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ZUSAMMENFASSUNG
Bedeutung der Zink-Protoporphyrin-Bestimmung fiir die Steuerung
der Eisensubstitution bei Himodialysepatienten mit renaler Animie.

Gregor Kurp
In der vorliegenden Arbeit sollte die Frage geklart werden, ob Zink-Protoporphyrin
(ZnPP) zur Steuerung der Eisentherapie bei Dialysepatienten mit renaler Anédmie
der Bestimmung von Ferritin und Transferrinsittigung {iberlegen ist.
Analysiert wurde der Einfluss einer dreiwochigen, parenteralen Eisentherapie
(Eisen(11I)-Natrium-Glukonat-Komplex: 0,5 mg/kgKG Ferrlecit” i.v.) auf die
Zellindizes der Retikulozyten (MCVr, MCHr) und Erythrozyten (MCV, MCH),
bezogen auf die Ausgangswerte von ZnPP, Ferritin und Transferrinsittigung.
Zusitzlich wurde der Zusammenhang zwischen der Erythropoetindosis und den
Eisenstoffwechselparameter untersucht.
In die Untersuchung eingeschlossen wurden 181 Dialysepatienten (Ferritin < 1000
ug/l). Ein Monat vor Beginn der Studie wurde die Eisentherapie abgesetzt, die
Erythropoetindosis (n=127 Patienten) nicht gedndert. In Abhéngigkeit von dem
Eisenstoffwechselparameter zeigte sich bei 24,9 bis 44,8 % der Patienten ein
Eisenmangel. Zwischen den Eisenstoffwechselparametern Ferritin,
Transferrinsittigung, ZnPP und dem MCV und MCH der Erythrozyten und der
Retikulozyten vor Beginn der Eisentherapie bestand eine signifikante Korrelation
als Hinweis fiir die Bedeutung der Eisenverfiligbarkeit flir die Zellmorphologie (p <
0,06-0,001). Nur bei 23 (12,7%) von 181 Patienten wurde nach Eisengabe ein
signifikanter Anstieg der Retikulozytenanteil (A>20%o) beobachtet (p<0.001).
Zwischen Patienten mit signifikantem und geringem Retikulozytenanstieg waren
die Eisenstoffwechselparameter nicht signifikant unterschiedlich (n.s.).
Der MCH-Anstieg nach Eisengabe war bei Patienten mit einem MCHretis < 28 pg
grofBer als bei Patienten mit einem MCHretis > 28 pg (A 3,1£2,5 versus A 1,1£2,0
pg, p<0.001). Zwischen Anderung der Retikulozytenzellindizes (A MCHretis) und
Ferritin, Transferrinséttigung sowie ZnPP zeigte sich eine signifikante Beziehung
(p<0.01). Die Zellindizes @nderten sich nach Eisengabe sowohl in den Gruppen mit
erniedrigter, normaler als auch erhohter Konzentration von Ferritin, Transferrin
sowie ZnPP. Das AusmaB der Anderung stand im Gegensatz zu Ferritin mit ZnPP
und  Transferrinséttigung in  Beziehung. Die  Beziehung zwischen
Erythropoetindosis und Eisenstoffverfiigbarkeit war deutlicher fiir ZnPP als fiir
Transferrinsittigung und Ferritin (ZnPP von <30 pmol/mol Hidm EPO-Verbrauch
55,2461 i.E./kg Woche, ZnPP 30-60 umol/mol Him 79,1+66 i.E./kg Woche, ZnPP
>60 pmol/mol Ham 109,0+98 i.E. kg/Woche, p<0,03). Ein hohes ZnPP geht somit
mit einem hohen EPO-Verbrauch einher, unklar ist dabei, ob ein hohes ZnPP Folge
einer hochdosierten EPO-Therapie ist oder umgekehrt ein hohes ZnPP aufgrund
der Eisenverfiigbarkeitsstorung zu einer hohen EPO-Dosis fiihrt.
Die Ergebnisse zeigen, dass Patienten ohne Hinweis auf einen Eisenmangel
ebenfalls auf eine Eisentherapie ansprechen. Die ZnPP-Bestimmung hilft jedoch
nicht weiter, die Patienten zu selektionieren, die trotz normaler oder erhohter
Ferritinkonzentration auf eine Eisentherapie ansprechen.
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Abkiirzungen

EPO Erythropoetin

EPO-Patienten Patienten die mit rHu-EPO behandelt wurden.

EPO/KG/W rHu-EPO Dosis pro KgKG und Woche

Fe Eisen

Hb Héamoglobin

MCH Hiamoglobingehalt pro Erythrozyt

MCHC Mittlere korpuskuldre Himoglobinkonzentration

MCV Mittleres korpuskulédres Volumen

MCHeretis (CHr) Himoglobingehalt der Retikulozyten

MCHCretis mittlere korpuskuldre Hamoglobinkonzentration in
Retikulozyten

MCVretis Mittleres korpuskuldres Volumen in Retikulozyten

rHu-EPO rekombinantes Humanes Erythropoetin

T.-Sétt. Transferrin-Séttigung

TEBK Totale Eisenbindungskapazitit

ZnPP Zink-Protoporphyrin



1.0  Einleitung

Die Behandlung der renalen Anidmie stellt eine therapeutische
Herausforderung  fiir die  Nephrologie dar. Die vorwiegend
hyporegenerative, hypochrome und mikrozytére Anidmie bei relativem oder
absolutem Erythropoetinmangel” ist oft mit anderen Animieformen
assoziiert. Verkiirzte Uberlebenszeit der Erythrozyten, Hemmung der
Erythropoese durch im wurdmischen Plasma befindliche Hemmstoffe,
Eisenmangelzustinde aufgrund des vermehrten Blutverlustes sind weitere
wichtige dtiologische Faktoren der renalen Andmie, die bei den Patienten
unterschiedlich ausgeprigt sein konnen®'.

Mit der gentechnologischen Herstellung von rekombinantem humanen
Erythropoetin (rHu-EPO) ist eine kausale Behandlung der renalen Anidmie
moglich geworden. Diese Therapie flihrt zu Verdnderungen im
Eisenstoffwechsel, die auf die gesteigerte Erythropoese zuriickgefiihrt

werden konnen™.

Die Entwicklung eines funktionellen oder absoluten
Eisenmangels kann daher ein wesentlicher Grund fiir eine verminderte
Ansprechbarkeit auf die rHuEPO-Therapie sein.

Leider zdhlen die Eisenstoffwechselstorungen, insbesondere der
Eisenmangel, bis heute zu den am hdufigsten iibersehenen oder in der
Labordiagnostik fehlgedeuteten Erkrankungen'®~*. Dies liegt insbesondere
daran, dass die in der konventionellen Diagnostik angewandten Parameter
lediglich (und leider nicht fehlerfrei) verschiedene Eisenkompartimente
widerspiegeln, ohne Auskunft {iber die Verfiigbarkeit des Eisens fiir die
Hamatopoese zu geben.

Ferritinwerte (Speichereisen) und Transferrinséttigung (Transporteisen)
zeigen noch vor Auftreten von Eisenmangelsymptomen ein absolutes
Eisendefizit sehr verldsslich an. Wihrend falsch niedrige Ferritinwerte (im
Bereich <30 pg/l) praktisch nicht vorkommen, sind erhohte Ferritinwerte
relativ unspezifisch. Bei chronisch entziindlichen und neoplastischen
Prozessen wurde neben einem Abfall von Himoglobin, MCV und MCH ein

paradoxer Ferritinanstieg ohne quantitative Relation zum Reserveeisen



beobachtet'™’.  Eine korrekte Interpretation der Erhohung der
Ferritinkonzentration als Zeichen einer  Eiseniiberladung (z.B.
Hamochromatose) ist daher erst nach detaillierter Analyse der individuellen

pathologischen Konstellation moglich.

Lediglich 0,05g von 2-3 g Gesamtkdrpereisen ist an Transferrin gebunden
und steht fiir Erythropoese (tdgliche Bedarf ca. 0,03g) zur Verfiigung.
Insbesondere der unter anderem durch zirkadiane Rhythmus und
Nahrungsaufnahme schwankende Eisenspiegel im Serum fiihrt zu einer
Variabilitit der Transferrinsdttigung. Daher ist eine standardisierte
Blutentnahme zu festen Zeiten d.h. morgens frith und niichtern, weiterhin
ein sofortiges Einfrieren des Serums sowie zusdtzliche Voruntersuchungen
(CRP, BSG) zur Beurteilung des Eisenstoffwechsels unabdingbar.

Besondere praktische Bedeutung fiir die Untersuchung einer
eisendefizitiren FErythropoese scheint das eisenfreie Erythrozyten-
Protoporphyrin zu haben, dessen Messung durch eine einfache
fluorimetrische Methode erleichtert wurde. Mit dieser Methode wird das
Protoporphyrin gemessen, das statt mit Eisen mit Zink verbunden ist. Das
Ergebnis wird in Form des Quotienten Zinkprotoporphyrin/Hdm angegeben.
Zink-Protoporphyrin ~ (ZnPP)  konnte indirekt als Mall  der
Verfiigbarkeit des Eisens fiir Him- und Erythropoiese
angesehen werden. In mehreren Studien konnte ein pradikativer Wert der

ZnPP zur Erfassen der Eisenmangelandmie nachgewiesen werden.

Schwerpunkt der vorliegenden Arbeit ist es, das Zink-Protoporphyrin
(ZnPP) als Screeningsparameter zur Steuerung der Eisentherapie oder der
Eisensubstitution bei Dialysepatienten zu untersuchen.

Es soll die Frage beantwortet werden, ob die ZnPP-Bestimmung den
»etablierten* Eisenstoffwechselparametern Ferritin und Transferrinséttigung
zur Steuerung der Eisentherapie bei Dialysepatienten iiberlegen ist.

Ein ausgepridgter Eisenmangel fithrt zu einer mikrozytiren und

hypochromen Andmie. Bei Eisenminderversorgung werden die neu



gebildeten Retikulozyten und Erythrozyten mit weniger Hémoglobin
beladen, was sich heute mittels Flow-Zytometrie erfassen ldsst, wenn zur
Bestimmung des Blutbildes ein Technikon-Analysator (H*3, Bayer
Diagnostic, Miinchen) verwandt wird”. Ein Eisenmangel kann durch eine
Hiamoglobinkonzentrationssenkung in den Erythrozyten (MCH) bzw.
Retikulozyten (MCHr) ermittelt werden. Eine Mikrozytose und
Hypochromie der Erythrozyten wurde daher in den vorliegenden Studien als

Hinweis auf Eisenmangel interpretiert.

Im ersten Teil der Arbeit wurde bewiesen, dass erhdohte ZnPP-Werte mit
Mikrozytose und Hypochromie der Retikulozyten und Erythrozyten
einhergehen.Eine Normalisierung der morphologischen Blutparameter nach

parenteraler Eisengabe erlaubt die Diagnose ex juvantibus des Eisenmangel.

Im zweiten Teil der Arbeit wurde bei Patienten, die bei erhohter
Ferritinkonzentration und erhéhter Transferrinséttigung auf eine parenterale
Eisengabe mit einem  Anstieg der mittleren korpuskuldren
Héamoglobinkonzentration des Erythrozyten und Retikulozyten reagieren,

der pradikativen Wert von ZnPP analysiert.

Weiter soll die Frage beantwortet, ob durch die ZnPP-Bestimmung bei der
Patienten mit erhohten Ferritinkonzentration solche rekrutieren werden

konnen, die von einer Eisentherapie profitieren.



2.0 Renale Animie
Pathophysiologie, Diagnostik und Therapievorschlige

2.1  Eisenstoffwechsel*****%

Eisen ist als Spurenelement unentbehrlich fiir alle Lebewesen und ist in
jeder Zelle des menschlichen Organismus vorhanden. Als Bestandteil des
Hidmoglobins und des Myoglobins ist es am Sauerstofftransport im Blut und
an der Speicherung in der Muskulatur beteiligt.

Ein gesunder Erwachsener besitzt etwa 3-5 g Eisen. Die physiologischen
Verluste sind duBerst gering (Méanner < 1 mg/d, Frauen < 2 mg/d, d.h. 400 -
800 mg/Jahr) und werden durch Resorption aus der Nahrung ausgeglichen.
Die Eisenverluste bei Dialysepatienten sind dagegen durch zusitzliche
Blutverluste wesentlich groBer und liegen zwischen 1000 und 2000 mg im
Jahr**.

Die tégliche Eisenaufnahme mit der Nahrung betréigt nach Untersuchungen
der Weltgesundheitsorganisation etwa 10-30 mg, von der bei Gesunden nur
bis 10 % absorbiert wird. Die Absorption des Nahrungseisens erfolgt
hauptsdchlich im Duodenum und mit abnehmender Effektivitit im distalen
Diinndarm. Die intestinale Eisenaufnahme wird iiber die Mucosazellen
reguliert. Bei der Senkung oder Erschopfung der Eisenspeicher erfolgt eine
fast ungehinderte Passage des Eisens vom Darmlumen durch die
Mucosazellen in das Plasma. Sind die Eisendepots iiberladen, wird Eisen in
Form von Ferritin in der Darmmucosazelle zuriickgehalten.
Aufgenommenes Eisen verbleibt in einem praktisch geschlossenen System.
Der Organismus hat nach Auffiillung der Depots keine Mdglichkeit, Eisen
durch erhohte Extraktion zu eliminieren oder in einer unschidlichen Form

abzulagern™.
Das Gesamtkorpereisen ist praktisch auf zwei gro3e Kompartiments verteilt:

Reserve-Eisenpool und Funktion-Eisenpool. Um die toxische Wirkung von

Eisenionen auszuschlieBen, wird in allen biologischen Systemen der Pool
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freien Eisens moglichst gering gehalten®. Im Organismus wird Eisen an
verschiedene Proteine gebunden oder in diese inkorporiert. Ungefdhr 70 %
des Korpereisenbestandes befindet sich in den Erythrozyten im
Himoglobin. Im Myoglobin sind etwa 100-300 mg Eisen enthalten. In
Enzymen ist weniger als 100 mg Eisen gebunden. In Transport- und

Speicherproteinen sind rund 1000 mg Eisen eingebaut.

Der Transport des Eisens zwischen den Kompartimenten erfolgt iiber ein
spezifisches Protein, das Transferrin. Es bindet beinahe das ganze
Serumeisen. Das Transferrin wird in der Leber gebildet und verteilt sich zu
gleichen Teilen im Plasma sowie im Extrazellularraum. Jedes Molekiil
bindet zwei Eisenatome, von der Gesamtmenge ist etwa ein Drittel des
Transferrins mit Eisen geséttigt. Die Transferrinsattigung wird stets von drei
Faktoren beeinflusst:

1. Transferrinspiegel

2. Freisetzung des Eisens aus dem Speicher oder Resorption im Darm

3. Verbrauch des Eisens in transferrinrezeptorhaltigen Zellen.

Der Transferrin-Eisen-Komplex wird iiber spezifische Rezeptoren auf der
Zelloberfliche gebunden wund durch Endozytose ins Zellinnere
aufgenommen. Alle kernhaltigen Zellen des Organismus konnen
Transferrinrezeptoren bilden. Die Eisengabe erfolgt im Zytosol. Hier
werden Eisenionen in Zellferritin und Hdmosiderin gespeichert. In den
Retikulozyten wird das Eisen in Mitochondrien transportiert, wo die
Hambildung stattfindet.

Bei gesunden Menschen spiegelt das Serumferritin die intrazelluldre
Eisenspeicherung (Reserve-Eisenpool) korrekt wider. Die
Serumeisenkonzentration ist dagegen kein Parameter der Eisenspeicherung.
Die Speicherung durch Ferritin ist reversibel; Eisen kann bei erhohtem
Bedarf relativ rasch aus Ferritin abgegeben und reutilisiert werden.

Hingegen ist die Eisenbindung an intrazelluldres Hdmosiderin weitgehend
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irreversibel. Eisenbindung an Hadmosiderin stellt einen Eisenverlust “nach

innen” dar.

Transporteisen
(Transferrin)
1%

Knochenmark
9%

Speichereisen
(Ferritin)
21%

Gewebeeisen
5%

Eisenaustausch
zwischen den Kompartiments
ca. 30 mg/die

Héamoglobin
64%

Abbildung 1: Planimetrische Darstellung der Eisenkompartiments,
modifiziert nach Werner (1981), Roth (1986), Kaltwasser (1991),
Griitzmacher (1992)

2.2. Die wichtigsten Aspekte der Erythropoese.

2.2.1. Erythropoetin

Erythropoetin ist ein Glykoproteidhormon’®"

, das der Gruppe der
hamatologischen Wachstumfaktoren angehort. Das endogene Erythropoetin
wird iiberwiegend in den Nieren, etwa 10-15% in der Leber und in geringer
Menge in Makrophagen™ gebildet.

Die normale Serumkonzentration des endogenen Erythropoetin betrdgt bei

Menschen 13-28 mU/ml.
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Die Elimination aus dem Plasma erfolgt durch hepatische Metabolisierung
und Aufnahme in das Knochenmark. Weniger als 10% des endogen
gebildeten Erythropoetins werden unveréndert im Urin ausgeschieden’*’.
Die Bildung von Erythropoetin wird durch eine Andmie oder Hypoxie
stimuliert. Bei Patienten mit nichtrenaler Anémie besteht eine inverse
Beziehung zwischen dem Hamatokrit und der Erythropoetinkonzentration
im Plasma®, so dass es zB. bei einer Himatokritsenkung nach
Blutverlusten schon wenige Stunden spéter zum regulatorischen Anstieg des
Plasmaerythropoetins®”'®* kommt. Diese Beziechung ist bei Patienten mit
Nierenerkrankungen deutlich abgeschwicht®! 7673

Die renale Synthese von  Erythropoetin  ist primdr vom
Sauerstoffpartialdruck (pO;) im Nierengewebe (im vendsen Schenkel der

Mikrozirkulation) abhingig™.

