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Zusammenfassung
Akute Effekte der Himodialyse auf funktionelle GefiBwandeigenschaften

Andrea Agnes Levers
Tag der miindlichen Priifung:

Storungen der funktionellen GefédBwandeigenschaften grofer Arterien tragen bei terminal Niereninsuffizienten zur
erhohten kardiovaskuldren Morbiditit und Mortalitdt bei. Es ist nicht bekannt, ob Himodialyse (HD) per se die me-
chanischen GefiBBwandeigenschaften oder die Endothelfunktion akut beeinflusst (Untersuchung 1). Einige Daten wei-
sen darauf hin, dass die beeintriachtigte Endothelfunktion durch den oxidativen Stress wihrend des HD-Verfahrens
verursacht wird. Um Informationen iiber die Biokompatibilitit einer HD-Membran zu erlangen, wurde die thrombo-
zytire Diadenosinpolyphosphat-Konzentration bestimmt, welche einen direkten Parameter der HD-induzierten
Thrombozytenaktivierung darstellen konnte und vielfiltige vasoaktive Eigenschaften aufweist. Um herauszufinden,
ob verschiedene Himodialyse-Membranen die Endothelfunktion unterschiedlich beeinflussen, wurde diese im Rah-
men einer doppelt verblindeten Cross-over-Studie vor und nach der HD mit einer Polysulfon- und Cuprophan-
Membran bestimmt (Untersuchung 2).

In Untersuchung 1 wurden 25 chronische HD-Patienten unmittelbar vor und nach der Himodialyse mit einer Polysul-
fon-Membran sowie am folgenden (dialysefreien) Tag untersucht. Der enddiastolische Diameter und die Distensibili-
tat der A. brachialis und der A. carotis wurden durch Doppler-Frequenz-Analyse der GefaBwandbewegungen mittels
eines ,,multigate pulsed doppler system“ in M-Mode tonometrisch bestimmt. Die aortale Pulswellengeschwindigkeit
(PWG) wurde mit Hilfe eines Complior® erfasst.

Die endotheliale Funktion wurde durch Bestimmung der Fluss-induzierten Vasodilatation (FV) der Arteria brachialis
wihrend reaktiver Hyperdamie bestimmt und mit der Endothel-unabhéngigen Nitroglycerin-induzierten Vasodilatation
verglichen (NV).

Die thrombozytire Diadenosinpolyphosphat-Konzentration wurde mit Hilfe der Affinititschromatographie und der
Reversed Phase HPLC quantifiziert.

In Untersuchung 2 wurden zwolf Hiamodialyse-Patienten eingeschlossen. Die FV und NV wurden wie in Untersu-
chung 1 bestimmt. Die Patienten wurden randomisiert, einer HD mit einer PS-Membran oder einer Cuprophan-
Membran zugeteilt und in der nichsten HD-Sitzung mit der anderen Membran dialysiert. Die Untersucher waren
blind fuir die verwendete Membran. Serum-Konzentrationen von oxidiertem LDL und a-Tocopherol als Marker fuir
oxidativen Stress wurden unmittelbar vor Beginn der Himodialyse sowie fiinf Minuten vor Beendigung der Himodi-
alyse bestimmt.

In der ersten Untersuchung verénderte sich die FV nach der HD oder im HD-freien Intervall nicht signifikant. Glei-
ches gilt fiir die NV und die PWG nach der HD und im HD-freien Intervall. Der Distensibilitétskoeffizient der A. ca-
rotis sank wihrend der HD signifikant und stieg zum HD-freien Tag wieder an. Nach der Korrektur des Blutdrucks
durch Tonometrie veridnderte sich der isobarische Distensibilitdtskoeftizient nicht signifikant. Die Distensibilitét der
A. brachialis zeigte ebenfalls keine signifikanten Veridnderungen.

Die thrombozytire Diadenosinpolyphosphat-Konzentration wurde durch den Einfluss der Himodialyse nicht signifi-
kant veréndert. Des Weiteren korrelierte sie nicht mit den GefaBwandeigenschaften.

In der zweiten Untersuchung wurde die FV der A. brachialis bei der HD mit einer Polysulfon-Membran nicht signifi-
kant beeinflusst. Nach der HD mit einer Cuprophan-Membran sank die FV signifikant (p < 0.05). Die NV wurde un-
abhéngig von der Art der verwendeten Membran nicht beeinflusst. Die Serum-Konzentrationen von oxLDL wurden
durch die Art der verwendeten Membran nicht beeinflusst; jedoch fielen die a-Tocopherol-Konzentrationen nach der
HD mit einer Cuprophan-Membran signifikant, wihrend die a-Tocopherol-Konzentrationen bei der Verwendung von
Polysulfon-Membranen unbeeinflusst waren.

Hiamodialyse mit einer biokompatiblen Membran iibt per se bei terminal niereninsuffizienten Patienten keinen signi-
fikanten Einfluss auf die Endothelfunktion groBBer Arterien oder die mechanischen Geféillwandeigenschaften aus. Die
thrombozytire Diadenosinpolyphosphat-Konzentration wird durch den Einfluss einer Himodialyse mit einer Polysul-
fon-Membran nicht signifikant verdndert. Des Weiteren korreliert sie nicht mit den Geféd3wandeigenschaften.

Die Art der verwendeten HD-Membran beeinflusst allerdings den akuten Effekt der Himodialyse auf die arterielle
Endothelfunktion. Unterschiede beziiglich der Biokompatibilitit und des oxidativen Stresses scheinen die verschie-
denen Effekte der HD zu erkldren, da die Abnahme der FV lediglich nach der Dialyse mit einer Cellulose-Membran
auftrat und mit einer Reduktion des Vitamin E assoziiert war.
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1 Einleitung 1

1 Einleitung

Kardiovaskuldre Erkrankungen stellen bei terminaler Niereninsuffizienz die Hauptursa-
che fiir Morbiditdt und Mortalitét dar (60). Tod durch Myokardinfarkt oder Schlaganfall
tritt hier viel hdufiger auf als in der Gesamtbevdlkerung. Verdnderungen der mechani-
schen GefiaBBwandeigenschaften und endotheliale Dysfunktion werden bei diesen Patien-
ten oft beobachtet und konnten fiir dieses erhohte Risiko verantwortlich sein (38, 7, 115,
113). Die reduzierte arterielle Distensibilitdt, d.h. die gestorte Windkesselfunktion, ist
mit einer erhohten kardialen Nachlast verbunden, welche die Entwicklung einer links-
ventrikuldren Hypertrophie mit konsekutiv reduzierter Koronarperfusion nach sich
zieht.

Neue Untersuchungen haben gezeigt, dass das Ausmal} einer durch Messung der aorta-
len Pulswellengeschwindigkeit erfassten, verminderten Elastizitét als weitgehend unab-
hiangiger Vorhersagewert beziiglich der kardiovaskuldren Mortalitdt terminal Nierenin-
suffizienter gewertet werden kann (9).

Neben der eingeschriankten Elastizitdt liegt bei terminaler Niereninsuffizienz eine
schwere Beeintrachtigung der endothelialen Funktion vor (38, 115, 113, 52). Endotheli-
ale Dysfunktion stellt beziiglich der Pathogenese arterieller Erkrankungen ein frithes Er-
eignis dar und ist ein entscheidender Faktor fiir die Atherogenese. Zudem ist sie an der
Tonusregulation grof3er Arterien wesentlich beteiligt (22, 20). Eine gestorte endotheliale
Funktion kann z.B. durch eine herabgesetzte Produktion endotheliumabhéngiger endo-
gener Vasodilatatoren (hpts. NO) oder durch eine abgeschwichte Reaktion der Arte-
rienwand auf zuvor intakt gebildete und freigesetzte Substanzen begriindet sein.

Es ist nicht bekannt, ob chronische, mit Niereninsutfizienz assoziierte Faktoren wie Hy-
pertonie, Dyslipiddmie, Nikotin, Diabetes mellitus, Hyperhomocysteindmie (119, 114,
4) und Hyperparathyreoidismus oder aber auch die Himodialyse per se, z.B. durch ver-
mehrte Freisetzung vasoaktiver Substanzen aus Thrombozyten, Leukozyten oder Endo-
thelzellen, fiir die verdnderten GefilBwandeigenschaften bei Dialysepatienten verant-

wortlich sind (6).

1.1 Die arterielle Compliance

Die GefiBBwandelastizitdt ist eine wichtige Eigenschaft des arteriellen Gefdl3systems,

denn nur bei elastischen GefdBwinden kann das Gefdf3system die ihm zukommenden
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Funktionen erflillen. Zu den Aufgaben der groB3en arteriellen Gefi3e gehdren die Trans-
port- und die Pufferfunktion. Dies gilt insbesondere fiir die Aorta, welche die pulsieren-
de in eine kontinuierliche Blutstromung verwandelt (Windkesselfunktion). Zu einer op-
timalen Windkesselfunktion tragen die elastischen Fasern der gro3en Arterien und die
Widerstandsgefal3e bei (97).

Unter der arteriellen Compliance versteht man die Beziehung zwischen der Volumen-
dnderung des Gefilles und der Druckénderung im Gefdl3. Die Volumenidnderung des
Gefidlles wihrend eines Herzzyklus kommt dabei im Wesentlichen durch die Durchmes-
serdnderung (Querausdehnung) und nur zu einem geringen Anteil durch Verdnderung
der GefiBlange zustande (25). Es kommt dabei zu parallelen Anstiegen von Druck und
Volumen im Gefidll, wobei jedoch mit steigenden Driicken die durch einen weiteren
Druckanstieg erreichbare Volumenzunahme abnimmt (curvilineare Druck-Volumen-
Beziehung) (27, 36). Vereinfachend wird die Langsausdehnung eines arteriellen Gefd-
Bes vernachldssigt und die maximale diastolisch-systolische Querschnittszunahme zur
maximalen diastolisch-systolischen Druckidnderung, zum Pulsdruck, in Beziehung ge-
setzt.

Somit kann die Compliance eines Arteriensegmentes durch die Querschnittscompliance

beschrieben werden:

AA  (Ad+d)/2)* *TT—(d/2)* * 11

CC= mm/Pa
Ap Ap

AA diastolisch-systolische Querschnittsdnderung des Gefil3es

Ad diastolisch-systolische Durchmesseréinderung des Gefilles

Ap Blutdruckamplitude

Alternativ kann auch die relative Durchmesserzunahme (relative Distension) des Gefé-
Bes bestimmt und zur Druckdnderung in Beziehung gesetzt werden. Dieser Quotient ist

der so genannte Distensibilitdtskoeffizient.

2%Ad/d
DC=——— 107 /kPa
Ap

Dieser Koeffizient wurde bei den hier vorgestellten Untersuchungen als Maf fiir die e-

lastischen Eigenschaften der untersuchten gro3en Arterien verwandt. Der Quotient aus
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systolischer Durchmesserdnderung und enddiastolischem Durchmesser Ad / d wird als
relative Distension bezeichnet.

Die Pulswellengeschwindigkeit ist ein anerkannter Parameter der GefdBwandelastizitit
und korreliert mit dieser invers (97, 3). Bramwell und Hill stellten diesen Zusammen-

hang bereits im Jahr 1922 anhand folgender Gleichung dar (13):

PWV?=APx V/AVxp
oder
Compliance = AV / (V x AP) =p /PWV?

PWV  Pulswellengeschwindigkeit

AP systolische Blutdruckénderung
AV systolische Volumeninderung
\Y% enddiastolisches Volumen

p Blutdichte

Die Formel stellt die Fortpflanzungsgeschwindigkeit des Pulses in der GefdBwand iiber
den GefdBinhalt dar. Dabei wird die Ausbreitungsgeschwindigkeit der Pulswelle vor al-
lem durch die elastischen Eigenschaften der arteriellen Wand beeinflusst. Je elastischer
die GefilBwand ist, um so langsamer pflanzt sich die Druckwelle fort, und um so niedri-
ger ist auch die PWG. So ist die PWG in der stdrker dehnbaren Aorta niedriger als in
den kleineren muskuldren arteriellen Gefdflen (106). Auch das Lebensalter, der Blut-
druck und der Kontraktionszustand der GefaBwandmuskulatur beeinflussen die Puls-
wellengeschwindigkeit.

Mit zunehmendem Lebensalter steigt die Pulswellengeschwindigkeit an. Dieser Anstieg
betrifft vorwiegend die elastischen Gefdlle und beruht auf dem Altersumbau der Arte-
rienwand, vor allem der Abnahme des elastischen und der Zunahme des kollagenen
Gewebes. Auch mit zunehmendem mittleren Blutdruck steigt die PWG an, da mit
wachsender Dehnung der Arterien das Elastizitditsmodul zunimmt. Beim jugendlichen
Menschen liegt die PWG in der Aorta bei 4-5 m/s, in der A. femoralis bei ca. 7 m/s und
in der A. tibialis bei 9-10 m/s. Im Alter von 70 Jahren liegt sie in der Aorta bei 11 m/s.
Im mittleren Lebensalter ist eine aortale PWG von >12 m/s pathologisch. Der Anstieg
der PWG in peripherer Richtung resultiert dabei zum einen aus der Zunahme des
Elastizititsmoduls, d.h. der geringeren Dehnbarkeit beim Ubergang von den elastischen
auf die muskuldren Arterien, zum anderen aus der Zunahme des Wanddicken-Radius-
Verhiltnisses in peripherer Richtung, das ebenfalls zu einer geringeren Dehnbarkeit und

damit hoheren Wellengeschwindigkeit beitrdgt (99).
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Der Vorteil dieser Methode, die GefdBwandelastizitdt mit Hilfe der PWG zu ermitteln,
liegt darin, dass man mit einfachen Mitteln die Elastizitit unter physiologischen Bedin-
gungen in vivo messen kann. Bei einer Erh6hung der PWG kann auf eine verminderte
arterielle Compliance geschlossen werden (65).

Ein Nachteil dieser Methode ist, dass sie nicht reprédsentativ fiir das ganze untersuchte
Gefidllsegment ist. Mit der PWG ist es nicht moglich, die arterielle Compliance fiir ein
kleines, genau definiertes Gefdllsegment, z.B. der Aorta, zu bestimmen. Auch beruht die
PWG nicht direkt auf der Druck-Volumen-Beziehung des Gefa3segments (118).

Bei der direkten Berechnung der PWG aus der Lange der Pulsstrecke (D) und der Lauf-
zeit der Pulswelle (t) ergeben sich folgende Nachteile: Da die Messung der Linge der
Pulsstrecke nur indirekt erfolgt, kann diese nur anndherungsweise angegeben werden.
Zudem ist die vergleichende Messung im Verlauf der Entwicklung eines Patienten un-
moglich, da die Lénge der Pulsstrecke wéhrend der Entwicklung durch das Lingen-
wachstum beeinflusst werden kann. Bei der Auswertung der registrierten Kurven nimmt
die Laufzeit der Pulswelle (t) einen groBeren Einfluss auf die PWG als geringfiigige
Abweichungen in der Lange der Pulsstrecke (D). So bedeutet eine Fehlmessung von 5
Millisekunden schon eine Abweichung der PWG um 5 % und mehr. Nachteilig wirkt
sich auch eine erhohte Pulsfrequenz auf die PWG aus. Bei einer Tachykardie von
100/min verkiirzt sich die Pulslaufzeit, und damit steigt auch die PWG an (106).

Eine akute Beeinflussung der arteriellen Distensibilitdt durch den Einfluss der Hamo-
dialyse ist z.B. durch Volumeninderung, Sympathikusaktivierung,

Blutdruckinderung sowie Freisetzung vasoaktiver Substanzen aus Leukozyten, Throm-
bozyten und Endothel moglich.

Eine reduzierte arterielle Dehnbarkeit kann einerseits Folge eines erh6hten Blutdruckes
sein — mit steigendem Blutdruck steigt die arterielle Wandspannung, und die Dehnbar-
keit nimmt ab —, andererseits aber auch durch strukturelle

GefiaBBwandverinderungen bedingt sein. Eine lange bestehende Storung der Dehnbarkeit
groBer Arterien fiihrt auch zu strukturellen GefdBwandverdnderungen wie Gefaf3dilata-
tion, Zunahme kollagener und Abnahme elastischer Fasern sowie einer Zunahme der
GefdlBwanddicke (66).

Das sympathische Nervensystem beeinflusst den Blutdruck unmittelbar iiber einen va-

sokonstriktorischen Effekt an den Gefdlen und iiber einen positiv chronotropen und i-
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notropen Effekt am Herzen und nimmt so Einfluss auf die arterielle Compliance. Neben
der durch Aktivierung des sympathischen Nervensystems unmittelbar hervorgerufenen
Blutdrucksteigerung ist das sympathische Nervensystem iiber verschiedene Mechanis-
men an der Langzeitregulation des Blutdrucks beteiligt. Das sympathische Nervensys-
tem hat einen proliferativen Effekt auf glatte GefdBmuskelzellen (15) und auf Herzmus-
kelzellen (101). Die GefdBwandhypertrophie geht mit einer Kapillarrarefizierung und
einer Steigerung des peripheren Widerstandes einher. Eine Kapillarrarefizierung im
Skelettmuskelgefdal3bett fithrt zu einer Insulinresistenz, die tiber verschiedene Mecha-
nismen atherogen wirkt und auch zu einer weiteren Aktivierung des sympathischen
Nervensystems flihrt. Weiterhin kann eine erhohte sympathische Nervenaktivitét zu ei-
ner Aktivierung des Renin-Angiotensin-Systems mit Kochsalz- und Wasserretention
und Blutdrucksteigerung fiihren (54). SchlieBlich kann das sympathische Nervensystem
die Membraneigenschaften glatter GefidBmuskelzellen funktionell verdndern und somit

einen hyperkontraktilen Zustand erzeugen (1).

1.2 Die Endothelfunktion

Intaktes Endothel wirkt der Entstehung arteriosklerotischer GefiBBwandverdnderungen
protektiv entgegen. Das Endothel moduliert biologische Prozesse der GefiBwand: Es
reguliert unter anderem die Permeabilitdt der GefiBwand fiir Plasmalipoproteine, die
endotheliale Adhdsion und Migration von Leukozyten, die Freisetzung von Wachstums-
faktoren (endothelial cell-growth-factor-A, Angiotensin II) und die Aktivitit von Inter-
leukinen. Das Endothel weist pro- und antikoagulatorische, antithrombozytire und
fibrinolytische Eigenschaften auf.

