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1 Einleitung 1

1. Einleitung

Die geschatzte globale Pravalenz der chronischen Nierenkrankheit (engl.: chro-
nic kidney disease, CKD) betragt tber 10 % (Hill et al., 2016, Jha et al., 2013),
weshalb die CKD als globales Gesundheitsproblem anerkannt wird (Levey et al.,
2007, Eckardt et al., 2013). Auch in Deutschland wird die Zahl der CKD-Patienten
auf Uber 2 Millionen geschatzt (Girndt et al., 2016). Viele der CKD-Patienten lei-
den unter einer renalen Anamie, welche ihre Leistungsfahigkeit und Lebensqua-
litat erheblich einschrankt (Lefebvre et al., 2006, Portolés et al., 2021) und mit
einer erhohten Morbiditat und Mortalitat (Astor et al., 2006, Kovesdy et al., 2006,
Toft et al., 2020) assoziiert ist. Wichtige Faktoren flir die Entstehung dieser Ana-
mie sind die Reduktion der endogenen Erythropoetin- (EPO-) Produktion und ein
Eisenmangel (KDIGO et al., 2012, Portolés et al., 2021). Bei Dialysepatienten
konnte in mehreren Studien zusatzlich ein vermehrter vorzeitiger Zelltod der
Erythrozyten (Eryptose) festgestellt werden (Abed et al., 2014, Bissinger et al.,
2016, Dias et al., 2018), der zur Anamie der Patienten beitragt. Ob die Eryptose
auch bei nicht-dialysepflichtigen Patienten vermehrt vorkommt, ist bisher noch
nicht bekannt. Karzlich wurde eine vermehrte Eryptoserate auch in einer Studie
bei nicht-dialysepflichtigen Patienten beschrieben (Gok et al., 2022). Im Rahmen
der vorliegenden Querschnittstudie sollte genauer untersucht werden, ob auch
bei nicht-dialysepflichtigen CKD-Patienten eine Korrelation zwischen der Eryp-

tose und der Nierenfunktion sowie der Anamie besteht.

1.1 Chronische Nierenkrankheit
1.1.1 Definition, Epidemiologie, Atiologie, Pathophysiologie

Aufgrund steigender Inzidenz und Pravalenz von Nierenkrankheiten, den damit
einhergehenden hohen Kosten fiur das Gesundheitssystem und schlechten The-
rapieergebnissen, wurde im Jahr 2002 durch die ,National Kidney Foundation
Kidney Disease Outcome Quality Initiative' (NKF KDOQI) erstmalig eine einheit-
liche Definition und Klassifikation der chronischen Nierenkrankheit konzeptuali-
siert (National Kidney Foundation, 2002). Diese Definition wurde durch die ,Kid-
ney Disease Improving Global Outcomes’ (KDIGO) Uberarbeitet. Unter einer

chronischen Nierenkrankheit wird demzufolge eine abnormale Nierenstruktur
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oder Nierenfunktion verstanden, die seit mehr als drei Monaten besteht und sich
auf die Gesundheit der Patienten auswirkt (KDIGO, 2013). Die Definition umfasst
eine Reduktion der geschatzten glomerularen Filtrationsrate (engl.: estimated
glomerular filtration rate, eGFR) auf < 60 ml/min/1,73m? oder Zeichen einer Nie-
renschadigung im Sinne von pathologischen Veranderungen in Serum, Urin, Bild-
gebung oder Histologie oder einer erfolgten Nierentransplantation (KDIGO, 2013).
Dabei ist die Albuminurie der wichtigste Risikofaktor flr das kardiale Risiko und
eine Progression der chronischen Nierenkrankheit (Herold, 2023).

Die chronische Nierenkrankheit birgt nicht nur ein erhdhtes Risiko fur einen fort-
schreitenden Funktionsverlust der Nieren bis hin zum Nierenversagen mit der
Notwendigkeit einer Nierenersatztherapie, sondern stellt auch einen Risikofaktor
fur kardiovaskulare Erkrankungen und andere chronische Erkrankungen dar und
geht mit einer erhdhten Hospitalisierungsrate und Mortalitat einher (Go et al.,
2004, Gansevoort et al., 2013). Die ,Global Burden of Disease‘-Studie von 2019
stufte die durch die chronische Nierenkrankheit bedingte weltweite Mortalitat mit
18,3 Toten auf 100.000 Personen auf Rang 11 ein (vergleichend war die CKD
2010 auf Rang 14 und 1990 auf Rang 19) (Jha et al., 2013). Die CKD war global
betrachtet fir 41,5 Millionen ,verlorene gesunde Lebensjahre‘ (engl.: disability
adjusted life years, DALY) verantwortlich, was einer Zunahme von 93,2 % im Ver-
gleich zu 1990 entspricht (GBD 2019 Diseases and Injuries Collaborators, 2020,
Ke et al., 2022). Weitere Risiken einer CKD sind eine erhdohte Gefahr fur eine
akute Nierenfunktionseinschrankung (engl.: Acute Kidney Injury, AKIl), eine ver-
anderte Pharmakokinetik von Arzneimitteln, eine erhohte Infektionsgefahr und
ein erhohtes Risiko fur kognitive Beeintrachtigungen und Gebrechlichkeit
(KDIGO, 2013).

Die CKD ist mit einer geschatzten globalen Pravalenz von Gber 10 % (Hill et al.,
2016, Jha et al., 2013) eine sehr weit verbreitete Erkrankung. Dabei ist die Pra-
valenz altersabhangig: In den USA zeigte sich bei Uber 60-Jahrigen eine Pra-
valenz von Uber 20 %, bei Uber 70-Jahrigen sogar eine Pravalenz von Uber 35 %
(Eckardt et al., 2013). Auch in Deutschland sind aktuell ca. 80.000 Patienten mit
terminalem Nierenversagen in Dialyse-Behandlung und ungefahr 23.000 Patien-
ten befinden sich nach erfolgter Nierentransplantation in Nachsorge (Girndt et al.,
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2016). Die Zahl der Patienten mit chronischer Nierenkrankheit in Deutschland
wird auf Uber 2 Millionen geschatzt, wobei die Pravalenz mit zunehmendem Alter
deutlich steigt. Der Mehrheit der Betroffenen war ihre abnorme Nierenfunktion
jedoch nicht bekannt, lediglich 16 % der Betroffenen befanden sich in adaquater
medizinischer Behandlung (Girndt et al., 2016). Patienten mit chronischer Nie-
renkrankheit wiesen auflerdem in mehreren Studien eine schlechtere Lebens-
qualitat auf als die untersuchten Kontrollpersonen (Perlman et al., 2005).

In der GCKD- (engl.: German Chronic Kidney Disease) Studie wurden 5217 Pa-
tienten mit moderater chronischer Nierenkrankheit (eGFR 30 - 60 ml/min/1,73 m?
oder stark erhéhte Albuminurie / Proteinurie) in Deutschland untersucht, um Ur-
sachen, Komorbiditaten und Therapieergebnisse der CKD genauer zu evaluieren.
Die haufigsten zur chronischen Nierenkrankheit fUhrenden Ursachen waren eine
vaskulare hypertensive Nephropathie (23 %), primare Glomerulonephritis (19 %),
diabetische Nephropathie (15 %), Systemerkrankungen (8 %) und interstitielle
Nephropathie (4 %). Bei 20 % blieb die Ursache unbekannt, haufig wurde auch
eine multifaktorielle Pathogenese vermutet (Titze et al., 2015). Diabetes (35 %)
und kardiovaskulare Erkrankungen (32 %, ohne arterielle Hypertonie) waren hau-
fige Komorbiditaten, Nikotinkonsum (59 % anamnestischer Nikotinabusus) und
Fettleibigkeit (43 % mit Kdrpermasseindex (engl.: Body-Mass-Index, BMI)
> 30 kg/m?) stellten haufige Risikofaktoren dar (Titze et al., 2015).

Im Rahmen der Progression der CKD und dem damit einhergehenden progres-
siven Verlust der exokrinen und endokrinen Nierenfunktionen kommt es zu einer
stadienabhangig ansteigenden Inzidenz und Pravalenz von Komplikationen der
CKD. Darunter versteht man Stérungen der Blutdruckregulation (arterielle Hyper-
tonie), Stoérungen im Wasser-, Elektrolyt- und Saure-Base-Haushalt (metaboli-
sche Azidose), Stérungen des Mineral- und Knochenstoffwechsels (Vitamin-D-
Mangel, Hyperphosphatamie und sekundarer Hyperparathyreoidismus), kardi-
ovaskulare Komplikationen und hamatologische Komplikationen (renale Anémie,
siehe Abschnitt 1.2). Ebenso dazu gezahlt werden mit einer gestorten sekretori-
schen Nierenfunktion einhergehende neurologische und dermatologische Kom-
plikationen und ein Proteinmangel (KDIGO, 2013, Herold, 2023). Die weltweite

Inzidenz und Pravalenz von mit CKD assoziierten Erkrankungen, wie Diabetes
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mellitus, hypertensive Erkrankungen, metabolisches Syndrom und Adipositas ist
ebenso wie die der CKD steigend (Eckardt et al., 2013, GBD 2019 Diseases and
Injuries Collaborators, 2020), weshalb davon auszugehen ist, dass die Bedeu-
tung der Fruherkennung und Behandlung von chronischer Nierenkrankheit und

deren Komorbiditaten zuklnftig eher zu- als abnehmen wird.
1.1.2 Stadieneinteilung

Die Stadieneinteilung der chronischen Nierenkrankheit erfolgt anhand von Atio-
logie, eGFR (Tab. 1) und Albuminurie (Tab. 2). Die Klarung der Atiologie der CKD
kann dabei mithilfe der Anamnese, klinischen Untersuchungen, Labormessun-

gen, Bildgebung und pathologischen Untersuchungen erfolgen (KDIGO, 2013).

Tab. 1: Einteilung der CKD in CKD-Stadien (KDIGO, 2013)

GFR-Stadium GFR (ml/min/1,73 m?) Beschreibung*

G1 =290 Normal bis erhoht

G2 60 - 89 Leicht vermindert

G3a 45 - 59 Leicht bis maRig vermindert
G3b 30-44 MaRig bis stark vermindert
G4 15-29 Stark vermindert

G5 <15 Nierenversagen

Abkiirzungen: CKD (chronische Nierenkrankheit), GFR (glomerulére Filtrati-
onsrate)

*im Verhéltnis zu jungen Erwachsenen

Kategorie G1 und G2 erfiillen bei keinem Nachweis einer Nierenschadigung
nicht die Kriterien der CKD.

Zur Einteilung der Albuminurie-Stadien kann die Albumin-Konzentration im Ver-
haltnis zur Kreatinin-Konzentration verwendet werden (Albumin-Kreatinin-Quoti-
ent, engl.: Albumin-to-creatinine ratio, ACR) (siehe Tab. 2) (KDIGO, 2013). Im
Rahmen der CKD macht Albumin den groten Anteil der Proteinurie aus und
kommt schon bei leichteren Schaden der Glomeruli im Urin vor, bei Tubulopathien
finden sich dagegen eher kleinmolekulare Proteine (Herold, 2023). Stadium A3
schlief3t den nephrotischen Bereich mit ein (ACR > 2200 mg/g Kreatinin) (Herold,
2023).



1 Einleitung S

Tab. 2: Einteilung der CKD in Albuminurie-Stadien (KDIGO, 2013)

Albuminurie- ACR (mg/g Kreatinin) Beschreibung*
Stadium

A1 <30 Normal bis leicht erhdht
A2 30 - 300 MaRig erhoht

A3 > 300 Stark erhoht™*

Abkiirzungen: CKD (chronische Nierenkrankheit), ACR (Albumin-Kreatinin-
Quotient)

*im Verhéltnis zu jungen Erwachsenen

**einschliel3lich des nephrotischen Bereiches (ACR > 2200 mg/g Kreatinin)

Unter einer Progression der CKD versteht man eine Zunahme des CKD-Stadi-
ums begleitet von einer Reduktion der eGFR um mindestens 25 %. Dabei kenn-
zeichnet einen schnellen Progress ein anhaltender Abfall der eGFR um mehr als
5 ml/min/1,73 m? pro Jahr (KDIGO, 2013). Faktoren, die mit einem starkeren
Fortschreiten der CKD assoziiert sind und in die Einschatzung der Prognose mit-
einbezogen werden sollten, sind die Ursache der CKD, die GFR und Albuminurie,
Alter, Geschlecht, Ethnie, erhohter Blutdruck, Hyperglykamie, Dyslipidamie, Rau-
chen, Fettleibigkeit, kardiovaskulare Erkrankungen in der Anamnese und eine
fortgesetzte Exposition gegentber nephrotoxischen Substanzen (KDIGO, 2013).
Aulerdem kann eine Einteilung in Risikokategorien nach der jeweiligen Prog-
nose fur die unterschiedlichen CKD- und Albuminurie-Stadien erfolgen. Dabei ge-
hen eine abnehmende Nierenfunktion und zunehmende Albuminurie mit einer
schlechteren Prognose und einer héheren kardiovaskularen und Gesamtmortali-
tat einher (Astor et al., 2011, Gansevoort et al., 2011, KDIGO, 2013).
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1.2 Anamie und renale Anamie

Eine Anamie ist definiert als Verminderung der Hamoglobin-Konzentration unter
die Norm, bei Frauen auf eine Hamoglobin- (Hb-) Konzentration < 12,0 g/dI, bei
Mannern auf < 13,0 g/dl (KDIGO et al., 2012). Die chronische Nierenkrankheit ist
haufig mit einer renalen Anamie vergesellschaftet, welche sich hypoproliferativ
und meist normochrom und normozytar darstellt (KDIGO et al., 2012) und mit
einer schlechteren Prognose assoziiert ist (Babitt et al., 2021). Die Anamie
schrankt die Leistungsfahigkeit und Lebensqualitat der CKD-Patienten erheblich
ein (Lefebvre et al., 2006, Finkelstein et al., 2009, Portolés et al., 2021) und ist
aullerdem mit einem schnelleren Progress der CKD (Portolés et al., 2013), einem
héheren Risiko fir Nierenversagen (Kovesdy et al., 2006), erhéhter Morbiditat
und Mortalitat (Astor et al., 2006, Kovesdy et al., 2006, Toft et al., 2020), kogniti-
ven Storungen (Dev und Babitt, 2017), hdheren Hospitalisierungsraten (Portolés
et al., 2013, Toft et al., 2020), hdheren Kosten (Nissenson et al., 2005) und mehr
schweren kardialen Ereignissen (Toft et al., 2020) assoziiert und stellt einen kar-
diovaskularen Risikofaktor dar (Iseki und Kohagura, 2007).

Dabei korrelieren Inzidenz, Pravalenz und Auspragung der renalen Anamie ne-
gativ mit der eGFR (KDIGO et al., 2012). In spaten Stadien der CKD kommt bei

der Mehrheit der Patienten eine Anamie vor (Batchelor et al., 2020).
1.2.1 Pathophysiologie der renalen Anamie und Eisenmangel

Die Anamie bei Patienten mit chronischer Nierenkrankheit ist multifaktoriell be-
dingt (Macdougall et al., 2016). Ein vorrangiger Grund ist die mit dem Verlust der
Nierenfunktion einhergehende progressive Reduktion der endogenen EPO-Pro-
duktion; weitere beschriebene Faktoren sind unter anderem ein absoluter oder
funktioneller Eisenmangel, eine geringere Reaktion des Knochenmarks auf Sti-
mulation durch Erythropoetin aufgrund von uramischen Toxinen und Entzindung,
eine reduzierte Lebenszeit der Erythrozyten, ein Vitamin-B12- oder Folsaure-
mangel, Hypothyreoidismus, Hamolyse, Hyperparathyreoidismus, Malignome
und Mangelernahrung (Artunc und Risler, 2007, KDIGO et al., 2012, Geddes,
2018, Hayes, 2019, Portolés et al., 2021).
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Erythropoetin ist ein hauptsachlich in bestimmten Stromazellen der Niere, den
sogenannten Norn-Zellen (Kragesteen et al., 2023), und auf’erdem in geringer
Menge in der Leber produziertes Glykoprotein. Ein niedriger Sauerstoffpartial-
druck im Gewebe fuhrt, hauptsachlich durch Aktivierung des Hypoxie-induzierten
Faktors (HIF), zu einer verstarkten Transkription des EPO-Gens. EPO reguliert
die Erythropoese, indem es an Rezeptoren an der Oberflache der erythroiden
Vorlauferzellen bindet und als wichtiger Stimulus fiir Uberleben, Proliferation und
Differenzierung dient und damit eine bessere Sauerstofftransportfahigkeit des
Blutes gewahrleistet (Pan et al., 2011, Lang et al., 2012, Portolés et al., 2021).
Die EPO-Konzentration der CKD-Patienten ist im Verhaltnis zur Auspragung der
Anamie unzureichend erhoht (Babitt und Lin, 2012), der EPO-Mangel beginnt
bereits in frihen Stadien der CKD, ist jedoch verstarkt in den CKD-Stadien G4
und G5 vorzufinden (Fehr et al., 2004, Artunc und Risler, 2007). Bei CKD bedingt
eine verringerte Durchblutung der Nieren eine geringere Versorgung des Gewe-
bes mit Sauerstoff, eine daraus resultierende Anpassung des Nierengewebes er-
halt den Gewebesauerstoffgradienten. Dadurch wird allerdings das HIF-System
und damit das EPO-Gen nicht aktiviert, es resultiert eine geringere EPO-Produk-
tion (Wenger und Hoogewijs, 2010). AuRerdem findet sich bei CKD-Patienten
eine geringere Reaktion des Knochenmarks auf Stimulation durch endogenes
oder exogenes EPO, was vor allem auf proinflammatorische Zytokine zurickge-
fuhrt wird (Geddes, 2018, Portolés et al., 2021). Bei einigen CKD-Patienten wer-
den deshalb bei normalen EPO-Konzentrationen niedrige Hb-Konzentrationen
beobachtet (Wagner et al., 2011).

Fir eine Stimulation der Erythropoese durch EPO wird auRerdem ausreichend
Eisen bendtigt. Folglich ist ein weiterer haufiger, reversibler Grund fur chronische
oder progressive Anamie bei CKD eine Eisenmangelanamie, von welcher viele
der Patienten betroffen sind (KDIGO et al., 2012). Dabei sind sowohl ein absolu-
ter Eisenmangel als auch ein funktionaler Eisenmangel moglich. Die Serum-Fer-
ritin-Konzentration und die Transferrin-Sattigung (TfS) werden verwendet, um
den Eisenstatus einzuschatzen, eine Eisenmangelanamie zu diagnostizieren und
eine erythropoetische Reaktion auf eine mogliche Eisentherapie vorherzusagen.
Ein Eisenmangel ist definiert als TfS < 20 % und Ferritin-Konzentration
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< 100 ng/ml (<= 10 pg/dl) (KDIGO et al., 2012). Allerdings sind diese Grenzwerte
nicht sehr sensitiv fur die Eisenmangelanamie bei CKD-Patienten. Eine Studie
mit 100 CKD-Patienten (CKD-Stadium G3 bis G5) identifizierte einen Eisenman-
gel bei nur 17 % der Patienten, wahrend mithilfe des Goldstandards - der Eisen-
farbung im Knochenmark — bei 48 % der Patienten ein Eisenmangel diagnosti-
ziert werden konnte (Stancu et al., 2010, Batchelor et al., 2020). Das Plasma-
Ferritin ist ein positives Akute-Phase-Protein und wird somit durch Entzindung
und aulderdem durch Lebererkrankungen beeinflusst (Lipschitz et al., 1974). Es
muss deshalb bei CKD-Patienten vorsichtig interpretiert werden. Ferritin-Kon-
zentrationen < 30 ng/ml (< 3 pg/dl) sind stark pradiktiv flr leere Eisenspeicher im
Knochenmark, Konzentrationen > 30 ng/ml (> 3 ug/dl) schliel3en diese jedoch
nicht aus (KDIGO et al., 2012). Transferrin dagegen ist ein negatives Akute-
Phase-Protein und haufig bei CKD-Patienten vermindert (Besarab et al., 1999),
weshalb das bei einer bestimmten Transferrin-Sattigung an Transferrin gebun-
dene und fur die Erythropoese verfugbare Eisen bei CKD niedriger ist und ein
Wert > 20 % keinen Eisenmangel ausschliel3t (Macdougall et al., 2016). Aulder-
dem konnen diese Parameter nicht sicher zwischen absolutem und funktionalem

Eisenmangel unterscheiden (Wish, 2006).

Ein absoluter (oder Speicher-) Eisenmangel ist durch einen aufgebrauchten Ge-
samteisenspeicher und erniedrigtes im Kreislauf zirkulierendes Eisen mit daraus
resultierender eingeschrankter Erythrozyten-Produktion gekennzeichnet (Babitt
und Lin, 2012). Er kann durch einen erhdhten Blutverlust, beispielsweise durch
Uramie induzierte Thrombozytendysfunktion oder haufige iatrogene Blutentnah-
men (Macdougall et al., 2016), eine gestorte Eisenaufnahme, unter anderem auf-
grund von Medikamenten wie Phosphatbindern und Antazida, oder durch erhdhte
Hepcidin-Level bedingt sein (Zumbrennen-Bullough und Babitt, 2014, Geddes,
2018). Ein funktionaler (oder relativer) Eisenmangel dagegen beschreibt einen
Zustand der ineffektiven Verwendung der vorhandenen Eisenspeicher, trotz aus-
reichender oder sogar erhdhter Eisenspeicher - bei erhdhter Hepcidin-Konzent-
ration, systemischer Inflammation (retikuloendotheliale Blockade) oder relativem

Eisenmangel bei exogener EPO-Gabe (Inkongruenz zwischen Angebot und
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Nachfrage) (Babitt und Lin, 2012, Macdougall et al., 2016, Batchelor et al., 2020).

Eisen ist ein essenzielles Spurenelement, welches in geringen Mengen Gber den
Gastrointestinaltrakt aufgenommen und anschlieRend an Transferrin gebunden
entweder zu Leber oder Milz transportiert und an Ferritin gebunden gespeichert,
oder im Knochenmark zur Erythropoese verwendet wird (Batchelor et al., 2020).
Diese Eisenaufnahme tUber die Nahrung reicht normalerweise zur Kompensation
des taglichen Eisenverlustes aus, wahrend die Uberwiegende Mehrheit der Ei-
senspeicher durch mithilfe von EPO beeinflusster Phagozytose der seneszenten
Erythrozyten durch retikuloendotheliale Makrophagen und Recycling des enthal-

tenen Eisens wieder aufgefillt wird (Muckenthaler et al., 2017).