= Effektor-Rezeptoren

E ryth ropoetin im Knochenmark
4 I Eisen
0O,-Sensor .
Niere Retikulozyten
) 3
0, & Erythrozytenmasse

Abbildung 2: Feedbeck-Regulation der Bildung von roten Blutzellen®!’®

(modifiziert nach Erslev 1991; Erythropoietin Titers in Health and Disease; Sem. Hematol.
28 Suppl. 3; 1991)

Das endogene Erythropoetin entfaltet seine direkte Wirkung auf die
Erythropoese im Knochenmark und stimuliert die Entwicklung von
erythroiden Vorlauferzellen in reife Erythrozyten.

In der Entwicklung der Blutzellen unterscheidet man im Allgemeinen drei
verschiedene funktionelle Stadien, die als Stammzellen-Kompartiment, als
Proliferations- und Differenzierungs-Kompartiment sowie als Stadium der

Reifung beschrieben werden®'.
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Erythropoetin fordert nicht nur die Proliferation der Vorlduferzellen der
roten Blutreihe und deren Differenzierung, sondern auch die Zellreifung der
Erythroblasten mit einer Zunahme der Hamoglobinsynthese. Durch die
Entkernung der Normoblasten entstehen die Retikulozyten, deren Fahigkeit

zur RNS- und Eiweissynthese im Verlauf abnimmt®.

2.2.2. Erythropoese

Die normale Lebensdauer der peripher zirkulierenden Erythrozyten betragt
bei Gesunden 120 Tage und bei Dialysepatienten durch Himolyse und
Blutverluste 60-90 Tage.

Die Erythropoese ist ein sorgfdltig kontrollierter ProzeB. Sie dauert
insgesamt etwa 7 Tage. Im Reifestadium (5 Tage) und in der
Retikulozytenphase (2-3 Tage) wird der Gesamthdmoglobingehalt
gebildet™.

Retikulozyten treten in ihrer letzten Reifungsstufe aus dem Knochenmark in
das Blut und reifen hier endgiiltig aus, dabei verlieren sie sowohl
Himoglobin als auch Volumen®.

Uber den Erfolg der Erythropoese entscheidet die Himoglobinsynthese. Sie
ist hauptsidchlich von der Eisenzufuhr zu den Normoblasten, dem
intrazelluldren Transport in die Mitochondrien und dem Einbau des
Eisenmolekiils in den Protoporphyrin-Ring abhingig. Uber den
endgiiltigen Héamoglobingehalt des Erythrozyts entscheidet
somit hauptsdchlich die Protoporphyrin IX-Synthese und die
Eisenverfliigbarkeit in den letzten 3-4 Tagen  der

Erythropoese®.

Die relative und absolute Retikulozytenzahl ist ein MaB fiir die effektive

Blutbildung.
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Man unterscheidet:

-hyporegenerative (z.B.: Eisenmangel, Vit-B, -Mangel,
Folsduremangel) Andmien mit niedriger oder niedrig normaler
Retikulozytenzahl

-hyperregeneratorische (meist hdmolytische) Andmien mit erhdhter
Retikulozytenzah!™.

Bei stirkerer Stimulation der Erythropoese durch Erythropoetin,
insbesondere bei hdmolytischen Prozessen, tritt der Retikulozyt bereits
frither ins periphere Blut iiber, so daB der Retikulozytenanstieg
{iberproportional hoch ist und zur Uberschitzung der Erythropoeseaktivitit

. 14
fithren kann ™.

2.3. Erythropoese bei Dialysepatienten und Erythropoetintherapie.

Bei Patienten mit chronischer Niereninsuffizienz kommt es aufgrund des
Zelluntergangs von Nierengewebe zu einer deutlich verminderten
Erythropoetinsynthese. Infolgedessen wird eine normochrome, normozytire
hypoproliferative Andmie beobachtet''’. Die endogenen
Erythropoetinserumspiegel liegen unterhalb der auf den Héamatokrit
bezogenen Sollwerte, so dafl ein absoluter oder relativer Erythropoetin-
Mangel als Hauptursache der renalen Animie anzusehen ist®>>'**. Die
Anpassung der Erythropoetinsynthese an aktuelle Bediirfnisse ist bei

Dialysepatienten deutlich abgeschwacht® 76573,

Der relative Erythropoetinmangel ist oft mit anderen Andmieformen
assoziiert. Akute (z.B. perioperative) Blutungen fiihren bei diesen Patienten
zu keinem reaktiven Anstieg der Erythropoetinsynthese.

Verkiirzte Uberlebenszeit der Erythrozyten44 (gesteigerte Héamolyse),
Hemmung der Erythropoese durch urdmische im Plasma befindliche
Hemmstoffe, Eisen-, L-Carnitin, Vit-Bi,- und Fols'eiure-Mangelzust'z'mde85
und eine Protein-Mangelerndhrung sind zusitzlich wirkende dtiologische

Faktoren der renalen Animie®'.
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Seit Mitte der 80-iger Jahre ist die gentechnologische Herstellung von
rekombinantem Erythropoetin moglich. Das Produkt stimmt in seinen
biologischen Eigenschaften gut mit dem nativen menschlichen
Erythropoetin iiberein. Wéhrend der rHuEPO-Therapie wurde zweifellos
ihre dosisproportionale Wirkung auf die Erythropoese nachgewiesen.

Das gentechnologisch hergestellte Erythropoetin kann intravends oder
subkutan verabreicht werden. Ein Vergleich zwischen beiden Applikationen
zeigt, dall betrdchtliche pharmakokinetische Unterschiede zwischen den
Verabreichungsformen bestehen”*"®.

Nach intravendser Anwendung von 150 U/kg rHuEPO(~10000 U) wurden
mittlere maximale Serumkonzentrationen von 3000 bis 5000 mU/ml
gemessen; die Serumkonzentration féllt innerhalb von 48 Stunden wieder in
den Bereich der endogenen Erythrozyten-Ausgangswerte ab. Die
Halbwertzeit der Elimination (h™) betrigt ~8 Std. (Tabelle 2)

Nach subkutaner Verabreichung von rHu-EPO sind die Resorption und das
Erreichen der maximalen Serumkonzentration gegeniiber der intravendsen

Applikation zeitlich verzogert™®.

Parameter Art der Verabreichung
Intravends Subkutan
. . . 21,5 (nach 24 Std.)
0 100 ’

Bioverfiigbarkeit (%) 31 (nach 72 Std.)
t max (h) 0 5-18
Halbwertzeit der Elimination (h™) 8 (3-16) 28
Verteilungsvolumen (ml/mg) 21-107
Konstante der Eliminationsrate (h™") 0,087 0,025
Serum-Clearance (ml(min/kg) 0,047 (0,032-0,085)

Tabelle 2: Vergleich pharmakokinetischer Parameter nach intravendser und

subkutaner Anwendung von rHuEPO-Einzeldosen bei Dialysepatienten®'.
(Adaptiert nach Faulds & Sorkin, Drugs 38 (6) 1989)

Die héufigsten Nebenwirkungen der rHuEPO-Therapie sind Bluthochdruck,
Kopfschmerzen, Tachykardie, Gerinnungs- und Gastrointestinalstdrungen.

Von besonderer Bedeutung ist die Entwicklung einer Hypertonie unter der
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rHuEPO-Therapie. Die Entwicklung einer Hypertonie kann nicht durch
direkte Wirkungen des Erythropoetins erklart werden, sondern steht mit der
Zunahme des Hidmatokrits in Zusammenhang. Besonders bei Patienten mit
langjdhriger Adaptation an niedrige Hamatokritwerte kommt es neben der
Zunahme der Blutviskositidt zur Erhohung des peripheren Widerstandes
(Umkehr der wihrend der Andmie auftretenden arterioldren

Vasodilatation)™.

2.4. Eisenstoffwechselstorungen - Eisenmangel

Eisenstoffwechselstorungen gliedern sich in Eisenmangel, Eiseniiberladung
sowie in Eisenverteilungs-, und Eisenverwertungsstorungen'® mit und ohne
Beeintrachtigung der Erythropoese. Eisenmangel ist definiert als
Verminderung des Korpereisenbestandes”” .

Solange die Versorgung der Organe mit Eisen ausreichend ist, bleibt der
Eisenmangel asymptomatisch. Erst wenn diese Versorgung den
Anforderungen nicht mehr entspricht, kommt es zur symptomatischen
Organdysfunktion.

Eine laborbezogene Klassifizierung des Eisenmangels beriicksichtigt

iiberwiegend quantitative Ergebnisse der Blutuntersuchung® (Tabelle 5)
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NORM Eisenmangel Eisendefizitire =~ Eisenmangel-
Erythropoese andmie
Eisenspeicher
Transporteisen |
Héamoglobin-Eisen

Knochenmarkpréparat 2-3(+) 0-1(+) ) )
(Berliner Blau Reaktion)
Serumferritin ( pug/l) 100 £ 60 20 10 <10
Eisenabsorption (%) 5-10 10-15 10-20 10-20
Transferrin (ug/100 ml) 330+ 30 360 390 410
Serumeisen (pg/dl) 115+50 115 <60 <40
Transferrinsattigung (%) 35+15 30 <15 <10
Sideroblasten (%) 40-60 40-60 <10 <10
Freies
Erythrozytenprotoporphyrin 30 30 100 200
(ng/100 ml Erythrozyten)

Erythrozyten (MCV, MCH) Norm Norm Norm Hypochromie
Retikulozyten (MCVr, CHr) Mikrozytose

Tabelle 5. Eisenmangelentwicklung bei Erwachsenen. (Finch 1965, Bothwell 1979, Hillman und Finch 1985)



2.5. Eisenstoffwechseldiagnostik

2.5.1. Ferritin

Ferritin ist der Haupteisenspeicher und bindet 15-20% (um 1000 mg) des
gesamten Korpereisens. Die Ferritinkonzentration im Plasma zeigt einen
sehr weiten Referenzbereich (30-400ug/1 bei Ménnern und 30-150png/1 bei
Frauen) und ist von der Bestimmungsmethode abhidngig. Der individuelle
Serumferritinwert ist bei gesunden Individuen bemerkenswert stabil. Es
besteht eine direkte Korrelation zwischen der Ferritinkonzentration und dem
verfiigbaren Speichereisen®*”°. Bei Serumferritinwerten von kleiner
500pg/L gilt, daB 1 pg/l Ferritin ungefahr einer gespeicherten Eisenmenge
von 8 mg entspricht’’. Ferritinwerte zeigen noch vor Auftreten von
Eisenmangelsymptomen ein absolutes Eisendefizit sehr verldBlich an.
Wihrend falsch niedrige Ferritinwerte (im Bereich <30 pg/l) praktisch nicht
vorkommen, sind erhohte Ferritinwerte relativ unspezifisch. Bei chronisch
entziindlichen und neoplastischen Prozessen wurde neben einem Abfall von
Héamoglobin, MCV und MCH ein paradoxer Ferritinanstieg ohne

108,7 .
" Eine korrekte

quantitative Relation zum Reserveeisen beobachtet
Interpretation der Ferritinerhohung als Zeichen einer Eiseniiberladung (z.B.
idiopathische Himochromatose) ist daher erst nach detaillierter Analyse der

individuellen pathologischen Konstellation méglich.

2.5.2 Transferrinsittigung

Zur Berechnung der Transferrinsattigung stehen 2 verschiedene Formeln zur
Verfiigung, je nachdem ob Transferrin immunologisch oder die TEBK
(Totale Eisenbindungskapazitit) bestimmt wird. Grundsitzlich ist fiir die
Eisendiagnostik die TEBK vorzuziehen, da hier die Eisentransportkapazitit

direkt erfait wird. Wegen der Automatisierung der imunologischen
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Transferrinbestimmung wird allerdings diese Methode von vielen klinisch-

chemischen Laboratorien bevorzugt.

Serum-Fe (pg/dl)

Transferrinséttigung% =
Transferrin(mg/dl) x 70,9

2.5.3. Zink-Protoporphyrin

Lamola und Yamane erbrachten 1971 den Nachweis, dal} es sich bei der im
Zusammenhang mit Bleivergiftung und Eisenmangelzustinden auftretenden
Protoporphyrinimie um Zink-Protoporphyrin handelte®. Thre Erkenntnis
stiitzte sich auf die Beobachtung, dafl ein GroBteil der Erythrozyten von
Patienten mit chronischer Bleivergiftung und mit Eisenmangelandmie rote
Fluoreszenz bei Bestrahlung mit blauem Licht emittierte, wihrend
Erythrozyten gesunder Menschen keine Fluoreszenz zeigten, da
Protoporphyrin mit Eisen gebunden nicht fluoresziert’'#>2*27-6¢91,

Mit dieser Erkenntnis schafften Lomola und Yamane die Voraussetzungen
fiir eine einfache und spezifische Screening-Methode zur Erkennung von
Bleivergiftungen und der Eisenmangelanimie'%**2¢*"30646882 = Dyjeselbe
Arbeitsgruppe entwickelte die Himatofluorometrie zum schnellen Nachweis
von ZnPP in geringen Blutmengen'’. Die bis zu diesem Zeitpunkt
traditionell als Screening-Methode zur Aufdeckung von Bleiintoxikationen
durchgefiihrte direkte Messung der Bleikonzentration im Blut zeigte
aufgrund ihrer aufwendigen Durchfilhrung und der Gefahr der
Kontamination der Proben grofe Nachteile. Durch die Messung des ZnPP
hatte man einen Indikator fiir erhohte Bleikontamination gefunden, der
bereits erste metabolische Defekte zu einem Zeitpunkt anzeigte, zu dem
noch keine ernsthaften toxischen Schiden oder Symptome zu erwarten
waren. So konnten Personen mit erhdhten ZnPP-Konzentrationen
anschlieBend  einer  gezielten  weiteren  Diagnostik  zugefiihrt

11,25,26,27,72
werden A,
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Biochemie des ZnPP

Im letzten Schritt der Hadmsynthese wird Eisen in Protoporphyrin IX
eingebaut. Es entsteht das Hdm. Der Einbau von Eisen wird durch die
Ferrochelatase katalysiert'”*’. Camado et al. haben in vitro nachgewiesen,
daB die Ferrochelatase sowohl eine Reaktion mit einem Fe*"-Ion als auch
mit anderen zweiwertigen Metall-Ionen (Zn**, Co*", Ni*") katalisieren
kann'*?’, wobei die Zink-Protoporphyrin-Verbindung die  grofite
pathophysiologische Relevanz aufweist.

Die Hypothese der enzymatischen ZnPP-Bildung wird durch die
Beobachtung gestiitzt, dal ZnPP nicht bei Patienten mit einem angeborenen
Ferrochelatasemangel (Erythropoetische Porphyrie) entsteht, sondern es zur
vermehrten Bildung von metallfreiem Protoporphyrin  kommt®%®".
Sandberg et al. demonstrierten, dal die Hinzufiigung grofer Mengen an
Zink in diesem Fall nicht zur vermehrten Bildung an ZnPP fiihrte’".

In weiteren Studien wurde die relative Syntheserate von Him und von Zink-
Protoporphyrin unter der Voraussetzung gemessen, daBl adiquate
Konzentrationen beider Metalle, Fe’* und Zn*' simultan im Testansatz
vorhanden waren. Fe*"-Ionen haben sich dabei als ein effektiver Konkurrent
von Zn**-Ionen erwiesen und fungieren als “Inhibitor” der ZnPP-Bildung.
Der Schluf3 liegt daher nahe, dal Zink als Ferrochelatase-Substrat dient,
wenn die Eisenkonzentration unter ein suboptimales Niveau fiel. Camadro
und Labbé postulieren somit, dal die Féhigkeit der Ferrochelatase,

Protoporphyrin IX mit dem Zink zu bilden, vom Mangel an verfiigbarem

Fe”" abhingig ist'”.

ZnPP und Eisenmangelanimie.
Wihrend der normalen Erythropoese steht die Produktion von Zink-

Protoporphyrin in einem ausgewogenen Verhiltnis mit der Himsynthese.

Auf 30.000 Ham-Molekiile in reifen Erythrozyten wird nur ein einziges Zn-

21



Protoporphyrinmolekiil gefunden®. Zwei Faktoren konnen fiir eine Stérung
dieses Gleichgewichtes verantwortlich sein:

1. Eisenmangel bei normaler Protoporphyrin Synthese,

2. die Uberproduktion an Protoporphyrin bei normaler

Eisenbereitstellung®.

Die Domine der ZnPP-Bestimmung wird von einigen Autoren unter
anderem darin gesehen, daBl bereits ein Eisenmangel bereits in
symptomlosem Stadium diagnostiziert werden kann. Hastka teilte den
Eisenmangel anhand der ZnPP-Werte in drei Stadien ein, den
Reserveeisenmangel (REM), die eisendefizitire Erythropoese (EDE) und
die Eisenmangelandmie (EMA). Ferritin war in sidmtlichen Studien
erniedrigt, Himoglobin lag bis zum Stadium der Eisenmangelanimie im
Normbereich. ZnPP war bei REM-Patienten normal (30+£8 pmol/mol Hdm),
bei EDE-Patienten erhoht (Range 48-83 pumol/mol Him) und bei EMA-
Patienten stark erhoht (Range 114-661 pmol/mol Hdm). Hastka schlieB3t bei
vorliegenden normalen ZnPP-Werte eine eisendefizitire Erythropoese
(EDE) und somit einen klinisch relevanten Eisenmangel aus™.
Labbé wies in mehreren Studien signifikante Korrelationen zwischen
sinkenden Ferritinspiegel und parallel dazu ansteigenden ZnPP-
Konzentrationen im Stadium des relativen Eisenmangels nach, wéhrend
Serumeisen und Transferrinsittigung den aktuellen Eisenstatus nicht korrekt
wiedergaben®. McLaren et al. demonstrierten eindeutige Zusammenhinge
zwischen Erythrozyten-Protoporphyrin und Eisendepots des Knochenmarks.
Sie fanden stark erhohte ZnPP-Werte bei Patienten mit vermindertem bzw.
entleertem Knochenmarkeisen im Vergleich zu gesunden Individuen ™.