Das Endothel {ibt in Abhdngigkeit von verschiedenen pharmakologischen und physiolo-
gischen Stimuli einen Einfluss auf den Tonus glatter GefdBmuskelzellen aus (116).
Hierbei sind eine Anzahl von Membranozeptoren, komplexe intrazelluldre Stoffwech-
selwege sowie die Synthese und Freisetzung verschiedener relaxierender (Bsp. NO,
Prostazyklin) und konstringierender (Bsp. Endothelin) Substanzen involviert.

Zudem verarbeiten Endothelzellen Signale von zirkulierenden Vasodilatatoren und
Konstriktoren wie Thrombin, Bradykinin, ADP und ATP und sind an deren Inaktivie-
rung beteiligt (96). So hat NO z.B. neben seiner relaxierenden Wirkung an der glatten
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GefiaBmuskelzelle einen hemmenden Einfluss auf die durch Noradrenalin oder Angio-
tensin Il induzierte Vasokonstriktion (120).

Die biologischen Effekte von EDRF werden durch NO vermittelt. NO wird durch die
NO-Synthase (NOS), welche nur im Endothel prisent ist, aus L-Arginin gebildet (83).
L-Arginin wird in NO und L-Citrullin umgebaut. Die Reaktion ist stereospezifisch und
kann durch Arginin-Analoga wie N-Monomethyl-L-Arginin (L-NMMA) gehemmt wer-
den. Wird die NO-Synthese gehemmt, so lédsst sich dadurch sowohl im Tierexperiment
als auch beim Menschen eine arterielle Hypertonie induzieren (90). Die endotheliale
Freisetzung von NO kann durch ,,shear stress* (87), Bradikinin, Thrombin, Acetylcholin
und eine Vielzahl anderer zirkulierender Faktoren stimuliert werden, welche {iber Akti-
vierung spezifischer endothelialer Zell-Membran-Rezeptoren die Freisetzung von
EDRF steigern (116).

»Shear stress®, welcher bei Flussbeschleunigungen des Blutes auftritt, ist der stédrkste
physiologische Stimulus fiir die endotheliale NO-Produktion. NO fiihrt zu einer Akti-
vierung der Guanylatcyklase und erhoht damit die Bildung des second messenger
c¢cGMP (cyclisches Guanosin-Monophosphat) (2, 32). Die erhohte intrazelluldare cGMP-
Konzentration fiihrt in glatten Muskelzellen zur Reduktion des intrazelluldren Calciums
und damit zur Relaxation und Vasodilatation.

Die flussabhingige Vasodilatation ldsst sich im Tierexperiment durch arteriovendse
Shunts erzeugen. In Untersuchungen von Pohl und Mitarbeitern konnte gezeigt werden,
dass die flussabhingige Vasodilatation groBer Arterien sowohl endothelabhingig als
auch NO-abhéngig ist (87).

Hierbei wurden die Durchmesseridnderungen der A. femoralis in Antwort auf einen ge-
steigerten Blutfluss bei intaktem Endothel und zerstdrtem Endothel untersucht. Die
funktionelle Integritdt der Endothelzellen wurde zuvor durch intraarterielle Gabe von
Acetylcholin getestet. Die einseitige Verstirkung des arteriellen Blutflusses, welche
durch Anlage eines arteriellen Shunts erzeugt wurde, verursachte bei intaktem Endothel
eine deutliche GefaBBerweiterung. Die mechanische Entfernung des Endothels durch ei-
nen Ballon-Katheter fiihrte zur Aufthebung der zuvor beobachteten Effekte (keine Fluss-
induzierte oder Acetylcholin-induzierte Dilatation), jedoch blieb die GefdBreaktion auf

Nitroglycerin und Norepinephrin erhalten. Die intraarterielle Gabe von Hydrogen-
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Peroxid fiihrte ebenfalls zu einer Aufthebung der Fluss-abhéngigen Dilatation und zu ei-
ner Abschwichung der Acetylcholin-induzierten Dilatation.

Demgegentiber hatte sich die Reaktion auf Nitroglycerin und Norepinephrin nicht ver-
dandert. Der GefaBdurchmesser der kontralateralen Femoralarterie zeigte sich in allen
Féllen unbeeinflusst.

Joannides et al. konnten in Untersuchungen an Menschen zeigen, dass die Fluss-
induzierte Vasodilatation wihrend reaktiver Hyperdmie durch vom Endothel produzier-
tes Stickstoffoxid und nicht durch Prostacyclin hervorgerufen wird (53). Die Fluss-
abhingige GefdBerweiterung wurde vor und nach intraarterieller Infusion von L-
NMMA oder Aspirin (p.o.) gemessen. Unter Kontrollbedingungen wurde nach Aufhe-
bung der GefilBokklusion wihrend der reaktiven Hyperédmie eine deutliche Steigerung
des Blutflusses sowie eine Zunahme des GefaBBdurchmessers beobachtet. Nach Gabe
von L-NMMA sank der arterielle Blutfluss, der arterielle Diameter blieb unbeeinflusst.
Die perorale Einnahme von ASS (1g zwei Stunden vor Untersuchungsbeginn) zeigte
keine hdamodynamische Wirkung. Eine Beeinflussung der Herzfrequenz oder des arte-
riellen Blutdrucks konnte zu keinem Zeitpunkt beobachtet werden.

Eine Storung der Endothelfunktion ist vor allem dadurch charakterisiert, dass
endothelabhéngige vasodilatatorische Substanzen nicht mehr gebildet werden kdnnen
und/oder dass die Wirkung dieser Substanzen an den glatten Gefillmuskelzellen abge-
schwicht ist (68, 78). Durch die fehlende Wirkung dieser Substanzen werden auch Pro-
zesse wie die Atherombildung und die Proliferation von glatten Muskelzellen begiins-
tigt.

Der Freisetzung von NO wird ein atheroprotektiver Effekt zugeschrieben:

Es tibt einen Einfluss auf die Plittchen-Aggregation, den Lipoprotein-Metabolismus
und das Binden der Leukozyten an die endotheliale Zelloberflache aus. Zudem inhibiert
es das Wachstum glatter Muskelzellen (116).

In der vorliegenden Studie wurde die flussabhidngige NO-induzierte Vasodilatation der
Brachialarterie nichtinvasiv durch Messung des enddiastolischen Diameters vor und
nach reaktiver Hyperdmie ermittelt.

Die nichtinvasive Messung der flussabhéngigen Vasodilatation groBerer arterieller Ge-

fiBBe wie z.B. der A. brachialis wurde durch moderne Ultraschallverfahren
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ermdglicht. Durch diese Techniken konnen der enddiastolische Durchmesser der Arte-
rien und auch die oft nur geringen Veridnderungen wihrend reaktiver Hyperdmie repro-

duzierbar und valide bestimmt werden.

1.3 Diadenosinpolyphosphate

Diadenosinpolyphosphate stellen eine Familie der endogenen vasoaktiven Purin-
Dinukleotide dar. Sie bestehen aus zwei Adenosinresten, die iiber eine Phosphatkette
unterschiedlicher Lange miteinander verbunden sind. Die Phosphatkette ist jeweils am
5"-Sauerstoff der Riboseeinheiten als Phosphorsdureester gebunden. Abbildung 1 zeigt
die biochemische Struktur der Diadenosinpolyphosphate, die auch als APnA bezeichnet
werden, wobei ,,n*“ die Anzahl der Phosphatgruppen angibt.

NH,
N
PN
=
N N4 0

OH OH OH OH

Abbildung 1: Strukturformel der Diadenosinpolyphosphate.

n = Anzahl der Phosphatgruppen

n =3 fiir AP3A => Di(Adenosin-3")-Triphosphat

n =4 fiir AP4A => Di(Adenosin-4")-Tetraphosphat
n=>5 fir AP5SA => Di(Adenosin-5")-Pentaphosphat
n =6 fiir AP6A => Di(Adenosin-6")-Hexaphosphat

Diadenosinpolyphosphate sind natiirlich vorkommende Molekiile und weisen ein ubi-
quitdres Vorkommen auf. Sie konnten in Geweben verschiedenster Sdugetiere isoliert

werden:
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— In zentralen Synapsen von Ratten fungieren sie als Neurotransmitter (85).

— Im Nebennierenmark von Rindern werden sie zusammen mit Katecholaminen und
ATP gespeichert und freigesetzt (93, 86).

— Beim Menschen gelang die Isolierung aus Thrombozyten (30, 100). Hier werden sie
in den Granula in hohen Konzentrationen gespeichert und durch Thrombozytenakti-

vierung freigesetzt.

1.3.1 Effekte der Diadenosinpolyphosphate auf glatte Muskelzellen

In Abhidngigkeit von der Spezies, dem Organ, dem Gefidfbett und der Anzahl von Phos-
phat-Teilchen innerhalb der APnA-Molekiile fithren die Diadenosinpolyphosphate zu
uneinheitlichen Gefdflaktionen und konnen den GefdBBtonus an- oder absteigen lassen
(100, 104). Die erzielten biologischen Effekte werden iiber Purinozeptoren vermittelt
(16). An isolierten, perfundierten mesenterialen Arterien von Ratten 16sen AP4-6A tiber
P2X-Purinozeptoren eine Vasokonstriktion und AP2-3A iiber endotheliale P2Y-
Purinozeptoren eine Vasodilatation aus (89). Es wird vermutet, dass zwischen der
Struktur der APnA‘s und der Aktivitdt an P2X- und P2Y-Purinorezeptoren eine wichti-
ge Beziehung besteht, welche im Wesentlichen durch die Anzahl der Phosphat-Atome
bedingt ist. APSA und AP6A fiihren ab einer Konzentration von 10 uM zu einer Zu-
nahme der cytostolischen Ca’+-Konzentration aortaler glatter Muskelzellen (108) mit
Beeinflussung der kontraktilen Eigenschaften (100).

AP3A und AP4A fithren in Koronararterien isolierter Kaninchenherzen zu einer Redu-
zierung des vaskuldren Widerstandes (88, 103). Eine Durchblutung isolierter Kanin-
chenherzen mit physiologischen Konzentrationen (0.1 bis 1uM) von AP3A und AP4A
erzeugt eine Vasodilatation (88), welche zum Teil durch NO (in Antwort auf AP4A)
und Prostazyklin (PGI2) (in Antwort auf AP3A) bedingt ist (88). In isolierten Meer-
schweinchenherzen rufen AP3A und AP4A bei einer Konzentration von 1 nM unter
konstanten Flussbedingungen eine tempordre Vasodilatation hervor (103). Bei einer
Konzentration von 1 uM kommt es zu einer anhaltenden Reduktion des koronararteriel-
len Perfusionsdruckes.

Diadenosinpolyphosphate kénnen die Proliferation glatter Muskelzellen induzieren (30)

und so an der Entwicklung arteriosklerotischer GefdBwandverédnderungen beteiligt sein

(26).
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1.3.2 Effekte der Diadenosinpolyphosphate auf Thrombozyten

Diadenosinpolyphosphate spielen eine Rolle in der Interaktion von Thrombozyten und En-
dothel. Einige fordern die Thrombozytenaggregation, wihrend andere sie inhibieren. AP3A
fiihrt bei einer Konzentration von > 0.1uM (durch enzymatische Hydrolyse zu ADP) zu ei-
ner Verstirkung des Aggregationseftektes (69), wihrend AP4A-6A auf die ADP-induzierte
Thrombozytenaggregation einen inhibierenden Effekt ausiiben (71, 67, 34).

Der aggregationssteigernde bzw. inhibierende Effekt wird bei folgender Konzentration

erreicht:

AP3A => >0.1 uyM

=> 5 UM Synergismus mit anderen Agonisten (Bsp.: Plattchen-aktivierender Faktor) (69, 71)
AP4A => 5uM (69, 71)

APSA => 100 uM (stédrker als AP4A und AP6A)

1.3.3 Extra- und intrazellulire Konzentrationen der APnA

Im Rahmen der Thrombozytenaktivierung werden AP3A und AP4A zusammen mit an-
deren Stoffen aus den Granula freigesetzt. Im zirkulierenden Blut wird dabei eine Kon-
zentration von etwa 1 uM erreicht (30). Unter Basalbedingungen (ohne initiale Throm-
bozytenstimulation) liegt eine geringe Konzentration vor, dhnlich der von ADP und
ATP (30). Innerhalb der Plittchengranula betrigt die Konzentration 1 pmol / 10° Plitt-
chen, wobei die Konzentration von ADP und ATP hier 10- bis 20-fach hoher ist (72,
70). Die thrombozytire Konzentration variiert mit der ThrombozytengréBe (70). Da
grofle Thrombozyten mehr in hdmostatische Reaktionen einbezogen sind (14), konnten
hieraus lokal erhhte APnA-Konzentrationen resultieren. Nach Ogilvie (82) sind theore-
tisch durch Pléttchenaggregation an begrenztem Ort lokal Konzentrationen von {iber 1
UM, sowie in Pldttchenthromben, welche an einer verletzten GefdBBwand haften, Kon-
zentrationen von tiber 100 UM erreichbar.

Die Bestimmung der in vivo-Konzentration der Diadenosinpolyphosphate gestaltet sich
aufgrund ihrer geringen Konzentration und der meist in weit gro8eren Mengen gleich-
zeitig vorliegenden, chemisch dhnlichen Substanzen schwierig. Hinzu kommen metabo-

lische Instabilitdt und die gro3e Variabilitdt innerhalb dieser Substanzklasse.
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Im Rahmen der vorliegenden Untersuchung wurden die Diadenosinpolyphosphate mit

Hilfe der Affinitdtschromatographie und der reversed Phase HPLC isoliert (51).

1.3.4 Bildung und Abbau

Diadenosinpolyphosphate werden in den Megakaryozyten gebildet (72). Der Abbau er-
folgt durch eine im Plasma prédsente Diadenosinpolyphosphat-Hydrolase zu AMP und
dem korrespondierenden Adenosinpolyphosphat (APnA => AMP + APn-1) (76). Wei-
terhin finden sich Diadenosin-spaltende Hydrolasen auf dem GefidBBendothel (31, 94).
Goldman et al. haben eine durch Endothelzellen verursachte Hydrolyse von AP3A be-
schrieben, welche durch ATP inhibiert werden kann (31).

1.3.5 Stabilitit

AP3A und AP4A sind stabiler als ATP und ADP (69, 30). Studien von Liithje und O-
gilvie (73) haben gezeigt, dass die Hydrolyse von AP3A und AP4A im Blut in Form
kompetitiver Hemmung der APnA-Hydrolase durch ATP und ADP beeinflusst werden
kann. In Anbetracht des Konzentrationsverhiltnisses, in dem ATP und APnA aus den
Pléttchengranula freigesetzt werden (ein Verhéltnis von 20—40:1), ist dies von Bedeu-
tung (72). Es handelt sich also um langlebige Molekiile, welche z.B. im Rahmen einer
Thrombusbildung von dessen Oberfldche weg diffundieren, ohne zerstort bzw. abgebaut
zu werden (73). Zudem wird die Langlebigkeit durch das Vorliegen AP3A- und AP4A-
spaltender Enzyme im Plasma und nicht in Leukozyten, Erythrozyten und Thrombozy-
ten erklart. Beweisend hierfiir ist, dass die HWZ von AP3A und AP4A im Blut ldnger

als im Plasma ist.

Vor dem Hintergrund, dass der vasokonstriktorische und proliferationstérdernde Effekt
der Diadenosinpolyphosphate auf GefiBmuskelzellen zur Entstehung von Bluthoch-
druck und arteriosklerotischen GefaBwandveridnderungen bei hdmodialysepflichtigen
Patienten beitragen konnte, soll in der vorliegenden Untersuchung der akute Einfluss
der HD auf die thrombozytire APnA-Konzentration bestimmt werden.

Diadenosinpolyphosphate werden bei Thrombozytenaktivierung freigesetzt. Sie konnten

daher direkte Parameter der HD-induzierten Thrombozytenaktivierung darstellen.
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1.4 Himodialyse
1.4.1 Def. Himodialyse

Bei der Hamodialyse handelt es sich um ein extrakorporales Blutreinigungsverfahren,
welches sich den physikalischen Prozess der Diffusion iiber eine semipermeable Memb-
ran zunutze macht. Das mit harnpflichtigen Substanzen beladene Blut wird durch ein
von einer Membran begrenztes Kompartiment eines Dialysators gefordert, das auf der
anderen Membranseite mit einer ,,Waschfliissigkeit (physiologische Elektrolytlosung /
Dialysat) durchstromt wird. Die Konzentrationsunterschiede zwischen Blut und Dialy-
sat bewirken eine Diffusion kleinerer und mittlerer Molekiile durch die Membran. Der
meist ebenfalls notwendige Flussigkeitsentzug wird durch ein hydrostatisches Druckge-
fille erreicht.

Bei der Hamofiltration wird dem Blut ein GroBteil des Plasmawassers (einschlieBlich
harnpflichtiger Substanzen) entzogen und durch eine physiologische Elektrolytlosung
(,,Substituat®) ersetzt. Das Austauschvolumen betrdgt ca. 20 1 pro Behandlung. Die Aus-
riistung der Haimodialyse besteht aus drei Komponenten: dem

Blutversorgungssystem, dem System fiir Zusammensetzung und Zufuhr des Dialysats
und dem Dialysator selbst (Abbildung 2). Dem Patienten wird {iber einen zentralen Ge-
faBzugang (Shunt) Blut entnommen, und dieses wird {iiber eine Rollenpum-
pe/Blutpumpe in das ,,arterielle Schlauchsystem des Dialysegerites (sog. kiinstliche
Niere) gepumpt. Danach durchstromt es einen zwischengeschalteten Dialysator (in dem
die eigentliche Dialyse stattfindet) und wird tiber ein ,,vendses“ Schlauchsystem in den
Blutkreislauf des Patienten zuriickgeleitet. Zur Verhinderung der Blutgerinnung wird

das Blut heparinisiert.
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Abbildung 2: Schematische Darstellung der Hamodialyse (nach Harrison’s 15TH Edition).

