstellung zum Kreatinin (in mg/dl). Dialysepatienten hatten im Vergleich den héchsten
Kreatininwert im Serum.

Kreatinin im Serum

Zweiseitige Signifikanz p=

Gesunde und Patienten mit
Glukokortikoidtherapie

Gesunde und Patienten ohne
Glukokortikoidtherapie

Gesunde und Hamodialysierte
Patienten mit Glukokortikoidtherapie
und Hamodialysepatienten

Patienten ohne Glukokortikoidtherapie
und Hamodialysepatienten

<< 0,0001
<< 0,0001

<< 0,0001
0,0005

0,0003

Die Expression folgender untersuchter Parameter unterschied sich nicht signifikant zwischen den
unterschiedlichen klinischen Gruppen: Totale CD 14 Expression, HLA-DR auf CD14+CD16+ und
CD14+CD16++ Zellen, TLR2 auf CD14++CD16neg. und CD14+CD16+ Zellen und TLR4 auf
CD14++CD16neg. Zellen. Die einzelnen Messergebnisse sind dem Anhang zu entnehmen.
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7.7 HLA-DR- und TLR-Expression bei erhohten humoralen
Entziindungsparametern

7.7.1 Nierentransplantierte

Tab. 36: Ergebnisse der HLA-DR-Messung auf CD14++CD16neg.-Monozyten bei hohen und niedrigen
CRP-Werten. Hierbei ergab sich ein zweiseitig signifikanter Unterschied von p=0,034.

HLA-DR L
CD14++CD16neg | MW  Median  SD Min Max Zweiseitige
Signifikanz p=
CRP <0,5 (21) 669,97 729,93 243,2 214.8 1274,88 0,034
CRP>1,0 (5) 410,67 35545 165,39 235,01 593,52
HLA-DR CD14++CD16neg.
RFC
800 — I
p=0,034
700 —
600 — S
500 —
400 —
300 —
200 —
[ [
CRP<0,5 CRP>1
Abb. 46 : NTX-Patienten mit einem hohen CRP exprimierten signifikant weniger
HLA-DR auf CD14++CD16neg.-Zellen (p=0,034)
Tab. 37: TLR2-Expression von CD14++CD16neg.-Monozyten bei Nierentransplantierten.

TLR2 Zweiseitige
CD14++CD16neg. MW  Median SD Min  Max Slgn:Jfl_kanZ
CRP <0,5 (21) 55,22 45,32 25,88 24,58 104.,6 0,006
CRP>1,0 (5) 28,66 25,71 7,36 20,54 38,89
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TLR2 CD14++CD16neg.
RFC
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Abb. 47: Expression von TLR2 auf CD14++CD16neg.-Monozyten. NTX-Patienten mit einem
hohen CRP exprimierten signifikant weniger TLR2 auf CD14++CD16neg.-Zellen (p=0,006).

Entzindung

Restitution Hyperinflammation

>

T — XT [oysroguaton” TLR 1

&

Abb. 48: Die Suppression der TLR in der Gruppe der Nierentransplantierten mit héheren CRP-Werten
lasst ein erhdhtes proinflammatorisches Potential bei diesen Patienten vermuten. Nach einem
Entzundungsreiz und der Bindung von Liganden an TLR kommt es zur Ausschuttung von Zytokinen und
der humorale Entziindungsmarker CRP steigt an. Danach konnte es zu einer negativen Riickkopplung
kommen und die Expression von TLR absinken, mit dem Ziel die Entziindungsreaktion zu unterbrechen
und das Transplantat zu schiitzen. Andererseits kdnnte eine TLR-Dysregulation zu einer tiberschielenden
Entziindungsreaktion und negativer Verstarkung derselben fiihren, die eine Gefahr fiir das Transplantat
darstellt.
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Tab. 38: TLR2 auf CD14+CD16+-Zellen, gemessen im FACS (Einheit=RFC). Es ergab
sich ein zweiseitig signifikanter Unterschied zwischen den beiden Gruppen (p=0,002).

TLR2 . . Zweiseitige
cD14+cD1e+ | MW Median  SD Min  Max o iianz p=

CRP <0,5(21) | 113,88 113,42 2959 62,64 168,49 0,002
CRP>1,0 (5) 71,43 69,16 6,75 64,36 81,31

TLR2 CD14+CD16+

RFC
120
110
100 p=0,002
90 —_
n _
70—
1
o]
| |
CRP<0,5 CRP>1

Abb. 49:Nierentransplantierte mit hohem CRP exprimierten weniger TLR2 auf
proinflammatorischen CD14+CD16+-Monozyten (p=0,002).
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Tab. 39: Expression von TLR2 auf CD14+CD16++-Monozyten. Einheiten in RFC (Relative Fluoresceine
Counts). Es ergab sich ein zweiseitig signifikanter Unterschied von p=0,005.

TLR2 . . Zweiseitige
cD14+CD16++ | MW  Median  SD  Min Max  signifikanz p=
CRP<0,5(21) | 76,14 73,65 21,45 3555 134,56 0,005
CRP>1,0 (5) 52,02 52,27 7,64 41,79 62,08

TLR2 CD14+CD16++
RFC

90 + T

80
p=0,005

704
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Abb.50: Nierentransplantierte mit einem hohen CRP exprimierten weniger TLR2 auf CD14+CD16++-
Monozyten als NTX-Patienten mit niedrigem CRP (p=0,005).

Die Expression folgender untersuchter Parameter unterschied sich bei NTX-Patienten nicht signifikant
zwischen den untersuchten klinischen Gruppen: Totale Expression von CD14 Monozyten, HLA-DR auf
CD14+CD16+ und CD14+CD16++ Monozyten, TLR4 auf allen Monozytensubpopulationen sowie der
Anteil der CD14+CD16+ Zellen und das Kreatinin. Die einzelnen Messergebnisse sind dem Anhang zu
entnehmen.

Bei HD-Patienten und chronisch Niereninsuffizienten unterschied sich die HLA-DR und TLR-Expression
nicht zwischen den untersuchten Gruppen. Bei diesen chronisch kranken Patienten kommt es anscheinend
nicht zu einer adaquaten TLR-Regulation, wie dies bei NTX-Patienten zu beobachten war (s. Abb. 48).

7.8 HLA-DR und TLR bei vermehrter Retention

Die HLA-DR und TLR-Expression unterschied sich bei chronisch Niereninsuffizienten und
Nierentransplantierten nicht signifikant zwischen den untersuchten klinischen Gruppen. Die einzelnen
Messergebnisse sind dem Anhang zu entnehmen.
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7.9 Expression proinflammatorischer Monozyten bei
Nierentransplantierten mit Transplantatdysfunktion
7.9.1 Totale CD14 Expression

Tab. 40: Totale CD14 Expression. MW=Mittelwert, SD=Standardabweichung. Max/Min=gemessene
Maximal- bzw. Mindestwerte. In Klammern steht die Anzahl der Patienten.

Totale CD14 Expression MW Median sD Min Max
Hamodialysepatienten (29) | 450,29 433,23 92,21 352,27 798,63
Nierentransplantierte und
nach AbstoBung wieder 319,91 313,44 41,49 261,80 375,16
Dialysierte (6)
Nierentransplantierte (28) 391,78 371,81 93,52 254,83 685,39
Totale CD14 Expression
RFC ]
450 —
. J

400 —

350

300 —

250 —

HD- Patienten NTX und HD NTX

Abb. 51: Nierentransplantierte nach Transplantatabstoung wiesen am wenigsten CD14-Monozyten auf.
Es folgten NTX-Patienten und HD-Patienten.

Totale CD14 Expression | Zweiseitige Signifikanz p=

Nierentransplantierte&Dialysierte mit HD-Pat. 0,0003
Nierentransplantierte mit HD-Pat. 0,002
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7.9.2 TLR2 CD14+CD16+

Tab. 41: TLR2 auf CD14+CD16+-Zellen; Einheiten in RFC (Relative Fluoresceine Counts).
MW=Mittelwert, SD=Standardabweichung. Max/Min=gemessene Maximal- bzw. Mindestwerte

TLR2 CD14+CD16+ Mw Median SD Min Max

Hamodialysepatienten (29) | 105,78 95,6 29,88 69,16 182,69

Nierentransplantierte und

nach AbstoBung wieder 36,62 28,20 21,94 16,85 64,65
Dialysierte (6)

Nierentransplantierte (28) 105,70 105,65 30,24 62,64 168,49

TLR2 CD14+CD16+
RFC

150 —

100 —

50 —

HD- Patienten NTX und HD NTX

Abb. 52: Boxplotdarstellung der Expression von TLR2 auf CD14+CD16+-Monozyten. Patienten mit
TransplantatabstofSung exprimierten signifikant weniger TLR2 auf CD14+CD16+-Zellen als HD- und
NTX-Patienten:

TLR2 CD14+CD16+ | Zweiseitige Signifikanz p=
Nierentransplantierte&Dialysierte mit 2
NTX-Patienten 0,000

Nierentransplantierte&Dialysierte mit

Hiamodialysierten 0,0001
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7.9.3 TLR2 CD14+CD16++
Tab. 42: Expression von TLR2 auf CD14+CD16++-Monozyten.

TLR2 CD14+CD16++ Mw Median SD Min Max

Hamodialysepatienten (29) 83,19 77,74 22,35 49,58 129,80

Nierentransplantierte und

nach AbstoBung wieder 21,77 21,02 10,41 11,55 40,32
Dialysierte (6)

Nierentransplantierte (28) 73,10 68,23 20,64 35,55 134,56

TLR2 CD14+CD16++

RFC

120

100

80 —

60 —

HD-Patienten NTX und HD NTX

Abb. 53: Boxplot zur TLR2-Expression auf CD14+CD16++-Zellen.
Patienten mit TransplantatabstoRung exprimierten signifikant weniger TLR2 auf
CD14+CD16++ Zellen als HD- und NTX-Patienten:

TLR2 CD14+CD16++ |  Zweiseitige Signifikanz p=

Nierentransplantierte&Dialysierte mit

Nierentransplantierten 0,0002

Nierentransplantierte&Dialysierte mit

Hamodialysepatienten 0,0001
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7.9.4 TLR4 intrazellular CD14+CD16+
Tab. 43: Intrazelluldre TLR4-Expression von CD14+CD16+-Zellen.

TLR4 intrazellular . .
CD14+CD16+ MW  Median SD  Min  Max

Hamodialysepatienten (29) | 3435 23,71 2556 10,65 1124
Nierentransplantierte und
nach AbstoBung wieder 1359 10,86 6,25 7.3 22,88
Dialysierte (6)

Nierentransplantierte (28) 27,40 23,99 18,32 1,6 73,65

Intrazellulares TLR4 CD14+CD16+
RFC
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Abb. 54: Boxplotdarstellung zu den Ergebnissen aus obiger Tabelle. Patienten mit
TransplantatabstoRung exprimierten signifikant weniger TLR4 in CD14+CD16+-Zellen als HD- und
NTX- Patienten:

TLR4 intrazellular CD14+CD16+ Zweiseitige Signifikanz p=
Nierentransplantierte&Dialysierte mit .
Nierentransplantierten 0,049
Nierentransplantierte&Dialysierte mit 0,005

Hamodialysepatienten

* = Ergebnis nach Anwendung des Bonferroni-Holm-Tests nicht mehr signifikant. Im direkten Mann-Whitney-
Vergleich zeigte sich noch ein signifikanter Unterschied zwischen den jeweils einzelnen Gruppen.

Patienten nach chronischer Transplantatabsto3ung hatten am wenigsten CD14-Zellen im Blut. Die
Zahl der proinflammatorischen CD14+CD16+-Monozyten war bei diesen Patienten im Vergleich zu
stabilen Dialysepatienten erhdht. Gleichzeitig exprimierten diese Zellen weniger TLR. Diese
Beobachtungen deuten auf eine unverdndert bestehende ,Mikroinflammation” hin, verursacht
durch die erhéhte Anzahl an CD14+CD16+-Monozyten.
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7.9.5 TLR4 intrazellular CD14+CD16++
Tab. 44: Intrazellulére TLR4-Expression der CD14+CD16++- Monozyten.

TLR4 intrazellular . .
CD14+CD16++ MW Median SD  Min  Max

Hamodialysepatienten (29) 36,67 22,77 32,77 3,0 119,71

Nierentransplantierte und
nach AbstoRBung wieder 11,6 11,29 3,71 6,98 18,02
Dialysierte (6)
Nierentransplantierte (28) 23,61 22,02 16,5 1,0 63,78

Intrazellulares TLR4 CD14+CD16++
RFC -
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Abb. 55: Expression intrazellularer TLR4 der CD14+CD16++-Monozyten. Patienten mit
TransplantatabstoBung exprimierten signifikant weniger TLR4 in CD14+CD16++-Zellen als HD-
Patienten:

TLR4 intrazelluldr CD14+CD16++ | Zweiseitige Signifikanz p=

Nierentransplantierte&Dialysierte mit 0.017*
Hamodialysierten ’

* = Ergebnis nach Anwendung des Bonferroni-Holm-Tests nicht mehr signifikant. Im direkten Mann-Whitney-
Vergleich zeigte sich noch ein signifikanter Unterschied zwischen den jeweils einzelnen Gruppen.
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7.9.6 CRP

Tab. 45: Ergebnisse der Messungen des C-reaktiven Proteins im Patientenserum (in mg/d)

CRP in mg/di MW Median SD Min Max
Hamodialysepatienten (29) 0,71 0,6 0,41 0,3 1,9
Nierentransplantierte und

nach AbstoRung wieder 0,87 0,6 0,66 0,4 2.1
Dialysierte (6)

Nierentransplantierte (28) 0,47 0,3 0,31 0,3 1,4

C-reaktives Protein

CRP i
mg}?:ilIn
1,50

1,25 —

1,00 —

0,75 —

N
0,50 — E

0,25 —

HD-Patienten NTX und HD NTX

Abb. 56: Boxplotdarstellung des CRP im Patientenserum (in mg/dl). Nierentransplantierte, die
immunsupprimiert sind, hatten signifikant weniger CRP im Serum als HD-Patienten und Patienten nach
Transplantatversagen. Auffallend ist, dass CGF(chronic graft failure)-Patienten dhnlich hohe CRP-Werte
aufwiesen wie HD-Patienten.

CRP Zweiseitige Signifikanz p=
Nierentransplantierte&Dialysierte mit
Nierentransplantierten 0,009

Nierentransplantierte mit
Hiamodialysierten 0,004
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7.9.7 Kreatinin
Tab. 46: Kreatininwerte der Patientengruppen im Vergleich (in mg/dl)

Kreatinin in mg/di MW  Median SD Min Max

Hémodialysepatienten (29) | g 45 8,00 345 094 15726

Nierentransplantierte und

nach AbstoBung wieder 10,34 10,47 2,95 563 14,11
Dialysierte (6)

Nierentransplantierte (28) 1,83 1,62 0,79 0,85 3,55

Kreatinin im Serum

Kreatinin
in mg/dl
13

12+

11+

10

T T T

HD-Patienten NTX und HD NTX

Abb. 57: Kreatinin im Serum der Patienten (in mg/dl). Nierentransplantierte, die immunsupprimiert
sind, hatten signifikant weniger Kreatinin im Serum als HD-Patienten und Patienten nach
Transplantatversagen:

Kreatinin im Serum Zweiseitige Signifikanz p=

Nierentransplantierte&Dialysierte mit
Nierentransplantierten

Nierentransplantierte mit
Hamodialysierten

0,0001

<< 0,0001

Die Expression folgender untersuchter Parameter unterschied sich nicht signifikant zwischen den
unterschiedlichen klinischen Gruppen: HLA-DR auf allen von uns gemessenen Monozyten, TLR2
auf CD14++CD16neg.-, TLR4 in CD14++CD16neg.-Zellen und der Anteil der CD14+CD16+-
Zellen. Die einzelnen Messergebnisse sind dem Anhang zu entnehmen.
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7.10 Expression verschiedener

Monozytenepitope

Inkubation mit mikrobiellen Antigenen

7.10.1 100 Kolonien E. coli

In den folgenden Grafiken ist der Expressionsverlauf von TLR2 bzw. TLR4 auf unterschiedlichen
Monozytensubpopulationen dargestellt. Sowohl intra- als auch extrazellulare TLR wurden nach Inkubation
mit 100 Kolonien E. Coli vermehrt exprimiert.
Antigenexposition die TLR-Expression besonders auf phagozytosepotenten Monozyten (CD14+CD16+)
zunimmt. Alle erhobenen Mittelwerte sind aus drei Messungen gewonnen worden.

Inkubation mit 100 Kolonien E. coli
CD14++CD16neg.-Monozyten

RFC

20+

15

10+

TLR2 intra TLR2 extra

Abb. 58: TLR2 wurde nach Inkubation mit 100 Kolonien E. coli vermehrt intra- als auch extrazellular von

CD14++CD16neg.-Monozyten gebildet.

H Beginn
O nach 3h

Dies bestétigt unsere Annahme,

Inkubation mit 100 Kolonien E. coli
CD14+CD16+-Monozyten

RFC

161
14+
12
10

©O N A~ O O

TLR4 intra TLR4 extra

Abb. 59: TLR4 wurde nach Inkubation mit 100 Kolonien E. coli sowohl intra- als auch extrazellular

vermehrt von CD14+CD16+-Monozyten gebildet.

H Beginn
Onach 3h

dass durch
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7.10.2 10.000 Kolonien E. Coli

In den folgenden Grafiken

ist der Expressionsverlauf von TLR2, TLR3 und TLR4 auf

unterschiedlichen Monozytensubpopulationen dargestellt. Sowohl intra- als auch extrazellulare

TLR wurden nach Inkubation mit 10.000 Kolonien E. Coli vermehrt exprimiert.

Mittelwerte sind aus drei Messungen gewonnen worden.

Inkubation mit 10 000 Kolonien E. coli
CD14++CD16neg.-Monozyten

RFC

351
30
25
20
151
101

5<

—

H Beginn
O nach 3h

0_
TLR2 TLR2 TLR4 TLRA4
intra

extra intra extra

Alle erhobenen

Abb. 60: TLR2 und TLR4 wurden nach Inkubation mit 10 000 Kolonien E. coli sowohl vermehrt intra- als

auch extrazelluldr von CD14++CD16neg.-Monozyten exprimiert.

Inkubation mit 10 000 Kolonien E. coli
CD14+CD16+-Monozyten

RFC

90
80+
70
60
50+
40-
30
20+
10+

H Beginn
O nach 3h

TLR2 TLR2 TLR3 TLR3 TLR4 TLR4
infra extra intra extra intra extra

Abb. 61: TLR2, TLR3 und TLR4 wurden nach Inkubation mit 10 000 Kolonien E. coli sowohl vermehrt
intra- als auch extrazellular von CD14+CD16+-Monozyten exprimiert. Dies ist insofern bemerkenswert, da

man TLR3 bisher keine Rolle in der Erkennung dieser Erreger zugeschrieben hatte.
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Inkubation mit 10 000 Kolonien E. coli
CD14+CD16++-Monozyten
RFC

90 -
80
70
60 -
50
40- H Beginn
30 O nach 3h
20
10

TLR2 TLR2 TLR3 TLR3
intra extra intra extra

Abb. 62: TLR2 und TLR3 wurden nach Inkubation mit 10 000 Kolonien E. coli vermehrt intra- als auch
extrazellular infauf CD14+CD16++-Monozyten exprimiert.

1fL1‘JNﬂ'1u hi

i"‘f 'Jll’j

Abb. 63: Diese Abbildung zeigt eine Monozytenmessung im FACS. Die dunklere Kurve links zeigt die
Verteilung der Monozyten bei der Anfangsmessung. Die hellere Kurve rechts die Expression, die drei
Stunden nach Antigeninkubation gemessen werden konnte.
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7.10.3. 100 Kolonien Staphylokokken

In den folgenden Grafiken ist der Expressionsverlauf von TLR2, TLR3 und TLR4 auf
unterschiedlichen Monozytensubpopulationen dargestellt. Sowohl intra- als auch extrazellulare
TLR (Ausnahme: TLR2 auf CD14++CD16neg.-Zellen) wurden nach Inkubation mit 100 Kolonien
Staphylokokkus aureus vermehrt exprimiert. Alle erhobenen Mittelwerte sind aus drei Messungen
gewonnen worden.