Trotz der Bedeutung von ZnPP fiir die Diagnostik des Eisenmangels
iiberrascht es, dal3 dieser inzwischen sehr einfach zu bestimmende
Parameter noch keinen Eingang in die allgemeine klinische Labordiagnostik
gefunden hat. Auch dies ist ein Grund, im Rahmen der vorliegenden Arbeit
die Rolle des ZnPP bei Diagnostik des Eisenmangels bei

Héamodialysepatienten zu untersuchen.
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ZnPP bei Blei- und Aluminiumintoxikation

Eine akute Bleivergiftung fithrt zur Hemmung der Ferrochelatase und
beeintrachtigt dadurch den intrazelluliren Eisentransfer, so da} ein
Eisenmangel-dhnlicher =~ Zustand  verursacht  wird.  Auch  die
Protoporphyrinsynthese ist durch Hemmung der J-Aminoldvulinsire-
Synthetase und der 5-Aminoldvulinsdure-Dehydratase beeinflufit.

Schwartz et al.' zeigten, daB die akute Bleivergiftung zu einem initialen
Anstieg von metalfreiem Protoporphyrin fiihrt, gefolgt von einem spiteren
Anstieg von ZnPP. Diese Beobachtung 148t zwei Hypothesen zu:

1. eine direkte Hemmung der Ferrochelatase durch Blei im Falle der

akuten Intoxikation

2. eine Hemmung der Eisenzufuhr auf intrazellulirer Ebene bei
langdauernder chronischer Bleiexposition, entweder durch eine Transport-

reduktion oder durch verminderter Reduktion von Fe** zu Fe** 632,

Ein Anstieg von ZnPP kann somit ein Indikator einer verminderten
Eisenverfiigbarkeit darstellen, der durch eine Bleivergiftung verursacht

werden kann.

Aluminium (AI’") konkurriert mit dem Eisen auf mehreren Ebenen des
Eisenstoffwechsels und fithrt zu einer mikrozytdren und hypochromen

.. 1009
Anamie 7.

Gastrointestinale Absorption®, extra- und intrazellulire
Distribution des Eisens wird durch die Aluminiumintoxikation
beeintrachtigt. Der grofite Teil des Plasmaaluminiums (90%) ist an
Transferrin gebunden. Eisen (Fe’") hat zwar eine 10fach hohere Affinitit
zum Transferrin als Aluminium (A1’"), allerdings kann sich das Aluminium
bei der Transferrinséttigung von normalerweise 30 % mit 70% des freien
Transferrins binden. Das Aluminium wird auch schneller vom Transferrin

frei gesetzt und mit Transferrinrezeptoren verbunden. Aufgrund des

kompetetiven Antagonismus kommt es zur Beeintrachtigung des

23



intrazelluldren Eisentransports und einer verminderten Reduktion von Fe®*

N
zu Fe*".

Nachweis des ZnPP

Die laborchemischen Nachweisverfahren fiir Protoporphyrin waren in
fritheren Jahren sehr aufwendig und kompliziert. Erst in den 70-iger Jahren
wurden sie vereinfacht und speziell zum einfachen, schnellen Nachweis von
FEP in geringsten Probenvolumina weiterentwickelt*”****®_ Allen diesen
Methoden war eine anfingliche Behandlung mit starken Sduren gemein,

wodurch ZnPP zu FEP konvertierte®*%.

Eine Verbesserung dieser
Vorgehensweise war die Verwendung von neutralen bzw. leicht sauren
Extraktionlosungen, wodurch die Gewinnung von ZnPP und dessen

Konservierung als Zink-Chelat moglich war***

. Dennoch konnten sich
diese Methoden nicht als klinische Routineverfahren etablieren. Als
Alternativmethode fand der Nachweis mittels Hochdruck-Chromatographie
Verwendung, die sowohl die Extraktion von ZnPP als auch von
metallfreiem  Protoporphyrin erlaubte und deren Isolierung und

Identifizierung anschlieBend fluorometrisch erfolgte’.

Protoporphyrin IX ist fluoreszent. Durch die Verbindung mit Eisen wird
diese Fluoreszenz stark reduziert. Nach Einbau von Zink wird die
Fluoreszenz  nicht  herabgesetzt, so dal  Zink-Protoporphyrin

himatofluorometrisch gemessen werden kann.

Als  Synonym fiir “Front-Face-Hamatofluorometer” optisch dichter
Substanzen kann man den Terminus Reflektionsfluorometrie benutzen, was
bedeutet, da3 das Anregungslicht (Exzitation) von einer diinnen Schicht der
Probe vollkommen absorbiert wird bzw. die Fluoreszenz des zu
untersuchenden Stoffes von der Oberflidche ausgestrahlt wird. Die erhaltene

Fluoreszenz ist proportional dem Verhéltnis der Absorption der
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fluoreszierenden Substanz zur Gesamtabsorption der Probe. Die Intensitét
der Fluoreszenz ist wiederum proportional der Konzentration der gesuchten
Substanz, wenn die Absorption des fluoreszierenden Stoffes eine schmale
Fraktion der totalen Absorption darstellt. Him absorbiert den grofiten Teil
des sichtbaren Lichtes mit einem Absorptionsmaximum zwischen 400 und
430 nm. Die Konzentration von Hadmoglobin ist so intensiv, daB} zwei
Zellschichten 99 % des Lichtes einer Wellenlédnge von 415 nm absorbieren.
Da die Fluoreszenz lediglich aus den oberflachlichen Schichten der Probe
emittiert wird, kann die Probe auch dicker aufgetragen werden, ohne daf}

das Ergebnis verfélscht wird.

Die Héamatofluorometrie, die speziell nur zum Nachweis von ZnPP
konzipiert wurde, hat jedoch geringe Tauglichkeit zur Identifizierung von
metallfreiem Protoporphyrin. Nachdem sich ca. 5% metallfreies
Protoporphyrin unter Erythrozyten-Protoporphyrin befindet, herrscht
mitunter eine Diskrepanz zwischen dem Nachweis mittels Sdueextraktion
und Hématofluorometrie. Wenngleich in der Literatur die enge Beziehung
von ZnPP und der Gesamtheit des metallfreien Protoporphyrin beschrieben
wird®, so sollte die Interpretation der Ergebnisse mit Vorsicht erfolgen, da
der vermehrte Nachweis von metallfreiem Protoporphyrin richtungsweisend
fiir die EPP, akute Bleiintoxikation oder beschleunigte Erythropoese sein

kann®'.

Der Normwert liegt bei 30+8 pmol ZnPP/mol Him (gewaschene
Erythrozyten). Der ZnPP-Wert kann besonders bei Bleivergiftung bis zu

1000 pmol/mol Ham ansteigen.

Wenn in letzten 2-3 Tagen der Hadmsynthese Eisenversorgungsstérungen
auftreten, wird im Mitochondrium des Retikulozyts Zink anstelle von Eisen
in den Protoporphyrin-Ring eingebaut. Ein erhohte ZnPP/Hadm-Verhéltnis
wird im Retikulozyt und spéter im Erythrozyt bis zu seinem Abbau, d.h. 80-
120 Tage lang, gemessen. Damit spiegelt der Anteil von ZnPP am
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Héamoglobin in etwa ein Integral der Eisenversorgung der Himsynthese der
letzten 2-3 Monate wider (Ahnlichkeit mit der HbAc). Da Hidmoglobin
emittiertes Licht absorbiert, ist die Angabe als Verhéltnis ZnPP/H&m

sinnvoll, damit die ZnPP-Fluoreszenz unabhingig vom Himoglobinwert ist.

2.5.4. Himoglobingehalt der Retikulozyten

Moderne Blutanalysatoren sind heute in der Lage, Retikulozyten zu
quantifizieren und individuelle Zellen hinsichtlich ihres Volumens (MCVr)
und ihres Himoglobingehalts (MCHr oder CHr) zu beurteilen’. Nach
Fishbane ist ein CHr<29 pg, bestimmt mit einem Technikon-H*3 Blutbild-
Analysator, ein eindeutiger Hinweis fiir das Vorliegen einer eisendefizitdren
Erythropoese. Im Gegensatz zu Ferritin und Transferrin-Sattigung ist CHr-
Wert ein direkter Indikator fiir die Eisenversorgung des Knochenmarks™.
Tsuchiya et al. berichteten kiirzlich {iiber Untersuchungen bei
Hamodialysepatienten, die bereits bei einem CHr-Wert von weniger als 32
pg eine eisendefizitire Erythropoese aufweisen. Die Autoren hatten die CHr
mit dem neueren ADVIA-120-System gemessen. CHr erwies in dieser
Untersuchung als schneller und duBerst stabiler Parameter zur Abschétzung
der Eisenversorgung des Knochenmarks. Auch erwies sich CHr als
zuverlédssiger Indikator zur Steuerung der Eisensubstitution. Die Autoren
favorisieren die Bestimmung des Himoglobin- und CHr-Wertes als einzigen

Parameter zur Uberwachung von Eisen- und Erythropoetinsubstitutionm.
2.6. Besonderheiten des Eisenhaushaltes bei Dialysepatienten.

Es ist erstaunlich, wie  verschieden der Eisenstatus bei
Héamodialysepatienten ist. Fast in jedem Dialysezentrum findet man das

ganzes Spektrum der Eisenstoffwechselstorungen, vom Eisenmangel durch

Eisenverwertungsstorungen bis hin zur Eiseniiberladung. Laborwerte
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einzelner Patienten weisen meistens auf mehrere pathologische Prozesse
hin, so daB3 sich oft nur eine “fithrende Stérung” nachweisen 14B3t. Weiter ist
der Eisenstatus bei Dialysepatienten durch chronische Blutverluste so labil,

daB seine stindige Kontrolle unentbehrlich ist.

Unter einer langjdhrigen normozytiren und normochromen, renalen Andmie
mit Himoglobinwerten von 5-6 g% und normalem Ferritinspiegel verbirgt
sich ein ausgeprigtes Eisendefizit im Organismus. Ein Dialysepatient mit
einer Hémoglobinkonzentration von 5 g% hat ungefihr 1/3 des
Gesamtkorpereisens eines gesunden Menschen. Durch Einfiihrung der
rHuEPO-Therapie mufte die Eisenzufuhr erhoht werden. Um einen
Himoglobinwert von 10 g% unter der Therapie mit rHu-EPO zu erreichen,
mulB die verfiigbare Eisenmenge fast verdoppelt werden.

Auch bei Patienten mit einem ausreichenden Gesamteisengehalt kann es im
Verlauf einer Erythropoetinsubstitution zu einem funktionellen
Eisenmangel kommen. Eine stirkere Knochenmarkstimulation fiihrt bei
nicht ausreichender Eisenmobilisation aus dem Speicher sowie einer
geringen Eisentransportkapazitit zu einer eisendefizitdren Erythropoese.
Aus diesem Grund werden ein Anstieg der hypochromen
Erythrozyten'”****4%77des Zink-Protoporphyrin (ZnPP) und ein Abfall der
Transferrinséttigung beobachtet. Aufgrund der Eisenresorptionbehinderung
und der Blutverluste droht den Hamodialysepatienten ein chronischer
Eisenmangel mit Entleerung des Eisenspeichers (Ferritinabfall) und eine

Eisenmangelandmie mit MCV-, MCH, und MCHC-Abfall (Tabelle 6)
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Tabelle 6. Spezifische flir Dialysepatienten Ursachen des Eisenmangels.

1. Resorptionshinderung

a. Pharmakokinetisch-durch gleichzeitige Einnahme von Eisenresorptions-
hemmenden Substanzen, z.B. Calcium- und Aluminiumpréparate.

b. Urdmiebedingte, chronische Darmschleimhautentziindung.

2. Chronische und akute Blutverluste

a. Restblut in Dialysatoren und Schlauchsystemen.

b. Intensive Labordiagnostik.

c. GefdBoperationen (Shunt-Korrekturen).

d. Postpunktionelle Shuntblutungen.

3. Chronische Abwehrsystem-AktiVierung12’13 2LALI03107 15t einem
Eisenverlust “nach Innen” durch Eisenverschiebung in das RES

a. Haufigere Infektionen als in der gesunden Population.

b. Nicht biokompatible Dialysesysteme.

Polytransfusion und eine unkontrollierte parenterale Eisentherapie fiihrt bei
Dialysepatienten hiufig zur Eiseniiberladung. Der hohe Serumferritinspiegel
entspricht hier dem schwer fiir die H&matopoese verfligbarem, an
Hamosiderin  gebundenen  Eisen. Neben den  pathologischen
Eisenablagerungen in allen Organen wird hier aber die Existenz eines
kleinen “normalen” Eisenspeicher vermutet, der den Bedarf des Organismus
auf Eisen ausgleichen soll. Eine stdrkere hdmatopoetische Stimulation des
Knochenmarks fiihrt zur schnellen Entleerung des labilen Eisenpools und
trotz einer FEiseniiberladung zu einem “Zusammenbruch” der
Eisenversorgung. Nach Einfiihrung der rHuEPO-Therapie wurde bei diesen
Patienten oft ein paradoxer Anstieg des prozentualen Anteils hypochromer
Erythrozyten beobachtet™. Eine positive Reaktion auf eine Eisentherapie ist
trotz pathologisch hoher Ferritinwerte daher theoretisch denkbar.

Eine besondere Situation ist die paradoxe Eisenmangelandmie bei
steigenden Serumferritinwerten, die durch eine chronische “Aktivierung”
des Abwehrsystems mit Verschiebung des Eisens ins RES erklirt wird”'*®.

Vor Beginn einer parenteralen Eisentherapie sollten deshalb die Ursachen

des Eisenmangels evaluiert werden (Tabelle 6). Der Erfolg einer
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Eisentherapie ist bei symptomatischer Eisenmangelandmie garantiert, bei

Eisenverwertungsstorung dagegen fraglich.

Eisenmangelandmie

(Mikrozytose, Hypochromie, ZnPP 11, Transferrinsittigung ).

4
Ferritin Ferritin 1
4 4 4
Behinderung Héamosiderinablagerungen,
der intestinalen Sideroachrestische Andmie schwer mobilisierbare
Eisenabsorption. Thalassémie Speicherform
Verschiebung des Eisens o starke
Blutverluste ins Eisenreservoir Knochenmarkstimulation
Entziindungs durch hohe EPO-Dosierung
anidmie
Tumorandmie
4 4 4
Symptomatischer Eisenverwertungsstorungen funktioneller Eisenmangel
Eisenmangel
4 4 4

Eisentherapie notwendig

Eisentherapie eher schadlich

Eisentherapie notwendig

Abbildung 3: Formen der Eisenmangelandmie bei Himodialysepatienten.

2.7. Parentrale Eisentherapie, Risiken und Nebenwirkungen

Die relativ sichere orale Eisentherapie fiihrt sehr selten zur Eiseniiberladung

des Organismus. Leider wurde in zahlreichen Studien nachgewiesen, daf3

eine orale Eisentherapie bei Dialysepatienten hiufig nicht ausreicht, um den

Eisenbedarf zu decken und deshalb eine Eisensubstitution

notwendigen Groflenordnung oft nur intravends moglich ist

in der
71,92
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Trotz der bei Hamodialysepatienten hédufig nicht effektiven oralen

Eisensubstitution sollte die parenterale Applikation von Eisen-Komplex-

Priparaten (z.B. Ferrlecit®; Eisen(IIl)-Natrium-Glukonat-Komplex; Fa. A.

Nattermann&CIE) nur unter “strenger Indikationsstellung erfolgen. Sowohl

in Verbindung mit intravendser wie auch intramuskulédrer Eisengaben wurde

Schock mit Todesfolge in Einzelfillen beschrieben”.

In der Fachinformation von November 1993 werden die

Anwendungsgebiete Eisenmangelandmie und ausgeprigte

Eisenresorptionsstorungen angegeben. In zwei wichtigen Mitteilungen der

Firma A. Nattermann&CIE (Rote-Hand-Brief vom Januar 1994 und

November 1995) wird iiber eine erhohte Inzidenz von schwerwiegenden

unerwiinschten Arzneimittelwirkungen nach intravendser Gabe von Eisen-

Komplex-Priaparaten (Ferrlecit) berichtet. Schwere Nebenwirkungen direkt

nach Verabreichen der Eisenpridparate sind jedoch als selten anzusehen.

Beispielsweise wurden bei 1,5 Mio. Anwendungen des Eisen-Saccharat-

Komplexes zwei assoziierbare Félle von anaphylaktischer Reaktionen

gemeldet''".

Neben den anaphylaktischen Reaktionen wurden folgende Nebenwirkungen

der parenteralen Eisentherapie diskutiert:

1. parenteral verabreichtes Eisen wird in der Leber nicht durch Transferrin
und Ferritin gespeichert, ein UberschuB an freiem Eisen wird an nicht
dazu geeignetem Eiweill gebunden und in Makrophagen und Endothelien
abgelagert. Gleichzeitig wird eine intestinale Eisenresorption vollstindig
blockiert.

2. gesittigt wird auch Laktoferrin, ein Protein, das im Rahmen der Akute-
Phase-Reaktion aus Granulozyten freigesetzt wird und eine 100fach
hohere Affinitdt zu Eisen hat als Transferrin. Die Bindung von Eisen an
Laktoferrin ist physiologisch als eine unspezifische AbwehrmaBBnahme
von Bedeutung, da Eisen fiir das Wachstum vieler Krankheitserreger
essentiell ist.

