TECHNISCHE UNIVERSITAT MUNCHEN

Fakultat fir Medizin

Die Immunparalyse bei Hamodialysepatienten

Duy- Dang Pham

Vollstandiger Abdruck der von der Fakultét fir Medizin der Technischen Universitét
Miinchen zur Erlangung des akademischen Grades eines Doktors der Medizin genehmigten
Dissertation.

Vorsitzende/r:

Prof. Dr. Marcus Makowski

Prifende/r der Dissertation:

1. apl. Prof. Dr. Christoph Schmaderer
2. Priv.- Doz. Dr. Matthias Heck

Die Dissertation wurde am 07.05.2021 bei der Technischen Universitat Minchen eingereicht

und durch die Fakultéat fur Medizin am 09.11.2021 angenommen.






Inhaltsverzeichnis

ADKUrZUNGSVEIZEICANIS ...t ns v
TabEIENVEIZEICHNIS. ...t nre s V
ADDIAUNGSVEIZEICANIS ... Vi
1 [T 7 1S o OSSR 1
2 Einleitung und ZIeISEIZUNG. .......cveiviiiiieiiiieee e 2
2.1  Die chronische Niereninsuffizienz und der Dialysepatient .............ccccccevveveennnne. 2
2.1.1 Allgemeines zur chronischen NiereninSuffizienz ............ccoccooviiiiinnc s 2
2.1.2 EPIAEMIOIOQIE .....oieiiii ettt sre st nne s 2
2.1.3  KrankheitSVErIauT...........oov i e 3
2.1.4 Prinzip der HAMOGIAIYSE .......ooviiiieiece s 4
2.2 Veranderungen des Immunsystems bei der terminalen Niereninsuffizienz .......... 6
2.2.1 Chronische INflammation..........cccoooiiiiiiiiii e 6
2.2.2  Immundysfunktion bei terminaler Niereninsuffizienz............c.ccocooeiinninininnns 8
2.2.3  Zusammenhang der chronischen Inflammation und Immundefizienz................. 13
2.3 Die IMMUNPATAIYSE ..o s 15
2.3.1 Allgemeines zur IMMUNPAralYSE .......ccccoviirieiieieieie e 15
2.3.2 Das systemic inflammatory response SyNdrome..........ccoecveveveereeriesieesesenseenees 15
2.3.3 Der Immunphanotyp der Immunparalyse ..........cccoooeiereniniinienieine e 16

2.4 Hypothese: bei Hdmodialysepatienten besteht aufgrund von chronischer Inflammation

€INE IMMUNPATAIYSE ...t e e e aneas 21
3 Materialien und MethOdEN ...........cocoveiiiiiiiiee e 22
3.1  Patienten und gesunde Kontrollprobanden ............cccooeiiiiiiiiiiciiiice e, 22
3.1.1 Einschlusskriterien Citrat- Acetat- STUIE .........cccovveriiiiiriicieeseeeee 22
3.1.2 Einschlusskriterien gesunder Kontrollprobanden ...........ccccooveiiiniiiicniencnnnne 22
3.2 MALEIANIEN ... 23

3.3 1Y =T 1 T0To =] I 27



3.3.1 Probenmaterialgewinnung und -verarbeitung...........ccocoovvrerininienene e 27
3.3.2 DUrChflUSSZYTOMELIIE .....cueiiiiieeee s 28
3.3.3  BRAU- ATTAY ittt bbbt bbb 35
3.3.4 Zellkultur und StImulatioNS- ASSAY .......ccoueririeeiiiieiieie e seesie e see e e 36
3.3.5  StatistiSChe ANAIYSE .....c.ooiiiiie s 39
4 ErQEDNISSE ..o 42
4.1  Deskriptive KOhOMENStatiStiK ..........cccveveeiiiiieiieii e 42
4.2 Ergebnisse zu Untersuchungen des Immunphénotyp bei Dialysepatienten ........ 44
4.2.1 Monozyten von Dialysepatienten zeigen vermehrt Zeichen von Aktvierung .....44

4.2.2 Monozyten von Dialysepatienten zeigen eine veranderte Expression von Rezeptoren
fur die ANtIQENPIASENTATION ......c.viieiiiiie e 46

4.2.3 Monozyten von Dialysepatienten exprimieren vermehrt Rezeptoren der
IMMUNPATAIYSE ... 48

4.2.4 Dialysepatienten zeigen erhohte Serum- Konzentrationen von pro- inflammatorischen
akute- Phase- Proteinen und ZYtOKINEN ..........cccciiiiirieiiiene s 50

4.2.5 Auf Monozyten korreliert Expression von Markern der Immunparalyse mit Expression
von Markern der INFlammation ...........ccooeiioiiiie i s 52

4.2.6 T- Zellen von Dialysepatienten zeigen eine Verschiebung zu dlteren T-
Gedachtniszell- GENEratiONEN ..........cueiieiiie et e e 54

4.2.7 Altere T- Zell Generationen exprimieren auch in gesunden Kontrollen weniger

Korezeptoren und vermehrt Marker der T- Zell- Erschopfung..........cccoceoeieiiiiiinnnnns 56
4.2.8 T- Zellen von Dialysepatienten zeigen vermehrt Zeichen von Aktivierung........ 58

4.2.9 Bei Dialysepatienten bestehen mehr CD28- negative CD4* T- Helfer- und CD8" T-
[T =T 7= | 1= o PSSR 59

4.2.10 Verlust von CD28 auf T- Zellen korreliert mit zellularen und l6slichen Markern der
I T AMIMIALION ..t e e seennnnnnnnennnnnnn 62

4.2.11 Dialysepatienten zeigen keine konsistente Vermehrung Exhaustionmarker- positiver
T-Zellen. 64

4.2.12 Marker der T- Zell- Erschopfung korrelieren mit Markern der T- Zell- Aktivierung
68

4.2.13 HD- Patienten zeigen trotz verstérkter T- Zell- Aktivierung niedrigere
Serumkonzentrationen von T- Zell- typischen ZytoKinen ............cccccovviiiiie i 70



4.2.14 T- Helferzellen von Dialysepatienten zeigen nach Stimulation keine Interferon-
Antwort 72

4.2.15 T-Zellen von Dialyse- Patienten zeigen nach Stimulation eine Typ 2 T- Helferzell-
tyPISChe ZYTOKINANIWOIT. ... 74

4.2.16 T- Zellen von Dialysepatienten sind auch in ihrer friihen Effektorfunktion
BINGESCITANKL. ...t 76

4.2.17 Serumkonzentrationen von Interleukin-10 und -4 sind bei Dialysepatienten nicht
erhoht 78

5 DISKUSSION ...ttt ettt ne ettt sr e e e enee e 80

5.1  Monozyten von Hdmodialyse- Patienten zeigen keinen reprogrammierten Phanotyp
80

5.2  T- Zellen von Hamodialysepatienten zeigen keine klassische Exhaustion.......... 84

5.3  Bei Hamodialysepatienten besteht kein antiinflammatorisches Zytokinmilieu...90

5.4  Die Zytokinproduktion natirlicher Killerzellen ist trotz verdndertem

Oberflachenph&notyp erhalten ... 91
5.5  Zusammenfassung der Ergebnisse, Studiengrenzen und Ausblick...................... 93
6 LIteraturVerZEICHNIS .. ...t 96
7 SUPPIEMENLArE DALEN ........ccvviiiccciece e e 107
7.1  Deskriptive Kohortenstatistik zu Oberflachenphanotypisierung, T- Zell- Effektor-
Funktion und ZytoKIiNMESSUNGEN ..........cciuieieirieireeieseesie ettt re s sre et sre e e e 107
8 Eidesstattliche VersiCherung ... 112

9 D 1] ST To U o S STP 113



Abkiirzungsverzeichnis

APZ Antigenprésentierende Zellen

BFA Brefeldin A

BZR B- Zell- Rezeptor

CARS compensatory antiinflammatory response
syndrome

CCI Carlson Comorbidity Index

CCL Chemokine ligand

CD Cluster of differentiation

CM Kilassische Monozyten

CNI Chronische Niereninsuffizienz, Chronische
Niereninsuffizienz

CTLA cytotoxic T- lymphocyte antigen

DAMPs damage/danger associated molecular
patterns

ERSD end-stage renal disease

GFR glomeruldre Filtrationsrate

HD Hamodialyse

IL Interleukin

IM intermedidre Monozyten

Inf Interferon

KIRs Killer- cell immunoglobulin-like receptors

LPS Lipopolysaccharide

MCP Monocyte chemoattractant protein

MHC major histocompability complex

mHLA- DR Humanes Leukozytenantigen DR
NCM Non- klassische Monozyten

NEV Nierenersatzverfahren

NLRs Nod- like receptors

PAMPs Pathogen associated molecular patterns
PBMCs peripheral blood mononuclear cells

PD Programmed Death

PD-L Programmed Death- Ligand

PRRs Pattern recognition receptors

ROS reaktive Sauerstoffspezies

SIPS stress induced premature senescence
SIRS Systemic inflammatory response syndrome
T- emra terminally differentiated T- memory cell
TCE T- Cell Exhaustio

T-cm T- central memory cell

T-em T- effector memory cell

Th- Zelle CD4* T- Helferzelle

ThO Naive CD4" T- Helferzellen

TIM T cell immunoglobulin mucin

Tk- Zellen CD8" T- Killerzellen

TLRs Toll- like receptors

TNF Tumornekrosefaktor

Tregs Regulatorische T- Zellen

TZR T- Zell- Rezeptor



Tabellenverzeichnis

Tabelle 1:
Tabelle 2:
Tabelle 3:
Tabelle 4:
Tabelle 5:
Tabelle 6:
Tabelle 7:
Tabelle 8:

Tabelle 9:

LaborgeratSChaften...........cccoveiiie e 23
Einwegmateriali@Nn. ..o 24
Chemikalien, Reagenzien, Medium .........cccccevviiieiiiennerie e 24
ANLKOIPEr, BEAUS ......ooviiiiiiiieiece e 25
Deskriptive Statistik der Studienpopulation............c.ccccceviveiiiieiiieneieseee 43
Deskriptive Kohortenstatistik T- Zell- Oberflachenphanotyp .................... 107

Deskriptive Statistik Monozyten und NK- Zellen Oberflachenphanotyp....108
Deskriptive Statistik T- Zell- Effektorfunktion.............cccccoovevviieiicieennn, 109

Desktiptive Statistik zu Analysen innerhalb der HD- Gruppe.........c.ccocee... 110

Tabelle 10: Deskriptive Statistik zu ZytoKinmesSUNQeN ...........ccevvevieieeneccie s 111



\4

Abbildungsverzeichnis

Abbildung 1: Epidemiologische Verteilung der terminalen Niereninsuffizienz............... 3
Abbildung 2: T- Gedachtniszell- AREIUNG.........ccooveiiiiiiiiiiee 10
Abbildung 3: Prinzip der Antigenprasentation.............cccccveveiiereeiesiee e seese e 12
Abbildung 4: Prinzip der Durchflusszytometrie. ..........cccooiiiiiiiinicce e 29
Abbildung 5: Gating- Strategie flir Oberflachenphanotyp der T- Zellen....................... 32
Abbildung 6: Gating- Strategie flr MONOZYLEN ..........cccovveveiieiece e 33
Abbildung 7: Gating- Strategie fir NK- Zellen ... 34
Abbildung 8: Gating- Strategie flr MDSCS..........cccccviiiiiiece e 35
Abbildung 9: Prinzip des Bead AITAY .........cccoiiiiieieieieriesie st 36
Abbildung 10: Gating- Strategie fur intrazellulare Zytokinfarbung ...........c.ccccoveveneene. 39
Abbildung 11: Merkmale von Monozyten AKLIVIEIUNG...........cviiiiiiiciiie e 45

Abbildung 12: Expression der fiir die Antigenprasentation notwendigen Rezeptoren...47

Abbildung 13: Marker der Immunparalyse auf MONOZYten...........ccccevereneiencsenenenn. 49
Abbildung 14: Pro- inflammatorische Biomarker............c.cccooeivveiiiieieecccec e 51
Abbildung 15: Korrelation von Markern der Immunparalyse auf Monozyten mit Markern der
INFIAMMALION ..o 53
Abbildung 16: Distribution der T- Gedachtniszellen...........ccocovveiiiieiierecereee e 55

Abbildung 17: Korezeptorprofil von CD4* und CD8* T-Zellen gesunder Probanden ...57

Abbildung 18: T- Zellen zeigen Zeichen von friher und spéter Aktivierung................. 59
Abbildung 19: CD28- negative T- ZelleN ........cccoveieiieieecececeee e 61
Abbildung 20: Korrelation von CD28- Verlust auf CD4*T. Helferzellen mit Markern der
INFIAMMALION ... 63
Abbildung 21: Marker der Immunparalyse auf CD4+ T- Helferzellen ...............c.......... 65
Abbildung 22: Marker der Immunparalyse auf CD8+ T- Killerzellen ..............c............ 66
Abbildung 23: Korrelationen zwischen T- Zell- Erschépfungsmarkern und
Aktivierungsmarkern auf CD4" T- Helferzellen ............cccooovevveiiicciicieccce. 69
Abbildung 24: T- Zell- typische Zytokine IL-2 und IFN- y.....ccocooiiiiiiiiiiee 71

Abbildung 25: Interferon- y- Antwort von CD4+ T- Helferzellen............ccccccoveinne. 73


file:///C:/Users/Dang/Desktop/Doktorarbeit/Dang%20Doktorarbeit/Dissertation/20210903%20Finale%20Version.docx%23_Toc71031250
file:///C:/Users/Dang/Desktop/Doktorarbeit/Dang%20Doktorarbeit/Dissertation/20210903%20Finale%20Version.docx%23_Toc71031251
file:///C:/Users/Dang/Desktop/Doktorarbeit/Dang%20Doktorarbeit/Dissertation/20210903%20Finale%20Version.docx%23_Toc71031253
file:///C:/Users/Dang/Desktop/Doktorarbeit/Dang%20Doktorarbeit/Dissertation/20210903%20Finale%20Version.docx%23_Toc71031258
file:///C:/Users/Dang/Desktop/Doktorarbeit/Dang%20Doktorarbeit/Dissertation/20210903%20Finale%20Version.docx%23_Toc71031260
file:///C:/Users/Dang/Desktop/Doktorarbeit/Dang%20Doktorarbeit/Dissertation/20210903%20Finale%20Version.docx%23_Toc71031263
file:///C:/Users/Dang/Desktop/Doktorarbeit/Dang%20Doktorarbeit/Dissertation/20210903%20Finale%20Version.docx%23_Toc71031266
file:///C:/Users/Dang/Desktop/Doktorarbeit/Dang%20Doktorarbeit/Dissertation/20210903%20Finale%20Version.docx%23_Toc71031269
file:///C:/Users/Dang/Desktop/Doktorarbeit/Dang%20Doktorarbeit/Dissertation/20210903%20Finale%20Version.docx%23_Toc71031269
file:///C:/Users/Dang/Desktop/Doktorarbeit/Dang%20Doktorarbeit/Dissertation/20210903%20Finale%20Version.docx%23_Toc71031272
file:///C:/Users/Dang/Desktop/Doktorarbeit/Dang%20Doktorarbeit/Dissertation/20210903%20Finale%20Version.docx%23_Toc71031272
file:///C:/Users/Dang/Desktop/Doktorarbeit/Dang%20Doktorarbeit/Dissertation/20210903%20Finale%20Version.docx%23_Toc71031274

VIl

Abbildung 26: Zytokinproduktion nach T- Zell Stimulation.....

Abbildung 27: TNF-a- Produktion stimulierter T- Zellen..........

Abbildung 28: Serumkonzentration von Interleukin- 10 und -4


file:///C:/Users/Dang/Desktop/Doktorarbeit/Dang%20Doktorarbeit/Dissertation/20210903%20Finale%20Version.docx%23_Toc71031275

1  Kurzfassung

Weltweit sind Gber 7 Millionen Menschen von der terminalen Niereninsuffizienz betroffen und
abhangig von einem Nierenersatzverfahren (NEV) wie der Hdmodialyse (HD) (Hill et al.,
2016). Nach kardiovaskuldaren Ereignissen ist der Tod durch Infektion die zweithdufigste
Todesursache bei HD- Patienten (Saran et al., 2018). Zwar sind in den vergangenen Jahrzehnten
unterschiedliche Defekte des Immunsystems bei HD- Patienten beschrieben worden, eine sicher
kausale Ursache konnte bisher aber nicht identifiziert werden (Kato et al., 2008).

Bei HD- Patienten besteht eine chronische Inflammation, die multifaktoriell bedingt ist und
einen der Haupt- Risikofaktoren fir das erhohte kardiovaskulare Risiko darstellt (Hasuike et
al., 2009). Ob die chronische Inflammation eine Rolle in der Immundefizienz einnimmt, ist
noch nicht untersucht worden.

Die Immunparalyse, ein Zusammenspiel verschiedener immunologischer Phdnomena, die im
Rahmen von akut- und chronisch- entziindlichen Erkrankungen wie der Sepsis (Hamers, Kox,
& Pickkers, 2015) oder der Hepatitis B (Ye et al., 2015) auftreten, stellt eine theoretische
Verbindung zwischen Inflammation und Immundefizienz her. Ziel dieser Studie war es, den
Immunphénotyp der Immunparalyse im Kollektiv der HD- Patienten zu charakterisieren und
damit eine mogliche Ursache der Immundefizienz zu identifizieren.

Zur Untersuchung des Immunphéanotyps wurden peripheral blood mononuclear cells (PBMCs)
und Patientenserum durchflusszytometrisch auf Marker der Immunparalyse wie PD-1, Tim-3,
HLA- DR, IL-10 und andere untersucht. Zudem fiihrten wir ex vivo eine Stimulation von T-
und NK- Zellen durch, um ihre Effektorfunktionen zu untersuchen.

Die Untersuchungen zu Monozyten, T- Zellen und dem Zytokinmilieu ergaben, dass klassische
Merkmale der Immunparalyse bei HD- Patienten, wie der Verminderung von MHC- II-
Molekdilen auf Monozyten, der Koexpression mehrerer Exhaustion- Marker auf T- Zellen und
erhohter 1L-10 Konzentration im Serum, nicht vorlagen. Dennoch konnten wir eine erhohte
Frequenz von PD1+ T- Zellen und Monozyten beobachten, deren klinische Relevanz bei HD-
Patienten jedoch offenbleibt. Insgesamt weisen T-Zellen beim Dialysepatienten einen
Rezeptorphanotyp auf, der sie anfallig gegeniiber Anergie macht.

Zusammenfassend lassen unsere Ergebnisse vermuten, dass die Immundefizienz bei HD-
Patienten nicht durch die Immunparalyse erklart werden kann, wenngleich Teilaspekte der

Immunparalyse im HD- Kollektiv nachweisbar sind.



2  Einleitung und Zielsetzung

2.1 Die chronische Niereninsuffizienz und der Dialysepatient
2.1.1 Allgemeines zur chronischen Niereninsuffizienz

Die Niere hat physiologisch 3 lbergeordnete Funktionen: 1) Regulation des Sdure- Basen-,
Elektrolyt- und Flussigkeitshaushalts, 2) Ausscheidung von harnpflichtigen Substanzen und 3)
die Synthese von Hormonen wie Calcitriol, Renin und Erythropoetin. Dementsprechend kann
man ihre Aufgaben in exkretorische (1 und 2) und inkretorische (3) Funktionen unterteilen.
Eine irreversible Abnahme der exkretorischen und/oder inkretorischen Funktion der Niere tiber
mindestens 3 Monate wird als chronische Niereninsuffizienz (CNI) bezeichnet. Sie kann nach
unterschiedlichen Gesichtspunkten in mehrere Stadien eingeteilt werden. Die international
gangigste Einteilung nach der National Kidney Foundation teilt die CNI entlang der
glomeruléren Filtrationsrate (GFR) in 5 Stadien ein ("Chapter 1: Definition and classification
of CKD," 2013).

Im letzten Stadium, dem Nierenversagen bzw. der terminalen Niereninsuffizienz (Englisch end-
stage renal disease, ERSD), hat die Niere irreversibel ihre inkretorische und/oder exkretorische
Funktion zu groBen Teilen verloren. Um ein Uberleben tberhaupt zu ermoglichen besteht bei
diesen Patienten der Bedarf eines NEV als tempordre Substitution bis zur Mdglichkeit einer
Nierentransplantation. Aufgrund der niedrigen Verfugbarkeit von Organtransplantaten stellt die
HD als eine Form des NEV das gangigste Therapieverfahren fiir Patienten mit ESRD dar
(Kramer et al., 2018).

2.1.2 Epidemiologie

Zu einer CNI und damit ESRD konnen neben dem fortgeschrittenen Alter eine Vielzahl an
Grunderkrankungen fuhren, wobei in den westlichen Industrienationen die hdufigsten Ursachen
Diabetes mellitus Typ 2 und die arterielle Hypertonie sind (Hill et al., 2016). Aufgrund den
steigenden Inzidenzen dieser ,,Volkskrankheiten und der alternden Bevolkerung in den
westlichen Landern (und auch zunehmend in den Entwicklungsléndern) steigt auch die Inzidenz
der CNI in den letzten Jahren weltweit kontinuierlich an (Gansevoort et al., 2013). Damit
einhergehend nimmt die GréRe der Bevolkerungsgruppe, die auf ein NEV angewiesen ist, stetig
zu. Inzwischen ist die CNI als ein globales Gesundheitsproblem anerkannt (Eckardt et al.,
2013). Die globale Pravalenz der CNI (alle Stadien) lag im Jahr 2016 schatzungsweise bei
13,4% (Hill et al., 2016) und damit noch vor dem Diabetes mellitus (ca. 8,4%) (IDF, 2017).



Eine genauere Analyse zeigt, dass die globale Préavalenz der CNI in den Stadien 3- 4 ca. 8%
und die ESRD ca. 0,1% betragt (Hill et al., 2016). Bei der derzeitigen Weltbevélkerung sind
damit moglicherweise uber 7 Millionen Menschen weltweit von der ESRD betroffen. Aufgrund

des Trends der letzten Jahre und der Tatsache, dass die CNI oftmals eine progrediente
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Abbildung 1: Epidemiologische Verteilung der terminalen Niereninsuffizienz in Europa nach Kramer et
al., 2018 und Saran et. al., 2018

Erkrankung ist, darf man jedoch annehmen, dass auch diese Zahl in den kommenden
Jahrzehnten gréRer werden wird. Abbildung 1 zeigt die epidemiologische Verteilung der ESRD
in Europa (Kramer et al., 2018) sowie Ursachen fur Mortalitat bei Dialysepatienten (Saran et
al., 2018).

2.1.3 Krankheitsverlauf

In den Frihstadien der CNI verl&uft die Erkrankung zumeist unerkannt und verursacht erst in
den fortgeschrittenen Stadien Symptome. Entsprechend der renalen Funktionen kann man die
Insuffizienz in exkretorisch und inkretorisch einteilen.

Die exkretorische Insuffizienz bezeichnet die Retention harnpflichtiger Substanzen und
Flussigkeit. Folge der Retention von Harnstoff, Kreatinin und anderen Metaboliten sind
urdmische Symptome wie Pruritus, Enzephalopathie, Polyneuropathie und eine autonome
Dysfunktion, die sich als Gastroenteropathie und kardiale Rhytmusstérungen manifestiert.