Inkubation mit 100 Kolonien Staphylokokken
CD14++CD16neg.-Monozyten

RFC
45-

40-
351
30+
25-
20
15
10

5_

0_

H Beginn
O nach 3h

TLR2 intra TLR2 extra

Abb. 64: Nach Inkubation mit 100 Kolonien Staph. aureus bildeten CD14++CD16neg.-Monozyten
vermehrt intrazelluldre TLR2. Die Expression des extrazellularen Rezeptors ging dagegen zurlick. Dies
diirfte am ehesten durch eine Umverteilung extrazelluldrer Rezeptoren bedingt sein, beispielsweise durch
Inkorporation von Erregern, die intrazelluldr abgebaut werden.

————

Abb. 65: Diese Abbildung zeigt die grafische Darstellung einer FACS-Messung zur Expression von
Monozyten. Die dunklere Kurve zeigt dabei die Ausgangsmessung. Die hohere und hellere Kurve zeigt
die Anzahl der gemessenen Monozyten nach 3 Stunden Inkubation mit 100 Kolonien Staph. aureus.
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Inkubation mit 100 Kolonien Staphylokokken
CD14+CD16++-Monozyten

RFC
35
30
25
20
151 M Beginn

O nach 3h

10
5_
0_4

TLR2 TLR2 TLR3 TLR3 TLR4 TLR4
intra extra intra extra intra extra

Abb. 66: TLR2, TLR3 und TLR4 wurden nach Inkubation mit 100 Kolonien Staph. aureus sowohl
vermehrt intra- als auch extrazellular von CD14+CD16++-Monozyten gebildet.

7.10.410.000 Kolonien Staphylokokken

In den folgenden Grafiken ist der Expressionsverlauf von TLR2, TLR3 und TLR4 auf
unterschiedlichen Monozytensubpopulationen dargestellt. Sowohl intra- als auch extrazellulare
TLR (Ausnahme TLR3 CD14+CD16+) wurden nach Inkubation mit 10.000 Kolonien Staph. aureus
vermehrt exprimiert. Alle erhobenen Mittelwerte sind aus drei Messungen gewonnen worden.

Inkubation mit 10 000 Kolonien
Staphylokokken
CD14+CD16neg.-Monozyten

RFC
25+

20

15

H Beginn
Onach 3h

10

TLR2 intra TLR2 extra

Abb. 67: TLR2 wurde nach Inkubation mit 10 000 Kolonien Staph. aureus vermehrt intra- als auch
extrazellular von CD14++CD16neg.-Monozyten exprimiert.
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Inkubation mit 10 000 Kolonien
Staphylokokken
CD14+CD16+-Monozyten
RFC
25

201

151

H Beginn
O nach 3h

10

TLR3 TLR3 TLR4 TLR4
intra extra intra extra

Abb. 68: TLR3 wurde nach Inkubation mit 10.000 Kolonien Staphylokokken intrazellular starker
exprimiert. Die Expression extrazellularer Rezeptorkomponenten nahm dagegen ab. Dies kdnnte ein
Hinweis dafir sein, dass TLR3 in der Abwehr gegen Staph. aureus eine Rolle spielt und die internalisierten
Rezeptoren intrazellulare Antigenfragmente/Liganden prozessieren.

Inkubation mit 10 000 Kolonien
Staphylokokken
CD14+CD16++-Monozyten

B Beginn
O nach 3h

TLR2 intra TLR2 extra

Abb. 69: TLR2 wurde nach Inkubation mit 10 000 Kolonien Staph. aureus sowohl vermehrt intra- als auch
extrazellular von CD14+CD16++-Monozyten exprimiert.



Ergebnisse 83

7.10.5Veranderungen gegenuber der Negativkontrolle

In den folgenden Grafiken ist das Verhalten der TLR-Expression und der Anzahl an CD14-Zellen im
Verhdltnis zu den Veranderungen der unbeimpften Vergleichsgruppe aufgetragen. Dargestellt sind die
prozentualen Abweichungen der antigenbeimpften Proben im Vergleich zur unbeimpften Kontrolle. Alle
erhobenen Mittelwerte sind aus drei Messungen gewonnen worden. Hierbei konnte gezeigt werden, dass
TLR nach Antigenexposition vermehrt gebildet wurden. Dies bestatigte unsere Beobachtungen aus dem
Patientengruppenvergleich (Kapitel 7.1), bei dem eine Aktivierung der TLR auf CD14+CD16+-Zellen zu
einer mikroinflammatorischen Reaktion flhrt.

7.10.51 TLR2 CD14+CD16++

TLR2 CD14+CD16++

125,00 — ] E.Col, 100 K
» E.Coli 10000K
2 \ Staph. aureus
2 N - S
o Staph. aureus
5 007 @ 30000k
=
©
©
=
< 75,00
(=]
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£
o
S
4 50,00
=
R=]
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=
.‘E 25,00 —
>
[
(=]

0,00

Abb. 70: TLR2 wurde nach antimikrobieller Inkubation verstérkt von CD14+CD16++-Zellen exprimiert.

7.10.5.2 TLR3 extrazellular CD14+CD16+

200,00

150,00 -

100,00

50,00

Abweichung von der Negativkontrolle in %, nach 3 Stunden

0,00 T T T T
E.Coli 100 K E.Coli 10000K Staph. aureus 100K Staph. aureus 10000K

Abb. 71: TLR3 wurde nach antimikrobieller Inkubation von CD14+CD16+-Zellen vermehrt exprimiert.
Bisher ging man davon aus, dass TLR3 nur RNS-Viren als Liganden erkennt. Die erhdhte extra- und
intrazelluldre Expression nach E.coli Inkubation legen jedoch eine Beteiligung dieses Rezeptors an der
Erkennung und Prozessierung von E. coli nahe.
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7.10.5.3 TLR3 intrazellular CD14+CD16+

20,00

10,00

0,00

-10,00

-20,00

-30,00

-40,00

-50,00

Abweichung von der Negativkontrolle in %, nach 3 Stunden

E.Coli 100 K E.Coli 10000K Staph. aureus 100K

Staph. aureus

10000K

Abb. 72: TLR3 wurde nur nach Inkubation mit 10 000 Kolonien E. coli vermehrt in CD14+CD16+-Zellen
gebildet. Bei der Immunantwort auf diese Antigendosis sind somit sowohl intra- als auch extrazelullare

TLR3 eingebunden.

7.10.5.4 TLR4 intrazellular CD14+CD16+

TLR4 CD14+CD16+

60,00 —

40,00 —

20,00 —

0,00 —

a0

B 0

-20,00 —

-40,00 —

Deviation in % from Control after 3 hours

-60,00 —

E.Coli 100 K
E.Coli
10000K
Staph.
aureus 100K

Staph.
aureus
10000K

Abb. 73: Intrazelluldres TLR4 wurde von CD14+CD16+-Zellen nur nach Beimpfen mit 10.000 Kolonien
E. coli vermehrt exprimiert. CD14+CD16++-Zellen zeigten analoge Befunde (s.u.). Diese Auswertungen
zeigen, dass TLR4 in der Abwehr gegen E. coli eine Rolle spielen. Nach einer bestimmten
Antigenschwellendosis, die zwischen 100 und 10.000 Kolonien liegt, werden die TLR4 vermehrt

exprimiert.
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7.10.5.5 TLR4 intrazellular CD14+CD16++

TLR4 CD14+CD16++
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Abb. 74: Nur das Beimpfen mit 10.000 Kolonien E. coli vermehrt die intrazellulére Expression von TLR4
auf CD14+CD16++-Monozyten.

7.10.5.6 Totale CD14 Expression

Total CD 14 Expression
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E.Coli 10000K

Staph. aureus 100K
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————————
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Abb. 75: Nach bakterieller Exposition waren vermehrt CD14 Monozyten nachzuweisen. Spéter erhéhte
sich der Anteil an CD14+CD16+-Zellen.
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7.11 Immunzytologische Verlaufsbeobachtungen definierter Krankheitsbilder

Die folgenden Abbildungen zeigen den Expressionsverlauf der untersuchten Membranantigene im Blut von
zwei Patienten. Die Grafiken zu Patient 1 (Alter: 67 J.) zeigen die Rezeptorexpressionen im Verlauf einer
NierentransplantatabstolRung. Der Verlauf von Patientin 2 (56 J.) zeigt vergleichend das Verhalten der
Rezeptoren bei interstitieller Nephritis. Anhand dieser Verlaufsparameter kdnnen potentielle Gefahren fur
die Patienten friihzeitiger als mit herkdmmlichen humoralen Markern (z.B. CRP) erkannt werden.
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Abb. 76: HLA-DR-, TLR2- und TLR4-Expressionsverlauf der CD14++CD16neg.-Monozyten sowie die
Gesamtexpression von CD14-Zellen.
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Abb. 77: Verlauf der HLA-DR-, TLR2- und TLR4-Expression auf CD14+CD16+-Monozyten und Anteil
2,50

der CD14+CD16+-Zellen.

Abb. 78: Verlauf der HLA-DR-, TLR2- und TLR4-Expression auf CD14+CD16++-Monozyten
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Abb. 79: Verlauf der humoralen Vergleichparameter CRP und Kreatinin.

Glukokortikoide fuhrten zu einer kurzfristigen Abnahme der TLR2-Expression. Bis zum né&chsten
Patiententermin hatten sich die TLR2 wieder stabilisiert. Diese Erholung der TLR2-Expression blieb erst,
kurz bevor der Patient das Transplantat abgestof3en hat, aus. Durch diese Expressionsverminderung
sollte am ehesten eine kdrpereigene Immuntoleranz initiiert werden und so das Transplantat geschutzt
werden. TLR4 und HLA-DR verhielten sich &hnlich, zeigten aber eine noch friihzeitigere Reaktion als
TLR2.
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Abb. 80: Verlauf der HLA-DR-, TLR2- und TLR4-Expression auf CD14++CD16neg.-Monozyten sowie
die Gesamtexpression von CD14-Zellen.
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Abb. 81: Verlauf der HLA-DR-, TLR2- und TLR4-Expression auf CD14+CD16+-Monozyten. Des
Weiteren ist der Anteil der CD14+CD16+-Zellen gezeigt.
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Abb. 82: Verlauf der HLA-DR-, TLR2- und TLR4-Expression auf CD14+CD16++-Monozyten.

Die interstitielle Nephritis fuhrte bei der Patientin zu einer Erh6hung der CD14+CD16+-Zellen und der
TLR2-Expression auf allen Monozyten. Diese Beobachtungen bestatigen die Annahme, dass im Rahmen
einer klinisch gesicherten Entziindungsreaktion die CD14+CD16+-Monozyten vermehrt gebildet werden
und die TLR-Expression ebenfalls steigt um eine Immunantwort zu ermdglichen.
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7.12Vergleich von HLA-DR sowie TLR vor und nach einer Dialysesitzung
7.12.1 Anteil der CD14+CD16+-Monozyten

Tab. 47: Anteil der CD14+CD16+-Monozyten an der Gesamtmonozytenpopulation. Hierbei ergab
sich im Wilcoxon-Test ein zweiseitig signifikanter Unterschied von p=0,043. MW=Mittelwert,
SD=Standardabweichung. Max/Min=gemessene Maximal- bzw. Mindestwerte

Anteil der ..
CD14+CD16+ | MW  Median SD Min  Max S.Z‘N.:.'ie't'ge_

Monozyten Ignifikanz p=
Vor HD (5) 1829 1994 567 10,64 2567 0,043
NachHD (5) | 13,73 1431 4722 746 19,17

Anteil der CD14+CD16+-Monozyten vor und nach Dialyse
RFC

25

20

15

10

T T
vor HD nach HD

Abb. 83: Boxplotdarstellung der Messergebnisse (Mediane) aus Tabelle 47.
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7.12.2 TLR4 extrazellular CD14+CD16+

Tab. 48: Ergebnisse der Messungen extrazellulérer TLR4 auf CD14+CD16+-Monozyten.
MW=Mittelwert, SD=Standardabweichung. Max/Min=gemessene Maximal- bzw. Mindestwerte

TLR4 extrazellular
CD14+CD16+ MW Median SD Min Max
Monozyten
Vor HD (5) 28,84 16,85 26,93 12,02 76,35
Nach HD (5) 47,2 19,11 5752 9,65 147,22

CD14+CD16+-Monozyten

H Anteil
CD14+CD16+
Zellen

O TLR4 extra

vor HD nach HD

Abb. 84: Entwicklung der extrazellularen TLR4-Expression auf CD14+CD16+-Zellen und des Anteils der
CD14+CD16+ Monozyten vor und nach einer Dialysebehandlung. TLR4 konnte nach der Dialyse
verstarkt auf CD14+CD16+-Monozyten gemessen werden. Der Anteil dieser Zellen an der
Monozytengesamtpopulation nahm jedoch ab, so dass weniger dieser Zellen mehr TLR4 exprimierten.
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7.12.3 TLR2 extrazellular CD14+CD16+

Tab. 49: Ergebnisse der Messungen extrazellulérer TLR2 auf CD14+CD16+-Monozyten.
MW=Mittelwert, SD=Standardabweichung. Max/Min=gemessene Maximal- bzw. Mindestwerte

TLR2 extrazellular
CD14+CD16+ MW Median SD Min Max
Monozyten
Vor HD (5) 119,24 138,24 39,12 53,76 147,22
Nach HD (5) 99,65 78,44 41,78 67,93 170,01
CD14+CD16+-Monozyten
RFC
140

120
100+

O TLR2 extra

vor HD nach HD

Abb. 85: Verlauf der Rezeptorexpression von TLR2 auf CD14+CD16+-Monozyten. Dargestellt sind
jeweils die Mediane, gemessen in RFC (Relative Fluoresceine Counts). Extrazelluldre TLR2 wurden auf
dieser Monozytensubpopulation nach der Dialyse weniger-, TLR4 dagegen vermehrt exprimiert.
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8. Besprechung der Ergebnisse

Die momentan verfigbare Sekundarliteratur bezlglich Monozyten und deren TLR-
Expression beim Menschen ist sehr sparlich. Der grote Teil der Literatur bezieht sich
auf Laborversuche mit Nagetieren oder Zellkulturen. Eine verlassliche Ubertragung der
Ergebnisse auf menschliche TLR ist nicht moglich. Des Weiteren beziehen sich andere
Forschergruppen meist nur auf eine gemeinsame Gruppe von Monozyten, unterscheiden
aber nicht hinsichtlich der Subpopulationen.

Unsere vorliegenden Versuche haben ergeben, dass eine solche Unterscheidung
substanziell ist, da die verschiedenen Monozytensubpopulationen nicht nur
immunphanotypisch, sondern auch ultrastrukturell und funktionell unterschiedlich sind.
Subpopulationen peripherer Blutmonozyten wurden nur von ganz wenigen Gruppen naher
analysiert (Ziegler-Heitbrock et al.; Nockher und Scherberich).

Besonderheiten der von uns naher beschriebenen Subsets peripherer Blutmonozyten sind
grafisch in Abb. 8 dargestellt bzw. im ersten Kapitel erlautert.

Jeweils einzeln fir das jeweilige Subset wurden in dieser Arbeit die Phanotypen der Epitope
fur die Molekule CD14, CD16, HLA-DR, TLR2 und TLR4 bestimmt.

In unseren Augen ist die Analyse zelluldrer Vorgange zur Erklarung ,inflammatorischer
Krankheitsprozesse® hilfreicher als die Beschreibung humoraler Faktoren wie CRP, Long
Pentraxin, SAA, Fibrinogen etc. Diese Mediatoren werden erst nach vorheriger Aktivierung
immunkompetenter Zellen wie Blutmonozyten, Gewebsmakrophagen etc. generiert (z.B.
Hochregulation der CRP-Biosynthese in der Leber); sie liegen damit in der
Entziindungskaskade wesentlich weiter ,hinten®.

8.1 Verhalten inflammatorischer Monozyten und ihrer
Oberflachenrezeptoren bei verschiedenen Krankheitsgruppen

In dieser Studie wurden die verschiedenen Patientengruppen (chronisch Nierenkranke,
Nierentransplantierte und Hamodialysepatienten) mit einer gesunden Vergleichsgruppe
beziglich der Monozytenexpression verglichen.

Chronisch Niereninsuffiziente wiesen im Vergleich zu Gesunden auf CD14++CD16neg.-
Monozyten die geringsten Expressionen an HLA-DR, einer wichtigen regulatorischen
Erkennungsstruktur antigenprasentierender Zellen, auf, gefolgt von Nierentransplantierten
und Dialysepatienten. Bezliglich der HLA-DR-Expression auf CD14 Zellen unterschieden
sich Nierenkranke signifikant von Gesunden (p = 0,005). Beim Vergleich auf CD14+CD16+
und CD14+CD16++-Monozyten zeigte sich ein ahnliches Bild, allerdings liel sich hier kein
signifikanter Unterschied feststellen. Chronische Niereninsuffizienz ist demnach mit einer
wesentlichen Beeintrachtigung der Antigenprozessierung und -prasentation assoziiert.

Die Gesamtexpression von CD14 (alle Monozytensubsets) verhielt sich ahnlich zur
Expression des HLA-DR auf dieser Zellpopulation. Dabei hatten Nierentransplantierte
signifikant weniger CD14 Zellen als Gesunde (453,16 RFC vs. 371,81 RFC; p = 0,0028) und
Dialysepatienten (371,81 RFC vs. 433,23 RFC; p = 0,0021). Die CD14 Zellen sind junge
Monozyten und besitzen im Vergleich zu reiferen CD14+CD16+-Monozyten eine nur
eingeschrankte Phagozytosekapazitat. Bei den untersuchten Patientengruppen spielen die
jungen, weniger ,potenten“ Monozyten anscheinend eine untergeordnete Rolle. Monozyten
mit hdherer phagozytotischer Kompetenz (z.B. CD14+CD16+) scheinen dagegen keine
Einschrankungen in der Prasentationsfahigkeit von prozessierten Antigenfragmenten zu
haben. Die hohe Phagozytosekapazitat der CD14+CD16+-Zellen findet durch deren
geringeren prozentualen Anteil an der Gesamtmonozytenpopulation (8 % aller CD14-
positiven Monozyten bei Gesunden) hier nicht geniigend Beachtung. Dies gilt insbesondere
unter krankhaften Bedingungen: Patienten mit chronischer Niereninsuffizienz, entzindlichen
Systemerkrankungen und metabolischen Stérungen (z.B. Hyperlipidamie) weisen in aller
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Regel deutlich erhdohte CD14+CD16+-Blutmonozyten auf. Der Anteil dieser
proinflammatorischen Subpopulation (CD14+CD16+ und CD14+CD16++) kann in
bestimmten Fallen bis zu 30 % und mehr der gesamten zirkulierenden Blutmonozyten
betragen [Nockher 1998; Scherberich 1999]. Hintergriinde flir die erhohte Zahl dieser Zellen
sind mutmallich akkumulierte Mediatoren im Blut dieser Patienten wie z.B. reaktive
Sauerstoffradikale, Uramietoxine, erhdhter Einfluss von LPS durch enterale Translokation
ins Blut (Herzinsuffizienz, Dialysepatienten), Schaumzellbildung durch Endozytose reaktiver
Lipoproteine etc.

Gesunde Probanden hatten im Vergleich mit den von uns untersuchten Krankheitsgruppen
den niedrigsten Anteil an CD14+CD16+-Monozyten im Blut. Von den
Hamodialysepatienten unterschieden sie sich dabei am starksten (6,55 RFC vs. 14,69 RFC,
p = 0,0001). CD14+CD16+-Monozyten sind potente Phagozyten, deren Anzahl im
peripheren Blut Gesunder niedriger war als in den untersuchten Krankheitsgruppen. Dieser
Rickgang findet am ehesten zu Gunsten der CD14++CD16neg.-Vorlauferzellen statt, die im
Blut von gesunden Probanden vermehrt nachweisbar waren.