1.4.2 Aufbau und Funktion eines Dialysators

Der am héufigsten verwendete Dialysator ist der Hohlfaser- oder Kapillar-Dialysator,
bei dem das Material der Membran aus feinen Kapillaren gesponnen ist, die zu Tausen-
den von Biindeln zusammengefasst sind. Das Blut flieBt durch die Kapillaren, wéhrend
das Dialysat um die Aullenseite der Faserbiindel zirkuliert. Die Art der Membran und
die OberfldchengroBe sind ausschlaggebend fiir die Ultrafiltration und die Clearance
und wichtig fur die immunologische (d.h. biokompatible) Reaktion des Patienten.

Das Dialysat wird dem Dialysator von einem Vorratstank oder proportionierenden Sys-
tem, welches das Dialysat fortlaufend herstellt, angeliefert. In den meisten Gerten
flieBt das Dialysat — dem Blutfluss entgegengesetzt — mit einer Rate von 500 ml/min
einmalig durch die Membran und wird dann verworfen. Durch die Leitung von Blut und
Dialysat nach dem Gegenstromprinzip wird der Gradient entlang der Membran mog-
lichst groB3 gehalten und so der Stoffausgleich begiinstigt.

Die Zusammensetzung des Dialysats dhnelt der des Plasmas und kann entsprechend den
Anforderungen verdndert werden. So kénnen auch eine Reihe von Substanzen via Dia-

lysat dem menschlichen Korper zugefiihrt werden. Dazu setzt man die Konzentration im
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Dialysat hoher an, als sie im Blut vorliegt. In der Praxis werden Kalzium, Bikarbonat

und Glukose auf diese Weise dem Patienten wihrend der Himodialyse zugefiihrt.

1.4.3 HD-Membranen

Die Funktion der kiinstlichen Niere in Form der Himodialyse ist maf3geblich abhéngig

von geeigneten Dialysemembranen.

An eine Dialyse-Membran werden folgende Anforderungen gestellt:

1. Die Membran muss in hdchstem Mal3e biokompatibel sein.

2. Die Membran muss fiir alle bekannten harnpflichtigen Substanzen durchgéngig sein
und sollte in ihren Trenneigenschaften der Basalmembran der Niere entsprechen.

3. Es diirfen keine zelluldren Bestandteile und Makromolekiile des Blutes die Membran
passieren konnen.

4. Die Membran muss eine hohe Stabilitdt haben, die aufgewendete Driicke aufnehmen
kann, mechanische Verarbeitung erméglicht sowie Transporte tibersteht.

5. Die Wasserdurchlissigkeit (hydraulische Permeabilitdt) muss den klinisch angewen-

deten, extrakorporalen Dialyseverfahren angepasst sein.

1.4.3.1 Membranmaterial

Die Membranen, die in der Nierenersatztherapie verwendet werden, konnen in zwei

Gruppen eingeteilt werden:

1. aus Cellulose hergestellte Membranen (Cuprophan; Celluloseacetat) und

2. synthetische Membranen (Polysulfon; Polymethylmethacrylat (PMMA); Polyamid
(PA); Polyacrylnitril (PAN)).

1.4.3.2 Membranaufbau

Fiir die konventionelle Hamodialyse werden im Wesentlichen symmetrische Membra-
nen verwendet, wihrend sich fur andere Dialyseverfahren die Verwendung asymmetri-
scher Membranen durchgesetzt hat.

Symmetrische Membranen sind tiber die ganze Membrandicke homogen und besitzen

auf der Innen- und AuBenfldche Poren vergleichbarer GroBe. Sie werden iiberwiegend
aus Cellulose hergestellt. Sie zeichnen sich durch eine hohe mechanische Stabilitit aus

und konnen vergleichsweise diinnwandig hergestellt werden. Fiir kleine Molekiile ist
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die Permeabilitit deshalb sehr hoch, fiir Mittelmolekiile ist sie stark reduziert. Weiterhin
weisen sie eine niedrige hydraulische Permeabilitidt auf. Konvektive Verfahren sind da-
her kaum moglich.

Asymmetrische Membranen bestehen aus einer sehr diinnen inneren Porenschicht, die

nach auf3en in ein grobporiges Materialgefiige tibergeht. Die innere Membran ist flir die
Stofftrennung bestimmend (Trennschicht), die Unterschicht hat lediglich Stiitzfunktion.
Um eine ausreichende mechanische Stabilitdt zu erreichen, muss die Dicke dieser
Membran etwa drei- bis zehnmal hoher sein als die symmetrischer Membranen. Diese
Membranart wird vorwiegend aus synthetischen Materialien (z.B. Polyamid, Polysul-
fon) hergestellt.

Die geringe Dicke der Trennschicht bewirkt eine deutliche Verringerung des hydrauli-
schen Widerstandes. Gréflere Teilchen werden unmittelbar an der Oberfléache reflektiert
(und vom Blutstrom weiter transportiert), wiahrend Teilchen, deren Durchmesser kleiner
als die der Poren sind, die Membran ungehindert passieren. Diese Eigenschaften sind
Voraussetzung fiir einen effektiven konvektiven Stofftransport.

Die gro3e Wandstéirke der Stiitzschicht erschwert andererseits die Diffusionsvorgédnge,
weshalb die Elimination kleinerer Molekiile durch Dialyse weniger effektiv ist. Die
Verwendung solcher Membranen bleibt deshalb vorwiegend auf das Verfahren der Ha-

mofiltration beschrinkt.

Low- und High-flux

Die glatte innere Oberfldche einer asymmetrischen Membran hat Poren annihernd glei-
chen Durchmessers und bestimmt den Siebkoeffizienten der Membran. Die GroBe die-
ser Poren bedingt auch die Klassifizierung als High-Flux- oder Low-Flux-Membran.

Low-Flux-Membranen haben aufgrund der relativ kleinen Membranporen eine niedrige

Ausschlussgrenze (= Cut-off), die lediglich die Elimination von Stoffen bis etwa 5.000
Dalton Molekulargewicht erlaubt. Aufgrund der Porenstruktur haben Low-Flux-
Membranen auch eine nur geringe hydraulische Permeabilitidt (Wasserdurchldssigkeit).
Der Stofftransport erfolgt tiberwiegend diffusiv, fiir Verfahren mit hohem konvektiven
Stofftransport (HF, HDF) sind Low-Flux-Membranen nicht geeignet.

Die Porenstruktur von High-Flux-Membranen erlaubt die Passage von Molekiilen bis

etwa 30.000 Dalton; mit High-Flux-Membranen kénnen deshalb auch sogenannte Mit-
telmolekiile (Bsp. vasoaktive Peptide => Blutdruckkontrolle; Erythropoetin-Inhibitoren
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=> Erythropoetin-Resistenz; Granulozyteninhibierende Proteine => Infektionen; Inhibi-
toren der Lipoproteinlipase => abnormales Lipidprofil; PTH und Calcitonin => Osteo-
dystrophie) entfernt werden, deren Akkumulation fiir viele Langzeitfolgen der Dialyse-
behandlung verantwortlich ist. Eine nennenswerte Durchlédssigkeit fiir Proteine wie Al-
bumin (66.000 Dalton) und groBere Substanzen muss dabei ausgeschlossen sein. Die of-
fenporige Struktur bedingt die hohere Wasserdurchlédssigkeit der High-Flux-

Membranen, sie sind fiir Himofiltration und Hamodiafiltration einsetzbar.

1.4.3.3 Der Dialyseprozess und dessen Auswirkung auf die Endothelfunktion

Miyazaki et al. berichteten bei der HD mit einer Cuprophan-Membran iiber einen aku-
ten Abfall der Endothelfunktion der A. brachialis (77). Demgegentiber beobachteten
Hand et al. eine Verbesserung der vendsen Endothelfunktion (35).

Eine negative Beeinflussung der Endothelfunktion ist durch vermehrtes Anfluten reak-
tiver Oxydantien, welches durch die Aktivierung polymorphonukledrer Leukozyten an
der Oberfliche der HD-Membran bedingt ist, moglich. In Ubereinstimmung hiermit
konnte durch den Einfluss einer einzigen HD-Sitzung eine signifikante Zunahme der pe-
roxidierten Lipide beobachtet werden.

Methyliertes Arginin wie L-Monomethyl-Arginin (L-NMMA) (109, 110) und Dimethy-
larginin (ADMA) (18) sind natiirlich vorkommende Substanzen, welche unter anderem
als Inhibitoren der NO-Synthese fungieren und bei terminal Niereninsuffizienten akku-
muliert vorliegen (111). Durch Entfernung dieser Inhibitoren wéhrend der HD ist eine
Verbesserung der Endothelfunktion denkbar (35, 111).

APnA‘s weisen vielfiltige vasoaktive Eigenschaften auf und begiinstigen die Entwick-
lung arteriosklerotischer GefdBwandldsionen. Bei Nachweis einer Freisetzung durch die
Dialyse konnten sie direkte Parameter der HD-induzierten Thrombozyten-Aktivierung

darstellen.

1.4.3.4 Biokompatibilitit

Wenn Blut mit einer Fremdoberfldche in Kontakt kommt, wird eine Serie komplexer
Reaktionen induziert. Aus diesen Interaktionen resultieren Verdnderungen der zellula-
ren und nichtzelluldren Blutelemente, welche z.B. Zelladhdsion, Aggregation, Aktivie-
rung und Proteinablagerung beinhalten. Die physikalischen, morphologischen und

chemischen Charakteristika einer Membran sowie die himodynamischen Bedingungen
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mischen Charakteristika einer Membran sowie die himodynamischen Bedingungen sind
hierbei von Bedeutung.

Die Summe dieser Aktionen wird unter dem Begriff der Biokompatibilitdt zusammen-
gefasst. Eine zentrale Rolle bei den ,Blut-Membran-Interaktionen® spielen Thrombozy-

ten und neutrophile Granulozyten.

1.4.3.4.1 Thrombozytenaktivierung und Kinetik

Wenn zirkulierende Thrombozyten auf eine Fremdoberfldche treffen, bleiben sie an die-
ser haften und setzen ihre Inhaltsstoffe frei. Durch die Adhision erlangen sie eine irre-
guldre Oberfldche und verlieren an Volumen. Sie bilden eine Schicht, welche durch
Einschluss von Erythrozyten und Leukozyten Unebenheiten aufweist. Die Flussbedin-
gungen an der Membranoberfldche sind bei diesem Prozess von entscheidender Bedeu-
tung.

Hamodialyse ist mit einer ca. 10-15%igen Verminderung zirkulierender Thrombozyten
assoziiert. Diese Verminderung ist abhingig von der Art der verwendeten Membran, der
Antikoagulation sowie dem verwendeten Puffer der Dialyse-Fliissigkeit.

Auf die Adhédsion der Thrombozyten an die Membranoberfliche folgt die Freisetzung
von Plittchenbestandteilen. Die Freisetzung wird durch Fremdoberflachenkontakt sowie
durch zirkulierende Faktoren (Thrombin, Thromboxan A2, Leukozyten, Fibrinogen,
von Willebrand-Faktor) induziert.

Pléttchenfaktor 4, B-Thromboglobulin (B-TG) und APnA‘s konnten direkte Parameter
der HD-induzierten Thrombozyten-Aktivierung darstellen. Neben ihnen werden andere
Faktoren wie ,platelet-derived growth-factor, Thrombospondin, Thrombozyten-
Oberflachen-Glykoproteine wie Fibrinogen-Rezeptoren auf Glycoprotein Ilb-Illa (GP
[Ib-IITa, CD41) und a-Granula-spezifische Glycoproteine wie GMP 140 (CD62) freige-
setzt oder selektiv in Folge der Aktivierung auf der Thrombozytenmembran exprimiert.
Unter Verwendung spezifischer monoklonaler Antikorper gegen GMP140 (CD62) wur-
de der Einfluss verschiedener HD-Membranen auf die Thrombozyten-Aktivierung un-
tersucht. Hierbei wurde festgestellt, dass Cuprophan-Membranen im Vergleich zu Poly-
sulfon-Membranen eine deutlich gesteigerte Thrombozyten-Aktivierung auslosen (19).
Durch den Blut-Membran-Kontakt und die Protein-Ablagerung an der Fremdoberfldche

wird das intrinsische Gerinnungssystem aktiviert. Zwischen den Blutplédttchen und dem
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intrinsischen Blutsystem liegt eine Interaktivitit vor, welche zur Ausbildung einer Fi-
brinschicht auf der Membranoberflidche fiihrt und so eine weitere Plittchen-Adhésion
und -Aggregation zur Folge hat.

Plattchen-Aktivierung spielt eine Rolle bei der Aktivierung der Gerinnungskaskade. As-
soziiert mit einer Verdnderung der Plattchenform, koénnen sich negativ geladene
Phospholipide wie z.B. Faktor Va, Prothrombin und Faktor Xa an der Oberfldche der

aktivierten Zellen versammeln und in Gegenwart von Ca*+ Thrombin bilden.

1.4.3.4.2 Leukozytenaktivierung und Kinetik

Hamodialyse ist assoziiert mit einer ausgeprigten und rasch eintretenden Neutrozytope-
nie und Monozytopenie. Der Einbruch der Leukozyten-Anzahl beginnt in den ersten
Minuten wéhrend der Himodialyse und erreicht sein Maximum ca. 20 Minuten nach
Beginn der Hédmodialyse. Danach steigt die Leukozytenzahl rasch an und erreicht
manchmal hohere Werte als vor der Himodialyse. Das Ausmal3 der Veridnderungen ist
abhingig von der Art der verwendeten Membran und wird durch das Ausmal} der Kom-
plement-Aktivierung (insbesondere C3a und C5a) durch direkten Kontakt beeinflusst.
Die Mechanismen der Aktivierung sind komplex. Eine Reihe von Faktoren wie z.B. der
Plattchen-aktivierende Faktor und Leukotrien B4 sind involviert. Die Aktivierung der
Neutrophilen ist weiterhin mit der Produktion von Superoxiden (z.B. O, und H,0,) as-
soziiert, welche potente Mediatoren der Zellzerstorung sind. Nach Kontakt mit der HD-
Membran haften die aktivierten Zellen an dem pulmonalen Endothel. Diese Adhirenz
wird durch eine gesteigerte Expression oder Aufregulation der Adhédsionsrezeptoren
(CD11b/CD18) der aktivierten polymorphonukledren Zellen hervorgerufen. Klinische
Studien haben gezeigt, dass aus der Ansammlung der Neutrophilen in den Lungengefa-
Ben ein Abfall des PaO, und eine Verdnderung der Diffusionskapazitit der Lunge fiir
CO; resultiert. Heute ist klar, dass flir die Verdnderung des PaO, der Dialyse-Puffer von
Bedeutung ist. Da Bicarbonat-enthaltende Dialyse-Fliissigkeit die Reduktion des PaO,
lediglich abschwicht und nicht aufhebt, ist die Rolle der Membran diesbeziiglich um-
stritten.

Martin Malo et al. haben wihrend der HD mit einer synthetischen Membran im Ver-
gleich zu einer Cellulose-basierten Membran nach 15 Minuten einen geringeren Leuko-

zyten-Abfall beobachtet (75).
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Aus dem Kontakt von Blut mit Membranen resultiert eine Aktivierung von endothelia-
len Adhédsionsmolekiilen von Leukozyten. Die Selektin-Familie der Adhdsionsmolekiile
fithrt zum Aufrollen der Leukozyten, wihrend die Adhésion durch Integrine, welche an
die Endothel-Rezeptoren binden (B2-Integrine), vermittelt wird. B2-Integrine setzen sich
aus drei Adhésionsrezeptoren zusammen (LFA1, MAC-1 und GP150). Der Neutrozy-
ten-Abfall nach Beginn der HD ist assoziiert mit einer gesteigerten Expression der 32-
Integrin-Adhisionsrezeptoren der Neutrophilen, wenn sie die HD-Membran verlassen
(33). Andere Studien zeigten einen Abfall der Selektin-Expression in Neutrophilen (79),
welches eine mogliche Rolle dieses Faktors beziiglich der HD-induzierten Neutropenie
anzeigt.

Neben dem Membran-Kontakt konnen auch andere Faktoren wie Scher-Stress, Lipopo-
lysaccharide in dem Dialysat sowie die urdmische Stoffwechsellage am Prozess der
Leukozyten-Aktivierung beteiligt sein.

Polymorphonukleédre Neutrophile setzen bei Aktivierung Proteinasen wie Elastase, Lac-
toferrin und Myeloperoxidase frei. Das Ausmal3 der Freisetzung ist sowohl abhéingig
von den klinischen Bedingungen des Patienten als auch von der Art der verwendeten
Dialyse-Membran. Nach Freisetzung wird die Elastase rasch durch Bindung an Protei-
nase-Inhibitoren inaktiviert. Erhohte Spiegel von Elastase (gemessen als al-Inhibitor-
Komplex) wurden bei synthetischen und Cellulose-basierten Membranen gefunden.
Horl et al. konnten zeigen, dass verschiedene Membranen unterschiedliche Proteinase-
Spiegel erzeugen (49). Die Ursache fiir den kontinuierlichen Anstieg der Proteinasen ist
unklar.

Tetta et al. verglichen die Freisetzung von Lysozym und B-Glukuronidase aus Granulo-
zyten und fanden, dass kationische, jedoch nicht neutrale oder anionische Membranen
wie PMMA die Freisetzung dieser Substanzen bewirken.

Die beschriebenen Verdnderungen der Konzentrationen der freigesetzten Proteinasen
aus Neutrophilen korrelieren nicht mit den Verdnderungen der Komplement-
Aktivierung (C3a) (11), so dass andere Faktoren wie die Komplementaktivierung invol-
viert sein miissen. Es gibt Hinweise darauf, dass die proteolytischen Enzyme, welche
wihrend der HD in das Plasma freigesetzt werden, den Protein-Katabolismus unterhal-

ten (48).
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Des Weiteren setzen Neutrophile reaktive oxygene Spezies frei. Oxygene Radikale spie-
len eine Rolle bei der Entstehung der Inflammation. Die Faktoren, die in die Freisetzung
dieser Stoffe involviert sind, sind zum jetzigen Zeitpunkt nicht vollstindig geklart, je-
doch konnte in vitro gezeigt werden, dass C5a die Freisetzung reaktiver oxygener Spe-
zies stimuliert (58). Reaktive oxygene Spezies konnen als second messenger die
Transkription verschiedener Aktivatoren induzieren (41). Himmelfarb et al. konnten
zeigen, dass HD mit einer synthetischen Membran im Vergleich zu einer Cellulose-
basierten Membran mit einer geringeren Bildung reaktiver oxygener Spezies assoziiert

ist (41).