Zudem flhrt die verminderte Flussigkeitsausscheidung zu einer Hypervolamie. Diese
begiinstigt das Entstehen von peripheren und zentralen Odemen, im schlimmsten Falle kann es
auch zu einem lebensbedrohlichen Lungenddem kommen. In fortgeschrittenen Stadien
verursacht die CNI auch Verschiebungen des S&ure- Base- und des Elektrolythaushalts.
Insbesondere Kaliumerhéhungen und metabolische Azidosen kdnnen dabei gefahrlich werden.
Durch die inkretorische Insuffizienz kommt es weiterhin zu einem Mangel an Calcitriol und
damit Vitamin D3. Der daraus resultierende Kalziummangel kann sekundér einen
Hyperparathyreoidismus bedingen, eine hdufige Begleiterkrankung der CNI. Eine verminderte
Synthese von Erythropoetin flhrt weiterhin zur renalen Anamie (Herold, 2018).

Diese und viele andere Stérungen haben weitreichende systemische Konsequenzen, die zu der
Komplikationstrachtigkeit der CNI beitragen. Dabei steigt die Mortalitdt mit der Progression
der CNI deutlich an (Tonelli et al., 2006). Bei der ESRD betragt trotz verbesserter
Therapiemdglichkeiten die jahrliche Gesamtmortalitat 20% (Nissenson, 2014).

Vaskuldre Degeneration aufgrund von alteriertem Mineralmetabolismus und chronischer
Inflammation sowie kardiale Funktionseinschrankungen erhéhen das kardiovaskulare Risiko
erheblich. Dementsprechend ist ein kardiovaskulédres Ereignis die haufigste Todesursache bei
Patienten mit CNI (Go , Chertow , Fan , McCulloch , & Hsu 2004).

Zweithaufigste Todesursache und Gegenstand dieser Arbeit ist der Tod aufgrund von Infektion
(Saran et al., 2018). Mechanismen, die zu dieser Infektanfalligkeit fihren, sind duRerst
heterogen und nur bruchstiickhaft verstanden (Kato et al., 2008). Das abnorme Immunsystem
bei der CNI bzw. bei HD- Patienten wird in Abschnitt 2.2 behandelt.

2.1.4 Prinzip der Hamodialyse

Die HD stellt die haufigste Therapiemodalitat der ESRD dar. Weitere Moglichkeiten sind die
Peritonealdialyse sowie die Nierentransplantation (zur Verteilung siehe Abbildung 1).

Die HD ist ein extrakorporales Organersatzverfahren, bei der die exkretorischen Funktionen
der Niere durch eine Maschine ersetzt werden. Prinzipiell wird das Blut dabei (ber einen
Vorhofkatheter oder tiber einen arterio-vendsen Shunt aus dem Korper abgeleitet, gereinigt und
anschlieBend wieder zugefiihrt. Die HD funktioniert hierbei Uber das Diffusionsprinzip tber
eine semi- permeable Membran.

Extrakorporal wird das Blut in einem so genannten Dialysator an einer semi- permeablen
Filtermembran vorbeigeleitet. Auf der anderen Seite der Filtermembran befindet sich das
Dialysat, eine Flussigkeit, die die angestrebte Elektrolytkonzentration enthélt sowie frei von

harnpflichtigen Substanzen ist. Elektrolyte und die harnpflichtigen Substanzen diffundieren



nun entlang ihres Konzentrationsgradienten aus dem Blut durch die Membran, sodass sich die
Konzentration der zu eliminierenden Substanzen gegen Ende des Membrankontaktes dem des
Dialysats angleicht. Durch eine transmembranen Druckgradienten ist es zudem aufgrund
moderner Filterbeschaffenheiten moglich, das Blut mit Dialysat zu umstrémen und hiermit eine
zusétzliche konvektive Metabolitenclearance zu erreichen. Dieses Verfahren wird als
Hamodiafiltration bezeichnet. (Hamilton, 2011).

Ein typisches Regime fir eine HD ist eine 3- malige Dialyse pro Woche a 4 Stunden, variiert

aber nach Korpergewicht und verbliebener Nierenfunktion.



2.2 Verinderungen des Immunsystems bei der terminalen

Niereninsuffizienz

Bei der CNI kommt es zu deutlichen Veranderungen des Immunsystems, die mit Progression
der CNI zunehmen. Zum einen kommt es bei nahezu 50% dieser Patienten zu einem Zustand
der chronischen systemischen Inflammation aufgrund einer dauerhaften Aktivierung ihres
Immunsystems (Jofré, Rodriguez-Benitez, LoOpez-Gémez, & Pérez-Garcia, 2006). Zum
anderen prasentieren Patienten mit CNI jedoch gleichzeitig Zeichen einer Immundefizienz,
deren Ursache bisher weitestgehend unbekannt ist.

Bisher wurden bei der CNI diese beiden immunologischen Phdnomene als voneinander
unabhéngig betrachtet. Ob ein kausaler Zusammenhang besteht, ist derzeit nicht erforscht.
Wie genau sehen aber die chronische Inflammation und die Immundefizienz bei CNI- Patienten

aus?

2.2.1 Chronische Inflammation

Chronische Inflammation ist ein wichtiger Risikofaktor bei ESRD- Patienten und nimmt eine
entscheidende Rolle in der Pathogenese der Komplikationen der ESRD ein. Marker flr
Inflammation wie das Interleukin (IL)-6 (Hasuike et al., 2009) oder das kurzlich untersuchte
Chitinase like protein (YKL)- 40 (Lorenz et al., 2018; Nielsen et al., 2018) sind starke
Prédiktoren fur Gesamt- und kardiovaskulare Mortalitat.

Was genau ist aber Inflammation? Inflammation, also die Entziindungsreaktion, beschreibt die
Reaktion des Organismus auf mikrobielle Pathogene oder Gewebeschaden. Ubergeordnetes
Ziel der Entziindung ist dabei die Bekdmpfung des Pathogen und die Gewebeheilung.

Eine Entzundung kann sowohl infektios als auch nicht- infektios ausgeldst werden. Stark
vereinfacht dargestellt lauft eine Entziindung folgendermalien ab: ,,Pathogen associated
molecular patterns* (PAMPs) wie Lipopolysaccharide (LPS) und ,,damage/danger associated
molecular patterns (DAMPs) wie ATP (Adenosintriphosphat) oder andere intrazellulér
vorkommende Molekiile, die bei Zelluntergang in grofien Mengen freigesetzt werden, kénnen
von ,,Pattern- recognition receptors (PRRs) auf Immunzellen erkannt werden. Die Aktivierung
dieser Rezeptoren fihrt zur Initiierung der Entziindungskaskade. Klassische Vertreter der PRRs
sind ,,Toll- like receptors® (TLRs) auf Zelloberflachen und ,,Nod- like receptors® (NLRs) im
Zellinneren. Die Aktivierung der Immunzellen veranlasst diese, Zytokine auszuschiitten um die
Entzlindungsreaktion zu verstarken und vorwarts zu treiben. Durch die freigesetzten Zytokine

werden, unter anderem, weitere Immunzellen angelockt und aktiviert, die Perfusion verstarkt



und die Gerinnung aktiviert. Verschiedene Mechanismen fiihren nun dazu, dass der Organismus
die Pathogene sowie beschadigte oder infizierte Zellen abtdten kann und anschliellend wieder
ausheilt (Takeda & Akira, 2015).

Bei massiver, dysregulierter oder langanhaltender Entziindung kann es jedoch zu
,,Kollateralschaden* kommen: Unnotiger Gewebeschaden, Gewebeumbau und Alterationen
des Immunsystems sind nur einige von vielen schadlichen Beispielen, die eine inadaquate
Entzundungsreaktion verursachen kann (Baue, Durham, & Faist, 1998; Libby, Ridker, &
Maseri, 2002; Ye et al., 2015).

2.2.1.1 Ausldsende Faktoren der chronischen Inflammation

Die Genese der chronischen Inflammation bei der ESRD ist multifaktoriell. Folgend werden
die wichtigsten Pathomechanismen nur schemenhaft erldutert, da sie nicht expliziter
Gegenstand der in dieser Arbeit gesetzten Fragestellung sind. Als Ausloser der Inflammation
werden vor allem oxidativer Stress, eine gestorte innere als auch &ulRere Barrierefunktion, die
abnehmende Clearance von inflammatorischen Molekilen und Bioinkompabilitdt von
Fremdmaterial diskutiert.

Oxidativer Stress aktiviert durch die vermehrte Prasenz von reaktiven Sauerstoffspezies (ROS)
das Immunsystem sowohl direkt als auch indirekt: ROS aktivieren zum einen direkt den fir
proinflammatorische Zytokine kodierenden Transkriptionsfaktor NF-xB (Morgan & Liu, 2011)
zum anderen koénnen durch ROS oxidierte Endprodukte wie oxidiertes LDL Monozyten tber
den Scavenger Rezeptor aktivieren (van Tits et al., 2011).

Weiterhin kommt es bei HD- Patienten aufgrund von Hypervoldmie zu Darmwandddemen, was
wiederum zu einer geschwachten intestinalen Barriere fihrt und somit die Translokation von
Bakterien und Bakterienbestandteilen in die Blutbahn begunstigt (Anders, Andersen, &
Stecher, 2013). Dieser Prozess wird als ,leaky gut“ bezeichnet. Translozierte
Bakterienbestandteile wie LPS kdnnen bei HD- Patienten vermehrt nachgewiesen werden
(Mclintyre et al., 2011). Auch kommt es im Rahmen der Shuntpunktion fir die Durchfiihrung
der Dialyse zur regelmaRigen Unterbrechung der Hautbarriere und damit h&ufig zu einer
Infektion mit Aktivierung des Immunsystems (Nassar & Ayus, 2001).

Aggraviert werden diese Prozesse durch eine verminderte Clearance inflammatorischer
Molekile, da auch Zytokine oder Endotoxine in die Kategorie filtrierbarer Molekule fallen.
Kann die Niere diese Substanzen nicht eliminieren, ist eine unphysiologisch verlangerte
Entziindung die Folge (Panichi et al., 2002; Pecoits-Filho et al., 2003).



Auch die HD selber fiihrt zu einer Inflammation. Die Blut- Membran- Interaktion fiihrt zu einer
Aktivierung von  zirkulierenden Immunzellen mit konsekutiver Erhéhung von
inflammatorischen Zytokinen wie Tumornekrosefaktor (TNF)-a, IL-1, IL-6 und IL-8 (Rysz et
al., 2006) sowie wie bereits erwahnt die Freisetzung von ROS (Himmelfarb, Lazarus, & Hakim,
1991). Der Kontakt zwischen Blut und bioinkompatiblem Material, wie die friiher herkdmmlich
verwendeten unmodifizierten Cellulose- Membranen, flhrte zur Aktivierung des Komplement-
Systems, Immunzellen sowie Thrombozyten (Chollet-Martin, Stamatakis, Bailly, Mery, &
Gougerot-Pocidalo, 1991; Nicole Haeffner-Cavaillon et al., 1989; N. Haeffner-Cavaillon,
Cavaillon, Laude, & Kazatchkine, 1987; Hakim, 1993). Zwar werden heute moderne
Polysulfon- Membranen mit héherer Biokompabilitidt verwendet, dennoch kommt es beim

Kontakt noch immer zu einer Aktivierung von Immunzellen (Koga et al., 2018).

2.2.2  Immundysfunktion bei terminaler Niereninsuffizienz

Bei der ESRD besteht jedoch nicht nur eine chronische Inflammation, sondern gleichzeitig auch
eine Immundefizienz. Ausdruck dessen ist der hohe Anteil des Todes aufgrund von Infektionen
an der Gesamtmortalitét. Je nach Quelle betragt dieser zwischen 15 und 21% (Allon et al., 2003;
Saran et al., 2018).

Die HD scheint die Immunschwéche zu aggravieren. So haben HD- Patienten im Vergleich zur
Normalbevolkerung ein 14- bis 16- faches Risiko, an einer Pneumonie zu versterben, wahrend
bei Nierentransplantierten trotz medikamentdser Immunsuppression das Risiko nur 2- fach
erhoht ist (M. J. Sarnak & Jaber, 2001). Bei der Sepsis zeigt sich die Infektanfalligkeit noch
gravierender: HD- Patienten haben ein 200- fach erhohtes Risiko, Nierentransplantierte
hingegen ein nur 20- faches Risiko daran zu versterben (Mark J. Sarnak & Jaber). Auch im
Vergleich mit CNI Patienten ohne NEV haben HD- Patienten ein erhohtes Infektionsrisiko: Im
Vergleich zur Normalbevolkerung erkranken CNI- Patienten 3-mal so hdufig an einer
Pneumonie, HD- Patienten hingegen 5- mal so haufig. Selbiges trifft auch fur die Sepsis zu:
wéhrend CNI- Patienten 4-mal so haufig an einer Sepsis erkranken wie die Normalbevélkerung,
tun HD- Patienten dies 10- mal so haufig (Nagvi & Collins, 2006).

Ebenso zeigen ESRD- Patienten deutlich schlechtere Immunisierungsraten nach Impfungen,
wie zum Beispiel gegen Hepatitis B (Cordova et al., 2017; Grzegorzewska, 2012; Stevens et
al., 1984). Auch die Prévalenz von Tumorerkrankungen ist unter ESRD- Patienten
auRergewohnlich hoch (Maisonneuve et al., 1999; Wong et al., 2009).

Die Grunde dafur sind vielfaltig. Die regelmaRige Unterbrechung der Hautbarriere zur HD-
Durchfuhrung erhdhen das Risiko, an einer Infektion zu erkranken. Dass jedoch tiber 70% der



Infektionen bei HD- Patienten nicht mit einem GefaRzugang assoziiert sind, unterstreicht die
Bedeutung der Immundefizienz fir das Infektionsrisiko (Allon et al., 2003). Diese Storung

umfasst sowohl den angeborenen als auch adaptiven Arm des Immunsystems.
2.2.2.1 Das adaptive Immunsystem

Klinischer Ausdruck der Einschrankung des adaptiven Immunsystems sind beispielsweise die
schlechten Immunisierungsraten nach Impfungen gegen Hepatitis B, Influenza (Mastalerz-
Migas, Steciwko, & Brydak, 2013) Clostridium tetani (Girndt, Pietsch, & Kohler, 1995) und
Corynebacterium diphtheriae (Kreft, Klouche, Kreft, Kirchner, & Sack, 1997).

Fur eine erfolgreiche Immunisierung ist eine funktionierende Antigenprasentation und -
Erkennung sowie die anschliefende Ausbildung von Geddachtniszellen vonnéten. An diesem
Prozess sind die T- und B- Lymphozyten beteiligt. B- Lymphozyten kénnen spezifisch ein
Pathogen auf ihrem B- Zell- Rezeptor (BZR) binden und anschlieBend in ihr Inneres
aufnehmen. Dort wird es in Peptidfragmente lysiert und schliellich als Antigen gemeinsam mit
ihrem major histocompability complex (MHC)- 1l Molekil auf ihrer Oberflache prasentiert.
Dieses kann von einer aktivierten CD (engl.: cluster of differentiation) 4* T- Helferzellen (Th-
Zelle) mit einem ebenso spezifischen T- Zell- Rezeptor (TZR) erkannt werden. Diese
Interaktion bewirkt, dass sich der B- Lymphozyt in eine Plasmazelle differenziert, klonal
expandiert und damit beginnt, Antikoérper zu produzieren, die ihrem BZR entsprechen.
Wihrend dieses Prozesses entstehen auch Gedéchtniszellen der T- und B- Lymphozyten, die
eine deutlich langere Lebensspanne besitzen und im Falle einer erneuten Infektion mit

demselben Pathogen schneller und effektiver reagieren.
2.2.2.1.1 T- Lymphozyten

Stérungen hinsichtlich der B- Lymphozyten sind bereits vielfach beschrieben, werden hier aber
nicht naher ausgeflhrt da sie nicht Gegenstand dieser Arbeit sind.

T- Lymphozyten sind zentraler Bestandteil der adaptiven Immunantwort. Unterschieden
werden CD4" T- Helferzellen, CD8" T- Killerzellen (Tk- Zellen) und regulatorische T- Zellen
(Tregs). Th- Zellen kdnnen weiter in drei funktionell distinkte Subtypen unterteilt werden, die
Th1-, Th2- und Th17- Zellen. Nur Thl- und Th2- Zellen sind Gegenstand dieser Arbeit.
Zudem sind die Ausbildung und Unterhaltung des immunologischen Gedé&chtnisses eine
wichtige Aufgabe des T- Zell- Kompartiments. Einmal ausgebildet konnen die langlebigen T-
Gedé&chtniszellen auf neuerliche Infektionen desselben Antigens deutlich schneller reagieren.

Bei jeder Aktivierung kommt es zur klonalen Expansion mit Ausbildung ,neuer
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Gedachtniszellen, die jedoch zunehmend weniger potent sind als ihre VVorlaufer. Rezidivierende
Exposition der T- Zellen zum gleichen Antigen fuhrt deshalb zur Expansion von
Gedachtniszellpopulationen é&lterer Zell- Linien mit eingeschrankter Funktion (Farber,
Yudanin, & Restifo, 2014) (Abb. 2). Es werden anhand ihrer unterschiedlichen Expression von
CD45R0 und CCRY naive (T- naive), central memory (T- cm), effector memory (T- em) und

terminal differenzierte (T- emra) T- Gedachtniszellen unterschieden (Boots et al., 2013)

T- naive T- central memory T- effector memory T- emra (terminal differenziert)

. Resttut7. Restituti7 Restitution .
|nfektio>\ |nfekt$ |nfekt$ /

T- effector T- effector T- effector

Y

T- Zell- Alterung

Abbildung 2: T- Geddchtniszell- Alterung: Erneuter Kontakt einer Gedéchtniszelle mit einem Antigen fihrt zur
klonalen Expansion. Nach Abklingen der Infektion verbleibt ein Teil der Klone als Gedachtniszellen, die im
Vergleich zu ihren Vorgéngern jedoch hinsichtlich ihrer Funktionalitat eingeschrénkt sind

Th- Zellen zeigen bei HD- Patienten einen veranderten Phanotyp. Zum einen kommt es zu einer
Verénderung des Verhéltnisses zwischen Thl- und Th2- Zellen. Diese Polarisation unterlauft
in der Progression der CNI dabei einem Wandel. Wahrend CNI- Patienten ohne HD- Therapie
eine Polarisation in Richtung der Th2- Subtypen zeigen (Alvarez-Lara et al., 2004), andert sich
diese unter HD- Therapie in Richtung der Th1- Zellen (Mansouri, Nopp, Jacobson, Hylander,
& Lundahl, 2017; Nitta et al., 2002; Sester et al., 2000). Mogliche Ursache ist hierbei die
vermehrte monozytare Produktion von IL-12 unter HD- Therapie, welches die Differenzierung
von naiven Th- Zellen (Th0) zu Thl- Zellen férdert (Sester et al., 2000).

Gleichzeitig kommt es zu einer Verminderung der absoluten Zellzahl der T- Lymphozyten.
Sowohl Th- als auch Tk- Zellen sind davon betroffen (Costa et al., 2008). Es sind nicht nur ihre
naiven sondern auch ihre Gedachtniszell- Populationen vermindert (Yoon, Gollapudi, Pahl, &
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Vaziri, 2006). Weiterhin zeigen Th- Zellen von HD- Patienten eine verminderte
Proliferationsrate nach Aktivierung (Lisowska et al., 2012) und es besteht eine verminderte
Freisetzung naiver T- Lymphozyten aus dem Thymus (Betjes, Langerak, van der Spek, de Wit,
& Litjens, 2011). Folglich sind die Kompensationsmoglichkeiten der HD- Patienten auf eine
T- Lymphozytopenie eingeschrankt.

T- Lymphozyten bei HD- Patienten zeigen jedoch auch Zeichen einer dauerhaften Aktivierung
und tragen damit zur chronischen Inflammation bei (Costa et al., 2008; Friedrich, Janessa,
Schmieder, Risler, & Alexander, 2008). Diese beginnt bereits in friheren Stadien der CNI und
nimmt mit der Progression der Erkrankung zu (Litjens, van Druningen, & Betjes, 2006).

Diese pré-aktivierten T- Lymphozyten sind hinsichtlich ihrer Zytokinproduktion nach ex-vivo
Stimulation jedoch schwécher. So produzieren sie weniger IL- 2 und Interferon (Inf)-y (Gerez
et al., 1991; Kurz, Kohler, Meuer, Hutteroth, & Meyer zum Buschenfelde, 1986). IL-2 wird
von aktivierten T- Lymphozyten produziert und von ihnen selber gebunden. Es induziert in
ihnen die Reifung von naiven T- Lymphozyten in T- Effektorzellen, ihre klonale Expansion
und die Freisetzung weiterer Zytokine (Gaffen & Liu, 2004). Inf-y ist hingegen wichtig zur
Abtotung intrazellularer Erreger und virusinfizierter Zellen (Newport et al., 1996). Damit
ubereinstimmend ist das Risiko fir eine Infektion mit dem Mycobacterium tuberculosis, einem
intrazelluldaren Erreger, fir HD- Patienten auBergewdhnlich hoch (Chia, Karim, Elwood, &
FitzGerald, 1998).

Worauf diese verminderte Sekretion von IL-2 zurlickzufiihren ist, ist noch nicht abschlie}end
geklart. Fur die IL-2 Synthese der T- Lymphozyten ist eine Aktivierung ihres Korezeptors
CD28 vonnoten. Liskowsa et al. zeigten, dass CD28 auf T- Lymphozyten von HD- Patienten
vermindert exprimiert wird (Lisowska et al., 2010).

T- Lymphozyten benétigen jedoch fur ihre initiale Aktivierung die Hilfe anderer Zellen,
namlich der sogenannten antigenprasentierenden Zellen (APZ).

2.2.2.1.2 Antigenprésentierende Zellen

Zu den APZ werden neben Monozyten auch ihre Abkommen, die Makrophagen, sowie ein Teil
der dendritischen Zellen gezéhlt. Die Interaktion zwischen T- Lymphozyten und APZ wird als
die eigentliche Antigenprasentation bezeichnet.

APZ sind, wie B- Lymphozyten, dazu in der Lage, Antigene aufzunehmen, in ihrem Inneren zu
prozessieren und sie auf ihrer Oberfliche gemeinsam mit ihrem MHC-1I- Molekil zu
prasentieren. Die Aufnahme und Prozessierung lauft im infizierten Gewebe oder in der

Blutbahn ab, woraufhin die APZ zu den sekundéren lymphatischen Organen wandern und ihr
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Antigen dort den Lymphozyten préasentieren. Ein Lymphozyt mit spezifisch passendem TZR
wird dadurch aktiviert, es kommt zur klonalen Expansion und zum Beginn der lymphozytaren
Immunantwort. Wie 1auft nun diese wichtige Interaktion zwischen APZ und T- Lymphozyten
ab?

Um eine reife naive Th- Zelle zu aktivieren, sind mindestens 2 Signale vonnoten: Signal 1
entsteht durch die Interaktion vom Antigen-MHC- I1-Komplex auf der APZ mit dem TZR der
Th- Zelle. Die Interaktion von Korezeptoren, die sich auf der Oberflache beider Zellen
befinden, vermittelt zudem Signal 2. Bleibt Signal 2 jedoch aus, wird die T- Zelle nach
Interaktion zwischen TZR und MHC anerg und kann nicht mehr aktiviert werden (Murphy K,
2009). Ein drittes Signal ber weitere Korezeptoren kann die T- Zell- Aktivitat schlieBlich noch

zusatzlich regulieren. Abbildung 3 zeigt diese komplexe Interaktion schematisch.

Antigenprasentierende Zel
-

e—

Abbildung 3: Prinzip der Antigenprésentation: Die Antigenprasentierende Zelle préasentiert (iber ihren major
histocompabilitiy complex Il ein prozessiertes Antigen. Dies kann von einem T- Zell- Rezeptor (TZR) einer naiven
T- Zelle erkannt werden (Signal 1). Das fir eine Aktivierung zusatzlich notwendige Signal 2 wird Uber die
Interaktion von CD80 oder CD86 auf der APZ mit dem Kostimulator CD28 auf der T- Zelle vermittelt. Weitere
Regulation kann durch Signal 3 erfolgen, beispielsweise uber die Bindung von Programmed Death- Ligand (PD-
L)1 der APZ mit Programmed Death (PD)-1 auf der T- Zelle.