Auf CD14++CD16neg.-Monozyten konnten keine Unterschiede in der TLR2- und TLRA4-
Expression nachgewiesen werden. Anders verhielten sich diese TLR auf den
phagozytosestarken CD14+CD16+- und CD14+CD16++-Monozyten. Bei HD-Patienten
zeigte sich eine erhdhte Expression des Toll-Like-Rezeptors 4 im Vergleich zu Gesunden
(p = 0,004 auf CD14+CD16+ bzw. p = 0,008 auf CD14+CD16++).

Diese Ergebnisse widersprechen den Beobachtungen, die Kuroki et al. gemacht haben. Sie
beschreiben eine geringere TLR4-Expression der HD-Patienten im Vergleich zur
Kontrollgruppe. Allerdings wurde von dieser Forschergruppe keine Unterteilung in
Monozyten-Untergruppen vorgenommen [Kuroki 2007]. Als Ursache nehmen die Autoren
eine chronische Stimulation dieses Rezeptors durch wiederholte Exposition mit ,Materialien*
im ,Umfeld“ der Nierenersatztherapie an (v.a. Endotoxin aus Dialysat). Allerdings ist allein
durch Gebrauch ultrareinen Dialysats (mit nur sehr geringer LPS-Exposition der Patienten)
eine dadurch induzierte ,Beeintrachtigung” der Synthese oder der Halbwertszeit des TLR4-
Molekils nicht unbedingt schllissig. Nach unseren Daten, mit genauer Betrachtung der
monozytaren Subsets, zeigte sich vielmehr eine chronische und bleibend stabile
»Aktivierung“ des TLR-Systems aufgrund der stets nachweisbaren sog. ,Mikroinflammation®.
Diese Mikroinflammation drickte sich z.B. auch in der in aller Regel erhéhten
Serumkonzentration von CRP und anderen humoralen Inflammationsmarkern (Long
Pentraxin 3, SAA) aus [Zimmermann 1999; Ridker 2000 und 2002]. Ungeachtet chronischer
Einflisse = mdglicher  TLR-stimulierender = Faktoren  (chron. Niereninsuffizienz,
Dialysepatienten) scheint nach unseren Daten die TLR-Prasenz (Biosynthese, Fahigkeit der
Hochregulierung) nicht beeintrachtigt zu sein. Andererseits ware die erhohte
Serumkonzentration von CRP und anderen humoralen Inflammationsmarkern bei diesen
Kranken ohne die Hochregulation von TLR4 (LPS-Rezeptor) wenig verstandlich. Erst bei
hoher Komorbiditatsrate ware eine relative Immundefizienz mit geringer TLR-Expression
denkbar, wie wir sie auch in der Gruppe der Hochstrisikopatienten (mit Kunstgefalien)
gefunden haben.

Bei gesunden Probanden werden die TLR nach durchstandener Infektion wieder
herunterreguliert. Dialysepatienten zeigen dagegen einen instabileren Zustand, der nicht
dieser Regulation folgen muss: Sie sind in der Regel anfalliger fur Infektionen und sind Uber
die Dialysemembran einer hdheren wiederholten, chronischen Exposition gegenlber
Endotoxinen (LPS) ausgesetzt [Nockher und Scherberich 1995]. Durch den chronischen
Kontakt von Blutzellen mit der Dialysemembran verandert sich die TLR-Expression. Bei
Hamodialysepatienten liegen offensichtlich im Blut Liganden vor, die neben der erhéhten
CD14+CD16+ Subfraktion im Blut auch die TLR-Expression modulieren (14,69 RFC bei
HD-Patienten vs. 7,79 RFC bei chronisch Nierenkranken; p = 0,0062).

Chronisch Niereninsuffiziente exprimierten in unseren Versuchsreihen geringere
Mengen TLR4 als HD-Patienten (p = 0,006 auf CD14+CD16+ bzw. p =0,002 auf
CD14+CD16++). Identisch verhielten sich CD14+CD16++-Zellen bei Nierentransplantierten,
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die ebenfalls mehr TLR4 aufwiesen als chronisch Nierenkranke (Median: 22,02 RFC vs.
14,66 RFC; p = 0,012).

Ando et al. beschrieben eine geringere TLR4-Expression von chronisch Nierenkranken
(Pradialyse) im Vergleich zu einer gesunden Vergleichsgruppe (FACS-Analyse). Die LPS-
vermittelte Zytokinsekretion der Monozyten war bei diesen Patienten verringert, wohl wegen
der geringeren TLR4-Expression [Ando 2006]. Diese Beobachtung konnten wir nicht
bestatigen. Nur auf CD14++CD16neg.-Monozyten zeigte sich auch bei uns ein solches
Verhaltnis; dieses war allerdings nicht signifikant. Werden andere, inflammatorisch
potentere Monozytensubpopulationen (CD14+CD16+ und CD14+CD16++) nicht untersucht,
wird das Gesamtbild aufgrund ihres geringen Anteils an der Gesamtpopulation verzerrt
(Bias). Unsere Daten zeigten, dass auf diesen gereiften und phagozytischen Zellen (teils
signifikant) mehr TLR4 exprimiert wurde als in der Vergleichsgruppe. Dies fiihrt nachfolgend
zu einer vermehrten Freisetzung von Zytokinen und zur Aktivierung nachfolgender Schritte
in der Inflammationskaskade (T- und B-Zellen, Neutrophile etc.). Chronische
Niereninsuffizienz war im Vergleich zu den anderen untersuchten Krankheitsgruppen (HD-
Patienten, Nierentransplantierte) mit einer verminderten TLR4-Expression assoziiert. Bei
Infektionen werden TLR4 auf Blutzellen induziert. Eine verminderte Expression von TLR4 ist
bei chronisch kranken Patienten Ausdruck einer schlechteren Krankheitsprognose [Haruta
2007].

HSP 70, ECM
Ligand Gram + RNA Gram -, LPS T I— R

LBP

MD-2

TLR 1

Inflammation ( NFkB )
Immunoresponse (B-LC, NK-C, Mast-C)
"*Histogenesis"’, ,, Tissue-homeostasis"*

Abb. 86: Schema ausgewahlter transmembraner TLR auf Monozyten [Beeck 2008].

Nierentransplantierte hatten gegenliber HD-Patienten und chronisch Nierenkranken
(kompensierte Niereninsuffizienz) die geringsten Serumkonzentrationen des humoralen
Inflammationsmarkers CRP (0,3 mg/dl vs. 0,6 mg/dl bei HD-Patienten, p = 0,005; 0,3 mg/dI
vs. 0,8 mg/dl bei chronisch Niereninsuffizienten, p = 0,0003). Dies ist ganz offensichtlich
begrindet durch die ,optimierte Serumspiegel-kontrollierte Immunsuppression®. Dennoch ist
der Anteil proinflammatorischer Blutmonozyten (CD14+CD16++) bei nierentransplantierten
Patienten signifikant héher [Einzelheiten vergleiche Scherberich 2004; Farmakiotis 2008].
Diese Monozyten scheinen durch die Immunsuppression weniger mit TLR bestuckt zu sein
(sieche 8.6 und 8.9). Die Hoéhe des Serum-CRP unterschied sich bei chronisch
Nierenkranken hochsignifikant von Gesunden (p = 1,4x10®), gefolgt von Dialysepatienten
mit p = 5,02x10°°.

Der Vergleich der Kreatinin-Serumkonzentrationen zeigte, dass erwartungsgemaf
samtliche Patientengruppen im Vergleich zu Gesunden hohere Kreatininwerte hatten,
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insbesondere die Patienten mit regelmaRiger drei- bis viermal wochentlicher Hamodialyse
(Median: 8,0mg/dl; p = 6,08X10-6); es folgten Nierenkranke (Median: 2,47 mg/dl;
p= 5,75x10-9) und Nierentransplantierte mit einer Kreatinin-Serumkonzentration von
1,62 mg/dl (p = 0,028). Zwischen den verschiedenen Patientengruppen unterschieden sich
die chronisch Nierenkranken von den Nierentransplantierten durch einen hoheren
Kreatininwert (Median: 2,47 mg/dl vs. 1,62 mg/dl; p = 0,008). Im Vergleich zu HD-Patienten
hatten nicht-dialysepflichtige Patienten mit chronischem Nierenversagen einen niedrigeren
Kreatininwert (Median: 2,47 mg/dl vs. 8,0 mg/dl; p = 2,59x10°). Ein weiterer signifikanter
Unterschied bestand zwischen Transplantierten und Dialysepatienten (Median: 1,62 mg/dI

vs. 8,0 mg/dl; p = 1,68x10”).

8.2 Vergleich humoraler und zellularer Inflammationsmarker bei HD-
Patienten mit unterschiedlichen GefalRzugangen

Eine mogliche Beteiligung mikroinflammatorischer Zellmarker im Zusammenhang mit der
Krankheitsschwere in beiden Patientengruppen wurde hier verglichen.

Patienten mit Kunstshunt (PTFE-Shunt) haben einen schlechteren Gefafistatus und
wesentlich héhere Komorbiditaten als Patienten, fir die primar eine native AV-Fistel
(Ciminoshunt) als Dialysezugang angelegt wird (vgl. Tabelle 2, Seite 27).
Kunstshuntpatienten haben ein hoheres Risiko, aufgrund kardiovaskuldrer Ereignisse
hospitalisiert zu werden. Hinzu kommt, dass Kunststoffgefalle potenziell eine hdhere
Affinitdt gegenlber bakteriellen Kapselbestandteilen haben kdénnen (Adharenz). Unklare
Fieberzustdnde bei Nierentransplantierten lieRen sich in Fallen alter noch bestehender
teilthrombosierter Kunstgefalie auf latente Infektionen gerade dieser Shunts zurlickfihren
[Nasser 2002]. Auch wir konnten in zwei Fallen eine ahnliche Konstellation belegen. Die
nachfolgende Aufnahme zeigt eine solche Shuntinfektion bei einem unserer Patienten.

Abb. 87: Indium-Leukozytenscan. Im
Shuntbereich (KunstgefaR) zeigt sich
eine deutliche Kontrastmittelaufnahme.

Patienten mit Kunstshunt hatten erhdhte humorale Inflammationsmarker im Bilut.
Weitere Ergebnisse dieser Studie deuten darauf hin, dass mikroinflammatorische Prozesse
ablaufen, welche durch Monozyten vermittelt werden. Die erhdhte Infektionsbereitschaft
spiegelte sich in der erhéhten Anzahl der (shuntbedingten) Krankenhausaufenthalte wider
(3 bei Kunstgefalpatienten vs. 0 bei Cimino-Shunt-Patienten, p < 0,0001). Patienten mit
Kunstshunt hatten signifikant erhdhte Werte des C-reaktiven Proteins (0,9 mg/dl vs.
0,6 mg/dl; p =0,026). Die Patienten der Kunstgefallgruppe besallen allerdings einen
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signifikant hoheren Hamoglobinwert als die Patienten der Cimino-Shunt-Gruppe (11,5 g/dl
vs. 11g/dl; p=0,028), obwohl letztere hohere Erythropoetin-Dosen erhielten
(3500 IE/Woche vs. 6000 IE/Woche; nicht signifikant).

Patienten mit Kunstshunt waren anfalliger flr Infektionen, was mit ein
Hospitalisierungsgrund war. Bei dieser mit hoher Komorbiditat behafteten Untergruppe
(héhere Sterblichkeit, hohe Zahl kardiovaskularer/vaskularer Ereignisse, pAVK etc.) von
Dialysepatienten kam es zu einer Umkehrung des im Vergleich der Patientengruppen (siehe
8.1) beobachteten Befundes, dass stabile Dialysepatienten gegeniiber Gesunden vermehrt
monozytares TLR4 exprimieren. Dialysepatienten sind jedoch durch haufigen Kontakt mit
der Dialysatormembran und dem Dialysat (bei High-Flux-Membranen sog. ,backflow®) einer
chronischen Einwirkung von Antigenen (u.a. LPS und LPS-Fragmenten) ausgesetzt
[Lonnemann 2003]. TLR-Rezeptoren werden als Schutzmechanismus hochreguliert, um
durch Zytokinfreisetzung und Rekrutierung von Leukozyten einen inflammatorischen Fokus
zu Uberwinden. So wird eine ,adaquate Antwort* des (hier: angeborenen) Immunsystems
auf TLR-bindende Liganden gewahrleistet. HD-Patienten mit niedriger monozytarer TLR-
Expression kénnen mutmalllich auf einwirkende Antigene weniger effektiv bzw. nur
abgeschwacht reagieren. Hohere bzw. erhdhte Expression der TLR ist damit innerhalb
dieser Patientenpopulation Ausdruck einer eher guten oder zumindest akzeptablen
Abwehrlage. Sinkt die TLR-Expression ab, so erhdht sich das Infektionsrisiko;
wahrscheinlich durch mangelhafte Rekrutierung von Leukozyten und ungenigender
Sekretion von Zytokinen, die fir die Uberwindung der Infektion in ihrer Initialphase
essenziell sind. Diskutiert wird auch die Mdglichkeit, dass TLR inflammatorische Vorgange
hemmen oder abschwachen [Sabroe 2008].

Die Patientengruppe mit (nativem) Ciminoshunt hatte aufgrund der erhéhten Expression
von TLR2-Rezeptoren auf CD14+CD16++-Monozyten (p = 0,05 und TLR4-Rezeptoren auf
den beiden phagozytosestarksten CD14+CD16+ (p =0,012) und CD14+CD16++-
Monozyten (p = 0,001)) offensichtlich eine bessere zelluldare Immunkompetenz als die der
KunstgefalBgruppe. Patienten mit Ciminoshunt besitzen mdéglicherweise eine bessere
Abwehr gegen gramnegative (und grampositive) Erreger, da sie auch klinisch stabiler sind.
Allerdings ergab sich in unserer Vergleichsstudie kein Anhalt fir eine TLR2-vermittelte
Abwehrreaktion durch CD14++CD16neg.- und CD14+CD16+-Monozyten.
Zusammenfassend haben wir eine vermutlich glnstigere TLR4-vermittelte zellulare
Immunkompetenz bei Himodialysepatienten mit nativem Ciminoshunt nachgewiesen.
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Abb. 88: Darstellung der Verlagerung der CD14+CD16++-Monozyten bei Patienten mit AV-Fistel
(Ciminoshunt, hellgrau, rechts) und KunstgefaRshunt (dunkelgrau, links).
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8.3 Vergleich inflammatorischer Marker bei Tages- und
Nachtdialysepatienten

Eventuell bestehende Unterschiede in der Monozytenexpression und/oder bei
Routinelaborparametern (z.B. CRP) sollten bei diesen beiden unterschiedlich langen
Dialyseverfahren ermittelt werden.

Mit Ausnahme der TLR4-Expression ergaben sich keine signifikanten Unterschiede
zwischen beiden Gruppen. Somit kann die nachtliche Dialyseschicht unter diesem Aspekt
als relativ gleichwertig angesehen werden. Aus ,mikroinflammatorischer”,
zellimmunologischer Sicht ist sie der Tagesdialyse offenbar nicht Uberlegen. Die
Rezirkulationszeiten bei der Nachtdialyse sind im Vergleich zur Tagdialyse langer. Daraus
resultiert vermehrter Membrankontakt und eine erhdhte Zellaktivierung, u.a. durch Antigene
wie LPS bzw. LPS-Fragmente.

Auf samtlichen Monozytenpopulationen exprimierten Nachtdialysepatienten deutlich
weniger TLR4 auf zirkulierenden Blutmonozyten (CD14++CD16neg.: 35,87 RFC vs. 23,29
RFC, p = 0,029; CD14+CD16+: 46,56 RFC vs. 20,17 RFC, p = 3,2x10”°; CD14+CD16++:
53,28 RFC vs. 14,39 RFC, p=1,4x10'5). Bei Dialysepatienten konnte die erhohte
Expression von TLR4 auf Blutmonozyten mit einer besseren Abwehrlage assoziiert sein.
Hier gelten die wunter 8.2 angesprochenen Aspekte zur Rezeptorverteilung.
Dialysepatienten, die vermehrt TLR4 exprimieren, scheinen weniger anfallig fir Infektionen
zu sein (bessere Immunkompetenzlage).

Im direkten Vergleich zeigte sich kein signifikanter Unterschied in der CRP-
Serumkonzentration. Bei Nachtdialysepatienten war diese etwas hoher (0,65 mg/dl vs.
0,5 mg/dl). Das C-reaktive Protein (CRP) ist ein von der Leber gebildeter humoraler
Entzindungsmarker geringer Spezifitdt. CRP kann nicht als Frihmarker einer
Entzindungsreaktion verwendet werden.

Patienten aus der Nachtdialyse hatten tendenziell niedrigere Hamoglobinwerte (11,3 mg/dl
vs. 10,8 mg/dl; nicht signifikant), was durch die geringere Erythropoetindosen dieser
Patienten (6000 IE/Woche vs. 3000 IE/Woche) erklarbar ware.

Messungen bezlglich des HLA-DR (alle Subsets), der Gesamt-CD14-Expression, dem
relativen Anteil von CD14+CD16+-Zellen, TLR2-Expression (alle Subsets), Kreatinin und
Hamatokrit zeigten keine signifikanten Unterschiede.

8.4  Vergleich der intra- und extrazellularen Expression des TLR4-Rezeptors

Es gibt verschiedene Interpretationsansatze bezlglich einer (,veranderten®) intrazellularen
Expression von TLR, die hier in dieser Arbeit erstmals genauer untersucht wurde. Fest steht
lediglich, dass nach chemischer Perforation der Monozytenmembran intrazellular eine
TLR4-Expression gemessen werden kann, die die extrazellular gemessene teils sogar
Ubertrifft. Dieser Befund war bisher so nicht bekannt. Es besteht die Mdglichkeit einer
Internalisierung des extrazellularen Toll-Like-Rezeptorkomplexes, unterschiedlicher
Signaltransduktionswege oder eines verlangsamten intrazellularen Abbaus dieser
Rezeptoren [Mantovani 2004, Meylan 2006, Girardin 2002].

Von Viren ist bekannt, dass zytosolische (intrazellulare) HIV-RNA eine TLR-vermittelte
Immunreaktion aktiviert [Beignon 2005]. Ob es sich hierbei um membranstandige Teile
eines transmembranen TLR-Komplexes handelt oder um gelést im Zytoplasma bzw. in
Endosomen vorkommende TLR, ist Gegenstand weiterer Analysen [Stetson 2006]. Welche
Faktoren bei unseren Patienten zu unterschiedlichen extra- und intrazelluldren TLR-
Expressionen flihren, bleibt zurzeit spekulativ.

Chronisch Nierenkranke haben eine erhhte monozytare Expression von intrazellularem
TLR4 auf CD14++CD16neg. Monozyten (20,91 vs. 12,24; p = 0,0002).
Dialysepatienten hatten analoge Befunde (28,13 RFC vs. 10,94 RFC, p = 5,58x107).
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Die TLR4-Expression auf der CD14+CD16+-Subpopulation war dagegen fir beide
klinischen Gruppen (chron. Niereninsuffiziente vs. Dialysepatienten) nicht unterschiedlich.
Allerdings war bei dieser Monozytensubpopulation, im Gegensatz zu CD14++CD16neg.-
Zellen, die Expression des extrazellularen Anteils des TLR4-Rezeptors hdher als die des
intrazellularen Anteils. CD14+CD16+- bzw. CD14+CD16++-Monozyten gehéren zu den
potentesten Abwehrzellen des Koérpers und sorgen flir eine schnelle Immunantwort auf
extrazelluldre Antigene. Nach chronischer Antigenexposition ware eine erhdhte Expression
intrazellularer Rezeptorkomponenten denkbar, z.B. durch beschleunigte Signaltransduktion
und Internalisierung. Intrazellularer TLR4 wirde demnach einer temporar erhéhten
extrazellularen Expression folgen (nach zuvor erfolgtem Antigenkontakt). Dieser Schritt
gewahrleistet offenbar eine adaquate intrazellulare Prozessierung von Antigenfragmenten,
insbesondere deren Abbau (z.B. durch Proteasomen) bzw. Prasentation gegenilber
Lymphozyten.