1.4.3.4.3 Interaktionen von Blutpliittchen und neutrophilen Granulozyten wéihrend
der Himodialyse

Solche Interaktionen kdnnen sowohl fiir die Himostase als auch flir inflammatorische
Prozesse von Bedeutung sein.

Die gesteigerte Bildung von Pléttchen- und Leukozyten-Mikro-Koaggregaten wéhrend
der Hamodialyse steht primdr in Beziehung zu Pléttchen-aktivierenden Mechanismen
und involviert zum Teil P-Selektin (CD62p), ein Marker fiir aktivierte Plittchen, sowie
CD1S5s, ein Selektin-Ligand.

Stuard et al. untersuchten Interaktionen von Blutplédttchen und neutrophilen Granulozy-
ten wihrend der Hamodialyse mit synthetischen und Cellulose-basierten Membranen.
Bei allen Membranen konnte eine zeitabhidngige Zunahme der Blutpléttchen und Neu-
trophilen-Koaggregate beobachtet werden.

Fiir synthetische Membranen wurde ein signifikanter Anstieg nach 20 Minuten beo-
bachtet. Im Vergleich zu Cellulose-basierten Membranen war dieser Anstieg geringer.
Der Anstieg der Blutpléttchen und Neutrophilen-Koaggregate spiegelte sich in einer ge-

steigerten Bildung reaktiver oxygener Spezies wider (105).
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2 Fragestellung

Nach Vallance et al. kommt es bei urdmischer Stoffwechsellage zu einer Akkumulation
endogener Inhibitoren der NO-Synthase (wie z.B. asymmetrisches Dimethylarginin),
welche eine verminderte Verfligbarkeit tiber NO zur Folge hat (111). Eine Entfernung
dieser Inhibitoren durch Himodialyse hitte demnach eine Verbesserung der endothelia-
len Funktion zur Folge.

Auf der anderen Seite kann die Hamodialyse durch verstdrkte Lipid-Oxidation und
Leukozyten-Thrombozyten-Aktivierung zu einer Beeintrdachtigung der Endothelfunkti-
on flihren (92, 45).

Durch Thrombozytenaktivierung werden unter anderem Diadenosinpolyphosphate (va-
soaktive Dinukleotide) freigesetzt, welche nach Janowski et al. bei HD-Patienten in er-
hohter Konzentration vorliegen und einen wichtigen atherogenen Faktor darstellen (50).
Eine Beeinflussung der thrombozytidren und systemischen APnA-Konzentration durch
Hiamodialyse ist im Rahmen einer gesteigerten metabolischen und mechanischen Belas-
tung (Fremdoberflachen-Kontakt) der Thrombozyten denkbar (117, 10).
Diadenosinpolyphosphate konnten direkte Parameter der HD-induzierten Thrombozyte-
naktivierung darstellen und so Auskunft iiber die Biokompatibilitidt der verwendeten
HD-Membran geben.

In der vorliegenden Arbeit wurde die thrombozytdre Diadenosinpolyphosphat-Konzen-
tration mit Hilfe der Affinitdtschromatographie und der Reversed Phase HPLC isoliert
und durch Ionenpaar Reversed Phase HPLC quantifiziert. Die Untersuchungen fanden
unmittelbar vor und nach der Hamodialyse sowie am folgenden (dialysefreien) Tag

statt.

Es gibt viele Studien, die die eingeschrinkte Distensibilitdt und Endothelfunktion lei-
tender Arterien bei Niereninsuffizienz bestétigen. Es gibt jedoch nur sehr wenige Unter-
suchungen, die iiber den akuten Effekt der HD auf GefiBBwandeigenschaften berichten
(35, 77).

Aufgrund dieser Feststellung liegt das Ziel der vorliegenden Untersuchung in der Be-
wertung des akuten Effektes der HD auf funktionelle GefdBwandeigenschaften.

1. Fiithrt Hdmodialyse mit Polysulfon-Membranen in Verbindung mit unseren Techni-

ken zur messbaren Funktionsbeeintriachtigung der grof3en arteriellen Getil3e?
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2. Steht die Beeintrachtigung der funktionellen GefiBBwandeigenschaften in einem Be-
zug zur Thrombozytenaktivierung ? Als Marker hierfiir wurden APnA‘s verwendet.
3. Wird der Hamodialyse-Effekt auf GefaBBwandeigenschaften beeinflusst durch die Art

der verwendeten Membran?

Zur Beantwortung dieser Fragen wurde bei 25 HD-pflichtigen Patienten die Fluss-
induzierte Vasodilatation der A. brachialis als Parameter der endothelialen Gefdl3-
funktion gemessen.

Als Indikator mechanischer GefdBwandeigenschaften wurden die aortale Pulswellenge-
schwindigkeit sowie die Distensibilitdt der A. brachialis und der A. carotis untersucht.
Die in den Thrombozyten vorliegende APnA-Konzentration wurde laborchemisch er-
mittelt, sie galt als Marker fiir die Thrombozytenaktivierung wéhrend der Hamodialyse.
Die Untersuchungen fanden unmittelbar vor und nach der Himodialyse sowie am fol-

genden (dialysefreien) Tag statt.

Um herauszufinden, inwieweit verschiedene Typen von Dialyse-Membranen (Cellulo-
se-Membranen versus synthetische Membranen) die Endothelfunktion unterschiedlich
beeinflussen, wurde bei zwolf Patienten die Endothel-abhingige Fluss-induzierte Vaso-
dilatation der A. brachialis vor und nach der Himodialyse untersucht.

Zudem wurde der Grad des mit dem Dialyse-Verfahren assoziierten oxidativen Stresses
durch Messung des oxidierten Low-Density Lipoproteins (LDL) und a-Tocopherol (Vi-

tamin E) vor und nach der Himodialyse bestimmt.
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3 Patienten
3.1 Studiel

Es wurden 25 Patienten mit terminaler Niereninsuffizienz in die Untersuchung einbezo-
gen. Voraussetzung fiir die Teilnahme war eine seit mindestens drei Monaten vorlie-
gende Dialysepflichtigkeit. Ausschlusskriterien waren klinische Hinweise auf zerebro-
vaskuldre Erkrankungen, koronare Herzkrankheit, periphere arterielle Verschlusskrank-
heit, ein pathologisches EKG oder Belastungs-EKG, mittels Ultraschall sichtbare Pla-
ques oder Verkalkungen der A. carotis oder A. brachialis sowie eine deutliche Neigung
zur Dialyse-induzierten Hypotension.
Alle Patienten wurden dreimal wochentlich fiir eine Zeitdauer von jeweils drei bis vier
Stunden dialysiert. Die durchschnittliche Dauer der Dialysepflichtigkeit lag bei 60 Mo-
naten. In vier Fillen trat die Niereninsuffizienz als Folge einer zystischen Verinderung
derselben auf. In jeweils drei weiteren Fillen konnten eine Glomerulonephritis, eine in-
terstitielle Nephritis, eine Kollagenose oder/und eine diabetische Nephropathie als Ur-
sache herangezogen werden. In jeweils einem Fall wurde die Niereninsuffizienz durch
Trauma, ischdmische Nephritis oder eine Nephrokalzinose bedingt. In den verbleiben-
den Féllen konnte keine Ursache eruiert werden. Von den 25 Patienten wurden sieben
Patienten antihypertensiv behandelt. Die antihypertensive Behandlung wurde wie folgt
durchgefiihrt:
— Vier Patienten erhielten eine antihypertensive Monotherapie (ACE-Hemmer),
— drei Patienten wurden mit zwei Antihypertensiva behandelt (ACE-Hemmer und Ca-
Antagonist).
Die letzte Einnahme aller antihypertensiven oder vasoaktiven Substanzen lag mindes-
tens zwolf Stunden vor Untersuchungsbeginn.
Niichtern-Serum-Konzentrationen von  Kreatinin, Gesamt-Cholesterin, HDL-
Cholesterin, LDL-Cholesterin, Triglyceride, HbA1lc, Hamoglobin, Gesamt-Calzium und
Phosphat wurden durch Standard-Labor-Untersuchungen bestimmt. Die Parathormon-
Konzentration wurde mittels immunradiometrischer Untersuchung bestimmt.
Der BMI (Body mass index) wurde nach folgender Formel berechnet:
BMI = Korpergewicht (kg) / KorpergroBe (m)?.

Die klinischen und biochemischen Daten der 25 Patienten werden in Tabelle 1 gezeigt.
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Parameter

Alter (Jahre): 52.8 £ 8.0
Geschlecht (méannlich/weiblich): 12/13
Raucher: 4
BMI: 244 + 3.6
Kreatinin (mg/dl): 831 + 0.55
Gesamt-Cholesterin (mg/dl): 204 £ 23
Gesamt-Triglycerin (mg/dl): 214 + 27
HDL-Cholesterol (mg/dl): 37.29 £ 3.24
LDL-Cholesterol (mg/dl): 111.76 + 8.60
Lipoprotein(a) (mg/dl): 41.23 £ 7.90
HbAlc (%): 496 + 0.14
Hamoglobin (mg/dl): 103 + 1.0
Leukozyten (Tsd./ul): 7.44 = 0.62
Parathormon (pg/ml): 103 £ 25
Calcium (mmol/1) 1.29 + 0.06
Anorg. Phosphat (mg/dl) 5.88 + 0.48
Dauer der Himodialyse (Monate): 633 + 17
Dauer der Himodialyse (Minuten): 231.46 +£7.88
Ultrafiltration (ml): 1430 + 52

Tabelle 1:  Klinische und biochemische Daten der Himodialyse-Patienten (n = 25).
Alle Werte entsprechen dem Mittelwert + SEM.

3.2 Studie II

In die Untersuchung wurden zwdolf Hamodialyse-pflichtige Patienten eingeschlossen.
Eine Mindestzeit der Dialysepflichtigkeit lag nicht vor, ansonsten galten die gleichen
Ausschlusskriterien wie in Studie I. Alle Patienten wurden dreimal wochentlich fiir eine
Zeitdauer von jeweils drei bis vier Stunden dialysiert. Die durchschnittliche Dauer der
Dialysepflichtigkeit betrug 20 Monate. Ursachen der terminalen Niereninsuffizienz wa-
ren chronische Glomerulonephritis (sechs Félle), akute Glomerulonephritis (ein Fall),
Zystennieren (ein Fall), interstitielle Nephritis (ein Fall), Kollagenose (ein Fall) und
Nephrokalzinose (ein Fall). In einem Fall war die Ursache unbekannt.

Von den zwolf Patienten wurden vier Patienten antihypertensiv behandelt. Die antihy-
pertensive Medikation bestand aus ACE-Inhibitoren (n = zwei Patienten) oder Calcium-
Antagonisten in Kombination mit einem ACE-Inhibitor (n = zwei Patienten). Die anti-
hypertensive Medikation wurde wihrend der Studie nicht gedndert. Die letzte Einnahme
aller antihypertensiven oder vasoaktiven Substanzen lag mindestens zwolf Stunden vor

Untersuchungsbeginn.
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Klinische und biochemische Daten wurden wie in Studie 1 durch Standard-Labor-

Untersuchungen bestimmt.

Parameter

Alter (Jahre): 54 + 3.0
Geschlecht (méannlich/weiblich): 7/5
Raucher: 6

BMI: 228 + 1.1
Kreatinin (mg/dl): 7.16 £ 0.88
Gesamt-Cholesterin (mg/dl): 219 £ 9
Gesamt-Triglycerin (mg/dl): 201 £ 8
Hamoglobin (mg/dl): 10.6 £ 1.2
Leukozyten (Tsd./ul): 7.88 £ 0.77
Parathormon (pg/ml): 112 £ 9
Calcium (mmol/l): 1.19 + 0.04
Anorg. Phosphat (mg/dl): 473 £ 0.41
Dauer der Himodialyse (Monate): 20 £ 2
Dauer der HD, Polysulfon-Membran (Minuten): 22538 £ 9.63
Dauer der HD, Cuprophan-Membran (Minuten): 228.08 £ 7.89
Ultrafiltration, Polysulfon-Membran (ml): 1900 + 223.25
Ultrafiltration, Cuprophan-Membran (ml): 2175 + 208.12

Tabelle 2:  Klinische und biochemische Daten der Himodialyse-Patienten (n = 12), welche mit
einem Cuprophan- und Polysulfon-Filter behandelt wurden.

Alle Werte entsprechen dem Mittelwert = SEM.
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4 Material und Methoden
4.1 Messung des arteriellen Blutdrucks

Die Messung des arteriellen Blutdrucks erfolgte am rechten Arm, nachdem hier zuvor
die Anlage einer arteriovendsen Fistel ausgeschlossen werden konnte. Der Druck wurde
mittels eines automatisch fungierenden Sphygmomanometers (Critikon Dinamap model
1846 SX, Tampa, FL, USA) bestimmt. Nach einer zehnminiitigen Ruhepause wurden
fiinf aufeinander folgende Messungen in einem Abstand von jeweils drei Minuten
durchgefiihrt und zu einem Mittelwert verrechnet.

Zudem wurde die Pulswelle der A. carotis mittels (Applanations)-Tonometrie darge-
stellt (Mikro-Tip Pulse Transducer, SPT 301 und Transducer Control Unit TCB-500,
Millar Instruments Inc., Houston, TX, USA). Die Druckwellenform der A. carotis wur-
de an dem zeitgleich gemessenen arteriellen Blutdruck der A. brachialis kalibriert. Die-
ses Verfahren geht davon aus, dass die in den grofen GefdBBen vorliegenden mittleren
arteriellen Driicke nicht wesentlich voneinander differieren. Die Herzfrequenz wurde

anhand eines angelegten EKG‘s ermittelt.

4.2 Untersuchungen der funktionellen Wandeigenschaften grofier arterieller Gefilie

Die Untersuchungen wurden nach einer zehnminiitigen Ruhephase in Riickenlage

durchgefiihrt.

4.2.1 Dopplerfrequenzanalyse der GefiBwandbewegungen im M-Mode

Ein neues Verfahren zur Bestimmung der lokalen GefilBwanddehnbarkeit (arterielle
Compliance) ist die Doppleranalyse im M-Mode pulssynchron bewegter GefdBwinde.
Die linke A. carotis communis wurde 2 cm unterhalb der Bifurkation und die rechte A.
brachialis 2-6 cm oberhalb der Ellenbeuge (Arm ohne AV-Fistel) mittels eines ,,7.5
Mhz linear array transducer (Scanner 2000, Pie Medical Equipment B.V., Maastricht,
Niederlande) in longitudinaler Projektion in B- und M-Mode dargestellt (Abbildung 3).
GefiaBdurchmesser und Distension wurden mittels eines ,,multigate pulsed Doppler sys-
tem“ (Pie Medical Equipment B.V., Maastricht, Niederlande) berechnet. Durch diese
neueren mehrkanaligen, gepulsten Dopplergerdte kann die systolisch-diastolische Ge-

faBwandbewegung grofler Arterien registriert und aus der Beziehung zwischen Durch-
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messerdnderung und Blutdruckamplitude die lokale GefdBwandelastizitédt ermittelt wer-
den (8, 42, 44, 43, 91).

Die Bestimmung der arteriellen Distensibilitét erfolgt durch Doppler-Analyse der puls-
synchronen GetfiBwandbewegungen. Hierzu wird das Gefdll in M-Mode dargestellt.
Aus dem RF-Signal des M-Mode-Echos kann durch ein ,,personal computer system® ei-
ne Doppler-Analyse innerhalb von Datenfenstern durchgefiihrt werden. Diese Daten-
fenster werden im Bereich der anterioren und der posterioren GefdBwand im Intimabe-
reich positioniert (Abbildung 4).

Im Gegensatz zur konventionellen Doppler-Sonographie wird das Doppler-Signal der
GefdlBwand verarbeitet. Die Geschwindigkeit der GefiBwandbewegung ist im Vergleich
zur Blutstromungsgeschwindigkeit relativ langsam, so dass eine niedrigere Repititi-
onsfrequenz verwendet werden muss. Die GefiBwandbewegung kann als zeitabhdngige
Kurve aufgezeichnet werden (Abbildung 5).

Durch diese nicht-invasive Ultraschalltechnik wird neben dem enddiastolischen Gefaf3-
durchmesser (d [mm]) die systolische Zunahme des Gefil3durchmessers (Distension, Ad
[wm]) gemessen. Durch Verrechnung dieser Daten mit dem systolischen und diastoli-
schen RR erhilt man die relative systolische Zunahme des Gefidurchmessers (Ad x d™'
[%]) und den Distensibilititskoeffizienten der Arterienwand (DC =2 Ad x d”' / [SBP-
DBP] [107° / kPa]) (8, 42, 43, 91).

Die Koeftizienten der Variation betrugen fiir den enddiastolischen Durchmesser 3,4 %,
fiir die relative systolische Zunahme des GefaBBdurchmessers 7,4 % und fiir den Disten-
sibilitidtskoeffizienten 10,8 %.

Zusétzlich wurde die isobarische Distensibilitdt der A. carotis bei einem Druck von 100
mmHg und einem angelegten Druckfenster von 10 mmHg berechnet (Abbildung 6).
Hierfiir wurde eine mit Igor pro Software (WaveMetrics Inc., Lake Oswego, Oregon,
USA) programmierte Prozedur, welche von Wisstech GmbH (Sprechbach, Deutsch-

land) entwickelt wurde, verwendet.