Folglich ist es méglich, dass die Dysfunktion der T- Lymphozyten auch auf eine Stérung der
APZ oder der Interaktion mit ihnen zuriickzufiihren ist. Insbesondere die Arbeitsgruppe um
Matthias Girndt fuhrte Studien durch, die diese Hypothese im Hintergrund der HD unterstiitzen.
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So liel sich in-vitro die T- Zell- Antwort auf Stimulation normalisieren, wenn das Blut von
HD- Patienten mit APZ gesunder Probanden substituiert wurde (Girndt, Kohler, Schiedhelm-
Weick, Meyer zum Buschenfelde, & Fleischer, 1993). Auch konnte gezeigt werden, dass
Monozyten von HD- Patienten den fur das Signal 2 notwendigen Kostimulator CD86
vermindert exprimieren (Girndt, Sester, Sester, Kaul, & Kdéhler, 2001).

Monozyten zeigen darlber hinaus aber noch weitere Verédnderungen. Sie fungieren als APZ
nicht nur als Teil der adaptiven Immunantwort, sondern sind auch wichtige Effektorzellen des
angeborenen Immunsystems, was die enge Vernetzung der beiden Arme gut veranschaulicht.
Uber ihre PRRs wie den TLRs oder den Scavenger- Rezeptoren konnen sie direkt von
Pathogenen aktiviert werden. Sie sind zur Phagozytose beféhigt und potente Produzenten von
Zytokinen (Murphy K, 2009).

Die Monozytendysfunktion nimmt im abnormen Immunsystem der HD Patienten eine
besondere Rolle ein. Sie sind zentrale Beteiligte in der chronischen Inflammation, da alle im
Abschnit 1.2.1. Chronische Inflammation besprochenen Pathomechanismen zu einer
Aktivierung dieser Immunzellen fihrt. Ausdruck der chronischen Aktivierung ist unter
anderem die vermehrte Expression von PRRs wie dem Scavenger- Rezeptoren (Ando,
Lundkvist, Bergstrom, & Lindholm, 1996), TLR2 und TLR4 auf ihrer Oberflache sowie ex-
vivo eine verstarkte Antwort auf Stimulation (Gollapudi, Yoon, Gollapudi, Pahl, & Vaziri,
2010). Die Hochregulation der TLR4- Expression ist mit der HD assoziiert (Koc et al., 2011).
Auch ist bei HD- Patienten die pro-inflammatorische CD14*/CD16" Monozyten-
Subpopulation vergroRert (Scherberich, Estner, & Segerer, 2004).

2.2.3 Zusammenhang der chronischen Inflammation und Immundefizienz

Zusammenfassend besteht also bei CNI- und insbesondere bei HD- Patienten gleichzeitig ein
Zustand der chronischen Inflammation und Immunschwéche. Ob beide Phdnomene kausal
miteinander zusammenhdangen ist noch nicht untersucht worden, wenngleich diese Hypothese
in den vergangenen Jahren bereits vorgeschlagen wurde (Anders et al., 2013; Kurts, Panzer,
Anders, & Rees, 2013).

Das gleichzeitige Bestehen von Inflammation und Infektneigung zeigt sich jedoch auch bei
anderen Krankheiten. Die Sepsis (Boomer et al., 2011), chronisch- infektidse Erkrankungen
wie Hepatitis B (Ye et al., 2015) aber auch Tumorerkrankungen (Jiang, Li, & Zhu, 2015) sind
ebenfalls durch gleichzeitige Inflammation und eine Neigung zu Infektionen gekennzeichnet.
Bei all diesen Krankheiten kommt es zu einem immunologischen Ph&nomen, das als

Immunparalyse bezeichnet wird.
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Das Konzept der Immunparalyse vereinigt Inflammation und Immundefizienz miteinander.
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2.3 Die Immunparalyse
2.3.1 Allgemeines zur Immunparalyse

Was genau ist aber die Immunparalyse? Der Begriff Immunparalyse beschreibt den Zustand
eines, wie der Name bereits impliziert, gelahmten Immunsystems. Eine L&hmung setzt jedoch
eine vorhergehende Verletzung voraus: im Falle der Immunparalyse ist dies eine
Uberbeanspruchung des Immunsystems durch eine starke oder lang andauernde systemische
Entziindungsreaktion. Die Immunparalyse betrifft beide Arme des Immunsystems.

Sie flhrt zu einer erhdhten Empfanglichkeit fur nosokomiale und opportunistische Infektionen
(Boomer et al., 2011; Otto et al., 2011), der Reaktivierung von latenten viralen Infektionen
(Limaye et al., 2008; Luyt et al., 2007) und dem Nichtvermdgen, einen priméren infektiosen
Fokus zu beseitigen (Torgersen et al., 2009).

2.3.2 Das systemic inflammatory response syndrome

Die Immunparalyse tritt im Rahmen von mehreren Erkrankungen auf, haufig als Folge einer
massiven Entziindungsreaktion. Dieser hyperinflammatorische Zustand entsteht zum Beispiel
bei einer mikrobiellen Infektion oder einem ausgepragten Gewebeschaden und wird als
,»Systemic inflammatory response syndrome* (SIRS) bezeichnet. Die h&ufigste Ursache fur ein
SIRS ist die bakterielle Infektion und wird in diesem Zusammenhang als Sepsis bezeichnet.
Andere haufige Ursachen sind daneben Polytraumata, die Verbrennungskrankheit und die akute
Pankreatitis (Bone et al., 1992).

Grundsatzlich kann man diesen hyperinflammatorischen Zustand als Dysregulation einer
lokalen Entziindung betrachten. Verliert eine Entziindung ihre lokale Begrenzung und greift auf
den gesamten Organismus Uber so ist die Folge dramatisch: die Inflammation greift zusétzliche
Organsysteme an mit der Folge von schweren Gerinnungsstorungen, Organversagen,
Kreislaufdysregulation und sowohl akut als auch langfristigen Veranderungen des
Immunsystems, wie zum Beispiel der Immunparalyse.

Zentrale Mediatoren in der Entziindungskaskade, sei sie infektios oder steril ausgeldst, sind
pro- inflammatorische Zytokine wie TNF- o oder das IL-1p. Beide werden vor allem von
aktivierten Monozyten bzw. Makrophagen sezerniert und sind somit Teil der initialen
Entziindungsreaktion, der so genannten Akute- Phase- Reaktion. Sie aktivieren weitere
Immunzellen und nehmen Einfluss auf Gefallpermeabilitdt und die lokale Gerinnung und
erleichtern somit den Ablauf der lokalen Immunantwort. (Murphy K, 2009). Gleichzeitig fuhrt

eine massive TNF- o Produktion zu Schock, disseminierter intravasaler Koagulopathie und
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multiplem Organversagen (Tracey et al., 1986). Es konnte in Tierversuchen gezeigt werden,
dass eine Immunisierung gegen TNF-a eine niedrigere Mortalitit als ihre Vergleichsgruppe zur
Folge hatte nachdem sie mit LPS infundiert wurden (Beutler, Milsark, & Cerami, 1985).
Dementsprechende Versuche, die Mortalitat der Sepsis durch gezielte Antagonisierung dieser
pro- inflammatorischen Zytokine zu senken zeigten jedoch bisher keinen Erfolg (Remick,
2003).

Vielmehr zeigte sich, dass nicht nur das Multiorganversagen und die Kreislaufdysregulation
zur hohen Sterblichkeit beitrugen (Angus & van der Poll, 2013; Rivers et al., 2001) sondern
auch das hdufige Auftreten von sekundédren nosokomiale Infektionen in der Spatphase der
Sepsis. Insgesamt verstirbt heutzutage mehr als die Halfte der Sepsis- Patienten im spéteren
Verlauf der Erkrankung (Otto et al., 2011).

Damit Gbereinstimmend fanden Boomer et al. deutliche Zeichen von Immunsuppression bei an
Sepsis verstorbenen Patienten: Immunzellen aus Lungen- und Milzgewebe zeigten signifikant
schwéchere Zytokinantworten auf ex-vivo- Stimulation und vermehrt inhibitorische
Oberflachenrezeptoren wie PD-1 (Boomer et al., 2011).

Bone et al. etablierten bereits 1996 erstmals den Begriff des ,,compensatory antiinflammatory
resonse syndrome* (CARS) und legte damit den Grundstein fur die Theorie der Immunparalyse
(Bone, Grodzin, & Balk, 1997). Wie der Name bereits impliziert ist das CARS ein
Zusammenspiel verschiedener, antiinflammatorischer Prozesse, die physiologisch eine
uberschielende Inflammation verhindern bzw. regulieren sollen. Wie das SIRS kann es jedoch
auch zu einer Dysregulation des CARS kommen, in der die enthemmten antiinflammatorischen

Prozesse zu einer Immunschwache fihren.

2.3.3 Der Immunphénotyp der Immunparalyse

Die Immunparalyse entsteht aus dem Zusammenspiel verschiedener immunologischer
Ph&nomene, die alle Arme der Immunantwort treffen. Dabei sind diese Defekte eng miteinander
verknupft und gehen zum Teil ineinander Gber. Die Aufteilung in die folgenden 4
ubergeordneten Mechanismen dient daher vor allem dem Verstandnis der komplexen VVorgange

der Immunparalyse und spiegelt keine getrennten Abldufe der in vivo Immunreaktion wider.
2.3.3.1 Monocyte- reprogramming

Erstens, die Monozytendysfunktion. Die maligebliche Bedeutung von Monozyten und deren
Abkommlinge in der Entziindungsreaktion wurden bereits eingangs besprochen. Ihre Aufgabe

liegt sowohl in der initialen Bekdmpfung und damit Einddmmung von mikrobiellen
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Schédlingen als auch in der Aktivierung der spezifischen adaptiven Immunantwort, deren
Mobilisierung bei Erstkontakt mit einem Pathogen Zeit bendtigt.

Monozyten sind in der Immunparalyse global in ihrer Kapazitat eingeschrankt: Es kommt zu
einer Veranderung ihres Oberflachenphé&notyps und es verschiebt sich das Zytokinprofil, das
von den Monozyten produziert wird, entscheidend. Dieser Vorgang, der nicht als Inaktivitat
verstanden werden sollte sondern vielmehr als eine funktionale Verschiebung, wird unter dem
Begriff des monocyte reprogramming zusammengefasst (Cavaillon & Adib-Conquy, 2006).
Der am besten untersuchte Marker flr die Immunparalyse ist die verminderte Expression des
humanen Leukozytenantigen DR (mHLA- DR) auf Monozyten (Monneret et al., 2006). Es
konnte mehrfach ein Zusammenhang zwischen vermindeter mHLA- DR Expression mit
Mortaliat und nosokomialen Infektionen gezeigt werden (Lukaszewicz et al., 2009).

mHLA- DR wird zu der Gruppe der MHC- Il Molekilen gezahlt und dient somit der
Ubermittlung von Signal 1 der Antigenprasentation. In der Immunparalyse kommt es jedoch zu
Storungen auf allen Ebenen der Antigenprasentation: Sowohl Signal 1 (mHLA- DR), Signal 2
(Verlust von CD86 (Wolk et al., 2007) ) sowie Signal 3 (vermehrte Expression von PD-1 und
seinem Liganden PDL-1 (Guignant et al., 2011)) sind im Rahmen der Immunparalyse
beeintréachtigt.

Auch die monozytdre Zytokinantwort ist verandert: nach ex- vivo Stimulation mit LPS
produzieren Monozyten von Sepsis- Patienten signifikant weniger TNF- a, IL-1p und IL-6
(Munoz et al., 1991). Die monozytdre Synthese von anti- inflammatorisch wirksamen
Zytokinen wie ILRa bleibt hingegen unverandert(\Volk et al., 1996) oder beginnt sogar verfriiht,
wie im Falle von IL- 10 (Randow et al., 1995). IL-10 hat in der Immunparalyse eine zentrale

Rolle und wird im Abschnitt ,,Zytokindysbalance* besprochen.
2.3.3.2 Lymphozytendysfunktion

Ein zweites wesentliches Phanomen in der Immunparalyse sind Veranderungen der lymphoiden
Zellpopulationen. In der Immunparalyse kommt es sowohl zu quantitativen als auch zu
funktionellen Veranderungen der lymphozytaren Subpopulationen.

Leukopenie ist ein seit langem bekanntes Phdnomen bei Patienten mit SIRS und Sepsis und
wurde bereits 1991 in die SIRS- Kriterien aufgenommen (Bone et al., 1992). Eine persistierend
niedrige Zahl an Lymphozyten ist ein Pradiktor fir Mortalitat und mit der Entwicklung fir
nosokomialen Infektionen assoziiert (Drewry et al., 2014).

Die Apoptose von Lymphozyten spielt auBerdem eine wichtige Rolle fir die
Monozytendysfunktion: Monozyten und Makrophagen, die apoptotisches Zellmaterial tber
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ihre Scavenger- Rezeptoren phagozytieren, unterlaufen dem monocyte reprogramming und
produzieren vermehrt anti- inflammatorische Zytokine und zeigen eine verminderte Fahigkeit,
T- Zellen zu aktivieren (Barker, Erwig, Pearce, Devine, & Rees, 1999; Voll et al., 1997).

Ein weiteres, die T- Zellen betreffendes Phanomen in der Sepsis, ist die kutane Anergie.
Anergie beschreibt einen ,,abgeschalteten* Zustand eines T- Lymphozyten. Anerge T-Zellen
sind nicht mehr dazu in der Lage, auf ein auf ihren TZR passendes Antigen zu reagieren.
Klinisch duRert sich dies durch Ausbleiben einer allergischen Typ IV Haut- Reaktion nach
intrakutaner Injektion von Allergenen, ein seit langem bekanntes und mit Mortalitdt und
nosokomialen Infektionen assoziiertes Phanomen (Brown et al., 1982; Meakins et al., 1977).
Wie bereits erldutert tritt eine T- Zelle in einen anergen Zustand tber, wenn sie ber ihren TZR
mit dem MHC- Molekil einer APZ interagiert, das kostimulatorische Signal 2 aber ausbleibt.
Signal 2 wird wahrend der Antigenprasentation durch die Interaktion von CD80 und CD86 auf
APZ mit CD28 auf T- Zellen vermittelt. Neben der bereits erwahnten eingeschrankten CD86
Expression auf Monozyten kommt es in der Sepsis auch zu einer verminderten Expression von
CD28 auf T- Zellen (Boomer et al., 2011).

Weiterhin konnte gezeigt werden, dass T- Lymphozyten im Verlauf der Sepsis einen
Oberflachenphdnotyp exprimieren, der auch bei chronisch- infektiosen Erkrankungen wie
Hepatitis B und -C, HIV (Boomer, Shuherk-Shaffer, Hotchkiss, & Green, 2012) sowie bei
Tumorerkankungen (Pauken & Wherry, 2015) auftritt. Dieser Phéanotyp wird als ,,T- Cell
Exhaustion® (TCE) bezeichnet und spiegelt die lymphozytdre Regulation auf einen
persistierenden Stimulus wider. Spec et al. zeigten kurzlich, dass T- Zellen in der durch Candida
albicans verursachten Sepsis ebenfalls diesen Phanotyp exprimieren (Spec et al., 2016).

Auch hier besteht wiederum eine Dysregulation eines urspringlich protektiven Mechanismus.
Regulation der T- Zell- Aktivitat ist wichtig, um tberschieRende Inflammation und vor allem
Autoimmunitat zu verhindern. Die Notwendigkeit von mehreren Signalen zur Aktivierung einer
T- Zelle und die vielféltigen Modifikationsmdglichkeiten dieser Signale sind Ausdruck dessen.
In der Sepsis und bei chronischen Infektionen schafft es der Organismus jedoch nicht, aufgrund
der dauerhaften Stimulation die feinjustierte Balance zwischen Aktivierung und Abschaltung
zu halten und Kippt in die Unterdriickung der T- Zell- Aktivitat. Diese ,,erschopften® T- Zellen
verlieren sukzessive ihre Effektorfunktionen wie Zytokinproduktion, Zytotoxizitat sowie
Proliferationsfahigkeit, wéhrend im ausgeprégtesten Falle in ihnen sogar die Apoptose initiiert
wird. Vermittelt wird dies durch die zum Teil bereits erwahnten Koinhibitoren PD-1, der auch
auf Monozyten in der Sepsis exprimiert wird, sowie das ,,cytotoxic T- lymphocyte antigen*
(CTLA)4 und das ,,T cell immunoglobulin mucin“-(T1M)-3, die allesamt in der Vermittlung
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von Signal 3 in der Antigenpréasentation eingebunden sind. Hierbei ist zu unterstreichen, dass
diese Koinhibitoren bei jeder Aktivierung von T- Zellen exprimiert werden. Bei der TCE
besteht die Expression dieser Rezeptoren jedoch dauerhaft und fihrt dariber zu einem
Uberwiegen der Inhibition. Vor allem die Dauer der Antigenpersistenz und das Fehlen von T-
Helfer- Zell Signalen scheint diesen Zustand hervorzurufen (Yi, Cox, & Zajac, 2010).

2.3.3.3 Zytokindysbalance

Die dritte Séule der Immunparalyse, die eng mit den ersten beiden Mechanismen verknupft ist,
ist das aus dem Gleichgewicht geratene Zytokinmilieu. Die massive Ausschiittung von pro-
inflammatorischen Zytokinen wahrend des SIRS, auch Zytokinsturm genannt, hat neben den
gegebenenfalls todlichen Konsequenzen des Multiorganversagens auch zur Folge, dass reaktiv
ein ebenso starkes anti- inflammatorische Zytokinprofil synthetisiert wird (Calvano et al.,
2005). Zum Teil induziert dabei die Ausschiittung von einem Zytokin direkt die Produktion des
anderen, wie beispielshalber im Falle von TNF- a, das Monozyten dazu stimuliert, IL-10 zu
produzieren (Platzer, Meisel, Vogt, Platzer, & Volk, 1995).

Fur verschiedene anti- inflammatorische Zytokine konnten Zusammenhange mit Mortalitat
gezeigt werden. Inshesondere fiir Serum IL-10 konnte dies mehrfach gezeigt werden (Friedman
etal., 1997; Gogos, Drosou, Bassaris, & Skoutelis, 2000; Lehmann, Halstensen, Sornes, Rokke,
& Waage, 1995). IL-10 ist ein 178 Aminoséauren- langes Homodimer, das aufgrund seiner
zentralen Rolle in der Immunparalyse in den vorhergehenden Abschnitten bereits mehrfach
erwahnt wurde.

Initial ging man davon aus, dass IL- 10 ausschlieBlich von Th2 Zellen produziert wird
(Fiorentino, Bond, & Mosmann, 1989). Inzwischen ist aber klar, dass es aufgrund seiner
Wichtigkeit von einer Vielzahl von Immunzellen synthetisiert wird. Neben Monozyten,
Makrophagen und dendritischen Zellen wird es auch von Tregs, Th2- Zellen und myeloischen
Suppressorzellen produziert. Zu seinen Zielzellen gehdren wiederum eine diverse Gruppe von
Zelltypen, die sowohl der myeloischen als auch der lymphoiden Zellreihe zugehdren. Vor allem
inhibiert es aber die TLR- vermittelte Produktion von pro- inflammatorischen Zytokinen in den
myeloischen Zellreihen (Saraiva & O'Garra, 2010).

Zur Ausschittung von IL- 10 kann die Aktivierung einer heterogenen Gruppe von Rezeptoren
beitragen. Dazu gehort der TNF- a- Rezeptor, aber auch TLR2, TLR4 und TLR9 l6ésen die
Produktion von IL- 10 aus (Boonstra et al., 2006; Netea et al., 2004).

Interessanter weise wird die Synthese von IL-10 durch denselben Transkriptionsfaktor

gesteuert wird wie viele pro- inflammatorische Zytokine, ndmlich NF-xB. Dies unterstreicht
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seine regulatorische Funktion in der Natur. Bei einer Infektion wird Gber die Bindung von TLRs
NF-kB aktiviert, was initial die Synthese von pro- inflammatorischen Zytokinen bewirkt, die
der Schadlingsbekampfung dienen. Automatisch folgt zeitlich verzdgert die Produktion von IL-
10, das die Entziindungsreaktion bremst um unnétigen Gewebeschaden zu verhindern (Calvano
et al., 2005).

Unter bestimmten Bedingungen, wie zum Beispiel in der Sepsis, kippt jedoch diese feinjustierte
Balance zeitlich sowie quantitativ zugunsten der IL- 10 Antwort. In vitro konnte dies fur
Monozyten gezeigt werden (Randow et al., 1995).

Fur das monocyte reprogramming ist IL-10 ein Schliisselmediator: in vitro vermindert es tber
die Blockade des Transkriptionsfaktors NF-kB (Driessler, Venstrom, Sabat, Asadullah, &
Schottelius, 2004) unter anderem die monozytare Produktion der pro- inflammatorischen
Zytokine TNF- o, IL-1p, IL-6, IL- 8 (R. A. J. De Waal Malefyt, 1991) und IL-12 (Aste-
Amezaga, Ma, Sartori, & Trinchieri, 1998). Auch reguliert es die Expression der fir die
Antigenpréasentation wichtigen Rezeptoren mHLA- DR und CD86 herunter (R. H. De Waal
Malefyt, J., 1991; Wolk, Docke, von Baehr, Volk, & Sabat, 2000). Damit tbereinstimmend
konnte bei Sepsis- Patienten eine Korrelation zwischen Serum- IL-10 und niedrigerer mHLA-
DR Expression gezeigt werden (Monneret et al., 2004).

Auch auf T- Zellen nimmt es maRgeblich Einfluss. Naive CD4" T- Helferzellen kénnen sich in
verschiedene Subtypen differenzieren, je nachdem welchem Zytokinmilieu sie ausgesetzt sind.
IL- 10 in Kombination mit TGF-  veranlasst naive T- Helferzellen dazu, sich in Tregs zu
differenzieren, dessen Haupteffektor- Molekil wiederum IL- 10 ist (Hsu et al., 2015). Dies
beschreibt einen positiven Feedback- Mechanismus, mit den IL- 10 seinen anti-
inflammatorischen Effekt verstarkt. Auch hemmt es Uber die Unterdriickung der IL-12
Produktion von myeloischen Zellen auch die Differenzierung von naiven T- Zellen in Thl
Zellen (Demangel, Bertolino, & Britton, 2002). Th-1 Zellen sind aufgrund ihrer Produktion der
pro- inflammatorische Zytokine IL- 2 und Inf- y wichtig fur die Aktivierung von weiteren T-

Zellen und Makrophagen.
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2.4 Hypothese: bei Himodialysepatienten besteht aufgrund von

chronischer Inflammation eine Immunparalyse

Die Ursache flr die ausgepragte Infektanfalligkeit von HD- Patienten ist nach wie vor
unbekannt, wenngleich schon jahrelang Gegenstand intensiver Forschung.

Es konnte bereits gezeigt werden, dass T- Zellen (Gerez et al., 1991; Lisowska et al., 2012),
APZ (Girndt et al., 2001) und andere Zellpopulationen phénotypische Verdnderungen
aufweisen, die sie in ihrer Funktion beeintrachtigen. In der Immunparalyse im Rahmen der
Sepsis oder der chronischen Hepatitis B exprimieren T- Zellen und APZ zum Teil den gleichen
Phénotyp (Boomer et al., 2011; Wolk et al., 2007). Bei der Immunparalyse spielt die
Inflammation eine bedeutende Rolle in der Genese der Immunschwéche. Da auch bei HD-
Patienten eine Inflammation vorliegt, besteht die Madoglichkeit, dass die gleichen
pathophysiologische Prozesse wie bei der Immunparalyse in der Sepsis oder bei chronischer
Hepatitis B Infektion die Immunschwéche bei HD- Patienten bewirken.