CD14++CD16neg.- wie auch CD14+CD16++-Monozyten verhielten sich bezuglich der
intrazellularen TLR4-Expression ahnlich. Sie kénnten als ,first defence“-Zellen bei ,Gefahr*
fur eine beschleunigte Signaltibermittlung sorgen und/oder ihren Hauptaufgabenbereich in
der Bekampfung intrazellularer Pathogene haben. Bei Dialysepatienten wurde der
intrazelluldre Anteil der TLR in diesen Zellen vermehrt exprimiert (20,68 RFC vs. 14,99
RFC; p =0,002). Derartige Befunde wurden bisher in der Literatur nicht beschrieben. Die
akzentuierte intrazellulare Prasenz der TLR4 deutet auf eine, vorsichtig interpretiert,
.modulierte® Internalisation des Rezeptorkomplexes hin, zum Beispiel durch vermehrte
Ligandenbindung an extrazellulare TLR, die sekundar die intrazellulare Signallbertragung
fordern. Hamorheologisch  relevante  ,mechanische  Krafte* (,shedding® von
Zellkomponenten durch Scherkrafte) konnten im Verlauf der Dialyse zu einem Anstieg von
Zelldebris und Mikropartikeln fliihren und einen intrazellularen Eintritt und Abbau, vermittelt
durch intrazellularen TLR, begtinstigen.

Alle anderen Patientengruppen (chron. NI- und NTX-Patienten) zeigten keine signifikanten
Unterschiede, exprimierten jedoch die intrazelluldre Komponente in CD14+CD16++-
Monozyten tendenziell starker.

Personen aus der Vergleichsgruppe sowie die unter immunsuppressiver Therapie
stehenden nierentransplantierten Patienten wiesen keinen Unterschied zwischen intra-
und extrazellularem TLR4 auf. Dies betrifft alle von uns untersuchten monozytaren
Subpopulationen. Bei diesen Personen herrscht offenbar, im Gegensatz zu chronisch
Kranken, ein TLR4-Gleichgewicht zwischen extra- und intrazelluldrer Présenz. Diese
Balance verschiebt sich mdglicherweise erst nach Antigenkontakt (Membraneffekt,
Zelladharenz, Zytolyse).
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Abb. 89: Schematische Darstellung einer méglichen TLR-Verteilung in Monozyten.
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8.5 HLA-DR und TLR3 bei virusinfizierten (HBV, HCV) Dialysepatienten

Eventuell nachweisbare Expressionsunterschiede der TLR, ausgeldst durch DNA- bzw.
RNA-Viren, sollten mit dieser Studie nachgewiesen werden. Des Weiteren untersuchten
und verglichen wir die Expression intra- und extrazellularer TLR3.

In unserem Vergleich zwischen der Expression extra- und der intrazellularer TLR3 zeigte
sich, dass die Expression des extrazellularen Rezeptoranteils bei samtlichen erhobenen
Daten unter der Expression des intrazellularen TLR3 lag. Dies war unabhangig vom
Infektionsstatus mit Hepatitis (HD-Patienten, CD14+CD16++: 8,24 RFC vs. 20,54 RFC;
p =0,002). Eine Ausnahme bildeten CD14+CD16+-Monozyten bei nicht mit Hepatitis
infizierten Dialysepatienten (23,71 RFC vs. 18,77; p=0,017). Bei diesen Zellen fand sich
vermehrt extrazellularer TLR3. Intrazellular vorkommende Virenpartikel kdnnten zu einer
Verschiebung der Expression von extrazellular nach intrazellular flhren.

Im Vergleich zwischen flir Hepatitis seronegativen Dialysepatienten und solchen mit
Hepatitis-Infektion (HBV, HCV oder beides) zeigte sich, dass mit Hepatitis B infizierte
Dialysepatienten eine ahnliche Expression von TLR3 (extrazellular) hatten wie die nicht
infizierten HD-Patienten (CD14+CD16++: 8,94 RFC vs. 8,24 RFC). Die Expression des
intrazellularen TLR3 war bei HBV-Patienten jedoch deutlich erhoht und Uberstieg auf
CD14++CD16neg.- und CD14+CD16+-Monozyten sogar noch die von HCV-positiven
Patienten (CD14+CD16+ > HBV: 35,04 RFC, HCV: 28,3 RFC). Nach Akira et al. kann
TLR3 nur RNS-Viren erkennen [Akira 2003]. DNS-Viren wie HBV sind demnach kein Ligand
von TLR3. Diese These kdnnen wir in der vorliegenden Arbeit unter diesen Bedingungen
nicht bestatigen.

Die intrazelluldre TLR-Expression aktiviert die intrazellulare Signalkaskade der Monozyten
Uber den nukledren Transkriptionsfaktor NF-kB mit daraus resultierender Zytokinsekretion,
und zwar besonders proinflammatorischer Zytokine. Damit lassen sich Befunde von
Neuman et al. bestatigen. Diese beschreiben erhéhte Konzentrationen von TNF-q, IL-6, IL-8
und IL-12 im Blut von HCV-Patienten, verglichen mit einer gesunden Kontrollgruppe
[Neuman 2001]. Perrin-Cocon et al. beschrieben, dass es bei HCV-positiven Patienten
durch einen spezifischen Defekt (Aktivierung des ,MEK/ERK-pathway®) zu einer
Monozytenaktivierung kommt. Die Sekretion von Zytokinen ist erhdht [Perrin-Cocon 2008].
Nach Villacres et al. war die absolute IL-6-Synthese und -Sekretion als Antwort auf TLR3-
und TLR4-vermittelte Liganden bei HCV-Patienten eingeschrankt (ex-vivo). Die Autoren
schlussfolgerten, dass HCV entweder direkt oder Uber eine indirekte ,Infizierung“ von
Monozyten zu einer ,defekten bzw. defizienten Zytokinsekretion flhrt. Die Rolle der TLR
wurde allerdings nicht weiter diskutiert. Offen bleibt, welche intrazellularen Ablaufe, wenn
nicht die durch TLR-vermittelten, zu der Ausschittung von Zytokinen fiihrten [Villacres
2008].

Sato et al. konnten nach Inkubation mit HCV-Core-Protein auf CD14++CD16neg.
Monozyten eine erhéhte Expression von TLR2 aber eine verminderte Expression von TLR4
messen [Sato 2007]. Derartige Analysen haben wir bei unseren Patienten nicht
durchgefihrt. Insgesamt zeigt sich damit aber die weitgehende Einbeziehung der TLR bei
oInfektionserregern® eines weiten Spektrums. Beziiglich des Einflusses von HCV auf das
Uberleben von Spendernieren fanden Pedroso et al., dass HCV-Patienten langer an der
Dialyse verbleiben (aus Grinden der verlangerten Wartezeit) und auch mehrere vorherige
frustrane Transplantationsversuche hatten [Pedroso 2006].

Beschreibungen, dass TLR3 nur in Endosomen vorliegt [Uematsu 2006], konnten wir mit
unserer Studie nicht sicher belegen, da sich auch wahrend der Praparationsphase TLR3 auf
Monozyten messen liel3.
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8.6 HLA-DR- und TLR-Expression unter immunkompromittierten
Bedingungen

Die Auswirkungen einer Glukokortikoidtherapie auf die Expression von Oberflachenantigenen
auf Monozyten sollte mit dieser Studie beurteilt werden.

Patienten unter Glukokortikoidtherapie exprimierten im Vergleich zu Gesunden weniger
HLA-DR auf CD14++CD16neg.-Monozyten (433,39 RFC vs. 820,47 RFC) und auf
CD14+CD16+-Monozyten (3822,94 RFC vs. 5376,12 RFC). Die CD14-Gesamtexpression
war bei den mit Glukokortikoiden Behandelten im Vergleich zu gesunden Probanden
tendenziell geringer (337,65 RFC vs. 453,16 RFC). Diese Ergebnisse decken sich mit
unseren vorangegangenen Befunddaten [Nockher 1997; Scherberich 1999 und 2003].
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Abb. 90: Verminderte Hochregulation der LPS(Endotoxin)-stimulierten CD14  Expression
(Monozytenkulturen) nach Inkubation mit GC. Aus Nockher WA, Scherberich JE: Expression and release of
the monocyte lipopolysaccharide receptor antigen CD14 are suppressed by glucocorticoids in vivo and in
vitro. J. Immunol. 1997.

Chronisch nierenkranke Patienten, die nicht unter Glukokortikoidtherapie stehen und
somit nicht immunsupprimiert sind, zeigten hdhere Expressionen aller von uns erhobenen
Parameter als Patienten, die Glukokortikoide in therapeutischer Dosierung erhielten.
Einzige Ausnahmen bildeten der Anteil der CD14+CD16+-Monozyten (7,14 RFC vs. 9,8
RFC) und das CRP (0,6 mg/dl vs. 0,75 mg/dI).

Gesunde Probanden wiesen gemeinsam mit Nierenkranken ohne Glukokortikoidtherapie
anteilsmaRig am wenigsten CD14+CD16+-Monozyten im Blut auf.

Die unter Glukokortikoidtherapie stehenden Probanden haben aufgrund ihrer
Immunsuppression ein hoheres Risiko, eine Infektion zu erleiden. Das zeigt sich auch am
hdéheren Anteil an CD14+CD16+-Monozyten. Allerdings scheinen diese Monozyten nicht
ausreichend mit TLR bestlckt zu sein, was eventuell ein weiterer Aspekt der Wirkung der
Glukokortikoide ist. Verminderte Expression von TLR flihrt zu einer geringeren
Zytokinsekretion aus der Zelle und somit zu einer verminderten Immunreaktion gegen
konfrontierende Antigene. Eine erhdohte Expression von TLR2 und TLR4 nach
Glukokortikoidgabe, wie sie Rozkova auf dendritischen Zellen beschreibt, konnten wir nicht
bestatigen [Rozkova 2006]. Die von uns festgestellte verminderte Rezeptorendichte deckt
sich hingegen mit den Ergebnissen von Nockher et al. und Rowland et al., die beschreiben,
dass Dexamethason die Expression von CD14 auf monozytdren Zellen sowie die
Zytokinsekretion vermindert [Nockher 1997; Rowland 1998]. Des Weiteren war nach einer
gepulsten Steroidtherapie (bei Lebertransplantation) die Expression von TLR2 und TLR4
vermindert [Deng 2007].
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8.7 HLA-DR- und TLR-Expression bei erhdhten humoralen
Entziindungsparametern

Mit dieser Studie wollten wir untersuchen, wie TLR bei pathologisch erhéhten sowie bei
normalen CRP-Werten auf proinflammatorischen Monozyten innerhalb der verschiedenen
Patientengruppen exprimiert werden.

Zwischen Dialysepatienten mit  unterschiedlicher Expression des humoralen
Entziindungsmarkers CRP fanden sich keine signifikanten Unterschiede in der Expression
von HLA-DR, TLR2 oder TLR4. Gleiches galt fur chronisch Nierenkranke.
Nierentransplantierte exprimierten dagegen vermehrt HLA-DR auf CD14++CD16neg.-
Monozyten (729,93 RFC vs. 355,45 RFC, p =,034), sofern humorale Entziindungsmarker
unterhalb der pathologischen Schwellenkonzentration im Serum lagen (CRP unter
0,5mg/dl). TLR2 wurde bei Nierentransplantierten mit niedrigerem CRP vermehrt
exprimiert. Auf CD14++CD16neg.-Monozyten betrug die zweiseitige
Irrtumswahrscheinlichkeit dazu p = 0,006 (45,32 RFC vs. 25,71 RFC), auf CD14+CD16+-
Monozyten p = 0,002 (113,42 RFC vs. 69,16 RFC) und auf CD14+CD16++ Zellen p = 0,005
(73,65 RFC vs. 52,27 RFC).

Nierentransplantierte Patienten scheinen demnach am sensibelsten auf Anderungen des
CRP-Wertes und generell auf TLR2-Liganden zu reagieren. Bei diesen Patienten ist unter
Umstanden die TLR2-vermittelte Zytokinproduktion bei héheren CRP-Werten
eingeschrankt. Mdglicherweise liegt ein negatives Feedback vor. Frei interpretiert soll die
verminderte TLR2-Expression z.B. unter Infekten die Immuntoleranz erhéhen und das
Transplantat schitzen.

8.8 HLA-DR und TLR bei vermehrter Retention

Diese Studie sollte untersuchen, ob es bei unterschiedlichem Retentionsstatus der
Patienten zu abweichender TLR-Expression kommt.

Sowohl chronisch Nierenkranke als auch Patienten nach Nierentransplantation
unterschieden sich nicht in der monozytaren Expression von HLA-DR, TLR2 oder TLR4,
wenn man diese Patientengruppen nach ihrem Kreatininwert in zwei Gruppen (Kreatinin >
3 mg/dl und Kreatinin < 3 mg/dl) aufteilt. Somit beeinflusst offenbar der Marker ,Kreatinin®
nicht zwingend die monozytare TLR-Expression.

8.9 Expression proinflammatorischer Monozyten bei Nierentransplantierten
mit Transplantatdysfunktion

Mit dieser Studie sollte der Status proinflammatorischer Parameter bei Patienten mit
Nierentransplantation und anschlieBendem Transplantatversagen (chronic graft failure,
CGF) dokumentiert und mit dem der HD-Patienten und Nierentransplantationspatienten
verglichen werden.

Wir zeigten, dass Patienten, die nach chronischem Transplantatversagen wieder
dialysepflichtig geworden waren, sowohl weniger HLA-DR als auch weniger TLR2 und
TLR4 exprimierten als HD-Patienten bzw. Nierentransplantierte. Dies deckt sich mit den
Ergebnissen aus unserem Patientenverlauf (siehe Kapitel 8.11; Patient 1). Dort deutet ein
steter Abfall (nach einem ,Expressionspeak®) von TLR2, TLR4 und HLA-DR auf eine
Dysfunktion der Transplantatniere hin. Nach akuter Abstolung einer Spenderniere
wandern vermehrt Monozyten und T-Zellen ins Nierengewebe ein. Die Anzahl infiltrierter
Monozyten (Makrophagen) steht hierbei in direktem Zusammenhang mit der
Transplantatdysfunktion [Girlanda 2008]. In diesem Zusammenhang ware es interessant zu
wissen, ob im peripheren Blut vermehrt CD14+CD16+-Zellen gemessen werden konnten.
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Bei einer akuten LebertransplantatabstolRung fanden Deng et al. signifikant hhere TLR2-
und TLR4-Expressionen. Eine AbstoBungsreaktion gegen das Transplantat tritt erst auf,
sobald Monozyten im peripheren Blut zirkulieren [Deng 2007]. Ein analoges
Rezeptorverhalten kénnte auch bei Nierentransplantationen eine Rolle spielen. Palmer et al.
wiesen bei akutem Nierentransplantatversagen eine Aktivierung von TLR4 nach. Allerdings
bezogen sich diese Befunde nicht auf Lebendspenden und betrachteten nur einen
bestimmten TLR4-Polymorphismus [Palmer 2005].

Bei Patienten mit Transplantatversagen wurde HLA-DR tendenziell auf allen Monozyten
vermindert exprimiert. Auf CD14+CD16+-Monozyten exprimierten Patienten mit chronischer
Transplantatdysfunktion (Chronic Graft Failure, CGF) tendenziell am wenigsten HLA-DR
(3640,14 RFC vs. 3928,16 RFC bei Transplantierten und 5186,13 RFC Dbei
Hamodialysierten).

Sowohl TLR2- als auch TLR4-Rezeptoren auf CD14+CD16+ Zellen wurden bei CGF-
Patienten vermindert exprimiert (TLR2: p = 0,0002 zu NTX bzw. p = 0,0001 zu HD; TLR4:
p =0,005 zu HD). Ein erhdhter relativer Anteil der CD14+CD16+-Zellen im Blut dieser
Patienten, zusammen mit der relativ geringen Zahl an TLR- und HLA-DR-Rezeptoren, weist
auf eine supprimierte Immunabwehr hin. Diese wird besonders deutlich durch die
Expressionshéhe von TLR2 auf CD14+CD16++-Zellen. Verglichen mit den anderen
Patienten exprimierten Patienten mit chronischer Transplantatdysfunktion signifikant
weniger TLR2 (21,02 RFC vs. 68,23 RFC bei NTX bzw. 77,74 RFC bei HD-Patienten). Das
zweiseitige Signifikanzniveau liegt bei p = 0,0002 zu NTX-Patienten bzw. p = 0,0001 zu HD-
Patienten.

Nach Braudeau et al. exprimieren Patienten mit chronischer Nierentransplantatdysfunktion
vermehrt TLR4 und MyD88 [Braudeau 2008]. Diese Beobachtungen konnten wir bezlglich
des TLR2 und TLR4 auf CD14+CD16+-Monozyten nicht bestatigen. Eine vermehrte
Zytokinsekretion aus den Monozyten, die wiederum aus der erhdhten TLR-Expression
resultiert, entspricht nicht dem Therapieprinzip einer Immunsuppression.

Die TLR2-Expression im Transplantatgewebe scheint mit einer verbesserten zweijahrigen
Prognose bei Patienten nach Nierentransplantation (NTX) assoziiert zu sein. Hierlber
liegen zurzeit bei NTX-Patienten so gut wie keine Berichte vor. Bisher wurde in wenigen
Arbeiten Uber die Gewebsverteilung und Konzentration von TLR im Nierengewebe
berichtet. Hiernach soll eine héhere TLR2-Expression im Gewebe des distalen Tubulus zu
einem besseren Transplantatliberleben filhren [de Groot 2008]. Nach ausfihrlicher
Korrespondenz mit den Autoren der Arbeit relativierten diese jedoch ihre in der erwahnten
Arbeit publizierten Daten. Eine dauerhaft verminderte TLR2-Expression kénnte unter
Infekten die Immuntoleranz erhéhen und so das Transplantat schiitzen (siehe auch 8.7).

Die Gesamtexpression von CD14-Monozyten war in der CGF-Patientengruppe geringer,
wohl zugunsten der potenteren CD14+CD16+-Zellen. Im Vergleich mit den HD-Patienten
war dieser Unterschied zweiseitig signifikant (313,44 RFC vs. 433,23 RFC; p = 0,0003).
Patienten mit chronischer Transplantatdysfunktion zeigten in unserem Vergleich zu
Dialysepatienten eine hohe Kreatininkonzentration im Serum (10,47 mg/dl vs. 8,0 mg/dl).

Die proinflammatorischen Monozyten-Subsets wiesen bei Patienten mit chronischem
Nierentransplantatversagen weniger TLR auf, die Anzahl an CD14+CD16+ Zellen war
jedoch immer noch hoéher als bei Patienten mit stabiler NTX-Funktion [Farmakiotis 2008].
Somit kommt es bei diesen Patienten trotz erhéhter Zahl phagozytosefahiger CD14+CD16+
Monozyten zu einer absolut verminderten Bindung von Liganden und daraus resultierend zu
verminderter Zytokinbildung. Die Tatsache, dass NTX-Patienten unabhangig von der TLR-
Expression erhdhte Anteile (> 8 %) proinflammatorischer CD14+CD16+ Blutmonozyten
aufweisen, deutet auf einen unverandert bestehenden ,Inflammationsstatus® hin, trotz
spiegelkontrollierter, ,optimierter Immunsuppression [Scherberich 2004].
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8.10 Expression verschiedener Monozytenepitope nach In-vitro-Inkubation
mit mikrobiellen Antigenen

Mit Hilfe dieses Laborversuches konnten wir das In-vitro-Verhalten der TLR in den ersten
drei Stunden nach Beimpfung mit Antigenen auf unterschiedlichen Monozytensubsets
beobachten. Im dreistiindigen Verlauf wurde eine Anderung des Expressionsprofils der
Monozyten im Vergleich zur unbeimpften Kontrolle deutlich. Weiterhin lie sich ein
abweichendes Expressionsverhalten zwischen intra- und extrazellularer TLR-Expression
nachweisen.