3. bereits submikromolare Konzentrationen ionischen Eisens'® erméglichen

die Bildung Hydroxylradikaler, (Fe*" reagiert mit Wasserstoffsuperoxyd
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zu Fe’™ und Hydroxyradikalen; Fenton-Reaktion 1894). Neue
Untersuchungen ergaben, dall Eisenionen durch eine direkte reduktive
Aktivierung von molekularem Sauerstoff eine molekulare Schadigung
induzieren koénnen. Bei der Autooxidation von Fe*' zu Fe'" kénnen
Superoxydradikale gebildet werden, die wiederum zur Bildung
hochreaktiver Hydroxylradikale fiihren'®. Hydroxylradikale konnen
oxidative Verdnderungen bei einer Vielzahl von Verbindungsarten
induzieren, z.B. bei Nukleotiden, Aminosduren, Kohlenhydraten und
Lipiden. Die zellschdadige Potenz reaktiver Sauerstoffspezies wird mit
degenerativen Prozessen in Verbindung gebracht™'. Daher sollen “freie
Radikale” auf Alterungsprozesse, die Arteriosklerose, die Karzinogenese,
Entziindungen sowie auf neurodegenerative Erkrankungen Einfluf3
haben.

. das freie Eisen selbst soll Ursache toxischer Prozesse werden, die
insbesondere die Leber betreffen. In seltenen Fallen konnten die Eisen-
Komplex-Priparate bei der Uberladung des Eisentransporteiweifl im Blut
auch eine Hamolye auslsen''".

. eine Eisentliberladung des Organismus in Rahmen einer sekundéren oder
iatrogenen Hadmochromatose fiihrt zu spezifischen Organschiden. Die
wichtigsten =~ Komplikationen sind  Leberzirrhose,  Arthropathie,
Osteomalazie, = Kardiomyopathie @~ und  endokrine  Stoérungen.
Eisenablagerungen wurden bei polytransfundierten Dialysepatienten fast
in allen Organen, iiberwiegend im Knochen, in der Leber und im RES,
aber auch in Endothelzellen festgestellt. Obwohl der Pathomechanismus
der iiber Eiseniliberladung induzierten Zellschiddigung letztlich noch
ungekldrt ist, spricht vieles fiir die Hypothese einer Schiadigung durch
Radikalbildung®*'.

. Eiseniiberladung schwicht durch eine Hemmung neutrophiler
Granulozyten®™ und Phagozytoseindexsenkung® das spezifischen

Abwehrsysteml2’13’21’107’105.

Damit konnte erkldrt werden, warum
Patienten mit Eiseniiberladung hiufiger Infektionskrankheiten erleiden

als Personen mit normalem Eisenhaushalt. Seifert et al. fanden bei
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Patienten mit einem Ferritin von iiber 300 pg/l eine signifikant héhere
Infektionsrate als bei Patienten mit Ferritinwerten von unter 300 pg/l.
Auch wiéhrend der Desferroxiamin-Therapie wurde zunehmende
Hiufigkeit bakterieller Infektionen beobachtet. Die Funktion der
neutrophilen Granulozyten 148t sich durch eine Erythropoetintherapie
verbessern, parallel mit der Entleerung intrazellulirer Eisenspeicher'”.

7. Die léngste bis jetzt verdffentlichte, vierjdhrige Beobachtung der
Serumferritin bei den Dialysepatienten® zeigte deutlich erhdhte
Mortalitdt der Patienten mit Serum-Ferritin-Wert > 600 pg/ml im
Vergleich zu Patienten mit Ferritin < 600 pg/ml, und das unabhéngig von
CRP-Werten. Diese Ergebnisse werfen jedenfalls Fragen zur
langfristigen Sicherheit der derzeit empfohlenen oberen Ferritin-
Grenzwerte (500 pg/ml entsprechend den FEuropean Best Practice
Guidelines und 800 pg/ml entsprechend dem NKF-DOQI-Guidelines) bei

Dialyse-Patienten unter Eisensubstitution auf.

Aufgrund der moglichen Gefahren wird die parenterale Eisentherapie
kritisch  gesehen.  “Der  potentiell negativen  Wirkung eines
Eiseniiberangebotes, der Rolle des Eisens als proinflammatorischer Effektor
oder gar seine Rolle als potentielles Kanzerogen wird zunehmend grof3ere
Aufmerksamkeit gewidmet und die Sinnfilligkeit einer auf Optimierung der
Eisenzufuhr gerichteten Denkweise wird zunehmend in Zweifel gezogen. Es
ist offenbar ein Paradigmawechsel eingetreten. Es gibt inzwischen Anlall zu
der Frage, ob Eisenmangel nicht zuweilen eher niitzlich als schédlich ist.
Wo hier die goldene Mitte sinnvollerweise zu orten ist, bleibt jedoch vorerst
eine offene Frage”. (Kaltwasser, 5. Rostock-Schwerin-Eisen-Andmie-

Symposium 1993).
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2.8. Empfehlungen zur Eisensubstitution bei Dialysepatienten

Die Empfehlungen zur Diagnostik der Eisenmangelandmie und zur
parenteralen Eisentherapie lassen sich in drei allgemeinen Grundziigen

darstellen:

1. Intravendse Eisengabe bei symptomatischer Eisenmangelanimie, das

heil3t: bei hypochromer, mikrozytérer Andmie.
2. Mit der parenteralen Eisentherapie @ werden  Ferritin- und

Transferrinséttigungwerte angestrebt, bei denen eine Eisenmangelandmie

noch nicht vorhanden ist.

3. Eine prophylaktische Eisengabe i.v. in der Menge, die dem geschitzten

jéahrlichen Eisenverlust bei Dialysepatienten (1-2g) entspricht.

— Zul. Eine Behebung der Eisenmangelsymptome bedeutet nicht,
dass genug Eisen im Organismus gespeichert wurde. Bei fehlendem
Eisenspeicher fiihrt jeder Blutverlust zur Manifestation einer
Eisenmangelandmie. Eine sehr strenge Kontrolle des Eisenstatus ist daher
erforderlich. Erfolgt eine Eisensubstitution erst bei symptomatischer
Eisenmangelanidmie, ist der Erythropoetinverbrauch hdoher als bei
latentem Eisenmangel oder verminderter Eisenverfiigbarkeit. Die EPO-
Dosisreduktion soll allerdings kein Ziel, sondern Nebeneffekt der
Eisentherapie sein. Der Vorteil dieses Vorgehens ist eine korrekte, mit
absoluter und relativer Indikation iibereinstimmende Anwendung der
parenteralen Eisenpréparate.

— Zu?2. Ferritinwerte iiber 100pug/l schlieBen nicht mit letzter
Sicherheit eine eisendefizitire Hamsynthese aus, entsprechend der
Beobachtung, dass bei chronischer Niereninsuffizienz die Korrelation

zwischen Ferritin und Speichereisen abnimmt. Weil eine plausible
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Erklarung fiir eine Erhohung der Normwerte der
Eisenstoffwechselparameter fehlt, stellt dieser Grenzwert einen allerdings
praktikablen Kompromif dar.

— Zu3. Der geschitzte jahrliche Eisenverlust bei Dialysepatienten ist
von Blutverlusten stark abhéngig. Blutverluste wiederum sind von
Patient zu Patient und von Dialysezentrum zu Dialysezentrum
unterschiedlich. Ein sorgfiltiger Umgang mit Blut kann Verluste

.. .. 55
bedeutend minimalisieren".

In einer Untersuchung von Allegra et al. sollte der Ferritinbereich definiert
werden, bei dem ein Eisenmangel sicher ausgeschlossen werden kann. Zur
Feststellung, welche Patienten einen therapiebediirftigen Eisenmangel
haben, wurden 74 Patienten fiir 6 Monate mit Eisen substituiert. Ein
Himatokritanstieg unter Eisensubstitution von >15% wurde als positive
Respons gewertet. Patienten mit Ferritinwerten >200 pg/l profitierten nicht
von einer Eisentherapie, in der Patientengruppe mit Ferritinwerten von
<200pg/1 jedoch erwies sich die intravendse Eisengabe bei einigen Patienten
von Vorteil. Nach Allegra et al. schlieBen Ferritinwerte erst ab >200 pg/1
einen Eisenmangel mit akzeptabler Sicherheit aus. Fiir die Behandlung der
renaler Andmie mit rHu-EPO bedeutet dies, dafl unter rHuEPO-Therapie bei
Ferritinwerten von <200pg/l mit Eisen behandelt werden sollte’.

Tarng et al. behandelten 65 Dialysepatienten fiir 6 Monate mit steigenden
EPO-Dosen, um eine Zunahme des Hamoglobinwertes von >30% des
Ausgangswert (max. 10,5 g%) zu erreichen. Am Ende der Beobachtung
wurden die Patienten in EPO-Responder und EPO-Non-Responder
eingeteilt. Bei Serumferritinwerten von iiber 300 pg/l war jeder Patient ein
EPO-Responder. Die Autoren betonen jedoch, da3 Serumferritinwerte unter
300 pg/l nicht gleichbedeutend mit Eisenmangel sind'"".

Hastka et al. beobachteten iiber ein Jahr die Wirksamkeit einer intravendsen
Eisengabe in zwei Patientengruppen. In einer Gruppe waren Patienten mit
einem Ferritin von <200ug/l, in einer zweiten Gruppe Patienten mit einem

Ferritin von <50pg/l eingeschlossen. Anfangs wurden bei gleicher EPO-
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Dosis unterschiedliche Himoglobin- und ZnPP-Werte registriert. In beiden
Gruppen ging ein Abfall der ZnPP-Konzentration mit einer Senkung der
notwendigen EPO-Dosis einher. Weil sich in beiden Patientengruppen
Responder auf die Eisengabe fanden, sollen nach Hastka et al. auch in der
Erhaltungsphase der Erythropoetintherapie Ferritinwerte von 200 pg/l
angestrebt werden™.

Mehrere Autoren schlagen eine “Erhohung” der Ferritin-Normwerte bei
Himodialysepatienten vor. Jontofson und Macdougall postulieren, daf3 bei
Dialysepatienten die Normwerte fiir das Serumferritin efwas verschoben
sind, bereits Ferritinwerte von unter 100 ng/ml weisen auf einen

71,56 .
~° Von den Autoren wird

substitutionbediirftigen Eisenmangel hin
empfohlen, mit einer oralen Eisensubstitution bei Ferritinwerten unter 100
ng/l zu beginnen und diese fortzusetzen, bis Ferritinwerte von 100 bis 200
ng/l erreicht sind. Eine parenterale Eisensubstitution ist nach Jontofsohn
lediglich bei gastrointestinaler Unvertrdglichkeit oder bei ausgeprigter Non-
Compliance erforderlich. Zu beachten ist hierbei, dal reprédsentative
Ferritinwerte erst ungefahr 14 Tage nach der letzten parenteralen Eisengabe
gefunden werden.

Caravaca at al.  verglichen bei insgesamt 70  Patienten
Eisenstoffwechselparameter mit dem Erythrozytenferritin und dem
Erythrozytenprotoporphyrin. Erst bei Serumferritinwerten oberhalb von
300ug/l oder einer Transferrinsittigung von iiber 35% konnten sie einen

135 Das bedeutet aber nicht, dass

relativen Eisenmangel sicher ausschlieBen
alle Patienten, deren Laborwerte unter dieser Grenze liegen, einen
Eisenmangel hatten.

Niederau et al. berichten im Gegensatz dazu, da3 die Ferritinbestimmung
die Diagnose der Hadmochromatose bereits im préizirrhotischen Stadium
erlaubt, hier wird ein kritischer Ferritinwert von 300ug/l angegeben’ .
Mossey et al. beobachten bei 45 Dialysepatienten unter Deferoxamin-

Therapie einen Abbau der Eisenablagerungen in der Leber (hepatische

Dichte computertomografisch quantifiziert) und berichten iiber eine
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schlechte Korrelation zwischen der Senkung des Lebereisengehaltes und

den Serumferritinspiegeln’®.

Baldus und Brass® akzeptieren unter rHuEPO-Therapie einen Ferritinspiegel
von etwa 150-250 pg/l als klinisch interventionsbediirftige Schwelle fiir eine
orale oder intravendse Eisensubstitution. Als sensitiver Parameter wird
daneben auch ein Abfall der prozentualen Transferrinsittigung auf Werte
unter 20% angegeben. Horl (Bericht des Europdischen Erythropoetin-
Symposium in Sevilla 1994) interpretiert einen Ferritinabfall auf unter 100
ng/l als Zeichen des absoluten Eisenmangels, der nur mit intravendser

Eisengabe therapiert sein sollte®’.

Drei  wesentliche Indikationbereiche fiir die Eisentherapie bei

Dialysepatienten wurden grundsétzlich vom Workshop-Panel in Sevilla

identifiziert:

1. prophylaktische Eisengabe (oral oder intravenos)

2. als Therapie des absoluten Eisenmangels (Ferritin <100 pg/l) (nur
intravenos)

3. als Therapie des funktionellen FEisenmangels (Ferritin >100 pg/l;
Transferrinséttigung <20% oder hypochrome Erythrozyten >10%)

. . . |
(vorzugsweise intravends)’'”

Die Ferritinkonzentration, die einen Eisenmangel bei Himodialysepatienten
ausschlieBen und bei der eine Eisensubstitution nicht indiziert ist, liegt in
Bereichen, in denen eine Eiseniiberladung vermutet werden kann. Die
Workshop-Teilnehmer in  Sevilla (11-13.11.1994) empfehlen die
intravendse Eisengabe erst “oberhalb eines Ferritins von 800
pg/l abzubrechen und eine weitere Ferritin-Kontrolle in 2-3 Wochen
zu veranlassen. Bei einem deutlichen Abfall des Serumferritins auf unter
500 ng/ml kann die intravenose Eisentherapie fortgesetzt werden. Eschbach

et al. haben aufgrund der Daten einer 6-monatigen Multizenterstudie iiber

36



Ferritinspiegeldanderungen ~ wihrend  der  rHuEPO-Therapie  die

Eiseniiberladung bei Serumferritinspiegel iiber 1000pg/1*® definiert.
Zur Abschitzung des Eisenbedarfs bei Dialysepatienten in der

Korrekturphase der rHuEPO-Therapie konnen auch folgende Formeln (van

Wyck) herangezogen werden'*:

endogene Eisen-Reserve = 400 x (log Ferritin - log 30)

Eisenbedarf (mg) = 150 mg x (Hb; - Hby)

(Hby = Ausgangshdamoglobin, Hb; = Zielhdmoglobin).

Der Faktor 150 geht auf die Vorstellung zuriick, da3 einem Zuwachs von

1g/dl zirkulierendem Hadmoglobin 150 mg Eisen entspricht.
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3.0 Ziel der Arbeit

Ziel der vorliegenden Arbeit ist es, Zink-Protoporphyrin (ZnPP) als
erginzenden Screenings-Parameter zur Steuerung der Eisentherapie oder
Eisensubstitution bei Dialysepatienten zu untersuchen. Ermuntert durch
zahlreiche positive Berichte iiber die Sensitivitdt und Stabilitidt der ZnPP
soll in der vorliegenden Arbeit gezeigt werden, inwieweit die beschriebene
Methode sensitiv genug ist, um eine Stérung der Eisenverfligbarkeit auch
bei Dialysepatienten mit pathologisch  erhdhten  Ferritin  und

Transferrinséttigung zu erfassen.

Folgende Fragen sollten in unserer Untersuchung beantwortet werden:

1. Besteht ein Zusammenhang zwischen der pathologischen korpuskulédren
Himoglobinkonzentration der Erythrozyten/Retikulozyten und den
Eisenstoffwechselparameter (Feritin, Transferrinsatigung und ZnPP) sowie

dem EPO-Verbrauch bei Dialysepatienten?

2. Wie andern sich der Retikulozytenanteil, MCV, MCH (das mittlere
korpuskuldre Volumen und die mittlere korpuskuldre
Héamoglobinkonzentration der Erythrozyten) und MCVretis, MCHretis bei
Dialysepatienten nach parenteral verabreichtem Eisen? Beobachtet man bei
Patienten mit Hypochromie/Mikrozytose eine andere Reaktion auf die

Eisengabe als bei Patienten mit Normochromie/Normozytose?

3. Ist das ZnPP der Ferritinkonzentration und der Transferrinséttigung zur

Beurteilung der Eisenstoffwechsel bei Dialysepatienten iiberlegen?
4. Gibt es Patienten, die nach Ausschluss des Eisenmangels mittels Ferritin

und Transferrinsittigung, eine positive Reaktion der Blutbildparameter auf

eine parenterale Eisengabe aufzeigen?
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5. Besteht ein Zusammenhang zwischen ZnPP und positiver Reaktion der
Blutbildparameter auf eine parenterale Eisengabe bei Patienten mit deutlich

erhohter Ferritinkonzentration und erhdhter Transferrinséttigung?
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4.0 Material und Methodik

In der vorliegenden Untersuchung wurde der Einfluss einer dreiwdchigen,
parenteralen Eisentherapie auf die Zellindizes der Retikulozyten und
Erythrozyten, in Anbetracht der Ausgangswerten der Zinkprotoporphyrin
(ZnPP) und anderer Eisenstoffwechselparameter (Ferritin und Transferrin-

Séttigung) analysiert.

Untersucht  werden  sollte der priddikative Wert von  der
Zinkprotoporphyrin  Ferritin und Transferrin-Séttigung flir  die
Wirksamkeit der parenteralen Eisentherapie auf die Erythropoese.

In die Untersuchung eingeschlossen werden konnten 181 Patienten mit

terminaler Niereninsuffizienz.