Hepcidin, ein vor allem in der Leber hergestelltes Peptidhormon, reguliert den
Eisenmetabolismus zusatzlich, indem es die Eisenaufnahme Uber den Gastroin-
testinaltrakt und die Freisetzung aus Eisenspeichern und Makrophagen hemmt
(Ganz, 2003, Panwar und Gutiérrez, 2016, Batchelor et al., 2020). Die Produktion
von Hepcidin wird bei Zunahme der Eisenaufnahme, Entziindungen oder Infekti-
onen gesteigert, bei Eisenmangel und Hypoxie dagegen gehemmt (Ganz, 2003,
Macdougall et al., 2016, Batchelor et al., 2020). Die Ausscheidung von Hepcidin
erfolgt Uber die Niere, mit progressiver Nierenfunktionseinschrankung nimmt
diese folglich ab (Babitt und Lin, 2012, Portolés et al., 2021). Bei CKD-Patienten
werden erhdhte Hepcidin-Level beobachtet (Zaritsky et al., 2009), die den Eisen-
mangel folglich verstarken. Diese erhohten Hepcidin-Level werden auf erhohte
inflammatorische Zytokine, beispielsweise Interleukin-6, geringere renale Aus-
scheidung und eine erniedrigte EPO-Produktion zurickgefuhrt (Babitt und Lin,
2012, Zumbrennen-Bullough und Babitt, 2014, Batchelor et al., 2020, Babitt et al.,
2021). Ein vorliegender Eisenmangel ist bei CKD-Patienten mit einer schlechte-

ren Prognose assoziiert (Portolés et al., 2021).

Ein weiterer wichtiger, zur Anamie der CKD-Patienten beitragender Faktor ist
eine reduzierte Lebenszeit der Erythrozyten, welche durch einen vermehrten vor-
zeitigen Zelltod (Eryptose) bedingt ist (Abed et al., 2014, Bissinger et al., 2016,
Lang et al., 2017, Geddes, 2018, Dias et al., 2020). Darauf wird in Abschnitt 1.3

genauer eingegangen.
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1.2.2 Therapie der renalen Anamie

Seit der Einflhrung von rekombinantem, humanem EPO in den spaten 1980er-
Jahren wurden dieses und ahnliche Erythropoese-stimulierende Substanzen
(engl.: Erythropoiesis-Stimulating Agents, ESA) bei CKD als Ersatz fur das unzu-
reichende korpereigene EPO eingesetzt, um die Anamie der Patienten zu thera-
pieren. Dadurch verbesserten sich viele der Anamie-bedingten Symptome, au-
Rerdem konnten Bluttransfusionen und deren Komplikationen, wie Infektionen,
Transplantatabsto3ung durch erfolgte Allosensibilisierung oder eine sekundare
Eisenuberladung, reduziert, und so die Lebensqualitat der Patienten verbessert
werden (Gandra et al., 2010, Johansen et al., 2011, Babitt und Lin, 2012). Trotz-
dem konnten mit der Anamie assoziierte Risiken (eine erhohte Mortalitat, Hospi-
talisierung und das Fortschreiten der CKD) nicht vermindert werden (Babitt und
Lin, 2012). Zusatzlich zeigte sich, dass die ESA-Therapie mit dem Auftreten von
Thrombosen (Lippi et al., 2010), einer erhéhten Mortalitat, kardiovaskularen
Komplikationen und einer hoheren Inzidenz von Schlaganfallen einherging
(Babitt und Lin, 2012). Des Weiteren war die ESA-Therapie bei Krebspatienten
mit verstarkter Tumorprogression oder Tumorrezidiven und erhohter Mortalitat
assoziiert (Bennett et al., 2009, KDIGO et al., 2012). Dabei waren hoéhere Hb-
Zielwerte mit einem gréfleren Risiko dieser unerwtinschten Ereignisse und keiner
vergleichsweisen Verbesserung der Lebensqualitat verbunden (CHOIR-Studie)
(Singh et al., 2006). Aus diesem Grund wird eine ESA-Therapie aktuell nur noch
bis zu einer Hb-Konzentration von 11,5 g/dl empfohlen und sollte bei Patienten
mit aktivem Malignom oder einem Malignom in der rezenten Anamnese nicht ein-
gesetzt werden (KDIGO, 2013). AuRerdem wird eine geringe Antwort auf ESAs
bei 5 - 10 % der CKD-Patienten mit Anamie beobachtet. Bei dieser Patienten-
gruppe wird trotz hoher ESA-Dosen der Hb-Zielwert nicht erreicht (Ogawa und
Nitta, 2015).

Es konnte gezeigt werden, dass durch Korrigieren eines Eisenmangels erst ver-
zogert und / oder eine geringere exogene EPO- oder ESA-Zufuhr flr die Anamie-
behandlung bei CKD-Patienten notig ist (Macdougall et al., 2014). Die Eisenthe-
rapie bedingt eine bessere erythropoetische Antwort auf die ESA-Therapie, sie

verringert die Auspragung der Anamie und mit der Anamie zusammenhangende
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Symptome und kann Bluttransfusionen vermeiden oder reduzieren (KDIGO et al.,
2012). Deshalb wird eine Eisentherapie bei nachgewiesenem Eisenmangel als
Initialtherapie empfohlen (KDIGO, 2013). Eine Eisentherapie sollte vermieden
werden, wenn damit wahrscheinlich kein klinischer Vorteil erreicht werden kann,
um eine mogliche Eisenuberladung und eine moglicherweise damit assoziierte
Organdysfunktionen zu vermeiden. Zudem kénnen dadurch therapieassoziierte
Nebenwirkungen wie Hypersensitivitatsreaktionen, anaphylaktoide Reaktionen
und noch unbekannte Langzeitrisiken umgangen werden (KDIGO et al., 2012,
Macdougall et al., 2016). In einer 2018 durchgefiihrten Metaanalyse konnte aller-
dings kein Zusammenhang zwischen intravendser Hochdosis-Eisentherapie und
einem hoheren Risiko fur Mortalitat, Infektionen, kardiovaskularen Ereignissen
oder Hospitalisierung bei dialysepflichtigen CKD-Patienten festgestellt werden
(Hougen et al., 2018). Die Eisentherapie kann bei nicht-dialysepflichtigen CKD-
Patienten oral oder intravends erfolgen. Bei Dialyse-Patienten wird eine intrave-
ndse Hochdosis-Eisentherapie empfohlen (KDIGO et al., 2012), da diese im Ver-
gleich zu einer starkeren Einsparung von ESA-Praparaten und aulerdem zu ei-

ner Verminderung der kardiovaskularen Ereignisse fuhrt (Herold, 2023).

Eine mogliche neue Medikamentengruppe fur die Therapie der Anamie bei CKD-
Patienten stellen die Hypoxie-induzierter Faktor-Prolylhydroxylase-Inhibitoren
(HIF-PHIs) dar. Sie wirken, indem sie die Aktivitat des HIF-Systems unabhangig
von Sauerstoff- und Eisen-Leveln steuern und dadurch eine verstarkte endogene
EPO-Produktion induzieren, die Eisenverfugbarkeit verbessern und das Hepci-
din-Level reduzieren (Babitt et al., 2021).

Trotz der aktuellen Therapieformen der Anamie persistiert diese bei einem Teil
der Patienten, andere dagegen leiden an den Nebenwirkungen ihrer Therapie.
Darum ist es notwendig, die Mechanismen der Entstehung der Anamie, wie auch
den vermehrten vorzeitigen Zelltod der Erythrozyten (Eryptose), genauer zu un-

tersuchen.
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1.3 Eryptose

Die wichtigste Funktion der Erythrozyten, der Sauerstofftransport, ist essenziell
fur die Funktion und das Uberleben von Geweben und Organen (Lang etal., 2012,
Qadri et al., 2017, Dias et al., 2020). Bei Anamie ist diese Funktion beeintrachtigt
(Lang et al., 2012). Normalerweise leben Erythrozyten etwa 120 Tage, bevor die
seneszenten Erythrozyten aus der Blutbahn entfernt werden (Lang et al., 2012,
Qadri et al., 2017, Repsold und Joubert, 2018). Die in einzelnen Studien be-
schriebene Lebenszeit der Erythrozyten bei Hamodialyse-Patienten war mit
73,2 £ 17,8 (Mittelwert (M) + Standardabweichung (SD)), (Ma et al., 2017)) bis
89 + 28 Tagen (Sato et al., 2012) stark reduziert, und in einer kurzlich durchge-
fuhrten Studie CKD-stadienabhangig vermindert, wahrend sich die EPO-Kon-
zentration in den unterschiedlichen Stadien nicht signifikant unterschied (Li et al.,
2019). Wie in Abschnitt 1.2 beschrieben, nimmt die Anamie CKD-stadienabhan-
gig zu (KDIGO et al., 2012). In Modellanalysen wurde bei zunehmend verringer-
ter Erythrozyten-Lebenszeit vermehrt EPO bendétigt. Eine kirzere Erythrozyten-
Lebenszeit kdnnte also haufigere und héherdosierte ESA-Gaben voraussetzen.
Je nach Auspragung der Lebenszeit-Verkirzung konnte die ESA-Gabe folglich
nicht ausreichend sein, um den Hb-Zielwert bei den Patienten zu erreichen (Dias
et al., 2020).

Erythrozyten kénnen, zum Beispiel in Stresssituationen oder bei Zellschaden, be-
reits frihzeitig einem Prozess unterliegen, welcher dem der Apoptose von kern-
haltigen Zellen ahnelt und deshalb auch als Eryptose bezeichnet wird (Lang et
al., 2012, Lang und Lang, 2015a, Pretorius et al., 2016, Qadri et al., 2017). Bei
Patienten mit terminalem Nierenversagen konnte, unabhangig von der zur An-
wendung kommenden Dialyse-Form, gezeigt werden, dass die Erythrozyten pro-
zentual vermehrt von diesem vorzeitigen Zelltod (Eryptose) betroffen sind (Abed
et al., 2014, Bissinger et al., 2016, Lang et al., 2017, Dias et al., 2018) und an-
schlie®end schnell aus dem Blutfluss entfernt werden (Lang et al., 2012, Lang
und Lang, 2015a, Larsson et al., 2016). Durch die Eryptose kann eine unkontrol-
lierte Hamolyse mit Verlust der Zellintegritat und Freisetzung von intrazellularem
Material, unter anderem intrazellularem Hamoglobin, vermieden werden (Lang et
al., 2012, Lang und Lang, 2015a, Qadri et al., 2017), welches sonst durch
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Ablagerung in den Nierentubuli zur akuten Nierenfunktionseinschrankung flihren
konnte (Repsold und Joubert, 2018, Foller und Lang, 2020). Allerdings kann die-
ser Verlust von Erythrozyten, falls keine ausreichende Kompensation durch eine
verstarkte Erythropoese erfolgt, eine Anamie bedingen oder zur renalen Anamie
der Patienten beitragen (Lang et al., 2012, Lang und Lang, 2015b, Lang et al.,
2017).

Aulerdem bedingt die Eryptose eine beeintrachtigte Mikrozirkulation und Hyper-
koagulabilitat durch Adhasion der eryptotischen Erythrozyten an die Gefallwand
und an Thrombozyten (Borst et al., 2012, Lang et al., 2012, Lang und Lang,
2015a, Qadri et al., 2017, Lang et al., 2017). Damit kann sie moglicherweise kar-
diovaskulare Komplikationen, wie pl6étzlichen Herztod, Myokardinfarkte, perip-
here Thrombosen und Lungenembolien, begunstigen (Lang et al., 2012, Foller
und Lang, 2020).

1.3.1 Pathogenese der Eryptose

Wahrend der Eryptose kommt es typischerweise zu morphologischen Verande-
rungen der Erythrozyten, unter anderem einer Zellschrumpfung, Membranveran-
derungen wie einer Blaschenbildung und einer Phosphatidylserin- (PS-) Translo-
kation an die Erythrozyten-Oberflache (Lang et al., 2012, Lang und Lang, 2015a,
Pretorius et al., 2016, Repsold und Joubert, 2018). Diese Veranderungen werden
durch komplexe Vorgange ausgeldst, die bisher nicht ganzlich verstanden sind.
Die Eryptose kann durch vielfaltige endogene und exogene Ausldser bedingt sein,
beispielsweise durch Stressoren wie osmotischen Schock, oxidativen Stress,
Energieentzug, das Komplementsystem, eine erhdhte extrazellulare Phosphat-
Konzentration, Hyperthermie, aber auch durch uramische Toxine wie Indoxylsul-
fat, oder Xenobiotika (Lang et al., 2006, Abed et al., 2014, Qadri et al., 2017, Lang
et al., 2017, Dias et al., 2018, Dias et al., 2020, Gok et al., 2022).

Durch Aktivierung unspezifischer Kationenkanale, unter anderem durch Prostag-
landin E2 (PGEz2), bei Einwirkung eines der oben genannten Ausldser, kann es zu
einem Einstrom von Calcium in die Erythrozyten kommen (Lang und Qadri, 2012,
Lang et al., 2012, Lang und Lang, 2015a, Lang et al., 2017). Der intrazellulare

Calciumanstieg bedingt einen Ausstrom von Kalium durch Calcium-sensitive-
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Kalium-Kanale (Gardos-Kanale), welcher aulerdem Uber eine Hyperpolarisation
zu einem Chlorid-Ausstrom fuhrt. Dadurch kommt es anschlief3end zu einer os-
motisch bedingten Zellschrumpfung (Lang et al., 2012, Lang und Lang, 2015a,
Qadri et al., 2017, Lang et al., 2017, Dias et al., 2020). Zusatzlich aktiviert Cal-
cium Enzyme wie die Protease Calpain, welche einen Abbau des Zytoskeletts
der Erythrozyten bedingt und zur Blaschenbildung (engl.: membrane blebbing)
fuhrt. Das Zytoskelett spielt eine wichtige Rolle in der Zellhomdostase, Membran-
stabilitat und Zellelastizitat (Lang et al., 2006, Pretorius et al., 2016, Qadri et al.,
2017, Dias et al., 2020, Li et al., 2022). Am wichtigsten ist die durch den Calci-
umanstieg verstarkte enzymatische Translokation von Phosphatidylserin in die
aulBere Zellmembran durch Aktivierung der Phospholipidtransiokatoren
Scramblase und Floppase und Hemmung der Flippase. Dies bewirkt einen Ver-
lust der Membran-Asymmetrie und eine verstarkte Exposition von Phos-
phatidylserin auf der Erythrozytenoberflache (Lang et al., 2012, Segawa und
Nagata, 2015, Dias et al., 2020, Pretorius et al., 2016).

Des Weiteren wurde eine vermehrte Produktion von Ceramid aus Sphingomyelin
durch die Phosphodiesterase Sphingomyelinase im Rahmen der Eryptose be-
schrieben, was durch die osmotische Zellschrumpfung bei hyperosmotischem
Stress Uber Freisetzung von plattchenaktivierendem Faktor (PAF) ausgelost wer-
den konnte (Lang et al., 2012, Lang et al., 2015, Repsold und Joubert, 2018, Gok
et al., 2022). Ceramid bedingt wiederum eine verstarkte PS-Exposition (Lang et
al., 2010, Lang et al., 2012) und verstarkt die Wirkung von Calcium auf die Eryth-
rozyten (Lang et al., 2015).

Phosphatidylserin ist ein Phospholipid, das Bestandteil der Zellmembran ist und
sich normalerweise hauptsachlich an der inneren Zellmembran der Lipiddoppel-
schicht befindet. Nach Translokation an die Erythrozyten-Oberflache wird es
durch Makrophagen (Lang et al., 2012), dendritische Zellen (Larsson et al., 2016)
und pro-inflammatorische Monozyten (Bonan et al., 2016) erkannt. Die Erythro-
zyten werden anschliefend phagozytiert und abgebaut (Lang et al., 2012,
Pretorius et al., 2016, Arias und Arias, 2017, Dias et al., 2020) und rasch aus der
Blutbahn entfernt (Lang et al., 2012). In Abb. 1 ist eine vereinfachte schemati-

sche Darstellung der Pathogenese der Eryptose bei CKD-Patienten dargestellt.
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Aulerdem kann die PS-Exposition durch Adhasion von Erythrozyten an die En-
dothelzellen die Mikrozirkulation einschranken (Setty und Betal, 2008). Bei Eryth-
rozyten von Hamodialyse- und Peritonealdialyse-Patienten wurde eine signifikant
hohere PS-Exposition beschrieben als bei gesunden Kontrollpersonen (Abed et
al., 2014, Bissinger et al., 2016, Dias et al., 2018).

Osmotischer/ Oxidativer Stress,
Uramische Toxine,
/Hyperthermie, Energieentzug,
Xenobiotika

Zellschrumpfung,

Erythrozyt Blaschenbildung

Calcium 1 PS-Exposition?
Ceramid 1

Kalium,

Phagozyt

Chilorid,
Wasser

Abb. 1: Schematische Darstellung der Mechanismen der Eryptose bei CKD-Pati-
enten

Es wurden bereits vielféltige endogene und exogene Ausléser fiir die Eryptose, wie 0s-
motischer oder oxidativer Stress, beschrieben. Bei Einwirken dieser Ausléser kann es
zu einem intrazelluldren Calciumanstieg kommen, welcher liber Kalium- und Chlorid-
Ausstrom osmotisch eine Zellschrumpfung bedingt. AuBerdem kommt es zu einem Ab-
bau des Zytoskeletts mit Bldschenbildung durch Proteasen und einer verstéarkten PS-
Exposition auf der Erythrozytenoberflédche. Diese PS-Exposition kann durch eine ver-
mehrte Ceramid-Produktion zusétzlich verstarkt werden. Makrophagen und dendritische
Zellen erkennen das PS an der Erythrozytenoberfldche, worauf es zur Phagozytose und
zum Abbau der Erythrozyten kommt.

Abkiirzungen: PS (Phosphatidylserin), CKD (chronische Nierenkrankheit)
Angaben: Eigene Abbildung, erstellt mit Microsoft PowerPoint in Anlehnung an die Ab-
bildung aus (Dias et al., 2020); fiir weitere Quellen siehe Absatz 1.3.1.

Ein weiterer wichtiger, die Eryptose verstarkender Faktor ist oxidativer Stress.
Dieser ist unter anderem gekennzeichnet durch das Uberwiegende Vorkommen
von Prooxidantien gegenuber protektiven Antioxidantien. Prooxidantien greifen
Makromolekile an und begunstigen eine durch reaktive Sauerstoffspezies (engl.:
reactive oxygen species, ROS) bedingte Stérung der Zellkommunikation (Jones,
2006, Dias et al., 2020). Bei CKD ist der oxidative Stress verstarkt (Popolo et al.,



1 Einleitung 16

2013) und nimmt mit abnehmender Nierenfunktion zu (Terawaki et al., 2004). Die
Entstehung von Prooxidantien bei chronischer Nierenkrankheit ist multifaktoriell
bedingt, zum Beispiel durch Inflammation oder Hypoxie. Zusatzlich kbnnen wich-
tige Antioxidantien wie Vitamine bei der Hamodialyse verloren gehen (Rifkind et
al., 1991, Bissinger et al., 2019, Dias et al., 2020). Bei CKD-Patienten sind sowohl
zu viele ROS vorhanden als auch die enzymatische und nicht-enzymatische an-
tioxidative Kapazitat reduziert, was zu einem verstarkten oxidativen Stress, intra-
und extrazellularen Schaden und einer damit einhergehenden verstarkten Eryp-
tose fuhren kann (Ling und Kuo, 2018, Dias et al., 2020, Li et al., 2022). Weiterhin
kénnen ROS durch Aktivierung unspezifischer Kationenkanale die Eryptose be-
dingen (Lang et al., 2012, Fdller und Lang, 2020).

AuRerdem kann die Eryptose durch zahlreiche Kinasen, wie beispielsweise die
Proteinkinase C (PKC) oder die Januskinase 3 (JAK3), stimuliert werden, wah-
rend zum Beispiel die AMP-aktivierte Proteinkinase (AMPK) die Eryptose hem-
men kann (Lang et al., 2012, Lang et al., 2017).

Es wird vermutet, dass uramische Plasmabestandteile als Eryptose-Ausloser
fungieren konnten, da die PS-Exposition von gesunden Kontrollerythrozyten
nach 24-stundiger in vitro Inkubation in Patientenplasma signifikant hoher war als
die von Erythrozyten im Plasma von Kontrollpersonen (Abed et al., 2014,
Bissinger et al., 2016). Einige, die Eryptose-stimulierende, uramische Toxine, wie
Vanadat (Foller et al., 2008) und Acrolein (Ahmed et al., 2013b) wurden bereits
identifiziert. Hemmend auf die Eryptose einwirken kdnnen dagegen zum Beispiel
Stickstoffmonoxid, Katecholamine und Erythropoetin (Foller et al., 2007, Lang et
al., 2012, Lang et al., 2017, Repsold und Joubert, 2018).

Die Eryptose scheint somit, neben einer verringerten endogenen EPO-Produk-
tion und Eisenmangel, ein weiterer wichtiger Grund fir die Entstehung der rena-
len Anamie bei dialysepflichtigen CKD-Patienten zu sein.

Die Entstehung der Anamie bei Patienten mit chronischer Nierenkrankheit ist in

Abb. 2 schematisch zusammengefasst.
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Abb. 2: Vereinfachte schematische Darstellung der Anamie-Entstehung bei CKD

Ein vorrangiger Grund fiir die Entstehung der renalen Anédmie ist die verminderte Pro-
duktion von Erythropoetin in der Niere. AuBerdem findet sich eine durch urdmische To-
xine und Entziindung bedingte geringere Reaktion der Vorléduferzellen im Knochenmark
auf Stimulation durch EPO. Ein durch erhéhte Hepcidin-Level und vermehrten Verbrauch
bei kompensatorisch gesteigerter Erythropoese bedingter Eisenmangel trégt bei vielen
der CKD-Patienten zur Anédmie bei. Zusétzlich wird eine verminderte Lebenszeit der
Erythrozyten beschrieben. Durch vielféltige exogene und endogene Ausléser, wie bei-
spielsweise osmotischen und oxidativen Stress, aber auch urédmische Toxine kommt es
bei dialysepflichtigen Patienten zu einem vermehrten vorzeitigen Zelltod (Eryptose). Die-
ser geht mit einer Adhésion der Erythrozyten an die GefdBwand und an Thrombozyten
und damit einer eingeschrénkten Mikrozirkulation und erh6hter Thromboseneigung ein-
her.