TLR2: TLR2 zeigte die grofiten Veranderungen auf CD14+CD16++-Monozyten: Diese
Zellen bildeten nach drei Stunden Inkubation deutlich mehr TLR2 als die Vergleichsgruppe,
und zwar unabhangig vom zugefiugten Erreger (100 Kolonien E. coli: 121,67 %; 10.000 K.
E. coli: 117,5%; 100 K. Staph. aureus: 103,27 %; 10.000 K. Staph. aureus: 21,59 %).
Auffallig war, dass bei hohen Staphylokokkenzahlen die Zunahme deutlich geringer ausfiel
als bei niedrigeren Keimzahlen. An dem deutlichen TLR2-Zuwachs nach Beimpfen mit 100
Kolonien Staph. aureus hatte mafRgeblich der intrazellulare TLR2-Anteil. Im direkten
Vergleich mit extrazellularen Rezeptoren stieg er Uiberproportional stark an (15,68 RFC auf
34,29 RFC; extrazellular > 23,19 auf 32,78). Bezlglich E. coli waren solche Effekte nicht zu
beschreiben; hier stieg nach Beimpfen mit 10.000 Kolonien der extrazellulare TLR-Wert
starker an als der intrazellulare (24,69 RFC auf 88,17 RFC; intrazellular-> 14,46 auf 33,68).
Intrazellularer TLR2 wurde auf unbeimpften CD14++CD16neg.- und CD14+CD16+-Zellen
als einziger TLR nach drei Stunden weniger stark exprimiert (verglichen mit dem
Ausgangswert). Der intrazelluldre TLR2-Anstieg nach Beimpfen war dosisabhangig und
nahm auf diesen Zellen bei Erhéhung der E.-coli-Dosis starker zu. Bei Zunahme der
Staphylokokkendosis fiel dieser Zuwachs hingegen geringer aus.

Zusammenfassend beobachteten wir eine im Vergleich zur Kontrolle erhdhte TLR2-
Expression nach Antigenexposition. Nach Beimpfen mit grampositiven Bakterien wurden
intrazellulare TLR2 deutlich starker exprimiert als extrazellulare. Dies bestatigt unsere
Annahme, dass TLR bei inflammatorischen Vorgangen vermehrt gebildet werden und es zu
einer Internalisierung der TLR kommt, wie dies auch im Kapitel 8.4 beschrieben wurde.
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Abb 91: Prozentuale Veradnderung der TLR2-Expression auf CD14+CD16++-Monozyten, nach Inkubation mit
Antigenen.
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TLR3: TLR3 scheint nicht nur in der Abwehr gegen Viren eine Rolle zu spielen. Dieser TLR-
Subtyp scheint auch eine wesentliche Rolle bei der Abwehr gegen E. coli zu spielen.
Samtliche Monozytensubpopulationen reagierten mit einer, relativ zur Negativkontrolle
verminderten, Expression intrazelluldrer TLR3, nach Kontakt mit Staphylokokkus aureus,
und zwar unabhangig von dessen Kolonienzahl (100 K. Staph. aureus: CD14++CD16neg.
2> -22,91 %; CD14+CD16+ > -31,3 %; CD14+CD16++-> -19,7 %; 10.000 K. Staph.
aureus: CD14++CD16neg. > -53,5 %; CD14+CD16+ > -41,99 %; CD14+CD16++ > -
44,38 %). Sowohl die extra- als auch die intrazelluldare TLR3-Expression wurde hingegen
erhéht, wenn man CD14+CD16+-Monozyten mit 10.000 Kolonien E. coli impft (extrazellular
> 164,25 %; intrazellular > 19,19 %). Auf den beiden potentesten Monozytenpopulationen
CD14+CD16+ und CD14+CD16++ konnte man bei einer niedrigen Kolonienzahl dieses
gramnegativen Bakteriums eine starkere Erhohung extrazellularer und eine geringere
Erhdhung intrazelluldrer TLR3 finden (CD14+CD16+: extrazellular - 11,7 RFC auf 23,40
RFC, intrazellular > 24,25 RFC auf 26,3 RFC; CD14+CD16++: extrazellular > 8,28 RFC
auf 22,88 RFC; intrazellular - 25,03 RFC auf 28,26 RFC). Intrazellulares TLR3 stieg unter
erhdhter mikrobieller Antigenexposition wesentlich starker an (CD14+CD16+: 18,11 RFC
auf 31,62 RFC; CD14+CD16++: 21,77 RFC auf 32,78 RFC). Extrazellulare TLR3 reagierten
dafur schon auf niedrige Antigenmengen. Ein Signal zur vermehrten Expression (bzw.
intrazellularen Transformation) von intrazellularerem TLR3 scheint hingegen erst ab einer
bestimmten Kolonienzahl, die fir E. coli zwischen 100 und 10.000 liegt, stattzufinden.
Hiermit haben wir Hinweise dafur gefunden, dass TLR3-Rezeptoren neben dsRNS-Viren
auch eine Rolle in der Abwehr von E. coli spielen kénnten. Des Weiteren werden auch
Staphylokokken erkannt. TLR3 wird nach deren Kontakt mit Blutmonozyten in vitro
vermindert gebildet. Der Grund fir diesen Expressionsrickgang liegt wohl in einer erhdéhten
Expression anderer, spezifischer TLR.

TLRA4: Nach Inkubation kultivierter Monozyten mit Staph. aureus kam es zu einer relativen
Verminderung der TLR4-Expression auf CD14+CD16+ (-51,3 % bei 100 Kolonien; -57,85 %
bei 10.000 Kolonien) und CD14+CD16++-Monozyten (-62,43 % bei 100 Kolonien; -48,14 %
bei 10.000 Kolonien) im Vergleich zur Kontrollgruppe. Bei CD14+CD16++-Zellen war die
relative Abnahme (zur Kontrolle) bei hoherer Kolonienzahl von Staph. aureus geringer.
Besonders die hoch phagozytosefahigen Monozyten wie CD14+CD16+ und
CD14+CD16++ verminderten (relativ zur Kontrolle) ihre intrazellulare TLR4-Rezeptoranzahl
in den ersten drei Stunden nach dem Beimpfen mit Staph. aureus. Im direkten Vergleich
zwischen Intra- und Extrazellulardomane geschah dies unter Zunahme der extrazellularen
Expression in dosisabhangiger Weise (CD14+CD16+ und 10.000 Kolonien: extrazellular->
7,4 RFC auf 9,65 RFC; intrazellular-> 9,47 RFC auf 9,56 RFC).

Nach Inkubation mit E. coli fand auf CD14+CD16+- und CD14+CD16++-Monozyten ab
einer bestimmten Antigendosis eine TLR4-Umverteilung statt. Die extrazellularen TLR4
wurden vermehrt gebildet. Auf CD14+CD16+-Monozyten kam es zu einer relativen
Abnahme der intrazelluldren Rezeptorenzahl nach Inkubation mit 100 Kolonien E. coli
(-21,79%). Gleichzeitig nahm die extrazellulare Komponente auf Kosten der intrazellularen
zu (extrazellular: 10,37 RFC auf 15,75 RFC; intrazellular: 11,4 RFC auf 15,4 RFC). Bei
10.000 Kolonien E. coli stieg die TLR4-Expression auf beiden Zellpopulationen, verglichen
mit der Kontrolle, stark an (CD14+CD16+: 43,86 %; CD14+CD16++: 57,33 %). Dabei wurde
die intrazellulare Komponente vermehrt exprimiert. Im Vergleich mit der extrazellularen fiel
dieser Zuwachs allerdings deutlich geringer aus (CD14+CD16++: extrazellular-> 1,97 RFC
auf 26,42 RFC; intrazellular-> 10,27 RFC auf 23,19 RFC).

TLR4 ist traditioneller Rezeptor fir LPS von gramnegativen Bakterien. Unsere Befunde
sprechen daflr, dass es ab einer bestimmten Antigenschwellendosis zu einer erhéhten
Expression von TLR4 kommt.

Diese Beobachtungen ahneln der Erkenntnis, dass bei Harnwegsinfekten P-Fimbrien (E.
coli) vom Tamm-Horsfall-Protein in Urothel- und Tubuluszellen gebunden werden. Diese
Bindung flhrt zur direkten Aktivierung von TLR4. THG interagiert hierbei auch mit TLR4
(etwa in tubularen Epithelien) und kann TLR aktivieren [Ubersicht Scherberich 2008].
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Eine wie von Forster-Waldl bei Neugeborenen mit geringem Geburtsgewicht beschriebene
Reduktion des TLR4 konnten wir bei unseren adulten Monozyten nur bei Exposition mit
niedrigen CFU (Colony Forming Units) von E. coli nachweisen [Forster-Waldl 2005].

TLR4 CD14+CD16++

0,00 — [0 EZoli 100 K
(o] E E.Coli 10000K
E - Staph. aursus
L= 40,00 — 100K
—_— Staph. aureus
o 0 5 ooook
E
= 20,00 —
=]
L] o
E 5 0,00 —
E 2
==
= -20,00 —
—
2
= 40,00 —
==
1]
=] 50,00 —

Abb 92: Prozentuale Abweichung der TLR4-Expression mikrobiell exponierter CD14+CD16++ Monozyten, im
Vergleich zur unbeimpften Kontrolle. Nach Inkubation mit grampositiven Bakterien (Staph. aureus) kam es zur
verminderten Expression von TLR4 auf diesen Monozyten. Dieser Befund war neu, da TLR4 bisher nur als
Rezeptor fir gramnegative Bakterien beschrieben wurde, jedoch eindeutig pleiotrope Eigenschaften aufweist.

Die Gesamtexpression der CD14-Monozyten erhdhte sich unabhangig vom zugefihrten
Antigen. Besonders stark fiel dieser Anstieg nach Inkubation mit 10.000 Kolonien E. coli
aus. Hier kam es zu einer Zunahme um 150%. Staphylokokken fuhrten ebenfalls zu einer
Erhéhung der CD14 Zellen; mit ca. 25 % allerdings in wesentlich geringerem Umfang.

Nach Inkubation mit 10.000 Kolonien E. coli kam es zu einer relativen Zunahme der HLA-
DR-Expression auf CD14++CD16neg.-Monozyten (66,98 %). Fast identisch nahm auch die
Anzahl der CD14+CD16+-Monozyten nach Inkubation mit derselben Bakteriendosis zu
(66,89 %).

Die CD14+CD16++-Monozyten hingegen exprimierten weniger HLA-DR nach dem
Beimpfen mit 10.000 Kolonien E. coli (-2,39%). CD14+CD16++ Zellen scheinen als erste
Zellreihe vermehrt im peripheren Blut nachweisbar zu sein (first defence, s. 8.4). Im
Anschluss werden jlingere Monozyten vermehrt gebildet und die CD14+CD16++-
Expression sinkt ab.

Nach Beimpfen mit 10.000 Kolonien Staph. aureus exprimierten CD14++CD16neg.-
Monozyten (-2,08 %), CD14+CD16+-Monozyten (-21,78 %) und CD14+CD16++-Monozyten
(-53 %) weniger HLA-DR. Das Beimpfen mit 100 Kolonien Staph. aureus fluhrte auf allen
Zellpopulationen zu keiner nennenswerten Veranderung in Bezug auf die Vergleichsgruppe.
Die maximale Veranderung betrug 6,46 % auf CD14+CD16+-Monozyten.
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Abb 93: Expression von TLR-mRNS in Monozyten bzw. Granulozyten, relativ zur unbeimpften Kontrolle.
Die Forscher konnten eine erhohte Expression von TLR2-mRNS und TLR4-mRNS in peripheren
Blutmonozyten nachweisen (nach Inkubation mit E. Coli). Diese Befunde decken sich mit denen von uns
erhobenen Daten. Aus: Zarember KA, Godowski PJ: Tissue expression of human Toll-like-receptors and
differential regulation of Toll-like-receptor mMRNAs in leukocytes in response to microbes, their products and
cytokines. J. Immunol 168 (2): 554-61, 2002

8.11 Immunzytologische Verlaufsbeobachtung definierter Krankheitsbilder

Bei zwei Patienten wurden Uber zwei Jahre die Expression der Oberflachenmolekiile
peripherer Blutmonozyten wiederholt gemessen. Hierbei lieRen sich die Reaktionen der
TLR und HLA-DR (z.B. durch Medikamente) gut dokumentieren.

Patient 1 ist ein 67-jahriger, nierentransplantierter Patient, der im Verlauf eine
Abstollungsreaktion gegen seine Transplantatniere zeigte und wieder dialysepflichtig
wurde. Anhand dieses Patientenverlaufs wird ersichtlich, dass die prainflammatorischen
Marker potenzielle Gefahren fir Transplantatempfanger deutlich friilher erkennen lassen als
der humorale Entziindungsmarker CRP oder auch das Kreatinin.

Messungen am selben Tag vor und nach Gabe der Glukokortikoide (i.v.) zeigten jeweils
eine kurzfristige, starke Abnahme der TLR2-Expression. Aus dem Verlauf ist ersichtlich,
dass sich nach jeder Glukokortikoidgabe die TLR2-Expression auf CD14+CD16+-Zellen bis
zur nachsten Blutabnahme wieder erholte und anstieg. Dies konnte auf die relativ kurze
Halbwertszeit (HWZ) von Prednison zurlckzufihren sein (HWZ ca. 3 Stunden). Der Patient
erhielt allerdings zeitgleich Tacrolimus, sodass ein Einfluss dieses Immunsuppressivums
auf den beobachteten Verlauf nicht ausgeschlossen werden kann
(Plasmaeliminationshalbwertszeit 4 bis 60 Stunden).

Nach der Behandlung am 12.07. sank das TLR2 zuerst steil und dann kontinuierlich ab.
Dies konnte ein Hinweis auf das bevorstehende Transplantatversagen sein. Eine Erklarung
konnte der unter 8.7 postulierte Ansatz sein, dass durch eine verminderte TLR2-Expression
die Immuntoleranz erhéht und so das Transplantat noch geschutzt werden soll.

Reziprok verhielt sich der relative Anteil der CD14+CD16+-Monozyten. Nach jeder
Prednisongabe stieg dieser initial an, um dann bis zur nachsten Untersuchung wieder
abzufallen. Schlussendlich stieg dieser Wert dann jedoch auch ohne Glukokortikoidtherapie
an, um am ersten Dialysemesspunkt wieder abzufallen. Diese Ergebnisse decken sich mit
den Befunden aus Kapitel 8.6. Glukokortikoide scheinen demnach bei chronischer
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Anwendung die Anzahl der CD14+CD16+-Monozyten zu erhdhen und gleichzeitig deren
TLR-Expression herabzusetzen.

Nach der ersten Prednisongabe, und damit schon eine Woche vor dem TLR2, zeigte das
TLR4 auf CD14+CD16+- und auch auf CD14++CD16neg.-Zellen einen Maximalwert, um
anschlieftend im Verlauf stetig abzufallen. Auf CD14+CD16++-Monozyten zeigte sich zum
selben Zeitpunkt der grofte negative Ausschlag des HLA-DR.

Maximale TLR4-Expression und niedrige HLA-DR-Expression sind damit dem Anstieg von
CRP und der maximalen TLR2-Expression um eine Woche voraus. Damit liegen sie
deutlich vor dem bisher moglichen labortechnischen Nachweis einer Entziindungsreaktion,
die zum Transplantatversagen fuhren kann. Messungen monozytarer Antigene kdnnten
damit eine aussagekraftige Verlaufsbeurteilung nierentransplantierter Patienten zulassen.

Patientin 2 ist eine 56-jahrige Patientin mit interstitieller Nephritis. Ab dem dritten
Untersuchungstag wurde sie mit 12mg Decortin® behandelt. Ab dem finften
Untersuchungstag wurde das Prednison ausgeschlichen (12. Mai).

Aus dem Verlauf dieser Patientin wird ersichtlich, dass es zum Zeitpunkt der klinischen
Diagnose ihrer interstitiellen Nephritis zu einem Anstieg der CD14+CD16+-Monozyten
und der TLR2-Rezeptoren auf samtlichen Monozyten kam. Die Aussagen bezlglich des
TLR2-Verlaufs scheinen denen unserer Glukokortikoidvergleichsstudie entgegenzustehen.
Allerdings muss man beachten, dass es sich hierbei um den Verlauf einer einzelnen Person
handelt und ein ansteigendes TLR2 nicht heil3t, dass dieser Patient generell mehr TLR2
exprimiert als Patienten ohne Glukokortikoidtherapie. Aulerdem scheint es bei der hier
beschriebenen kurzzeitigen Anwendung von Glukokortikoiden (GC), im Gegensatz zu
Patient 1 mit langfristiger GC-Therapie, nicht zu einem TLR-modulierenden Effekt zu
kommen. Der TLR2-Anstieg ist in diesem Fall am ehesten auf die Verbesserung der
zellularen Immunkompetenz zurtickzufiihren, mit dem Ziel, die Infektion zu bekampfen.
Nachdem die Prednisondosis verringert wurde (Verbesserung der klinischen Symptome),
fiel auch die TLR2-Expression auf allen Monozytensubpopulationen. Die Gesamtexpression
von CD14 nahm unter GC-Therapie bei unserer Patientin zu. Nach Dosisreduktion fiel sie
wieder ab. Unter Prednisontherapie wurde HLA-DR auf CD14+CD16+-Monozyten vermehrt
exprimiert. Die Dosisreduktion hatte keinen Einfluss auf die HLA-DR-Expression dieser
Monozyten.

Beobachtungen der Forschergruppe um Ziegler-Heitbrock konnten wir nicht bestatigen. Sie
beobachteten bei Multiple-Sklerose-Patienten, dass diese unter GC-Therapie weniger
CD14+CD16+-Monozyten exprimieren [Fingerle-Rowson 1998]. Gesunden Probanden,
denen GC infundiert wurde, zeigten analoge Effekte. Finf Tage nach der Therapie konnte
nur noch ein kleiner Rest (5 % des Ausgangswertes) CD14+CD16+-Monozyten gefunden
werden [Dayyani 2003]. Beide Untersuchungen wurden mit einer fiinftadgigen (high-dose)
GC-Therapie durchgefuhrt. Es ist nicht bekannt, wie die CD14+CD16+-Monozyten sich
danach verhalten. Die von uns durchgefiihrten Untersuchungen beziehen sich auf
Zeitraume von mehreren Wochen bzw. Monaten (Patient 1). Eine dauerhaft niedrige oder
sogar ganz unterdrickte Expression von CD14+CD16+-Monozyten liel3 sich bei unseren
immunsupprimierten NTX-Patienten nicht nachweisen (siehe Kapitel 8.1).

8.12 Vergleich von HLA-DR sowie TLR vor und nach einer Dialysesitzung

Mit dieser Studie wollten wir eventuell auftretende Veranderungen der TLR-Expression vor
und nach einer Dialyse beobachten.

Im Verlauf einer Dialysesitzung sanken die Expressionen der von uns gemessenen
Parameter ab. Die einzige Ausnahme stellten HLA-DR auf CD14+CD16++-Zellen sowie
TLR4 auf samtlichen Monozytensubpopulationen dar.

HLA-DR war nach der Dialyse vermehrt auf CD14+CD16++-Zellen nachweisbar (vor HD:
1610,76 RFC; nach HD: 2196,83 RFC). Extrazellulares TLR4 wurde auf allen



Besprechung der Ergebnisse 110

Monozytensubpopulationen vermehrt gemessen (CD14++CD16neg.: 26,66 RFC auf 43,71
RFC; CD14+CD16+: 16,85 RFC auf 19,11 RFC; CD14+CD16++: 5,0 RFC auf 10,5 RFC).
Der relative Anteil der CD14+CD16+-Monozyten nahm, wie auch die restlichen Parameter,
im Verlauf einer Dialyse ab (19,94 RFC auf 14,31 RFC; p = 0,043). Griveas et al. sind zu
ahnlichen Ergebnissen gekommen und berichten Uber einen Abfall der CD14+CD16+-
Monozyten in den ersten 30 Minuten einer Dialyse. Dieser ist unabhangig vom verwendeten
Dialysematerial [Griveas 2006].
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Abb 94: CD14+CD16+-Monozytenexpression zum Zeitpunkt 0 min (1), 30 min (2) und 240 min (3) bei
Dialyse mit einer AN69-Dialysemembran (Natriummethallylsulfonat-Polymer).