Bei den Dialysepatienten wurde die Eisentherapie abgesetzt und
Erythropoetin in unverdnderter Dosierung fortgefiihrt. Ausgeschlossen
waren transfusionsbediirftige Patienten und Patienten mit bekannten

Blutverlusten sowie mit einer Eiseniiberladung (Ferritin von iiber 1000

png/l).

Nach einem Monat wurden Hdmoglobin, Hamatokrit, MCV, MCH, MCHC,
Retikulozytenzahl und der Retikulozytenzellindezes MCVr, MCHr,
MCHCr, sowie ZnPP, Ferritin und Transferrin-Séttigung gemessen.

Zusitzlich wurde die Erythropoetindosis dokumentiert.

Nach einmonatiger Pause der Eisentherapie bekamen alle 181 Patienten
intravends 0,5 mg/kg KG Natrium-Eisen(IIT)-gluconat-Komplex (Ferrlecit™)
pro Dialyse. Die Therapie dauerte 3 Wochen. Es wurde insgesamt ca.
4,5+0,7 mg/kg KG Eisen pro Patient verabreicht. Eine Woche nach letzter
Eisengabe wurden erneut die morphologischen Parameter der Erythrozyten
und Retikulozyten gemessen. Zwischen beiden Laborkontrollen (4 Wochen)

wurde keine EPO-Dosis-Anderung vorgenommen.
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Eine Mikrozytose und Hypochromie und ein hoher rHu-Erypo-Verbrauch,
weiterhin  eine  Anderung (Normalisierung) der morphologischen
Blutbildparameter nach Eisengabe wurde als Hinweis auf eine signifikante

Eisenmangelanimie interpretiert.

4.1. Allgemein

Die Studiendauer pro Patient betrdgt nach einer einmonatigen Run-in-Phase
insgesamt 4 Wochen. Vor Beginn der Intervention (parenterale Eisengabe),
wurden steady state Bedingungen flir die EPO-Dosis (permanente EPO-
Substitution) und fiir das Himoglobin (9,5-10,5 g/dl) erreicht.

Einschlusskriterien:

Stabile oder keine EPO-Therapie
Erwachsene Patienten (Alter >18 Jahre) beiderlei Geschlechts, die sich seit
mindestens 2 Monaten in der Dialysebehandlung befanden.

Liickenlose Beobachtung und Dokumentationsfiihrung.

Ausschlu3Kkriterien:

Blutgabe 2 Monate vor Beginn und wihrend der Studie,

bekannte Blutverlusten, Operationen und Krankenhausaufenthalte,

Verdacht auf Eiseniiberladung mit einem Ferritinwert iiber 1000 pg/l und
einer ZnPP iiber 200 pMol/Mol Hidm

Verdacht auf Polyglobulie, Polycytaemia vera (auch mit bekanntem
Eisenmangel)

Patienten die mit Teilnahme in den Studien nicht einverstanden waren.

Unvertraglichkeitsreaktion auf parenterale Eisengabe in der Anamnese.
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4.2. Patientenpopulation

181 Patienten mit terminaler Niereninsuffizienz, wurden aus drei

Dialysezentren Rekrutiert.

Patientenkollektiv

n M Y Alter Dialyse seit | Dialysezeit
(h/Woche)

Gesamt 181 |88 |93 (56+8J (4,5+1,2J [13,520,8 Std.

EPO und Eisentherapie

Anzahl der Patienten mit rHu-EPO-Gebe oder mit Eisentherapie (meistens

UnregelmiBige Gabe) zur Beginn der Untersuchung

n EPO-Th parenterale
' Eisengabe
Gesamt 181 | 127 (70,2%) 87 (48,1 %)

Renales Grundleiden

n 181 n %
Binephrektomiert 2 1,1
Diabetes mellitus 29 16
Glomerulonephritis 23 12,7
Harnsédure nephropathie 3 1,7
Lupus erythemathodes 3 1,7
Nephrolithiais 8 4,4
Hypernephrom 2 1,1
Nephrosklerose/Hypertonus 56 30,9
Pyelonephritis 12 6,6
Prirenale Nierenversagen 17 9,4
Toxische Genese 2 1,1
Polyzystische Nierenerkrankung 6 3,4
Unklare Genese 18 10
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4.3 Gepriifte Variable und Korrelation

Hauptvoraussetzung:
bei einer konstanten rHu-Erypo-Dosis
und bei definierter, parenteraler Eisengabe

Ausgangswert

ZnPP

Ferritin

Transferrin- Korrelation mit
Sattigung

Erypo-Dosis

Ausgangswert

ZnPP

Ferritin

Transferrin- Korrelation mit
Séttigung

Erypo-Dosis

Statistische Haupthypothesen

Ausgangswert

MCH

MCV
Retikulozyten
MCH-Retis
MCV-Retis

Differenz  zwischen
den Werten vor und
nach Eisengabe.

A MCH

A MCV

A Retikulozyten
A MCH-Retis
A MCV-Retis

Anhand der Ergebnisse soll iiberpriift werden, welche Anderungen im

Bereich der Erythrozyten-Indezes, Retikulozytenzahl und Retikulozyten-

Indezes eine pardnterale Eisengabe verursachen kann.

Die statistische Nullhypothese:

vor parenteraler Eisengabe

nach parenteraler Eisengabe

MCV
MCH
Retikulozytenzahl
MCV-Retis
MCH-Retis

12

MCV
MCH
Retikulozytenzahl
MCV-Retis
MCH-Retis
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Die Alternativhypotese lautet:

vor parenteraler Eisengabe nach parenteraler Eisengabe
MCV MCV
MCH < MCH
Retikulozytenzahl Retikulozytenzahl
MCV-Retis MCV-Retis
MCH-Retis MCH-Retis

Die o.g. Anderungen, die hypothetisch, besonders Stark in der
Patientengruppe mit Eisenmangelandmie ausgeprigt werden, werden mit

Ausgangswerten der Eisenstoffwechselparameter verglichen.

Demnach sollte eine signifikante Anderung der Retikulozytenzahl und der
Erythrozyten/Retikulozyten-Indezes, nach Eisengabe in der
Patientengruppe, = mit  pathologischen  Eisenstoffwechselparametern
beobachtet werden.

In der Patientengruppe mit normalen Eisenwerten werden dagegen keine
signifikante Anderung der Erythrozyten- und Reikulozyten-Indezes

erwartet.

4.4. Statistische Methoden

Als statistische Methoden werden die Korrelations- und Regressionsanalyse
mit der zugehorigen Basisstatistik gewihlt. Von jedem einzelnem Merkmal
werde folgende Basisstatistik erhoben: die Fallzahl, der Mittelwert, die
Standartabweichung des Mittelswertes.

AuBlerdem wurden das Scatterdiagramm und die Regressiongerade fiir jede
vorgegebene Korrelation bildlich dargestellt.

Berechnet wurde:

-Regressionsgerade: (y=a+bx)

-Korrelationskoeffizienz: r

-Bestimmtheitsmall: B=r*r (%)

-Fehlerwahrscheinlichkeit: p (die mit dem vorgegebenen Signifikanzniveau

alfa=0,05 verglichen wird).
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4.5. Labormethoden und Laborzentren

Hamoglobin,Erythrozytenzahl und Himatokrit

Hiimoglobin,Erythrozytenzahl und Hiimatokrit
Bestimmungsmethode Photometrie-Cyan-Hb
Laborgerit E 5000
Firma Sysmex
Labor Medizinisch-Diagnostisches Labor in Kaiserslautern
Fiithrung Dr. Dr. med. M Klein
Untersuchungsmaterial EDTA-Blut
Erythrozytenindizes

Die Berechnung der Erythrozytenindizes erlaubt die Kennzeichnung von
Erythrozytengrofle und Hémoglobingehalt und somit die Klassifizierung
von Andmien (z.B. Hypohromische, mikrozytire Andmie deutet auf
Eisenmangelanidmie). Die Berechnung erfolgt aus bereits bestimmten Daten

mit Hilfe bekannter Formel (11).

Folgende Indizes werden berechnet:

Héamatokrit (I/1 Quot.)
Mittleres korpuskulires Volumen MCV (fl) =
Erythrozytenzahl (/pl)
MCV
Referenzbereich 90+ 10
M und F 80-100
Hamoglobin (g/dl)
Mittleres korpuskulires Himoglobin MCH (pg) =
Erythrozytenzahl (/pl)
MCH
Referenzbereich 30,0 +3,0
M und F 27-33

Mittlere korpuskulire Himoglobinkonzentration

Héamoglobin (g/dl)
MCHC (g/dl) =
Héamatokrit (I/1 Quot.)
MCV
Referenzbereich 34+2
M und F 32-36
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Retikulozyten

Retikulozyten, MCVr, MCHr, MCHCr

Bestimmungsmethode opt.Streulichtmessung

Laborgerit Tehnikon H 3

Firma Behringer

Labor Zentrallabor des Krankenhauses in Kaiserslautern
Fiihrung Prof. Dr. med. Paschen

Untersuchungsmaterial

EDTA-Blut

Eisen in Serum

Bestimmungsmethode Ferrosin-Metode

Laborgerit Hitachi 717

Firma Boehringer-Mannheim

Labor Medizinisch-Diagnostisches Labor in Kaiserslautern
Fiihrung Dr. Dr. med. M Klein

Referenzbereiche

Miénner 35-168 pg/dl

Frauen 23-134 pg/dl

Untersuchungsmaterial

eingefrorenes Serum

Transferrin
Bestimmungsmethode Nephelometrie
Laborgerit Nephelometer
BNA 100
Firma Behring
Labor Medizinisch-Diagnostisches Labor in Kaiserslautern
Fiihrung Dr. Dr. med. M Klein
Referenzbereiche
Maénner 210-340 mg/dl
Frauen 200-310 mg/dl

Untersuchungsmaterial

eingefrorenes Serum

Transferrinsattigung

FE pg/dl

Transferrinsattigung (%)= —— x 100
TF mg/dl
Transferrin-Séttigung Referenzbereiche
Maénner 16-45%
Frauen 16-45%
Ferritin
Kaiserslautern
Bestimmungsmethode ELISA (EIA)
Laborgerit ES 700
Firma Boehringer-Mannheim
Labor Medizinisch-Diagnostisches Labor in Kaiserslautern
Fiihrung Dr. Dr. med. M Klein
Referenzbereiche
Miénner 8-400 pg/l
Frauen

Untersuchungsmaterial

eingefrorenes Serum
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ZnPP-Bestimmungsmethode

Die  Messungen wurden mit AVIV®  AUTOMATIC 2N
HEMATOFLUOROMETER MODEL 20 durchgefiihrt. Geréte dieses Typs
wurden von Department of Health State of New York gepriift und 1988 zu
der Labordiagnostik zugelassen (VK: £6% fiir die Werte <40 und £15% fiir
die Werte 240 pmol ZnPP/mol Ham)

Das Gerét wurde uns freundlicherweise von der Firma Aviv Biomedical fiir

die Messungen zur Verfiigung gestellt.

4.6. Begleitpraparate

Rekombinantes Humanes Erythropetin: Im Rahmen der Studie wird rHu-
EPO der Firma Boehringer Mannheim und Firma Cilag eingesetzt.

Priparaten wurden grundsétzlich i.v. verabreicht.

Natrium-Eisen(III)-gukonat-Komplex: Ferrlecit in Amp. a 40 mg und 62 mg

1.v. der Firma Nattermann.

47



5. Ergebnisse

5.1. Basisstatistik bei Studienbeginn

Bei den in die Studie eingeschlossenen 181 Dialysepatienten wurde die
parenterale Eisentherapie fiir mindestens 4 Wochen abgesetzt und die
Erythropoetintherapie fiir mindestens 4 Wochen in unverinderter Dosierung
fortgefiihrt. Vor Studienbeginn wurde eine Himoglobinkonzentration von
10 g/dl eingestellt und die Erythropoetindosis diesem Ziel entsprechend
iiber einem Zeitraum von 3 Monaten modifiziert. Tatsdchlich wurde in der
Gesamtgruppe eine mittlere Hdmoglobinkonzentration von 9,9+1,1 g/dl
erreicht, die mittlere Erythropoetindosis betrug dabei 78,3+£76,0
IE/KgKG/Woche. Bei 52 Patienten von 181 wurde der Himoglobinzielwert
ohne Erythropoetingabe erreicht.

Die mittlere Ferritinkonzentration lag zu Beginn der Studie bei 196,4+£197,7
png/l,  die  Transferrin-Séttigung bei 13,176 % und die
Zinkprotoporphyrinkonzentration (ZnPP) bei 45,327 pMol/Mol Hiam
(Referenzbereich 1-30 pMol/Mol Hédm). Die Laborparameter vor Beginn
der Eisentherapie sind fiir die Gesamtgruppe in Tabelle 5.1 dargestellt.

Tabelle 5.1: Mittelwerte  und  Standardabweichung  (x£SD)  der

Laborparameter bei Studienbeginn

N=181 X +SD
Héamoglobin (g/dl) 9,9+1,1
Héamatokrit (%) 31,3£3,8
MCV (1) 90,7£8,1
MCH (pg) 28,742,5
MCHC (g/dl) 31,5£1,5
Retikulozyten (%o) 21,749.9
MCVgeiis 122,248,9
MCHgesis 28,9+2,9
MCHCreyis 24,5+1,8
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5.1.1 Beziehung zwischen den Eisenstoffwechsel-
und Blutbildparametern bei Beginn der Studie
Zwischen der Hamoglobinkonzentration und den
Eisenstoffwechselparametern Ferritin, Transferrin-Séttigung sowie ZnPP
zeigte sich vor Beginn der Eisentherapie in der Gesamtgruppe (n=181)
keine signifikante Beziehung. Auch die Retikulozytenzahl stand zu diesen
Parametern nicht in signifikanter Beziehung. Die fehlende Korrelation ist
wahrscheinlich auf die Anpassung der Erythropoetindosis an den
Hamoglobinzielwert zuriickzufiihren.
Zwischen MCV und MCH sowohl der Erythrozyten als auch der
Retikulozyten und den Eisenstoffwechselparametern Ferritin, Transferrin-
Sattigung sowie ZnPP konnte dagegen eine signifikante Korrelation
nachgewiesen werden (Tabelle 5.1.1.). Diese Beziehung spricht fiir den
Stellenwert der Eisenverfligbarkeit fiir die Zellmorphologie sowohl von

Erythrozyten als auch von Retikulozyten.

Tabelle 5.1.1. Bivariate Korrelationsanalyse (n=181)

Hb MCV MCH Retis MCVgeis MCHpgeis  ZnPp Ferritin Transf. EPO-

-Sitt. Dosis
Hb - 0,08 0,025 0,45 0,009 0,7 0,07 0,7 0,8 <0,001
MCV 0,8 - <0,001 0,4 <0,001 <0,001 <0,001 0,06 <0,001 0,5
MCH 0,025 <0,001 - 0,3 <0,001 <0,001 <0,001 0,05 <0,001 0,6
Retikulozyten 0,44 0,42 0,27 0,9 0,8 0,5 0,8 0,7 0,4
MCVgeis 0,009 <0,001 <0,001 0,9 - <0,001 0,021 0,04 0,3 0,8
MCHgeiis 0,7 <0,001 <0,001 0,8 <0,001 - <0,001 0,03 0,03 0,05
ZnPp 0,07 <0,001 <0,001 0,5 0,021 <0,001 - 0,09 <0,001 0,001
Ferritin 0,7 0,06 0,05 0,8 0,04 0,03 0,09 - 0,001 0,61
Transferrin-Sitt. 0,8 <0,001 <0,001 0,7 0,26 0,03 <0,001 0,001 - 0,22
EPO-Dosis <0,001 0,5 0,6 0,38 0,81 0,05 0,001 0,61 0,23 -

Zwischen den Erythrozytenindezes MCV und MCH sowie zwischen den
Retikulozytenindezes MCVgeis und MCHgeis zeigt sich erwartungsgemail
eine hochsignifikante Korrelation (Abbildung 5.1.1.1 und 5.1.1.2). Da in
den meisten Studien als Zellindize MCH angegeben wird, sollen in der

weiteren Darstellung nur noch die Ergebnisse fiir MCH dargestellt werden.
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Abbildung 5.1.1.1 und 5.1.1.2
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MCHgeis wird in  zahlreichen Publikationen als

Goldstandard der

Eisendiagnostik gesehen. Ein MCHgeis-Wert von unter 28 pg soll einen

Indikator einer eisendefizitdren Erythropoese darstellen. In der vorliegenden

Untersuchung wurde bei 49 (27,1%) Patienten ein MCHgeis-Wert von unter

28 pg gemessen. In Tabelle 5.1.1.3 sind die Laborergebnisse fiir die Gruppe

mit einem MCHgeis-Wert von < 28 pg (n=49) und von > 28 pg (n=139)

dargestellt:
Tabelle 5.1.1.3.
CHr <28 pg CHr > 28 pg
n =49 n =132 D
HB 9,5+ 1.2 10,0 = 1,0 0,0035
MCH 258 + 2,1 298 £ 1,6 <0,0001
RETIS 21,8 + 83 21,7 £ 10,5 0,4758
MCVr 1148 + 8,5 1249 + 7.4 <0,0001
CHr 251+ 23 303+ 1,5 <0,0001
x+SD
Tabelle 5.1.1.4.
CHr <28 pg CHr > 28 pg
n =49 n=132 p
ZnPP 63,5+ 34,6 386+ 19,8 <0,0001
Ferritin 133,7 + 1876 2197 + 197,0 0,0045
T-Séitt. 88+ 58 147 £ 7,6 <0,0001
EPO/KG/W 107,5 + 100,4 67,6 £ 61,7 0,0008
x+SD
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In der Gruppe mit einem MCHgi-Wert von < 28 pg zeigte sich eine
signifikant niedrigere Hamoglobinkonzentration als in der Gruppe mit
einem MCHgeiis-Wert von > 28 pg. Wie in Tabelle 5.1.1.3 dargestellt ist bei
Patienten mit niedrigem MCHgei;s auch ein niedrigeres MCV sowie MCH
der Erythrozyten sowie hypochrome Retikulozyten und Erythrozyten
nachweisbar. Zudem weisen Patienten mit niedrigem MCHgeis eine
signifikant erh6hte ZnPP-Konzentration sowie eine signifikant erniedrigte
Ferritinkonzentration und Transferrin-Sattigung auf (Tabelle 5.1.1.4). Die
Retikulozytenzahl war dagegen in beiden Gruppen nicht signifikant
unterschiedlich. Die notwendige Erythropoetindosis war in der Gruppe mit
niedrigem MCHgeis signifikant niedriger als in der Gruppe mit hohem
MCHRgetis.