Um diese Vermutung zu Uberprufen untersuchten wir PBMCs und das Serum von HD-
Patienten auf den aus der Immunparalyse bekannten Immunphénotyp. Zudem beabsichtigten
wir, anhand von bivariater Korrelationen Zusammenhénge zwischen pro- inflammatorischer
und anti- inflammatorischer Parameter zu erkennen. Weiterhin spekulierten wir in diesem
Kontext auf ein vermehrtes Vorkommen von T- Zellen, die inhibitorische Rezeptoren
exprimieren. Aufkommende so genannte Checkpoint- Inhibitoren, die die PD-1 induzierte TCE
wieder aufheben, sind zunehmend erfolgreich in der Krebstherapie (Xu-Monette, Zhang, Li, &
Young, 2017) und auch in der Therapie der Hepatitis B gibt es bereits erfolgreiche Tiermodelle
(Tzeng et al., 2012). Sollte sich zeigen, dass die Immunparalyse auch bei HD- Patienten

vorliegt, so ergaben sich daraus vielversprechende therapeutische Anséatze.
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3 Materialien und Methoden

3.1 Patienten und gesunde Kontrollprobanden

Die Erfassung von Patientendaten sowie Probenmaterialien erfolgte im Rahmen der Dialyse-
Studie ,,Austausch von Acetat durch Citrat im Dialysat der Bicarbonat- basierenden
Hé&modialyse (Citrat- Acetat- Studie) (NCT02745340) der Abteilung fir Nephrologie des
Klinikums rechts der Isar, Universitatsklinikum der Technischen Universitdt Miinchen. Alle
erfassten Patienten sowie gesunde Kontrollprobanden wurden vor Einschluss in die Studien
uber Ziel, Umfang und mégliche Risiken der Studien aufgeklart. Ferner wurde eine schriftliche

Einverstandniserklarung unterzeichnet. Ein positives Ethikvotum lag vor.

3.1.1 Einschlusskriterien Citrat- Acetat- Studie

Einschlusskriterien zur Teilnahme an der Citrat- Acetat Studie waren ein Mindestalter von 18
Jahren, eine seit mindestens 3 Monaten bestehende Dialysetherapie sowie einer
Dialysefrequenz von mindestens 3- mal pro Woche a 4 Stunden. Ausschlusskriterien waren
Schwangerschaft, klinisch relevante Infektionen zum Einschlusszeitpunkt sowie eine fehlende

Einverstandniserklarung. Die Rekrutierung erfolgte 2016 in 2 Dialysezentren in Miinchen.

3.1.2 Einschlusskriterien gesunder Kontrollprobanden

Einschlusskriterien fir gesunde Kontrollprobanden waren ein Alter Uber 18 Jahre, keine
chronischen Erkrankungen wie Diabetes mellitus, kardiovaskulare Erkrankungen, aktive
maligne Tumorerkrankungen, chronische oder akute Infektionen sowie eine unterschriebene
Einverstandniserkldrung. Die Rekrutierung erfolgte Uber Zeitungsinserate sowie lokale

Aushénge. Es wurde eine finanzielle Aufwandsentschéadigung bereitgestellt.
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3.2  Materialien

Tabelle 1: Laborgeratschaften

Gerat

Bezeichnung

Hersteller

Analysesoftware

Automatische Pipette
Automatischer Zellzahler
CO2- Inkubator

Durchflusszytometer

Feinwaage
Manuelle Pipette

Mikroskop

pH- Bestimmung
Plattenschiittler
Sterile Werkbank

Thermisches Wasserbad
Tisch- Zentrifuge
Vortexer

FlowJo

FCAP Array

SPSS 23

Adobe Illustrator CS2
Falcon

Vi- Cell XR
HERACEell

BD Canto Il

BD LSRFortessa
CytoFLEX

LA 120S

Eppendorf Research 2, 10, 20,

200, 1000 pl
XDS-1
pH- Meter

Microtitre Plate Shaker SSM5

HERASafe

Julabo SW 21
Centrifuge 5424 R
Vortex Mixer

Treestar, Ashland, USA

BD Bioscience, San Jose, USA
IBM, Armonk, USA

Adobe, San Jose, USA
Corning, New York, USA

Beckmann- Coulter, Brea, USA

Thermo Fisher Scientific,
Waltham, USA
BD Bioscience, San Jose, USA

BD Bioscience, San Jose, USA
Beckmann- Coulter, Brea, USA
Sartorius, Gottingen, D
Eppendorf, Hamburg, D

Optical Technology Germany
Sartorius, Géttingen, D
stuart, Staffordshire, GB
Thermo Fisher Scientific,
Waltham, USA

Julabo, Seelbach, D
Eppendorf, Hamburg, D

neolL.ab, Heidelberg, D
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Tabelle 2: Einwegmaterialien

Verwendung

Bezeichnung

Hersteller

EDTA- Rohrchen

Eppendorf- Tubes/Falcons
Kryokonservierung

Pipettenspitzen

S- Monovette

1,5; 2; 15, 50 ml

CryoPure Tube 1,6 ml
SurPhob Spitzen 10; 200; 500
pl

Sarstedt, Nimbrecht, D
greiner bio- one, Kremsmiinster,
Osterreich

Sarstedt, Nimbrecht, D

Biozym, Oldendorf, D
greiner bio- one, Kremsmdinster,

Serologische Pipetten

Serum- Rohrchen
Versiegelung

Zellkulturplatten Parafilm

Zahlkammer C- Chip

Zellisolation BD Vacutainer CPT
Zellkulturplatte Tissue Culture Plate, 96 well
Zellsieb Corning Cell Strainer 100 um
Zellzéhlung CNTR 4 ml sample cup

Zytometer- R6hrchen

Cellstar 5; 10; 25; 50 ml
S- Monovette

Flow Cytometry Tubes 5 ml
Zytometer- R6hrchen, Klein  Microtube 1.2 ml

Osterreich
Sarstedt, Nimbrecht, D

Sigma Aldrich, St. Louis, USA
NanoEntek, Seoul, Korea

BD Bioscience, San Jose, USA
Corning, New York, USA
Corning, New York, US
Beckmann- Coulter, Brea, USA
Sarstedt, Nimbrecht, D
Starlab, Hamburg, D

Tabelle 3: Chemikalien, Reagenzien, Medium

Verwendung

Bezeichnung

Hersteller

Antibiotikum
Bead- Array- Puffer

Brilliantviolett-
Antikorperstabilisierung
Fixierung intrazellul&rer
Zytokine

Kryokonservierung
DurchfluRzytometer und
Staining- Puffer

Supplement

Wasch- Puffer, Zell- Isolation
Zellkulturmedium

Zellmembran-Permeabilisierung

Lebend/Tod- Zellzahlung

Penicillin/Streptomycin

Human Soluble Protein Master
Buffer Kit
Brilliant Stain Buffer

Intracellular Fixation Buffer

Dimethyl Sulfoxide
Cell Staining Buffer

Fetales Kélber Serum
Dulbecco's PBS

RPMI- 1640 Medium
Permeabilization Buffer
Trypan Blue Solution

Sigma Aldrich, St. Louis, USA
BD Bioscience, San Jose, USA

BD Bioscience, San Jose, USA
Invitrogen, Carlsbad, USA

Sigma Aldrich, St. Louis, USA
Biolegend, San Diego, USA

Sigma Aldrich, St. Louis, USA
Sigma Aldrich, St. Louis, USA
Sigma Aldrich, St. Louis, USA
Invitrogen, Carlsbad, USA

Sigma Aldrich, St. Louis, USA
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Tabelle 4: Antikérper, Beads

Verwendung Bezeichnung/Zielantigen/ Hersteller
Fluorophor
Bead- Array Human MCP-1 Flex Set BD Bioscience, San Jose, USA

Intrazellulare Zytokinfarbung

Kompensationsbeads

Kostimulation
Lebend/Tot- Farbung

Oberflachenfarbung

Human IL-6 Flex Set

Human IP-10 Flex Set
Human CCL 5 Flex Set
Human IL-8 Flex Set

Human IL-10 Flex Set
Human IL-2 Flex Set

Human Interferon- y Flex Set
Anti- Human IL-4 PE

Anti- Human IL-10 APZ

Anti- Human Interferon-y
AlexaFluor700
Anti- Human TNF-o BV786

Anti- Human IL-2 FITC
Ultracomp eBeads

ArC Amine Reactive
Compensation Bead Kit
Anti- Human CD28

Propidium lodide
Live/Dead Fixable Blue Stain

Anti- Human CD16 FITC
Anti- Human PD-1 PE

Anti- Human CD14
PerCP/Cy5.5

Anti- Human CD86
PerCP/Cy5.5.

Anti- Human HLA-DR APZ

Anti- Human CD69
AlexaFluor700
Anti- Human Tim3 BV450

Anti- Human PDL-1 BV510
Anti- Human CD3 BV605
Anti- Human CD56 BV785
Anti- Human CD25 PE- Dazzle

Anti- Human CD45R0O
PerCP/Cy5.5

Anti- Human CCR7 FITC
Anti- Human CTLA4 PE/Cy7
Anti- Human CD28 APZ

Anti- Human Tim3 BVv421
Anti- Human CD8 BV510
Anti- Human CD3 BV605
Anti- Human CD4 BV785
Anti- Human CD3 FITC
Anti- Human CD14 FITC

BD Bioscience, San Jose, USA
BD Bioscience, San Jose, USA
BD Bioscience, San Jose, USA
BD Bioscience, San Jose, USA
BD Bioscience, San Jose, USA
BD Bioscience, San Jose, USA
BD Bioscience, San Jose, USA
BD Bioscience, San Jose, USA
BD Bioscience, San Jose, USA
BD Bioscience, San Jose, USA

Biolegend, San Diego, USA
eBioscience

Thermo Fisher Scientific,
Waltham, USA

Thermo Fisher Scientific,
Waltham, USA

BD Bioscience, San Jose, USA

Sigma Aldrich, St. Louis, USA
Thermo Fisher Scientific,
Waltham, USA

Biolegend, San Diego, USA
Biolegend, San Diego, USA
Biolegend, San Diego, USA

Biolegend, San Diego, USA

Biolegend, San Diego, USA
Biolegend, San Diego, USA

Biolegend, San Diego, USA
BD Bioscience, San Jose, USA
Biolegend, San Diego, USA
Biolegend, San Diego, USA
Biolegend, San Diego, USA
Biolegend, San Diego, USA

Biolegend, San Diego, USA
Biolegend, San Diego, USA
Biolegend, San Diego, USA
Biolegend, San Diego, USA
Biolegend, San Diego, USA
Biolegend, San Diego, USA
Biolegend, San Diego, USA
Biolegend, San Diego, USA
Biolegend, San Diego, USA
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Anti- Human CD19 FITC Biolegend, San Diego, USA
Anti- Human CD56 FITC Biolegend, San Diego, USA
Anti- Human IL4R- alpha PE Biolegend, San Diego, USA
Anti- Human CD33 PC7 Biolegend, San Diego, USA
Anti- Human CD11b Biolegend, San Diego, USA

AlexaFluor700
Anti- Human CD14 APZ/Cy7  Biolegend, San Diego, USA

Anti- Human CD15 Pacific Blue Biolegend, San Diego, USA
Anti- Human CD4 eFluor450 eBioscience, Thermo Fisher
Scientific, Waltham, USA
Anti- Human CD3 BV510 Biolegend, San Diego, USA
Anti- Human CD8 ECD BD Bioscience, San Jose, USA
Anti- Human CD56 PE/Cy7 Biolegend, San Diego, USA
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3.3 Methoden

3.3.1 Probenmaterialgewinnung und -verarbeitung

3.3.1.1 Blutentnahme

Die Blutentnahme erfolgte nach dem kurzen Dialyse- freien Intervall unmittelbar vor Beginn
der Dialysesitzung. Die Abnahme von vendsem Vollblut erfolgte Giber den durch Fachpersonal
punktierten Dialysezugang. Zur Blutbildbestimmung wurde ein EDTA- Roéhrchen, zur
Serumbestimmung ein Serum- Réhrchen mit Blut befullt. Zur Immunphénotypisierung von
PBMCs wurden zudem 3 CPT- Réhrchen mit Blut gefilit.

3.3.1.2 Serum- Gewinnung

Zur Gewinnung von Serum wurden die mit Blut gefillten Serumréhrchen nach Abnahme 15
Minuten bei Raumtemperatur aufrecht gelagert. Dies ermdglicht einen, fiir eine Serum-
Gewinnung notwendig, vollstandigen Ablauf der plasmatischen Gerinnung. Folgend wurden
die Serumréhrchen 10 Minuten bei 2500 g zentrifugiert. Der Uberstand, also das durch die
Zentrifugation vom zelluldren Blutanteil und geronnenen Fibrin getrennte Serum, wurde
manuell abpipettiert, in 2 ml Eppendorf- Tubes aliquotiert und in einem -80°C Gefrierschrank
krykonserviert.

3.3.1.3 PBMC- Isolation

Zur Isolation der PBMCs wurden BD CPT™- Tubes verwendet. Diese enthalten als
Antikoagulanz  Heparin sowie verfestigtes Ficoll™-  Substrat, welches zellulare
Blutbestandteile entlang ihres Dichtegradienten durch Zentrifugation voneinander trennt. Nach
Blutentnahme wurde das Material innerhalb von 2 Stunden weiterverarbeitet. Direkt vor der
Zentrifugation wurden die Roéhrchen zur Durchmischung 5x Uber Kopf geschwenkt.
AnschlieBend wurden die Réhrchen 15 Minuten bei 20 °C und 1650 g zentrifugiert. Die
PBMCs, Thrombozyten sowie das Blutplasma befanden sich danach oberhalb des Ficolls.
Durch erneutes Schwenken (3x) wurde das Plasma mit PBMCs und Thrombozyten erneut
vermischt. Danach wurden die PBMCs im Plasma unter sterilen Bedingungen in ein 50 ml
Falcon Gberfuhrt. Um die Thrombozyten aus dem Gemisch zu entfernen, folgten 2 Waschgéange
in 50 ml PBS fir je 10 Minuten bei 260 g. Die isolierten PBMCs wurden schlieBlich in 2 ml
RPMI Zellmedium resuspendiert und in Eis auf 4°C gekdnhlt.
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3.3.1.4 Lebend/Tod- Farbung und Zellzahlung

Zur Quantifizierung der lebenden PBMCs wurde eine Tirkisch- Blau Farbung durchgefihrt.
Turkisch- Blau wird ausschlie3lich von toten bzw. perforierten Zellen aufgenommen und kann
daher zur Unterscheidung von lebenden und toten Zellen verwendet werden. Hierfiir wurden
10 pl der Zellsuspension mit 90 pl PBS versetzt und anschliefend mit 100 ul Turkisch- Blau
gefarbt. Hierdurch wurde ein Verdinnungsfaktor von 1:20 erzielt. Zur Auszahlung wurde eine
Neubauer Zéhlkammer mit dem Gemisch beimpft. Abschliefend wurden unter einem
Mikroskop die lebenden Zellen in 4 Quadranten gezdahlt, durch 4 dividiert und mit dem
Verdiinnungsfaktor sowie 10* multipliziert. Der errechnete Wert entsprach dem PBMC- Gehalt
pro ml. Zur Oberflachenphinotypisierung wurden 5x108 PBMCs abgetrennt und unmittelbar

flr die Durchflusszytometrie gefarbt.
3.3.1.5 Kryokonservierung der PBMCs

Um weitere Experimente zu einem spateren Zeitpunkt durchzufiihren, wurden alle nicht
unmittelbar zytometrisch untersuchten PBMCs kryokonserviert. Als Kryomedium wurde
Fetales Kélberserum (FCS) mit 10% Dimethylsulfoxid (DMSO) verwendet. Die Zellsuspension
wurde bei 4 °C fir 5 Minuten zentrifugiert. Der Zellpellet wurde anschlielend in so viel
Kryomedium resuspendiert, dass sich eine Zellkonzentration von 5-20x10° Zellen pro ml ergab.
Kryo- Rohrchen wurden mit je 1 ml Zell-Kryomedium- Gemisch aliquotiert. Zur langsamen
Abklhlung auf -80 °C wurden die Kryo- Rohrchen in einen auf 4°C vorgekihlten
Gefrierbehalter tberfiihrt. Die Rohrchenhalterung dieses Behélters ist von Isopropylalkohol
umgeben, welches mit einer Geschwindigkeit von 1 °C pro Minute abkihlt. Diese langsame
Temperaturveranderung ist notwendig, um die Viabilitdit der Zellen zu erhalten. Der
Gefrierbehélter wurde anschlieend fur 24 Stunden in einen -80 °C Gefrierschrank Uberfiihrt.
AbschlieBend wurden die gefrorenen Kryo-Rohrchen in einen -260 °C kalten Stickstofftank
uberfihrt.

3.3.2 Durchflusszytometrie

Die Durchflusszytometrie ist ein spektrometrisches Verfahren, mit der Zellen hinsichtlich ihrer
GroRe, Granularitat sowie der Expression von Molekilen untersucht werden kénnen, die sich
auf ihrer Oberflache oder in ihrem Zellinneren befinden. Im Prinzip erfolgt der Nachweis durch
Detektion optischer Signale, die durch Beugung und Brechung sowie Fluoreszenz entstehen,

wenn eine markierte Zelle einen Laserstrahl passiert.
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Die zu untersuchenden Zellen werden mit Fluorophor- konjugierten Antikérpern gefarbt und
anschlieRend in einer Tragerflissigkeit mit Uberdruck durch einen Mikrokanal gepresst. Die
Zellsuspension erzeugt unter diesen Umstanden einen laminaren Hullstrom, der zur Folge hat,
dass die Zellen sich in der Mitte des Suspension- Flusses hintereinander aufreihen und somit in
hoher Geschwindigkeit einzeln nacheinander den Mikrokanal passieren (hydrodynamische
Fokussierung).

Die Zellen passieren in diesem Kanal einen Laser einer bestimmten Wellenlédnge. Durch die
Anregung des Antikdrper- konjugierten Fluorophors durch den Laser emittiert die Zelle ein
optisches Signal, dessen Wellenl&nge fiir das jeweilige Fluorophor spezifisch ist. Dieses Signal
wird von einem Detektor erfasst. Durch das Untersuchen von grof3en Zellmengen (bis zu 10000
Zellen pro Sekunde) konnen somit quantitative Aussagen beziiglich verschiedener

Zellpopulationen getroffen werden. Abbildung 4 zeigt das Prinzip der Durchflusszytometrie.

Zelle Flucrophor- konjugierter Antkorper Laser Kapillare Detektor

Abbildung 4: Prinzip der Durchflusszytometrie Fluorophor- konjugierte Antikdrper werden mit Zellen inkubiert. Nach
Bindung der Antikorper an ihr Zielantigen auf den Zellen strémen die Zellen durch eine Kapillare. Dort werden sie optischen
Signalen bestimmter Wellenldngen ausgesetzt. Die Fluorophore werden durch diese angeregt und emittieren ihrerseits optische
Signale bestimmter Wellenldngen, die von einem Detektor registriert werden.

Farbung von PBMCs fir Durchflusszytometrie

Um den Oberflachenphanotyp von T- Zellen, Monozyten, NK- Zellen und MDSCs zu
charakterisieren, verwendeten wir Ko- Farbungen mit bis zu 13 Fluorophoren (adaptiert nach
(Lugli etal., 2013; Wildgruber et al., 2016). Fir T- Zellen, Monozyten und NK- Zellen wurden
je 1x10°, fir MDSCs 3x10® PBMCs gefarbt. Fiir Einzelfarbungen wurden 1x10° PBMCs
verwendet.

Die PBMCs wurden zundchst in einer 96- well Platte verteilt und dann bei 4 °C und 300 g fur
5 Minuten zentrifugiert. T- Zellen wurden anschlieRend mit einem CCR7- Antikorper in 90 pl
staining- Buffer versetzt, resuspendiert und fiir 15 Minuten bei 37 °C lichtgeschitzt inkubiert.
AnschlieRend folgte ein Waschgang (4°C, 300 g, 5 min) in 200 ul PBS. AnschlieRend wurden
die Kofarbungen (Tabelle 5) zu den Pellets in 50 pul staining- Buffer gegeben, die Pellets
resuspendiert und fir 20 Minuten bei 4 °C lichtgeschutzt inkubiert. Einzelfarbungen erfolgten

zeitgleich mit den Koféarbungen in 100 ul staining- Buffer. An die Inkubation folgend wurden
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3 Waschgange in 200 ul PBS durchgefihrt (4°C, 300 g, 5 min). AbschlieBend erfolgte die
Resuspension in 200 ul PBS zur zytometrischen Untersuchung. Zur Lebend/Tot-
Diskrimination wurde kurz vor Messung 2 pl Propidum lodide zu den gefarbten Zellen gegeben
und die Suspension resuspendiert. Abbildungen 5-8 zeigen die verwendeten Gating- Strategien.
Die Messung erfolgte an einem 3 Laser/13 Kanal Durchflusszytometer von Beckmann Coulter
(CytoFLEX).
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Tabelle 5: Antikdrper Ko- Farbungen

Panel

Bezeichnung/Zielantigen/
Fluorophor

Hersteller

T- Zellen Oberflachenphénotyp

Monozytenoberflachenphénotyp

Myeloid- derived suppressor-
cells

Anti- Human PD-1 PE

Anti- Human CD69
AlexaFluor700
Anti- Human Tim3 BV450

Anti- Human CD3 BV605

Anti- Human CD25 PE- Dazzle

Anti- Human CD45R0O
PerCP/Cy5.5

Anti- Human CCR7 FITC
Anti- Human CTLA4 PE/Cy7
Anti- Human CD28 APZ

Anti- Human CD8 BV510
Anti- Human CD4 BV785
Anti- Human CD3 FITC
Anti- Human CD16 FITC
Anti- Human PD-1 PE

Anti- Human CD86
PerCP/Cy5.5.
Anti- Human HLA-DR APZ

Anti- Human CD69
AlexaFluor700
Anti- Human PDL-1 BV510

Anti- Human CD56 BV785
Anti- Human Tim3 BV421
Anti- Human CD14 APZ/Cy7
Anti- Human CD3 FITC

Anti- Human CD14 FITC
Anti- Human CD19 FITC
Anti- Human CD56 FITC
Anti- Human IL4R- alpha PE
Anti- Human CD33 PC7

Anti- Human CD11b
AlexaFluor700

Anti- Human CD15 Pacific Blue

Biolegend, San Diego, USA
Biolegend, San Diego, USA

Biolegend, San Diego, USA
Biolegend, San Diego, USA
Biolegend, San Diego, USA
Biolegend, San Diego, USA

Biolegend, San Diego, USA
Biolegend, San Diego, USA
Biolegend, San Diego, USA
Biolegend, San Diego, USA
Biolegend, San Diego, USA
Biolegend, San Diego, USA
Biolegend, San Diego, USA
Biolegend, San Diego, USA
Biolegend, San Diego, USA

Biolegend, San Diego, USA
Biolegend, San Diego, USA

BD Bioscience, San Jose, USA
Biolegend, San Diego, USA
Biolegend, San Diego, USA
Biolegend, San Diego, USA
Biolegend, San Diego, USA

Biolegend, San Diego, USA
Biolegend, San Diego, USA
Biolegend, San Diego, USA
Biolegend, San Diego, USA
Biolegend, San Diego, USA
Biolegend, San Diego, USA

Biolegend, San Diego, USA
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Abbildung 8: Gating- Strategie fir MDSCs

3.3.3 Bead- Array

Zur quantitativen Bestimmung der im Serum befindlichen Zytokine verwendeten wir ein
kommerziell verfugbares Bead Array Kit von BD Bioscience (BD CBA Flex Sets). Der Bead-
Array ist ebenfalls ein spektrometrisches Verfahren, das dem Funktionsprinzip von
»Antikorper- Sandwich® Assays folgt. Hierbei werden ,,Capture Beads* mit einer spezifischen

Fluoreszenzintensitdt verwendet, deren Oberflache zusatzlich mit Analyt- spezifischen
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Antikdrpern konjugiert ist. Freie Fluorophor- konjugierte ,,Detection-* Antikodrper (PE-
konjugierte Antikorper) binden ebenfalls spezifisch an das Analyt, sodass sich die klassische
»Antikorper- Sandwich® Struktur ergibt. Die Untersuchung erfolgt anschlieBend im
Durchflusszytometer. Je mehr Analyt und damit Detection- Antikorper der Capture- Bead
gebunden hat, desto starker ist die Fluoreszenzintensitat, die von den Antikérper- konjugierten

Fluorophoren ausgeht. Abbildung 9 zeigt das Prinzip schematisch.