Aus: Griveas | et al.: Biocompatibility study based on differential sequestration kinetics of CD 14+16+
blood monocyte subsets with different dialyzers. Renal Failure 2006.

Die Gesamtexpression der ,jungen“ CD14++CD16neg.-Monozyten nahm im Verlauf bei uns
um 17,9 % ab, die Expression von ,reiferen® CD14+CD16+-Monozyten um 28,2 %
(signifikant). Damit liel3 sich die Beobachtung, dass reifere (CD14+CD16+)-Monozyten eine
vergleichsweise verbesserte Adhasion aufweisen und nicht frei zirkulierend im Blut
nachzuweisen sind, teilweise bestatigen [Sester 2001]. Allerdings kam es gleichzeitig zu
einer deutlichen Steigerung der TLR4-Rezeptorendichte auf den zirkulierenden Monozyten,
im Sinne einer Optimierung der zellularen Immunabwehr. Dies lasst sich nicht alleine durch
die Adhasion der Monozyten an die Gefalimembran erklaren, sondern muss eine weitere
Ursache haben (z.B. Interaktion mit der Dialysemembran, Abbau von Zelldebris).

Die geschilderten Untersuchungen belegen die bisher eher noch relativ wenig beachtete
Bedeutung des angeborenen Immunsystems zur Gewahrung einer stabilen Gesundheit
bzw. bei einer Krankheitsentwicklung. Hierbei sind Monozyten als antigenprasentierende
Zellen Hauptakteure der Immunregulation und Immuntoleranz.
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11. Zusammenfassung

Expression der Membranantigene CD14, CD16, HLA-DR sowie der Toll-
Like-Rezeptoren TLR2, TLR3 und TLR4 auf Blutmonozyten von Patienten
mit Nierenerkrankungen
Durchflusszytometrische Analysen bei Gesunden, Patienten mit chronischer
Niereninsuffizienz, Dialysepatienten und Patienten nach Nierentransplantation

Von Stefan Beeck, Minchen 2010

Die antigene immunphaenotypische Ausstattung im peripheren Blut zirkulierender
Monozyten ist uneinheitlich: Je nach Verteilungsprofil funktionell wichtiger
immunregulatorischer Molekile (z.B. Endotoxinrezeptor, Fc-Rezeptoren, Toll-like-
Rezeptoren) lassen sich verschiedene Subpopulationen unterscheiden. Allen ist
jedoch das Molekil CD14 gemeinsam, ein pleiotroper Endotoxinrezeptor. Eine
klinisch bedeutsame Subpopulation CD14-positiver Zellen sind sogenannte
~proinflammatorische* Blutmonozyten, die beim Gesunden etwa 8 % aller CD14-
positiven Monozyten ausmachen. Diese exprimieren zusatzlich einen niedrig
affinen Fc-y-11I-Rezeptor (CD16), der unter anderem mit der Phagozytoseleistung
und Zytokinsekretion der Zellen in Zusammenhang steht.

In der vorliegenden Promotionsarbeit wurde ein Schwerpunkt auf die Verteilung
verschiedener Subpopulationen peripherer Blutmonozyten bei Nierenkranken,
Nierentransplantierten und Dialysepatienten gelegt. Diesen Patienten ist
gemeinsam eine sog. ,Mikroinflammation® mit akzelerierter Arteriosklerose,
erkenntlich an erhéhten humoralen und zellularen Inflammationsmarkern. Des
Weiteren sollte geklart werden, wie weitere wichtige immunregulatorische Molekile
wie HLA-DR und die Toll-Like-Rezeptoren (TLR2 und TLR4) unter normalen und
klinisch-pathologischen Bedingungen bei Patienten mit Niereninsuffizienz (im
Vergleich zu Gesunden) auf Blutmonozyten exprimiert sind. TLR sind integrale
hochkonservierte Bestandteile des so angeborenen Immunsystems und unter
anderem als sog. PRR (Pattern Recognition Receptors) an der Erkennung
differenzierter mikrobieller Erregerstrukturen mafigeblich beteiligt.

Methodisch erfolgte die Analyse antigener Muster auf Blutmonozyten mit Hilfe der
Durchflusszytometrie unter Anwendung fluorochrommarkierter monoklonaler
Antikorper. Die Bestimmung von HLA-DR, TLR2, TLR3 und TLR4 erfolgte jeweils
auf allen drei zellularen  Subpopulationen des  Immunphaenotyps
CD14++CD16neg., CD14+CD16+ und CD14+CD16++. Untersucht wurden
Gesunde, Patienten mit Niereninsuffizienz, Patienten unter chronischer
Hamodialysebehandlung, Nierentransplantierte sowie Patienten unter Gluko-
kortikoidmedikation. Erganzend wurde der mogliche modulierende Effekt von
Staphylokokken und E. coli in einem in vitro-Zellkulturmodell auf die Expression
monozytarer Antigene untersucht.
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Die statistische Auswertung (parameterfreie Tests) erfolgte mit Hilfe des SPSS-
Programms.

Im Wesentlichen wurden folgende Daten erhalten:

1.) Der mittlere Anteil proinflammatorischer Blutmonozyten ist bei Dialysepatienten
gegeniber Gesunden signifikant (p = 0,0001) erh6ht. Dialysepatienten exprimieren
signifikant mehr TLR4 auf CD14+CD16+-(p =0,004)- und CD14+CD16++-
(p = 0,008)-Monozyten im Vergleich zu Gesunden. Niereninsuffiziente exprimieren
hingegen signifikant weniger HLA-DR auf den von uns bestimmten
Monozytensubpopulationen als gesunde  Probanden (p=0,005 auf
CD14+CD16neg.).

2.) Dialysepatienten mit Kunstgefal3shunt (PTFE-Shunt) missen haufiger stationar
aufgenommen werden (p=2,23x10°) und haben eine erhéhte CRP-
Serumkonzentration im Vergleich zu Patienten mit nativer AV-Fistel (Ciminoshunt;
p =0,026). Bei Dialysepatienten mit nativem Ciminoshunt ist die monozytare
Expression von TLR4 auf CD14+CD16+-(p = 0,012)- und CD14+CD16++-
(p =0,001)-Monozyten im Vergleich zu Patienten mit KunstgefalRshunt erhoht.
Niedrige TLR Expression ging mit einer erhéhten Komorbiditat einher.

3.) Dialysepatienten einer Tagschicht (kiirzere Behandlungszeiten im Vergleich zur
Nachtschicht) exprimieren mehr TLR4 auf allen Monozytensubpopulationen im
Vergleich zu Dialysepatienten einer Nachtschicht (p=0,029 auf CD14++
CD16neg., p<0,00001 auf CD14+CD16+, p<0,00001 auf CD14+CD16++-
Zellen).

4.) Mit dieser Arbeit ist es uns erstmals gelungen, eine intrazellulare Komponente
von TLR4 im menschlichen Blut folgender Patienten nachzuweisen: Patienten mit
kompensierter chronischer Niereninsuffizienz (n=13) und Dialysepatienten
(n = 28) exprimieren intrazellulares TLR4 in CD14++CD16neg.-Zellen starker als
CD14++CD16neg.-Monozyten, die extrazellulares TLR4 exprimieren (bei
Nierenkranken p=0,0002; bei Dialysepatienten p=5x10°). Bei chronisch
niereninsuffizienten Patienten wird dagegen, im Vergleich zu Dialysepatienten,
extrazellulares TLR4 auf der Subpopulation CD14+CD16+ vermehrt exprimiert
(p =0,074). Bei Gesunden sowie immunsupprimierten Patienten findet sich kein
Unterschied in der Expression zwischen intra- und extrazellularer TLR4-
Komponente. Die Daten weisen auf eine unterschiedliche Prozessierung der TLR
mdglicherweise auch auf geénderte TLR-vermittelte Signaltransduktionswege
unter pathologischen Bedingungen hin.

5.) Wir konnten Hinweise dafir finden, dass TLR3 nicht nur als RNS-Virus-
Rezeptor fungiert, sondern auch in der Abwehr einer HBV-Infektion (verursacht
durch ein DNS-Virus) eine entscheidende Rolle spielt. Bei Dialysepatienten ohne
Hepatitis ist die monozytdre Expression des extrazellularen TLR3 auf
CD14++CD16neg.- und CD14+CD16++-Zellen niedriger als die des intrazellular
gemessenen TLR3. Dialysepatienten mit seropositiver Hepatitis B exprimieren
TLR3 verstarkt in CD14++CD16neg.- und CD14+CD16++-Zellen.
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6.) Wahrend einer Dialysebehandlung féllt die HLA-DR-Expression auf
CD14++CD16neg.- und CD14+CD16+-Monozyten sowie die TLR2-Expression auf
allen drei Monozytensubpopulationen ab. Auch reduzierte sich der Anteil
zirkulierender Blutmonozyten unter Hamodialysebehandlung (p = 0,043).

7.) Eine Behandlung von Patienten mit Glukokortikoiden vermindert tendenziell die
Expression von HLA-DR auf CD214-positiven und CD14+CD16+-Zellen im
Vergleich zum Gesunden. Die Abregulation von CD14 durch Glukokortikoide
wurde von uns bereits friher beschrieben [Nockher und Scherberich: J. Immunol.
1997; Scherberich 1999].

8.) Nierentransplantierte mit normalen Serum-CRP Konzentrationen weisen
erhohte TLR2-Expression auf allen monozytdren Subpopulationen auf
(CD14++CD16neg.-Zellen: p=0,006, CD14+CD16+-Zellen: p=0,002 und
CD14+CD16++-Zellen: p = 0,005)

9.) Eine AbstofRungsreaktion bei Nierentransplantierten geht mit einer erhdéhten
Zellzahl von CD14+CD16+-Monozyten im Blut einher. Unter Behandlung der
AbstoRBungsreaktion sind CD14-positive Blutmonozyten im Vergleich zu
Dialysepatienten signifikant vermindert (p =0,0003). TLR2 und TLR4 sind
ebenfalls signifikant erniedrigt: TLR2 und TLR4 auf CD14+CD16+-Zellen
(p =0,0001, p =0,005), TLR2 zuséatzlich auf CD14+CD16++-Zellen (p = 0,0001).

10.) Im kasuistischen Verlauf eines Patienten mit Nierentransplantatversagen
fuhrte die Glukokortikoidgabe zur reaktiven Erhdhung der TLR2-Expression auf
CD14+CD16+-Zellen. Ein drastischer Abfall der TLR2-Expression auf allen drei
Monozytensubpopulation zeigte dagegen ein Versagen der Transplantatfunktion
an. Nach Glukokortikoidmedikation (bei interstitieller Nephritis) kam es ebenfalls
zum Anstieg von TLR2 und TLR4 auf CD14+CD16++-Zellen sowie zum Anstieg der
HLA-DR-Expression. Eine Verminderung der GC-Dosis fuhrte zu einem Abfall der
TLR2.

11.) Unter In-vitro-Kulturbedingungen veréndert sich das Expressionsprofil von
Blutmonozyten in Gegenwart von Bakterien im Vergleich zu Kontrollen. Sowohl
grampositive wie gramnegative Erreger erhdhen die TLR2-Expression auf CD16-
positiven Zellen. Besonders stark steigt hier der intrazellulare Anteil des TLR2 im
Vergleich zur extrazellular gemessenen TLR2-Expression. Staphylokokken
vermindern im Gegensatz dazu TLR3 in allen Monozytensubpopulationen. Das
Beimpfen mit 10.000 Kolonien E. coli induzierte in vitro insbesondere die Zunahme
des extrazellularen TLR4 auf CD14+CD16+- und CD14+CD16++-Zellen.

Die Ergebnisse belegen eine chronische Aktivierung proinflammatorischer
Blutmonozyten der Subpopulation CD14+CD16+ bei chronischer Niereninsuffizienz
sowie andere signifikante Veranderungen im Immunph&notyp antigen-
prasentierender Zellen.

Diese zellular bedingte ,Mikroinflammation“ unterhalt mit hoher Wahrscheinlichkeit
die akzelerierte Atheromatose (als Teil einer entziindlichen Grunderkrankung) und
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ist fir die erhohte kardiovaskulare Ereignisrate bei Nierenkranken verantwortlich;
was durch jingste Daten einer mit uns kooperierenden Arbeitsgruppe belegt ist.

Nach unseren Befunden war analog die Mortalitat von Dialysepatienten im
Vergleich zum Parameter CRP hochsignifikant (p <0.00001) mit der Phanotypie
peripherer Blutmonozyten assoziiert [Birk und Scherberich 2007].

Insgesamt belegen die Analysen, dass klinische Untersuchungen, die sich mit der
mdoglichen  pathophysiologischen  Bedeutung  peripherer  Blutmonozyten
beschaftigen, stets die verschiedenen immunphaenotypischen und funktionell
unterschiedlichen Subpopulationen bertcksichtigen muissen. Als antigen-
prasentierende Zellen sind zirkulierende Monozyten wichtige Verbindungsglieder in
der Kette der erworbenen und angeborenen Immunitat, die, wie belegt, bei
chronischen Nierenerkrankungen im Vergleich zu Gesunden erhebliche
Abweichungen zeigt.
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Anhang
7.1
7.1. 4 HLA-DR CD16++
Median MW SD Max Min
Normalpersonen (13) 2382,06 2583,87 941,38 5025,41 1618,02
Nierenkranke (19) 2007,86 1994,59 1102,07 3635,36 2,81
Nierentransplantierte (28) | 1835,17 2336,76 144474 5725,49 12,41
Hamodialysierte (29) 2350,14 2315,10 867,77 4782,86 673,17
7.1.5 TLR2 CD14++
Median MW SD Max Min
Normalpersonen (13) 36,52 42,13 13,96 79,15 24,80
Nierenkranke (19) 34,91 44,82 32,04 143,30 16,85
Nierentransplantierte (28) | 41,99 49,53 24,79 104,6 20,54
Hamodialysierte (29) 38,2 40,77 26 165,48 15
7.1. 6 TLR2 CD14+CD16+
Median MW SD Max Min
Normalpersonen (13) 96,47 106,73 23,26 147,22 67,32
Nierenkranke (19) 88,17 111,46 83,59 404,97 42,36
Nierentransplantierte (28) | 105,65 105,70 30,24 168,5 62,64
Hamodialysierte (29) 95,6 105,78 29,88 182,7 69,16
7.1.7 TLR2 CD14+CD16++
Median MW SD Max Min
Normalpersonen (13) 64,65 69,34 17,36 104,60 32,20
Nierenkranke (19) 63,78 75,59 65,04 317,65 7,23
Nierentransplantierte (28) 68,23 73,10 20,64 134,56 35,55
Hamodialysierte (29) 77,74 83,19 22,35 129,80 49,58
7.1.8 TLR4 CD14++
Median MW SD Max Min
Normalpersonen (13) 20,54 21,72 8,34 45,32 12,63
Nierenkranke (19) 19,81 21,78 8,17 42,17 7,91
Nierentransplantierte (28) | 25,63 28,09 16,2 67,32 2,74
Hamodialysierte (29) 27,63 28,47 12,28 59,89 12,41
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7.2
Zweiseitige
Total CDM MW Median SD Min Max Signifikanz
Expression D=
Kunstgefalle (21) | 446,57 417,92 88,52 307,81 609,76 1,000
Ciminoshunt (16) | 454,81 416,08 111,86 352,27 798,63
Zweiseitige
HLA-DR CD14++ MW Median SD Min Max Signifikanz
p =
Kunstgefale (21) | 669,39 729,93 342,59 91,81 1298,02 0,797
Ciminoshunt (16) | 637,02 637,08 225,15 245,82 1009,04
Zweiseitige
HLA-DR . : o
CD 14+CD16+ MW Median SD Min Max S|gnF;fi<anz
Kunstgefale (21) | 4814,2 5186,13 1660,55 835,36 6978,31 0,404
Ciminoshunt (16) [ 5507,39 547459  1297,67 3105,9 7635,06
Zweiseitige
HLA-DR CD16++ MW Median SD Min Max Signifikanz
p =
Kunstgefalle (21) | 2149,06 2186,97 715,60 194,56  3684,73 0,195
Ciminoshunt (16) [ 2458,91 2480,45 725,04 982,17  3459,89
Zweiseitige
TLR2 CD14++ MW Median SD Min Max Signifikanz
p =
Kunstgefalie (21) | 35,79 34,6 18,56 15,4 100,9 0,705
Ciminoshunt (16) | 42,31 32,8 34,45 14,99 165,48
TLR2 . . Zweiseitige
CD14+CD16+ MW Median SD Min Max S|gnF;fi<anz
Kunstgefale (21) | 94,68 99,55 35,39 41,6 194,56 0,195
Ciminoshunt (16) | 108,66 91,82 35,63 70,41 182,69
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Zweiseitige
TLR4 CD14++ MW Median SD Min Max Signifikanz
p =
Kunstgefale (21) | 32,3 21,1 2521 11,55 100,9 0,208
Ciminoshunt (16) | 32,63 30,1 14,11 12,41 59,89
. Zweiseitige
Mittelwert CD . . o
1416 Monozyten MW Median SD Min Max Slgnrgffanz
Kunstgefale (21) | 14,57 14,14 4,52 7,4 23,52 1,000
Ciminoshunt (16) | 14,04 15,24 5,42 3,98 21,74
Zweiseitige
Hamatokrit MW Median SD Min Max Signifikanz
p =
Kunstgefale (21) | 35,56 35,32 3,01 29,1 42,4 0,107
Ciminoshunt (16) | 34,56 34,3 2,69 30,6 41
EPO- Zweiseitige
: MW Median SD Min Max Signifikanz
Wochendosis b=
Kunstgefaie 4812,5 3500 3868,14 1000 16000 0,452
(21)
Ciminoshunt 5055,55 6000 2530,37 500 90000
(16)
7.3
Zweiseitige
Total CD14 MW Median SD Min Max Signifikanz
Expression 0=
Nachtdialyse 444,73 445,08 64,34 358,66 577,72 0,840
(13)
Tagesdialyse 467,54 437,14 121,18 352,27 798,63
(13)
Zweiseitige
HLA-DR CD14++ MW Median SD Min Max Signifikanz
p =
Nachtdialyse 611,61 655,25 217,42 210,02 938,98 0,650
(13)
Tagesdialyse 642,24 667,14 240,46 245,82 1009,04

(13)
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Zweiseitige
HLA-DR . : A
CD14+CD16+ MW Median SD Min Max SlgnF;ﬂ:kanz
Nachtdialyse 4518,09 3959,64  2409,54  1394,86  9646,52 0,125
(13)
Tagesdialyse 5546,42 5573,06 1131,12  3854,23  7635,06
(13)
Zweiseitige
HLA-DR . : S
CD16++ MW Median SD Min Max S|gnrl)fi<anz
Nachtdialyse 2138,11  2246,79  1019,04 673,17 4782,86 0,153
(13)
Tagesdialyse 2518,92  2480,45 658,37 1382,37  3459,89
13)
TLR2CD14++ | MW  Median  SD Min Max Z""e'se'“gs f'gn'f'kanz
Nachtdialyse 38,87 38,54 9,27 25,95 56,74 0,113
13)
Tagesdialyse 31,99 31,62 9,28 14,99 45,73
(13)
TLR2 Zweiseitige
CD14+CD16+ MW Median SD Min Max SlgnF;ﬂ:kanz
Nachtdialyse 102,23 100 21,71 69,16 140,75 0,614
(13)
Tagesdialyse 99,05 86,6 25,46 70,41 135,77
(13)
Zweiseitige
TLR2 CD16++ MW Median SD Min Max Signifikanz
p =
Nachtdialyse 79,12 77,74 18,57 57,25 121,88 0,511
(13)
Tagesdialyse 85,82 72,99 25,48 49,58 129,8
13)
Mittelwert CD Zweiseitige
1416 MW Median SD Min Max Signifikanz
Monozyten
Nachtdialyse 12,08 12,04 571 2,23 21,15 0,204
(13)
Tagesdialyse 15,17 15,47 4,81 4,11 21,74