Die Beziehung zwischen MCHpgeiis und der ZnPP-, Ferritinkonzentration und

Transferrin-Sittigung ist auch in Abbildung 5.1.1.5-6 dargestellt:

Abbildung 5.1.1.5-6

Ferritin und CHr bivariable T.-Satt. und CHr bivariable

Korrelation Korrelation
4 < 0,0001
1000 | P<0000T 1, 40 50000
* rB_ 4"/ o % \‘{. r=0,35 . -
A% g Ry o 12% )

_Ferritin
I(n)'in-Séitt.
o

Il

Transfe

-
o
|

10 : . ‘ 0

ZnPP und CHr bivariable
Korrelation p < 0,0001
r=-0,39
B =15%
*

120 +

*

ZnPP

51



Zwischen MCHgeis und Ferritin bzw. Transferrin-Sittigung konnte eine
signifikant positive Korrelation nachgewiesen werden, zwischen MCHgetis
und ZnPP konnte entsprechend eine signifikant negative Korrelation
nachgewiesen werden.

Diese Ergebnisse und die in Tabelle 5.1.1.3 dargestellten Daten
unterstiitzen die Hypothese, dal ein MCHgeis-Wert von < 28 pg eine

eisendefizitire Erythropoese anzeigt.

5.1.2 Beziehung zwischen Erythropoetindosis und Eisenstoffwechsel-
parametern bzw. Erythrozyten- und Retikulozyten-Zellindezes

vor Beginn der Eisentherapie

Eisenmangel fiihrt zur eisendefizitiren Erythropoese mit Mikrozytose,
Hypochromie und Andmie, die mit einer Stimulation der
Erythropoetinfreisetzung einhergeht. In Ubereinstimmung dazu wird bei
Dialysepatienten mit Eisenmangel ein hoherer Erythropoetinverbrauch

beobachtet als bei Patienten ohne Eisenmangel.

5.1.3 Haufigkeit von Eisenmangel in Abhéngigkeit von dem Eisen-
stoffwechselparametern Ferritin, Transferrin-Sittigung und

ZnPP

In Tabelle 5.1.3.1. dargestellt ist die Héaufigkeit von Eisenmangel in

Abhéngigkeit von dem zugrunde gelegten Eisenstoffwechselparameter:

Tabelle 5.1.3.1: Zahl der Patienten mit Eisenmangel in Abhdngigkeit von
dem Eisenstoffwechselparameter (n=1381).

Eisenmangel N % eventuell n % Patienten ohne n %
Eisenmangel Eisenmangel
Ferritin (ug/1 <100 81 448 100-300 55 304 >300 45 249
Transferrin-Sattigung (%) <10 72 39,8 10-20 78 43,1 >20 31 17,1
ZnPP (uMol/Mol Ham) >60 45 249 30-60 74 409 <30 62 343
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In Abhéngigkeit von dem zugrunde gelegten Eisenstoffwechselparameter
zeigte sich bei 24,9 bis 44,8 % einen Eisenmangel. Die unterschiedliche
Hiufigkeit eines Eisenmangels ist mdglicherweise auf nicht
deckungsgleiche Grenzwerte der verschiedenen Eisenstoffwechselparameter
zuriickzufiihren. Unter gleichzeitiger Berticksichtigung der verschiedenen
Eisenstoffwechselparameter kann in der untersuchten Patientengruppe nur

bei maximal 34 % ein Eisenmangel unwahrscheinlich gemacht werden.
5.1.3.2 Erythropoetindosis in Abhéingigkeit von dem Eisenstatus

Insgesamt wurden 127 von 181 Patienten mit Erythropoetin behandelt, bei
54 Patienten konnte der Himoglobinzielwert ohne Erythropoetingabe erzielt
werden. Der Erythropoetinverbrauch in  Abhédngigkeit von den

Eisenstoffwechselparametern sind in Abbildung 5.1.3.2.1-3 dargestellt:
Abbildung 5.1.3.2.1-3
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Zwischen dem Erythropoetinverbrauch und der Ferritinkonzentration zeigte
sich  kein Zusammenhang. In den Patientengruppen mit einer
Ferritinkonzentration von >300 pg/l, 100-300 pg/l und <100 pg/l war der
Erythropoetinverbrauch vergleichbar (Abbildung 5.1.3.2.1). Mit steigender
Transferrin-Sattigung zeigte sich ein Anstieg des Erythropoetinverbrauchs,
der Unterschied zwischen Patienten mit einer Transferrin-Sattigung von
>20%, 10-20% und <10% war jedoch statistisch nicht signifikant
(Abbildung 5.1.3.2.3). Im Gegensatz zu der Ferritinkonzentration und der
Transferrin-Sattigung konnte in den Gruppen mit unterschiedlicher ZnPP-
Konzentration ein signifikant unterschiedlicher Erythropoetinverbrauch
nachgewiesen werden. In der Gruppe mit einem ZnPP von <30 pmol/mol
Hiam war der Erythropoeitinverbrauch signifikant niedriger als in den
Gruppen mit einem ZnPP von 30-60 und >60 pmol/mol Hidm (Abbildung
5.1.3.2.2), p<0,03. Diese Ergebnisse sprechen dafiir, dass durch
Bestimmung von ZnPP der Erythropoeitinverbrauch besser abgeschétzt
werden kann als durch Bestimmung von Ferritin und der Transferrin-

Sattigung.

5.2. Einfluf} der Eisentherapie

Die Laborergebnisse vor und nach einmonatiger Eisentherapie (insgesamt
4,5+0,7mg/kg KG Natrium-Eisen(IIl)-gluconat-Komplex -Ferrlecit®- i.v.
iiber 3 Wochen) sind fiir die Gesamtgruppe in Tabelle 5.2.1. dargestellt:

Tabelle 5.2.1.: Mittelwerte der Laborparameter zur Beginn und nach

Eisengabe
Studienbeginn N=181 Studienende N=181 P

Himoglobin 9,9+1,1 9,8+1,0 @) NS
MCV 90,748,1 91,1£7,0 0,14
MCH 28,742,5 29,942,5 <0,001
MCHC 31,541,5 32,8+1,1 <0,001
Retikulozyten 21,7499 29,0+11,7 <0,001
MCV e 122,248,9 126,348,7 <0,001
MCHgegs 28,9429 30,542,7 <0,001
MCHCregs 24,5+1,8 25,0+1,5 0,002
X +SD
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Unter Eisentherapie kam es nach vier Wochen zu keiner signifikanten
Himoglobindnderung in der Gesamtgruppe (n=181).

Im Gegensatz zu der unverdnderten Hamoglobinkonzentration wurde unter
der Eisensubstitution eine Anderungen der Zellindizes der Erythrozyten und
auch der Retikulozyten. beobachtet. Das MCH und MCHC von
Erythrozyten und Retikulozyten zeigte nach Eisensubstitution einen
signifikanten Anstieg. MCV der Erythrozyten und Retikulozyten zeigte
ebenfalls einen Anstieg, dieser war jedoch nur fiir die Retikulozyten

statistisch signifikant.

5.2.1. Retikulozytenzahl-Anderung nach Eisengabe

Die Verteilung der Retikulozytendnderung nach Eisengabe ist in Diagramm
5.2.1.1. dargestellt. Die durchschnittliche Retikulozyteninderung betrug
nach Eisengabe 7,3+11,1%o (n=181).

Diagramm 4.2.1.1.

Differenz zwischen der Retikulozytenanteil vor und nach
der Eisentherapie

Patienten 159 bis181
Retikulozytenanteilanstieg um
mehr als 20%o

-20

Retikulozytenanteil- Differenz

-40

Patienten sortiert nach Retikulozytenanstieg (n 181)
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Bei 23 (12,7%) von 181 Patienten wurde ein signifikanter
Retikulozytenanstieg nach Eisengabe (definiert als Anstieg von um A 20%o)
beobachtet. Im  Folgenden sollen die Patienten mit einem
Retikulozytenanstieg von um A 20%o (n=23, Gruppe A) und von < 20%o
(n=151, Gruppe B) verglichen werden.

Vor Beginn der Eisentherapie war die Retikulozytenzahl in Gruppe A
signifikant niedriger als in Gruppe B (18,3+8,0%0 versus 22,2+10%o,
p<0.05); obwohl die mittlere Erythropoetindosis in Gruppe A signifikant
hoher war als in Gruppe B (112,8+81,2 IE/KgKG/Woche versus 73,3+74,2
IE/KgKG/Woche (p<0,001). Die Eisenstoffwechselparameter waren in
Gruppe A und Gruppe B vergleichbar. Die Ferritinkonzentration,
Transferrin-Séttigung sowie die Zinkprotophorphyrinkonzentration war in
beiden Gruppen statistisch nicht signifikant unterschiedlich (Tabelle
5.2.1.1.).

Tabelle 5.2.1.1.  Korrelation  zwischen  Eisenstoffwechsel — und

Retikulozytendnderung

A Retikulozyten <20%o A Retikulozyten >20%o 4
n 158 n23
Ferritin (ug/l 199,04203,0 178,0£157,0 0,32
Transferrin-Séttigung (%) 13,3+7,7 11,9+6,9 0,21
ZnPP (uMol/Mol Hiim) 44,4+25,0 52,1+37,8 0,10
X +SD
Diese  Daten  weisen  darauf  hin, dass die  genannten

Eisenstoffwechselparameter keinen pridikativen Wert fiir die Anderung der
Retikulozytenzahl nach Eisengabe aufweisen. Erklart werden kann diese
Beobachtung dadurch, dass die genannten Eisenstoffwechselparameter die
Wirksamkeit einer Eisentherapie auf die Blutbildung nicht vorhersagen

kann.
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5.2.2. Anderung der Blutbildparameter unter Eisensubstitution in
Abhéngigkeit von MCHpges

Um die Bedeutung einer eisendefizitiren Erythropoese zu analysieren,
wurde die Anderung der Blutbildparameter bei Patienten mit einem MCH

Retis unter 28 pg und iiber 28 pg untersucht (Tabelle 5.2.2.1.).

Tabelle 5.2.2.1:. Anderung der Zellindizes von Erythrozyten und
Retikulozyten unter Eisengabe in Abhdngigkeit von MCH Rreis -Werten.

(bivariable Regressionsanalyse)

CHr <28 pg CHr > 28 pg zwischen

n =49 n=132 der Untergruppen
Differenz vor und nach Eisengabe p vor und nach Eisengabe p p
AHB 0,2 £ 0,6 0,1999 -0,1 = 0,7 0,1228 0,0011
AMCV 1,2+ 34 0,1843 0,1 £ 3,7 0,4449 0,0358
AMCH 1,2+ 0,7 0,0021 1,1 £ 0,7 <0,0001 0,2431
AMCHC 1,0+ 1,2 <0,0001 1,4+ 15 <0,0001 0,0860
ARETIS 6,2+ 11,1 0,0022 7,6 £ 11,1 <0,0001 0,2198
AMCVretis 8,2 +£ 10,1 <0,0001 2,6 £ 6,6 0,0026 <0,0001
ACHretis 3,1 £ 25 <0,0001 1,1 £2,0 <0,0001 <0,0001
ACHCMretis 1,1 £ 14 0,0002 03+ 1,4 0,0407 0,0002

x+SD

Nach der parenteralen Eisengabe zeigte sich sowohl bei Patienten mit einem
MCHeretis von unter 28 pg und iiber 28 pg eine Anderung der Zellindizes
von Erythrozyten und Retikulozyten (Tabelle 5.2.2.1), die nur fiir MCV der
Erythrozyten nicht statistisch signifikant unterschiedlich war. Im Vergleich
zur Gruppe mit einem MCHretis von {iber 28 pg zeigte sich in der Gruppe
mit einem MCHretis von unter 28 pg eine signifikant groBerer Anstieg der
Zellindizes der Retikulozyten. So konnte ein signifikant groflerer Anstieg
von MCVretis und MCHretis in der Gruppe mit dem niedrigeren MCHretis
beobachtet werden. Die Anderung von MCV und MCH der Erythrozyten
dagegen war im Gruppenvergleich nicht statistisch signifikant
unterschiedlich. Dieses Ergebnis kann darauf zuriickgefiihrt werden, dal3 der
Zeitraum von 4 Wochen zu kurz ist, um bereits Anderungen der

Erythrozytenindezes zu beobachten.
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Zwischen Anderung der Retikulozytenzellindezes (AMCHretis) und den
Eisenstoffwechselparametern Ferritin, Transferrin-Sittigung und ZnPP

konnte eine statistisch signifikante Korrelation nachgewiesen werden

(Abbildung 5.2.2.1-3.).

Abbildung 5.2.2.1-3.

Ferritin und A CHr bivariable Korrelation Transferrin-Satt. und A CHr bivariable
Korrelation
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Die in Abbildung 5.2.2.1-3. dargestellten Ergebnisse zeigen, dafl zwischen
MCH der Retikulozyten und dem Eisenstatus eine enge Beziehung besteht.
Diese Korrelationen bestdtigen den Aussagewert von MCH der

Retikulozyten fiir die Verfiigbarkeit von Eisen wéhrend der Erythropoese.
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5.2.3. Einfluss der Eisentherapie in Abhéingigkeit von Ferritin,

Transferrin-Sittigung und ZnPP

Der Einfluss der Eisentherapie auf die Blutbildparameter fiir die
Gesamtgruppe ist in Kapitel 5.2. dargestellt. In Kapitel 5.2.2. soll der
Einflu} der Eisentherapie in Abhéngigkeit von der Ferritinkonzentration,
der Transferrin-Sattigung und dem ZnPP-Wert untersucht werden. Hierzu
werden die Patienten in Gruppen mit unterschiedlicher Ferritinkonzentration
(Ferritin < 100 pg/l, Ferritin 100-300 pg/l und > 300 pg/l), mit
unterschiedlicher Transferrin-Séttigung (Transferrin-Séttigung < 10%, 10-
20 % und >20%) sowie mit unterschiedlichem ZnPP (<30 uMol/Mol Ham,
30-60 uMol/Mol Hdm und > 60 uMol/Mol Him) eingeteilt.

Die Ergebnisse fiir die Gruppen mit unterschiedlicher Ferritinkonzentration
sind in Tabelle 5.2.3.1 dargestellt:

Die Hdmoglobinkonzentraton bei Beginn der Studie und nach vierwochiger
Eisentherapie ist zwischen den Gruppen mit unterschiedlicher
Ferritinkonzentration vergleichbar. Diese Beobachtung kann jedoch nicht
auf eine Anpassung der EPO-Dosis an den Zielhdmoglobinwert von 10 g/dl
zuriickgefiihrt werden, da die applizierte EPO-Dosis in den Gruppen mit
unterschiedlicher Ferritinkonzentration vergleichbar ist. Diese Ergebnisse
sind {iberraschend und weisen darauf hin, daB eine niedrige
Ferritinkonzentration bei Hdmodialysepatienten nicht per se mit niedrigeren

Hiamoglobinwerten einhergehen mubB.
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Tabelle 5.2.3.1: Einfluss der Eisengabe in Abhdngigkeit von der Ferritinkonzentration

Ferritin Ferritin Ferritin Ferritin Ferritin Ferritin
>300 >300 100-300 100-300 <100 <100
vor nach A P vor nach A P vor nach A P
Eisengabe Eisengabe Eisengabe Eisengabe Eisengabe Eisengabe
N 45 55 81
Hamoglobin 9,7+1,2 9,5+0,9 -0,240,7  0,2084  9,9+1,1 9,8+1,1 -0,1240,6  0,2787 10,0£1,1 10,1£1,1 0,1£0,7 0,3576
MCV 95,1£7,0 93,54£5,9 -1,744,0  0,1145 92, 946,7 93,546,3  0,543,1 0,3333 86,847,9 88,3£7,0 1,5+3,3  0,1089
MCH 29,5£1,9 30,7£1,9 1,240,7 0,0015 29,4+23 30,74£2,3  1,340,7 0,0016 27,842,6 28,8+2,5 1,0+0,7  0,0061

Retikulozyten 21,749.4 26,9£11,6 5,2+104  0,0106 23,1114 31,5¢11,0  8,3+11,1  0,0001 20,749,1 28,3+12,1 7,7+11  0,0001

MCVxgeis 122,0£7,7 125,0£7,4 3,0£5,9 0,301 123,7£10,2  126,0£9,7 2,3+7,3 0,1131 121,348,5 127,3£8,7 6,0£9,3  0,0001
MCHgeiis 29,742,1 31,042,1 1,3£2,1 0,0030  29,5+3,0 30,8+2,9 1,3£2,4 0,0136 28,0£2,9 30,0+2,8 2,1+2,4  0,0001
EPO/KG/Woche  77,5+69,7 74,4+72,7 81,5+82,1
Ferritin 487£176 170448 53,1£26,9
ZnPP 40,1£22,7 37,9+18,5 53,3431,7
Transferrin-Sétt ~ 18,1+7,7 14,7£7,5 9,315,4

X+SD



Der in der Gesamtgruppe nachgewiesene Einflul der Eisentherapie auf die
Retikulozytenzahl und die Zellindizes der Retikulozyten 146t sich auch fiir
die Gruppen mit unterschiedlicher Ferritinkonzentration nachweisen.
Auffillig jedoch ist, dal der Anstieg der Retikulozyten und Zellindizes der
Retikulozyten in der Gruppe mit hoher Ferritinkonzentration und mit der
niedrigeren Ferritinkonzentration vergleichbar ist. Dieses Ergebnis spricht
dafiir, dal eine Eisentherapie die Blutbildung bei Patienten mit hoher
Ferritinkonzentration genauso giinstig beeinflult wie bei Patienten mit
niedriger Ferritinkonzentration. Bemerkenswert dabei ist, dass trotz der
unterschiedlichen Ferritinkonzentration die ZnPP-Konzentration und die
EPO-Dosis zwischen den Gruppen mit unterschiedlicher

Ferritinkonzentration vergleichbar sind (Tabelle 5.2.3.1).