Abkiirzungen: CKD (chronische Nierenkrankheit), EPO (Erythropoetin)
Angaben: Eigene Abbildung, erstellt mit Microsoft PowerPoint in Anlehnung an die Ab-
bildung von (Lang et al., 2017). Fiir weitere Quellen siehe 1.2.1, 1.3 und 1.3.1.

1.4 Zielsetzung der Studie
Bisher gibt es kaum Studien zur Eryptose bei nicht-dialysepflichtigen CKD-Pati-

enten. Ziel dieser Querschnittstudie war es daher, die Eryptoserate in diesem
Kollektiv mittels durchflusszytometrischen Messungen der Annexin V-Bindung an
Phosphatidylserin zu bestimmen und mit der Eryptoserate von Kontrollpersonen
zu vergleichen. Anschlief3end sollten mogliche Zusammenhange der Eryptose-
rate mit der Nierenfunktion (¢eGFR) und der Anamie (Hb) untersucht werden. Des
Weiteren sollte festgestellt werden, ob eine kompensatorische Steigerung der
Retikulozytenzahlen und der EPO-Konzentrationen feststellbar sind und ob die
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Schwere der Nierenkrankheit mit der Eryptoserate und mit einem mdglichen Ei-
senmangel korreliert. AuRerdem war es das Ziel, durch die Beurteilung der Kor-
relationen der Eryptoserate, der eGFR und der Hb-Konzentration mit demogra-
phischen, klinischen und laborchemischen Parametern neue Einsichten zu ge-
winnen und Hypothesen zu der Eryptose bei chronisch nierenkranken Patienten
aufzustellen. Mithilfe einer retrospektiven Wiedervorstellungsuntersuchung soll-
ten die Korrelationen zwischen der Differenz der eGFR und der Hb-Konzentration

und der Eryptoserate untersucht werden.

Die Erkenntnisse sollten dazu dienen, die Eryptose als einen der Griinde einer
Anamie bei CKD-Patienten besser zu verstehen, um diese zuktinftig moglicher-
weise mitin die Therapieplanung einzubeziehen. Zudem kdnnte dadurch ein The-
rapieansatz entwickelt werden, der auf eine Hemmung der Eryptose abzielt, um
so die renale Anamie der Patienten und die damit einhergehende schlechtere

Prognose besser zu therapieren.
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2. Methoden

2.1 Uberblick

Basierend auf der Hypothese, dass die Anamie der Patienten mit chronischer
Nierenkrankheit nicht nur primar durch einen Erythropoetin- (EPO-) Mangel, son-
dern auch durch verstarkte Eryptose bedingt ist, wurden im Rahmen einer Quer-
schnittstudie Blutproben von Patienten mit chronischer, nicht-dialysepflichtiger
Nierenkrankheit sowie einer Kontrollgruppe untersucht. Mithilfe der Durchflusszy-
tometrie wurde getestet, ob die Erythrozyten der Patienten, im Vergleich zu de-
nen der Kontrollgruppe, prozentual von einem vermehrten vorzeitigen Zelltod, re-
prasentiert durch den Anteil der Phosphatidylserin-Exposition, betroffen waren.
Des Weiteren wurde untersucht, ob die Schwere der Nierenkrankheit mit dem

Grad der Eryptose und mit einem Eisenmangel korrelierte.

2.2 Studienpopulation und laborchemische Messungen

Fir die verwendeten Blut- und Spontanurinproben wurden im Zeitraum von April
bis November 2020 Patienten mit chronischer, nicht-dialysepflichtiger Nieren-
krankheit aus der nephrologischen Ambulanz der Medizinischen Klinik des Uni-
versitatsklinikums Tubingen rekrutiert. Diese Patienten wurden fir die Teilnahme
an der Studie aufgeklart, unterschriebene Einverstandniserklarungen liegen vor.
Eine Genehmigung der Ethikkommission zur Untersuchung der Eryptose bei Pa-
tienten der nephrologischen Ambulanz besteht (Nummer 556/2018B02). Aulder-
dem wurden Blutproben von gleichgeschlechtlichen und etwa gleichaltrigen Kon-
trollprobanden aus dem Zentrum fur Klinische Transfusionsmedizin Tubingen ge-
wonnen, welche ebenfalls ihr schriftliches Einverstandnis fur die Nutzung ihrer
Blutproben im Rahmen von klinischen Studien erteilt hatten. Fur die Blutent-
nahme wurden Lithium-Heparin-Monovetten verwendet. Mithilfe eines CELL-
DYN Ruby Hamatologie-Analysesystems (Softwareversion 2.3 ML) und ab dem
27.07.2020 stattdessen mit einem Sysmex KX-21N Hamatologie-Analysator
wurde, unmittelbar nach der Blutentnahme, ein Blutbild der Kontrollprobanden
bestimmt (Erythrozytenzahl, Hdmoglobin (Hb), Hamatokrit (Hkt), mittleres Eryth-
rozyteneinzelvolumen (engl.: mean corpuscular volume, MCV)). Das System

wurde gewechselt, um zusatzlich das mittlere korpuskulare Hamoglobin (engl.:
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mean corpuscular hemoglobin, MCH) und die mittlere korpuskulare Hamoglobin-
Konzentration (engl.: mean corpuscular hemoglobin concentration, MCHC) der
Kontrollpersonen messen zu konnen. Die relevanten Nierenfunktions- und Ana-
mieparameter der Patienten wurden routinemallig im Zentrallabor des Universi-
tatsklinikums Tubingen bestimmt und Uber das Order-Entry und Statusinformati-
onssystem LAURIS (Swisslab GmbH) nachtraglich abgerufen und tbernommen.
Die Spontanurin-Proben der Patienten wurden bei - 20 °C asserviert. Die asser-
vierten Urinproben wurden zu einem spateren Zeitpunkt zur Nachbestimmung
von Gesamt-Eiweil}, Albumin- und Kreatinin-Konzentration im Zentrallabor ver-
wendet (siehe Abschnitt 2.6).

2.3 Erythrozytenaufreinigung fir die durchflusszytometrischen
Messungen

Zur Aufreinigung der Erythrozyten wurden 500 pl Blut von den Blutproben der
Patienten und Kontrollpersonen zu 1,5 ml Ringerldsung (siehe Absatz 2.8.4, Tab.
11) pipettiert, dies wurde mit leichten Schwenkbewegungen durchmischt und auf
2 ml Pancoll human (Dichte 1,077 g/ml) aufgeschichtet. Anschlielend wurde bei
120 relativer Zentrifugalbeschleunigung (rcf = engl.: relative centrifugal force) und
20 °C fiir 20 Minuten zentrifugiert und der Uberstand abpipettiert und verworfen.
Daraufhin wurden erneut 2 ml Ringerlésung hinzugefugt, bei 120 rcf und 20 °C
fur 10 min zentrifugiert und der Uberstand entfernt. Die Erythrozyten konnten an-

schlielend flr die durchflusszytometrischen Messungen verwendet werden.

2.4 Inkubation von Kontroll-Erythrozyten in Plasma von Patien-
ten und Kontrollpersonen

Von den Blutproben wurde das Plasma bei 2500 Umdrehungen pro Minute
(rpm = engl.: revolutions per minute, entsprechend 1390 rcf) und 20 °C fur 5 Mi-
nuten abzentrifugiert, anschlieliend wurde es abpipettiert, 500 pl davon aliquo-
tiert und das ubrige Plasma bei - 20 °C asserviert. Die asservierten Plasmapro-
ben wurden spater zur Nachbestimmung von Eisenstatus- und weiteren Labor-
parametern im Zentrallabor verwendet (siehe Abschnitt 2.6). Zu den aliquotierten
500 pl Plasma von Patienten und Kontrollen wurden 2 ul Erythrozyten einer Kon-

trollperson mit Blutgruppe 0 hinzu pipettiert und anschlieRend bei 37 °C fur
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24 Stunden in vitro inkubiert. Diese Erythrozyten wurden anschliel3end ebenfalls

auf ihre Eryptoserate untersucht (siehe Absatz 2.5.8).

2.5 Durchflusszytometrie (FACS)
2.5.1 Prinzip der Durchflusszytometrie (FACS)

Mithilfe der Durchflusszytometrie (FACS-Analyse; engl.: fluorescence activated
cell sorting) konnen in sehr kurzer Zeit grol3e Zellzahlen auf verschiedene Cha-
rakteristika, wie Grofe, Oberflachenstruktur und Granularitat, untersucht werden,
wahrend diese einen Laserstrahl in der Messzelle des Durchflusszytometers pas-
sieren. Fur die FACS-Analyse werden die Zellen aus der Probenflussigkeit in ei-
nem Hullstrom in die Messzelle transportiert und hydrodynamisch fokussiert. In-
folgedessen befinden sich nur einzelne Zellen im Laserstrahl. Dabei entsteht
Streulicht, welches an verschiedene Detektoren geleitet und dort in elektrische
Signale transformiert wird (siehe Abb. 3). Der Detektor der Vorwartsstreuung
(engl.: forward scatter, FSC) erfasst und misst Licht, welches an der Oberflache
der Zelle in kleinen Winkeln abgelenkt wird. Das FSC-Signal ist somit proportio-
nal zur Grélke der gemessenen Zelle. Die Intensitat der Signale am Detektor der
Seitwartsstreuung (engl.: side scatter, SSC) wird hingegen durch in groen Win-
keln gestreutes Licht verursacht, und hangt von der Granularitat oder internen
Komplexitat der Zelle ab (McKinnon, 2018). Diese beiden Messwerte kdnnen ge-
nutzt werden, um einzelne Zellpopulationen voneinander zu unterscheiden oder

Zellen bezuglich ihrer Morphologie zu untersuchen.

Die Durchflusszytometrie kann aber auch dazu verwendet werden, die Oberfla-
chenstruktur und Antigenexposition auf Zellen zu untersuchen. Dabei kommen
Fluoreszenzfarbstoff-konjugierte, monoklonale Antikdrpern zum Einsatz, welche
an Oberflachenproteine auf den Zellen binden, und diese anfarben. Wahrend der
anschlieBenden FACS-Analyse wird das vom Fluoreszenzfarbstoff emittierte
Licht bestimmter Wellenlangen genutzt, um Ruckschlusse auf die Oberflachen-
struktur der Zellen zu ziehen. Teilweise werden auch unmarkierte Antikdrper ver-
wendet, welche primar nicht fluoreszenzmarkiert sind. Diese missen dann an-
schlieRend mit einem Fluoreszenzfarbstoff-markierten, sekundaren Antikorper
nachgewiesen werden (Im et al., 2019) (siehe Absatz 2.5.7, Abb. 5). Im Rahmen
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der nachfolgenden Versuche wurden diese Prinzipien genutzt, um die Charakte-

ristika der aufgereinigten Erythrozyten zu untersuchen.

FACS Calibur
Streulicht
Detektor
FL1

S

Blauer Laser

%]
@]

488 nm

- v,

1l rsc

|

Roter Diodenlaser
635 nm

Hydrofokussierung |

Probe mit —
Erythrozyten

Computer zur
Datenanalyse

Abb. 3: Schematische Darstellung der Funktionsweise eines Durchflusszyto-
meters vom Typ FACS Calibur von BD Biosciences

Die Zellen aus der Probenfliissigkeit werden hydrodynamisch fokussiert und passieren
anschlieend einzeln die Laserstrahlen, das entstehende Streulicht wird mittels Detek-
toren gemessen (FSC, SSC, FL1) und anschliel3end zur Analyse der Grol3e, Oberfla-
chenstruktur und Fluoreszenzintensitat genutzt (McKinnon, 2018, BD Biosciences,
2021).

Abkirzungen: FSC (engl.: forward scatter, Vorwértsstreuung), SSC (engl.: side scatter,
Seitwértsstreuung)

Angaben: Eigene Abbildung, erstellt mit Microsoft PowerPoint in Anlehnung an die Bro-
schiire zu dem FACS Calibur Durchflusszytometer von (BD Biosciences, 2021).

2.5.2 Material

Zur durchflusszytometrischen Analyse wurde ein FACS Calibur® FACS-Gerat von
BD Biosciences verwendet, welches zwei Laser beinhaltet: einen blauen Laser
mit einer Wellenlange von 488 nm und einen roten Diodenlaser mit 635 nm Wel-
lenlange (siehe Abb. 3) (BD Biosciences, 2021). Fur die Aufnahme der FACS-
Messdaten, die Berechnung der mittleren Fluoreszenzintensitaten und das Ga-

ting wurde die Software BD CellQuest® Pro Version 5.2 (BD Biosciences)



2 Methoden 23

verwendet. Grafisch dargestellt wurden die durchflusszytometrischen Daten mit
FlowdJo (siehe Absatz 2.8.6).

2.5.3 Eryptose-Messung mittels Bestimmung der Annexin V-Bindung

Die Erythrozyten weisen, wahrend sie sich im Zustand der Eryptose befinden,
eine Translokation von Phosphatidylserin an die Zelloberflache auf. Dieses spielt
eine wesentliche Rolle in der Zellkommunikation und der anschlielenden Pha-
gozytose der Erythrozyten (Lang et al., 2012, Arias und Arias, 2017). Der Pro-
zentsatz an Phosphatidylserin-positiven Erythrozyten kann demnach als Surro-
gatmarker fir die Eryptose beziehungsweise die verkirzte Lebensdauer der
Erythrozyten angesehen werden (Lang et al., 2006, Lang et al., 2012, Pretorius
et al., 2016). Annexin V ist ein intrazellulares Protein, welches calciumabhangig
an Phosphatidylserin bindet (Lang et al., 2012, Mirsaeidi et al., 2016). Mithilfe der
Bestimmung der Annexin V-Bindung an Phosphatidylserin mittels FACS-Analyse
konnte die Anzahl der sich in Eryptose befindlichen Erythrozyten bestimmt wer-
den. Dafur wurden zu 500 pl Annexin-Waschpuffer (AWB, siehe Absatz 2.8.4, Tab.
11), welcher 5 mM Calciumchlorid (CaClz2) enthielt, 2 uyl der zuvor aufgereinigten
Erythrozyten pipettiert. AnschlieRend wurden 2,5 pl des konjugierten, rekombi-
nanten, Fluoresceinisothiocyanat- (FITC-) gekoppelten Annexin V (Annexin V-
FITC, 1:200 Verdinnung, siehe Absatz 0, Tab. 9) hinzugefligt. Nach anschliel3en-
dem Vortexen wurde das Gemisch bei 37 °C fur 15 Minuten lichtgeschutzt inku-
biert. Danach wurde erneut gevortext und die prozentuale Annexin V-Bindung an
das sich an der Erythrozytenoberflache befindliche Phosphatidylserin mittels
FACS-Analyse gemessen. Hierfur wurde eine Anregungswellenlange von 488 nm
und eine Emissionswellenlange von 530 nm verwendet (Bissinger et al., 2016).
Um zwischen Annexin V-bindenden Zellen und Kontrollzellen zu unterscheiden,
wurde ein Marker (siehe Abb. 4, reprasentiert durch einen Pfeil) herangezogen.
Alle Zellen, die sich innerhalb des Markers befanden, wurden als Annexin V-po-

sitive Zellen gewertet.
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Abb. 4: Reprédsentative Histogramme der Verteilung der Annexin V-bindenden
Erythrozyten

Beispielhafte Analyse der Annexin V-bindenden Zellen von einem Patienten und einer
Kontrollperson. Alle Zellen, die sich innerhalb des Markers (hier représentiert durch ei-
nen Pfeil) befanden, wurden als Annexin V-positive Zellen gewertet.

Angaben: Durchflusszytometrische Messung, Patient (rot) und Kontrollperson (schwarz),
Anteil in % der Annexin V-bindenden Erythrozyten (Eryptoserate). Eigene Abbildung, er-
stellt mit FlowJo und Microsoft PowerPoint. Abbildung veréffentlicht am 21.12.2024 in
Kidney International Reports (Bissinger et al., 2024).

2.5.4 Intrazellulare Ca?*-Bestimmung der Erythrozyten

Mit Calcium-Indikator-Farbstoffen kann Calcium in Zellen nachgewiesen werden.
Diese Farbstoffe vollziehen bei Bindung an Ca?* einen Farbwechsel, welcher mit-
tels Durchflusszytometrie gemessen werden kann (McKinnon, 2018). Zur Quan-
tifizierung der intrazellularen Calcium-Konzentration wurden zu 500 pl AWB 2 ul
der aufgereinigten Erythrozyten hinzugefugt. AnschlieRend wurden 2,5 ul zehn-
prozentige Fluo-4 AM Ester Losung (verdinnt mit Dimethylsulfoxid (DMSO))
hinzu pipettiert. Fluo-4 AM Ester ist die membrandurchgangige Form von Fluo-4,
einem Calcium-Indikator-Farbstoff, welche aber selbst kein Ca?* binden kann. In-
trazellular wird Fluo-4 AM Ester durch Esterasen zu Fluo-4 hydrolysiert, welches
bei Calcium-Bindung eine starke Zunahme der Fluoreszenz zeigt (Fisher
Scientific, BD Biosciences, 2021). Die Probe wurde anschlie3end fur 30 Minuten
bei 37 °C lichtgeschutzt zur Anfarbung fur die nachfolgende Messung inkubiert.
AnschlieRend konnte mittels FACS-Analyse bei einer Absorptionswellenlange

von 488 nm und einer Emissionswellenlange von 530 nm die Ca?*-abhangige
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Fluoreszenz (FL-1 Kanal) gemessen (Bissinger et al., 2016) und daraufhin die
mittlere Fluoreszenzintensitat (engl.: geometric mean fluorescence intensity, ge-
oMFI) bestimmt werden. Dabei wurde der Wert der Kontrollpersonen als Bezugs-

wert normiert und der Wert der CKD-Patienten im Vergleich dazu bestimmit.
2.5.5 Bestimmung der Retikulozytenzahl

Der Prozentanteil der Retikulozyten der Patienten und Kontrollpersonen wurde
ebenfalls mittels FACS-Analyse bestimmt. Hierzu wurden zu 500 pl des BD Reti-
Count® Reagenz (siehe Absatz 2.8.1, Tab. 8) 2 ul Erythrozyten hinzu pipettiert
und gevortext. Anschliel3end wurde die Probe bei Raumtemperatur lichtgeschutzt
fur 30 Minuten inkubiert. Nach erneutem Vortexen konnte die Probe mittels
FACS-Analyse gemessen werden (Bissinger et al., 2016). Ein Gate fur die Reti-
kulozyten wurde mithilfe der BD Quest® Pro Software (siehe Absatz 2.8.6, Tab.
13) unter Zuhilfenahme der Analyse des Punktediagramms von FSC und SSC
gesetzt. Das Setzen eines Gates beschreibt in der Durchflusszytometrie das Ein-
zeichnen einer Region um eine Population von Zellen, um diese Zellpopulation
anschlielend weiter zu untersuchen (McKinnon, 2018). Daraufhin wurde der Pro-
zentanteil der Reti-Count-positiven Retikulozyten mittels Thiazol-Orange-Fluo-

reszenzintensitat im FL-1 Kanal bestimmt.
2.5.6 Reaktive Sauerstoffspezies und oxidativer Stress

Zellen, die programmierten Zelltod begehen, weisen vermehrt reaktive Sauer-
stoffspezies (ROS) und einen damit verbundenen verstarkten oxidativen Stress
auf, was eine zentrale Rolle in der Apoptose spielt (Kannan und Jain, 2000). Die-
ser oxidative Stress kann mithilfe des Farbstoffes 2',7'-Dichlorodihydrofluores-
cein-Diacetat (H2DCFDA) gemessen werden. Dieses membrangangige, nicht-flu-
oreszierende Molekul wird als Indikator fUr reaktive Sauerstoffspezies in Zellen,
in diesem Fall in Erythrozyten, eingesetzt (Chen et al., 2010). Intrazellular werden
die zwei Acetat-Gruppen durch Esterasen abgespalten, anschlieRend kann
H2DCFDA oxidiert und in das stark fluoreszierende 2',7'-Dichlorfluorescein (DCF)
umgewandelt werden (Chen et al., 2010). Fur die Bestimmung der ROS wurden
zuerst 4 yl Erythrozyten zu 1 ml Ringerlésung hinzugefugt. Von dieser Zellsus-
pension wurden 100 ul auf eine Gewebekulturplatte pipettiert und bei 1600 rpm
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(570 rcf) und 20 °C fir 3 Minuten zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen.
Anschliefiend wurden 100 pl H2DCFDA (verdinnt mit Ringer Lésung, 10 uM) zu
jedem Zellpellet hinzu pipettiert. Die Proben wurden bei 37 °C fur 30 Minuten
inkubiert, dann erneut bei 1600 rpm (570 rcf) und 20 °C fur 3 Minuten zentrifugiert,
der Uberstand verworfen, mit 100 pl Ringerlésung gewaschen und wieder zent-
rifugiert (1600 rpm = 570 rcf, 20 °C, 3 Minuten). AnschlieRend wurden die
H2DCFDA-beladenen Erythrozyten in 200 pl Ringerldsung resuspendiert
(Bissinger et al., 2016). Die ROS-abhangige Fluoreszenz der Proben konnte
dann mittels FACS-Analyse gemessen werden (FL-1 Kanal). Als Absorptionswel-
lenlange wurde 488 nm und als Emissionswellenlange 530 nm verwendet
(Bissinger et al., 2016). Anschliefend wurde die geoMFI fur die ROS-abhangige
Fluoreszenz bestimmt. Dabei wurde ebenfalls der Wert der Kontrollpersonen als
Bezugswert normiert und der Wert der CKD-Patienten im Vergleich dazu be-

stimmt.
2.5.7 Ceramid-Bestimmung der Erythrozyten

Nicht nur intrazellulares Calcium, sondern auch Ceramid ist ein wichtiger Initiator
der Eryptose. Es wirkt Eryptose-fordernd, indem es zu einer vermehrten PS-Ex-
position fiihrt und die Erythrozyten fiir Ca?* sensitiviert (Lang, 2012) (Féller und
Lang, 2020). Um Ceramid an der Erythrozytenoberflache zu bestimmen, wurde
ein auf monoklonalen Antikorpern basierender Assay verwendet. Hierbei wurde
ein monoklonaler, unkonjugierter Primarantikbrper sekundar mit einem Fluores-
zenzfarbstoff-markierten, sekundaren Antikérper nachgewiesen (siehe Abb. 5).
Dafur wurden erneut 4 pyl Erythrozyten in 1 ml Ringerlésung suspendiert, davon
100 ul aliquotiert, zentrifugiert (1600 rpm, 20 °C, 3 min) und die Erythrozyten
pelletiert. Anschlieltend wurden die Zellen mit einem verdinnten, monoklonalen
Anti-Ceramid-Antikorper (Klon MID15B4, siehe Absatz 2.8.2, Tab. 9) fir eine
Stunde bei 37 °C inkubiert (1:10 Verdinnung in PBS-BSA (Phosphatgepufferte
Kochsalzlésung (PBS) mit 0,1 % bovinem Serumalbumin (BSA), siehe Absatz
2.8.4, Tab. 11)). Nach zwei Waschschritten und zweimaligem Zentrifugieren bei
1600 rpm (570 rcf) und 20 °C fur jeweils 3 Minuten wurde ein polyklonaler Zwei-
tantikorper (FITC-gekoppelter Goat Anti-Mouse Immunglobulin G (IgG) und IgM

spezifischer Antikdrper) zu den Erythrozyten hinzugefligt. Dieser wurde zuvor
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1:50 mit PBS-BSA verdiunnt. Die Proben wurden fur 30 Minuten bei 37 °C inku-
biert, der ungebundene Zweitantikbrper wurde danach mit PBS-BSA herausge-
waschen (Bissinger et al., 2016). Die teilweise Antikdrper-beladenen Erythrozy-
ten wurden in 200 pl PBS-BSA resuspendiert, anschlieRend wurden die Proben
mittels FACS-Analyse im FL1-Kanal bei einer Absorptionswellenlange von
488 nm und einer Emissionswellenlange von 530 nm gemessen (Bissinger et al.,
2016). Die geoMFI wurde fur die Ceramid-abhangige Fluoreszenz bestimmt.
Hierbei wurde erneut der Wert der Kontrollpersonen als Bezugswert normiert und

der Wert der CKD-Patienten im Vergleich dazu bestimmt.