4 Material und Methoden 28

A. carotis

Abbildung 3: Hochauflosender Ultraschall der A. carotis in B-Mode.

anterior posterior
. 16 mm >

Abbildung 4: Darstellung der vorderen und hinteren Gefilwand zum Zeitpunkt der R-Zacke im
EKG. Die Datenfenster sind im Bereich der Intima (Cursor) lokalisiert.
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Abbildung 5: Beispiel einer simultanen Aufzeichnung der Bewegung der Vorder- und der Hin-
terwand der A. carotis communis iiber vier Herzzyklen sowie die Darstellung der
diastolisch-systolischen Durchmesserédnderung. Das x steht jeweils fiir den EKG-
Trigger (R-Zacke).
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Abbildung 6: Darstellung der diastolisch-systolischen Durchmesserdnderung. Das x steht je-
weils fiir den EKG-Trigger (R-Zacke) sowie zeitabhingige Registrierung der
Pulskontur der A. carotis.
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4.2.2 Pulswellengeschwindigkeit (PWG)

In der vorliegenden Untersuchung wurde die PWG auf nicht-invasivem Weg mit Hilfe
eines automatisch fungierenden Complior-Systems bestimmt. Es wurde hier die Puls-
wellengeschwindigkeit zwischen A. carotis und A. femoralis bestimmt, also die aortale
Pulswellengeschwindigkeit als Maf3 der aortalen Elastizitit, die sich mit Ultraschallver-
fahren direkt nur schwer messen ldsst. Die PWG wurde unter Einbeziehung der Distanz
(m) und der Transit-Zeit der Pulswelle (s) zwischen zwei Pulsabnehmern nach folgen-
der Formel berechnet: (PWG = Distanz [m] / Transit-Zeit [s]).

Unter der Transit-Zeit (Laufzeit) der Pulswelle versteht man die Verspétungszeit, welche
vom Erscheinen der Pulswelle am herznahen Pulsabnehmer bis zum Auftreten der Pulswel-
le am herzfernen Pulsabnehmer verstreicht (98). Die Verspétungszeit lédsst sich aus den
Messwerten errechnen, die durch die gleichzeitige Aufzeichnung der pulsatorischen Druck-
schwankung an zwei verschiedenen Punkten des arteriellen Systems gewonnen werden.
Die Aquisitionsfrequenz der Druckwellen-Form betrug 500 Hz. Sie wurde durch den
Gebrauch von zwei Druck-Transducern (TY-306, Fukuda Denshi Co., Tokyo, Japan),
welche an der A. carotis und der A. femoralis platziert wurden und mit einem automa-
tisch fungierenden Processor (Complior Colson AS, Paris, Frankreich) verbunden wa-
ren, erhalten. Die Bestimmung der Entfernung zwischen den Pulsabnehmern erfolgte
indirekt durch Messung der Wegstrecke mittels eines Mal3bandes an der Korperoberfla-
che des Patienten. Alle Messungen wurden von der gleichen Person durchgefiihrt. Dabei
betrug der Reproduzierbarkeits-Koeffizient innerhalb des Untersuchers, welcher durch

Untersuchung von zehn ,,normalen® Personen erhoben wurde, 0,92 (Abbildung 7).



4 Material und Methoden 31

Pulswelle PWV 4 zu 20 m/s

0 Zeit (Sekunden) 1.5 20 Alter (Jahre) 90

Abbildung 7: Transkutan registrierte Pulswelle der A. carotis (oben) sowie der A. femoralis (unten).

4.2.3 Fluss-induzierte Vasodilatation

Nach dem oben beschriebenen Vorgehen (mittels des ,,multigate pulsed doppler system*)
wurden drei Messungen des enddiastolischen Durchmessers der A. brachialis durchgefiihrt.
Die gemessenen Werte wurden zu einem Mittelwert verrechnet und dienen als Ausgangs-
wert. Im Anschluss hieran wurde mindestens 10 cm unterhalb des Messortes ein Cuff ange-
legt, welcher fur insgesamt vier Minuten einen Druck von 300 mmHg auf den Unterarm
ausiibte. Wihrend der letzten Minute und in Abstidnden von einer, zweli, drei, vier, finf, sie-
ben und zehn Minuten nach Ablassen des Druckes wurden erneut Messungen durchgefiihrt.
Zudem wurde der Blutfluss in der A. brachialis in Ruhe und wihrend der ersten 15 Se-
kunden nach Ablassen des Druckes (Phase der reaktiven Hyperdmie) mittels ,,pulsed
doppler geschitzt. Hierdurch konnte der Grad der reaktiven Hyperdmie in Prozent des
basalen Blutflusses berechnet werden.

Die Fluss-induzierte Vasodilatation wurde aus dem maximal-absoluten und relativen
Anstieg des Durchmessers der A. brachialis wihrend der reaktiven Hyperédmie in Bezug

zum enddiastolischen Durchmesser in Ruhe (Ausgangswert) bestimmt.

4.2.4 Nitroglycerin-induzierte Vasodilatation

Ca. elf Minuten nach Ablassen des Druckes (der GefdBdurchmesser ist wieder zum

Ausgangswert zuriickgekehrt) wurden 400 pg Glycerol-Trinitrat sublingual verabreicht.
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Nach einer, drei und fiinf Minuten wurden erneut Messungen durchgefiihrt. Entspre-
chend der FV wurde die Nitroglycerin-induzierte Vasodilatation aus der maximal-
absoluten und relativen Zunahme des Diameters der A. brachialis (in Prozent vom Aus-

gangsdurchmesser) berechnet.

4.3 Bestimmung des thrombozytiiren Gehaltes an Diadenosinpolyphosphaten

In der vorliegenden Arbeit wurden die thrombozytiren APnA mit Hilfe der Affinitéts-

chromatographie und der Reversed Phase HPLC isoliert und durch ,,Jonenpaar Reversed

Phase HPLC* quantifiziert.

4.3.1 Schematische Darstellung der Synthese und Analyse zur Quantifizierung

von AP3A bis AP6A
20 ml Vollblut =  Bestimmung der Thrombozytenzahl mit Hilfe
des Microcell Counter
|
Isolierung der Thrombozyten =  Bestimmung des 3-Thromboglobulingehaltes
mittels eines RIA- oder ELISA-Gerites
U
Thrombozytenpellet =  Verifizierung der chemischen Struktur mittels
+ 1 ml H,O UV-Spektroskopie

+ 1 pg interner Standard

Deproteinisierung mit Perchlorsédure
U
Affinitdtschromatographie (BioRex-70)
U

Entsalzung / Reversed Phase HPLC mit
TEAA (Triethylammoniumacetat)

HPLC System / Ionenpaar Reversed =  Auswertung und Quantifizierung der APnA
Phase HPLC mit TBAH SO,
(Tetrabutylammoniumhydrogensulfat)

4.3.2 Reagentien

Die Diadenosin Tri-, Tetra-, Penta- und Hexaphosphate, welche als NH4+-Salze vorla-
gen, sowie alle Chemikalien, die fiir das HPLC-Verfahren benétigt wurden, wurden von
der Firma Sigma aus Dreisenhofen (Deutschland) bezogen. Der Anionenaustauscher

BioRex wurde von der Firma Bio-Rad aus Miinchen (Deutschland) geliefert.



4 Material und Methoden 33

4.3.3 Gewinnung der Thrombozyten aus 20 ml Vollblut

Als Probe diente Vollblut, welches in 2 x 10 ml EDTA-Monovetten abgenommen wur-
de. Zur Isolierung der Thrombozyten wurde die gesamte Probe bei 1000 rpm (173 g)
zehn Minuten lang zentrifugiert. Im Anschluss wurde der plittchenreiche Uberstand
nochmals flir zehn Minuten bei 4000 rpm (2772 g) zentrifugiert. Dazu wurde eine Me-
gafuge 1.0R, Heraeus Sepatech aus Osterode (Deutschland) benutzt. Das entstandene
Thrombozytenpellet wurde durch Dekantieren vom Plasma getrennt. AnschlieBend
wurde das Pellet zweimal mit 1 ml isotoner Kochsalz-Lésung gewaschen und bei —20
Grad Celsius liber Nacht gelagert (durch das Einfrieren erreicht man eine Kristallisation
der Thrombozyten, wodurch diese platzen und ihre Inhaltsstoffe freisetzen). Am folgen-

den Tag wurde das tiefgefrorene Pellet in 1 ml deionisiertem Wasser gelost.

4.3.4 Der interne Standard

Der Suspension wurde e-AP6A als interner Standard beigefiigt. Es handelt sich um ein
mit Chloracetaldehyd derivatisiertes AP6A-Molekiil, welches eine dhnliche chemische
Struktur wie die gesuchten Diadenosinpolyphosphate (DAP) aufweist und diesen somit
beziiglich ihrer chemischen Eigenschaften gleicht. Bei den anschlieBenden chroma-
tographischen Trennungen kann es zu nicht vorhersehbaren Verlusten der Dinukleotide
kommen. Durch die oben genannte Beimengung des internen Standards ist es moglich,
diesen Verlust mengenmifig zu erfassen, da mogliche Verluste der DAP in gleichem
MaB auftreten wie Verluste des internen Standards.

Der interne Standard wurde nach dem von Rotilan beschriebenen Verfahren syntheti-

siert und isoliert (95).

4.3.5 Deproteinisierung der Thrombozytenpellets mit Perchlorsiure

Zur Deproteinisierung wurden tropfenweise 200 pl einer 70%igen Perchlorsidure (PCA)
zugegeben, die hierdurch erreichte Endkonzentration betrug 1.0 M. Zur raschen Neutra-
lisierung wurde KOH hinzugegeben, wobei Kaliumperchlorat ausfiel. Diese Prézipitati-
on wurde durch Lagerung der Probe bei 4 °C fiir 30 min gesteigert. Durch Zentrifugati-
on fiir zehn Minuten bei 4000 rpm (2772 g) konnte ein klarer Uberstand gewonnen

werden, der mittels eines ,,vacuum concentrator systems* einer Lyophillisierung unter-
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zogen wurde (centrifuge VR1 und cooling trap CZ 60e, Systec GmbH Labor-
Systemtechnik aus Wettenberg, Deutschland; Vakuum Pumpe MZ 2C, Vacuubrand aus
Wertheim, Deutschland). Vor der sich anschlieBenden Affinitits-Chromatographie wur-
den die resultierenden Pellets bei —20 °C gelagert.

4.3.6 Affinititschromatographie (Chromatographie auf Dihydroxyboryl BioRex-70)

Die Herstellung des Dihydroxyboryl BioRex-70 erfolgte nach der Beschreibung von
Baker und Jakobsen (5). Die Affinitdtschromatographie diente der Separation der Di-
nukleotide von anderen Inhaltsstoffen der Thrombozyten wie z.B. ATP. Vor Beginn der
Chromatographie wurde das Harz in eine Glassdule (10 x 100 mm, Supelco aus Deisen-
hofen, Deutschland) gefiillt. Im Rahmen der angestrebten Aquilibrierung wurde das
Harz in Abfolge mit einer FlieBgeschwindigkeit von 3 ml/min mit deionisiertem Was-
ser, | mM Hydrochloridsdure, deionisiertem Wasser und 1 M Ammoniumacetat-Losung
(NH40Ac, pH = 9.0) gewaschen (Waters HPLC pump M510, Eschborn, Deutschland).
Dieser Vorgang wurde so oft wiederholt, bis die beziiglich der UV-Absorptions- und
Leitfdahigkeit angestrebten Basisbedingungen (bei 254 nm), welche durch ein UV-
Spektrometer bei 254 nm permanent registriert und aufgezeichnet wurden, erreicht wa-
ren (UV-Spektrometer, Pharmazia Biotech aus Freiburg, Deutschland). Die Glassédule
enthielt nun ca. 2 g des derivatisierten Harzes, welches in der Lage ist, die APnA-
Menge aus den Thrombozyten von ca. 20 ml menschlichem Blut zu extrahieren. Die ly-
ophilisierten Pellets (Priaparation siehe oben) wurden in 800 pul 1 M NH40OAc (pH = 9.0)
aufgelost und mit Hilfe eines ,,Rheodyne injection®-Systems in den Glashals injiziert
(Injektionsschleife 1 ml, FlieBgeschwindigkeit 0,5 ml/min). Nach eineinhalb Stunden
erfolgte die Elution der retinierten Dinukleotide mit 1 mM Salzsdure-Losung und einer

FlieBgeschwindigkeit von 1.0 ml/min. Das gewonnene Eluat wurde lyophilisiert.

4.3.7 Entsalzung/Reversed Phase HPLC mit TEAA

Im Eluat der Affinitdtschromatographie befand sich noch Ammoniumsalz, welches aus
der Waschlosung stammte. In Gegenwart von Salzen kénnen Dinukleotide nicht voll-
standig an die stationdre Phase der fiir die Quantifizierung notwendigen RP-Séule an-
binden. Um eine Beeinflussung des HPLC-Verfahrens zu vermeiden, wurde das Eluat

einer Entsalzung unterzogen. Hierzu wurde das lyophilisierte Eluat in 800 pl 40 mM
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Triethylammoniumacetat (TEAA) geldst und {iber eine 1 ml Schleife in ein ,,Smart
HPLC-System* (Pharmazia aus Freiburg, Deutschland) injiziert. Es wurde eine LiCh-
rospher100 RP-18 Saule (250 x 3 mm, Sum, Merck) verwendet, welche zu deren Pro-
tektion mit einer austauschbaren Vorsédule (4 x 4 mm) ausgestattet war. Diese Vorsdule
enthielt das gleiche Fiillungsmaterial wie die eigentliche Trennsdule und wurde nach ca.
100 Entsalzungsverfahren erneuert. Mit Hilfe der kationischen lonenpaar-Reagenz Trie-
thylammoniumacetat wurden die Dinukleotide aus der Affinitdtschro-matographie an die
stationdre Phase gebunden. Nachdem das System fiir 20 min mit 40 mM TEAA gewa-
schen wurde, erfolgte die Elution der gereinigten Probe mit 80%igem Acetonitril. Im

Rahmen der sich anschlieBenden Lyophilisierung wurde fliichtiges Triethylamin beseitigt.

4.3.8 HPLC System/Ionenpaar Reversed Phase HPLC mit TBAH SO,
(Tetrabutylammoniumhydrogensulfat)

Die entsalzte Probe wurde zur weiteren Auftrennung iiber die ,,Reversed Phase HPLC-
Sdule* (LaChrom L-7100, Merck, Darmstadt, Deutschland) gegeben. Hierbei erfolgte
eine peakweise Fraktionierung der Probe, um die Identitdt der Substanzen mas-
senspektrometrisch kldren zu kdnnen.

Die HPLC-S4ule war mit einem UV-Detektor (LaChrom L-7400, Merck) ausgestattet.
Die Analyse wurde mit der LaChrom D-7000 HPLC System Manager Software (Merck)
durchgefiihrt. Fiir die lonenpaar Reversed Phase Chromatographie wurde eine LiCh-
rospher 100 RP-18 Séule (250 x 3 mm, S5um, Merck) verwendet, welche zur Protektion
mit einer austauschbaren Vorsdule (4 x 4 mm) ausgestattet war. Diese Vorsdule enthielt
das gleiche Fiillungsmaterial wie die eigentliche Trennsdule und wurde wochentlich er-
neuert. Die aus der Entsalzungsphase resultierenden lyophilisierten Proben wurden in
25 pul Wasser gelost und in eine 20 pl-Injektionsschleife injiziert. Losungsmittel A setz-
te sich aus 50 mM KH,PO4 und 8 mM Tetra-n-Butylammonium-Hydrogensulfat
(TBAHSO,) zusammen und wies einen durch Phosphorsdure eingestellten pH-Wert von
6.5 auf.

Losungsmittel B bestand aus Acetonitril (80%) und Wasser. Vor Gebrauch wurden alle
Losungsmittel in einem Ultraschall-Bad (Sonorex Super RK 514, Bandelin electronic,
Berlin, Deutschland) entgast. Die UV-Absorption wurde bei 254 nm gemessen. Mit Lo-
sungsmittel A erfolgte die Aquilibrierung. Das Gradientenprogramm verlief folgender-

malen:
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0 min— 100 % A 38 min— 68 % A 50 min—50 % A
10 min—93 % A 40 min—50 % A

Die Retentions-Zeiten betrugen:

AP3A: 27,9 min APS5A: 36,3 min e-AP6A: 40,4 min
AP4A: 33,3 min AP6A: 37,6 min

Die erkauften Standards (APnA) n = 3-6 wurden ebenfalls zu den beobachteten Retenti-
onszeiten eluiert. Ein typisches Elutionsprofil der ,,lonenpaar-Reversed Phase HPLC*

zur Bestimmung der Diadenosinpolyphosphate menschlicher Thrombozyten ist in Ab-

bildung 8 dargestellt.
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Abbildung 8: Elutionsprofil der lonenpaar-Reversed Phase HPLC zur Bestimmung der Diade-
nosinpolyphosphate am Beispiel eines gesunden Probanden.

Die Zuordnung der Substanzen erfolgte mit Hilfe der Retentionszeiten von Standard-
substanzen. Die Retentionszeiten steigen mit zunehmender Anzahl der Phosphat-
gruppen. Aufgrund der hheren molekularen Masse wird der interne Standard als letztes

eluiert.
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4.3.9 Quantitative Auswertung der Diadenosinpolyphosphate

Den Thrombozytenpellets wurde vor der weiteren Aufbereitung ein interner Standard
(e-AP6A) beigefiigt, um mogliche Verluste durch die Aufarbeitung mengenmélig zu
erfassen.

Die quantitative Auswertung der Diadenosinpolyphosphate wurde iiber die relative
Wiedererlangensrate der APnA‘s in Bezug auf die des internen Standards e-AP6A, wel-

cher mit 100 % gleichgesetzt wurde, berechnet.

4.3.10 Bestimmung der Thrombozyten-Anzahl

Die Plittchen-Anzahl wurde durch einen Microzell-Zihler mit Selbstverdiinner be-

stimmt (Sysmex, Diisseldorf, Deutschland).

4.3.11 Bestimmung des B-Thromboglobulingehaltes der Pléittchen

Von der initialen Thrombozytenpellet-Suspension wurde eine Probe von 50 pl um den
Faktor 1000 verdiinnt. Danach wurde der Gehalt an B-Thromboglobulin, ein fiir Throm-
bozyten spezifisches Protein, unter Verwendung eines RIA-Gerites der Firma Demedi-
tec aus Kiel, Deutschland oder eines ELISA-Gerites der Firma Boehringer aus Mann-

heim, Deutschland bestimmt. Beide Gerite erzielten die gleichen Ergebnisse.

4.4 Bestimmung des Vitamin E-Spiegels

Die Bestimmung des Vitamin E-Spiegels erfolgte durch HPLC.