In Tabelle 5.2.3.2 dargestellt sind die Ergebnisse fiir die Gruppen mit

unterschiedlicher Transferrin-Séttigung.

Wie in den Untergruppen mit unterschiedlicher Ferritinkonzentration wird
auch in den Gruppen mit unterschiedlicher Transferrin-Sattigung ein
vergleichbarer Einflu einer Eisentherapie auf die Retikulozyten und
Zellindizes der Retikulozyten beobachtet. Auffillig jedoch ist eine deutlich
ausgeprigtere Beziehung zwischen der Transferrin-Séttigung und ZnPP
sowie zwischen der Transferrin-Sattigung und der EPO-Dosis. So waren in
der Gruppe mit niedrigerer Transferrin-Séttigung signifikant hohere EPO-
Dosen zum Erreichen des Hidmoglobinzielwertes notwendig. Diese
Beobachtung deutet darauf hin, da8 die Transferrin-Sittigung ein besserer

Parameter der Eisenverfiigbarkeit ist als die Ferritinkonzentration.
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Tabelle 5.2.3.2. Einfluss der Eisengabe in Abhdngigkeit von der Transferrin-Sdttigung

Transferrin-  Transferrin- Transferrin-  Transferrin- Transferrin-  Transferrin-

Sitt.>20% Sitt >20% Satt 10-20%  Satt 10-20% Sitt <10% Sitt <10%

Vor nach A P vor nach A P vor nach A P

Eisengabe Eisengabe Eisengabe Eisengabe Eisengabe Eisengabe
N 31 78 72
Hamoglobin 10,0+1,1 9,7+1,0 -0,3+0,8  0,3711 9,9+1,1 9,8+1,1 0,106 0,1824  9.9+1,1 10,01,1 0,140,7  0,3263
MCV 96,9+5,5 94,8+4,3 22444 03122 93,0472 93,246,5 02+3,4 0,3766  85,6+7,0 87,416,8 1,8+2,8  0,0607
MCH 29,8+1,3 31,1412 1,3+0,7 0,0074 29,4423 30,7£2,3 1,240,7 0,0006  27,442,5 28,5+2,4 1,0+0,7  0,0062
Retikulozyten 20,3+8,9 25,1489 4,849,6 0,0086 22,9+11,0 30,812 7,9¢11  0,0001  21,049,1 28,7+12,4 7,6£12  0,0001
MCVreis 122+5,8 125,545,2 3,615,7 0,0754 123,7+10,0  125,949,6 2,2+7,5 0,0244  120,6%8.5 127,148,9 6,649,0  0,0001
MCHgeiis 30,1+1,5 31,2415 1,241,9 0,0129  29,5+2.9 30,9+2,9 1,4+2,3 0,0005 27,7429 29,8+2,8 2,1+2.4  0,0001
EPO/KG/Woche 58,6+50 80,3+78 84,8+82
Ferritin 475,7+167 218+170 52,7426
ZnPP 29,8+10,4 40,6+22,2 57,2431,5
Transferrin-Satt 19,5+6,9 14,2174 9,245,5

X +£SD
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In Tabelle 5.2.3.3 dargestellt sind die Ergebnisse fiir die Gruppen mit
unterschiedlicher ZnPP.

Es konnten signifikant unterschiedliche Mittelwerte aller dokumentierten
Blutbildparameter (auBler Hamoglobinwerten und Retikulozytenzahl) in
einzelnen ZnPP-Untergruppen festgestellt werden (Tabelle 5.2.3.3).
Weiterhin unterschiedlich waren das Ferritin- und die Transferrin-Sattigung.
Die Erythropoetindosis war zwischen den Gruppen mit unterschiedlicher

ZnPP-Konzentration hochsignifikant unterschiedlich.
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Tabelle 5.2.3.3. Korrelation der untersuchten Parameter in ZnPP-Untergruppen

ZnPP<30 ZnPP<30 ZnPP 30-60  ZnPP 30-60 ZnPP>60 ZnPP>60

vor nach A P vor nach A D vor nach A P

Eisengabe Eisengabe Eisengabe Eisengabe Eisengabe Eisengabe
N 62 74 45
Hémoglobin 10,1+1,1 9,9+1,1 -0,240,8  0,2149 9,8+1,1 9,8+1,1 -0,1£0,6  0,3599  9,7+1,0 9,9+1,0 0,11+£0,7 0,3088
MCV 94,9+6,8 94,0+6,1 -0,944,0  0,2108 90,6+7,1 91,3+6,2 0,743,2  0,2541 85,3+8.4 87,0£7,6 1,7432  0,1571
MCH 29,8+1,7 31,0£1,9 1,240,8 0,0001  28,6+2,3 29,842,3 1,1+0,7 0,0018  27,3%£3.0 28,4+2,8 1,240,8  0,0271
Retikulozyten 20,0£9,1 27,3+10,3 7,3£9,6 0,0001  23,4+10,9 30,0£11,9 6,6+11  0,0003  21,249,1 29,6£13,1 8,3+13,1 0,0004
MCVgeiis 123,448,0 126,148,2 2,746,6 0,0308 123,0+7,4 127,0£8,0 4,1£7,0  0,0007 1193+11,4  125,5£104  6,2+10,1 0,0045
MCHgeis 30,1£1,9 31,542,1 1,3+2,2 0,0002 28,9425 30,4+2,7 1,5£1,9 10,0002 27,2437 29,4+3,0 2,242,9  0,0011
EPO/KG/Woche 55,2460,9 79,1£65,5 109,0+98,3
Ferritin 222,2+193 195,8+195 161,8+207
ZnPP 22,7449 43,248,1 80,1429,5
Transferrin-Sitt 16,6+6,9 12,8+6,9 8,9+7,3

X £SD
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5.3. Bedeutung der ZnPP-Bestimmung bei Patienten ohne

Verminderung der Ferritinkonzentration (Ferritin >100png/1)

Eine verminderte Ferritinkonzentration ist ein valider Préadiktor eines
Eisenmangels. Bei Patienten mit Ferritinkonzentrationen > 100 pg/l weisen
jedoch einige Patienten eine eisendefizitire Erythropoese auf. Im
vorliegenden Kapitel soll die Frage gekldart werden, ob die ZnPP-
Bestimmung hilfreich ist, um bei Patienten ohne verminderte
Ferritinkonzentration eine eisendefizitire Erythropoese und damit die
Notwendigkeit einer Eisentherapie nachzuweisen. Patienten mit normaler
oder erhohter Ferritinkonzentration (n=100) wurden sowohl normale und
erniedrigte als auch erhohte ZnPP-Konzentrationen gemessen. Obwohl ein
erhohte ZnPP-Konzentration (> 30 pmol/mol Ham) auf einen Eisenmangel
hinweisen, konnte bei 62 von 100 Patienten mit normaler oder erhohter
Ferritinkonzentration eine erhdhte ZnPP-Konzentration nachgewiesen
werden, dabei lagen die ZnPP von 17 Patienten deutlich iiber 60 pmol/mol
Héam. Der Erythropoetinverbrauch bzw. der Anteil der mit
Erythropoetinbehandelten Patienten stieg mit zunehmendem ZnPP (Tabelle
5.3.1., Abbildung 5.3.1-2.). Die Transferrin-Sattigung stand im Gegensatz

zur Ferritinkonzentration mit dem ZnPP-Spiegel in Beziehung.

Abbildung 5.3.1-2

EPO-Verbrauch

Patienten mit Ferritin> 100 ug/l Anteil der EPO-Patienten in ZnPP-
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Tabelle 5.3.1. EPO-Dosis und Eisenstoffwechseparameter in ZnPP-
Untergruppen bei den Patienten mit Ferritin >100ug/!

Ferritin >100 ZnPP<30 ZnPP 30-60 ZnPP>60 P (ZnPP<30 und >60)
N 38 45 17
EPO/KG/W 46,1456,1 80,3+63,9 136,9+82,4 <0,0011
Ferritin 290,1+188 315,3£199 353,04323 2 0,17
ZnPP 21,6244 40,1488 74,3+16,6 <0,0001
Transferrin-Stt 19,3+6,7 14,6472 13,3492 0,0043

Die Ergebnisse weisen darauf hin, dass die Bestimmung von ZnPP und der

Transferrin-Sittigung bei Patienten mit normaler oder erhdhter

Ferritinkonzentration hilfreich sein kann, um eine eisendefizitire

Erythropoese nachzuweisen.

In Tabelle 5.3.2. sind die Zellindices der Erythrozyten und Retikulozyten
bei Patienten mit einer Ferritinkonzentration von > 100 pg/l in Abhéngigkeit

von ZnPP dargestellt:

Tabelle 5.3.2. Blutbildparameter in ZnPP-Untergruppen bei den Patienten
mit Ferritin >100ug/l vor Eisengabe

ZnPP<30 ZnPP 30-60 ZnPP>60 P p P
Ferritin >100 vor Eisengabe vor Eisengabe vor Eisengabe
A B C AB BC AC
N 38 45 17
Hamoglobin 10,1£1,2 9,8+1,0 9,3+1,0 0,1703 0,0401 0,0123
MCV 96,2+5,6 94,0+6,7 88,5+7,5 0,0264 0,0058 <0,0001
MCH 30,0£1,5 29,5422 28,2425 0,0547 0,0362 0,0008
Retikulozyten 20,9£9,6 24,0£11,1 21,8+£10,9 0,0766 0,2267 0,3848
MCVpeis 122,148,0 124,575 120,4+14,2 0,1359 0,0802 0,2388
MCHpis 30,5+1,8 29,642,4 27,9439 <0,0001 0,1227 0,0001
X +SD

Bei normaler oder erhohter Ferritinkonzentration zeigte sich bei Patienten
mit erhdhtem ZnPP ein signifikant niedrigeres MCV und MCH der
Erythrozyten und Retikulozyten als bei Patienten mit normaler oder
niedriger ZnPP. Diese Ergebnisse weisen darauf hin, dass ein Teil der
oder erhdhter Ferritinkonzentration eine

Patienten mit normaler

eisendefizitire Erythropoese aufweisen konnen.
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5.3.1. Effekt einer Eisentherapie bei einer Ferritinkonzentration

von > 100 pg/l in Abhéngigkeit von ZnPP

Der Effekt einer Eisentherapie auf die Blutbildparameter bei Patienten mit
einer Ferritinkonzentration von > 100 pg/l und unterschiedlichen ZnPP-

Konzentrationen ist in Tabelle 5.3.1.1. dargestellt.

Die Ergebnisse zeigen, dass eine Eisentherapie in den Gruppen mit
unterschiedlicher ZnPP-Konzentration eine vergleichbare Wirkung auf die
Blutbildparameter hat. Auch bei Patienten mit normaler oder erhdhter
Ferritinkonzentration und erniedrigtem ZnPP hatte die Eisentherapie einen
signifikanten Einfluss auf die Zellindices der Erythrozyten und
Retikulozyten. Auch Patienten ohne Hinweis auf einen Eisenmangel
scheinen somit gleichermaflen auf eine Eisentherapie anzusprechen. In der
Gruppe mit erhohter ZnPP-Konzentration als Hinweis auf eine
eisendefizitire Erythropoese zeigte die parenterale Eisentherapie keinen
ausgepragteren Einfluss auf die Blutbildparameter als in den Gruppen mit
normaler oder erniedrigter ZnPP-Konzentration. Die Daten lassen den
Schluss zu, dass eine ZnPP-Bestimmung bei normaler oder erhdhter
Ferritinkonzentration nicht weiterhilft, Patienten zu selektionieren, bei

denen eine Eisentherapie sinnvoll ist.

67



Tabelle 5.3.1.1. Blutbildparameter

vor und nach Eisengabe bei

einem Ferritin von >100ug/l in Abhdngigkeit von der ZnPP-

Konzentration
ZnPP<30 ZnPP<30 ZnPP 30-60  ZnPP 30-60 ZnPP>60 ZnPP>60
Ferritin vor nach A P vor nach A P vor nach A P
>100 Eisengabe Eisengabe Eisengabe Eisengabe Eisengabe Eisengabe
N 38 38 45 45 17 17
Hémoglobin 10,1£1,2 9,8+1,1 -0,240,7 0,31 9,8+1,0 9,7+0,9 -0,14+0,64 0,14 9,3£1,0 9,3+0,9 0,00+0,6 0,3
MCV 96,2+5,6 94,9+5,2 -1,4+4,1 0,3 94,0+6,7 93,946,0 -0,06£3,3 0,12 88,5+7,5 89,146,6 0,613,4 0,4
MCH 30,0£1,5 31,315 1,3£0,7 0,000 29,5422 30,7+2,2 0,7£0,7 0,000 28,2+2.5 29,3+2.4 1,240,8 0,85
Retikulozyten 20,949.,6 28,6+10,1 7,6£9,8 0,000  24,0+11,1 30,6+11,6 6,5+9,9 0,001 21,8+10,9 28,3+14,1 6,5£9,9 0,003
MCVrgeis 122,148,0 125,5+7,6 34453 0,03 124,5+7,5 127,0+8,8 2,546,3 0,064  120,4+14,2 121,7+10,0 1,349,8 0,38
MCHRgesis 30,5+1,8 31,6%1,7 1,1+£2,1 0,009  29,6+2.4 31,0+£2,9 1,4+2,0 0,004 27,9439 29,1+2,7 1,242.9 0,149
X +SD
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6.0. Diskussion

Fiir die Steuerung der parenteralen Eisentherapie bei der Behandlung der
renalen Andmie miissen idealerweise Laborparameter verwendet werden,
die sicher einen Eisenmangel anzeigen aber auch eine Eiseniiberdosierung
ausschlieBen  konnen. Die  Verwendung von  Ferritin  und
Transferrinséttigung scheinen keine optimalen Parameter zur Steuerung der
Eisentherapie zu sein, da diese auch unabhéngig von der Eisenbilanz durch
andere Faktoren wie Inflammation, urdmische Einfliisse oder nicht korrekte,
Blutentnahme veréndert werden konnen.

Ziel der vorliegenden Arbeit war es deshalb, die klinische Brauchbarkeit
von ZnPP als direkteren und unabhingigeren Parameter einer
eisendefizitdren Erythropoese mit den etablierten
Eisenstoffwechselparametern  Ferritin  und  Transferrinsittigung zu
vergleichen. In der Untersuchung wurde die Beziehung zwischen
Blutbildparametern und ZnPP, Ferritin und Transferrinsittigung bei
Héamodialysepatienten mit renaler Andmie analysiert. Zudem wurde die
Wirkung einer parenteralen Eisentherapie auf die Blutbildung in

Abhingigkeit von ZnPP, Ferritin und Transferrinsattigung studiert.

Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit zeigen, dass durch Bestimmung von
ZnPP, Ferritin und Transferrinsittigung ein manifester Eisenmangel
diagnostiziert werden kann. Zunidchst sollen die Ergebnisse der
Untersuchung bei Patienten mit manifestem Eisenmangel erortert werden.

Die signifikante Beziehung zwischen diesen Eisenstoffwechselparametern
und der Zellmorphologie von Erythrozyten wund Retikulozyten
unterstreichen die Bedeutung dieser Parameter flir die Einschidtzung der
Eisenverfiigbarkeit. Ein Anhand der Mikrozytose und Hypochromie der
Retikulozyten diagnostizierter funktioneller Eisenmangel'"*>**""" wurde
nicht nur durch gepriifte Eisenstoffwechselparameter angezeigt, in dieser
Patientengruppe konnte auch ein signifikant hoherer rHu-Erypo-Verbrauch
als in der Patientengruppe mit Normochromie und Normozytose der

Retikulozyten nachgewiesen werden. Diese Beobachtung spricht dafiir, dass
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die verwendeten Eisenstoffwechselparameter einen Eisenmangel valide

anzeigen konnen.

In der vorliegender Arbeit konnte kein statistisch signifikanter
Zusammenhang zwischen Ferritin und rHu-Erypo-Dosis sowie zwischen
Transferrinséttigung und rHu-Erypo-Dosis nachgewiesen werden. Dagegen
konnte eine signifikante Korrelation zwischen ZnPP und rHu-Erypo-Dosis
dokumentiert werden. Auch wenn eine Vielzahl von Faktoren die
Wirksamkeit von rHu-Erypo negativ beeinflussen kann, steht klinisch der
Eisenmangel ganz im Vordergrund. Jedes Eisendefizit wird die Effektivitat
von rHu-Erypo herabsetzen, so dass hohere Dosen, sowohl in der Korrektur-
als auch in der Erhaltungsphase erforderlich werden®. Laut Befunden von
Tsobanelis et al. kommt es bei 90% der mit rHu-Erypo behandelten
Patienten bereits in der Korrekturphase zu einem Eisendefizit'*?. Die hohe
rHu-Erypo-Dosis ist dabei kein Zeichen der Erythropoetinresistenz, sondern
hohe EPO-Dosen ermdglichen die Mobilisation von Eisenreserven
zugunsten der Hématopoese auch bei hyporegenerativer
Eisenmangelandmie.