Durch die spezifische Fluoreszenzintensitét (in den BD CBA Flex Sets APZ und APZ-Cy7) der

Bead Analyt PE- konjugierter Antkorper Laser Kapillare Detektor

. 4 " y % Y
. + R >Q““ — ‘, ‘
® 3 'Y N e )
v i: it
%
}

Abbildung 9: Prinzip des Bead Array

Capture Beads kdnnen zeitgleich in derselben Probe bis zu 10 Analyten bestimmt werden. Zur
quantitativen Bestimmung wird eine Verdinnungsreihe mit rekombinanten Protein des
untersuchten Analyts durchgefuhrt und eine 5- Punkt- logarithmische Standardkurve berechnet.
Zur genauen Durchfiihrung des Assays sei an dieser Stelle auf das vom Hersteller erstellte
Protokoll verwiesen. Die Messung erfolgte an einem 3- Laser Durchflusszytometer von BD
Bioscience (BD Canto II).

3.3.4 Zellkultur und Stimulations- Assay

Zur Uberpriifung der in- vitro Effektorfunktion von T- und NK- Zellen fiihrten wir ein Kurzzeit
Stimulationsexperiment in einer Zellkultur durch mit konsekutiver intrazellulérer
Zytokinfarbung und Messung mittels Durchflusszytometrie (adaptiert nach (Kutscher et al.,
2013a)).

Hierfur verwendeten wir kryokonservierte PBMCs. Dies ermdglichte, eine grof3e Probenanzahl
gleichzeitig zu stimulieren und somit nahezu identische experimentelle Bedingungen tber die
gesamte Studienpopulation zu erzeugen. Die anschlielende intrazelluldre Zytokinfarbung
erlaubte eine zellspezifische Untersuchung der Effektorfunktion. Zur Stimulation verwendeten
wir einen kommerziell verfligbaren Stimulator Mix (T-activated ImmunoScan Cocktail,

Lophius).
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3.3.4.1 Durchfuhrung
Auftauen von kryokonservierten PBMCs

Die Kryorohrchen wurden nach Entfernen aus dem Stickstofftank in einer Styroporbox mit
Trockeneis zwischengelagert. Das Auftauen der Proben erfolgte einzeln. Dazu wurden die
Kryorohrchen fiir 1:15 Minute in ein 37 °C warmes Wasserbad getaucht, sodass sich das
Kryomedium zu ca. 2/3 wieder verflissigte.

Unter sterilen Bedingungen wurden 1 ml RPMI mit 10% FCS und 1% Penicillin/Streptomycin
(RPMI-10) tropfchenweise zum Kryomedium hinzupipettiert und dann resuspendiert.
Anschlielend wurde das Kryomedium- RPMI-10- Gemisch zu 9 ml vorgewarmtem RPMI-10
in einem 15 ml Falcon transferiert und erneut resuspendiert. Es folgten 2 Waschgénge in 10 ml
RPMI-10 (19 °C, 300 g, 10 min). Um Zellbestandteile von beim Auftauen gestorbenen Zellen
zu entfernen wurde der Pellet erneut in 10 ml RPMI-10 resuspendiert und die Suspension durch
einen 100 pl Zellsieb gegeben. 10 pl wurden zur Zellzdhlung mittels Trypanblau- Féarbung
abgetrennt. Die Zellsuspension wurde abschlieRend in einem 50 ml Falcon fiir 18 Stunden in
einem 37°C Inkubator bei 5% CO: inkubiert. Zur Ermdglichung des Gasaustausches wurde der
Deckel um eine halbe Umdrehung getffnet.

Diese Inkubationszeit diente der Erholung der PBMCs vom Auftaustress sowie um einen
vollstandigen Ablauf von dadurch eventuell induzierter Apoptose oder Nekrose zu erlauben.
Nach Ablauf der Erholungs- Phase wurden die Zellen erneut in 10 ml RPMI-10 gewaschen (19
°C, 300 g, 10 min) und mittels Trypanblau Farbung gezahlt. Eine Viabilitdt von >70% war
Voraussetzung flr eine zuverlassige Effektorfunktion (Kutscher et al., 2013Db).

Stimulation

Zur Stimulation wurden 2x10® PBMCs von der Zellsuspension abgetrennt und in einem neuen
15 ml Falcon zentrifugiert (21 °C, 560 g, 5 min). Der Zellpellet wurde anschlielend in 200 pl
eines Kostimulator- Buffers (RPMI-10 und 0,3% Anti- CD28- Antikorper) resuspendiert. Dies
sicherte die APZ- unabhéngige Aktivierung von T- Zellen. In einer 96- well Platte wurden pro
Proband je 1x10° PBMCs in 100 pl auf 2 Wells verteilt (Stimulation und jeweilige
Negativkontrolle). Anschliefend wurden 50 pl des Stimulator- Buffers (RPMI-10 und 40%
Stimulator Mix) zu dem Stimulationswell und 50 pl RPMI-10 zur Negativkontrolle
hinzugefugt. Folgend wurden die Proben fir 12 Stunden bei 37°C und 5% CO- erneut inkubiert.
Nach Ablauf dieser Zeit wurden 50 ul Brefeldin A (BFA)- Buffer (RPMI-10 und 0,83% BFA)

zu beiden Wells addiert, um den Golgi- Apparat zu blocken und somit die Vesikel-
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Ausschleusung von intrazellular befindlichen Zytokinen zu stoppen. Die Proben wurden fir
weitere 4 Stunden bei 37°C und 5% CO: inkubiert. Die gesamte Stimulationszeit lag somit bei
16 Stunden. Um die Stimulation zu stoppen wurde die 96- well- Platte mit Parafilm isoliert und
auf Eis in einem Kihlschrank auf 4 °C runtergekhlt.

Intrazelluléar- und Oberflachenfarbung

Nach Herunterkiihlung wurden die Proben fir 5 Minuten bei 4°C und 560 g
herunterzentrifugiert. Zur Lebend-Tod- Diskriminierung wurden anschlieflend die Zellpellets
in 50 pl eines Ultraviolett (UV)- Stain- Buffer (Staining Buffer und 0,25% Live/Dead Fixable
Blue Stain) resuspendiert und 30 Minuten bei 4°C lichtgeschutzt inkubiert. Es folgten 3
Waschgénge in 200 ul staining- Buffer (4 °C, 560 g, 5 min). Zur Bindung der Zytokine im
Intrazellularraum erfolgte die Fixierung der Zellen mittels 100 pl IC Fixation Buffer und 20-
mindtiger Inkubation. Anschlie3end folgte die Permeabilisierung der Zellmembran mittels 100
pl Permeabilization Buffer (Perm- Buffer). Demnach wurden 4 Waschgéange in 200 pl Perm-
Buffer (4 °C, 710 g, 5 min) durchgefihrt. Zur Farbung wurden die Pellets in 50 pl Perm- Buffer
sowie den Ko- Farbungen in 30 ul Staining- Buffer resuspendiert und 30 Minuten bei 4 °C
lichtgeschutzt inkubiert. Zeitglich wurden die Einzelfarbungen mit Kompensations- Beads
durchgefihrt. Abschliefend wurden die Zellen 3- mal in 200 pl Perm- Buffer, die
Kompensations- Beads in 200 pl Staining- Buffer gewaschen (4 °C, 710 g, 5 min). Zur
durchflusszytometrischen Untersuchung wurden die Zellen abschlieBend in 200 ul Staining-
Buffer in Suspension genommen und bis zur Messung lichtgeschiitzt auf Eis gelagert. Die
Messung erfolgte an einem 4- Laser/18- Kanal Durchflusszytometer von BD Bioscience (BD
LSR Fortessa). Zur Auswertung wurde die in Abbildung 10 gezeigte Gating- Strategie

verwendet.
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Abbildung 10: Gating- Strategie fiir intrazelluldre Zytokinfarbung
3.3.5 Statistische Analyse

Zur statistischen Analyse wurde das Statistikprogramm SPSS 23 von IBM verwendet.
Datenséatze wurden mittels visueller Einschatzung des Histogramms sowie dem Parameter
Schiefe (Annahme von Normalverteilung bei Werten von -2 bis +2) auf Normalverteilung

untersucht. Bei Normalverteilung erfolgten Mittelwertsvergleiche mit dem student’s t-test, bei



40

nicht- Normalverteilung mit dem Mann- Whitney- U- Test. Adjustierung der p- Werte erfolgte
nach Carlson Comorbidity Index (CCI) (Liu, Huang, Gilbertson, Foley, & Collins, 2010) und
medikamentoser Immunsuppression mittels einer  ANCOVA- Analyse (analysis of
covariances). Unterschiede nominal skalierter Parameter zwischen den Gruppen wurden mittels
des Chi- Quadrat- Tests berechnet. Gezeigt werden Mittelwerte +/- 1 SEM. Die grafische
Darstellung der p- Werte bedient sich folgender Schlissel: *= p < 0,05; **=p < 0,01; ***=p<
0,001.

Korrelationen wurden je nach Normalverteilung mit Pearson oder Spearman- Korrelation
berechnet. Adjustierung der p- Werte erfolgte nach bestandener Annahmen- Uberpriifung
mittels multipler linearer Regression nach Alter, BMI, CCI, Diabetes mellitus, chronischer
Infektion,  rheumatologischer ~ Erkrankung, = Tumor,  Katheter, = medikamenttse
Immunsuppression, Statine sowie Albumin. Angegeben sind der standardisierte

Korrelationskoeffizient B sowie der p- Wert.
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4  Ergebnisse

4.1 Deskriptive Kohortenstatistik

Die in die Studie eingeschlossene Patientenkohorte zeigte ein Durchschnittsalter von 70 Jahren
und bestand zu 45,9 % aus Méannern. Die eingeschlossene Kontrollgruppe unterscheidet sich
im Altersdurchschnitt und der Geschlechterverteilung nicht signifikant von der HD- Gruppe.
Eine genauere Charakterisierung der Studienpopulation bietet Tabelle 6.

Fur Mittelwertsvergleichs- Analysen hinsichtlich des Oberflachenphanotyps und der T-Zell-
Effektorfunktion wurden Alters- und Geschlecht- gematchte Patienten- und Kontrollgruppen
ermittelt. Detaillierte Kohortencharakteristika zeigen Tabellen 6-10 im Abschnitt 10:

Supplementéare Daten.
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Tabelle 5: Deskriptive Statistik der Studienpopulation

Parameter HD- Patienten Kontrollgruppe p- Wert
Anzahl, n 74 74 -

Alter (Jahre), MW + SD 70+ 15 67 £ 12 0,247
Geschlecht (mannlich), n (%) 34 (45,9) 36 (48,6) 0,742
BMI (kg/m?), MW + SD 26 £5 24+ 4 0,020
Oberarmumfang (cm) MW +SD 294 26+ 3 <0,001
Adaptierter CCI (0-21) MW £SD 4+3 0+0 <0,001
MI in Anamnese, n (%) 14 (19) 0(0) <0,001
Hypertensive Herzerkrankung, n

(%) 34 (46) 0 (0) <0,001
KHK, pAVK oder Apoplex in

Anamnese, n (%) 37 (50) 1(1,4) <0,001
Diabetes , n (%) 25 (34) 0(0) <0,001
COPD, n (%) 6 (8) 0 (0) 0,012
Neoplasie in Anamnese, n (%) 29 (39) 4 (5,4) <0,001
Vorhofflimmern, n (%) 17 (23) 0(0) <0,001
Rheumatologische Erkrankung, n

(%) 7(9) 0(0) 0,007
Chronische Infektion, n(%) 4 (5) 0(0) 0,043
Hospitalisierungen in letzten 24

Monaten, MW + SD 312 00 <0,001
Hospitalisierungen wg. primér

infektiosen Ereignis, MW +SD 0%1 00 <0,001
HD vintage (Monate), Median

(IQR) 35 (17 - 55,25) - -
Katheter 8 (11) - -

Kt/V, MW £ SD 1,2+0,3 - -
Nikotinabusus, n (%) 14 (19) 14 (18,9) 1,000
Medikamentose

Immunsuppression, n (%) 22 (30) 0(0) <0,001
Statine 30 (41) 6 (8,1) <0,001
Albumin (g/L), MW + SD * 41+04 39+0,2 0,052
CRP (g/L), Median (IQR) * 5,1(2,05-9,4) 0,11 (0,04 - 0,27) <0,001
IL-6 (pg/mL), Median (IQR) * 4,1 (2,43-7,12) 1,01 (0,55 - 1,7) <0,001
IL-8 (pg/mL), Median (IQR) * 16,12 (11,85 - 20,65) 5,7 (4,68 - 7,17) <0,001

*unvollstdndige Daten (Patienten/Gesunde Kontrollen): Albumin n=3/53; CRP n=1/0; IL-6 n=10/19; I1L-8 n=9/0
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4.2 Ergebnisse zu Untersuchungen des Immunphéinotyp bei
Dialysepatienten

Hauptmerkmal der Immunparalyse ist das gleichzeitige Bestehen von Inflammation und

Immundefizienz. Aus diesem Grunde untersuchten wir Serum und verschiedene

Zellpopulationen sowohl auf Merkmale der Immun- Aktivierung und Supprimierung.

4.2.1 Monozyten von Dialysepatienten zeigen vermehrt Zeichen von Aktvierung

Als Zeichen monozytarer Aktivierung kénnen verschiedene Parameter herangezogen werden:
Zum einen kommt es bei chronischer Aktivierung des Monozytenkompartiments zu einer
Zunahme pro- inflammatorischer Subpopulationen. Des Weiteren kommt es zu einer Zunahme
von CD69- positiven Zellen. Wir erwarteten, dass sich beides bei HD- Patienten im Vergleich
zu gesunden Probanden zeigen wirde.

Um dies zu erfassen quantifizierten wir von 67 HD- Patienten und 67 alters- und
geschlechtsgematchten gesunden Kontrollprobanden via Durchflusszytometrie die Verteilung
der Monozyten in ihre funktionell distinkten Subpopulationen. Monozyten unterlaufen bei
chronischer Aktivierung einer phanotypischen Veranderung. So exprimieren sie zusatzlich zu
ihrem Stammlinienmarker CD14 mit zunehmender pro- inflammatorischer Reizung zusétzlich
den Fc- Rezeptor CD16. Daraus ergeben sich folgende drei Subpopulationen: die grofite Klasse
der klassischen Monozyten (engl.: classical monocytes, CM bzw. CD14"CD16°) sowie die
beiden pro- inflammatorischen Subpopulationen intermedidre Monozyten (engl.: intermediate
monocytes, IM bzw. CD14*CD16'%) und non- klassische Monozyten (engl.: non- classical
monocytes, NCM bzw. CD14*CD16"9"). Ebenso untersuchten wir die Monozyten auf das
Oberflachenmolekiil CD69, welches nach ihrer Aktivierung vermehrt exprimiert wird.

Bei HD- Patienten konnten wir im Vergleich zur gesunden Kontrollgruppe eine Expansion der
pro- inflammatorischen IM- Populationen beobachten mit gleichzeitiger Verkleinerung der
CM- Population. Die Grolke der NCM- Population zeigte keine signifikanten Unterschiede
zwischen den Gruppen (Abb. 11A). Zudem konnten wir eine héhere Frequenz CD69*
Monozyten- Populationen in der HD- Gruppe im Vergleich zur Kontrollgruppe feststellen
(Abb. 11B).
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Abbildung 11: Merkmale von Monozyten Aktivierung; A: Distribution der Monozyten- Subpopulationen;
B: Expression des Aktivierungsmarkers CD69 auf Monozyten; *: p <0,05; **: p<0,005; ***: p<0,001; (CM:
classical monocytes; IM: intermediate monocytes; NCM: non- classical monocytes)
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4.2.2 Monozyten von Dialysepatienten zeigen eine veranderte Expression von

Rezeptoren fur die Antigenprasentation

Eine verminderte Fahigkeit zur Antigenprésentation ist eines der wichtigsten Merkmale der
Immunparalyse in der Sepsis. Aus diesem Grund untersuchten wir mittels Durchflusszytometrie
von 67 HD- Patienten und 67 alters- und geschlechts- gematchten gesunden Kontrollen die
Zelloberflache von Monozyten auf die Expression der fur die Antigenprésentation wichtigen
Rezeptoren HLA- DR sowie CD86.

In der HD- Gruppe zeigte sich in unserer Untersuchung eine erhéhte Frequenz von HLA- DR
CM sowie HLA- DR*NCM (Abb. 12A)

Es zeigten sich hingegen weniger CD86" CM in der HD- Gruppe, verglichen mit den gesunden
Kontrollen (Abb. 12B). In der IM- Subpopulation zeigte sich kein Unterschied

zwischen den Gruppen.
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Abbildung 12: Expression der fiur die Antigenprésentation notwendigen Rezeptoren; A: HLA-DR auf
Monozyten; B: CD86 auf Monozyten, *: p <0,05; **: p<0,005; ***: p<0,001
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4.2.3 Monozyten von Dialysepatienten exprimieren vermehrt Rezeptoren der

Immunparalyse

Als Tréger des Liganden fir den Koinhibitor PD-1 auf T- Zellen, PDL-1, k6nnen Monozyten
zudem die T- Zell- Funktion unterdriicken. Auch kommt es in der Immunparalayse zu einem
vermehrten Vorkommen von Exhaustionmarker (PD-1 und Tim-3)- positiven Monozyten

Wir bestimmten daher mittels Durchflusszytometrie PD-1, PDL-1 sowie Tim-3 auf der
Oberflache aller drei Monozytenpopulationen von 67 HD- Patienten und 67 alters- und
geschlechts- gematchte gesunde Kontrollen.

Wir fanden in der HD- Gruppe signifikant mehr PD-1" und PDL-1* CM sowie IM. Zwischen
den NCM beider Gruppen fanden sich keine signifikanten Unterschiede (Abb. 13A und 13C).
Zudem fanden sich signifikant mehr Tim-3* CM, IM und NCM in der HD- Gruppe (Abb. 13B).
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50

4.2.4 Dialysepatienten zeigen erhéhte Serum- Konzentrationen von pro-

inflammatorischen akute- Phase- Proteinen und Zytokinen

Da sich in der Monozyten- Oberflachenphénotypisierung Zeichen der Aktivierung zeigten,
stellte sich uns die Frage, ob sich dies auch in einem veranderten Serum- Milieu manifestieren
wirde. Wir vermuteten, dass im Serum von HD- Patienten erhdhte Konzentrationen der
Monozyten- abhéngigen Zytokine IL- 6, das von IL-6 induzierte CRP und die monozytaren
Chemokine ,,monocyte chemoattractant protein-1¢ (MCP-1), ,,chemokine ligand 5“ (CCL5)
und IL-8 zu finden waren.

Wir verglichen daher mittels Bead Array die Konzentrationen dieser Mediatoren im Serum von
70 HD- Patienten versus 70 alters- und geschlechts- gematchten gesunde Kontrollen.

Es zeigte sich, dass verglichen mit der gesunden Kontrollgruppe im Serum von HD- Patienten
signifikant hohere Konzentrationen von IL-6 vorlagen. Damit bereinstimmend zeigte sich in
bei HD- Patienten im Vergleich mit den gesunden Kontrollen auch CRP signifikant erhéht
(Abb. 14A).

Ebenso erwiesen sich die Serumkonzentrationen der Chemokine IL-8, CCL-5 und IP-10 in der
HD- Gruppe als signifikant erhoht (Abb. 14B).
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Abbildung 14: Pro- inflammatorische Biomarker; A: Interleukin-6 und das von ihm induzierte das akute- Phase-
Protein CRP; B: Chemokine MCP-1, IL-8, CCL-5 und IP-10; *: p <0,05; **: p<0,005; ***: p<0,001
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4.2.5 Auf Monozyten korreliert Expression von Markern der Immunparalyse mit

Expression von Markern der Inflammation

Verschiedene Monozytenpopulationen exprimierten in unseren Untersuchungen sowohl
vermehrt Marker der Immunparalyse wie PDL-1, PD-1 und Tim-3 sowie Marker der
Aktivierung wie CD69. Um den vermuteten Zusammenhang beider Phanomene zu
untersuchen, fuhrten wir bivariate Korrelationen zwischen den jeweiligen Markern durch. Hier
zeigte sich, dass die Tim-3 Expression von CM sowie NCM mit der Expression des
Aktivierungsmarkers CD69 Kkorrelierte (Abb. 15A). Weiterhin korrelierte auf CM die
Expression von PD-1 mit der Expression von CD69 (Abb. 15B).
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4.2.6 T- Zellen von Dialysepatienten zeigen eine Verschiebung zu élteren T-

Gedachtniszell- Generationen

Wie einleitend erwéhnt existieren unterschiedlich Entwicklungsstadien der T- Geddachtnis-
Zellen, wobei deren Alterung unter anderem durch rezidivierende Aktivierung bedingt ist
(Abb.2). Um die Verteilung bei HD- Patienten néher zu charakterisieren quantifizierten wir
mittels Durchflusszytometrie die jeweiligen Subpopulationen bei 74 HD- Patienten und 74
alters- und geschlechts- gematchten gesunden Kontrollen. Das Expressionsmuster der beiden
Oberflachenmolekiile CD45R0 und CCRY7 erlaubt die Unterteilung in naive (T- naive), central
memory (T- cm), effector memory (T-em) und terminal differenzierten Gedéchtniszellen (T-
emra bzw.) (Boots et al., 2013).

Bei den CD4* T- Zellen zeigte sich in der HD- Gruppe eine signifikant kleinere T- naive
Population einhergehend mit signifikant groReren Populationen der T- em und T- emra (Abb.
16A).

Eine ahnliche Tendenz war bei den CD8" T- Zellen zu beobachten. In der HD- Gruppe waren
die T- cm und T- em- Populationen signifikant kleiner als in der Kontrollgruppe, die T- emra

Gedachtniszellpopulationen hingegen signifikant groRer (Abb. 16B).
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56

4.2.7 Altere T- Zell Generationen exprimieren auch in gesunden Kontrollen weniger

Korezeptoren und vermehrt Marker der T- Zell- Erschépfung

Um die Bedeutung der in der vorherigen Untersuchung beobachteten Generations-
Verschiebung néher zu beleuchten entschieden wir uns dafur, die einzelnen T-
Gedachtniszellpopulationen néher zu charakterisieren. Uns interessierte, ob auch
physiologisch, also auch bei gesunden Probanden, Unterschiede zwischen den verschiedenen
Gedachtniszell- Populationen hinsichtlich ihres Korezeptorprofils zu beobachten wéren.