Direkt Indirekt
Fluoreszenzfarbstoff
/ o o £ Zweitantikorper
A B
4% v «—

Erstantlkorper <) Oberflachenstruktur

i

— Erstantikérper

Abb. 5: Prinzip der Antikbrpermarkierung fiir die Durchflusszytometrie

Mithilfe von Fluoreszenzfarbstoff-konjugierten, monoklonalen Antikérpern kann die
Oberflachenstruktur und Antigenexposition auf Zellen durchflusszytometrisch untersucht
werden. Bei der direkten Antikbérpermarkierung sind die Erstantikérper selbst fluores-
zenzmarkiert, bei der indirekten wird ein unmarkierter Erstantikérper verwendet, welcher
anschlieBend mit einem Fluoreszenzfarbstoff-markierten, sekundéren Antikérper nach-
gewiesen wird (Im et al., 2019). Zur Ceramid-Bestimmung wurde der indirekte Nachweis
mittels Erstantikérper (Anti-Mouse) und Zweitantikbrper (Goat Anti-Mouse) verwendet,
der Zweitantikbrper war fluoreszenzmarkiert.

Angaben: Eigene Abbildung, erstellt mit Microsoft PowerPoint.

2.5.8 FACS-Analyse der 24 h in Plasma inkubierten Erythrozyten

Nach 24 Stunden wurden die Erythrozyten der Kontrollprobanden (Blutgruppe 0),
die am Vortag in vitro bei 37 °C in den Plasmaproben von Patienten und Kontroll-
personen inkubiert worden waren (siehe Abschnitt 2.3), weiter untersucht. Hierbei
sollte untersucht werden, ob das Plasma der CKD-Patienten Eryptose-auslo-
sende Substanzen enthalten kdnnte (Bissinger et al., 2024). Dafur wurden je-

weils 100 ul in eine Gewebekulturplatte hinein pipettiert und diese anschliel3end
bei 1600 rpm (570 rcf) und 20 °C fir 3 Minuten zentrifugiert. Danach wurde die
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Annexin V-Bindung, das intrazellulare Calcium, ROS und Ceramid bestimmt. Fur
die Annexin V-Messung wurden 150 pl von Annexin V in AWB verdunnt (1:200
Verdunnung) auf ein Zellpellet pipettiert. Fur die Messung des intrazellularen Cal-
ciums wurde mit 150 pl von Fluo-4 Lésung (Fluo-4 AM Ester 1:10 verdinnt in
DMSO, siehe Absatz 2.8.4) in AWB verdinnt (1:200 Verdinnung) ebenfalls so
verfahren. Anschlielend wurden die Proben fir die Annexin V-Bestimmung flr
15 Minuten und fur die Fluo-4-Bestimmung fur 30 Minuten bei 37 °C inkubiert und
nachfolgend per FACS-Analyse gemessen. Fur die ROS- und Ceramid-Bestim-
mung wurde analog zu dem zuvor beschriebenen Verfahren (siehe Absatz 2.5.6

und 2.5.7) vorgegangen und erneut mittels FACS-Analyse die geoMFI| bestimmt.

2.6 Bestimmungen der Laborparameter aus Plasma und Spon-
tanurin

Fir die Nachbestimmung der fehlenden Laborparameter wurden die bei - 20 °C
asservierten Plasma- und Urinproben im Wasserbad bei 26 °C aufgetaut, kurz
gevortext und anschlie3end bei 2682 rcf und 20 °C fur sieben Minuten zentrifu-
giert. Danach wurden 800 pl Plasma aliquotiert und zur Nachbestimmung folgen-
der Parameter im Zentrallabor des Universitatsklinikums Tubingen verwendet:
Eisen (in pg/dl), Ferritin (in pg/dl), Transferrin (Tf, in mg/dl), Kreatinin (in mg/dl),
C-reaktives Protein (CRP, in mg/dl), EPO-Konzentration (in mU/ml) und Cystatin
C (in mg/l). Zudem wurden folgende Parameter aus dem Spontanurin bestimmt:
Gesamt-Eiweil (in g/l), Albumin-Konzentration (in mg/l) und Kreatinin-Konzent-
ration (in mg/dl). Mithilfe dieser Parameter wurden anschlie3end die Albuminurie
(mg/g Kreatinin), Proteinurie (mg/g Kreatinin) und eGFR (mit der CKD-EPI (engl.:
Chronic Kidney Disease Epidemiology Collaboration) Kreatinin-Cystatin C und
der CKD-EPI Kreatinin Formel, in ml/min/1,73m?) berechnet (siehe Absatz 2.7.2).

2.7 Statistische Analyse

Im Rahmen der Querschnittstudie wurden zuerst die Daten fir die statistische
Analyse aufbereitet und anschliefend Methoden aus der deskriptiven Statistik
und Inferenzstatistik angewendet. Diese werden in den folgenden Absatzen ge-

nauer beschrieben.
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2.7.1 Verwendete Software

Fir die statistische Analyse wurden die R Version 4.0.2 (2020-06-22) (R Core
Team, 2020) sowie die RStudio Version 1.3.1093 (RStudio Team, 2020) verwen-
det. AuRerdem wurden die Pakete readxl Version 1.3.1 (Wickham und Bryan,
2019), ggplot2 Version 3.3.5 (Wickham, 2016), jmv Version 2.0 (Selker et al.,
2021), dplyr Version 1.0.7 (Wickham et al., 2021), heplots Version 1.3-9 (Fox et
al., 2021), tidyr Version 1.1.4 (Wickham, 2021), psych Version 2.1.9 (Revelle,
2021), rstatix Version 0.7.0 (Kassambara, 2021), car Version 3.0-12 (Fox und
Weisberg, 2019) und Isr Version 0.5.2 (Navarro, 2015) genutzt.

Die multiple Regressionsanalyse wurde mit dem Programm IBM SPSS Statistics
Version 29.0 (IBM Corp, 2022) und mit MedCalc Version 20.215 (MedCalc
Software Ltd, 2023a) durchgefuhrt. Des Weiteren wurde Microsoft Excel Version
2302 (Microsoft Corporation, 2023a) verwendet (siehe fiir die verwendete Soft-
ware auch Absatz 2.8.6, Tab. 13).

2.7.2 Datenaufbereitung

Von der Analyse ausgeschlossen wurden Patienten, die zum Blutentnahmezeit-
punkt dialysepflichtig waren, ein akut auf chronisches (engl.: acute on chronic)
Nierenversagen oder keine diagnostizierte chronische Nierenkrankheit hatten.
Aulerdem wurden Patienten ausgeschlossen, die kurz vorher eine intravendse
Eisengabe erhielten. Bei einigen Patienten mit Eisengabe erfolgte eine doppelte
Vorstellung und Messung, dabei wurden aber fur diese Analyse nur die Daten
des nativen oder eisenferneren Termins verwendet. Das Alter der Patienten und
Kontrollpersonen wurde in Excel bestimmt, bei unbekanntem Geburtsdatum
wurde der 1. Januar zur Berechnung verwendet (n = 3). Bei der Messung einzel-
ner Parameter durch das Zentrallabor wurden nicht-numerische Laborwerte an-
gegeben, diese Werte wurden manuell korrigiert. Bei Ferritin (ug/dl) wurde bei
einer Kontrollperson ein Wert von < 0,5 ug/dl angegeben, fir die Analyse wurde
dieser stattdessen als 0,4 ug/dl angenommen. Bei der Eiwei3-Konzentration im
Spontanurin (g/l) wurde bei den 45 betroffenen Personen 0,05 g/l anstelle von

< 0,06 g/l verwendet. Diese Problematik fand sich aufierdem bei der Albumin-
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Konzentration im Spontanurin wieder, sodass 1 mg/l anstelle von <2 mg/l (n = 4)
und 10 mg/l anstelle von < 11 mg/l (n = 10) verwendet wurden.

Die Proteinurie und Albuminurie wurden wie folgt berechnet:

. . . . mg L. Eiweil3-/ Albumin-Konzentration im Urin in @
Protein-/ Albuminurie (ln—Kreatlnln) = — ————— x 100
g Kreatinin-Konzentration im Urin in a

(Kuhlmann et al., 2015).

Die Albuminurie wurde anschlieend in die in Tab. 2 (Absatz 1.1.2) aufgefuhrten
Stadien eingeteilt. Der nephrotische Bereich (Albuminurie > 2200 mg/g Kreatinin)
wurde dabei in Stadium A3 eingeschlossen (KDIGO, 2013). Eine Anamie wurde
als Verminderung der Hamoglobin-Konzentration der Vollblut-Proben unter die
Norm, bei Frauen auf Hb < 12,0 g/dl, bei Mannern auf < 13,0 g/dl definiert (KDIGO
et al., 2012). Fur einen Eisenmangel wurden eine TfS < 20 % und Ferritin < 100
ng/ml (< 10 ug/dl) als Grenzwerte verwendet (KDIGO et al., 2012). Eine Eisen-
mangelanamie wurde bei Anamie bei zugleich vorliegendem Eisenmangel ange-
nommen. Als Komorbiditaten wurden die Variablen ,Diabetes’, ,arterielle Hyper-
tonie' und ,andere kardiovaskulare Erkrankungen‘ eingefuhrt, wobei bei ,Diabe-
tes’ sowohl ein diagnostizierter Typ-1-, als auch Typ-2- und Typ-3-Diabetes mel-
litus eingeschlossen wurden. Als ,andere kardiovaskulare Erkrankungen® wurden
eine diagnostizierte koronare Herzkrankheit (KHK), eine periphere arterielle Ver-
schlusskrankheit (pAVK), ein Zustand nach Schlaganfall oder zerebraler Ischa-
mie, Angina pectoris, Atherosklerose, eine hypertensive Herzkrankheit und eine
linksventrikulare Hypertrophie zusammengefasst. Zur Berechnung der eGFR
wurde die CKD-EPI Formel verwendet, da diese in Studien genauere Ergebnisse
zeigte als die MDRD (engl.: Modification of Diet in Renal Disease Study) Formel.
Aulerdem wies die Formel einen weniger grof3en systematischen Fehler (gerin-
gerer medianer Unterschied zwischen gemessener und geschatzter GFR) und
eine hohere Genauigkeit auf (Levey et al., 2009). Die CKD-EPI Formel kann ent-
weder nur mithilfe des Plasma-Kreatinin-Wertes, des Plasma-Cystatin C-Wertes,
oder mit beiden zusammen berechnet werden. Im Vergleich schnitt die kombi-
nierte Formel am besten ab (Inker et al., 2012), weshalb diese nachfolgend ver-
wendet wurde. Es wurde jedoch zum Vergleich auch die eGFR nur mithilfe des

Kreatinin-Wertes berechnet.
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Folgende Formeln wurden zur Berechnung verwendet (Inker et al., 2012):

CKD-EPI Kreatinin: A x <

Hautfarbe™), wobei A, B und C in Tab. 3 dargestellt sind.

Kreatinin (m—
B

)
d ) x 0,993

Alter

x (1,159 bei schwarzer

Tab. 3: Korrekturfaktoren A, B und C fiir die CKD-EPI Kreatinin Formel (Kreatinin

in mg/dl)

Weiblich Mannlich

Kreatinin < 0,7 A =144 Kreatinin < 0,9 A=141
B=0,7 B=09
C=-0,329 C=-041

Kreatinin > 0,7 A=144 Kreatinin > 0,9 A=141
B=0,7 B=09
C=-1,209 C=-1,209

C D
Kreatinin( 22 Cystatin C (22
CKD-EPI Kreatinin-Cystatin C: A x <%"(d')> x<%8(')) x 0,995°€"

(1,08 bei schwarzer Hautfarbe”), wobei A, B, C und D in Tab. 4 dargestellt sind.

Tab. 4: Korrekturfaktoren A, B, C und D fiir die CKD-EPI Kreatinin-Cystatin C

Formel (Kreatinin in mg/dl und Cystatin C in mg/l)

Weiblich Mannlich
Kreatinin Kreatinin Kreatinin Kreatinin
<07 >0,7 <09 >0,9
Cystatin C A=130 A=130 Cystatin C A=135 A=135
<08 B=0,7 B=0,7 <0,8 B=0,9 B=0,9
C=-0,248 C=-0,601 C=-0,207 | C=-0,601
D=-0,375 |D=-0,375 D=-0375 D=-0,375
Cystatin C A=130 A=130 Cystatin C A=135 A=135
>0,8 B=0,7 B=0,7 >0,8 B=0,9 B=0,9
C=-0,248 | C=-0,601 C=-0,207 C-=-0,601
D=-0,711 | D=-0,711 D=-0,711 |D=-0,711

Der Korrekturfaktor (*) wurde in dieser Arbeit nicht angewandt, weil die Hautfarbe
der Studienteilnehmer nicht bekannt war. Nach der Berechnung wurden zwei

neue Variablen mit den CKD-Stadien der Patienten eingeflhrt (basierend auf den
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zwei CKD-EPI Formeln). Dabei wurden die Stadien nach aktueller KDIGO Defi-
nition flr die chronische Nierenkrankheit definiert (siehe Absatz 1.1.2, Tab. 1)
(KDIGO, 2013). Der Retikulozytenproduktionsindex (RPI), der die Angemessen-

heit der Erythropoese im Verhaltnis zur Anamie ausdruckt, wurde mit der folgen-

Retikuloytenzahl (%) x "m0kt (2) bei di
W | dle ver-
Reifezeit im peripheren Blut ~ ’ obeidie ve

den Formel berechnet (Dufour, 1997):

wendeten Reifezeiten in Tabelle 5 dargestellt sind.

Tabelle 5: Reifezeit fiir die Berechnung des Retikulozytenproduktionsindex
(Dufour, 1997)

Hamatokrit (%) Reifezeit im peripheren Blut
=40 1

30-39,9 1,5

20-29,9 2

<20 2,5

Dabei zeigt ein RPI von > 3 eine normale Reaktion des Knochenmarks auf eine
Anamie, ein RPI < 2 dagegen stellt eine inadaquate Reaktion dar (Dufour, 1997).
Fir die Analyse der Medikation der Patienten und Kontrollpersonen wurden fol-
gende Arzneimittelgruppen zusammengefasst: Diuretika, Renin-Angiotensin-Al-
dosteron System- (RAAS-) Hemmer (darunter wurden Angiotensin-konvertieren-
des Enzym- (engl.: Angiotensin Converting Enzyme, ACE-) Hemmer und Angio-
tensin- (AT-) 1-Rezeptor-Antagonisten zusammengefasst), Betablocker (3-Blo-
cker), Calciumantagonisten, ,andere Antihypertensiva‘ (antihypertensive Medika-
mente, die nicht zu den genannten Kategorien gehorten), Antibiotika (AB), Im-
munsuppressiva, Antikoagulantien (AK), Protonenpumpeninhibitoren (PPI),
Phosphatbinder, Vitamin D, Bikarbonat, Thyroxin, Antidepressiva oder Antipsy-
chotika, Cholesterinsenker, ESA und Eisen (Gesamt und perorale (lat.: per os,
p.o.) oder intravendse (i.v.) Applikation). Wenn bei den Studienteilnehmern eine
Arzneimitteleinnahme vorlag, wurde diese mit ,1° notiert, andernfalls mit ,0°. Hier-
bei wurde eine Bedarfsmedikation als ,0° festgelegt, da nicht bekannt war, ob und
wie haufig diese eingenommen wurde. Aufgrund der durchschnittlichen Lebens-
dauer der Erythrozyten von 120 Tagen, wurde Medikation, die vor weniger als

einer Woche abgesetzt oder pausiert wurde, als ,1° definiert. Bei i.v. Eisengabe
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wurde eine Anwendung im Zeitraum von einem Jahr vor Blutentnahme als ,1‘ de-
finiert. Einige der Variablen wurden vor der Analyse auf gangige Nachkommas-

tellen gerundet.

Es wurde fur alle untersuchten Variablen das Skalenniveau (nominal-, ordinal-,
oder intervallskaliert) bestimmt, wobei bei intervallskalierten Variablen zusatzlich
Uberpruft wurde, ob eine Normalverteilung der Werte vorlag (mithilfe des Shapiro-
Wilk-Tests), oder ob diese durch Logarithmieren mit dem dekadischen Logarith-
mus erreicht werden konnte (siehe Tab. 6). Verhaltnisskalierte Variablen wurden
mit unter intervallskaliert zusammengefasst.

Hiernach wurden anschliel3end die fir die jeweiligen Parameter und Gruppen-
vergleiche geeigneten Methoden der deskriptiven Statistik und Inferenzstatistik

ausgewabhlt (siehe Tab. 7).

Tab. 6: Skalenniveaus der untersuchten Variablen in der Gesamt-, der Patienten-
und der Kontrollkohorte und der Kohorte der Folgeuntersuchung

Skalenniveau | Gesamt: Vari- Kontrollen: Patienten: Folgeuntersu-
und NV ablen mit die- Variablen Variablen mit | chung: Variab-
sem Skalenni- | mit diesem diesem Ska- | len mit diesem
veau Skalenni- lenniveau Skalenniveau
veau
nominal Geschlecht, Atiologie der Nierenkrankheit, Komorbiditaten, Dauer-
medikation
ordinal CKD-Stadium,
Albuminurie-Stadium
intervallska- MCV, MCHC
; Hkt, Erythrozyten
fiert, NV Hb, Eiweil3, HS
MCH, eGFR- | Eisen MCH, Ceramid,
CK, eGFR-K Tf, HbWV
intervallska- Retikulozytenzahl
. , Annexin V FT-Annexin V
fiert, NV nicht BMI, Annexin V, ROS, Ceramid,
gegeben, eGFR-CK, Ferritin
Hb, Hkt, FT- | FT-ROS, SU- | MCH, Hkt,
durch Loguo Ceramid, Ei- | Krea eGFR-K, Cys-
NV erreicht sen, EPO C, Krea, Eisen,
TfS, eGFRWV
intervallska- Alter, Fluo-4, FT-Fluo-4, Tf, TfS, CRP, Proteinurie, Albuminurie, Al-
. . bumin, LDH
liert, NV nicht Cys-C, Krea
ROS, Ceramid, FT-ROS, Ferritin |
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gegeben, Hb, MCH, Hkt, Annexin V MCH, Hkt, FT- | FT-ROS, FT-
durch Logro Erythrozy- Ceramid, Ceramid, EPO,
tenzahl, FT-An- eGFR-K, EPO | AlterWV, A Da-
NV nicht er- nexin V, FT-Cer- tum
reicht amid, eGFR-CK,
eGFR-K, Eisen,
EPO

Abkiirzungen: NV (Normalverteilung), GFR (glomerulére Filtrationsrate), MCV (mitt-
leres Erythrozyteneinzelvolumen), MCHC (mittlere korpuskuldre H&moglobin-Kon-
zentration), Hkt (Hadmatokrit), Hb (Hdmoglobin), HS (Harnséure), MCH (mittleres kor-
puskulédres Hdmoglobin), e GFR-K und eGFR-CK (geschétzte glomerulére Filtrations-
rate nach CKD-EPI Kreatinin und Kreatinin-Cystatin C Formel), Tf (Transferrin), Log1o
(dekadischer Logarithmus), Annexin V (Annexin V-bindende Zellen), FT (Folgetag,
FACS-Parameter der 24h inkubierten Erythrozyten), BMI (Body-Mass-Index), ROS
(reaktive Sauerstoffspezies), EPO (Erythropoetin), SU (Spontanurin), Cys-C (Cysta-
tin C), Krea (Kreatinin), TfS (Transferrin-Séttigung), WV (Wiedervorstellung), CRP
(C-reaktives Protein), LDH (Laktatdehydrogenase), A Datum (Tage zwischen Mes-
sung und Wiedervorstellung)

Angaben: Intervallskalierten Variablen wurden mithilfe des Shapiro-Wilk-Tests auf NV
untersucht. Verhéltnisskalierte Variablen wurden mit unter intervallskaliert zusam-
mengefasst.