(13)
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MW Median sD Min Max Zweiseitige §|gn|f|kanz
CRP P=
Nachtdialyse (6) 0,9 0,65 053 05 1,9 0,209
Tagesdialyse (13) | 0,64 0,5 0,39 0,3 1.4
Zweiseitige Signifikanz
Kreatinin MW Median SD Min Max p=
Nachtdialyse (6) 8,61 8,2 3,03 55 12,82 0,744
Tagesdialyse (13) | 9,36 7,83 2,92 6,32 15,26
Zweiseitige
Hamoglobin MW Median SD Min Max Signifikanz
p =
Nachtdialyse (9) 111 10,8 11 9,7 13,1 0,431
Tagesdialyse (13) | 11,46 11,3 1,11 9,8 13,6
Hamatokrit MW  Median SD  Min  Max Z""e'se'“ggf'g”'f'kanz
Nachtdialyse (9) 34,77 34 4,32 30 44 1,000
Tagesdialyse (13) | 34,21 34,1 326 295 38,6
. Zweiseitige
Erythropoetl_n MW Median SD Min Max Signifikanz
Wochendosis o=
Nachtdialyse (11) | 4454,54 3000 3165,87 500 12000 0,152
Tagesdialyse (13) | 5055,55 6000 2530,37 500 9000
7.4
7.4.2 Normalpersonen
MW Median SD Min Max Zweiseitige Signifikanz p=
TLR4 21,72 20,54 8,34 12,63 45,32 0,400
CD14++
intrazellular
(13)
TLR4 14,81 12,98 6,43 7,23 31,62
CD14++
extrazellular
(19)
TLR4 18,78 15,26 11,89 6,74 53,76 0,100
CD14+CD16+
intrazellul&r
(13)
TLR4 23,22 23,08 5,43 14,66 32,78
CD14+CD16+
extrazellular
(19)
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TLR4 15,14 10,18 14,12
CD16++
intrazellular
(13)

TLR4 9,64 10,0 3,5
CD16++
extrazellular
(19)

7.4.5 Nierentransplantierte

MW Median SD

2,57

1,35

Min

54,25

15,61

Max

0,200

Zweiseitige Signifikanz p=

TLR4 28,09 25,63 16,2
CD14++
intrazellular
(28)

TLR4 20,96 15,34 14,01
CD14++
extrazellular
(26)

TLR4 27,40 23,99 18,32
CD14+CD16+
intrazellular
(28)

TLR4 33,02 29,56 13,59
CD14+CD16+
extrazellular
(26)

TLR4 23,61 22,02 16,5
CD16+
intrazellular
(28)

TLR4 15,55 14,69 7,31
CD16++
extrazellular
(26)

7.5
7.5.1 Normalpersonen

TLR3

CD14+CD16+ MW Median SD

2,74

6,85

1,6

8,58

1,0

3,49

Min

67,32

52,33

73,65

62,08

63,78

31,91

Max

0,072

0,08

0,076

Zweiseitige Signifikanz p=

Extrazellular

()

Intrazellulér (5)

14,19 12,75 10,88

17,76 19,11 4,88
7.5.3 Hamodialysepatienten mit Hepatitis B

TLR3

CD14+CD16+ MW Median SD

3,15

9,22

Min

27,50

21,38

Max

0,841

Zweiseitige Signifikanz p=

Extrazellular

(4)

Intrazellular (4)

21,04 21,85 7,0

37,09 35,04 12,45

12,08

26,42

28,39

51,86

0,114
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7.5.4 Hamodialysepatienten mit Hepatitis C

TLR3CD14++ | MW  Median  SD Min  Max Zwe'se'“gre)f'gn'f'kanz
Extrazellul&r 12,56 11,57 7,25 5,42 21,67 0,343
4
Intrazellular (4) | 23,47 19,34 14,65 11,86 43,32
TLR3 MW Median SD Min Max Zweiseitige Signifikanz p=

CD14+CD16+
Extrazellular 31,08 31,11 17,95 12,52 49,58 0,886
(4)
Intrazellular (4) | 29,95 28,3 19,04 11,34 51,86

TLR3 CD16++ MW Median SD Min Max Zweiseitige Signifikanz p=
Extrazellular 14,65 14,04 8,57 6,92 23,61 0,343
4)
Intrazellular 31,58 33,32 19,21 10,55 49,14
4

7.5.5 Hamodialysepatienten mit Hepatitis B und C

TLR3 CD14++ MW Median SD Min Max  Zweiseitige Signifikanz p=

Extrazellular 4,5 4,5 1,24 3,62 5,38 0,121
(2
Intrazellular 18,75 18,75 10,18 11,55 25,95
2
TLR3 MW Median SD Min Max Zweiseitige Signifikanz p=
CD14+CD16+ g€ >ig P=
Extrazellular 13,56 13,56 7,37 8,35 18,77 0,667
2
Intrazellular (2) | 26,55 26,55 18,69 13,34 39,77

TLR3 CD16++ | MW Median SD Min Max Zweiseitige Signifikanz p=

Extrazellular | 12,79 12,79 7,86 7,23 18,35 0,667
2
Intrazellular 28,76 28,76 20,05 14,59 42,94
2

Totale CD14 Expression MW Median SD Min Max
Normalpersonen (13) 458,43 453,16 59,06 37855 577,72
HD (7) 300,83 310,59 46,49 237,14 368,47
HD und HBV (4) 421,18 429,09 41,49 36517 461,38
HD und HCV (4) 432,03 389,29 179,48 264,16 685,39
HD und HBV und HCV (2) 407,06 407,06 20,70 392,42 421,7
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HLA-DR CD14++CD16neg. MW Median SD Min Max
Normalpersonen (13) 843,81 820,47 317,33 399,54 1526,14
HD (7) 333,55 342,89 103,60 140,75 453,16
HD und HBV (4) 448,0 360,37 318,79 165,48 905,8
HD und HCV (4) 480,14 493,84 232,47 228,76 704,14
HD und HBV und HCV (2) 287,48 287,48 294,62 79,15 495,81
HLA-DR CD14+CD16+ ) .
MW Median SD Min Max
Normalpersonen (13) 5689,43 5376,12 1356,13  3924,19 9181,01
HD (7) 3058,37  2864,38 838,15  2246,79 4782,86
HD und HBV (4) 3189,68 3726,29  1983,19 523,30 4782,86
HD und HCV (4) 3350,93  3455,75 1244,83  1980,96 4511,25
HD und HBV und HCV (2) 1487,48  1487,48 300,66 1274,88 1700,08
HLA-DR CD14+CD16++ MW Median SD Min Max
Normalpersonen (13) 2583,87 2382,06 941,38 1618,02 5025,41
HD (7) 1238,78  1144,44 388,31 697,83 1778,28
HD und HBV (4) 1452,07 1876,88 970,96 1,00 2053,53
HD und HCV (4) 1389,67 1297,78 438,36 982,17 1980,96
HD und HBV und HCV (2) 920,33 920,33 391,40 643,57 1197,09
Anteil der CD14+CD16+ MW Median SD Min Max
Monozyten

Normalpersonen (13) 6,51 6,55 1,55 3,6 8,84
HD (7) 11,49 9,24 5,68 7,33 21,52
HD und HBV (4) 10,51 13,26 6,13 1,35 14,19
HD und HCV (4) 16,49 16,19 2,97 13,18 20,40
HD und HBV und HCV (2) 24,27 24,27 6,76 19,49 29,05

TLR3 extrazellular . .

CD14++CD16neg. MW Median SD Min Max
HD (7) 8,98 7.5 3,44 6,1 15,54
HD und HBV (4) 8,58 8,66 0,6 7,84 9,14
HD und HCV (4) 12,56 11,57 7,25 542 21,67
HD und HBV und HCV (2) 45 4,5 1,24 3,62 5,38

TLR3 extrazellular . .
CD14+CD16+ MW Median SD Min Max

HD (7) 23,65 23,71 5,25 13,1 29,43
HD und HBV (4) 21,04 21,85 7,0 12,08 28,39
HD und HCV (4) 31,08 31,11 17,95 12,52 49,58
HD und HBV und HCV (2) 13,56 13,56 7,37 8,35 18,77
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TLR3 extrazellular . .
CD164+ MW Median SD Min Max
HD (7) 9,04 8,24 3,03 5,09 13,95
HD und HBV (4) 8,96 8,94 7.3 2,29 15,68
HD und HCV (4) 14,65 14,04 8,57 6,92 23,61
HD und HBV und 12,79 12,79 7,86 7,23 18,35
HCV (2)
TLR3 intrazellular . .
CD14++CD16neg. MW Median SD Min Max
HD (7) 16,17 17,15 2,44 12,86 19,28
HD und HBV (4) 29,52 26,73 9,63 21,67 42,94
HD und HCV (4) 23,47 19,34 14,65 11,86 43,32
HD und HBV und HCV (2) 18,75 18,75 10,18 11,55 25,95
TLR3 intrazellular CD . .
14+CD16+ MW Median SD Min Max
HD (7) 18,03 18,77 3,13 11,76 20,91
HD und HBV (4) 37,09 35,04 12,45 26,42 51,86
HD und HCV (4) 29,95 28,3 19,04 11,34 51,86
HD und HBV und HCV (2) 26,55 26,55 18,69 13,34 39,77
TLR3 intrazellular CD16++ MW Median SD Min Max
HD (7) 18,65 20,54 4,61 10,94 23,5
HD und HBV (4) 30,67 27,03 13,52 18,60 50,03
HD und HCV (4) 31,58 33,32 19,21 10,55 49,14
HD und HBV und HCV (2) 28,76 28,76 20,05 14,59 42,94

7.6

Totale CD14 Expression MW Median SD Min Max
Gesunde (13) 458,44 453,16 59,06 378,55 577,72
Patienten mit 361,13 337,65 87,44 248,05 478,29
Glukokortikoidtherapie (8)

Patienten ohne 452,96 365,17 212,68 257,13 1064,99
Glukokortikoidtherapie (13)

Hamodialysepatienten (29) 450,29 433,23 92,21 352,27 798,63
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HLA-DR CD14+CD16+ MW Median SD Min Max
Gesunde (13) 5689,43 5376,12 1356,13  3924,19 9181,01
Patienten mit 3723,45 3822,94 1779,21  1333,52 6671,43
Glukokortikoidtherapie (8)

Patienten ohne 4520,41  4782,86  2455,33 784,39 8353,63
Glukokortikoidtherapie (13)

Hamodialysepatienten (29) 5063,91 5186,13 1908,16  1394,86 9646,62
HLA-DR CD16++ MW Median SD Min Max
Gesunde (13) 2583,87 2382,06 941,38 1618,02 5025,41
Patienten mit 1706,91 1670,69 1150,34 385,42 3491,15
Steroidtherapie (8)

Patienten ohne 2124,68 2246,79 1064,09 2,81 3522,69
Steroidtherapie (13)

Hamodialysepatienten 2315,1 2350,14 867,77 673,17 4782,86
(29)

TLR2 CD14++ MwW Median SD Min Max
Gesunde (13) 42,13 36,52 13,96 24.8 79,15
Patienten mit 35,02 31,05 14,80 18,77 64,36
Steroidtherapie (8)

Patienten ohne 49,44 37,86 36,57 16,85 143,3
Steroidtherapie (13)

Hamodialysepatienten 40,77 38,2 25,99 14,99 165,48
(29)

TLR2 CD14+CD16+ MwW Median SD Min Max
Gesunde (13) 106,73 96,47 23,26 67,32 147,22
Patienten mit 87,33 88,17 40,53 49,58 173,87
Steroidtherapie (8)

Patienten ohne 120,80 97,34 96,15 42,36 404,97
Steroidtherapie (13)

Hamodialysepatienten (29) 105,77 95,6 29,88 69,16 182,69
TLR4 CD14++ Mw Median SD Min Max
Gesunde (13) 21,72 20,54 8,34 12,63 45,32
Patienten mit 19,8 18,62 4,90 15,82 30,51
Steroidtherapie (8)

Patienten ohne 24,31 20,91 8,95 12,52 42,17
Steroidtherapie (13)