Wir untersuchten daher die Expression des stimulatorischen bzw. inhibitorischen Korezeptors
CD28 bzw. PD-1 auf T- Zellen von 74 gesunden Kontrollprobanden und verglichen diese
zwischen den unterschiedlichen Generationen.

Hier zeigte sich, dass sich bei den alteren (T- em und T- emra) CD4* und CD8" Gedachtniszell-
Generationen signifikant weniger CD28" T- Zellen fanden als bei den jiingeren (T- naive und
T-cm). Am wenigsten CD28" T- Zellen fanden sich sowohl bei CD4" als auch CD8" Zellen bei
den T-emra Subpopulationen. Verglichen mit naiven T- Zellen exprimierten von den terminal
differenzierten Gedéchtniszellen nur noch rund ein Viertel der Zellen CD28 (Abb. 17A). Zudem
fanden sich in den élteren Generationen zunehmend mehr PD-1* T- Zellen. Die meisten PD-1*
Zellen fanden sich sowohl bei CD4" als auch CD8" Zellen bei den T- em- Gedachtniszellen
(Abb. 17B).
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p<0,001
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4.2.8 T- Zellen von Dialysepatienten zeigen vermehrt Zeichen von Aktivierung

Uns stellte sich die Frage, ob es bei T- Zellen ebenfalls zu einer dauerhaften Aktivierung
kommt, weshalb wir von 74 HD- Patienten sowie 74 alters- und geschlechts- gematchten
gesunden Kontrollen die Zelloberflachen von CD4" T- Helferzellen sowie CD8" T- Killerzellen
und deren Gedéchtniszell- Populationen mittels Durchflusszytometrie auf zwei
Aktivierungsmarker untersuchten: CD69 wird auch auf T- Zellen innerhalb von wenigen
Stunden nach Aktivierung auf der Zelloberflache exprimiert und ist somit ein friher
Aktivierungsmarker, CD25 hingegen dient der Aufrechterhaltung der Effektorfunktion und ist
somit ein spater Aktivierungsmarker (Reddy, Eirikis, Davis, Davis, & Prabhakar, 2004).

Wir fanden in der HD- Gruppe signifikant mehr CD25* und CD69" naive und central memory
CD4" T- Helferzellen im Vergleich zur Kontrollgruppe. Zudem fanden sich in der HD- Gruppe
signifikant mehr CD25" effector- memory CD4" T- Helferzellen (Abb. 18A).

Einige Subpopulationen der CD8* T- Killerzellen zeigten ebenso Zeichen von sowohl frither
als auch anhaltender Aktivierung. So fanden sich in der HD- Gruppe in allen Subpopulationen
signifikant mehr CD25" CD8"- T. Killerzellen. Eine groRere ZahICD69" CD8" T- Killerzellen
konnte wir bei HD- Patienten hingegen nur bei den central memory und terminal differenzierten
CD8*T- Killerzellenbeobachten (Abb. 18B).
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Abbildung 18: T- Zellen zeigen Zeichen von friher und spéter Aktivierung; A: Aktivierungsmarker auf CD4*
T- Helferzell- Subpopulationen; B: Aktivierungsmarker auf CD8* T- Killerzell- Subpopulationen; *: p <0,05; **:
p<0,005; ***: p<0,001

4.2.9 Bei Dialysepatienten bestehen mehr CD28- negative CD4* T- Helfer- und CD8* T-

Killerzellen

Als n&chstes stellte sich uns die Frage, ob T- Zellen auch Verdnderungen der

Aktivierungsempféanglichkeit ~ zeigen  wirden.  Hierzu  verglichen  wir  mittels
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Durchflusszytometrie die Haufigkeit CD28- negativer T- Zellen von 74 HD- Patienten versus
74 alters- und geschlechts- gematchte gesunde Kontrollen. Hier zeigte sich sowohl in der
gesamten Population der CD4* Zellen als auch in den einzeln betrachteten CD4*
Subpopulationen signifikant mehr CD28- negative CD4" T- Zellen als in der Kontrollgruppe
(Abb. 19A). Ferner zeigten sich in der Gesamtpopulation der CD8" T- Zellen der HD- Gruppe
signifikant mehr CD28- negative T- Killerzellen, bei Einzelbetrachtung der Subpopulationen
zeigten sich jedoch nur bei den T- em- CD8* T- Zellen eine signifikant hohere Frequenz von
CD28- negativen Zellen (Abb. 19B).
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4.2.10 Verlust von CD28 auf T- Zellen korreliert mit zelluldaren und 16slichen Markern

der Inflammation

In unseren vorherigen Untersuchungen zeigte sich bei HD- Patienten ein vermehrtes
Vorkommen CD28- negativer T- Zellen. Aufgrund dem bei anderen chronisch-
inflammatorischen Krankheitsbildern auftretende CD28 Verlust, der mit einer Erhéhung von
pro- inflammatorischen Zytokinen assoziiert ist, untersuchten wir ob sich auch in unserem HD-
Kollektiv eine Kaorrelation zwischen der Haufigkeit CD28*- T- Zellen und Serum-
Konzentrationen von IL-6, IL-8, CCL5 oder IP-10 finden wiirde.

Es zeigte sich, dass die Haufigkeit CD28" T- Zellen der gesamten CD4" Zellen negativ mit der
Serum- Konzentration des Chemokins IP-10 korrelierte. In den Subpopulationen der CD4*
Zellen zeigte sich dieser Effekt nur in den effector memory T- Zellen (Abb. 20A).

Auf naiven T- Zellen korrelierte zudem die Haufigkeit von CD28" CD4" Zellen- negativ mit
dem Aktivierungsmarker CD69 (Abb. 20B)
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64

4.2.11 Dialysepatienten zeigen keine konsistente Vermehrung Exhaustionmarker-

positiver T-Zellen.

Bei der klassischen T- cell- exhaustion kommt es zu einer gleichzeitigen Uberexpression
mehrerer Koinhibitoren wie PD-1, CTLA-4 und Tim-3 auf T- Zellen. Wir untersuchten daher
die Oberflache von CD4" und CD8" T- Zellen von 74 HD- Patienten und 74 alters- und
geschlechts- gematchten gesunden Kontrollen auf diese Koinhibitoren mittels
Durchflusszytometrie.

In der HD- Gruppe fanden sich signifikant mehr PD-1* CD4" T- naive und T- cm Zellen (Abb.
21A). Hingegen fanden sich in der HD- Gruppe signifikant weniger CTLA-4" und Tim-3* CD4"
T- Zellen (Abb. 21B und 21C). Hinsichtlich der CD8" T- Killerzellen fanden sich in der HD-
Gruppe signifikant weniger PD-1" T- em Zellen (Abb. 21A). Zudem zeigten sich in der HD-
Gruppe signifikant weniger CTLA4" und Tim-3" CD8" T- Zellen (Abb. 21B und 21C)
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4.2.12 Marker der T- Zell- Erschopfung korrelieren mit Markern der T- Zell-
Aktivierung

Als néchstes stellte sich uns die Frage, ob auch auf T- Zellen die haufigere Expression von
Markern der Immunparalyse mit der von zelluldrer Aktivierung assoziiert sein wirde. Hierzu
fihrten wir eine Korrelation nach Pearson bzw. Spearman durch und adjustierten mittels
multipler linearer Regression. Es zeigte sich, dass auf naiven CD4" T- Zellen der Koinhibitor

PD-1 mit den Aktivierungsmarkern CD25 und CD69 signifikant korrelierte (Abb. 23).



69

3 =0,434; p < 0,001
R=0,313;, p=0,011

20 115_ o
° +
é 7 % § 1,0
o = ° O = °
2 © T ©
g < t s
T [e] - [e]
R R
< a
8 o
0 T T T T T T T T
0 2 4 6 8 10 12 14
[% of parent] [% of parent]
CD4+ T- naive/PD1+ CD4+ T- naive/PD1+
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T- Helferzellen; A und B: Korrelation von PD1 mit CD25 bzw. CD69 auf CD4+ T- Zellen
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4.2.13 HD- Patienten zeigen trotz verstarkter T- Zell- Aktivierung niedrigere

Serumkonzentrationen von T- Zell- typischen Zytokinen

Nachdem sich zeigte, dass T- Zellen zwar einen aktivierten Phénotyp, zugleich aber ein teils
inhibitorisches Rezeptorprofil exprimierten, interessierte uns wie sich diese Veranderungen im
basalen Zytokinmilieu manifestieren wirden. Aus diesem Grund untersuchten wir das Serum
unserer Probanden auf das T- Zell- spezifische IL-2, welches der Aufrechterhaltung der T- Zell-
Effektorfunktion nach einer Aktivierung dient. Ebenso untersuchten wir das Serum auf IFN- vy,
ein typisches, wenngleich nicht spezifisches T- Zell- Zytokin, Gber das T- Helferzellen die
Funktion zahlreicher anderer Leukozyten regulieren. Wir fuhrten diese Untersuchung mittels
Bead- Array im Serum von 70 HD- Patienten und 70 alters- und geschlechts- gematchte
gesunde Kontrollen.

Es zeigte sich, dass die durchschnittlichen Serumkonzentrationen sowohl von IFN- y von als
auch von IL- 2 in der HD- Gruppe signifikant niedriger lagen als in der Kontrollgruppe (Abb.
24).
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Abbildung 24: T- Zell- typische Zytokine IL-2 und IFN- y; *: p <0,05; **: p<0,005; ***: p<0,001
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4.2.14 T- Helferzellen von Dialysepatienten zeigen nach Stimulation keine Interferon-

Antwort

In vorigen Untersuchungen zeigte sich hinsichtlich der T- Zellen trotz Aktivierung eine
geringere Menge an T- Zell- typischen Zytokinen im Serum der HD- Patienten. Da Serum-
Untersuchungen von IFN-y jedoch keine sicheren Riickschliisse auf die Herkunft dieses
Zytokins erlauben, unterzogen wir die T-Zellen einer 16- stiindigen in- vitro- Stimulation mit
anschlieBender intrazellularer IFN-y — Markierung und durchflusszytometrischer
Untersuchung. Wir verwendeten dazu kryokonservierte PBMCs von 59 HD- Patienten sowie
von 58 alters- und geschlechts- gematchten gesunden Kontrollen.

Nach der Stimulation blieb eine signifikante IFN-y- Antwort der CD4* T- Zellen von HD-
Patienten aus, wahrend T- Zellen der gesunden Kontrollen nach Stimulation eine signifikant
starkere IFN-y — Produktion zeigten (Abb. 25).
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Abbildung 25: Interferon- y- Antwort von CD4+ T- Helferzellen; *: p <0,05; **: p<0,005; ***: p<0,001
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4.2.15 T-Zellen von Dialyse- Patienten zeigen nach Stimulation eine Typ 2 T- Helferzell-

typische Zytokinantwort

Eine IFN- y- Antwort von T- Helferzellen ist spezifisch fiir Typ 1 T- Helferzellen. Da diese im
Stimulationsversuch ausblieb, vermuteten wir, dass naive T- Zellen entsprechend der
Immunparalyse auf einen Aktivierungsreiz mit einer Polarisation in Richtung der Th-2- Zellen
reagieren. Aus diesem Grund fihrten wir das Stimulationsexperiment ebenso mit einer
anschlieBenden intrazelluldren Farbung der Th2- typischen Zytokine IL-4 und IL-10 durch.

Es zeigte sich, dass stimulierte CD4" T- Zellen der HD- Gruppe verglichen mit stimulierten
CD4" T- Zellen der Kontrollgruppe in der Tat signifikant mehr IL-4 und IL-10 produzierten
(Abb. 26A). Auch stimulierte CD8" T- Zellen von HD- produzierten signifikant mehr IL-4 als
CD8* T- Zellen der Kontrollgruppe (Abb. 26B).
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Abbildung 26: Zytokinproduktion nach T- Zell Stimulation; A: Th-2 Antwort von CD4+ T- Helferzellen;
B: IL-4- Produktion von CD8+ T- Killerzellen; *: p <0,05; **: p<0,005; ***: p<0,001
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4.2.16 T- Zellen von Dialysepatienten sind auch in ihrer frihen Effektorfunktion

eingeschrankt

Naive T- Zellen durchlaufen nach ihrer Aktivierung durch APZ unterschiedliche Stadien, in der
sie sukzessive Effektorfunktionen wie Typ- spezifische Zytokinproduktion oder Zytotoxizitat
gewinnen. Eine frihe und wichtige Funktion von T- Zellen ist auBerdem die additive
Produktion von TNF-o (Brehm, Daniels, & Welsh, 2005), welches ansonsten in erster Linien
von Zellen des angeborenen Immunsystems produziert wird.

Wir stellten uns daher die Frage, ob T- Zellen auch in ihrer frihen, supportiven Rolle eine
Storung aufweisen und flhrten daher die Stimulation mit anschlieRender intrazellul&rer TNF-
a Farbung durch.

Es ergab sich, dass sowohl stimulierte CD4* T- Helferzellen als auch CD8" T- Killerzellen
weniger TNF- o produzierten als entsprechende T- Zellen der gesunden Kontrollen (Abb. 27A
und Abb. 27B). Ein Vergleich innerhalb der HD- Gruppe zwischen 10 HD- Patienten mit und
10 HD- Patienten ohne Infekthistorie zeigte, dass die TNF-o Produktion der CD4" T-
Helferzellen der Patienten mit Infekthistorie signifikant niedriger war als derer ohne
Infekthistorie (Abb. 27C).
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Abbildung 27: TNF-a- Produktion stimulierter T- Zellen; A: TNF- a- Produktion von CD4+ T- Zellen;

B: TNF- a- Produktion von CD8+ T- Zellen; C: TNF- a- Produktion von CD4+ T- Zellen innerhalb des HD-
Kollektivs; *: p <0,05; **: p<0,005; ***: p<0,001
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4.2.17 Serumkonzentrationen von Interleukin-10 und -4 sind bei Dialysepatienten nicht
erhoht

Der zentrale Mediator in der Immunparalyse ist das anti- inflammatorische 1L-10, weshalb wir
vermuteten, dass auch bei HD- Patienten dieses Zytokin basal erhéht sein wirde. Auch ist eine
Polarisation in Richtung Th2 Zellen ein typisches Phdnomen der Immunparalyse, deren
Haupteffektormolekil wiederum IL-10 ist. Ebenso untersuchten wir die Serumkonzentration
von IL-4, welches eine Differenzierung von naiven in Th-2 Zellen fordert. Wir untersuchten
hierzu das Serum von 70 HD- Patienten und 70 alters- und geschlechts- gematchter Patienten
mittels Bead- Array.

Die durchschnittliche Serumkonzentration von IL-10 unterschied sich jedoch nicht signifikant
in der HD- Gruppe von der unserer gesunden Kontrollgruppe, wahrend die von IL-4 in der HD-

Gruppe signifikant niedriger lag (Abb. 28).
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Abbildung 28: Serumkonzentration von Interleukin- 10 und -4; *: p <0,05; **: p<0,005; ***: p<0,001
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5 Diskussion

5.1 Monozyten von Hiamodialyse- Patienten zeigen keinen

reprogrammierten Phiinotyp

Monozyten in der Immunparalyse zeigen einen veranderten Phénotyp, der unter dem Begriff
,monocyte reprogramming” zusammengefasst werden kann. Monocyte reprogramming
beschreibt einen physiologischen Mechanismus, der bei infektiosen Ereignissen auftritt und
zum Ziel hat, Gewebe- bzw. Organschaden aufgrund von massiver Inflammation zu begrenzen.
Im Mausmodell konnte gezeigt werden, dass eine durch vorherige Verabreichung von LPS
generierte Toleranz bei einer erneuten Infektion protektiv wirken kann (Colletti, Remick, &
Campbell, 1994; He et al., 1992; Heemann et al., 2000). Experimentell wird das monocyte
reprogramming im Endotoxin- Toleranz- Modell untersucht (Cavaillon & Adib-Conquy, 2006).
Zu diesem Zweck verandern Monozyten bzw. Makrophagen, einmal aktiviert, ihre
Zytokinantwort nach erneutem Kontakt mit TLR- Agonisten wie LPS und produzieren
vermindert pro- inflammatorische und vermehrt anti- inflammatorische Zytokine (Munoz et al.,
1991) (Randow et al., 1995). Zudem regulieren sie fur die Antigenprasentation notwendige
Oberflachenmolekiile herunter, wodurch sie ihre Funktion als Aktivatoren des adaptiven
Immunsystems unterdriicken (Lukaszewicz et al., 2009; Wolk et al., 2007). Logischer weise
erhoht sich durch diesen Mechanismus jedoch auch die Empfanglichkeit des Organismus fir
neuerliche Infektionen.

Dieses Phanomen tritt jedoch nur unter bestimmten Bedingungen auf. Das in vitro Endotoxin-
Toleranz- Modell konnte zeigen, dass fur das Auftreten des monocyte reprogramming das
Vorliegen von 2 Faktoren wesentlich ist: zum einen die pra- Aktivierung der Monozyten und
zudem das Bestehen eines anti- inflammatorischen Milieus, das vor allem durch erhohte
Konzentrationen von IL-10 und TGF- B bestimmt wird (Randow et al., 1995). Als Quelle dieser
anti- inflammatorischen Mediatoren gelten unter anderem sowohl reprogrammierte Monozyten
selber als auch regulatorischen T- Zellen und Typ-2 T- Helferzellen (Saraiva & O'Garra, 2010).
Unsere Untersuchungen zeigten, dass es bei HD- Patienten in der Tat zu einer dauerhaften
Aktivierung des monozytdren Kompartiments kommt. Dies zeigte sich zum einen in der
Expansion der pro- inflammatorischen Subpopulation der CD14"CD16" bzw. intermediéren
Monozyten. Dieser Monozyten- Subpopulation wird aufgrund ihrer erhohten
Antigenprasentationsfahigkeit und verstarkten Zytokinproduktion eine pro- inflammatorische

Rolle zugesprochen (Kapellos et al., 2019). Interessanterweise konnte zudem gezeigt werden,
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dass Monozyten dieser Klasse nach TLR- Stimulation signifikant mehr IL-10 produzierten als
solche der anderen beiden Subpopulationen (Skrzeczynska-Moncznik et al., 2008). Als ein
weiteres Zeichen der chronischen Aktivierung der Monozyten kann das erhohte Aufkommen
von CD69" Monozyten gewertet werden, da dieses Oberflachenmolekil friihzeitig nach
Aktivierung exprimiert wird und dessen Expression nach 48 Stunden wieder runterreguliert
wird (Santos-Alvarez, Goberna, & Sanchez-Margalet, 1999) (Reddy et al., 2004). In
Abwesenheit eines Stimulus sollte CD69 also von Monozyten nicht exprimiert werden.

Das klassische Merkmal der Immunparalyse bzw. der reprogrammierten Monozyten, der
Verlust von HLA- DR, war jedoch nicht zu beobachten, wenngleich geringfligig weniger
CD86" klassische Monozyten bei HD- Patienten vorlagen.

Dies legt nahe, dass basal nicht die direkte Antigenprasentation via HLA- DR gestort ist
sondern wenn uberhaupt die Kostimulation vonseiten der Monozyten (iber CD86. Girndt et al.
fanden damit Gbereinstimmend in ihren Studien keine signifikanten Unterschiede hinsichtlich
der HLA- DR Expression, wie wir aber eine verminderte Expression von CD86 auf Monozyten
(Girndt et al., 2001). Interessanterweise gelang es denselben Autoren in einer alteren Studie,
die eingeschrénkte T- Zell- Funktion von HD- Patienten wiederherzustellen, indem sie das
Signal an CD28 auf T- Zellen mittels Monozyten gesunder Probanden oder Anti- CD28
Antikdrpern substituierten (Girndt et al., 1993). Gegenteilig zu unserer Vermutung lieRen sich
bei HD- Patienten nicht weniger, sondern mehr HLA- DR+ Monozyten nachweisen. Im Falle
der intermedidren Monozyten ist dies nicht tiberraschend, da bei dieser Subpopulation eine
konstitutiv vermehrte Expression typisch ist (Kapellos et al., 2019). Im Kontext der chronischen
Inflammation ist die vermehrte HLA- DR- Expression aller Monozytenklassen wahrscheinlich
ebenfalls als Zeichen von Aktivierung zu werten, da Monozyten nach Aktivierung ihre
Antigenprasentationsfahigkeit steigern (Lee et al., 2017). De Cal et al. kamen in ihrer Studie zu
einem &hnlichen Schluss: zwar konnten sie keine erhohte oder verminderte Haufigkeit HLA-
DR* Monozyten bei HD- Patienten zeigen, jedoch aber einer HLA- DR- Uberexpression
anhand der mean fluorescent intensity (MFI), die sie auf ein inflammatorisches Zytokinmilieu
zuriickfihrten (de Cal et al., 2008).

Die von uns festgestellten erhdhten Konzentrationen von IL-6 und das von I1L-6 induzierte CRP
sind wahrscheinlich ebenso als Ausdruck von monozytérer Aktivierung zu deuten. Die
Arbeitsgruppe um Grazia Malaponte zeigte, dass isolierte Monozyten von HD- Patienten eine
signifikant erhdhte Spontanproduktion von IL-6 aufwiesen als Monozyten von
Kontrollprobanden. Zudem Kkorrelierte die 11-6 Spontanproduktion mit erhéhten 1L-6

Serumkonzentrationen bei HD- Patienten. Diese Ergebnisse unterstutzen die Hypothese, dass
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erhdhte IL- 6 Konzentrationen bei HD- Patienten als Zeichen von chronischer Monozyten-
Aktivierung zu deuten sind (Malaponte et al., 2002).

Hinsichtlich der Immunparalyse verdeutlichen unsere Ergebnisse, dass die alleinige dauerhafte
Aktivierung von Monozyten kein suffizienter Ausloser fir ein klassisches ,,monocyte
reprogramming® ist. Die Exposition von Monozyten gegeniber anti- inflammatorischer
Mediatoren wie 1L-10, ist, wie von anderen bereits gezeigt (R. H. De Waal Malefyt, J., 1991;
Monneret et al., 2004), wahrscheinlich ein Schlisselfaktor fur die Herunter- Regulation von
Rezeptoren der Antigenprésentation. Die basale IL- 10 Konzentration im Serum erwies sich im
HD- Kollektiv nicht als erhoht, weshalb einer der auslésenden Faktoren fiir die monozytéare
Immunparalyse fehit.

Dass Monozyten von HD- Patienten in einem Infektionszustand dennoch friihzeitig einem
»,monocyte reprogramming* unterliegen konnten und HD Patienten somit friher eine
monozytare Immunparalyse entwickeln als die Normalbevolkerung, ist aber dennoch
wahrscheinlich und deckt sich mit der klinischen Beobachtung, dass HD- Patienten ein deutlich
erhdhtes Risiko fur Tod durch Sepsis haben (Mark J. Sarnak & Jaber).

Zum einen besteht eine Pra- Aktivierung des monozytaren Kompartiments wie unsere und
andere Ergebnisse zeigen.

Zum anderen zeigen unsere Ergebnisse, dass bei HD- Patienten basal zwar keine erhohte
Serum- Konzentrationen von IL-10 vorliegt, die Bedingungen fiir ein friihzeitiges Entstehen
eines IL-10 reichen Milieus aber glnstig sind: So konnten wir in unserem T- Zell-
Stimulationsexperiment zeigen, dass CD4" T- Zellen von HD- Patienten nach Stimulation eine
Typ-2 und somit IL-10 Antwort favorisieren.