4.5 Bestimmung des oxidierten LDH

Die Bestimmung erfolgte unter Verwendung eines oxidierten LDL capture kit (Merco-

dia, Uppsala, Schweden) mit spezifischem monoklonalem Antikorper 4E6 der Maus (5).

4.6 Das Protokoll
4.6.1 Studiel

Die Untersuchung wurde zum erstenmal unmittelbar vor der Dialyse (gegen 8 Uhr)

durchgefiihrt. Jeder Patient wurde zunéchst in eine liegende Position gebracht. Nach ei-
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ner zehnminiitigen Ruhepause wurde mit der Untersuchung begonnen. Nach der Be-
stimmung des Blutdrucks wurde unter Anwendung des Complior-Systems die arterielle
PWG bestimmt.

Im Anschluss hieran wurde die Tonometrie der rechten A. carotis und die Messung der
Distensibilitit der linken A. carotis fiir die Berechnung der isobarischen Distensibilitit
durchgefiihrt. Danach wurde die A. brachialis am Arm ohne AV-Fistel hinsichtlich ihrer
Distensibilitdt sowie Fluss- und Nitroglycerin-induzierten Vasodilatation untersucht.
Direkt nach der Himodialyse-Behandlung sowie am folgenden (dialysefreien) Tag (hier
gegen 8 und 10 Uhr) wurde das gleiche Protokoll erneut durchgefiihrt.

Die Blutentnahme zur Bestimmung der thrombozytidren Diadenosinpolyphosphat-Kon-
zentration (20 ml Blut, in EDTA-Monovetten, welche 1.2-2 mg EDTA/ml Blut enthal-
ten) wurde unmittelbar vor Beginn und vor Ende der Himodialyse sowie am dialyse-

freien Tag durchgefiihrt.

4.6.2 Studie II

In dieser Studie wurden nur hdmodynamische Parameter sowie die endothelabhidngige
und -unabhéngige Vasodilatation der A. brachialis gemessen. Die Patienten wurden im
Rahmen einer blinden Cross-over-Studie randomisiert sowie einer Himodialyse mit ei-
ner Polysulfon-Membran (F6 HPS, UF-Koeffizient 8.5 ml/h.mmHg, 1.3 sqm, dampf-
sterilisiert, Fresenius®) oder einer Cuprophan-Membran (Alwall GFS 12, UF-
Koeffizient 6.5 ml/h.mmHg, 1.3 sqm, dampfsterilisiert, Gambro®) zugeteilt. In der
nichsten Himodialyse-Sitzung wurden sie mit der anderen Membran dialysiert.

Alle Patienten wurden durch den gleichen Untersucher, welcher nicht tiber die verwen-
dete Membran (Cuprophan versus Polysulfon) informiert war, untersucht, und zwar je-
weils direkt vor und direkt nach einer Dialysebehandlung, also insgesamt viermal.

Die Blutentnahme fiir die Bestimmung des oxidativen Stresses (a-Tocopherol, oxidier-
tes LDL) erfolgte unmittelbar vor Beginn der Himodialyse sowie fiinf Minuten vor Be-
endigung der Hamodialyse. Die Blutproben wurden direkt nach der Entnahme zentrifu-

giert und bei —20 Grad eingefroren.
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4.7 Datenanalyse und Statistik (Studie I und Studie IT)

Die gewonnenen Daten werden als Mittelwert = Standardfehler (SEM) prisentiert. Die
statistische Analyse wurde mit der Computer-Software SPSS (Statistical Package of So-
cial Science, 9.0, 1999, SPSS Inc., Chicago, Il, USA) durchgefiihrt. Der Effekt der Dia-
lyse-Behandlung auf die gemessenen Parameter wurde mittels ,,repeated measures A-
NOVA* und ,,post-hoc comparisons (planned contrasts)* ermittelt. Der Einfluss anderer
Variablen wurde durch die Analyse von Kovarianzen getestet. Statistische Signifikanz
wurde bei einem p < 0,05 angenommen.

Die Aussagekraft dieser Studie wurde in Kooperation mit dem Institut fiir Biomathema-
tik der Universitidt Miinster bewertet. Es wurde angenommen, dass Verdnderungen, die
um eine Standardabweichung von den errechneten Mittelwerten abweichen, von klini-
scher Bedeutung sind. In vorherigen Studien unserer Laboratorien wurde in verschiede-
nen Patienten-Gruppen gezeigt, dass Messungen von funktionellen GefdBwandparame-
tern Standardabweichungen von weniger als 30 % des Mittelwertes aufweisen.

Um beziiglich eines Parameters im Vergleich prid- und post-Dialyse eine Verdnderung
des Mittelwertes um 1 Standartabweichung mit einer Aussagekraft von 80 % und einem
Typ 1-Fehler von 5 % zu entdecken, sind 10 Patienten notwendig. Demnach kann ange-
nommen werden, dass die Anzahl der untersuchten Patienten (Studie I n =25; Studie Il n
= 12) groB3 genug ist, um physiologisch signifikante Verdanderungen in Bezug auf Ge-
faBwandeigenschaften festzustellen. Statistische Signifikanz wurde bei einem p < 0,05

angenommen.
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5 Ergebnisse
5.1 Studiel

5.1.1 Himodynamische Parameter
(RR syst. und diast., Pulsdruck, Herzfrequenz)

Der Blutdruck hat sich iiber die Zeit nicht signifikant verdndert. Es ist lediglich eine
leichte Zunahme des Pulsdruckes und der Herzfrequenz zu beobachten, was jedoch kei-

ne statistische Signifikanz erreicht (Tabelle 3).

5.1.2 Compliance (DC A. carotis, DC A. brachialis, PWG)
5.1.2.1 Distensibilititskoeffizient der A. carotis

Der Distensibilititskoeffizient der A. carotis sank von 18.4 + 1.4 10~ / kPa vor der Dia-
lyse signifikant auf 15.9 + 1.4 10~ / kPa nach der Dialyse und stieg bis zum nichsten
Tag auf20.5+ 1.6 10 / kPa an (p < 0.05, Abbildung 9).

Durch Tonometrie und Berechnung der isobarischen Distensibilitdt bei 100 mmHg
konnten diese Daten beziiglich der Blutdruckverdnderungen korrigiert werden. Hier-
durch entfiel die zuvor signifikante Differenz (16.3 + 2.7 10~ / kPa vor der Dialyse,
18.9 £ 2.9 10~ / kPa nach der Dialyse und 15.4 + 2.6 10 / kPa am dialysefreien Tag)
(Abbildung 9).
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Abbildung 9: Distensibilitétskoeffizient (DC) und isobarischer Distensibilitdtskoeffizient bei
100 mmHg (DCI) der A. carotis von 25 HD-pflichtigen Patienten vor und nach
der HD sowie am HD-freien Tag.
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5.1.2.2 Distensibilititskoeffizient der A. brachialis

Beziiglich des Distensibilitdtskoeffizienten der A. brachialis konnte keine signifikante
Verinderung festgestellt werden (13.8 + 1.5 10~ / kPa vor der Dialyse, 13.4+ 1.2 107 /
kPa nach der Dialyse und 14.2 + 1.4 10~ / kPa am dialysefreien Tag).

Der Distensibilitdtskoeffizient der A. carotis korrelierte negativ mit dem Alter (r = —
0.59, p < 0.05) und der Dauer der Dialysepflichtigkeit (r =—0.51, p < 0.05). Die A. bra-

chialis betreffend konnte eine solche Korrelation nicht beobachtet werden.

5.1.2.3 Aortale Pulswellengeschwindigkeit

Die aortale Pulswellengeschwindigkeit wies ebenfalls keine signifikanten Verénde-

rungen auf (Tabelle 3).

5.1.3 Endothelabhiingige und -unabhéingige Vasodilatation der A. brachialis (FV,
NV)

5.1.3.1 Fluss-induzierte Vasodilatation (FV)

Der Diameter der A. brachialis verdnderte sich zu keinem Zeitpunkt signifikant. Der
Ausgangswert der ,,flow-mediated vasodilatation® lag vor der Dialyse bei 8.08 % und
hat sich im weiteren Verlauf nicht signifikant veréndert (Tabelle 3).

Die Zunahme des Blutflusses nach Abnahme des Cuffs (Aufhebung der Okklusion)
wurde mit Hilfe des gepulsten Dopplers bestimmt. Auch diesbeziiglich konnte keine
signifikante Verdnderung im Verlauf beobachtet werden (vor der HD 421 + 27 %, nach
der HD 411 £ 20 %, im dialysefreien Intervall 425 + 25 %, n.s.).

Beziiglich der Fluss-induzierten Vasodilatation und des Distensibilitdtskoeftfizienten der
A. brachialis (r = 0.15) lieB3 sich sich keine Korrelation feststellen.

In der Analyse der Kovarianzen zeigte sich, dass die Verdnderung der arteriellen
Distensibilitdt und der FMD unabhéngig vom arteriellen GefdBdurchmesser sowie vom

arteriellen Blutdruck waren.

5.1.3.2 Nitroglycerin-induzierte Vasodilatation (NV)

Der Ausgangswert der Nitroglycerin-induzierten Vasodilatation lag vor der Dialyse bei

21.64 % und hat sich im weiteren Verlauf nicht signifikant verdndert.
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Parameter vor HD nach HD Intervall
systolischer Blutdruck (mmHg) 132 +4 138 £4 130+ 3
diastolischer Blutdruck (mmHg) 72+2 72+2 7342
Herzfrequenz (Schlige/min) 87+ 4 905 85+5
Diameter der A. carotis (mm) 8.1+£0,7 8.0+£0,5 8.0+£0.7
rel. Distension der A. carotis (%) 7.0+ 0.9 6.4+0.8 7.3+0.7
Diameter der A. brachialis (mm) 4.6+0.2 45+04 4.6+0.2
rel. Distension der A. brachialis (%) 54+0.6 52+0.8 5.1+£0.9
Distensibilitdtskoeffizient der A. brachialis 13.8+2.0 13.2+2.0 13.8+2.0

(107 / kPa)
aortale Pulswellengeschwindigkeit (m/s) 12.6 £ 0.7 12.8+0.8 11.9+0.6
Fluss-induzierte Vasodilatation (%) 79+1.8 6.8+£2.1 7.1+£2.0
Nitroglycerin-induzierte Vasodilatation (%) 22.0+4.0 21.0+£4.0 22.0+3.0

Tabelle 3: Blutdruck, Herzfrequenz und die gemessenen GefaBwandparameter vor und nach der
Dialyse sowie am dialysefreien Tag. Angegeben sind die arithmetischen Mittelwerte

+ SEM. Es wurden keine signifikanten Veréinderungen beobachtet.

5.1.4 APnA‘s

Im Rahmen der Quantifizierung der Diadenosinpolyphosphate und des B-Thromboglo-

bulin humaner Thrombozyten wurden folgende Ergebnisse ermittelt (Tabelle 4).

Parameter vor HD nach HD Intervall
AP3A (ng/pg B-Tg) 9,7 £ 1,5 11,7 £ 2,1 112 + 1,8
AP4A (ng/pg B-Tg) 27,6 £ 4,3 24,9 + 3,0 27,6 £ 3,9
AP5SA (ng/ug B-Tg) 12,6 + 1,6 11,7 + 1,1 11,9 +£1,3
AP6A (ng/pg B-Tg) 2,8 £ 0,5 2,7 £ 0,6 2,6 £ 0,6
B-Thromboglobulin (pg/Pellet) 70,6 + 13,8 62,5 + 13,3 77,5 £ 154

Tabelle 4: Thrombozytirer Gehalt an Diadenosinpolyphosphaten und B-Thromboglobulin der
HD-Patienten (n = 16) vor und nach der Dialyse sowie am dialysefreien Tag. Die
Konzentration der Diadenosinpolyphosphate ist als ng/pg B-Thromboglobulin darge-
stellt. Angegeben sind die arithmetischen Mittelwerte £ SEM. Es wurden keine signi-

fikanten Verinderungen beobachtet.

Die Detektionsgrenze fiir alle vier Diadenosinpolyphosphate und den internen Standard

betrug 1 pM (molare Masse e-AP6A: 1044 g/mol). Durch die Angabe der ermittelten

APnA-Konzentrationen in ng/pug B-Thromboglobulin konnte eine geringe Streubreite

erzielt werden.

Die quantitative Auswertung der Diadenosinpolyphosphate wurde iiber die relative

Wiedererlangensrate der APnA‘s in Bezug auf die des internen Standards e-AP6A, wel-

cher mit 100 % gleichgesetzt wurde, berechnet.
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Die thrombozytire Diadenosinpolyphosphat-Konzentration wurde durch den Einfluss
der Himodialyse nicht signifikant beeinflusst (Tabelle 4).

Die thrombozytire APnA-Konzentration korrelierte nicht mit den GefdBwandeigen-
schaften (Fluss-induzierte Vasodilatation und Distensibilitidtskoeffizient der A. carotis

und der A. brachialis) (Tabelle 5).

Parameter vor HD nach HD Intervall
r r r

DCC vs. AP3A 0.14 0.21 0.24
DCC vs. AP4A 0.14 0.04 0.27
DCC vs. AP5A 0.31 0.48 0.08
DCC vs. AP6A 0.3 0.08 0.2
FV rel. vs. AP3A 0.21 0.36 0.35
FV rel. vs. AP4A 0.07 0.05 0.03
FV rel. vs. AP5SA 0.25 0.17 0.11
FV rel. vs. AP6A 0.37 0.35 0.02

Tabelle 5: Korrelationsanalyse: Gefdlwandeigenschaften (Bsp. DCC, FV) versus thrombozyté-
re APnA-Konzentration vor und nach der Hamodialyse sowie am folgenden Hamo-
dialyse-freien Tag (Intervall). Statistische Signifikanz (p < 0.05) wurde bei keiner
Analyse beobachtet.

5.2 Studie II (Vergleich verschiedener HD-Membranen)
5.2.1 Himodynamische Parameter

Im Vergleich der beiden Membranen sowie im Verlauf wurden keine signifikanten Ver-

dnderungen des arteriellen Blutdrucks oder der Herzfrequenz beobachtet (Tabelle 6, 7).

5.2.2 Endothelabhiingige und -unabhéingige Vasodilatation der A. brachialis (FV, NV)
5.2.2.1 Fluss-induzierte Vasodilatation (FV)

Im Vergleich der beiden Membranen sowie im Verlauf wurde keine signifikante Verin-
derung des arteriellen Diameters der A. brachialis beobachtet. Nach der HD mit einer
Cuprophan-Membran wurde eine signifikante Verminderung der FV beobachtet. Der
Ausgangswert der FV lag bei 9.4 + 1.8 % und betrug nach der HD-Sitzung 7.4 + 1.7 %
(Abbildung 10, Tabelle 7).

Bei Verwendung einer Polysulfon-Membran konnte keine signifikante Verdnderung der
FV beobachtet werden. Der Ausgangswert der FV lag bei 9.3 £ 1.9 % und betrug nach
der HD-Sitzung 9.6 + 1.8 % (Tabelle 6).



5 Ergebnisse 44

Die Zunahme des Blutflusses nach Abnahme des Cuffs (Aufhebung der Okklusion)
wurde mit Hilfe des Druckpulses bestimmt. Auch diesbeziiglich konnte keine signifi-
kante Verdnderung im Verlauf sowie im Vergleich der verwendeten Membranen beo-

bachtet werden.

5.2.2.2 Nitroglycerin-induzierte Vasodilatation (NV)

Die Nitroglycerin-induzierte (Endothel-unabhingige) Vasodilatation wurde unabhéngig
von der Art der verwendeten Membran durch den Einfluss der HD nicht verandert (Ta-

belle 6, 7).

5.2.3 Lipidparameter (Ox-LDL), a-Tocopherol

Die Konzentration von oxidiertem LDL wurde durch den Einfluss der HD unabhéngig
von der Art der verwendeten Membran nicht signifikant beeinflusst (Tabelle 6, 7). Nach
der HD mit einer Cuprophan-Membran wurde eine signifikante Reduzierung der Plas-
ma-a-Tocopherol-Konzentration beobachtet (vor der HD 18.0 + 2.3, nach der HD 16.6
+ 1.3 pg/ml) (Tabelle 7).

Nach der HD mit einer Polysulfon-Membran wurde keine signifikante Verédnderung der

Plasma-a-Tocopherol-Konzentration beobachtet (Tabelle 6).

Aus den Ergebnissen geht hervor, dass eine Himodialyse mit einer biokompatiblen low
flux-Polysulfon-Membran weniger oxidativen Stress verursacht (erkennbar am geringe-
ren Vitamin E-Verbrauch) und damit zu einer geringeren Beeintrdchtigung der Endo-
thelfunktion flihrt.

In der Analyse der Kovarianzen zeigte sich, dass die Konzentrationen von Ox-LDL so-
wie Vitamin E keine signifikante Verdnderung der FV oder der Nitroglycerin-

induzierten Vasodilatation bewirken.
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Parameter vor HD nach HD
POL POL
systolischer Blutdruck (mmHg) 139 £ 7 136 £ 7
diastolischer Blutdruck (mmHg) 75 + 4 76 £ 5
HF (Schlage/min) 77 £ 5 77 £ 8
Diameter der A. brachialis (mm) 4.55 + 0.21 4.53 + 0.82
Fluss-induzierte Dilatation (mm) 0.42 = 0.06 0.41 = 0.04
Nitroglycerin-induzierte Dilatation (mm) 0.67 £ 0.12 0.59 + 0.13
Nitroglycerin-induzierte Dilatation (%) 14.6 + 0.6 144 + 0.8
a-Tocopherol-Konzentration (umol/ml) 174 £ 1.7 175 £ 1.9
oxidiertes LDL-Konzentration (mg/l) 11.1 + 0.8 11.5 £ 0.9

Tabelle 6: GefiBwandeigenschaften und himodynamische Parameter vor und nach der Hémo-
dialyse mit einer Polysulfon-Membran (POL).