2.7.3 Methodisches Vorgehen

Zur Prafung von Gruppenunterschieden eines Parameters und zur Testung von
Korrelationen der Variablen untereinander, wurden, je nach Skalenniveau (siehe
Tab. 6), unterschiedliche Testverfahren fur unabhangige und bei der Folgeunter-
suchung fur abhangige Stichproben verwendet. Eine Aufschllisselung ist in Tab.
7 aufgefuhrt. Als Signifikanzniveau wurde p = 0,05 festgelegt. In der Darstellung
der Ergebnisse werden folgende Symbole verwendet: bei p = 0,05 n.s. (nicht sig-
nifikant), bei p < 0,05 *, bei p < 0,01 ** und bei p < 0,001 ***. Bei intervallskalierten,
normalverteilten Daten werden die Ergebnisse als Mittelwert (M) + Standardab-
weichung (SD), bei intervallskalierten, nicht-normalverteilten Daten als Median
(Md) (Interquartilsbereich (engl.: interquartile range, IQR)) angegeben, wobei n

die Anzahl der eingeschlossenen Personen reprasentiert.
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Tab. 7: Verwendete statistische Verfahren bei unabhédngigen und abhéangigen
Stichproben fiir unterschiedliche Skalenniveaus

Skalenniveaus und NV

der Variablen

Statistisches Verfahren

Ergebnisdarstellung

Nominal + nominal oder
ordinal

Kategorial (zwei Gruppen)
+ intervallskaliert, NV
Kategorial (zwei Gruppen)

+ intervallskaliert, nicht-NV

Nominal (> 2 Auspragun-
gen) + intervallskaliert, NV
oder ordinal (mehr Grup-
pen) + intervallskaliert, NV
Nominal/ ordinal (mehr
Gruppen) + intervallska-
liert, nicht-NV

Intervallskaliert + intervall-
skaliert

Intervallskaliert, NV +
mehrere mégliche Ein-

flussgréf3en

Chi-Quadrat-Test

Zweiseitige t-Tests, Pear-
son-Korrelationstest
Mann-Whitney-U-Test
(Wilcoxon Rangsummen-
Test)

Analysis of covariance
(ANOVA), Tukey Post-hoc-

Analysen

Kruskal-Wallis-Test, paar-
weise Wilcoxon Post-hoc-
Analyse und Bonferroni-
Korrektur

Pearson-Korrelationstest

Multiple lineare Regressi-

onsanalyse

Abkiirzungen: NV (normalverteilt)

Kreuztabelle, p-Wert

Mittelwert £ Standardab-
weichung, p-Wert
Median (Interquartilsab-
stand), p-Wert

Mittelwert + Standardab-

weichung, p-Wert

Median (Interquartilsab-
stand), p-Wert

Korrelationskoeffizient (r),
p-Wert, grafische Darstel-
lung mit Punktewolke und
linearer Anpassung
Multipler Determinations-
koeffizient (r?), korrigiertes
r?, p-Wert des Modells, un-
abhangige Variablen mit
standardisiertem Schatzer,
p-Wert

Angaben: Verhéltnisskalierte Variablen wurden mit unter intervallskaliert zusammen-

gefasst.

Patienten und Kontrollpersonen wurden auf Unterschiede hinsichtlich der demo-

graphischen Variablen und der klinischen und laborchemischen Parameter un-

tersucht. Gruppen- und Stadienvergleiche weiterer Variablen fanden anhand der
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in Tab. 7 aufgeflhrten Testverfahren statt und wurden anschlieRend grafisch dar-
gestellt. Eine univariate Regressions- und Korrelationsanalyse der unterschiedli-
chen intervallskalierten Variablen erfolgte anhand von Streudiagrammen und

Korrelationsmatrizen.
2.7.4 Inferenzstatistik

Anhand der in Tab. 7 aufgefuhrten Testverfahren fir unabhangige Stichproben
wurden, je nach Skalenniveau, Gruppenvergleiche der unterschiedlichen Variab-

len durchgefuhrt und diese auf signifikante Gruppenunterschiede untersucht.

Mithilfe einer multiplen linearen Regressionsanalyse wurde mit der Methode der
kleinsten Quadrate die Beziehung zwischen einer abhangigen Variablen Y (Kfri-
teriumsvariable), in diesem Fall der Eryptoserate (Annexin V-bindende Zellen),
und verschiedenen unabhangigen Variablen X (Pradiktorvariablen) untersucht.
Damit sollte ein Vorhersagemodell nach folgendem Schema aufgestellt werden:
Y =bg + by X4 +boXs+b3X3+ ... + b X, wobei by eine modellspezifische Kon-
stante und b ;s k die Regressionskoeffizienten der ins Modell eingeschlossenen
signifikanten Variablen X, ;s « darstellen (MedCalc Software Ltd, 2023b).

Fir die multiple Regressionsanalyse wurde das Geschlecht als binare Variable
kodiert, wobei fiir weibliche Personen der Wert 0 und fir mannliche der Wert 1
angenommen wurde. In dem Versuch eine Normalverteilung der Residuen zu er-
reichen, wurde vor der Analyse die abhangige Variable (intervallskaliert, nicht-
normalverteilt) mit dem dekadischen Logarithmus transformiert. Nach dieser
Transformation wurde mithilfe einer multiplen Regressionsanalyse das beste Mo-
dell der Kriteriumsvariable fur die Gesamtkohorte (bestehend aus sowohl Patien-
ten und Kontrollpersonen) aufgestellt. Als Methode fur den Variableneinschluss
wurde die schrittweise Vorgehensweise (engl.: Stepwise) angewandt. Zum Hin-
zufigen von Variablen wurde ein p-Wert von < 0,05 verwendet, zum Entfernen
von Variablen ein p-Wert von > 0,1. Daraus ergaben sich schlief3lich die Einfluss-
variablen des Modells, die im Ergebnisteil berichtet werden (siehe Abschnitt 3.9).
Dabei wurden folgende Variablen als Pradiktorvariablen (unabhangige Variablen)
in die Analyse miteinbezogen: Alter (Jahre), Geschlecht, Hb (g/dl), MCV (fl),
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Retikulozytenzahl (%), CRP (mg/dl), EPO (mU/ml), Ferritin (ug/dl), Eisen (ug/dl),
TfS (%), Tf (mg/dl) und die eGFR (CKD-EPI Kreatinin-Cystatin C Formel).

Des Weiteren wurde auf mdgliche Variablen mit Konfundierungseffekt getestet,
dabei wurden die verwendeten Arzneimittelgruppen (siehe Absatz 2.7.2) und die
Komorbiditaten (Diabetes, arterielle Hypertonie und ,andere kardiovaskulare Er-
krankungen) untersucht. Um ein ausbalanciertes Design zu erhalten, wurden die
Personen, bei denen nicht alle Parameter bekannt waren, von der Multiplen Re-

gression ausgeschlossen.

Anschlieltend wurden Voraussetzungen der multiplen linearen Regressionsana-
lyse getestet. Mithilfe von standardisierten Residuen, studentisierten ausge-
schlossenen Residuen, Hebelwerten (Huber, 2011) und Cook-Distanzen wurde
auf Ausreif3er untersucht. Auf Multikollinearitat wurde anhand der Toleranz und
der Varianz-Inflations-Faktoren (VIF) getestet. Dabei gilt ein VIF-Wert = 1 als
nicht korreliert, 1 < VIF < 5 als moderat korreliert und VIF > 5 als starkes Indiz far
eine Multikollinearitat, Toleranz-Werte von < 0,1 weisen auf eine Multikollinearitat
hin (Daoud, 2017). Zur Uberpriifung der Annahme einer Homoskedastizitat wur-
den einerseits Streudiagramme von studentisierten Residuen und unstandardi-

sierten vorhergesagten Variablen verwendet und aufl3erdem die Analyse gewich-

tet mit 1, > wiederholt (Neter et al., 1996) und die Ergebnisse
(Standardabweichung (SD))

verglichen. AuRerdem wurden die Residuen der Modelle mithilfe von Histogram-
men, P-P-Diagrammen und dem Shapiro-Wilk- und dem Kolgomorov-Smirnov-

Test auf Normalverteilung untersucht.

In der Ergebnisdarstellung wird fir die Beschreibung der Gite des Modells der
multiple Determinationskoeffizient oder BestimmtheitsmaR r? angegeben (das
Quadrat des multiplen Korrelationskoeffizienten), welcher Ausschluss dartber
gibt, wieviel der Varianz der Kriteriumsvariablen durch das Modell erklart werden
kann (Cohen, 1988). AulRerdem wurde das korrigierte r? verwendet, welches die
Anzahl der unabhangigen Variablen miteinbezieht, um den positiven Bias zu kor-
rigieren und genauso wie der multiple Determinationskoeffizient r? interpretiert
werden kann (Cohen, 1988). Anschlieliend wurde die Signifikanz des Modells

Uberpruft, das Signifikanzniveau wurde dabei auf 5 % festgelegt (p < 0,05). Der
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Einfluss der jeweiligen Variablen wird mithilfe des standardisierten Schatzers (Be-
tafaktor), des p-Werts und des inkrementellen (ansteigenden) r? aus jedem Ana-

lyseschritt angegeben.

2.7.5 Folgeuntersuchung der Korrelation zwischen Eryptoserate und der

Veranderung von Hb-Konzentration und eGFR

Patienten, die sich nach mindestens einem halben Jahr (= 182 Tage) und héchs-
ten einem Jahr (< 365 Tage) erneut im Universitatsklinikum Tubingen vorstellten,
wurden in eine retrospektive Folgeuntersuchung eingeschlossen. Ausgeschlos-
sen wurden Patienten, die vor der Wiedervorstellung dialysepflichtig geworden
waren, Hb-relevante Blutungen hatten, Erythrozytenkonzentrate erhielten oder
schwanger wurden. Es wurde untersucht, ob die Eryptoserate der Patienten bei
der ursprunglichen Messung mit der Veranderung der Hb-Konzentration (A Hb)
und der Veranderung der eGFR (A eGFR) im Vergleich zur Folgeuntersuchung
korrelierte. Fur die eGFR wurde die CKD-EPI Kreatinin Formel (siehe Absatz
2.7.2) verwendet, da bei der Wiedervorstellung nicht bei allen Patienten ein
Cystatin-C-Wert bestimmt wurde. Mit einer univariaten Korrelationsanalyse
wurde Uberprift, ob ein Zusammenhang zwischen der Retikulozytenzahl und
dem A Hb bestand. Aulerdem wurde eruiert, ob die Patienten eine Eisentherapie
oder Erythropoese-stimulierende-Substanzen erhielten und ob sich die Patienten
mit oder ohne diese Therapien in Bezug auf A Hb, A eGFR oder die Eryptoserate
signifikant unterschieden. Es wurde zudem eine Subgruppenanalyse der oben
genannten Variablen durchgeflhrt, wobei Subgruppe 1 Patienten umfasste, de-
ren A Hb <0 g/dl betrug und Subgruppe 2 Patienten mit A Hb = 0 g/dl. Dabei
sollte betrachtet werden, ob die Patienten, deren Hb-Konzentration sich seit der
Messung verschlechtert hatte (Subgruppe 1), zum Messzeitpunkt eine hohere
Eryptoserate aufwiesen, als diejenigen, deren Hb-Konzentration stabil geblieben
war oder sich verbessert hatte (Subgruppe 2). Aulterdem sollte Uberpruft werden,

ob sich die A eGFR der beiden Subgruppen signifikant unterschied.
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2.8 Materialliste
2.8.1 Chemikalien und Reagenzien

Tab. 8: Im Rahmen dieser Arbeit verwendete Chemikalien und Reagenzien

Chemikalie ID Hersteller Ort

Ampuwa 10333435 Fresenius Kabi | Bad Homburg,
AG DE

BD Reti Count® Reagenz 349204 BD Biosciences | San Jose, USA

Bovines Serumalbumin A9418 Sigma-Aldrich St. Louis, USA

(BSA)

Calciumchlorid (CaCly) CN93.1 Carl Roth GmbH | Karlsruhe, DE

DCFDA 2',7"-Dichlorodihydro- Sigma-Aldrich St. Louis, USA

fluorescein-Diacetat

(H-DCFDA)

D-(+)-Glucose G7528 Sigma-Aldrich St. Louis, USA

Dimethylsulfoxid (DMSQ) 4720.4 Carl Roth GmbH | Karlsruhe, DE

Dulbecco’s Phos- D8537 Sigma-Aldrich St. Louis, USA

phatgepufferte Kochsalz-

I6sung (PBS)

Fluo-4 AM Ester 50018 Biotium, Inc. Fremont, USA

4-(2-Hydroxyethyl)-1-pipera- | HN78.2 Carl Roth GmbH | Karlsruhe, DE

zinyl-ethansulfonséure

(Hepes)

4-(2-Hydroxyethyl)-1-pipera- | 9105.2 Carl Roth GmbH | Karlsruhe, DE

zinyl-ethansulfonséure

(Hepes)

Kaliumchlorid (KCI) 6781.1 Carl Roth GmbH | Karlsruhe, DE

Kaliumchlorid (KCI) P4504 Sigma-Aldrich St. Louis, USA

Kaliumchloridlésung L3008 S| Analytics Mainz, DE

(pH-Meter) GmbH

Magnesiumsulfat Heptahyd- | 63138 Sigma-Aldrich St. Louis, USA

rat (MgSO,4 7 H:0)

Natriumchlorid (NaCl) S7653 Sigma-Aldrich St. Louis, USA

Natriumhydroxid (NaOH) 1.06469 Sigma-Aldrich St. Louis, USA
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Pancoll human

P04-60100

GmbH

PAN-Biotech

Aidenbach, DE

2.8.2 FACS-Antikorper und Proteine

Tab. 9: Im Rahmen dieser Arbeit verwendete FACS-Antikérper und Proteine

Antikérper/ | Fluoreszenz | Klon ID Hersteller | Ort
Protein
Annexin V FITC 3149001 | Immuno- Friesoythe,
3X2 Tools DE
GmbH
Anti- Monoklonal, MID 15B4 ALX- Enzo Bio- Farming-
Ceramid- Unkonjugiert 804-196- | chem, Inc. dale, USA
Antikbrper TO50
Goat Anti- FITC Polyklonal 555988 BD San Jose,
Mouse Biosciences | USA
IgG/IgM
2.8.3 Gerate
Tab. 10: Im Rahmen dieser Arbeit verwendete Geréte
Gerat Bezeichnung Hersteller Ort
COg2-Inkubator C150 (E2) BINDER GmbH Tuttlingen, DE
Durchflusszytometer FACSCalibur BD Biosciences San Jose, USA
(FACS-Gerét)
Héamatologie- Sysmex KX-21N Sysmex Kobe, Japan
Analysator Corporation
Hématologie- CELL-DYN Ruby | Abbott Abbott Park, USA
Analysesystem (Softwareversion | Laboratories
2.3 ML)
Ktihlschrank LabStar Scandilux | National Lab Molln, DE
(LSSC) 4005 GmbH
Pipette 0.1 - 2 ul Discovery Comfort | Corning Inc. Corning, USA
(Corning HTL (Warschau, Po-
S.A) len)
Pipette 0,5 - 10 ul Research plus Eppendorf Hamburg, DE
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Pipette 20 - 200 ul

Pipette 100 - 1000 ul
Pipette 100 - 1000 ul
Pipettierhilfe
pH-Meter
Schiittelwasserbad
Sicherheitswerkbank
TiefkiihIschrank

(- 20 °C)
Ultratiefkiihltruhe

(- 80 °C)
Vortexmischer

Vortexmischer

Vortexmischer

Feinwaage

Waage

Zentrifuge

Tischzentrifuge

Discovery Comfort

Research plus
LABMATE Optima
PegqMATE

Lab 850

SW20

HERAsafe HS12

Oko super

Forma Scientific

Reax |

Vortex-Genie 2

VX100
SI-114A

Kern PLS/PLJ
420-1200
Heraeus Me-
gafuge 2.0R
Rotanta 460 R
(5605)

Corning Inc.
(Corning HTL
S.A)

Eppendorf
Abimed GmbH
PEQLAB Biotech-
nologie GmbH
Sl Analytics
GmbH

Julabo Labortech-
nik GmbH
Kendro Labora-
tory Products
Gmbh
Liebherr-Internati-
onal AG

Thermo Fisher
Scientific
Heidolph
Instruments
GmbH & Co. KG
Scientific
Industries, Inc.
Abimed GmbH
Denver
Instrument
Kern& Sohn
GmbH

Thermo Fisher
Scientific
Andreas Hettich
GmbH & Co. KG

Corning, USA
(Warschau, Po-
len)

Hamburg, DE
Langenfeld, DE
Erlangen, DE
Mainz, DE

Seelbach, DE

Langenselbold,
DE

Bulle, CH

Waltham, USA

Schwabach, DE

Bohemia, USA

Langenfeld, DE
Gottingen, DE

Balingen, DE

Waltham, USA

Tuttlingen, DE
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2.8.4 Losungen

Tab. 11: Im Rahmen dieser Arbeit verwendete Lé6sungen

Lésung ID

Hersteller

Ort

Annexin-Wasch-

puffer (600 ml)
NaCl 3,653 g
Hepes 1,192 g
CaCl> 0,277 g
NaOH 0,084 g
Ampuwa 494,79 ml
H>DCFDA-L6sung

(verdiinnt mit

DMSO auf

100 mM)

FACSClean 340345
FACSFlow Trager- | 342003
fliissigkeit

FACSRinse 340346

Fluo-4-Lésung
(Fluo-4 AM Ester
1:10 mit DMSOQO)
PBS-BSA

BSA 0,05 g

PBS 50 ml
Ringer Lésung

(500 ml) ‘
NaCl 3,653 g

KCI 0,186 g

MgS0, 0,148 g
Hepes 3,837 g
Glucose 0,451
CaCl 0,056

NaOH 0,271
Ampuwa 491,4 ml

Eigene Herstellung

Eigene Herstellung

BD Biosciences

BD Biosciences

BD Biosciences

Eigene Herstellung

Eigene Herstellung

Eigene Herstellung

Tlbingen, DE

Tlbingen, DE

San Jose, USA
San Jose, USA

San Jose, USA

Tubingen, DE

Tubingen, DE

Tubingen, DE
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2.8.5 Materialien

Tab. 12: Im Rahmen dieser Arbeit verwendete Materialien

Produkt ID Hersteller Ort

Descosept AF 00792283 Dr. Schumacher Malsfeld, DE
GmbH

Descosept sensitive 00-323DS-010 | Dr. Schumacher Malsfeld, DE
GmbH

FACS Falcon 56 ml Rund- | 352008 Corning Inc. Corning, USA

boden-Polystyrolréhrchen

FACS Falcon 5 ml Rund- | 352052 Corning Inc. Corning, USA

boden-Polystyrolréhrchen

FACS Falcon 6 mm 799013 Barloworld Scien- | UK
tific Ltd.

FACS Schraubverschluss- | 62.617 Sarstedt AG & NUmbrecht, DE

Réhrchen, 3.5 ml Co. KG

FACS Schraubverschluss- | 62.617 Sarstedt AG & NiUmbrecht, DE

Deckel Co. KG

Gewebekulturplatten Fal- | 353072 Corning Inc. Corning, USA

con, 96 Wells

Nitril Handschuhe 290418 Abena Aabenraa, Dane-

mark

Nitril Handschuhe 942207 Hartmann Gruppe | Heidenheim, DE

Pipettenspitzen 0,1 - 10 ul | P866.1 Carl Roth Karlsruhe, DE
GmbH+Co. KG

Pipettenspitzen 200 ul 70.760.002 Sarstedt AG & Numbrecht, DE
Co. KG

Pipettenspitzen 1000 ul 2100610 Ratiolab GmbH Dreieich, DE

Pipettenspitzen 1000 ul 70.3050 Sarstedt AG & Numbrecht, DE
Co. KG

Falcon Polypropylen- 188271 Greiner Bio One Frickenhausen,

Réhrchen 15 ml GmbH DE

Falcon Polypropylen- 227261 Greiner Bio One Frickenhausen,

Roéhrchen 50 ml GmbH DE
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Reaktionsgefals 1,5 ml 616201 Greiner Bio One
GmbH
Reaktionsgefals 2 ml 623201 Greiner Bio One
GmbH
S-Monovette® Lithium- 03.1628 Sarstedt AG &
Heparin, 5,5 ml Co. KG

Folienstift Multimark 1523 | Faber-Castell
Stripette 10 ml, Serologi- | 4101 Corning, Inc.
sche Pipette

Vakuumfiltrationssystem S2GPUOSRE Merck KGaA
Stericup-Quick-Release

Wégepapier 186002 Macherey-Nagel

Frickenhausen,
DE
Frickenhausen,
DE
NUmbrecht, DE

Stein, DE
Corning, USA

Darmstadt, DE

Diren, DE

2.8.6 Software

FUr die zur statistischen Analyse verwendete Software siehe auch Absatz 2.7.1.

Tab. 13: Im Rahmen dieser Arbeit verwendete Software

Software

Hersteller

Ort

BD CellQuest® Pro (Version
5.2) (BD Biosciences)
EndNote (Version 20.4.1)
(The EndNote Team, 2013)
FlowJo® (Version 10.8.1) (BD
Life Sciences, 2022)

IBM SPSS Statistics (Version
29.0) (IBM Corp, 2022)
MedCalc (Version 20.215)
(MedCalc Software Ltd,
2023a)

Microsoft Excel (Version
2302) (Microsoft Corporation,
2023a)

Microsoft PowerPoint (Ver-
sion 2302) (Microsoft
Corporation, 2023b)

BD Biosciences

Clarivate Analytics

FlowdJo LCC

International Business Ma-

chines Corp. (IBM Corp.)
MedCalc Software Ltd

Microsoft Corporation

Microsoft Corporation

San Jose, USA

London, UK

Ashland, USA

Armonk, USA

Ostend, Belgien

Redmond, USA

Redmond, USA
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Microsoft Word (Version
2302) (Microsoft Corporation,
2023c)

Order-Entry und Statusinfor-
mationssystem LAURIS

R (Version 4.0.2) (R Core
Team, 2020)

RStudio (Version 1.3.1093)
(RStudio Team, 2020)

Microsoft Corporation

Swisslab GmbH

R Foundation

RStudio, Inc.