Die Konstellation dieser Beobachtungen lasst die Vermutung zu, dass bereits in der Friihphase
einer akuten Infektion pré- aktivierte Monozyten in ein IL-10 reiches Milieu geraten und
daraufhin das monocyte reprogramming durchlaufen und somit der Immunparalyse unterliegen.
Um diese Hypothese weiter zu untersuchen ware es sinnvoll, sowohl die HLA-DR- bzw. CD86
Expression in Gegenwart von stimulierten CD4" Zellen zu untersuchen als auch die Produktion
von IL-10.

Dies war in dieser Studie nicht mdglich, da nur in limitierten Umfang Patientenproben zur
Verfugung standen und zur sinnvollen Untersuchung von Monozyten grofe Mengen an
kryokonservierten PBMCs bendtigt werden.

Es zeigte sich zwar, dass Monozyten nicht in ihrer Antigenprasentationsfahigkeit eingeschrankt
sind, das vermehrte Vorkommen von PD-1%, PDL-1* und Tim-3* Monozyten legt jedoch nahe,

dass Monozyten auf andere Weise beeintrachtigt sind. Zwar ist der intrazelluldre Mechanismus
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hinter der PD-1 Expression auf Monozyten bisher nicht bekannt, so konnten Guignant et al.
dennoch eine Assoziation zwischen einer Uberexpression von PD-1 auf Monozyten und dem
Auftreten von nosokomialen Infektionen in der Sepsis zeigen (Guignant et al., 2011). Auch ist
die Funktion von Tim-3 auf Monozyten, das auf T- Zellen eine eindeutig inhibitorische
Funktion einnimmt, nicht sicher bekannt. So konnte gezeigt werden, dass es, je nach
Expressionsstarke, sowohl immunsuppressive als auch immunstimulierende Funktionen
einnehmen kann (Ocafia-Guzman, Torre-Bouscoulet, & Sada-Ovalle, 2016).

PDL-1 ist als Ligand fir den auf T- Zellen vorkommenden Koinhibitor PD-1 bekannt und seine
Uberexpression in der Sepsis ebenso mit dem Auftreten von nosokomialen Infektionen
assoziiert (Guignant et al., 2011)- ob dies auch bei HD- Patienten der Fall ist, sollte durch eine
prospektive Weiterverfolgung unseres Patientenkollektives Uber einen langeren Zeitraum
untersucht werden. Insbesondere im Angesicht jingerer in vitro- Studien, in denen die
Blockade von PDL-1 die Monozytenfunktion von an Sepsis Erkrankten wiederherstellen
konnte (Patera et al., 2016) und dem erfolgreichen Einsatz von PDL-1 Antikérpern in der
Krebstherapie (Rihawi et al., 2017) sollte die pradiktive Relevanz dieser Marker bei HD-
Patienten weiter untersucht werden.

Dass die Uberexpression von PD-1 und Tim-3 mit einer Uberexpression von CD69 auf
Monozyten korrelierte verstarkt zudem unsere Vermutung, dass die chronische Inflammation

eine Rolle einnimmt in der Genese dieses Phénotyps.
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5.2 T-Zellen von Hamodialysepatienten zeigen keine klassische

Exhaustion

Sowohl bei chronisch- entziindlichen Erkrankungen wie Hepatitis B oder Tumoren als auch bei
akut- entzuindlichen Erkrankungen wie der Sepsis kommt es zu einem Erschépfungsphanomen
des T- Zell- Kompartiments, welches unter dem Namen ,,T-cell exhaustion* zusammengefasst
wird (Boomer et al., 2012; Pauken & Wherry, 2015). Im Rahmen dieses Phanomens
uberexprimierte immunologische Checkpoints wie PD-1, Tim-3 und CTLA-4 vermitteln
wéhrend des Kontakts von T- Zellen mit APZ inhibitorische Signale an die T- Zelle und
verursachen einen konsekutiven Verlust von Effektorfuktionen wie Zytokinproduktion und
Proliferation (Pauken & Wherry, 2015).

Treibender Stimulus hinter einer Uberexpression solcher Koinhibitoren ist bei chronisch-
entzlindlichen Erkrankungen die Persistenz und rezidivierende Préasentation des Antigens (Yi
et al., 2010). Hierin bestand unserer Hypothese nach eine starke Parallele zum HD- Kollektiv,
bei der es, beispielsweise entlang der ,,leaky gut“- Hypothese, zu einer standigen Exposition
des Immunsystems gegenuber Erregern bzw. Erregerbestandteilen kommt (Kotanko, Carter, &
Levin, 2006). Wir vermuteten, dass beispielsweise das bei HD- Patienten beobachtete
verminderte Ansprechen auf Impfungen auf dieses Phanomen zurickzufuhren ist
(Grzegorzewska, 2012).

Dass es zu einer dauerhaften T- Zell- Aktivierung kommt zeigen in der Tat unsere
Untersuchungen der Aktivierungsmarker CD69 und CD25, die von sowohl CD4" als auch
CD8" Zellen in unserem Patientenkollektiv in héherer Frequenz exprimiert wurden.

Wie bei Monozyten wird CD69 von T- Zellen wenige Stunden nach Aktivierung hochreguliert
und nach 48 Stunden wieder runterreguliert. In Abwesenheit eines Stimulus sollten T- Zellen
also CD69 nicht exprimieren (Reddy et al., 2004).

Auch das vermehrte Vorkommen von CD25" T- Zellen kann prinzipiell als Zeichen von
chronischer Aktivierung gedeutet werden. CD25, auch IL2Ra genannt, wird von T- Zellen
ebenfalls nach einer TZR- und CD28 vermittelten aktivierenden Signalkaskade zeitverzdgert
auf ihrer Oberflache exprimiert und dient bei aktivierten T- Zellen der Aufrechterhaltung der
Effektorfunktion und Verhinderung der Apoptose durch Bindung des von ihnen selber
produzierten IL-2 (Murphy K, 2009). (Kurz et al., 1986)

Paradox erscheint dies jedoch in Anbetracht der von uns ebenfalls beobachteten vermehrt

vorkommenden PD-1* T- Zellen. Ein Uberwiegen von ko-inhibitorischen Signalen, wie solche
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die von PD-1 ausgehen, sollte eine Aktivierung der T- Zelle und somit auch das Aufkommen
von CD25 auf T- Zellen unterbinden.

Grundstrom et al. zeigten jedoch, dass inaktivierte bzw. anerge T- Zellen zwar CD25
exprimieren, die intrazelluldre Signalkaskade und somit die Funktion von CD25 jedoch
unterbrochen ist (Grundstrom, Dohlsten, & Sundstedt, 2000).

Dieses Phanomen ist jedoch von der T- Zell- Exhaustion abzugrenzen. Zwar konnten wir eine
verénderte Expression von aktivierenden und inhibitorischen Korezeptoren auf T- Zellen von
HD- Patienten nachweisen, dieses Expressionsmuster stimmt jedoch nicht mit dem
Immunphanotyp der klassischen T- Zell- Exhaustion tberein.

Wir beobachteten zwar das vermehrte Vorkommen des Koinhibitors PD-1 auf CD4* T- Zellen,
jedoch nicht der anderen Erschdépfungsmarker CTLA-4 oder Tim-3. Das typische Merkmal der
T- Zell- Erschépfung, die gleichzeitige Uberexpression von mehreren Koinhibitoren, lag somit
nicht vor.

Welche Bedeutung hat somit die von uns beobachtete PD-1 Expression auf die T- Zell
Funktion? Um dieser Frage nachzugehen untersuchten wir die Serumkonzentrationen der T-
Zell Zytokine IL-2, IFN- y und TNF- a. Hinsichtlich einer T- Zell Erschopfung wéren
verminderte Konzentrationen aller drei Zytokine zu erwarten. (Yi et al., 2010).

Wahrend die Ergebnisse unserer Serumuntersuchungen damit teilweise Ubereinstimmten,
namlich der erniedrigten Serum- Konzentrationen von IL-2 und IFN-y in der HD- Gruppe, so
zeigte sich die IL-2 Produktion nach Stimulation in unseren in-vitro Versuchen als nicht
beeintrachtigt (Daten nicht gezeigt). Die Serum- Konzentration von TNF- a lie3 sich anhand
der von uns verwendeten Methode in keiner Gruppe untersuchen.

Die Ergebnisse unseres T- Zell- Stimulationsexperimentes widerlegen also in Theorie unsere
Uberlegungen zur PD-1 vermittelten Suppression. Ein moglicher Grund kénnte aber in unserem
Experimentdesign liegen: Freeman et al. beschrieben 2000 im Journal of Experimental
Medicine, dass flr eine PD-1 vermittelte T- Zell- Inhibition vor allem das Verhéltnis zwischen
PD-1 und CD28 Aktivierung entscheidend ist und nicht die absolute Menge an
Oberflachenexpression der jeweiligen Rezeptoren (Freeman et al., 2000). In unserem
experimentellen Setting verwendeten wir zusatzlich zum Stimulator-Cocktail einen
aktivierenden CD28- Antikorper — mdglicherweise in einer Uberséttigenden Konzentration, die
zu einem Uberwiegen des CD28 Signals filhrte und somit eine PD-1 vermittelte IL-2
Minderproduktion unterband.

Die Produktion von Inf- y der T- Zellen von HD- Patienten war jedoch vermindert. Eine

maogliche Erklarung hierfir wére, dass die Induktion der Produktion von Interferon- y nicht
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ausschlieBlich TZR/CD28 vermittelt ist, sondern auch iber von TZR/CD28 véllig unabhéngige
Signalkaskaden (Yang, Murphy, Ouyang, & Murphy, 1999). Eine verminderte
Produktionsfahigkeit von IFN -y der T- Zellen bliebe somit durch den von uns verwendeten
CD28 Liganden unberihrt.

Dass die Uberexpression von PD-1 dennoch eine Rolle in der T- Zell- Dysfunktion bei HD-
Patienten einnehmen konnte, ergibt sich aus Ergebnissen aktueller Studien zu diesem
Koinhibitor: Hui et al. demonstrierten kirzlich, dass anders als lange vermutet PD-1 nicht nur
das TZR- vermittelte Signal unterbricht sondern auch das intrazellulare Signal von CD28
inhibieren kann (Hui et al., 2017).

Wie bereits einfuhrend erwéhnt fiihrt ein mangelndes CD28 Signal in einen Zustand der
Anergie. Doch was genau ist Anergie?

Dieser Begriff beschreibt einen physiologischen Mechanismus, der dem Organismus der
Selbst- Toleranz dient und Autoimmunitat verhindert. Nicht alle kdrpereigenen Antigene
kdnnen unreifen T- Zellen im Thymus présentiert werden, wodurch potenziell autoreaktive T-
Zellen der Selektion und klonalen Deletion im Thymus entgehen. Um die sogenannte
»periphere Toleranz*“ zu gewahrleisten, bedient sich der Organismus der Abwesenheit des
ausschliel3lich von APZ ubermittelten Signal 2. Erkennt eine T- Zelle in der Peripherie tber
ihren spezifischen TZR ein kdrpereigenes Antigen auf einer Zelle, jedoch keinen Liganden fur
CD28, so geht sie in einen bis zur Apoptose funktionslosen Zustand tber, der Anergie (Prinzip
der peripheren Toleranz)(Murphy K, 2009).

Im Angesicht der Ergebnisse von Freeman et al. und Hui et al. erscheint es moglich, dass auch
die singulare Uberexpression von PD-1 auf T- Zellen zu einer Dysfunktion fiihrt — zwar nicht
im Sinne der klassischen T-cell- exhaustion sondern eher im Sinne einer pathologisch
induzierten Anergie durch Unterbrechung des CD28- Signals.

Eine ausgepragte T- Zell- Anergie bei HD- Patienten scheint insofern noch wahrscheinlicher,
da wir, wie bereits Liskowska et al. 2012 (Lisowska et al., 2012), eine verminderte Expression
des Kostimulators CD28 auf der Oberflache von sowohl CD4" T- Zellen als auch CD8" T-
Zellen beobachten konnten.

Insgesamt erhoht die Kombination aus mehreren von uns beobachten Veranderungen — erhéhte
Expression von PDL-1 (Ligand fur PD-1 auf T- Zellen) sowie verminderte Expression von
CD86 (Ligand fur CD28 auf T- Zellen) auf Monozyten, erhdhte Expression von PD-1 und
verminderte Expression von CD28 auf T- Zellen — die Wahrscheinlichkeit, dass es bei HD-
Patienten zu einem Uberwiegen von inhibitorischen Signalen und somit bei einer Interaktion

mit APZ in der Peripherie zu einer T- Zell- Anergie kommt. Eine T- Zell- Anergie wére somit
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auch eine Erklarung fur die schlechte Impf- Ansprechraten bei HD- Patienten (Grzegorzewska,
2012).

Auch unterstitzt das von uns beobachtete vermehrte Vorkommen von CD25" T- Zellen eher
das Vorliegen einer Anergie als einer Exhaustion. Die bereits zitierte Arbeit von Grundstrom
et al. zeigt, dass anerge T- Zellen CD25 exprimieren, dessen Funktion jedoch unterbunden ist.
Eine erschopfte T- Zelle ist jedoch auBerstande, CD25 zu exprimieren, wie Ingram et al.
nachwiesen (Ingram, Yi, & Zajac, 2011). CD25 kann in diesem Kontext daher nicht als
klassischer Aktivitatsmarker fur T- Zellen dienen, zeigt aber an, dass ein Kontakt zwischen
TZR und APZ stattgefunden hat, der in einer Anergie gemundet hat.

Eine weitere mogliche Interpretation unserer Ergebnisse ist, dass es bei HD- Patienten zu einer
verfrihten Immunseneszenz kommt, da eine verminderte Expression von CD28, wie von uns
und anderen beobachtet (Lisowska et al., 2010) ein typisches Merkmal der Immunseneszenz
bei T- Zellen (Weng, Akbar, & Goronzy, 2009) ist.

Immunseneszenz ist definiert als die physiologischen Veranderungen des Immunsystems, die
auch bei Gesunden mit fortschreitendem Alter auftreten. Dass es bei HD- Patienten zu einer
verfriihten, stress- induzierten Seneszenz kommt (engl.: stress- induced premature senescence,
SIPS), vermuteten bereits Ramirez et. al (Ramirez et al., 2005). In ihrer Studie untersuchten sie
Monozyten von HD- Patienten und konnten typische Zeichen von Seneszenz feststellen. Betjes
et al. folgten dieser Vermutung 2011 und untersuchten auch das T- Zell- Kompartiment auf
Zeichen von Seneszenz (Betjes et al., 2011). Auch sie konnten Zeichen von verfrihter
Seneszenz wie verkirzte Telomerldangen und VergrofRerungen der Gedéchtniszell-
Populationen feststellen.

Uns war es moglich, diese Beobachtungen zu bestdtigen — auch in unserem HD- Kollektiv
fanden sich Verminderungen der naiven CD4" T- Zellen mit gleichzeitiger Zunahme der &lteren
T- Gedachtniszellgenerationen wie T- em- Zellen bei CD4" und T- emra bei CD8"- T- Zellen.
Diese Verschiebung zugunsten der alteren Gedachtniszell- Populationen ist moglicherweise
Ausdruck der rezidivierenden Infektionen, der HD- Patienten ausgesetzt sind, da
Gedachtniszellen durch rezidivierende Antigenexposition und Aktivierung zunehmend altere
Generationen durchlaufen (Farber et al., 2014).

Dass altere T- Gedachtniszellen in ihrer Aktivierungsfahigkeit eingeschrankt sind machen
unsere Analysen der CD28 Expression sowohl der HD- Patienten als auch der gesunden
Kontrollprobanden deutlich: bei beiden Gruppen zeigte sich, dass die Expression von CD28

mit zunehmenden Generationsalter abnahm.
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Gleichzeitig waren jedoch nicht nur die &lteren (also starker eingeschrénkten)
Gedachtniszellpopulationen der HD- Patienten vergrofRert, auch die jeweiligen CD28
Expressionen waren, verglichen mit der Kontrollgruppe, vermindert. Entgegen der friiheren
Uberzeugung, dass das kostimulatorische Signal 2 nur fiir die Aktivierung naiver T- Zellen
vonnoten ist, haben jlngere in vivo Studien zeigen kénnen, dass eine effektive sekundare
Immunantwort durch Geddachtniszellen ebenfalls die Aktivierung von CD28 benétigt
(Borowski et al., 2007). Was bedingt nun aber diese verringerte CD28 Expression?
Die SIPS liefert in diesem Zusammenhang zumindest teilweise eine mogliche Erklarung: die
Verringerung der CD28- Expression ist der Expansion der dlteren Gedachtniszellgenerationen
geschuldet, die auch physiologisch weniger CD28 exprimieren als jungere
Gedachtniszellgenerationen, wie unsere Analysen der CD28 Expression der gesunden
Kontrollprobanden zeigen. Dass innerhalb der gleichen Generation die T- Zellen der HD-
Patienten weniger CD28 exprimieren als die der gesunden Kontrollen erklart dies jedoch nicht.
Bryl et al. liefern fir dieses Phdanomen einen weiteren Ansatz, ndmlich dass eine
dauerhafte TNF-a Exposition direkt eine Runterregulation von CD28 bewirkt (Bryl, Vallejo,
Weyand, & Goronzy, 2001). In diesem Kontext verursacht Inflammation kausal eine
Immundefizienz. TNF- a lieB sich anhand der von uns verwendeten, nicht genuigend sensitiven
Methode jedoch in keiner Gruppe nachweisen. Es zeigte sich jedoch eine negative Korrelation
von CD28 mit dem Chemokin IP-10, das wie TNF- a ebenfalls von aktivierten Monozyten
produziert wird, sowie mit dem zellularen Aktivierungsmarker CD69 auf T- Zellen. Ob IP-10
jedoch direkt, wie TNF- a, die Expression von CD28 runterreguliert und somit mogliches
therapeutisches Ziel ist, bleibt jedoch offen. Vermuten lasst sich aufgrund dieser Assoziation
dennoch, dass eine monozytare Aktivierung und die dadurch erhdhte monozytére pro-
inflammatorische Zytokinproduktion eine Runterregulation von CD28 auf T- Zellen bewirkt.
Wie lassen sich die weiteren Ergebnisse unserer T- Zell- Stimulationsexperimente
interpretieren? CD4" T- Zellen von HD- Patienten schienen in unserem Experiment nach
Stimulation eine Th-2- Antwort zu favorisieren. Dies zeigte sich durch ein Ausbleiben der Inf-
vy Antwort der Th- Zellen nach Stimulation sowie der signifikant starkeren IL-4 und 1L-10
Produktion, beides typische Th2- Zytokine.
Auch in der Immunparalyse findet eine Polarisation in Richtung der Th-2 Zellen statt
(Ferguson, Galley, & Webster, 1999). Um unserer Vermutung nachzugehen, dass bei HD-
Patienten ebenfalls eine Dysbalance zugunsten der Th-2 Zellen besteht, untersuchten wir das
Serum der Studienpopulation nach den typischen Th-2 Zytokinen IL-4 und IL-10.

Interessanterweise zeigten sich entgegen unserer Vermutung weder eine erhdhte Konzentration
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von IL-10 noch von IL-4, welches die initiale Differenzierung von Th-0 Zellen in Th-2 Zellen
bewirkt. Auch das Verhaltnis zwischen IL-4 und IFN-y, ein Parameter der zur Feststellung einer
Th1/Th2 Polarisation herangezogen wird, unterschied sich nicht zwischen den Gruppen.
Gegenteilig zeigten andere Arbeitsgruppen sogar, dass bei HD- Patienten dauerhaft eine
Polarisation in Richtung der Th1 Zellen vorliegt (Mansouri et al., 2017; Nitta et al., 2002).
Sowohl unsere Daten als auch die der zitierten Arbeitsgruppen sind jedoch kritisch zu
betrachten, da zur Th- Subtypen Klassifizierung in vitro die Zytokinantwort auf einen
artifiziellen Stimulus untersucht wurde. Constant et al. zeigten jedoch bereits, dass
unterschiedlich hohe Antigenkonzentration in vitro eine Polarisation in Richtung Thl oder Th2
verursachen kdnnen (Constant & Bottomly, 1997). Um sichere Aussagen beziglich der Th-
Polarisationstendenz bei HD- Patienten treffen zu kdnnen ware es praziser, ex vivo anhand des
Oberflachenphéanotyps Thl und Th2 Zellen zu identifizieren.

Ebenso muss hinsichtlich unserer Ergebnisse unterschieden werden, dass die
Serumkonzentrationen von IL-10 und IL-4 im infektfreien Zustand der Patienten untersucht
wurden, die Th- Polarisation jedoch nach einer in- vitro Stimulation, also im Grunde wahrend
einer Infektion. Somit bildet eher das in- vitro- Experiment das T- Zell- Verhalten ab als die
basale Serumkonzentration. Zudem deckt sich unsere Beobachtung mit dem Kklinischen
Phanomen, dass HD- Patienten eine deutlich hoherre Inzidenz der Tuberkulose- Infektion
aufweisen, als die Normalbevolkerung (Chia et al., 1998; Dobler, McDonald, & Marks, 2011),
da eine Th-1 Antwort zur Bek&mpfung von intrazellularen Erregern wie dem Mycobacterium

tuberculosis bendtigt wird.
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5.3 Bei Himodialysepatienten besteht kein antiinflammatorisches

Zytokinmilieu

Wie bereits in den vorherigen Abschnitten erwéhnt zeigte sich keine fur die Immunparalyse
typische Zytokindysbalance im Sinne einer hohen Serumkonzentration des anti-
inflammatorischen IL-10. Vielmehr zeigte sich ein, wahrscheinlich primér von aktivierten
Monozyten ausgehendes, pro-inflammatorisches Zytokinmilieu. Dass sich in unserer
Studienpopulation, trotz erhéhter pro- inflammatorischer Zytokine, keine erhéhten IL- 10
Werte zeigten, lasst eine Dysregulation der Zytokinproduktion stark zugunsten der pro-
inflammatorischen Seite vermuten. Physiologisch wird IL-10 von Monozyten zeitverzggert
immer ebenfalls produziert, wenn beispielsweise NF- kB TLR- vermittelt aktiviert und pro-
inflammatorische Mediatoren wie IL-6 ausgeschittet werden.

Von Bedeutung ist die fehlende IL-10 Erhéhung aber auch in Anbetracht der erhdhten
Chemokin- Konzentrationen im HD- Kollektiv.

Neben IL-6 waren auch die Konzentrationen der Chemokine IP10, CCL-5 und IL-8 in der HD-
Gruppe erhoht. Mehrere Arbeitsgruppen zeigten bereits die inhibitorische Funktion, die IL-10
auf die Produktion von Chemokinen wie MCP-1 und CCL-5 hat (Mu et al., 2005; Olszyna,
Pajkrt, Lauw, van Deventer, & van der Poll, 2000). Mu et al. konnten zudem in einem
Tiermodell zeigen, dass eine in Ratten induzierte Erhohung von IL-10 einen positiven Einfluss
auf Inflammation und renaler Fibrose bewirkt. Chemokine wie IL-8 sind bei HD- Patienten
bekannte Pradiktoren fur Mortalitat (Panichi et al., 2006). Eine fehlende Regulation der
Chemokinsynthese durch IL-10 koénnte daher fur die kardiovaskuldre Mortalitat eine Rolle
spielen. Damit Ubereinstimmend ist ein 1L-10- favorisierender Genotyp bei HD Patienten
protektiv gegen kardiovaskulare Mortalitat (Girndt et al., 2002).