Hamodialysepatienten (29) 28,47 27,63 12,27 12,41 59,89
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7.7
7.7.1 Grundgesamtheit
Totale CD14 MW  Median  SD Min Max Zweiseitige
Expression Signifikanz p=
CRP < 0,5 (58) 418,01 399,54 99,63 257,13 791,48 0,521
CRP > 1,0 (22) 403,44 383,79 113,95 226,71 798,63
HLA-DR CD14++ | MW  Median ) Min Max Zweiseitige
Signifikanz p=
CRP < 0,5 (58) 649,07 601,59 289,8 89,77 1526,14 0,144
CRP > 1,0 (22) 556,45 575,13 285,9 130,97  1498,93
HLA-DR . . Zweiseitige
cpi4+cpie+ | MW Median sP Min Max signifikanz p=
CRP<0,5(58) |4709,89 491446 1999,64 68539  9646,62 0,202
CRP>1,0(22) |4168,43 3718,03 1901,25 784,39  7986,27
HLA-DR . . Zweiseitige
CD164++ MW Median SD Min Max Signifikanz p=
CRP<0,5(58) |[2583,2 2318,67 1496,15 12,41 8737,88 0,141
CRP>1,0(22) |1987,42 1976,63 894,11 2,81 3635,36
TLR2CD14++ | MW  Median SD Min Max Zweiseitige
Signifikanz p=
CRP <0,5(58) | 45,85 38,89 25,74 16,85 165,48 0,064
CRP>1,0(22) | 35,36 32,64 15,06 14,99 80,58
TLR2CD16++ | MW  Median SD Min Max Zweiseitige
Signifikanz p=
CRP<0,5(58) | 71,64 69,0 23,16 21,10 134,56 0,521
CRP>1,0(22) |68,14 63,93 26,08 7,23 122,98
TLR4 CD14++ MW Median SD Min Max Zweiseitige
Signifikanz p=
CRP<0,5(58) | 25,34 20,44 13,61 7,57 67,32 0,316
CRP>1,0(22) |27,65 23,71 12,89 8,74 57,25
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TLR 4 . . Zweiseitige
CD14+CD16+ MW Median Sb Min Max Signifikanz p=
CRP <0,5(58) | 25,52 18,90 19,30 5,33 108,43 0,655
CRP>1,0(22) | 28,42 21,45 24,34 4,61 112,4
TLR4CD16++ | MW  Median sD Min Max Zweiseitige
Signifikanz p=
CRP <0,5(58) | 23,46 18,81 21,18 1,75 119,71 0,755
CRP>1,0(22) | 26,15 14,30 32,10 1,00 118,64
Mittelwert CD Zweiseitige
1416 MW Median SD Min Max cweiseitige -
Signifikanz p=
Monozyten
CRP < 0,5 (58) 10,62 7,71 6,43 2,4 29,11 0,131
CRP >1,0(22) 11,89 10,20 5,08 4,13 22,18
7.7.2 Hamodialysepatienten
Totale CD14 MW  Median SD Min Max Zweiseitige
Expression Signifikanz p=
CRP <0,5 (18) 441,23 416,08 103,20 352,27 798,63 0,633
CRP>1,0 (8) 462,40 427,46 139,53 368,47 798,63
HLA-DR . . Zweiseitige
CD14++ MW Median SD Min Max Signifikanz p=
CRP <0,5 (18) 605,13 596,43 240,94 245,82 1009,04 0,897
CRP>1,0 (8) 601,62 597,61 211,99 210,02 922,24
HLA-DR . . Zweiseitige
coia+cDpie+ | MW Median SD Min Max Signifikanz p=
CRP <0,5 (18) 5403,23 5438,56  2187,2 1928,22  9646,62 0,515
CRP>1,0 (8) 4637,71 4858,85 1823,35 1539,93 7635,06
HLA-DR . , Zweiseitige
CD16++ MW Median SD Min Max Signifikanz p=
CRP <0,5 (18) 2497,0 2438,29 1142,93 982,17 4782,86 0,515
CRP>1,0 (8) 2073,09 2363,62 887,2 673,17 3428,91
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TLR2 CD14++ MW Median SD Min Max Zweiseitige
Signifikanz p=
CRP <0,5 (18) 47,47 33,98 41,85 24,14 165,48 0,460
CRP>1,0 (8) 33,99 31,21 12,74 14,99 56,74
TLR2 . . Zweiseitige
cpig+cpie+ | MW~ Median  SD Min Max  signifikanz p=
CRP <0,5 (18) 110,5 96,74 31,91 79,86 182,69 0,408
CRP>1,0 (8) 104,25 92,39 34,76 74,99 174,66
TLR2CD16++ | MW  Median SD Min Max Zweiseitige
Signifikanz p=
CRP <0,5 (18) 89,1 89,26 22,97 56,74 129,8 0,573
CRP>1,0 (8) 83,60 79,16 22,09 61,53 122,98
TLR4 CD14++ MW Median SD Min Max Zweiseitige -
Signifikanz p=
CRP <0,5 (18) 28,71 29,43 14,4 12,41 59,89 0,573
CRP>1,0 (8) 32,66 26,83 13,82 18,77 57,25
TLR4 . : Zweiseitige
cpia+cpigr | MW~ Median  SD Min Max signifikanz p=
CRP <0,5 (18) 39,43 36,38 27,02 15,54 108,43 0,762
CRP>1,0 (8) 41,36 26,9 35,48 10,65 112,40
TLR4 CD16++ MW Median SD Min Max Zweiseitige
Signifikanz p=
CRP <0,5 (18) 44,58 40,32 31,05 18,68 119,71 0,696
CRP>1,0(8) 47,49 31,17 46,53 3,00 118,64
Mittelwert CD Zweiseitige
1416 MW Median SD Min Max cwelseitige -
Signifikanz p=
Monozyten
CRP <0,5 (18) 13,16 15,08 6,94 3,98 21,74 0,460
CRP>1,0 (8) 15,37 15,80 4,44 8,43 21,15
Kreatinin in MW  Median SD Min Max Zweiseitige
mg/d| Signifikanz p=
CRP <0,5 (10) 7,59 7,64 4,29 0,94 14,64 0,669
CRP>1,0 (7) 8,54 8,36 1,59 5,92 10,31
7.7.3 chronisch Niereninsuffiziente
Totale CD14 MW  Median ) Min Max Zweiseitige
Expression Signifikanz p=
CRP <0,5 (14) 371,09 339,82 95,56 257,13 542,47 0,524
CRP>1,0(8) 385,75 365,17 104,33 266,55 552,32
HLA-DR . . Zweiseitige
CD14++ MW Median SD Min Max Signifikanz p=
CRP <0,5 (14) 521,06 432,76 304,76 145,9 1000,0 0,724
CRP>1,0 (8) 436,58 449,1 213,9 130,97 667,14
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HLA-DR . , Zweiseitige
cpig+cpie+ | MW Median  SD Min Max ___signifikanz p=
CRP <0,5(14) |[3753,35 4023,69 245258 889,65 7566,7 0,943
CRP>1,0 (8) 3870,85 3718,03 2687,97 784,39 7498,94
HLA-DR . : Zweiseitige
CD164++ MW Median SD Min Max Signifikanz p=
CRP <0,5(14) |2419,66 2393,18 1338,98 42551  4491,01 0,435
CRP>1,0 (8) 1987,94 2287,57 131840 2,81 3635,36
TLR2CD14++ | MW  Median SD Min Max Zweiseitige
Signifikanz p=
CRP <0,5 (14) | 29,93 26,45 12,55 16,85 55,73 0,943
CRP>1,0 (8) 30,23 25,48 13,26 16,85 50,48
TLR2 . . Zweiseitige
coia+cpie+ | MW Median SD Min Max Signifikanz p=
CRP <0,5(14) | 74,99 73,78 27,46 42,36 127,49 0,943
CRP>1,0 (8) 77,55 64,94 31,21 46,98 122,98
TLR2 CD16++ MW Median SD Min Max Zweiseitige
Signifikanz p=
CRP <0,5(14) |51,24 52,59 16,98 21,1 77,04 0,833
CRP>1,0 (8) 52,09 57,77 32,51 7,23 86,21
TLR4 CD14++ MW Median SD Min Max Zweiseitige
Signifikanz p=
CRP <0,5 (14) | 18,02 18,02 5,67 11,44 29,69 0,354
CRP>1,0 (8) 24,29 18,77 10,49 17,15 42,17
TLR4 . . Zweiseitige
CD14+CD16+ MW Median SD Min Max Signifikanz p=
CRP <0,5(14) [ 16,12 12,52 8,77 9,22 34,6 0,093
CRP>1,0 (8) 23,15 18,02 11,41 1358 40,32
TLR4 CD16++ MW Median SD Min Max Zweiseitige
Signifikanz p=
CRP <0,5(14) | 1255 7,86 10,44 5,05 35,87 0,222
CRP>1,0 (8) 13,51 10,51 6,27 8,2 23,93
Mittelwert L -
CD1416 MW Median SD Min  Max 2Weiseitige Signifikanz
Monozyten p=
CRP <0,5(13) | 11,95 11,88 6,12 3.3 19,05 0,343
CRP>1,0 (8) 8,6 7,37 3,65 413 13,79
Kreatinin in MW Median ) Min Max _ngllsemge_
mg/d| Signifikanz p=
CRP <0,5(14) | 4,78 4,87 2,54 1,42 88 0,943
CRP>1,0 (8) 5,06 4,62 2,61 1,78 85
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7.7.4 Nierentransplantierte
Zweiseitige
Totale CD14 MW  Median  SD Min Max Signifikanz p=
Expression
CRP <0,5 (21) 396,86 381,97 97,06 296,93 685,39 0,569
CRP>1,0 (5) 353,82 349,12 89,89 226,71 478,29
Zweiseitige
HLA-DR . . s _
CD14+CD16+ MW Median SD Min Max Signifikanz p=
CRP <0,5 (21) 4584,12  4826,07 1786,19  1280,62  7498,94 0,121
CRP>1,0 (5) 3128,1 3205,23 325,79 2738,42  3459,89
Zweiseitige
HLA-DR . : o _
CD164++ MW Median SD Min Max Signifikanz p=
CRP <0,5 (21) 2517,35 2016,91 1591,10 1241 5725,49 0,278
CRP>1,0 (5) 1691,51 134557 827,52 1094,11  3105,9
Zweiseitige
TLR4 CD14++ MW Median SD Min Max Signifikanz p=
CRP <0,5 (21) 30,62 28,9 16,74 7,57 67,32 0,278
CRP>1,0 (5) 21,93 23,08 13,11 8,74 42,17
TLR4 Zweiseitige
CD14+CD16+ MwW Median SD Min Max Signifikanz p=
CRP <0,5 (21) 30,06 26,69 19,43 6,49 73,65 0,224
CRP>1,0 (5) 19,47 20,44 14,2 4,61 40,86
Zweiseitige
TLR4 CD16++ MW Median SD Min Max Signifikanz p=
CRP <0,5 (21) 25,90 23,71 17,73 2,93 63,78 0,200
CRP>1,0 (5) 14,67 13,95 10,92 1,0 30,23
Mittelwert Zweiseitige
CD1416 MW Median SD Min Max Signifikanz p=
Monozyten
CRP <0,5 (21) 11,76 9,63 7,43 3,03 29,11 0,659
CRP>1,0 (5) 8,5 9,7 2,02 5,66 10,32
Kreatinin in Zweiseitige
MwW Median SD Min Max Signifikanz p=
mg/dl
CRP <0,5 (21) 1,76 1,64 0,73 0,85 3,55 0,121
CRP>1,0 (5) 2,40 2,58 0,90 1,36 3,47
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7.8
7.8.1 Grundgesamtheit
Zweiseitige
Totale CPM MW Median SD Min Max Signifikanz p=
Expression
Kreatinin 1,3- 422,29 378,56 168,43 257,13  1064,99 0,764
2,99 mg/dl (22)
Kreatinin >3 410,83 366,82 106,05 254,83 637,8
mg/dl (20)
Zweiseitige
HLA-DR CD14++ MwW Median SD Min Max Signifikanz p=
Kreatinin 1,3- 610,52 549,16 283,6 2148 1274,88 0,824
2,99 mg/dl (22)
Kreatinin >3 612,13 567,51 291,07 130,97 1186,37
mg/dl (20)
Zweiseitige
HLA-DR . . e _
CD14+CD16+ MW Median SD Min Max Signifikanz p=
Kreatinin 1,3-2,99 | 4770,2 4959,87  1983,21 1730,94 8353,63 0,958
mg/dl (22)
Kreatinin >3 4772,40 5003,07 1978,36 784,39 7566,7
mg/dl (20)
Zweiseitige
HLA-DR CD16++ MW Median SD Min Max Signifikanz p=
Kreatinin 1,3-2,99 | 2544,78 2063,58  1358,26 763,51 5725,49 0,565
mg/dl (22)
Kreatinin >3 2359,77 2363,62  1130,07 2,81 4826,07
mg/dl (20)
Zweiseitige Signifikanz
TLR2 CD14++ MW Median SD Min Max p=
Kreatinin 1,3-2,99 | 47,59 39,97 29,58 16,85 143,30 0,834
mg/dl (22)
Kreatinin >3 40,4 38,37 19,65 14,99 102,74
mg/dl (20)
TLR2 Zweiseitige
CD14+CD16+ MW Median SD Min Max Signifikanz p=
Kreatinin 1,3-2,99 | 110,7 97,82 72,55 42,36 404,97 0,418
mg/dl (22)
Kreatinin >3 104,83 104,87 38,43 37,86 204,43
mg/dl (20)
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Zweiseitige
TLR2 CD16++ MW Median SD Min Max Signifikanz p=
Kreatinin 1,3-2,99 | 78,4 64,39 58,73 211 317,65 0,129
mg/dl (22)
Kreatinin >3 78,78 79,16 31,75 7,23 129,8
mg/dl (20)
Zweiseitige
TLR4 CD14++ MW Median SD Min Max Signifikanz p=
Kreatinin 1,3-2,99 | 28,81 25,75 1553 7,57 67,32 0,814
mg/dl (22)
Kreatinin >3 29,21 28,64 12,47 2,74 59,89
mg/dl (20)
TLR4 _ _ _ngi_seitige
CD14+CD16+ MW Median SD Min Max Signifikanz p=
Kreatinin 1,3-2,99 | 27,14 23,61 17,5 6,49 73,65 0,601
mg/dl (22)
Kreatinin >3 30,98 22,98 22,37 1,6 108,43
mg/dl (20)
Zweiseitige
TLR4 CD16++ MW Median SD Min Max Signifikanz p=
Kreatinin 1,3-2,99 | 22,47 20,6 15,59 2,93 63,78 0,865
mg/dl (22)
Kreatinin >3 27,51 17,74 27,57 1,0 119,71
mg/dl (20)
Mittelwert Zweiseitige
CD1416 MW Median SD Min Max Signifikanz p=
Monozyten
Kreatinin 1,3-2,99 | 9,92 7,55 5,66 3,2 20,59 0,427
mg/dl (22)
Kreatinin >3 11,24 11,06 5,43 3,66 22,14
mg/dl (20)
7.8.2 Chronisch Niereninsuffiziente
Zweiseitige
Totale CDM MW Median SD Min Max Signifikanz p=
Expression
Kreatinin 1,3-2,99 | 498,64 427,94 288,94 257,13  1064,99 1,000
mg/dl (6)
Kreatinin >3 437,32 407,13 105,1 330,77 572,55
mg/dl (8)
Zweiseitige
HLA-DR CD14++ MW Median SD Min Max Signifikanz p=
Kreatinin 1,3-2,99 | 580,57 491,45 301,0 339,82 1144,44 0,491
mg/dl (6)
Kreatinin >3 704,09 601,64 359,7 218,7  1186,37
mg/dl (8)
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Zweiseitige
HLA-DR . - S nif -
CD14+CD16+ MW Median SD Min Max Signifikanz p=
Kreatinin 1,3-2,99 | 5218,11 5193,77 2569,97 1730,94 8353,63 0,950
mg/dl (6)
Kreatinin >3 5079,9 5003,07 1952,54 1439,47  7566,7
mg/dl (8)
Zweiseitige
HLA-DR CD16++ MW Median SD Min Max Signifikanz p=
Kreatinin 1,3-2,99 | 2280,47 2262,8 1117,09  1069,79 3635,36 0,662
mg/dl (6)
Kreatinin >3 2749,28 2777,89 118598 873,79 4826,07
mg/dl (8)
Zweiseitige
TLR2 CD14++ MW Median SD Min Max Signifikanz p=
Kreatinin 1,3-2,99 | 48,99 30,23 47,60 16,85 143,3 0,491
mg/dl (6)
Kreatinin >3 48,13 43,06 26,18 19,63 102,74
mg/dl (8)
TLR2 Zweiseitige
CD14+CD16+ MW Median SD Min Max Signifikanz p=
Kreatinin 1,3-2,99 | 132,52 85,03 137,29 42,36 404,97 0,662
mg/dl (6)
Kreatinin >3 110,78 109,33 48,65 37,86 204,43
mg/dl (8)
Zweiseitige
TLR2 CD16++ MW Median SD Min Max Signifikanz p=
Kreatinin 1,3-2,99 | 95,69 54,51 110,86 21,10 317,65 0,491
mg/dl (6)
Kreatinin >3 71,31 69,16 24,93 26,66 109,41
mg/dl (8)
Zweiseitige
TLR4 CD14++ MW Median SD Min Max Signifikanz p=
Kreatinin 1,3-2,99 | 22,09 20,26 8,01 12,52 35,23 0,662
mg/dl (6)
Kreatinin >3 24,58 22,63 7,56 14,99 34,29
mg/dl (8)
TLR4 _ _ _ngi_seitige
CD14+CD16+ MW Median SD Min Max Signifikanz p=
Kreatinin 1,3-2,99 | 18,64 16,71 7,96 9,82 31,48 0,662
mg/dl (6)
Kreatinin >3 19,88 20,45 4,41 14,07 27,38

mg/dl (8)
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Zweiseitige
TLR4 CD16++ MW Median SD Min Max Signifikanz p=
Kreatinin 1,3-2,99 | 13,67 13,7 6,66 5,35 22,27 0,662
mg/dl (6)
Kreatinin >3 14,44 15,2 3,99 8,43 20,54
mg/dl (8)
Mittelwert Zweiseitige
CD1416 MW Median SD Min Max Signifikanz p=
Monozyten
Kreatinin 1,3-2,99 | 9,07 6,54 5,38 5,05 18,81 0,836
mg/dl (6)
Kreatinin >3 9,27 8,28 4,54 3,66 14,85
mag/dl (7)
Zweiseitige
CRP in mg/dl MW Median SD Min Max Signifikanz p=
Kreatinin 1,3-2,99 | 0,75 0,75 025 05 1,1 0,755
mg/dl (6)
Kreatinin >3 0,66 0,6 0,17 04 0,9
mg/dl (8)
7.8.3 Nierentransplantierte
Zweiseitige
Totale CD14 MW Median SD Min Max Signifikanz p=
Expression
Kreatinin 1,3-2,99 393,65 370,16 93,17 307,81 685,39 0,064
mg/dl (16)
Kreatinin >3 mg/dl (3) | 300,29 296,93 47,23 254,83 349,12
Zweiseitige
HLA-DR CD14++ MW Median SD Min Max Signifikanz p=
Kreatinin 1,3-2,99 621,76 598,91 286,19 2148 1274,88 0,793
mg/dl (16)
Kreatinin >3 mg/dl (3) | 551,21 557,31 30,02 518,61 577,72
Zweiseitige
HLA-DR . : e _
CD14+CD16+ MW Median SD Min Max Signifikanz p=
Kreatinin 1,3-2,99 4602,23  4959,87  1787,3 2100,22  7498,94 0,559
mg/dl (16)
Kreatinin >3 mg/dI 3686,05 3459,89 878,51 2942,73  4655,53
3)
Zweiseitige
HLA-DR CD16++ MW Median SD Min Max Signifikanz p=
Kreatinin 1,3-2,99 2643,9 2055,25  1458,91 763,51 5725,49 0,211
mg/dl (16)
Kreatinin >3 mg/dl 1745,73  1094,11  1153,95 1064,99  3078,09
3)
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Zweiseitige
TLR2 CD14++ MW Median SD Min Max Signifikanz p=
Kreatinin 1,3-2,99 47,06 41,99 21,65 20,54 96,47 0,171
mg/dl (16)
Kreatinin >3 mg/dl 29,96 26,18 7,77 24.8 38,89
Q -
Zweiseitige
TLR2 CD14+CD16+ MW Median SD Min Max Signifikanz p=
Kreatinin 1,3-2,99 102,52 97,82 28,69 62,64 168,49 0,421
mg/dl (16)
Kreatinin >3 mg/dl 90,48 74,32 34,23 67,32 129,8
3)
Zweiseitige
TLR2 CD16++ MW Median SD Min Max Signifikanz p=
Kreatinin 1,3-2,99 71,92 67,32 23,82 35,55 134,56 0,875
mg/dl (16)
Kreatinin >3 mg/dl 72,88 66,71 28,21 48,26 103,66
3)
Zweiseitige Signifikanz
TLR4 CD14++ MW Median SD Min Max p=
Kreatinin 1,3-2,99 | 31,33 31,39 17,07 7,57 67,32 0,303
mg/dl (16)
Kreatinin >3 19,26 23,71 14,81 2,74 31,34
mg/dl (3)
TLR4 Zweiseitige Signifikanz
CD14+CD16+ MW Median SD Min Max p=
Kreatinin 1,3-2,99 | 30,32 25,2 19,18 6,49 73,65 0,359
mg/dl (16)
Kreatinin >3 17,06 22,88 1352 1,6 26,69
mg/dl (3)
Zweiseitige Signifikanz
TLR4 CD16++ MW Median SD Min Max p=
Kreatinin 1,3-2,99 | 25,77 23,8 16,82 2,93 63,78 0,211
mg/dl (16)
Kreatinin >3 12,96 18,94 10,36 1,0 18,94
mg/dl (3)
Mittelwert Zweiseitige Signifikanz
CD1416 MW Median SD Min Max p=
Monozyten
Kreatinin 1,3-2,99 | 10,24 7,69 59 3,2 20,59 0,109
mg/dl (16)
Kreatinin >3 15,11 12,88 6,22 10,32 22,14

mg/dl (3)
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Zweiseitige Signifikanz

CRP in mg/dl MW Median SD Min Max p=

Kreatinin 1,3-2,99 | 0,48 0,3 0,35 0,3 1,4 0,421
mg/dl (16)
Kreatinin >3 0,73 0,9 0,38 0,3 1,0
mg/dl (3)
7.9
HLA-DR CD14+CD16+ MW Median SD Min Max
Hamodialysepatienten (29) 5063,91 5186,13 1908,16 1394,86 9646,62
Nierentransplantierte und 3675,01 3640,14 751,86 2617,99 4531,58
nach AbstoBung wieder
Dialysierte (6)
Nierentransplantierte (28) 4300,93 3928,16 1641,68 1280,62 7498,94
TLR2 CD14++ MW Median SD Min Max
Hamodialysepatienten (29) 40,77 38,2 25,99 14,99 165,48
Nierentransplantierte und 40,03 28,89 23,37 20,54 70,41
nach AbstoBung wieder
Dialysierte (6)
Nierentransplantierte (28) 49,53 41,99 24,79 20,54 104,6
Mittelwert CD1416 Zellen MW Median SD Min Max
Hamodialysepatienten (29) 13,16 14,69 5,54 2,23 21,74
Nierentransplantierte und 13,86 14,47 6,25 4,89 20,98
nach AbstoBung wieder
Dialysierte (6)
Nierentransplantierte (28) 10,88 8,72 6,71 3,03 29,11
HLA-DR CD14++CD16neg. | Mw Median SD Min Max
Hamodialysepatienten (29) 625,63 655,25 218,13 210,02 1009,04
Nierentransplantierte und nach
AbstoRung wieder Dialysierte (6) 384,58 336,03 228,30 184,34 798,63
Nierentransplantierte (28) 607,33 577,72 246,61 214,80 1274,88
HLA-DR CD14+CD16++ MW Median SD Min Max
Hamodialysepatienten (29) 2315,10 2350,14 867,77 673,17 4782,86
Nierentransplantierte und
nach Abstofung wieder 156580 1589,19 390,24 905,80  2109,69
Dialysierte (6)
Nierentransplantierte (28) 2336,76  1835,17 1444,74 12,41 5725,49
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TLR4 intrazellular . .
CD14++CD16neg. MW Median SD Min Max
Hamodialysepatienten (29) 28,47 27,63 12,27 12,41 59,89
Nierentransplantierte und
nach AbstoBung wieder 16,17 11,73 983 791 2943
Dialysierte (6)
Nierentransplantierte (28) 28,09 25,63 16,20 2,74 67,32
7.12
Zweiseitige
HLA-DR CD14++ MW Median SD Min Max Signifikanz p=
Vor HD (5) 814,84 820,47 481,8 339,82 1512,47 0,068
Nach HD (5) 367,78 358,66 136,12 162,53 518,61
Zweiseitige
HLA-DR . : e _
CD14+CD16+ MW Median SD Min Max Signifikanz p=
Vor HD (5) 5063,36  5232,99 1597,82 2750,76  6792,53 0,80
Nach HD (5) 4395,28  4255,07 1703,15 2713,90 6493,82
Zweiseitige
HLA-DR CD16++ MW Median SD Min Max Signifikanz p=
Vor HD (5) 1870,99 1610,76 850,34 930,57 2813,32 0,893
Nach HD (5) 2029,78  2196,83 526,08 1394,86  2617,99
Zweiseitige
TLR2 CD14++ MW Median SD Min Max Signifikanz p=
Vor HD (5) 44,34 44,11 19,36 23,08 66,71 0,225
Nach HD (5) 30,16 27,14 7,21 22,67 38,2
Zweiseitige
TLR2 CD16++ MW Median SD Min Max Signifikanz p=
Vor HD (5) 65,44 77,04 36,22 20,54 107,95 0,686
Nach HD (5) 71,66 54,25 40,71 34,6 133,95
Zweiseitige
TLR4 CD14++ MW Median SD Min Max Signifikanz p=
Vor HD (5) 43,78 26,66 31,82 23,93 98,22 0,50
Nach HD (5) 58,94 43,71 49,79 14,99 139,49
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Zweiseitige
TLR4 CD16++ MW Median SD Min Max Signifikanz p=
Vor HD (5) 14,37 5,0 17,68 3,05 44,91 0,345
Nach HD (5) 23,83 10,5 31,99 1,82 79,86
Zweiseitige
Totale CDM MW Median SD Min Max Signifikanz p=
Expression
Vor HD (5) 536,17 593,52 89,13 42551 609,76 0,50
Nach HD (5) 475,68 486,97 89,88 371,80 598,89
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Deutschen Arbeitsgemeinschaft fiir Klinische Nephrologie
(DAGKN).

Engagement

Organisation einer Medikamentenspende an das Vaiola
Hospital, Tonga

FuBballtrainer in der Jugendabteilung beim SV Pullach
Teilnahme am bilingualen internationalen
Betriebswirtschaftlichem Fernplanspiel ,,Economic Summit*

des Bildungswerkes der bayerischen Wirtschaft e.V.

Sprachkenntnisse

Deutsch: Muttersprache

Englisch: FlieRend in Wort und Schrift
Spanisch: Grundkenntnisse

EDV-Kenntnisse
Microsoft Office-Paket, SPSS, InForm 4.5 und CTMS
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