Redmond, USA

Berlin, DE

Wien, Osterreich

Boston, USA
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3. Ergebnisse

3.1 Charakteristika der Studienteilnehmer

Insgesamt wurden Blut- und Urinproben von 153 Patienten untersucht
(n =75 mannlich (m), n = 78 weiblich (w)). Ausgeschlossen wurden Patienten,
die zum Blutentnahmezeitpunkt dialysepflichtig waren (n = 1), ein akut auf chro-
nisches Nierenversagen aufwiesen (n = 2), kurz vor der Messung Eisen i.v. er-
hielten (n = 1) oder keine bestatigte chronische Nierenkrankheit hatten (n = 27)
(Gesamt: n =31, n=13 m, n =18 w). In die Studie eingeschlossen wurden 122
Patienten, welche in der nephrologischen Ambulanz wegen chronischer, nicht-
dialysepflichtiger Nierenkrankheit behandelt wurden (n = 62 m, n =60 w, Alter
Md = 58 (IQR = 28) Jahre, siehe Tab. 14). Einen Diabetes mellitus hatten 36
Patienten (30 %, davon n=4Typ 1, n =31 Typ 2und n = 1 Typ 3), n = 84 hatten
eine arterielle Hypertonie (69 %) und n = 49 ,andere kardiovaskulare Erkrankun-
gen’ (40 %, siehe Absatz 2.7.2 fur eine Auflistung der hierunter zusammenge-
fassten Erkrankungen). Zudem wurden die Blutproben von 133 Kontrollpersonen
aus dem Zentrum fir Klinische Transfusionsmedizin in Tldbingen untersucht
(n=62m, n=71w,Alter 55 (28) Jahre, siehe Tab. 14).

Tab. 14: Demographische und klinische Charakteristika der Studienteilnehmer

Charakteristikum Kontrollgruppe CKD-Patienten p-Wert
(n=133) (n=122)

Geschlecht’ 62 m (47 %), 62 m (51 %), 0,5855
71w (53 %) 60 w (49 %)

Alter (Jahre) 2 55 (28) 58 (28) 0,0013

BMI (kg/m?) 2 26,4 (6,9)

Diabetes mellitus’ 36 (30 %)

Arterielle Hypertonie’ 84 (69 %)

KV-Erkrankungen’ 49 (40 %)

Abkiirzungen: CKD (chronische Nierenkrankheit), m (ménnlich), w (weiblich), BMI
(Body-Mass-Index), KV-Erkrankungen (,andere kardiovaskuldre Erkrankungen’)
Angaben: Angabe ": nominale Variablen: Absolute Anzahl (Anteil in %, gerundet auf
ganze Zahlen), Chi-Quadrat-Test, hier ist p > 0,05 signifikant; Angabe : intervallska-
lierte, nicht-normalverteilte Variablen: Median (Interquartilsabstand), Mann-Whitney-U-
Test.
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Die laborchemischen Ergebnisse der CKD-Patienten aus Vollblut (VB), Plasma
(P) und Spontanurin (SU) sind in Tab. 15 aufgefuhrt. Auch von der Kontrollgruppe
wurden die Parameter aus Vollblut und Plasma ausgewertet, es waren jedoch
keine Spontanurin-Proben vorhanden. Gruppenvergleiche fur die verschiedenen
Parameter wurden fir Patienten- und Kontrollgruppe durchgefiihrt und sind eben-
falls in Tab. 15 zusammengefasst. In den nachfolgenden Ergebnisabschnitten

wird detaillierter darauf eingegangen.

Aufgrund fehlender Vollblut-Proben konnte bei acht Patienten weder die Hamo-
globin-Konzentration noch der Hamatokrit, die Erythrozytenzahl, das MCV, das
MCH und die MCHC bestimmt werden. Bei 72 Kontrollpersonen konnte wegen
erst spater durchgefuhrtem Systemwechsel (siehe Abschnitt 2.2) keine Bestim-
mung von MCH und MCHC erfolgen. Die Erythropoetin-Konzentration eines Pa-
tienten konnte laborchemisch nicht bestimmt werden. Die P-Eiweif3-, P-Albumin-,
P-Harnsaure- und Laktatdehydrogenase- (LDH-) Konzentrationen wurden nur bei
klinischer Notwendigkeit ermittelt und sind daher nicht von allen Patienten vor-
handen. Bei funf CKD-Patienten konnte keine Spontanurin-Probe gewonnen wer-
den, weshalb flr diese Patienten keine Kreatinin-Konzentration im Spontanurin

und damit keine Proteinurie und Albuminurie bekannt sind.

Tab. 15: Laborchemische Ergebnisse der Studienteilnehmer aus Vollblut (VB),
Plasma (P) und Spontanurin (SU)

Laborparameter Kontrollgruppe CKD-Patienten p-Wert
(n=133) (n=122)

Kreatinin (P, mg/dl) 2 0,7 (0,2) 1,6 (1) < 0,001
Cystatin C (P, mg/l) ? 1,0 (0,2) 2,05 (1,3) < 0,001
eGFR (ml/min/1,73 m?, 91 (24) 34 (25) < 0,001
CKD-EPlxrea-cys) °

eGFR (ml/min/1,73 m?, 100 (21) 42 (31) < 0,001
CKD-EPlxres) ?

Hémoglobin (VB, g/dl)? 13,8 (1,8) 12,4 (2,6) (n=114) | <0,001
Hémoglobin, m (VB, g/dl) ? 14,8 (1,3) (n=62) | 13,1 (3,3) (n = 56) < 0,001
Hémoglobin, w (VB, g/di) ? 13,1(0,9) (n=71) | 11,9 (2,2) (n = 58) < 0,001
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Hématokrit (VB, %) '
Erythrozytenzahl (VB, Mio/ul)’
MCV (VB, f) '

MCH (VB, pg)°

MCHC (VB, g/di)

CRP (P. mg/di) 2

Eisen (P, ug/dl) 2

Ferritin (P, ug/di) 2
Transferrin (P, mg/dl) 2
TFS (%) ?

Erythropoetin (P, mU/ml) ?
Eiweil (P. g/dl) '

Albumin (P, g/dl) 2
Harnséure (P, mg/dl)’
Laktatdehydrogenase (P. U/l) ?
Kreatinin (SU, mg/dl) ?
Proteinurie (SU,

mg/g Kreatinin) ?
Albuminurie (SU,

mg/g Kreatinin) ?

422 +4,9
4,75+ 0,6

89 + 4

29 (2,3) (n = 61)
33,1+0,87
(n=61)

0,06 (0,13)

94 (64)

2,3 (2,6)

275 (44)

24 (17)

10 (5)

36,3 +5,9 (n=114)
4,17 £0,73 (n = 114)
88 16 (n = 114)
29,9 (2,6) (n = 114)
34 11,21 (n = 114)

0,21 (0,62)

72 (37)

7,3 (11,9)

229 (58)

23 (14)

10 (8) (n = 121)
6,8 + 0,5 (n = 85)
3,8 (0,6) (n = 28)
7,3+22 (n=64)
188 (54) (n = 105)
40 (37) (n = 117)
313 (1135) (n = 117)

191 (1336) (n = 117)

< 0,001
< 0,001
0,0235
0,1173
< 0,001

< 0,001
< 0,001
< 0,001
< 0,001
0,5278
0,8501

Abkirzungen: CKD (chronische Nierenkrankheit), e GFR (geschétzte glomerulére Filt-
rationsrate), m (ménnlich), w (weiblich), MCV (mittleres Erythrozyteneinzelvolumen),
MCH (mittleres korpuskuldres Hdmoglobin), MCHC (mittlere korpuskuldre Hdmo-

globin-Konzentration), CRP (C-reaktives Protein), TfS (Transferrin-Séttigung)

Angaben: Angabe ': intervallskalierte, normalverteilte Variablen: Mittelwert + Stan-
dardabweichung, zweiseitiger ungerichteter t-Test; Angabe 2: intervallskalierte, nicht-
normalverteilte Variablen: Median (Interquartilsabstand), Mann-Whitney-U-Test.

Fiir die Personenanzahl (n) siehe erste Zeile, auller anders angegeben. Tabelle in
&hnlicher Form veréffentlicht am 21.12.2024 in Kidney International Reports (Bissinger

et al,, 2024).

Die Arzneimitteleinnahme der Patientenkohorte ist in Tab. 16 dargestellt, dabei

wurden die in Absatz 2.7.2 zusammengefassten Arzneimittelgruppen verwendet.

Fur die Eisentherapie wurde separat die Einnahmeart ausgewertet: 13 Patienten

nahmen zum Messzeitpunkt Eisen peroral zu sich und vier Patienten Eisen
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intravends. Davon gab ein Patient beide Einnahmearten an. Vereinzelt wurden
auch in der Kontrollgruppe Arzneimittel eingenommen, diese sind ebenfalls in Tab.
16 aufgefuhrt.

Tab. 16: Arzneimitteleinnahme der Studienteilnehmer

Arzneimittelgruppe Kontrollgruppe CKD-Patienten
(n=133) (n=122)
Diuretika 1(1%) 73 (60 %)
RAAS-Hemmer 4 (3 %) 89 (73 %)
Betablocker 2 (2 %) 50 (41 %)
Calciumantagonisten 3 (2 %) 49 (40 %)
,Andere Antihypertensiva‘ 26 (21 %)
Eisen (Gesamt) 16 (13 %)
Eisen (peroral) 13 (11 %)
Eisen (intravends) 4 (3 %)
ESA 9 (7 %)
Antibiotika 6 (5 %)
Immunsuppressiva 26 (21 %)
Antikoagulantien 54 (44 %)
Protonenpumpeninhibitoren 1(1%) 36 (30 %)
Antidiabetika / Insulin 24 (20 %)
Phosphatbinder 9 (7 %)
Vitamin D 64 (52 %)
Bikarbonat 22 (18 %)
Thyroxin 10 (8 %) 33 (27 %)
Antidepressiva / Antipsychotika 8 (7 %)
Cholesterinsenker 56 (46 %)

Abkirzungen: CKD (chronische Nierenkrankheit), RAAS (Renin-Angiotensin-Al-
dosteron System), ESA (Erythropoese-stimulierende Substanzen).

Angaben: nominale Variablen: Absolute Anzahl (Anteil in %, gerundet auf ganze
Zahlen).
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3.2 Nierenfunktion von Patienten und Kontrollgruppe und Atio-
logie der Nierenkrankheit

In die Studie eingeschlossen wurden 122 chronisch nierenkranke, nicht-dialyse-
pflichtige Patienten aller CKD-Stadien. Die mithilfe der CKD-EPI Kreatinin-Cysta-
tin C Formel bestimmte eGFR der Patienten (Md = 34 (IQR = 25) ml/min/1,73 m?)
unterschied sich signifikant von der eGFR der Kontrollpersonen
(91 (24) ml/min/1,73 m?, p < 0,001) (siehe Abb. 6 A fiir die hiernach erfolgte
Einteilung der CKD-Patienten in die CKD-Stadien). Vergleichend wurden die
Berechnungen auch mit der CKD-EPI Kreatinin Formel durchgeflihrt, dabei ergab
sich in beiden Gruppen numerisch eine etwas bessere Nierenfunktion mit einer
eGFR der Patienten von 42 (31) ml/min/1,73 m? und der Kontrollpersonen von
100 (21) ml/min/1,73 m? (siehe Abb. 6 B).
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Abb. 6: Verteilung der Patienten auf die CKD-Stadien

Die Berechnung der eGFR erfolgte bei Abbildung A mit der CKD-EPI Kreatinin-Cystatin
C Formel und vergleichend bei Abbildung B mit der CKD-EPI Kreatinin Formel.

Abkiirzungen: CKD (chronische Nierenkrankheit), GFR (glomerulére Filtrationsrate),
eGFR (geschétzte glomerulére Filtrationsrate)

Angaben: Absolute Anzahl (Anteil in % aller 122 CKD-Patienten, gerundet auf ganze
Zahlen). Eigene Abbildung, erstellt mit R, RStudio und Microsoft PowerPoint.

Die berechnete Albuminurie der Patienten (Md = 191 (IQR = 1336) mg/g Kreatinin
(n = 117)) flhrte zu einer Einteilung von 15 Patienten (13 %) in Stadium A1
(normal bis maRig erhdht, 7 (15) mg/g Kreatinin), 50 Patienten (43 %) in Stadium
A2 (maRig erhdht, 75 (92) mg/g Kreatinin) und 52 Patienten (44 %) in Stadium
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A3 (stark erhdht und nephrotischer Bereich, 1829 (2261) mg/g Kreatinin) (siehe
Abb. 7), davon fielen 21 Patienten (40 %) in den nephrotischen Bereich (3914
(2995) mg/g Kreatinin). Bei funf Patienten war kein Spontanurin vorhanden,
dadurch ist bei diesen Patienten das Albuminurie-Stadium nicht bekannt. Die
Nierenfunktion der CKD-Patienten in den unterschiedlichen Albuminurie-Stadien
ist in Tab. 18 (Abschnitt 3.5) dargestellt, die eGFR nahm mit zunehmendem
Albuminurie-Stadium ab, diese Unterschiede waren aber nicht signifikant
(Kruskal-Wallis-Test, p > 0,05).

60

52
(429/0) (44 %)

50

40

30

20

Anzahl Patienten

15
(13 %)

10

A1l A2 A3

Abb. 7: Verteilung der CKD-Patienten auf die Albuminurie-Stadien

Abkiirzungen: CKD (chronische Nierenkrankheit)
Angaben: Absolute Anzahl (Anteil in % von 117 Patienten), bei fiinf Patienten war kein
Spontanurin vorhanden, dadurch war das Albuminurie-Stadium nicht bekannt.
21 Patienten aus Stadium A3 fielen in den nephrotischen Bereich. Eigene Abbildung,
erstellt mit R, RStudio und Microsoft PowerPoint.

Die Ursachen der chronischen Nierenkrankheit der Patienten waren vielfaltig,
neun Patienten hatten eine diabetische Nephropathie, 16 eine vaskulare
hypertensive Nephropathie und 13 eine polyzystische Nierenkrankheit
(autosomal-dominante  polyzystische Nierenkrankheit (engl.: autosomal
dominant polycystic kidney disease, ADPKD) oder multizystische Nieren-
dysplasie (engl.: multicystic dysplastic kidney, MCDK)). Bei 48 Patienten waren
eine glomerulare Erkrankung oder Glomerulonephritis ursachlich, darunter

wurden folgende Erkrankungen zusammengefasst: IgA-Nephropathie (n = 16),
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Lupus Nephritis (n = 4), Membranoproliferative Glomerulonephritis (MPGN,
n = 1), ANCA-assoziierte mikroskopische Polyangiitis (Granulomatose mit
Polyangiitis, RPGN (engl.: rapidly progressive glomerulonephritis), n = 9), RPGN
Typ Il (n = 1), Minimal Change Glomerulonephritis (MCGN, n = 4), Membranodse
Glomerulo-nephritis (n = 6), Glomerulosklerose (ischamisch oder podo-
zytopathisch, n = 4), Syndrom der diinnen Basalmembran (n = 2) und Morbus
Alport (n = 1). Die chronische Nierenkrankheit von 30 Patienten wurde durch
weitere Ursachen bedingt (Interstitielle Nephritis (n = 5), tubulointerstititelle
Schadigungen (n = 2), kardio-renales Syndrom (n = 1), Fanconi-Syndrom (n= 1),
Myelomniere (n = 1), Nephrosklerose (n = 4), Phosphat-Diabetes oder eine
Nephrokalzinose anderer Genese (n = 3), prarenale Genese (n = 1), postrenale
Schadigungen (n = 7), Nierenarterienstenose oder Nierenarteriendissektion
(n = 2), infantile nephro-pathische Cystinose (n = 1) und Nierendysplasie (n = 2)).
Bei sechs der Patienten war die Ursache der chronischen Nierenkrankheit
unbekannt (siehe Abb. 8).

Diabetische Nephropathie n (7 %)

Vaskuldre hypertensive Nephropathie (13 %)
Polyzystische Nierenerkrankung (11 %)
Glomerulédre Erkrankung _ (39 %)
Weitere (25 %)
Unbekannt H (5 %)

0 20 40 60

Abb. 8: Verteilung der Patienten nach Atiologie ihrer chronischen Nierenkrankheit

Angaben: Nominale Variablen: Absolute Anzahl (Anteil in % aller 122 Patienten, auf
ganze Zahlen gerundet). Eigene Abbildung, erstellt mit Microsoft PowerPoint.
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In Tab. 17 ist die Verteilung der Patienten auf CKD- und Albuminurie-Stadien und
mithilfe einer Farbkodierung die Prognose der CKD im jeweiligen Stadium darge-
stellt (KDIGO, 2013). Dabei hatten 83 Patienten (71 %) anhand dieser Einteilung
ein sehr hohes Risiko fur Mortalitdt und andere unerwiunschte Ereignisse wie
akutes Nierenversagen, Progression der CKD und kardiovaskulare Ereignisse.
19 Patienten (16 %) wiesen ein hohes, 11 Patienten (10 %) ein mafRiges und 4

Patienten (3 %) ein niedriges Risiko auf.

Tab. 17: Verteilung der Patienten auf CKD- und Albuminurie-Stadien und Prognose
der CKD (CKD-Risikokategorien)

Albuminurie-Stadien (mg/g Kreatinin)

A2 A3

30 -300 mg/g | > 300 mg/g

T |61 =90 3 (3 %) 4 (3 %) 8 (7 %)
<

T |62 60-89 5 (4 %) 4 (3 %) 12 (10 %)
% G3a 45-59 |3(3%) 8 (7 %) 16 (14 %)
G |G3b 30-44 |3(3%) 15 (13 %) 32 (27 %)
ke

]

B |64 15-20 [ENCED 18 (15 %) 37 (32%)
Q ...,

S |65 <15 1(1 %) 1(1 %) 12 (10 %)

15(13%) | 50 (43 %) 52 (44 %) 117 (100 %)

Abktirzungen: GFR (glomerulére Filtrationsrate), CKD (chronische Nierenkrankheit)
Angaben: eGFR (CKD-EPI Kreatinin-Cystatin C Formel); n = 117 (bei n = 5 Patienten
kein Albuminurie-Stadium bekannt); Absolute Anzahl (Anteil in %, gerundet auf ganze
Zahlen) der CKD-Patienten in den verschiedenen CKD- und Albuminurie-Stadien;
Farbkodierung entspricht den unterschiedlichen Risikograden fiir Mortalitat und an-
dere unerwiinschte Ereignisse, wie eine akute Nierenfunktionseinschrénkung (engl.:
acute kidney injury, AKI) und eine Progression der CKD, griin: niedriges Risiko, gelb:
maéBiges Risiko, orange: hohes Risiko, rot: sehr hohes Risiko (KDIGO, 2013).
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3.3 Anamieparameter und Untersuchung auf univariate Korre-
lation mit der eGFR

Die untersuchte Patientenkohorte wies im Vergleich zur Kontrollgruppe signifi-
kant niedrigere Hdmoglobin-Konzentrationen auf (Md = 12,4 (IQR = 2,6) g/dl bei
den CKD-Patienten und 13,8 (1,8) g/dl in der Kontrollgruppe, p < 0,001, siehe
Abb. 9 A). Dabei war die Hb-Konzentration CKD-stadienabhangig vermindert
(siehe Abb. 9 B und Abschnitt 3.5, Tab. 18), in den Albuminurie-Stadien fanden
sich keine signifikanten Hb-Unterschiede (siehe Abb. 9 C und Abschnitt 3.5, Tab.
18).

Die Hb-Konzentration der mannlichen Patienten (13,1 (3,3) g/dl) unterschied sich
signifikant von der der mannlichen Kontrollpersonen (14,8 (1,3) g/dl, p < 0,001)
und auch die Hb-Konzentration der Patientinnen (11,9 (2,2) g/dl) war signifikant
niedriger als die der weiblichen Kontrollpersonen (13,1 (0,9) g/dl, p < 0,001). In
Abb. 10 A ist die Einteilung in die Kategorien ,Anamie‘ oder ,keine Anamie‘ an-
hand der geschlechtsspezifischen Hb-Normwerte erfolgt. Dabei hatten 50 % der
CKD-Patienten eine Anamie. Der Prozentanteil anamischer Patienten nahm mit
steigendem CKD-Stadium zu (siehe Abb. 10 A), wobei in Stadium G1 Uberpro-
portional viele Patienten eine Anamie aufwiesen (n = 2). Die Hb-Konzentration
korrelierte univariat signifikant positiv mit der geschatzten glomerularen Filtrati-
onsrate (eGFR) der Gesamtkohorte (r = 0,5, p < 0,001), diese Korrelation fand
sich auch bei den Patienten (r = 0,51, p < 0,001, siehe Abb. 10 B). Patienten mit
der Komorbiditat Diabetes mellitus hatten eine hohere Anamie-Pravalenz (60 %),
wiesen aber auch eine schlechtere Nierenfunktion auf (Md = 27 (IQR = 19)

ml/min/1,73 m?, im Vergleich zu 34 (25) ml/min/1,73 m? der Gesamtpatienten).
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201

13.8 (1,8) 124(26)

Hamoglobin (g/dl)

Kontrollen (n = 133) CKD-Patienten (n = 114)

Hamoglobin (g/dl)

Kontrollen G1 G2 G3a G3b G4 G5
CKD-Stadium

o
=}

12-5 - * - -

7,51
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Al A2 Al
Albuminurie-Stadium

Abb. 9: Gruppenvergleiche der Himoglobin-Konzentration

B: Weitere signifikante Gruppenunterschiede: G2 - G3b *, G2 - G4 ***, G2 - G5 ™,
G3a- G4 **, G3a- G5 ™™ G3b- G5 *, G4-G5 *.