Parameter vor HD nach HD
CuP Ccup
systolischer Blutdruck (mmHg) 136 + 8 134 + 8
diastolischer Blutdruck (mmHg) 76 + 4 75 £ 4
HF (Schldge/min) 78 £ 8 76 + 7
Diameter der A. brachialis (mm) 451 + 0.72 449 + 0.87
Fluss-induzierte Dilatation (mm) 0.42 + 0.05 0.31 + 0.08 * #
Nitroglycerin-induzierte Dilatation (mm) 0.62 + 0.21 0.66 + 0.16
Nitroglycerin-induzierte Dilatation (%) 144 £ 1.0 148 £ 0.9
a-Tocopherol-Konzentration (umol/ml) 18.0 =+ 2.3 16.6 + 1.3 *
oxidiertes LDL-Konzentration (mg/1) 11.2 + 0.7 113 £ 0.8

Tabelle 7: GefdBwandeigenschaften und hamodynamische Parameter vor und nach der Hamo-
dialyse mit einer Cuprophan-Membran (CUP)
* 1 p<0.05 vor vs. nach der Himodialyse, # : p < 0.01 Gruppen x Zeit-Interaktion.
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Abbildung 10: Relative Fluss-induzierte Dilatation (FV) der A. brachialis (in % vom Aus-
gangsdurchmesser) von zwolf Patienten vor und nach der Himodialyse mit einer
Polysulfon-Membran (POL) und einer Cuprophan-Membran (CUP).
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6 Diskussion

Die erste Untersuchung hatte zum einen das Ziel, den Einfluss einer Himodialyse unter
in Deutschland tiblicherweise angewandten Bedingungen (biokompatible Membran,
schonende Ultrafiltration, ausreichende Dialysedauer) auf die elastischen GefdBwandei-
genschaften, die Endothelfunktion und die thrombozytire Diadenosinpolyphosphat-
Konzentration zu ermitteln.

Die Untersuchung erbrachte folgende Ergebnisse:

Hamodialyse veréndert nicht die elastischen Gefédwandeigenschaften groBer Arterien.
Es wurde keine Veridnderung der aortalen Pulswellengeschwindigkeit oder des Disten-
sibilitdtskoeffizienten der A. brachialis festgestellt. Eine geringfligige Reduktion des
Distensibilitidtskoeffizienten der A. carotis nach der Hdamodialyse konnte auf eine ge-
ringfligige Zunahme des Pulsdruckes zuriickgefiihrt werden und wurde im Rahmen der
isobarischen Distensibilitits-Bestimmung nicht mehr beobachtet. Die durch Fluss-
induzierte Vasodilatation ermittelte Endothelfunktion wurde durch den Einfluss der
Hémodialyse nicht signifikant verdndert.

Weiterhin wurde die thrombozytdre Diadenosin-Polyphosphat-Konzentration durch die

Hamodialyse nicht beeinflusst.

Durch den Einfluss der Hidmodialyse wurde keine akute Verinderung der aortalen
Pulswellengeschwindigkeit oder des Distensibilitidtskoeffizienten der A. brachialis fest-
gestellt. Es konnte jedoch eine reversible, milde, aber signifikante Reduktion des
Distensibilititskoeffizienten der A. carotis nach der Himodialyse beobachtet werden.
Nach Korrektur des arteriellen Blutdrucks durch Berechnung der isobarischen Distensi-
bilitdt bei 100 mmHg zeigte sich dieser Effekt abgeschwicht, die zuvor beobachtete
Signifikanz entfiel.

Die Reduktion des Distensibilitdtskoeffizienten war wahrscheinlich durch die milde Zu-
nahme von Pulsdruck und Herzfrequenz nach der Himodialyse bedingt, welche auf eine
HD-induzierte Aktivierung des sympathischen Nervensystems zuriickzufithren sein
konnte (21). Nach Mangoni et al. fiihrt sympathische Aktivitdt zu einer Einschriankung
der arteriellen Distensibilitdt (74). Da Patienten mit terminaler Niereninsuffizienz per se
eine gesteigerte Sympathikus-Aktivitdt aufweisen, konnte diese fuir die hier beobachtete

reduzierte arterielle Distensibilitit mitverantwortlich sein.
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Andere Faktoren, wie z.B. die Verdnderung des Flussigkeitsvolumens und des Gefal3-
durchmessers (64), die die arterielle Distensibilitdt beeinflussen und somit mogliche
Storfaktoren darstellen, waren in unserer Studie gut kontrolliert: Das Ultrafiltrationsvo-
lumen war relativ klein und der arterielle Diameter dnderte sich nach der Himodialyse
nicht signifikant.

Die von uns erhobenen Werte beziiglich des Distensibilitéits-Koeffizienten stimmen mit
denen anderer Forschungsgruppen tiberein. Im Vergleich zur gesunden Kontrollgruppe
ist sie jedoch deutlich herabgesetzt (115, 6).

Die mittlere aortale Pulswellengeschwindigkeit von 12 m/s ist ebenfalls mit den in der
Literatur berichteten Werten vergleichbar. Sie ist im Vergleich zu gleichaltrigen gesun-
den Personen deutlich erhsht (63, 9). In Ubereinstimmung mit unseren Daten berichten
Van Guldener et al. und Barenbrock tiber eine negative Korrelation der Distensibilitdt
der A. carotis mit dem Alter. Eine signifikante Abnahme der Distensibilitdt der A. caro-
tis communis wurde lediglich bei HD-pflichtigen Patienten, die jiinger als 50 Jahre alt
waren, sowie bei Patienten, welche seit langer Zeit HD-pflichtig waren, beobachtet (7).
Durch Berechnung der isobarischen Distensibilitdt konnen wir diese Feststellung besta-
tigen.

Chronische Veridnderungen der Elastizitdt groler Arterien sind bei Patienten mit termi-
naler Niereninsuffizienz hiufig und haben u.a. einen erhdhten systolischen und ernied-
rigten diastolischen Blutdruck, eine erhohte linksventrikuldre Nachlast, eine links-
ventrikuldre Hypertrophie und eine reduzierte Koronarperfusion zur Folge (7, 63).
Blacher et al. haben festgestellt, dass eine verminderte Elastizitdt der Aorta (welche in
Form einer erhhten PWG zum Ausdruck kommt) bei terminal niereninsuffizienten Pa-
tienten als unabhingiger Vorhersagewert einer gesteigerten kardiovaskuldren Mortalitét
gewertet werden kann (9).

Die verminderte Elastizitit groBer Arterien weist vielfiltige Ursachen auf. Bluthoch-
druck und eine gesteigerte sympathische Aktivitit (74) sind hdufig mit einer terminalen
Niereninsuffizienz assoziiert und scheinen eine begiinstigende Wirkung zu haben. Wei-
terhin ist eine Beeinflussung durch Hyperparathyreoidismus, Lipidstdrungen, Fliissig-
keitsiiberladung oder durch den HD-Vorgang per se denkbar (115, 6, 66). Nishizawa et
al. fithren eine beschleunigte PWG auf Veridnderungen des Lipoprotein-Musters zuriick:

Hypocalzimie und Hyperparathyreoidismus supprimieren die hepatische Triglycerid-
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Lipase (HTGL), ein Enzym, welches den Metabolismus von intermediate density li-
poprotein (IDL) und high density-lipoproteins (HDL) wesentlich beeinflusst. Es resul-
tieren ein erhohtes IDL und ein erniedrigtes HDL, Verdnderungen, welche eine enge
Assoziation zur erhhten PWG aufweisen (81).

Wir konnten keinen akuten Einfluss der HD auf die aortale PWG beobachten. Die mitt-
lere Pulswellengeschwindigkeit von 12 m/s ist vergleichbar mit Werten anderer HD-
Patienten (63, 9) und ist im Vergleich zu gleichaltrigen gesunden Personen deutlich er-
hoht.

Insgesamt ldsst sich feststellen, dass die erhobenen Daten durch den Einfluss der Ha-
modialyse nicht signifikant veréndert wurden. Gleiches gilt fiir die Messung der regio-
nalen Distensibilitdt der A. brachialis.

Zur Uberpriifung, ob funktionelle GefiBwandeigenschaften in Bezug zur HD-
induzierten Thrombozytenaktivierung stehen, wurde die thrombozytidre Diadenosinpo-
ly-phosphat-Konzentration bestimmt. Diadenosinpolyphosphate werden bei der Throm-
bo-zytenaktivierung freigesetzt und konnten direkte Parameter der HD-induzierten
Thrombozytenaktivierung sein.

Thrombozytenaggregation induziert die thrombozytdre Bildung von AP3A-AP6A (37)
und fiihrt zu einer gesteigerten thrombozytiren Freisetzung (72). AP3A fiihrt durch en-
zymatische Hydrolyse iiber ADP zu einer Verstirkung des Aggregationseffektes (69).
AP4A-6A {iiben auf die ADP-induzierte Thrombozytenaggregation einen hemmenden
Effekt aus (71, 67, 34).

Bei metabolischem Stress steigt die intrazelluldre Konzentration der APnA‘s (117, 10).
Das Ausmal} der metabolischen Belastung wihrend der HD ist unter anderem abhéngig
von der Biokompatibilitdt der verwendeten HD-Membran.

APnA‘s weisen vielfiltige vasoaktive Eigenschaften auf (siehe Einleitung Seite 9) (17,
100, 102, 104, 108).

In isolierten Organen und priparierten Gefdllen werden vaskuldre Effekte der Diadeno-
sinpolyphosphate ab einer Konzentration von 100 pM beobachtet. Insofern sind syste-
misch vaskuldre Effekte endogen zirkulierender Diadenosinpolyphosphate unwahr-
scheinlich (89, 112, 104). Durch Thrombozytenaggregation an Endothelldsionen kénnen
jedoch lokal erhohte APnA-Konzentrationen vorliegen und so das Wachstum glatter

Gefdlmuskelzellen stimulieren (50).
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Wir haben jedoch keinen EinfluB einer HD mit einer Polysulfon-Membran auf die
thrombozytire APnA-Konzentration sowie funktionelle GefiBwandeigenschaften gese-
hen.

Von den zahlreichen Untersuchungen, die tiber eine eingeschrinkte Endothelfunktion
bei HD-Patienten berichten (7, 115, 52), beziehen sich nur wenige auf den akuten Ein-
fluss der HD auf die flussabhingige Vasodilatation der A. brachialis als Parameter der
Endothelfunktion.

Die von uns durchgefiihrten Untersuchungen zeigten zu allen Messzeitpunkten eine be-
eintrdchtigte FV der A. brachialis. Die ermittelten Daten waren mit denen anderer Un-
tersucher vergleichbar (114, 77). Jedoch konnten wir in Untersuchung 1 bei Verwen-
dung einer Polysulfon-Membran nach der Himodialyse keinen substantiellen Abfall der
FV beobachten, wie dies kiirzlich beschrieben worden war.

Miyazaki et al. beobachteten bei terminal niereninsuffizienten Patienten nach einer ein-
zigen Héamodialyse-Sitzung mit Cellulose-Membranen einen signifikanten Abfall der
FV (77). Da unter Verwendung Vitamin E-beschichteter Cellulose-Membranen eine
Abschwichung dieses Effektes festgestellt werden konnte, vermuteten sie einen akut
schiadigenden Einfluss der Hdmodialyse auf die Endothelfunktion, welcher durch ver-
mehrtes Anfluten reaktiver Oxidantien bedingt sein konnte.

Neben einer milden, aber nicht signifikanten Abnahme der FV nach der Hamodialyse
konnten wir keine Verdnderung der endothelialen Funktion feststellen. Diese Diskre-
panz konnte in der Verwendung unterschiedlicher Himodialyse-Membranen begriindet
sein: In unserer Untersuchung wurden Polysulfon-Membranen verwendet, welche (ins-
besondere im Vergleich zu Cellulose-Membranen) eine hohe Biokompatibilitét aufwei-
sen und auf der Oberfliche der HD-Membran weniger oxidativen Stress ausldsen (45).
Im Gegensatz zu Miyazaki et al. konnten Hand et al. in der Untersuchung von Handve-
nen nach der Hamodialyse (im Vergleich zur Messung vor der HD) eine akute Verbes-
serung der Acetylcholin-induzierten Dilatation der Venen beobachten (35).

Dartiiber hinaus konnte gezeigt werden, dass die beeintrachtigte endothelabhingige Va-
sodilatation vor der Himodialyse durch Gabe von L-Arginin verbessert werden konnte.
Die Gabe von D-Arginin zeigte demgegeniiber keinen Effekt. Methyliertes Arginin wie
L-Monomethyl-Arginin (L-NMMA) (109, 110) und Dimethyl-Arginin (ADMA) (18)

sind natiirlich vorkommende Substanzen, welche u.a. als kompetitive Inhibitoren der
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NO-Synthase fungieren und bei terminal niereninsuffizienten Patienten akkumuliert
vorliegen (111). Das Entfernen dieser Inhibitoren durch Himodialyse hat eine Verbes-
serung der endothelialen Funktion zur Folge (111).

Bezogen auf die Endothelfunktion groBer Arterien konnen wir diesen Effekt der Himo-
dialyse nicht bestétigen. Unterschiede beziiglich des untersuchten GefiaBBbettes (Venen
versus grof3e Arterien) und der verwendeten vasodilatierenden Stimulantien (Acetylcho-
lin-Infusion versus FV) konnten fiir diese Diskrepanz verantwortlich sein. Der durch
Entfernung der NO-Synthese-Inhibitoren beobachtete positive Effekt konnte im vend-
sen Gefialbett stirker als im arteriellen System ausgeprégt sein.

Eine mdogliche Beeintriachtigung der NO-Synthese bei terminal niereninsuffizienten Pa-
tienten wird derzeit kontrovers diskutiert.

Hon et al. haben kiirzlich bei terminal Niereninsuffizienten erhohte systemische NO-
Konzentrationen festgestellt, welche durch den Einfluss der HD signifikant reduziert
wurden und bis zum Tag nach der Dialyse wieder Ausgangswerte erreicht hatten (47).
Storfaktoren der FV sind vielfiltig, einige seien hier genannt:

1. Der arterielle Durchmesser ist eine wichtige Determinante der endothelabhéngigen
Dilatation. Nach Lambert et al. dilatieren Arterien mit gro3erem Diameter im Vergleich
zu solchen mit geringerem Diameter relativ geringer (59). In unserer Studie verénderte
sich der enddiastolische Durchmesser nach der HD nicht signifikant. In der statistischen
Analyse stellte der arterielle Diameter keine relevante Co-Variable der Distensibilitét
dar.

2. Unterschiede im Grad der reaktiven Hyperdmie konnen den Grad der FV beeinflus-
sen. In der vorliegenden Studie wird die Zunahme des Blutflusses wihrend der Hype-
ramie durch gepulste Doppler ermittelt. Sie war zu allen Zeitpunkten der Messung (vor
und nach der Dialyse sowie im dialysefreien Intervall) vergleichbar. Das Ausmal} der
Endothel-Stimulation erscheint hierdurch nicht different.

Des Weiteren konnte beziiglich der Nitroglycerin-induzierten Vasodilatation (eine Prii-
fung der Endothel-unabhéngigen Gefd3funktion) ebenfalls kein Unterschied beobachtet

werden.

Von den derzeit in Deutschland handelsiiblichen synthetischen Membranen (z.B. Poly-
sulfon-Membranen) werden Cellulose-Membranen (z.B. Cuprophan-Membranen) un-

terschieden. Letztere waren vor ca. 20 Jahren gebrduchlich und finden aktuell kaum
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noch Verwendung. Da Unterschiede im Membranmaterial und somit der Biokompatibi-
litdt einen unterschiedlichen Einfluss auf die Endothelfunktion nehmen kénnen, wurde
der Hamodialyse-Effekt auf die Endothelfunktion vor und nach der Hamodialyse mit
einer Cuprophan-Membran und Polysulfon-Membran gemessen. Des Weiteren wurde
tiberpriift, ob Unterschiede der FV mit einem erhohten oxidativen Stress assoziiert sind.
Hémodialyse mit einer Cuprophan-Membran fiihrt zu einer signifikanten Verminderung
der FV der A. brachialis. Dieser Effekt wurde bei der Himodialyse mit einer Polysul-
fon-Membran nicht festgestellt.

Die bei der Cuprophan-Membran beobachtete Beeintrachtigung der Endothelfunktion
war mit einem Abfall der a-Tocopherol-Konzentration im Serum assoziiert, welche als
Marker fiir die Zunahme des oxidativen Stresses wihrend der Himodialyse gewertet
werden kann und bei der Hidmodialyse mit einer Polysulfon-Membran nicht beobachtet
wurde.

Diese Ergebnisse legen nahe, dass das Ausmal} oxidativen Stresses mit der Art der ver-
wendeten Hamodialyse-Membran assoziiert ist und Einfluss auf die Endothelfunktion
austibt.

Nach unserem Wissen ist dies die erste Studie, welche bei HD-Patienten den Effekt der
Cellulose-und Polysulfon-Membran auf die Endothelfunktion untersucht. Da beide
Membranen nach der Hédmodialyse keine Verdnderung der Nitroglycerin-induzierten
Vasodilatation (Endothel-unabhéngige Gefdl3funktion) zeigten, ist davon auszugehen,
dass die Verdnderungen der FV auf einer Verdnderung der Endothelfunktion basieren.
Da sich der enddiastolische Diameter der A. brachialis und die Zunahme des Blutflusses
wihrend der reaktiven Hyperdmie zwischen den Hdmodialysen nicht signifikant gedn-
dert haben, ist davon auszugehen, dass das Ausmal} der Scherkrifte vergleichbar war.
Obwohl die Veridnderungen der FV nach der Hdmodialyse relativ mild waren, ist es
moglich, dass der Typ der verwendeten Dialyse-Membran und der Grad der Biokompa-
tibilitdt eventuell die kardiovaskuldre Morbiditdt und Mortalitit von Hamodialysepflich-
tigen Patienten beeinflussen.

Eine Vielzahl von Studien haben die klinische Bedeutung von Biokompatibilitit und o-
xidativem Stress, welche durch Himodialyse-Membranen hervorgerufen werden kon-

nen, untersucht:
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Linneweber et al. konnten zeigen, dass eine beeintrachtigte Funktion peripherer mono-
nuklearer Zellen bei Patienten, die mit einer Cuprophan-Membran dialysieren, durch ei-
nen Wechsel auf Polysulfon-Membranen normalisiert werden kann (62). Die Autoren
dieser Studie empfahlen die Verwendung biokompatibler Membranen, um den Zustand
der Micro-Inflammation bei chronischen Himodialyse-Patienten zu verbessern.