Die von uns beobachtete Konstellation der Zytokine und Chemokine widerspricht somit der

Hypothese, dass ein &hnliches Zytokinmilieu vorliegt wie in der Immunparalyse.
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5.4 Die Zytokinproduktion natiirlicher Killerzellen ist trotz verindertem

Oberflichenphinotyp erhalten

Die Rolle der NK- Zellen im Rahmen der Immunparalyse ist bisher nur wenig untersucht.
Veranderungen hinsichtlich ihrer absoluten Zellzahl als auch Effektorfunktionen, der Zytolyse
und Zytokinproduktion, im Rahmen der Sepsis konnten jedoch nachgewiesen werden (Forel et
al., 2012). Ebenso sind ihre Funktionen im Rahmen von chronischen Infektionen wie der
Hepatitis B und Tumorerkrankungen vermindert. Wie bei der TCE kommt es dabei zu einer
Uberexpression inhibitorischer Rezeptoren wie Tim-3 und PD-1(Bi & Tian, 2017).

NK- Zellen von HD- Patienten sind ein bisher wenig erforschtes Gebiet und die Datenlage zum
Teil widersprichlich. Die hohe Pravalenz von Tumorerkrankungen unter HD- Patienten lasst
aber eine Dysfunktion dieser Zellreihe vermuten.

Anhand der beiden Oberflichenmolekiile CD56 und CD16 lassen sich NK- Zellen in
verschiedene Subtypen unterteilen. CD56 wird von allen NK- Zellen in unterschiedlicher
Starke exprimiert, der Fc- Rezeptor CD16 hingegen nur von einer Subpopulation. Diese
CD567CD16" Zellpopulation hat unter den Subpopulationen die hdchste Zytotoxizitat (Poli et
al., 2009). Sowohl die CD56°™" als auch CD56%™ NK- Zellen gelten als potente
Zytokinproduzenten und regulieren tiber die Produktion von IL-2 und Inf- y die Funktion andere
Immunzellen (Poli et al., 2009).

Beide Populationen erwiesen sich in unseren Untersuchungen als vergroRert. Die Expansion
dieser beiden CD16- negativen Subpopulationen kann als Zeichen erhéhter Aktivierung in vivo
gewertet werden, da NK Zellen nach Aktivierung CD16 herunterregulieren (Goodier et al.,
2016). Damit tibereinstimmend fanden wir auch eine Uberexpression des Aktivierungsmarkers
CD69 auf allen Subpopulationen.

Eine erhohte Expression von Aktivierungsmarkern ist jedoch nicht zwingend gleichbedeutend
mit erhohter Funktionalitat. Die Effektorfunktion von NK- Zellen wird aus dem Verhaltnis
zwischen aktivierender und inhibierender Rezeptorsignale reguliert (Vivier, Tomasello,
Baratin, Walzer, & Ugolini, 2008). Neben bekannteren NK- Zell- Inhibitoren wie NK2DA und
,.Killer-cell immunoglobulin-like receptors® (KIR) konnte auch gezeigt werden, dass PD-1 und
Tim-3 die NK- Zell Funktion inhibieren (Beldi-Ferchiou et al., 2016; Ju et al., 2010).

Mit der Uberexpression von PD-1 und Tim-3 zeigten in unseren Untersuchungen sowohl die
CD16* zytotoxischen NK- Zellen als auch die zytokinproduzierenden CD56°"9" NK- Zellen

eine verstarkt inhibitorische Rezeptorexpression.
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Entgegen unserer Erwartung zeigte sich im Stimulationsexperiment jedoch keine
Verminderung der Zytokinproduktion der NK Zellen verglichen mit der Kontrollgruppe. Trotz
Uberexpression von inhibitorischen Rezeptoren scheinen NK- Zellen hinsichtlich ihrer
Zytokinproduktion also nicht beeintrachtigt zu sein. Vacher- Coponat et al. konnten dies in
ihrem Stimulationsversuch ebenfalls beobachten. (Vacher-Coponat et al., 2008). Auch die
Uberexpression von CD69 zeigte sich in dieser Studie. Zudem wurde von dieser Arbeitsgruppe
noch eine Analyse der Zytotoxizitat durchgefihrt, in der sich auch keine Verminderung
nachweisen lieR.

Diese und unsere Ergebnisse lassen darauf schlie3en, dass es bei HD- Patienten zwar zu einer
erhdhten Aktivitat von NK- Zellen kommt, ihre Zytokinproduktion wahrscheinlich jedoch nicht
eingeschrankt ist. Zwar sind inhibitorische Rezeptoren iberexprimiert, ihre erhaltene Funktion
lasst aber darauf schlief3en, dass auch aktivierende Rezeptoren (wie z.B. CD69) in einem
Ausmal hochreguliert werden, sodass das Verhaltnis zwischen aktivierende und inhibierende

Signale noch nicht zugunsten der Inhibition gekippt ist.



93

5.5 Zusammenfassung der Ergebnisse, Studiengrenzen und Ausblick

Insgesamt prasentieren in unseren Untersuchungen alle untersuchten Immunzellkompartimente
von HD- Patienten einen deutlich verénderten Immunphénotyp. Klassische Merkmale der
Immunparalyse wie das monocyte reprogramming, die T- cell- exhaustion und auch das
Vorliegen eines IL-10 reichen antiinflammatorischen Zytokinmilieus bestehen jedoch nicht bei
HD- Patienten aul3erhalb eines Infektes.

Dennoch ergeben unsere Daten Hinweise darauf, dass HD- Patienten wéhrend eines Infektes
mdoglicherweise deutlich friher als das Normkollektiv eine Immunparalyse entwickeln, da bei
ihnen dauerhaft immunologische Phanomene vorliegen, die in der Genese der Immunparalyse
eine Rolle spielen. Mit der chronischen Aktivierung von Monozyten besteht bereits einer von
zwei wichtigen Faktoren in der Entwicklung des monocyte reprogramming. Zumindest nach
unseren in vitro Versuchen scheinen sich zudem ThO Zellen préferiert zu Th2 Zellen zu
differenzieren, die potente Produzenten von IL-10 sind, der zweite notwendige Faktor fur das
monocyte reprogramming. Uberpriifen lieRe sich dies mit einem modifizierten Endotoxin
Toleranz- Modell, bei dem frisch isolierte Monozyten gemeinsam mit T- Zellen stimuliert und
anschlieBend auf ihre HLA-DR und CD86 Expression untersucht werden. Auch ware in diesem
Experiment die Identifizierung der Th- Polarisation anhand von Oberflachenrezeptoren sinnvoll
sowie die Bestimmung von I1L-10 im Uberstand der Zellkultur.

T- Zellen von HD- Patienten exprimieren zwar nicht den klassischen TCE- Phanotyp,
dennoch werden die flr die Antigenpréasentation notwendigen Rezeptoren deutlich zugunsten
einer Inhibition exprimiert. Die Uberexpression von PD-1 auf Th- Zellen und PDL-1 auf APZ
sind Hinweise auf eine erhohte Aktivitat dieses inhibitorischen Signalwegs.

Somit besteht eine erhdhte Wahrscheinlichkeit, dass T- Zellen bei Antreffen eines Antigens
anerg werden. Eine friihzeitige Immunseneszenz bzw. eine SIPS kdnnte eine Rolle in dieser
veranderten Rezeptorexpression einzunehmen, was die von uns beobachtete Expansion alterer,
weniger potenten Gedéchtniszellen verdeutlicht. Auch liefert dies eine mogliche Erklarung fiir
die schlechten Impf- Ansprechraten unter HD- Patienten.

Eine wichtige Rolle nimmt hierbei auch die verminderte Expression des Korezeptors CD28 auf
T- Zellen ein.

Hier zeigte sich zudem eine negative Korrelation mit pro- inflammatorischen Marken. In
diesem Zusammenhang ware es sinnvoll, die TNF- a- Konzentration nachtraglich mittels einer
sensitiveren Methode zu bestimmen, da bereits gezeigt wurde, dass TNF- a die Fahigkeit hat

auf Transkriptionsebene die CD28 Expression zu unterdriicken.
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Welche Implikationen ergeben sich nun aus dieser Studie? Vordergriindig fur die T- Zell-
Dysfunktion scheint die verminderte CD28 Expression zu sein. Ein therapeutischer Ansatz
bestlinde somit, entweder die urspringliche CD28 Expression wiederherzustellen, oder aber
CD28 inhibierende Signale auszuschalten. Da in unserem Kollektiv die verminderte Expression
von CD28 mit dem erhdhten Aufkommen von pro- inflammatorischen Zytokinen korreliert und
in anderen Studien ein direkter negativer Effekt von TNF- a auf die CD28 Expression
nachgewiesen wurde, ware es in Zukunft denkbar, den urspringlichen Phénotyp
wiederherstellen zu kénnen oder praventiv zu erhalten, indem bei CKD und ESRD Patienten
eine antiinflammatorische Therapie durchgefiihrt wird. Zwar erscheint es paradox, eine
Immunsupression zur Verbesserung der Immunantwort durchzufuhren, doch koénnte
beispielsweise ein Immunmonitoring der CD28 Expression eine Erfolgskontrolle der
immunmodulatorischen Therapie darstellen. Auch ist denkbar, dass eine hierdurch erreichte
Umkehr der T- Zell- Anergie die Ansprechraten auf Impfungen erhoht.

Wie gesagt greift PD-1 in die CD28 vermittelte Aktivierung der T- Zelle ein. Mit
Pembrolizumab, Nivolumab und andere existieren bereits mehrere Medikamente, die sich
gegen PD-1 richten und gute Ergebnisse in der Behandlung des fortgeschrittenen Melanoms
erzielten(Eggermont et al., 2018) und dort bereits zugelassen sind. Interessant ware daher,
sowohl die CD28 Expression nach PD1- Inhibitor Exposition zu untersuchen als auch die
Zytokinproduktion der T- Zellen.

Grenzen dieser Studie ergaben sich vor allem aus der GroéRe des bearbeiteten Themas. Die
Immunparalyse ist ein groRer Themenkomplex und umfasst fast alle Immunzellkompartimente.
Ziel dieser Studie war es, den bekannten Immunphénotyp aus der Immunparalyse bei HD-
Patienten nachzuweisen. An Stellen, bei denen dies der Fall war, lassen sich jedoch wenige
definitive Aussagen tatigen. Mechanistische und auf diese Ergebnisse stutzende Experimente
(wie z.B. hinsichtlich das Monozytenverhalten in Gegenwart von stimulierten Th- Zellen) sind
dazu noch nétig.

Weiterer Schwachpunkt dieser Studie ist die Verwendung krykonservierter PBMCs fir die
Stimulationsexperimente. Zwar ist dies eine weit verbreitete und anerkannte Methode, um
standardisiert und in einer statistisch sinnvollen Gruppengréfe in vitro Experimente
durchfihren zu kdnnen, dennoch besteht die Mdglichkeit, dass Stimulationsantworten aufgrund
von ungewollter zusétzlicher Stimulation verfalscht werden. Insbesondere durch den
Auftauprozess kommt es unweigerlich zu einem Zell- Untergang, bei dem DAMPs freigesetzt
werden, die wiederum noch erhaltende Immunzellen aktivieren. Da fur unsere Experimente

jeweils nur zwei Proben gleichzeitig aufgetaut werden konnten, ergibt sich daraus zwangslaufig
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eine nicht sicher zu beurteilbare Variation der Probenbearbeitung und daraus resultierende
variable Experimentbedingungen.

Nichtsdestotrotz liefert diese Studie umfassende Ergebnisse zum Immunphanotyp bei
Dialysepatienten und liefert Grundlage fur weitere Untersuchungen. Ebenso konnte die
Hypothese, dass eine chronisch bestehende Immunparalyse fur die Infektanfalligkeit bei HD-
Patienten verantwortlich ist, widerlegt werden, wenngleich Teilaspekte der Immunparalyse

bestehen und auch mit Inflammation assoziiert sind.
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7 Supplementire Daten

7.1 Deskriptive Kohortenstatistik zu Oberflichenphénotypisierung, T-
Zell- Effektor- Funktion und Zytokinmessungen

Tabelle 6: Deskriptive Kohortenstatistik T- Zell- Oberflachenphanotyp

Parameter HD- Patienten Kontrollgruppe p- Wert
Anzahl, n 74 74 -

Alter (Jahre), MW + SD 70+ 15 67 12 0,247
Geschlecht (mannlich), n (%) 34 (45,9) 36 (48,6) 0,742
BMI (kg/m?), MW % SD 26 £5 24+ 4 0,020
Oberarmumfang (cm) MW £ SD 29+4 26+3 <0,001
Adaptierter CCI (0-21)) MW £SD 4+3 0+0 <0,001
MI in Anamnese, n (%) 14 (19) 0 (0) <0,001
Hypertensive Herzerkrankung, n

(%) 34 (46) 0 (0) <0,001
KHK, pAVK oder Apoplex in

Anamnese, n (%) 37 (50) 1(1,4) <0,001
Diabetes , n (%) 25 (34) 0(0) <0,001
COPD, n (%) 6 (8) 0 (0) 0,012
Neoplasie in Anamnese, n (%) 29 (39) 4 (5,4) <0,001
Vorhofflimmern, n (%) 17 (23) 0(0) <0,001
Rheumatologische Erkrankung, n

(%) 7(9) 0 (0) 0,007
Chronische Infektion, n(%) 4 (5) 0(0) 0,043
Hospitalisierungen in letzten 24

Monaten, MW = SD 32 00 <0,001
Hospitalisierungen wg. primér

infektidsen Ereignis, MW + SD 0+1 00 <0,001
HD vintage (Monate), Median

(IQR) 35 (17 - 55,25) - -
Katheter 8 (11) - -

Kt/V, MW £ SD 1,2+0,3 - -
Nikotinabusus, n (%) 14 (19) 14 (18,9) 1,000
Medikamentdse

Immunsuppression, n (%) 22 (30) 0(0) <0,001
Statine 30 (41) 6 (8,1) <0,001
Albumin (g/L), MW £ SD * 41+04 39+0,.2 0,052
CRP (g/L), Median (IQR) * 5,1(2,05-9,4) 0,11 (0,04 - 0,27) <0,001
IL-6 (pg/mL), Median (IQR) * 41 (2,43-7,12) 1,01 (0,55 - 1,7) <0,001
IL-8 (pg/mL), Median (IQR) * 16,12 (11,85-20,65) 5,7 (4,68 - 7,17) <0,001

*unvollstdndige Daten (Patienten/Gesunde Kontrollen): Albumin n=3/53; CRP n=1/0; IL-6 n=10/19; I1L-8 n=9/0
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Tabelle 7: Deskriptive Statistik Monozyten und NK- Zellen Oberflachenphénotyp

Parameter HD- Patienten Kontrollgruppe p- Wert
Anzahl, n 67 67 -

Alter (Jahre), MW + SD 70+ 14 68 £ 12 0,205
Geschlecht (mannlich), n (%) 30 (44,8) 34 (50,7) 0,489
BMI (kg/m?), MW + SD 26 £5 24+ 4 0,010
Oberarmumfang (cm) MW + SD 29+ 4 273 <0,001
Adaptierter CCI (0-21)) MW £SD 4+3 0+0 <0,001
MI in Anamnese, n (%) 12 (18) 0(0) <0,001
Hypertensive Herzerkrankung, n

(%) 29 (43) 0(0) <0,001
KHK, pAVK oder Apoplex in

Anamnese, n (%) 34 (51) 1(1,5 <0,001
Diabetes , n (%) 23 (34) 0(0) <0,001
COPD, n (%) 5(7) 0 (0) 0,023
Neoplasie in Anamnese, n (%) 28 (42) 4 (6) <0,001
Vorhofflimmern, n (%) 14 (21) 0(0) <0,001
Rheumatologische Erkrankung, n

(%) 5(7) 0 (0) 0,023
Chronische Infektion, n(%) 4 (6) 0(0) 0,042
Hospitalisierungen in letzten 24

Monaten, MW + SD 312 00 <0,001
Hospitalisierungen wg. primér

infektidsen Ereignis, MW * SD 0,4+0,6 0+0 <0,001
HD vintage (Monate), Median

(IQR) 34 (16 - 55) - -
Katheter 8 (12) - -

Kt/V, MW £ SD 12+0,3 - -
Nikotinabusus, n (%) 13 (19) 13 (19,4) 1,000
Medikamentose

Immunsuppression, n (%) 24 (36) 0(0) <0,001
Statine 29 (43) 5(7,5) <0,001
Albumin (g/dL), MW + SD * 41+04 39+0,2 0,670
CRP (g/L), Median (IQR) * 5,2(2,13-9,78) 0,1(0,1-2,2) <0,001
IL-6 (pg/mL), Median (IQR) * 4(2,37-7,12) 0,91 (0,53 - 1,59) <0,001
IL-8 (pg/mL), Median (IQR) * 16,76 (12,16 - 22,32) 5,74 (4,71 -7,22) <0,001

*unvollstdndige Daten (HD/Kontrollen): Albumin n=3/46; CRP n=1/0; IL-6 n=10/18; I1L-8 n=10/0
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Tabelle 8: Deskriptive Statistik T- Zell- Effektorfunktion

Parameter HD- Patienten Kontrollgruppe p- Wert
Anzahl, n 59 58 -

Alter (Jahre), MW + SD 69 + 15 67 +14 0,432
Geschlecht (mannlich), n (%) 28 (47,5) 30 (51,7) 1,000
BMI (kg/m?), MW + SD 26 £5 24 +3 0,004
Oberarmumfang (cm) MW + SD 29+ 4 273 0,001
Adaptierter CCI (0-21)) MW £SD 4+3 0+0 <0,001
MI in Anamnese, n (%) 12 (20) 0(0) <0,001
Hypertensive Herzerkrankung, n

(%) 28 (47) 0 (0) <0,001
KHK, pAVK oder Apoplex in

Anamnese, n (%) 27 (46) 0(0) <0,001
Diabetes , n (%) 20 (34) 0(0) <0,001
COPD, n (%) 5(8) 0 (0) 0,023
Neoplasie in Anamnese, n (%) 21 (36) 1(1,7) <0,001
Vorhofflimmern, n (%) 16 (27) 0(0) <0,001
Rheumatologische Erkrankung, n

(%) 6 (10) 0 (0) 0,013
Chronische Infektion, n(%) 2(3) 0(0) 0,157
Hospitalisierungen in letzten 24

Monaten, MW + SD 32 00 <0,001
Hospitalisierungen wg. primar

infektidsen Ereignis, MW * SD 0,4+0,7 00 <0,001
HD vintage (Monate), Median

(IQR) 37 (16 - 58) - -
Katheter 7(12) - -

Kt/V, MW £ SD 12+0,3 - -
Nikotinabusus, n (%) 9 (15) 8 (13,8) 0,823
Medikamentose

Immunsuppression, n (%) 18 (31) 0 (0) <0,001
Statine 26 (44) 4(6,9) <0,001
Albumin (g/L), MW + SD * 41+05 39+0,3 0,112
CRP (g/L), Median (IQR) * 6 (3,48 - 13,6) 0,14 (0,05 - 0,27) <0,001
IL-6 (pg/mL), Median (IQR) * 4,76 (2,44 - 7,11) 1,04 (0,52 - 1,53) <0,001
IL-8 (pg/mL), Median (IQR) * 15,8 (11,65 - 20,25) 5,97 (4,7 -7,24) <0,001

*unvollstdndige Daten: Albumin n=1/38; CRP n=1/8; IL-6 n=12/21; IL-8 n=12/8
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Tabelle 9: Desktiptive Statistik zu Analysen innerhalb der HD- Gruppe

Parameter HD- infektgefdhrdet ~ HD- normal p- Wert
Anzahl, n 10 10 -
Alter (Jahre), MW + SD 74 £ 17 73114 0,888
Geschlecht (mannlich), n (%) 5 (50) 5 (50) 1,000
BMI (kg/m?), MW + SD 26 £ 6 28+5 0,537
Oberarmumfang (cm) MW + SD 29+ 4 283 0,578
Adaptierter CCI (0-21)) MW +SD 5+3 4+3 0,571
MI in Anamnese, n (%) 5 (50) 2 (20) 0,160
Hypertensive Herzerkrankung, n

(%) 6 (60) 6 (60) 1,000
KHK, pAVK oder Apoplex in

Anamnese, n (%) 7 (70) 5 (50) 0,361
Diabetes , n (%) 4 (40) 1(10) 0,121
COPD, n (%) 1(10) 1(10) 1,000
Neoplasie in Anamnese, n (%) 5 (50) 4 (40) 0,653
Vorhofflimmern, n (%) 5 (50) 2 (20) 0,160
Rheumatologische Erkrankung, n

(%) 2 (20) 0 (0) 0,136
Chronische Infektion, n(%) 1(10) 0(0) 0,305
Hospitalisierungen in letzten 24

Monaten, MW + SD 2+1 3+2 0,111
Hospitalisierungen wg. primar

infektidsen Ereignis, MW + SD 1,3+£0,7 02+04 0,000
HD vintage (Monate), Median

(IQR) 58,5 (11,25 - 93) 42 (31,25 - 63,75) 1,000
Katheter 1(10) 1(10) 1,000
Kt/V, MW £ SD * 1,2+0,2 1,3+0,2 0,229
Nikotinabusus, n (%) 3 (30) 5 (50) 0,361
Medikamentose

Immunsuppression, n (%) 4 (40) 2 (20) 0,329
Statine 6 (60) 4 (40) 0,371
Albumin (g/dL), MW £ SD * 410 4+0 0,111
CRP (g/L), Median (IQR) * 5,05 (1,05 - 18,3) 8,6 (1,28 - 16,7) 0,968
IL-6 (pg/mL), Median (IQR) * 4,66 (2,27 - 14,43) 3,91 (2,25 - 8,39) 0,780

IL-8 (pg/mL), Median (IQR) * 19,17 (13,14 - 32,64) 19,96 (12,68-20,5) 7,960

*unvollstdndige Daten (HD/Kontrollen): Kt/\V n=2/0; Albumin n=0/1; IL-6 n=1/0
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Tabelle 10: Deskriptive Statistik Zytokinmessungen

Parameter HD- Patienten Kontrollgruppe p- Wert
Anzahl, n 70 70 -

Alter (Jahre), MW + SD 70+ 14 67 £ 12 0,03
Geschlecht (mannlich), n (%) 36 (51) 37 (53) 0,826
BMI (kg/m?), MW + SD 265 24+ 4 0,06
Oberarmumfang (cm) MW + SD 294 273 0,03
Adaptierter CCI (0-21)) MW £SD 4+3 0 <0,001
MI in Anamnese, n (%) 14 (20) 0 <0,001
Hypertensive Herzerkrankung, n

(%) 35 (50) 0 <0,001
KHK, pAVK oder Apoplex in

Anamnese, n (%) 36 (51) 0 <0,001
Diabetes , n (%) 24 (34) 0 <0,001
COPD, n (%) 7 (10) 0 <0,001
Neoplasie in Anamnese, n (%) 27 (39) 0 <0,001
Vorhofflimmern, n (%) 15(21) 0 <0,001
Rheumatologische Erkrankung, n

(%) 6 (9) 0 <0,001
Chronische Infektion, n(%) 3(4) 0 <0,001
Hospitalisierungen in letzten 24

Monaten, MW = SD 3+2 0 <0,001
Hospitalisierungen wg. primér

infektidsen Ereignis, MW £ SD 1+05 0 <0,001
HD vintage (Monate), Median

(IQR) 35 (17 - 55,25) - -
Katheter 6 (9) - -

Kt/V, MW £ SD 1,1+£0,3 - -
Nikotinabusus, n (%) 15 (21) 12 (17)

Medikamentose

Immunsuppression, n (%) 25 (35) 0 <0,001
Statine, n (%) 33 (47) 5(7) <0,001
Albumin (g/L), MW + SD 40+ 4 39+2 0,296
CRP (g/L), Median (IQR) 4,1 (1,75-9,75) 0,1 (0,04 -0,28) <0,001

*unvollstdndige Daten: Albumin n=1/44; CRP n=1/1
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