Angaben: Intervallskalierte, nicht-normalverteilte Variable: A: Mann-Whitney-U-Test, Me-
dian (Interquartilsabstand); B und C: Kruskal-Wallis-Test, paarweise Wilcoxon Post-hoc-
Analyse, Bonferroni Korrektur. * p < 0,05, ** p < 0,01; *** p < 0,001. Eigene Abbildung,
erstellt mit R, RStudio und Microsoft PowerPoint. Abbildungen verbffentlicht am
21.12.2024 in Kidney International Reports (Bissinger et al., 2024).
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Abb. 10: Andmie nach CKD-Stadium und univariate Korrelation zwischen Hamo-
globin-Konzentration und eGFR

Abkiirzungen: CKD (chronische Nierenkrankheit), GFR (glomerulére Filtrationsrate),
eGFR-CK (geschétzte glomerulére Filtrationsrate nach CKD-EPI Kreatinin-Cystatin C
Formel)

Angaben: A: Anzahl und Prozentanteil der CKD-Patienten mit / ohne Anémie nach ge-
schlechtsspezifischen Hb-Normwerten, insgesamt 114 CKD-Patienten, da von acht Pa-
tienten keine Hb-Konzentration bekannt; B: Intervallskalierte Variablen: Pearson-Korre-
lationstest, Korrelationskoeffizient r, grafische Darstellung mit Punktewolke und linearer
Anpassung, CKD-Patienten rot (n = 114), Kontrollpersonen grau (n = 133). Eigene Ab-
bildungen, erstellt mit R, RStudio und Microsoft PowerPoint. Abbildungen verdffentlicht
am 21.12.2024 in Kidney International Reports (Bissinger et al., 2024).
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Der Hamatokrit der Patienten war im Vergleich zur Kontrollgruppe signifikant er-
niedrigt (36,3 £ 5,9 % (M = SD) in der CKD- und 42,2 £ 4,9 % in der Kontroll-
gruppe, p < 0,001, siehe Abb. 11) und war ebenfalls CKD-stadienabhangig
(37,1 £5,2 % in Stadium G1, 41,5 + 3,5 % in Stadium G2, 39,9 + 4,9 % in Stadium
G3a, 37,7 £ 5,6 % in Stadium G3b, 34,5 £ 5 % in Stadium G4 und 29,2 + 3,8 %
in Stadium G5). Dabei fanden sich signifikante Gruppenunterschiede zwischen
den Kontrollpersonen und den CKD-Stadien G3b, G4, G5 (jeweils p < 0,001, ***),
aulRerdem zwischen G1 und G5 (p = 0,007, **), G2 und G4, G5 (p < 0,001, ***),
G3a und G4 (p= 0,0011, **), G3a und G5 (p < 0,001, ***), G3b und G4
(p = 0,028, *), G3b und G5 (p < 0,001, ***) und G4 und G5 (p = 0,0018, **).

R

60 1

422 +49

(%3]
(=]

Hamatokrit (%)
-
[ ]

[
(=]

201

Kantrallen (n = 133) CKD-Patienten (n = 114)

Abb. 11: Gruppenvergleich der Haimatokrit-Konzentration

Angaben: n = Personenanzahl; Intervallskalierte, normalverteilte Variable: Zweiseitiger
t-Test, Mittelwert + Standardabweichung. *** p < 0,001. Eigene Abbildung, erstellt mit R,
RStudio und Microsoft PowerPoint. Abbildung veréffentlicht am 21.12.2024 in Kidney
International Reports (Bissinger et al., 2024).
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Die Erythrozyten der Patienten wiesen signifikant weniger Volumen (MCV) auf
als die der Kontrollgruppe (88 + 6 fl (M = SD) in der CKD- und 89 % 4 fl in der
Kontrollgruppe, p < 0,05), der MCH-Wert war dagegen nicht erniedrigt (Md = 29,9
(IQR = 2,6) pg und 29 (2,3) pg, p = 0,05). Dabei waren die Erythrozyten
normozytar und normochrom. Die MCHC war in der Patientengruppe signifikant
hdéher als in der Kontrollgruppe (34 £ 1,21 g/dl (M £ SD) und 33,1 £ 0,87 g/dl, p <
0,001). Die Erythrozyten der CKD-Patienten mit Anamie waren ebenfalls
normozytar (88 £ 6 fl (M £ SD)) und normochrom (Md = 29,8 (IQR = 2,8) pg).

3.4 Bestimmung der Retikulozytenzahl und der Erythropoetin-
Konzentration

Nach der durchflusszytometrischen Bestimmung der Retikulozytenzahl konnte
diese in der Patienten- und Kontrollgruppe verglichen werden. Die Anamie der
Patienten bestand trotz im Vergleich zur Kontrollgruppe signifikant gesteigerter
Retikulozytenzahlen (Md = 1,21 (IQR = 0,71) % bei den CKD-Patienten und
0,85 (0,53) % bei der Kontrollgruppe, p < 0,001, siehe Abb. 12 A). Diese Steige-
rung war CKD-stadienabhangig (1,15 (0,54) % in Stadium G1, 0,95 (0,55) % in
Stadium G2, 1,44 (1,16) % in Stadium G3a, 1,19 (0,49) % in Stadium G3b,
1,35 (0,58) % in Stadium G4 und 1,26 (0,54) % in Stadium G5) (siehe Abb. 12 B).
Der Retikulozytenproduktionsindex zeigte sich bei den Patienten nicht adaquat
erhoht (0,7 (0,5) bei den CKD-Patienten und 0,7 (0,5) bei den Kontrollpersonen)
(siehe Abb. 12 C). Dabei wiesen die Patienten mit Anamie durchschnittlich einen
niedrigeren RPI auf (0,6 (0,3)), als Patienten ohne Anamie (1 (0,8)) (siehe Abb.
12 D).
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Abb. 12: Gruppenvergleiche der Retikulozytenzahl

Abkiirzungen: CKD (chronische Nierenkrankheit) RPI (Retikulozytenproduktionsindex)
Angaben: Intervallskalierte, nicht-normalverteilte Variable: A, C und D: n = Personenan-
zahl, Mann-Whitney-U-Test, Median (Interquartilsabstand); B: Kruskal-Wallis-Test, paar-
weise Wilcoxon Post-hoc-Analyse, Bonferroni Korrektur. ** p < 0,01; *** p < 0,001. Ei-
gene Abbildung, erstellt mit R, RStudio und Microsoft PowerPoint. Abbildungen veréf-
fentlicht am 21.12.2024 in Kidney International Reports (Bissinger et al., 2024).

Die Erythropoetin-Konzentration im Plasma war nicht erhéht (Md = 9,9 (IQR = 8)
mU/ml und 9,5 (5,3) mU/ml, p = 0,05). Dabei fand sich allerdings bei vierzehn
Patienten (CKD-Stadien G1, G3b bis G5) eine EPO-Konzentration > 30 mU/ml,
wobei vier Patienten davon zum Messzeitpunkt eine ESA-Therapie erhielten. Die
EPO-Konzentration von nur einer Kontrollperson war > 30 mU/ml. Der Gruppen-
vergleich von CKD-Patienten und Kontrollpersonen ist in Abb. 13 A dargestellt.
Dabei wiesen die Patienten mit Anamie durchschnittlich eine héhere EPO-Kon-
zentration auf (11 (14)), als Patienten ohne Anamie (9 (5), siehe Abb. 13 B).
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Abb. 13: Gruppenvergleich der Erythropoetin-Konzentration im Plasma
Abkiirzungen: CKD (chronische Nierenkrankheit)

Angaben: Plasma-Erythropoetin-Konzentration; Intervallskalierte, nicht-normalverteilte
Variable: Mann-Whitney-U-Test, Median (Interquartilsabstand). n.s. p =2 0,05. Eigene Ab-
bildung, erstellt mit R, RStudio und Microsoft PowerPoint. Abbildungen veréffentlicht am
21.12.2024 in Kidney International Reports (Bissinger et al., 2024).

3.5 Untersuchung der Eryptoserate, univariate Korrelation mit
eGFR und Hb-Konzentration

Mithilfe der durchflusszytometrischen Messung der Phosphatidylserin-Exposition
uber die Annexin V FITC-Fluoreszenz (siehe beispielhaft Absatz 2.5.3, Abb. 4)

konnte bei den Patienten eine gesteigerte Eryptoserate ausgemacht werden.
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Die Eryptoserate war bei den Patienten signifikant hoher als bei den Kontrollper-
sonen (Md = 1,05 (IQR = 0,47) % Annexin V-bindende Zellen bei den Patienten
und 0,76 (0,39) % bei den Kontrollpersonen, p < 0,001, siehe Abb. 14 A und B)
und nahm mit zunehmendem CKD-Stadium zu (siehe Abb. 14 C und Tab. 18).
Dabei fanden sich signifikante Gruppenunterschiede zwischen den Kontrollper-
sonen und den Stadien G3b, G4 (p < 0,001, ***) und G5 (p = 0.0013, **). Aulder-
dem fand sich eine Zunahme der Eryptoserate mit steigendem Albuminurie-Sta-
dium der CKD-Patienten (siehe Abb. 14 D und Tab. 18), diese Gruppenunter-

schiede waren allerdings nicht signifikant.
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Abb. 14: Gruppenvergleiche der Eryptoserate (Annexin V-bindende Zellen)

Angaben: n = Personenanzahl, A: Darstellung als Histogramme mit Dichtefunktion, Me-
dian als gestrichelte Linie; intervallskalierte, nicht-normalverteilte Variable: B: Mann-
Whitney-U-Test, Median (Interquartilsabstand); C und D: Kruskal-Wallis-Test, paarweise
Wilcoxon Post-hoc-Analyse, Bonferroni Korrektur. ** p < 0,01; *** p < 0,001. Eigene Ab-
bildung, erstellt mit R, RStudio und Microsoft PowerPoint. Abbildungen veréffentlicht am
21.12.2024 in Kidney International Reports (Bissinger et al., 2024).
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Es fand sich kein signifikanter Unterschied der Eryptoserate bei weiblichen im
Vergleich zu mannlichen Studienteilnehmern (weibliche Studienteilnehmer
0,85 (0,52) % Annexin V-bindende Zellen und mannliche Studienteilnehmer
0,95 (0,44) %, p > 0,05). Die Eryptoserate der CKD-Patientinnen (1,02 (0,49) %)
unterschied sich ebenfalls nicht signifikant von der Eryptoserate der CKD-Patien-
ten (1,09 (0,52) %, p > 0,05).

Tab. 18: eGFR, Hamoglobin-Konzentration und Eryptoserate nach CKD- und Al-
buminurie-Stadium

Gruppe eGFR Hamoglobin Annexin V-
(ml/min/1,73m?) | (g/dl) Bindung (%)

k (n=133) 91 (24) 13,8 (1,8) 0,76 (0,39)
Gesamt-Pat. 34 (25) 12,4 (2,6) (n=114) | 1,05 (0,47)
(n=122)

G1(n=28) 104 (13) 12,9 (2,6) (n = 5) 0,82 (0,38)
G2(n=12) 68 (6) 14,3 (0,8) (n=11) | 0,98 (0,42)
G3a (n=16) 49 (10) 13,7 (2,8) (n=14) | 0,85(0,47)
G3b (n = 34) 38 (8) 12,7 (2,2) (n=34) | 1,09 (0,39)
G4 (n=39) 23 (6) 11,6 (1,6) (n=37) | 1,13 (0,48)
G5(n=13) 10 (2) 9,4 (1,6) (n=13) 1,34 (0,41)
A1 (n=15) 40 (35) 13,1 (1,3) (n=14) | 0,95 (0,53)
A2 (n = 50) 36 (26) 11,9 (2,7) (n=45) | 1,01 (0,5)
A3 (n=52) 31 (27) 12,5 (2,7) (n=50) | 1,14 (0,56)

Abkiirzungen: eGFR (geschétzte glomerulére Filtrationsrate), k (Kontrollen), Pat.
(Patienten)

Angaben: eGFR (CKD-EPI Kreatinin-Cystatin C Formel); Intervallskalierte, nicht-
normalverteilte Variablen: Median (Interquartilsabstand); fiir die Personenanzahl (n)
siehe Gruppen-Spalte, auller anders angegeben.

Die Eryptoserate korrelierte in der Gesamtkohorte univariat signifikant negativ mit
der eGFR (r=-0,45, p < 0,001, Abb. 15 A) und der Hb-Konzentration (r = - 0,33,
p < 0,001, Abb. 15 B). Diese Korrelationen fanden sich auch bei den Patienten
(Eryptoserate und eGFR: r=- 0,27, p = 0,002; Eryptoserate und Hb-Konzentra-
tion: r=-0,31, p <0,001).
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Abb. 15: Univariate Korrelationen der Eryptoserate (Annexin V-bindende Zellen)
mit A: eGFR (n = 255) und B: Hb (n = 247)

Abkiirzungen: CKD (chronische Nierenkrankheit), eGFR (geschétzte glomerulére Filt-
rationsrate), Hb (Hémoglobin)

Angaben: eGFR (CKD-EPI Kreatinin-Cystatin C Formel); Intervallskalierte Parameter:
Pearson-Korrelationstest, Korrelationskoeffizient r, grafische Darstellung mit Punkte-
wolke und linearer Anpassung, Patienten rot, Kontrollpersonen grau. Eigene Abbildung,
erstellt mit R, RStudio und Microsoft PowerPoint. Abbildungen veréffentlicht am
21.12.2024 in Kidney International Reports (Bissinger et al., 2024).



3 Ergebnisse 65

3.5.1 Eisenstatus und univariate Korrelation mit GFR, Hb und Eryptoserate

Einen Eisenmangel (Transferrin-Sattigung < 20 % und Ferritin < 10 ug/dl, (KDIGO
et al., 2012)) wiesen 40 CKD-Patienten auf (33 %, n = 122), 24 hatten eine Ei-
senmangelanamie (21 %, n = 114, siehe Absatz 2.7.2). Dies war CKD- und Al-
buminurie-stadienabhangig (siehe Abb. 16). Bei 48 Kontrollpersonen fand sich
ein Eisenmangel (36 %, n = 133), davon hatten nur drei Personen eine Eisen-

mangelanamie (2 %).
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Abb. 16: Eisenmangel und Eisenmangelandmie nach CKD- und Albuminurie-Sta-
dium

Abkirzungen: CKD (chronische Nierenkrankheit), GFR (glomerulére Filtrationsrate)
Angaben: eGFR (CKD-EPI Kreatinin-Cystatin C Formel); A: Absolute Anzahl und Pro-
zentanteil der Patienten im jeweiligen CKD-Stadium mit / ohne Eisenmangel, insgesamt
122 CKD-Patienten, Eisenmangel definiert als Transferrin-Séttigung < 20 % und
Ferritin < 10 ug/dl (KDIGO et al., 2012); B: Absolute Anzahl und Prozentanteil der Pati-
enten mit / ohne Eisenmangelanédmie im jeweiligen CKD-Stadium, insgesamt 114 CKD-
Patienten (von 8 Patienten war keine Hb-Konzentration bekannt), Andmie definiert nach
geschlechtsspezifischen Hb-Nomwerten, Eisenmangel definiert wie bei Abbildung A, Ei-
senmangelandmie bei Vorliegen der beiden Kriterien angenommen;, C: Analog zu A, nur
im jeweiligen Albuminurie-Stadium, insgesamt 117 CKD-Patienten (bei 5 Patienten kein
Albuminurie-Stadium bekannt); D: Analog zu B, nur im jeweiligen Albuminurie-Stadium.
Eigene Abbildung, erstellt mit R, RStudio und Microsoft PowerPoint. Abbildungen verof-
fentlicht am 21.12.2024 in Kidney International Reports (Bissinger et al., 2024).
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Die Plasma-Ferritin-Konzentration der Patienten (Md = 7,3 (IQR = 11,9) ug/dl)
war signifikant héher als die P-Ferritin-Konzentration der Kontrollpersonen
(2,3 (2,6) pg/dl, p <0,001). Es fanden sich signifikante Gruppenunterschiede zwi-
schen den Kontrollen und den CKD-Stadien G2 (p = 0,02, *), G3b (p = 0,014, *),
G4 (p <0,001, ***)und G5 (p = 0,011, *) (siehe Tab. 19). Die Transferrin-Sattigung
unterschied sich nicht signifikant (23,1 (14,3) % in der CKD- und 24,3 (16,9) % in
der Kontrollgruppe, p = 0,05) und es gab keine Gruppenunterschiede zwischen
den CKD-Stadien (siehe Tab. 19). Die Plasma-Eisen-Konzentration der Patienten
(72 (37) ug/dl) war signifikant niedriger als die Eisen-Konzentration der Kontroll-
personen (94 (64) ug/dl, p < 0,001), es fanden sich signifikante Gruppenunter-
schiede zwischen den Kontrollpersonen und den Stadien G4 (p = 0,024, *) und
G5 (p = 0,029, *). Auch die Plasma-Transferrin-Konzentration der Patienten war
signifikant niedriger als die der Kontrollpersonen (229 (58) mg/dl und 275 (44)
mg/dl, p <0,001). Signifikante Gruppenunterschiede bestanden zwischen der
Kontrollgruppe und den Stadien G2 (p = 0,002, **), G3a (p = 0,004, **), G3b, G4
und G5 (p < 0,001, ***). Sowohl P-Eisen- als auch P-Transferrin waren dabei

CKD-stadienabhangig verringert (siehe Tab. 19).

Tab. 19: Eisenstatus-Parameter nach dem CKD-Stadium

Gruppe Ferritin Transferrin- Eisen Transferrin
(P, pg/dl) Sattigung (%) (P, pg/dl) (P, mg/dl)
k (n=133) 2,3 (2,6) 24,3 (16,9) 94 (64) 275 (44)
G1(n=28) 6,7 (8,6) 26 (18,4) 105 (50) 299 (107)
G2(n=12) 9,1 (13,1) 32 (17,3) 87 (43) 212 (38)
G3a (n = 16) 4,3(9) 25(10,1) 72 (34) 234 (36)
G3b (n = 34) 5,2 (10,7) 21,3 (12,4) 71 (40) 233 (49)
G4 (n=39) 10 (13,3) 24 (15,4) 73 (32) 223 (55)
G5(n=13) 6,4 (12,1) 19,4 (9,9) 60 (19) 209 (42)
p-Wert < 0,001 > 0,05 < 0,001 < 0,001

Abkirzungen: GFR (glomerulére Filtrationsrate), P (Plasma), k (Kontrollen)
Angaben: Intervallskalierte, nicht-normalverteilte Variablen: Median (Interquartilsab-
stand), Kruskal-Wallis-Test (p-Wert).

In der Gesamtkohorte korrelierte die P-Ferritin-Konzentration negativ mit der

eGFR und positiv mit der Eryptoserate, in der Analyse der Patientenkohorte
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waren diese Korrelationen nicht signifikant. Zwischen der Hb-Konzentration und
P-Ferritin bestand keine signifikante Korrelation (siehe Tab. 20). Die Transferrin-
Sattigung korrelierte in der Gesamtkohorte nicht signifikant mit der eGFR (bei
den Patienten fand sich eine signifikant positive Korrelation) und der Eryptose-
rate, aber signifikant positiv mit der Hb-Konzentration (siehe Tab. 20). Die P-Ei-
sen-Konzentration korrelierte univariat signifikant positiv mit der eGFR und der
Hb-Konzentration und in der Gesamtkohorte signifikant negativ mit der Eryptose-
rate, bei den CKD-Patienten waren diese Korrelationen nicht signifikant (siehe
Tab. 20). Zwischen der P-Transferrin-Konzentration und der eGFR bestand eine
signifikant positive Korrelation, in der Gesamtkohorte korrelierte die P-Transfer-
rin-Konzentration auRerdem signifikant positiv mit der Hb-Konzentration und ne-
gativ mit der Eryptoserate, bei den CKD-Patienten war dies nicht signifikant
(siehe Tab. 20). Das P-Ferritin und das P-Transferrin korrelierten dabei nicht sig-
nifikant mit der CRP-Konzentration im Plasma (r = 0,07 und r = - 0,1, p > 0,05).
In Tab. 20 sind die univariaten Korrelationen der Eryptoserate mit den Eisensta-

tus-Parametern fur die Gesamtkohorte und die Patienten getrennt aufgefuhrt.

Tab. 20: Univariate Korrelation des Eisenstatus mit der eGFR, dem Hb-Konzentra-
tion und der Eryptoserate bei der Gesamtkohorte und den CKD-Patienten

Parameter eGFR Hamoglobin Annexin V-

(ml/min/1,73m?) (g/dl) Bindung (%)
Ferritin (P, ug/dl) - 0,32, *** (255) - 0,07, n.s. (247) 0,19, ** (255)

- 0,11, n.s. (122) 0,01, n.s. (114) 0,07, n.s. (122)
Transferrin- 0,1, n.s. (255) 0,21, *** (247) - 0,09, n.s. (255)
Saéttigung (%) 0,2, * (122) 0,38, *** (114) 0,005, n.s. (122)
Eisen (P, ug/di) 0,3, *** (255) 0,31, *** (247) - 0,2, ** (255)

0,35, *** (122) 0,5, *** (114) - 0,03, n.s. (122)
Transferrin 0,5, *** (255) 0,21, *** (247) - 0,25, *** (255)
(P, mg/dl) 0,27, ** (122) 0,03, n.s. (114) - 0,11, n.s. (122)

Abktirzungen: eGFR (geschétzte glomerulére Filtrationsrate), Hb (Hdmoglobin), CKD
(chronische Nierenkrankheit), P (Plasma)

Angaben: eGFR (CKD-EPI Kreatinin-Cystatin C Formel), Intervallskalierte, nicht-nor-
malverteilte Variablen: Pearson-Korrelationstest, Gesamtkohorte: Korrelationskoeffi-
zient r, Signifikanz (n), CKD-Patienten: Korrelationskoeffizient r, Signifikanz (n); n.s.,
nicht signifikant, p =2 0,05; *p < 0,05; ** p <0,01; *** p < 0,001.
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3.6 Univariate Korrelationen der eGFR, der Hb-Konzentration
und der Eryptoserate mit demographischen, klinischen und
laborchemischen Parametern

Die eGFR war bei CKD-Patienten mit Diabetes mellitus um 14 ml/min/1,73m?
und bei anderen kardiovaskularen Erkrankungen um 10 ml/min/1,73m? niedriger
als bei Patienten ohne diese Komorbiditaten. CKD-Patienten, welche einen Be-
tablocker einnahmen, hatten eine um 13 ml/min/1,73m? niedrigere eGFR, bei Ei-
sen-Therapie war diese 19 ml/min/1,73m? und bei ESA-Therapie sogar
27 ml/min/1,73m? niedriger als bei Patienten ohne diese Medikation. AuBerdem
war die eGFR niedriger bei Patienten mit Einnahme von Antidiabetika / Insulin,
Phosphatbindern, Vitamin D, Bikarbonat und Cholesterinsenkern (Tab. 21). Die
Hb-Konzentration von Patienten mit Diabetes mellitus oder weiblichem Ge-
schlecht war um 1,1 g/dl niedriger als bei Patienten ohne diese Merkmale (Tab.
21). Bei Patienten mit Einnahme von Eisen, ESA, Antibiotika, PPI, Antidiabetika,
,anderen Antihypertensiva‘, Bikarbonat und Cholesterinsenkern war die Hb-Kon-
zentration niedriger als bei Patienten ohne diese Medikation, wahrend Patienten
mit RAAS-Hemmer-Einnahme eine héhere Hb-Konzentration aufwiesen (Tab.
21). Die Eryptoserate (Annexin V-Bindung) war bei Patienten mit Vitamin D und

Bikarbonat-Einnahme hdher als bei Patienten ohne diese Medikation (Tab. 21).