Bei ausgeschlossenem Blutverlust weist eine steigende rHu-Erypo-Dosis auf
eine nicht bedarfsgerechte FEisenversorgung bzw. auf eine nicht
ausreichende Eisenverfiigbarkeit hin.

Die in unserer Arbeit beobachteten hohen Erythropoetindosen bei Patienten
mit hohem ZnPP erlaubt deshalb die Schlussfolgerung, dass ZnPP eine
eisendefizitire Erythropoese unter rHu-Erypo-Therapie anzeigen kann. Die
Ergebnisse unserer Untersuchung sprechen deshalb dafiir, dass durch
Bestimmung von ZnPP ein Missverhdltnis zwischen Stimulation der
Erythropoese und der Eisenversorgung erkannt werden kann. Nicht
beantwortet werden kann jedoch die Frage, ob eine -eisendefizitire
Erythropoese  fir die hohen  Erythropoetindosen oder hohe
Erythropoetindosen fiir die eisendefizitire Erythropoese verantwortlich ist.
Sowohl Ferritin als Ma3 des Eisenspeichers als auch Transferrinsittigung
als MaB3 der Eisentransportkapazitit sind keine validen Parameter, die die
Verfiigbarkeit von gespeichertem oder transportiertem Eisen fiir die

Hamatopoese anzeigen.
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Obwohl die relative und absolute Retikulozytenzahl ein MaB3 fiir die
effektive Blutbildung ist, konnte in den vorliegenden Studien keine
Korrelation zwischen der Retikulozytenzahl und den
Eisenstoffwechselparameten festgestellt werden. Die Erythrozyten- und
Retikulozytenzahl war bei Patienten mit sehr hohen rHu-Erypo-Dosen im
Vergleich zu den Patienten mit sehr niedrigen rHu-Erypo-Dosen nicht
signifikant unterschiedlich. Zuriickgefiihrt werden kann diese Beobachtung
darauf, dass in unserer Untersuchung ein Zielhdmoglobinwert von 10 g/dl
angestrebt wurde und somit die Erythrozyten- und Retikulozytenzahl durch

das Studienprotokoll nivelliert wurden.

In Abhéngigkeit von dem zugrunde liegenden Eisenstoffwechselparameter
lag die Hiufigkeit eines Eisenmangels zwischen 24,9% und 44,8%. Die
Hiufigkeit eines Retikulozytenanstieges unter parenteraler Eisengabe war
im Gegensatz dazu mit 12,7 % deutlich niedriger. Die Retikulozytenkrise
(Retikulozytenanstieg um 40-400%o), eine typische Reaktion der
eisendefizitiren Erythropoese auf eine parenterale Eisengabe, wurde
iiberraschenderweise nur bei wenigen Patienten beobachtet. Die Variabilitét
der Retikulozytenzahldnderung scheint von der Erythropoietindosis
abzuhidngen, da die Erythropoietindosis in der Gruppe mit einem
signifikanten Retikulozytenanstieg (=12,7 % der Patienten) signifikant
hoher war als bei Patienten ohne Retikulozytenanstieg (mittlere
Erythropoetindosis ~ 112,8+81,2  versus  73,3£74,2, p<0.01). In
Ubereinstimmung damit waren Ferritin, Transferrinsittigung und ZnPP bei
Patienten mit und ohne Anderung der Retikulozytenzahl nicht signifikant
unterschiedlich. Eine Anderung der Zellindizes war unabhingig von der
Anderung der Retikulozytenzahl. In beiden Patientengruppen inderten sich
auch die Zellindizes nicht unterschiedlich. Bei Patienten ohne eine
Anderung der Retikulozytenzahl wurde ein signifikanter Anstieg der
Zellindizes nach Eisengabe beobachtet. Diese Ergebnisse weisen darauf hin,
dass sich der Ausgleich eines Eisenmangels durch Eisensubstitution in einer

Anderung der Zellindizes und nicht der Retikulozytenzahl erkennen lésst.
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Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit zeigen, dass bei mit rhu-EPO
behandelten Patienten nicht die Anderung der Retikulozytenzahl sondern
die Anderung der Retikulozytenzellindizes nach parenteraler Eisengabe als
ein Maf} der Eisenverfiigbarkeit fiir die Erythropoese gelten kann. Die
mittlere korpuskuldre Héadmoglobinkonzentration in Erythrozyten und
Retikulozyten nach parenteraler Eisentherapie zeigte nur bei Patienten mit
hypochromen und mikrozytiren Retikulozyten einen signifikanten Anstieg.
Erwartungsgemél zeigte sich eine signifikante Beziehung der retikuléren,
korpuskuldren Hé&moglobinkonzentration und den Eisenstoffwechsel-

parameter.

Um den bei Dialysepatienten geschétzten jéhrlichen Blutverlust von 1000-
4000 ml (Hocken AG, Marwah PK. Iatrogenic contribution to anaemia of
chronic renal failure. Lancet 1971;1.164-165) auszugleichen, ist eine
parenterale Substitution von 400-1600 mg Eisen im Jahr notwendig. Die
parenterale Applikation von Eisen muss wegen der sehr hohen Dosen und
einer moglichen Toxizitdt genau kontrolliert werden. Da ein einzelner
Parameter fehlt, der eine addquate Steuerung der Eisendosis mdglich macht,
werden verschiedene Bestimmngsmethoden verwendet oder kombiniert, um
sowohl Eisenmangel wie auch Eiseniiberladung mit ausreichender
Sicherheit zu erkennen.

Die Bestimmung des Transporteisens im Serum bzw. Plasma erlaubt
wegen der starken, unter anderem zirkadianen Schwankungen keine
repriasentative Abschitzung der Gesamtkorpereisenreserven. Besonders
fraglich bleiben Ergebnisse der Serumeisenuntersuchung bei Patienten, die
abends dialysiert werden. Die Transferrinséttigung hat sich jedoch in der
praktischen Anwendung als ein mit Einschrinkungen zuverldssiger
Parameter zur Steuerung der Eisentherapie bei Dialysepatienten

35,52,90

herausgestellt Dieser Parameter erlaubt nach Ansicht mehrerer

Autoren die besonders wichtige Differenzierung zwischen einem manifesten

1 35,52,72

und einem funktionellen Eisenmange und kann das Ansprechen der

Erythropoese auf die Erythropoetintherapie  anzeigen®™”'®®.  Der

Ferritinspiegel ist dagegen nur bei Patienten ohne Inflammation fiir das

9

Speichereisen reprisentativ'”’. Die Bedeutung der ZnPP-Spiegel zur
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Quantifizierung der Eisenverfiigbarkeit flir die Erythropoese wurde in

64,48,48.47,86,86,65 . .
””” . Es wurde zweifellos ein

mehreren Studien festgestellt
Zusammenhang zwischen ZnPP und Serumferritin bei gesunden Personen
beobachtet®. Labbe wies 1987 in mehreren Studien eine hochsignifikante
Korrelation zwischen ZnPP und Ferritin bei Patienten mit progredienter
Eisenmangelandmie nach. Bei kontinuierlichem Ferritinanstieg kam parallel

zu einem Abfall von ZnPP. Die Beziehung zwischen ZnPP und

Transferrinséttigung bzw. Hamatokrit war lose.

Die positive Wirkung der Eisengabe (Anderung der
Retikulozytenzellindizes) bei verminderter Ferritinkonzentration oder
Transferrinséttigung bestdtigt die Indikation zur parenteralen Eisentherapie.
ZnPP ist dabei gleichermallen in umgekehrt proportionalem Verhéltnis
geeignet, einen manifesten Eisenmangel zu erkennen. Die Ergebnisse der
vorliegenden Studie bestdtigen somit die klinisch bekannte Bedeutung der
genannten Eisenstoffwechselparameter bei der Diagnostik des manifesten
Eisenmangels. Im Vergleich zur Bestimmung von Ferritin und
Transferrinséttigung ldsst sich in der vorliegenden Untersuchung kein
bedeutsamer Vorteil der Bestimmung von ZnPP nachweisen. Bei latentem
Eisenmangel schitzen einige Autoren den pradikativen Wert von ZnPP
hoéher ein als die Bestimmung der Serumferritin oder von der
Transferrinséttigung. Deshalb wird von einigen Untersuchern die
Anerkennung von ZnPP als Screening-Methode sowohl zu Beginn wie auch

als Verlaufskontrolle fiir jede Eisenbehandlung empfohlen 72,114

Die wichtigste Fragestellung der vorliegenden Untersuchung war, ob die
Indikation zur parenteralen Eisensubstitution durch Bestimmung von ZnPP
bei Patienten mit einem funktionellen Eisenmangel gekldrt werden kann.
Bei diesen Patienten werden normale oder sogar erhohte
Ferritinkonzentrationen gemessen. Entsprechend sind beim funktionellen
Eisenmangel (eisendefizitire Erythropoese) die Eisenspeicher ausreichend
gefiillt, jedoch kann das Eisen zur Erythropoese nicht ausreichend zur

Verfiigung gestellt werden.
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Unsere Arbeit zeigt, dass auch Patienten mit normaler oder erhohter
Ferritinkonzentration auf eine parenterale Eisentherapie ansprechen. So war
ein vergleichbarer Einfluss einer parenteralen Eisentherapie auf die
erythrozytdren und retikuldren Zellindizes bei Patienten mit hoher
Ferritinkonzentration und bei Patienten mit normaler Ferritinkonzentration
nachweisbar. Uberraschend dabei ist, dass der Effekt einer parenteralen
Eisentherapie auf die Zellindizes bei einem Teil der Patienten mit normaler
oder erhohter Ferritinkonzentration nicht weniger ausgepridgt war als bei
Patienten mit niedriger Ferritinkonzentration. Diese Beobachtung weist
auch daraufhin, dass sowohl bei Patienten mit relativ niedriger
Ferritinkonzentration als auch bei Patienten mit hoher Ferritinkonzentration
die Eisenverfiigbarkeit gestort sein und diese durch parenterale
Eisentherapie verbessert werden kann. Die Verfiigbarkeit von Eisen fiir die
Erythropoese 148t sich somit nicht durch Fiillungszustand der Eisenspeicher
voraussagen.

Die Beobachtung ist nicht neu: Laut Euopean Best Guidelines (1999) soll in
der Aufsittigungsphase mit parenteral verabreichtem Eisen (30-50 mg
intavends / Dialyse) ein Ferritin-Zielwert von 200-500 ng/ml (akzeptable
Grenzwerte 100-800 ng/ml) und Transferrinsittigung-Zielwert von 30-40%
(akzeptable Grenzwerte 20-50%) erreicht werden. Weiterhin soll eine
Erhaltungsdosis von 25-100 mg/Woche in zweiwdchigem Rhythmus gefiihrt
werden. Somit ist die Indikation fiir eine parenterale Eisentherapie solange
gegeben, bis die laborchemischen Parameter auf eine Eiseniiberladung

hinweisen.

Eine generelle Verabreichung von parenteralem Eisen bei Patienten mit
normaler oder erhdhter Ferritinkonzentration erscheint jedoch wegen
moglicher toxischer Nebenwirkungen problematisch. Prof. Kaltwasser
duBerte wiahrend des flinften Rostock-Schwerin-Eisen-Anidmie-Symposiums
1993 folgende Meinung: , Der potentiell negativen Wirkung eines
Eiseniiberangebotes, der Rolle des Eisens als proinflammatorischer Effektor
oder gar seine Rolle als potentielles Kanzerogen wird zunehmend gréfiere
Aufmerksamkeit gewidmet und die Sinnfdlligkeit einer auf Optimierung der

Eisenzufuhr gerichteten Denkweise wird zunehmend in Zweifel gezogen. Es
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ist offenbar ein Paradigmawechsel eingetreten. Es gibt inzwischen Anlass
zu der Frage, ob Eisenmangel nicht zuweilen eher niitzlich als schddlich ist.
Wo hier die goldene Mitte sinnvollerweise zu orten ist, bleibt jedoch vorerst
eine offene Frage ™,

Uber die Auswirkung einer langjidhrigen parenteralen Eisentherapie auf
Alterungsprozesse und die Uberlebenszeit von Dialysepatienten kann
heutzutage nur spekuliert werden.

Die bisher lidngste, publizierte Untersuchung der Serumferritinkonzentration
iiber einen Beobachtungszeitraum von 4 Jahren® zeigte bei Dialysepatienten
mit einem Serumferritinwert von mehr als 600 ng/ml eine signifikant
erhohte Mortalitdt als bei Patienten mit einem Ferritin von weniger als 600
ng/ml. Diese erhohte Mortalitdit war unabhidngig von der CRP-
Konzentration nachweisbar. Diese Ergebnisse werfen Fragen zur
langfristigen Sicherheit der empfohlenen Ferritingrenzwerte (500 ng/ml
entsprechend den European Best Practice Guidelines und 800 ng/ml
entsprechend dem NKF-DOQI-Guidelines) auf, unterhalb derer eine

Eisensubstitution empfohlen wird.

Zur Beurteilung der Eisenverfligbarkeit bei Dialysepatienten mit erhohten
Ferritinwerten  ist  offensichtlich ein  zusidtzlich ein  weiterer
Eisenstoffwechselparameter notwendig. Die Analyse der
Retikulozytenzellindizes sowie der Anderungen der retikulozytiren
Hiamoglobinkonzentration nach parenteraler Eisengabe zeigte einen Vorteil
der ZnPP-Bestimmung gegeniiber der Bestimmung von Ferritin und
Transferrinséttigung. Es konnte zudem ein stirkerer Zusammenhang
zwischen der Erythropoetindosis und ZnPP nachgewiesen werden. Da eine
geringe Eisenverfligbarkeit zu erhohtem Erythropoetinverbrauch fiihrt,
konnte diese Beobachtung auf einen hoheren pridikativen Wert von ZnPP
hinweisen.

Die Analyse der Blutbildparameter insbesondere der
Retikulozytenzellindizes nach Eisengabe lieferten wichtige Daten zur
Beurteilung der Rolle von ZnPP bei Patienten mit normalen und erhdhten

Ferritinwerten (Ferritin>100 pg/1).
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Bei 62 der 100 Patienten mit normaler oder erhohter Ferritinkonzentration
(Ferritin > 100pg/l) wurde in unserer Studie kontrdr eine erhdhte ZnPP-
Konzentration als Indikator einer gestdrten Eisenverfiigbarkeit gemessen.
Bei diesen Patienten zeigte sich im Gegensatz zur der Beobachtung im
Gesamtkollektiv keine Korrelation zwischen ZnPP und Ferritin.

Trotz der fehlenden Beziehung zur Ferritinkonzentration zeigt sich bei den
62 Patienten eine signifikante Beziehung zwischen ZnPP und der
Zellmorphologie von Erythrozyten und Retikulozyten. Diese Beziehung
weist auf die Bedeutung von ZnPP als Parameter der Eisenverfiigbarkeit
hin. Es erscheint zunéchst plausibel, daB3 aufgrund dieser Beziehung ZnPP
auch die Wirksamkeit einer Eisentherapie vorhersagen kann. Die Ergebnisse
unserer Arbeit bestitigen diese Hypothese jedoch nicht. Die parenterale
Eisengabe brachte zwar signifikanter Anderung der Retikulozytenzellindizes
auch bei normaler Ferritinwerten (Ferritin >100 pg/l), die dokumentierte
Anderung der Zellindizes stand jedoch diesmal in keinem Zusammenhang
mit der ZnPP-Konzentration.

Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit lassen wie zu erwarten den Schluss
zu, dass durch Bestimmung von ZnPP, Ferritin und Transferrinsdttigung ein
manifester Eisenmangel diagnostiziert werden kann. Die zentrale
Schlussfolgerung der vorliegenden Arbeit ist jedoch, dafl die parenterale
Eisengabe bei zahlreichen Patienten mit normaler Ferritin- und ZnPP-
Konzentration und normaler Transferrinséttigung eine ebenso ausgeprigte
Wirkung auf die Erythropoese haben kann wie bei Patienten mit
nachwiesenem Eisenmangel. Die Bestimmung von ZnPP verbessert somit
die Steuerung der parenteraler Eisentherapie bei den Patienten mit
Eisenverwertungsstorungen oder mit funktionellem Eisenmangel nicht.
Auch eine Eiseniiberladung kann durch Bestimmung von ZnPP nicht
ausgeschlossen werden.

Einige Untersucher betonen die Praktikabilitit (unkomplizierter Gewinn des
Untersuchungsmaterials, Transport und Lagerung bis 10 Tage moglich) und
Verlésslichkeit (Unabhéngigkeit der ZnPP-Bildung von Alter, Geschlecht

und Himatokrit sein %67

) der ZnPP-Bestimmung im Vergleich zur
Bestimmung von Ferritin oder Transferrinséttigung. Im praktischen Ablauf

unserer Studie spielte dieser Vorteil jedoch keine Rolle.
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Die Interpretation unserer Untersuchungsergebnisse wird durch die kurze,
vierwdchige Beobachtungsperiode nach Beginn der Eisentherapie limitiert.
Die Anderung der Eisenstoffwechselparameter und des Erythropoietin-
verbrauchs unter Eisengabe 146t sich in unserer Untersuchung nicht
beurteilen. Trotz dieser Einschrankung belegen die Ergebnisse unserer
Untersuchung  deutlich, daB die FEisenstoffwechselparameter die

Wirksamkeit einer parenteralen Eisentherapie nicht vorhersagen kann.
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