Ferreira und Mitarbeiter haben sich mit dem Effekt der Dialysemembran auf den Kno-
chenstoffwechsel beschiftigt: Eine regulidre Dialyse mit einer Cuprophan-Membran ist
im Vergleich zu Polysulfon-Membranen mit signifikant héheren Spiegeln fiir 32-
Microglobulin, alkalischer Phosphatase, Osteocalcin sowie einer erhdhten Osteoklasten-
Anzahl assoziiert (29). Diese Ergebnisse wurden in einer prospektiven Studie, welche
bei der HD mit einer Cuprophan-Membran im Vergleich zur Polysulfon-Membran ei-
nen erhohten Knochen-Turnover zeigte, bestétigt (28).

Unsere Daten weisen darauf hin, dass durch Verwendung biokompatibler, synthetischer
Membranen die endotheliale Dysfunktion bei chronischen Dialyse-Patienten verbessert
werden kann.

Dialyse-induzierter oxidativer Stress konnte zur erhohten kardiovaskuldren Morbiditét
und Mortalitdt chronisch dialysepflichtiger Patienten beitragen. Durch Verwendung
biokompatibler, synthetischer Membranen kdnnten die Folgen eines erhohten prooxida-
tiven Status wihrend der Himodialyse minimiert werden (23). Jedoch ist die Messung
und Quantifizierung des oxidativen Stresses in diesem Zusammenhang schwierig.
Oxidiertes LDL spielt bei der Entwicklung arteriosklerotischer Léasionen eine Schliissel-
rolle (40). Dariiber hinaus fiihrt oxidiertes LDL durch Beeintrachtigung der Signaltrans-
duktion zwischen Oberfldchen-Rezeptoren der Endothelzelle und der NO-Bildung zur
Hemmung der NO-Synthese und trigt so direkt zur endothelialen Dysfunktion bei (24).
»Referance ranges“ oder eine Kinetik von oxidiertem LDL in Phasen akuten oxidativen
Stresses wie z.B. wihrend einer Himodialyse-Sitzung existieren derzeit nicht.

Miyazaki et al. beobachteten nach einer einzigen HD-Sitzung mit einer Cuprophan-
Membran eine Zunahme des oxidierten Plasma-LDL um 35% (77). In unserer Studie
wurde bei keiner der verwendeten Membranen eine signifikante Verdnderung der Plas-
ma-Spiegel von oxidiertem LDL wihrend der Himodialyse beoachtet. Fiir die gleich
bleibende Konzentration des oxidierten Plasma-LDL in unserer Studie gibt es zwei

mogliche Griinde:
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1. Die signifikante Abnahme des Vitamin E (a-Tocopherol), welche lediglich nach HD
mit einer Cuprophan-Membran beobachtet wurde.

2. Entfernung des oxidierten LDL aus dem Plasma noch vor der Probengewinnung am
Ende der HD.

Einige Tierexperimente weisen darauf hin, dass die zuletzt erwidhnte Hypothese zutriftt:
Ling et al. zeigten, dass radioaktiv-markiertes oxidiertes LDL bei Mdusen rasch aus der
Blutbahn entfernt wird (61). Uber 90% des injizierten Materials wurden innerhalb von
finf Minuten hpts. durch die Leber aus der Blutbahn entfernt. Durch die schnelle Ent-
fernung neu gebildeten oxLLDL ist dieser Parameter als Marker fiir den akuten oxidati-
ven Stress wihrend einer HD-Sitzung nicht geeignet. Auf der anderen Seite sanken die
a-Tocopherol-Spiegel nach der HD mit einer Cuprophan-Membran signifikant, was
nach der HD mit einer Polysulfon-Membran nicht beobachtet werden konnte.

Vtamin E ist ein verldsslicher Marker fiir systemische Oxidation. Eine inverse Korrela-
tion mit der Dauer der HD-Behandlung wurde fiir Plasma-a-Tocopherol-Spiegel, jedoch
nicht fiir andere Antioxidantien beobachtet (80).

Aus diesem Grund ist es moglich, dass der geringgradige, jedoch signifikante Abfall des
Plasma-Vitamin E-Spiegels nach der HD mit einer Cuprophan-Membran auf einen im
Vergleich zu Polysulfon-Membranen groferen oxidativen Stress zuriickzufiihren ist.
Diese Interpretation stimmt mit anderen Studien iiber Biokompatibilitdt und oxidativen
Stress, welcher durch verschiedene HD-Membranen hervorgerufen wird, iiberein: Lin-
neweber et al. konnten zeigen, dass eine beeintrichtigte Funktion peripherer mononuk-
learer Zellen bei Patienten, die mit einer Cuprophan-Membran dialysieren, durch einen
Wechsel auf Polysulfon-Membranen normalisiert werden kann (62).

Die Ergebnisse unserer Studie zeigen, dass akute endotheliale Dysfunktion auch vom
Typ der verwendeten Dialyse-Membran abhéngig ist. Es sollte gekldrt werden, ob Un-
terschiede im oxidativen Stress oder andere Mechanismen, die mit dem Gebrauch ver-
schiedener Membranen assoziiert sind, fiir die unterschiedlichen Effekte der
Cuprophan-Membran und Polysulfon-Membran auf die endotheliale Dysfunktion ver-
antwortlich sind. Uberdies sollte bei der Interpretation der beobachteten, relativ modera-
ten akuten Verdnderungen der Endothelfunktion beriicksichtigt werden, dass die Endo-
thelfunktion bei terminal Niereninsuffizienten durch die HD per se sowie durch andere

Faktoren wie z.B. Flissigkeitsiiberladung, Hyperparathyreoidismus, Hypercholesteri-
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nidmie und Aktivierung des sympathischen Nervensystems beeinflusst werden kann (6,
39, 56).

Die Ergebnisse der zweiten Untersuchung stimmen mit denen von Miyazaki et al. iiber-
ein, welche wie bereits erwéhnt bei terminal Niereninsuffizienten nach einer einzigen
Héamodialyse-Sitzung mit einer Cellulose-Membran einen signifikanten Abfall der FMD
beobachteten (77).

Die nachteiligen Effekte der Cellulose-Membranen auf die Endothelfunktion kénnen
durch Verwendung von Polysulfon-Membranen vermieden werden. Dies stimmt mit
dem Ergebnis der ersten Untersuchung, bei der wir unter Verwendung von Polysulfon-
Membranen keine Beeintrachtigung der Endothelfunktion beobachteten, {iberein.

Es wurde gezeigt, dass Unterschiede im Membran-Material und somit der Biokompati-
bilitdt Einfluss nehmen auf die Beeinflussung der Endothelfunktion wihrend einer Ha-
modialyse.

Wihrend die Himodialyse mit einer Polysulfon-Membran per se keinen akuten Effekt
auf die FV ausiibt, fithrt die HD mit einer Cellulose-Membran zu einem geringgradigen,
aber signifikanten Abfall der Endothelfunktion.

Dieser Effekt ist zumindest zum Teil auf eine Zunahme des oxidativen Stresses, welcher
durch abfallende Vitamin E-Spiegel deutlich wird, zuriickzufiihren und koénnte so zur
erhohten kardiovaskuldren Morbiditit chronisch HD-pflichtiger Patienten beitragen.

Es ist denkbar, dass die HD mit einer Cellulose-Membran die thrombozytidre Konzent-
ration der Diadenosinpolyphosphate akut verdndern und dariiber auch die FV beeinflus-
sen konnte, was bei Verwendung einer biokompatiblen Polysulfon-Membran nicht beo-
bachtet wurde. Diese Fragestellung konnte jedoch im Rahmen der Cross-Over-Studie
nicht mituntersucht werden, da dazu jedem Patienten innerhalb von drei Tagen ca. 200

ml Blut zusitzlich hitte entnommen werden miissen.

In den hier dargestellten Untersuchungen konnte gezeigt werden, dass die Endothel-
funktion groBBer Arterien durch den Einfluss der Hdmodialyse unter Verwendung bio-
kompatibler Membranen nicht akut beeinflusst wird. Viele Untersuchungen zeigen, dass
eine Akkumulation urdmischer Toxine, strukturelle Verdnderungen der Arterienwand,
Flissigkeitsiiberladung und arterielle Hypertonie die Hauptursachen endothelialer Dys-
funktion terminal Niereninsuffizienter sind. Eine chronische Verschlechterung der

endothelialen Dysfunktion durch den Einfluss der Himodialyse erscheint moglich.
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Dariiber hinaus wurden unabhingig von Blutdruckverdnderungen keine akuten Verin-
derungen der elastischen Eigenschaften groBer Arterien beobachtet. Himodialyse unter
Verwendung einer biokompatiblen Membran scheint also akut nicht zur Beeintrichti-
gung elastischer GefdBwandeigenschaften groBer Arterien beizutragen.

Es wurde kein akuter FEinfluss der Hémodialyse auf die thrombozytire APnA-
Konzentration festgestellt. Eine positive Korrelation zwischen der APnA-Konzentration
und den GefilBwandeigenschaften konnte nicht beobachtet werden.

Unterschiede im Membran-Material und somit der Biokompatibilitdt nehmen wéhrend
einer Hamodialyse Einfluss auf die Endothelfunktion.

Wihrend die Himodialyse mit einer Polysulfon-Membran per se keinen akuten Effekt
auf die FV ausiibt, fithrt die HD mit einer Cellulose-Membran zu einem geringgradigen,
aber signifikanten Abfall der Endothelfunktion.

Dieser Effekt ist am ehesten auf eine Zunahme des oxidativen Stresses, welcher durch
abfallende Vitamin E-Spiegel deutlich wird, zuriickzufithren und kann so zur erhéhten
kardiovaskuldren Morbiditét chronisch HD-pflichtiger Patienten beitragen.

Ob HD mit einer Cellulose-Membran mit einem hoheren kardiovaskuldren Risiko ver-
bunden ist als HD mit einer synthetischen Membran, sollte in weiteren prospektiven

Langzeit-Studien mit einer gréBBeren Patientenanzahl untersucht werden.
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7 Zusammenfassung

Storungen der funktionellen GefdBwandeigenschaften grofler Arterien tragen bei termi-
nal Niereninsuffizienten zur erhdhten kardiovaskuldren Morbiditdt und Mortalitét bei.
Es ist nicht bekannt, ob Himodialyse (HD) per se die mechanischen Gefdf3wandeigen-
schaften oder die Endothelfunktion akut beeinflusst (Untersuchung 1). Einige Daten
weisen darauf hin, dass die beeintrichtigte Endothelfunktion durch den oxidativen
Stress wihrend des HD-Verfahrens verursacht wird. Um Informationen iiber die Bio-
kompatibilitit einer HD-Membran zu erlangen, wurde die thrombozytire Diadenosinpo-
lyphosphat-Konzentration bestimmt, welche einen direkten Parameter der HD-
induzierten Thrombozytenaktivierung darstellen konnte und vielfiltige vasoaktive Ei-
genschaften aufweist. Um herauszufinden, ob verschiedene Hamodialyse-Membranen
die Endothelfunktion unterschiedlich beeinflussen, wurden die Patienten im Rahmen ei-
ner doppelt verblindeten Cross-over-Studie randomisiert sowie einer Himodialyse mit
einer Cuprophan-Membran oder einer synthetischen Polysulfon-Membran zugeteilt
(Untersuchung 2).

In Untersuchung 1 wurden 25 chronische HD-Patienten unmittelbar vor und nach der

Hémodialyse mit einer Polysulfon-Membran sowie am folgenden (dialysefreien) Tag
untersucht. Der enddiastolische Diameter und die Distensibilitdt der A. brachialis und
der A. carotis wurden durch Doppler-Frequenz-Analyse der GefiBwandbewegungen
mittels eines ,,multigate pulsed doppler system* in M-Mode tonometrisch bestimmt. Die
aortale Pulswellengeschwindigkeit (PWG) wurde mit Hilfe eines Compliors® erfasst.
Die endotheliale Funktion wurde durch Bestimmung der Fluss-induzierten Vasodilatati-
on (FV) der Arteria brachialis wihrend reaktiver Hyperdmie bestimmt und mit der En-
dothel-unabhingigen Nitroglycerin-induzierten Vasodilatation verglichen (NV).

Die thrombozytire Diadenosinpolyphosphat-Konzentration wurde mit Hilfe der Affini-
tiatschromatographie und der Reversed Phase HPLC quantifiziert.

In Untersuchung 2 wurden zwolf Hamodialyse-Patienten eingeschlossen. Die FV und

NV wurden wie in Untersuchung 1 bestimmt. Die Patienten wurden randomisiert, einer
HD mit einer Polysulfon-Membran oder einer Cuprophan-Membran zugeteilt und in der
néchsten HD-Sitzung mit der anderen Membran dialysiert. Die Untersucher waren blind

fir die verwendete Membran. Serum-Konzentrationen von oxidiertem LDL und a-
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Tocopherol als Marker fiir oxidativen Stress wurden unmittelbar vor Beginn der Himo-
dialyse sowie fiinf Minuten vor Beendigung der Himodialyse bestimmt.
In der ersten Untersuchung verdnderte sich die FV nach der HD oder im HD-freien In-

tervall nicht signifikant. Gleiches gilt fiir die NV und die PWG nach der HD und im

HD-freien Intervall. Der Distensibilitdtskoeffizient der A. carotis sank wihrend der HD
signifikant und stieg zum HD-freien Tag wieder an. Nach der Korrektur des Blutdrucks
durch Tonometrie veridnderte sich der isobarische Distensibilitdtskoeftfizient nicht signi-
fikant. Die Distensibilitdt der A. brachialis zeigte ebenfalls keine signifikanten Verdnde-
rungen.

Die thrombozytire Diadenosinpolyphosphat-Konzentration wurde durch den Einfluss
der Hamodialyse nicht signifikant verdandert. Des Weiteren korrelierte sie nicht mit den
GefilBwandeigenschaften.

In der zweiten Untersuchung wurde die FV der A. brachialis bei der HD mit einer Poly-

sulfon-Membran nicht signifikant beeinflusst. Nach der HD mit einer Cuprophan-
Membran sank die FV signifikant (p < 0.05). Die NV wurde unabhéngig von der Art der
verwendeten Membran nicht beeinflusst. Die Serum-Konzentrationen von oxLDL wur-
den durch die Art der verwendeten Membran nicht beeinflusst; jedoch fielen die a-
Tocopherol-Konzentrationen nach der HD mit einer Cuprophan-Membran signifikant,
wihrend die a-Tocopherol-Konzentrationen bei der Verwendung von Polysulfon-
Membranen unbeeinflusst waren.

Héamodialyse mit einer biokompatiblen Membran {ibt per se bei terminal niereninsuffi-
zienten Patienten keinen signifikanten Einfluss auf die Endothelfunktion grofler Arte-
rien oder die mechanischen GefiBwandeigenschaften aus. Die thrombozytire Diadeno-
sinpolyphosphat-Konzentration wird durch den Einfluss einer Hdmodialyse mit einer
Polysulfon-Membran nicht signifikant verdndert. Des Weiteren korreliert sie nicht mit
den Gefilwandeigenschaften.

Die Art der verwendeten HD-Membran beeinflusst allerdings den akuten Effekt der
Hémodialyse auf die arterielle Endothelfunktion. Unterschiede beziiglich der Biokom-
patibilitdt und des oxidativen Stresses scheinen die verschiedenen Effekte der HD zu er-
kldren, da die Abnahme der FV lediglich nach der Dialyse mit einer Cellulose-Membran

auftrat und mit einer Reduktion des Vitamin E assoziiert war.
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ADMA =
ADP =
AMP =
AP2A =
AP3A =
AP4A =
APSA =
AP6A =
APnA =
ATP =
BMI =
B-TG =
CcC =
cGMP =
CUP =
DAP =
DBP =
DC =
DCC =
DCI =
Dia. der A. brach. =
EDRF =
EDTA =

ELISA =

FV =
FV rel. =
GMP =
H,0, =
HD =

Dimethylarginin

Adenosindiphosphat
Adenosinmonophosphat
Diadenosindiphosphat
Diadenosintriphosphat
Diadenosintetraphosphat
Diadenosinpentaphosphat
Diadenosinhexaphosphat
Diadenosinpolyphosphate
Adenosintriphosphat

Body Mass Index

B-Thromboglobulin

Compliance

cyclisches Guanosinmonophosphat
Cuprophan

Diadenosinpolyphosphate

diastolischer Blutdruck
Distensibilititskoeffizient
Distensibilititskoeffizient der A. carotis
isobarischer Distensibilitdtskoeffizient
Diameter der A. brachialis
Endothelium Derived Relaxing Factor
Athylendiamintetraessigsiure

(engl.) Ethylene Diamine Tetraacetic Acid
heterogener Enzym-Immunassay
(engl.) Enzyme-Linked Immuno Sorbent Assay
Fluss-induzierte Vasodilatation

relative Fluss-induzierte Vasodilatation
Guanosin-Monophosphat
Wasserstoffperoxid

Héamodialyse
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HDL
HF
HPLC

HTGL
HWZ

IDL
KH,PO4
KOH
LDL
L-NMMA
min

NH4OAC

Nitro-ind. Dilat.

NO

n.s.

NV
OxLDL
PA
PAN
PCA
PMMA
POL
PTH
PWG
RIA

RP

SBP
SEM
TBAHSO4
TEAA
Uuv

High Density-Lipoproteins

Herzfrequenz

Hochleistungsfliissigkeitschromatographie

(engl.) High Performance / High Pressure Liquid Chromatogra-

phy

Hepatische Triglycerid-Lipase
Halbwertszeit

Intermediate-Density Lipoprotein
Kaliumhydrogenphophat
Kaliumhydroxid

Low-Density Lipoprotein
L-Monomethyl-Arginin

Minuten

Ammoniumacetat
Nitroglycerin-induzierte Vasodilatation
Nitroglycerin

nicht signifikant
Nitroglycerin-induzierte Vasodilatation
oxidiertes LDL

Polyamid

Polyacrylnitril

Perchlorséure
Polymethylmethacrylat

Polysulfon

Parathormon
Pulswellengeschwindigkeit
Radio-Immunassay

Reversed Phase

systolischer Blutdruck

Standard Error of the Mean
Tetrabutylammoniumhydrogensulfat
Triethylammoniumacetat

Ultraviolett
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