Tab. 21: Univariate Korrelationen von eGFR, Hb und Eryptoserate mit nominalen
Variablen bei den CKD-Patienten

Parameter eGFR Hamoglobin Annexin V-
(ml/min/ 1,73m?) | (g/dl) Bindung (%)
Geschlecht (w - m) n.s. 0,27, ** n.s.
A=11
Diabetes mellitus (0 - 1) - 0,25, ** -0,23,* n.s.
A=-14 A=-11
Arterielle Hypertonie (0 - 1) n.s. n.s. n.s.
,Andere kardiovaskulére -0,2,* n.s. n.s.
Erkrankungen® (0 - 1) A=-10
Diuretika (0 - 1) n.s. n.s. n.s.
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RAAS-Hemmer (0 - 1)

Betablocker (0 - 1)

Calciumantagonisten (0 - 1)
,/Andere Antihypertensiva‘
(0-1)

Eisentherapie (0 - 1)

Erythropoese-stimulierende
Substanzen (ESA) (0 - 1)
Antibiotika (0 — 1)

Immunsuppressiva (0 - 1)

Antikoagulantien (0 — 1)
Protonenpumpeninhibitoren
0-1)

Antidiabetika / Insulin (0 - 1)

Phosphatbinder (0 - 1)
Vitamin D (0 - 1)
Bikarbonat (0 - 1)
Thyroxin (0 - 1)
Antidepressiva /

Antipsychotika (0 - 1)

Cholesterinsenker (0 - 1)

n.s.

- 0,26, **
A=-13
n.s.

n.s.

-0,25, **
A=-19
- 0,28, **
A=-27

n.s.

n.s.

n.s.

n.s.

-0,23, *

A=-14

- 0,29, **

A=-27

20,3,

A=-15

- 0,39, ***
=-26

n.s.

n.s.

_0,31,***
A=-16

0,21, *
A=

n.s.

n.s.
-0,19, *
A=-1
-0,19, *
A=-11
- 0,28, **
A=-272
-0,2,*
=-1,9
n.s.
n.s.
-0,21, *

- 0,26, **
A=-14

n.s.

n.s.

- 0,25, **
=14
n.s.

n.s.

-0,23, ¢
A=-1

n.s.

n.s.

n.s.

n.s.

n.s.

n.s.

n.s.

n.s.

n.s.

n.s.

n.s.

n.s.

0,18, *
A=0,16
0,26, **
A=0,3
n.s.

n.s.

n.s.

Abkiirzungen: eGFR (geschétzte glomerulére Filtrationsrate), Hb (Hdmoglobin), CKD
(chronische Nierenkrankheit), w (weiblich), m (ménnlich), RAAS (Renin-Angiotensin-

Aldosteron System)

Angaben: eGFR (CKD-EPI Kreatinin-Cystatin C Formel); 0 = nein; 1 = ja, A = Diffe-
renz; Pearson-Korrelationstest: Korrelationskoeffizient r; Differenz der Mittelwerte;

n.s. nicht signifikant p 2 0,05, * p < 0,05; ** p < 0,01, ** p < 0,001.




3 Ergebnisse 70

Die eGFR korrelierte in der Gesamtkohorte signifikant negativ mit dem Alter der
Personen, dem P-Kreatinin, dem P-Cystatin C, dem P-CRP, dem P-EPO und der
LDH. Sie korrelierte positiv mit dem Hamatokrit und der Erythrozytenzahl (Tab.
22). Bei den CKD-Patienten fand sich zusatzlich eine signifikant negative Korre-
lation mit dem MCV und eine signifikant positive Korrelation mit der MCHC, die
negative Korrelation mit dem P-CRP und P-EPO waren hier nicht signifikant. Die
Hb-Konzentration korrelierte in der Gesamtkohorte und bei den CKD-Patienten
signifikant positiv mit dem Hamatokrit, der Erythrozytenzahl, der MCHC und dem
SU-Kreatinin und negativ mit dem P-Kreatinin, dem P-Cystatin C, dem P-CPR
und dem P-EPO (Tab. 22). Fur die Eryptoserate (Annexin V-bindende Zellen)
fand sich in der Gesamtkohorte eine univariat signifikant positive Korrelation mit
dem Alter der Studienteilnehmer, dem P-Kreatinin und dem P-Cystatin C und eine
negative Korrelation mit dem Hamatokrit und der Erythrozytenzahl. Bei den CKD-
Patienten fanden sich diese Korrelationen ebenso, nur das Alter der Patienten

war nicht signifikant mit der Eryptoserate korreliert (Tab. 22).

Tab. 22: Univariate Korrelationen von eGFR, Hb und Eryptoserate mit demographi-
schen und klinischen Variablen und Laborparametern aus Vollblut (VB), Plasma
(P) und Spontanurin (SU) in der Gesamtkohorte und bei den CKD-Patienten

Parameter eGFR Hamoglobin Annexin V-
(ml/min/1,73m?) (g/di) Bindung (%)
Alter (Jahre) - 0,44, *** (255) -0,11, n.s. (247) | 0,14, * (255)
- 0,33, *** (122) -0,12,n.s. (114) | 0, n.s. (122)
Body-Mass-Index X X X
(BMI) (kg/m?) - 0,18, n.s. (81) 0,01, n.s. (78) -0,12, n.s. (81)

Kreatinin (P, mg/dl)

Cystatin C (P, mg/l)

Hématokrit (VB, %)

Erythrozytenzahl

(VB, Mio/ul)
MCV (VB, fl)

- 0,75, *** (255)
- 0,68, *** (122)
- 0,88, *** (255)
- 0,82, *** (122)
0,57, *** (247)
0,46, *** (114)
0,52, *** (247)
0,50, *** (114)
0,02, n.s. (247)
- 0,24, * (114)

- 0,51, *** (247)
- 0,46, *** (114)
- 0,6, *** (247)

- 0,59, *** (114)
0,95, *** (247)
0,98, *** (114)
0,89, *** (247)
0,92, *** (114)
0,03, n.s. (247)
- 0,06, n.s. (114)

0,44, *** (255)
0,34, *** (122)
0,48, *** (255)
0,36, *** (122)
- 0,36, *** (247)
- 0,31, *** (114)
- 0,34, *** (247)
- 0,34, *** (114)
0,03, n.s. (247)
0,18, n.s. (114)
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MCH (VB, pg)

MCHC (VB, g/dl)

C-reaktives Protein
(CRP) (P, mg/dl)
Erythropoetin
(EPO) (P, mU/ml)
Eiweil3 (P, g/dl)

Albumin (P, g/dl)

Harnséure (P, mg/dl)

Laktatdehydrogenase
(Astor et al.) (P, U/)
Kreatinin (SU, mg/dl)

Proteinurie (SU, mg/g
Kreatinin)
Albuminurie

(SU, mg/g Kreatinin)

-0,1, n.s. (175)
- 0,03, n.s. (114)
- 0,13, n.s. (175)
0,37, *** (114)

- 0,17, ** (255)

- 0,1, n.s. (122)
- 0,17, ** (254)

- 0,13, n.s. (121)
X

0, n.s. (85)

X

0,01, n.s. (28)

X

- 0,22, n.s. (64)
X

- 0,22, * (105)

X

0,17, n.s. (117)
X

- 0,07, n.s. (117)
X

- 0,14, n.s. (117)

0,07, n.s. (175)
0,11, n.s. (114)
0,17, * (175)
0,37, *** (114)

- 0,23, *** (247)
-0,2, * (114)

- 0,35, *** (246)
- 0,36, *** (113)
X

0,1, n.s. (82)

X

0,1, n.s. (26)

X

- 0,11, n.s. (63)
X

- 0,08, n.s. (101)
X

0,26 ** (109)

X

0,06, n.s. (109)
X

- 0,07, n.s. (109)

0,09, n.s. (175)
0,13, n.s. (114)
0,06, n.s. (175)
- 0,05, n.s. (114)
0,08, n.s. (255)
0, n.s. (122)
0,05, n.s. (254)
0, n.s. (121)

X

- 0,15, n.s. (85)
X

0,02, n.s. (28)
X

- 0,09, n.s. (64)
X

0, n.s. (105)

X

- 0,02, n.s. (117)
X

0,01, n.s. (117)
X

0,12, n.s. (117)

Abkiirzungen: eGFR (geschétzte glomerulére Filtrationsrate), Hb (Hdmoglobin), CKD
(chronische Nierenkrankheit), MCV (mittleres Erythrozyteneinzelvolumen), MCH
(mittleres korpuskuldres Hamoglobin), MCHC (mittlere korpuskuldre Hémoglobin-

Konzentration)

Angaben: eGFR (CKD-EPI Kreatinin-Cystatin C Formel); Pearson-Korrelationstest;
Gesamtkohorte: Korrelationskoeffizient r, Signifikanz (n), CKD-Patienten: Korrelati-
onskoeffizient r, Signifikanz (n); n.s., nicht signifikant, p = 0,05; * p < 0,05;

**p <0,01;, ** p <0,001.
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3.7 Calcium-, ROS- und Ceramid-Bestimmung der Erythrozyten

Die relative geoMFI der intrazellularen Calcium-Konzentration der Patienten un-
terschied sich nicht signifikant von der geoMFI der Kontrollgruppe (Md = 19,62
(IQR = 6,09) in der CKD- und 20,03 (0,24) in der Kontrollgruppe, p = 0,05, siehe
Tab. 23). Auch die relative geoMFI der ROS der Patienten war in dieser Kohorte
nicht signifikant erhéht (15,21 (4,4) und 14,91 (0,21), p 2 0,05, siehe Tab. 23). Bei
der Ceramid-Bestimmung fand sich dagegen eine leicht erhéhte Ceramid-Kon-
zentration in der Patienten- (15,54 (2,61)) im Vergleich zur Kontrollgruppe (15
(0,19), p =0,002, siehe Tab. 23). Es fand sich eine signifikant negative Korrelation
zwischen der relativen geoMFI der intrazellularen Calcium-Konzentration und der
Hb-Konzentration der Patienten (r = - 0,22, p = 0,021, siehe Tab. 23). Die relative
geoMFI der intrazellularen Calcium-Konzentration der Patienten korrelierte au-
Rerdem signifikant positiv mit der Annexin V-Bindung (r = 0,21, p = 0,018, Tab.
23). Die relative geoMFI der ROS der Patienten korrelierte signifikant negativ mit
der eGFR der Patienten (r = - 0,2, p = 0,028, siehe Tab. 23).

Tab. 23: Univariate Korrelationen von Calcium, ROS und Ceramid mit der eGFR,
der Hb-Konzentration und der Eryptoserate bei den CKD-Patienten

Parameter eGFR (ml/min/ Hamoglobin Annexin V-
1,73m?) (g/dl) Bindung (%)

Intrazelluldre Ca®*- -0,15,n.s. (122) | -0,22, * (114) 0,21, * (122)

Konzentration (geoMFI)

ROS (geoMFI) -0,2,* (122) - 0,1, n.s. (114) 0,09, n.s. (122)

Ceramid (geoMFI) - 0,04, n.s. (122) | 0,08, n.s. (114) 0,12, n.s. (122)

Abkiirzungen: ROS (reaktive Sauerstoffspezies), eGFR (geschétzte glomerulére Filt-
rationsrate), CKD (chronische Nierenkrankheit, Ca** (Calcium), geoMFI (mittlere Fluo-
reszenzintensitét)

Angaben: eGFR (CKD-EPI Kreatinin-Cystatin C Formel); Intervallskalierte Variablen:
Pearson-Korrelationstest: Korrelationskoeffizient r, Signifikanz (n); n.s., nicht signifi-
kant, p 2 0,05; * p < 0,05.




3 Ergebnisse 73

3.8 FACS-Parameter der im Plasma inkubierten Kontroll-
Erythrozyten
Bei der nach 24 h erfolgten Analyse der inkubierten Erythrozyten zeigten sich
deutlich erhohte Eryptoseraten im Vergleich zum Vortag - sowohl bei den im Pa-
tientenplasma als auch bei den im Plasma der Kontrollpersonen inkubierten
Erythrozyten. Allerdings unterschied sich die Eryptoserate der beiden Gruppen
nicht (Md = 5,66 (IQR = 4,7) % Annexin V-bindende Zellen im Patientenplasma
und 5,68 (3,69) % im Plasma der Kontrollpersonen, p = 0,05, siehe Abb. 17).
Die intrazellulare Calcium-Konzentration der Erythrozyten im Patientenplasma
unterschied sich nicht signifikant von den im Kontrollplasma inkubierten Erythro-
zyten (19 (3,52) und 19,94 (0,37), p < 0,05). Auch bei der geoMFI von ROS und
Ceramid fand sich kein Unterschied (ROS der CKD-Patienten bei 15,3 (4,52),
Ceramid bei 15,13 (3,08); bei den Kontrollpersonen 15,02 (0,27) fur ROS und
15,02 (0,2) far Ceramid).

n.s.

£
=]

L
=
e

5,68 (3,69) ' 5,66 (4,7)

10 1

Annexin V-bindende Zellen (%)
S

[=]

kontrollen (n = 133) Patienten (n = 122)

Abb. 17: Gruppenvergleich der Eryptoserate der fiir 24 h im Plasma der Kontroll-
personen und Patienten inkubierten Kontroll-Erythrozyten

Angaben: n = Personenanzahl; Intervallskalierte, nicht-normalverteilte Variable: Mann-
Whitney-U-Test, Median (Interquartilsabstand). n.s. p > 0,05. Eigene Abbildung, erstellt
mit R, RStudio und Microsoft PowerPoint.
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3.9 Aufstellen eines Vorhersagemodells fiir die Eryptoserate

Mithilfe einer multiplen linearen Regressionsanalyse wurde in der Gesamtkohorte
fur den dekadischen Logarithmus der Eryptoserate (Annexin V-bindende Zellen)
ein Vorhersagemodell aufgestellt (siehe Absatz 2.7.4). Dabei wurden 246 Perso-
nen eingeschlossen (113 CKD-Patienten und 133 Kontrollpersonen). Von neun
CKD-Patienten waren nicht alle Parameter bekannt (bei n = 8 keine Hb-Konzent-
ration und kein MCV bekannt, bei n = 1 kein P-EPO), weshalb diese fur die Ana-
lyse ausgeschlossen wurden. Von allen in die schrittweise Analyse miteinbezo-
genen Parametern ging nur die eGFR (CKD-EPI Kreatinin-Cystatin C Formel) in
das Vorhersagemodell ein (siehe Tab. 24). Das Modell hatte mit einem r? = 0,22
(korrigiertes r? = 0,21) nach Cohen eine mittlere Anpassungsgute (Cohen, 1988).
Die Pradiktorvariable eGFR sagte statistisch signifikant die Kriteriumsvariable
LogioEryptoserate (Annexin V-Bindung in %) voraus, F (1, 244) = 67,4, p <0,001.

Tab. 24: Modell "schrittweises Anpassen” fiir die Eryptoserate, Kriteriumsvariable
dekadischer Logarithmus der Eryptoserate, Annexin V-bindende Zellen in %
(r’ = 0,22, p < 0,001, n = 246).

Kovariable Std. B + SE p-Wert r2 (korrigiertes r?)
(Konstante) 0 £ 0,054 < 0,001

eGFR (ml/min/ - 0,465 + 0,001 < 0,001 0,22 (0,21)
1,73m?)

Abklirzungen: Std. B (Standardisierter Schétzer, Betafaktor), SE (engl.: standard er-
ror, Standardfehler), e GFR (geschétzte glomerulére Filtrationsrate)

Angaben: eGFR (CKD-EPI Kreatinin-Cystatin C Formel); r? = multipler Determinati-
onskoeffizient / Bestimmtheitsmal3, 0,13 < r? < 0,26 = mittlere Anpassungsglite (Co-
hen, 1988).

Im Rahmen der Untersuchung auf einen moglichen Konfundierungseffekt wurde
keine der verwendeten Arzneimittelgruppen oder der Komorbiditaten in das Mo-
dell miteingeschlossen.

Alle in Absatz 2.7.4 aufgefuhrten Methoden wurden kombiniert eingesetzt, um
Ausreil3er zu identifizieren. Kontrollperson 90 wurde mithilfe von standardisierten
Residuen und studentisierten ausgeschlossenen Residuen als moglicher Ausrei-
Rer identifiziert. Bei der Untersuchung der Hebelwerte und Cook-Distanzen
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fanden sich hingegen keine Ausreil3er, weshalb keine Personen von der Analyse
ausgeschlossen wurden. Durch Untersuchung von VIF und Toleranz fand sich
keine Multikollinearitat. Bei unklarer Homoskedastizitat wurde die Analyse mit-
hilfe einer gewichteten Methode (siehe Absatz 2.7.4) wiederholt, wobei erneut
nur die eGFR als Koeffizient in das Modell einging (r*= 0,23, Korrigier-
tes r=0,22). Bei visueller Betrachtung von Histogramm und P-P-Diagramm
schien eine Normalverteilung der Residuen gegeben zu sein, im Kolgomorov-
Smirnov-Test fand sich eine Normalverteilung (p = 0,2), im Shapiro-Wilk-Test da-
gegen war das Ergebnis signifikant (p = 0,041). Es konnte also nicht eindeutig

von einer Normalverteilung der Residuen ausgegangen werden.

3.10 Folgeuntersuchung der univariaten Korrelation zwischen
der Eryptoserate und der Veranderung der Hb-Konzentra-
tion und der eGFR

Nach mindestens einem halben Jahr und hdochstens einem Jahr (= 182 bis < 365
Tage) stellten sich 82 Patienten erneut im Universitatsklinikum Tubingen vor (40
Patienten waren ,der Nachbeobachtung verloren gegangen‘ (engl.: lost to follow-
up)). Ausschlusskriterien der Folgeuntersuchungen waren klinisch relevante Blu-
tungen oder die erfolgte Gabe von Erythrozytenkonzentraten (n = 2), eine
Schwangerschaft mit damit einhergehendem Hb-Abfall (n = 2) und ein Dialyse-
beginn vor der Wiedervorstellung (n = 7). Nach erfolgtem Ausschluss wurden 71
Patienten (39 m, 32 w) eingeschlossen. Der mediane Zeitpunkt der Wiedervor-
stellung der eingeschlossenen Patienten betrug 242 (105) Tage nach dem Mess-

zeitpunkt.

Bei sieben Patienten war die Hb-Konzentration am Messzeitpunkt nicht bekannt,
weshalb diese bei der Hb- und Subgruppenanalyse nicht miteinbezogen werden
konnten.

Bei der Wiedervorstellung betrug die Hb-Konzentration 12,8 + 2,1 (M + SD) g/dlI
(A Hb 0,1 £ 1,3 g/dl) und unterschied sich damit nicht signifikant von der Hb-Kon-
zentration zum Messzeitpunkt (12,7 + 1,9 g/dl, p > 0,05). Die mediane eGFR war
mit 42 (34) ml/min/1,73m? (A eGFR 2 (9) ml/min/1,73m?; G1: n = 6, G2: n = 14;
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G3a: n =13, G3b: n=19; G4: n = 16; G5: n = 3), nicht signifikant niedriger als
die eGFR zum Messzeitpunkt (p > 0,05, siehe Tab. 25).

Tab. 25: Parameter der Kohorte der Folgeuntersuchung zum Messzeitpunkt und
bei der Wiedervorstellung

Parameter Kohorte der Folgeuntersuchung (n=71) p-Wert
Messung Wiedervorstellung

Geschlecht (w, m) ' 32w (45 %),

39 m (55 %),

Alter (Jahre) 56 (27) 57 (27)

Hémoglobin (g/dl) ? 12,7+1,9 12,8 £ 2,1 0,7547
(n =64)

eGFR (ml/min/1,73m?) 3 | 43 (30) 42 (34) 0,2718

Annexin V-Bindung 1,08 (0,55)

(%) °

Abkirzungen: w (weiblich), m (ménnlich), eGFR (geschétzte glomerulére Filtrations-
rate)

Angaben: eGFR (CKD-EPI Kreatinin Formel); Angabe ': nominale Variable: Absolute
Anzahl (Anteil in %, gerundet auf ganze Zahlen), Chi-Quadrat-Test; Angabe 2: inter-
vallskalierte, normalverteilte Variable: Mittelwert £+ Standardabweichung, zweiseitiger
ungerichteter t-Test fiir abhéngige Stichproben; Angabe *: intervallskalierte, nicht-nor-
malverteilte Variablen: Median (Interquartilsabstand), Mann-Whitney-U-Test fiir ab-
héngige Stichproben. p = 0,05 = nicht signifikant. Personenanzahl n = 71, aul8er an-
ders angegeben.

Es fanden sich keine signifikanten Korrelationen zwischen A Hb und A eGFR
(r=-0,12,p 20,05), Eryptoserate und AHb (r=- 0,03, p 20,05) und Eryptoserate
und AeGFR (r=-0,01, p 20,05). Eine Eisentherapie erhielten zum Zeitpunkt der
Wiedervorstellung 17 Patienten, sieben Patienten erhielten eine Therapie mit E-
SAs (vergleichend bekamen bei Messzeitpunkt n = 12 der Folgeuntersuchungs-
kohorte eine Eisentherapie, n = 7 eine ESA-Therapie). A Hb, A eGFR und Eryp-
toserate unterschieden sich bei Patienten mit oder ohne Eisentherapie nicht sig-
nifikant. Bei Patienten mit ESA-Therapie fand sich eine hhere mediane A eGFR
(12 (14) ml/min/1,73m? und 0 (9) ml/min/1,73m?, p < 0,05, *) als bei Patienten
ohne diese Therapie, A Hb und Eryptoserate unterschieden sich auch hier nicht

signifikant im Vergleich zu Patienten ohne diese Medikation.
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Anschlieltend wurden die Subgruppen differenziert ausgewertet (siche Absatz
2.7.5). Subgruppe 1 bestand aus 29 (13 m, 16 w), Subgruppe 2 aus 35 (21 m,
14 w) Patienten (fur Gruppenvergleiche der Subgruppen siehe Tab. 26). Seit der
Messung hatte die eGFR in beiden Subgruppen leicht zugenommen (ohne signi-
fikanten Gruppenunterschied), die Hb-Konzentration war (aufgrund der Eintei-
lung) in Subgruppe 1 gefallen, in Subgruppe 2 angestiegen, dabei unterschied
sich jedoch die Eryptoserate der beiden Subgruppen zum Messzeitpunkt nicht.
In Subgruppe 1 korrelierten A Hb und A eGFR signifikant negativ (r = - 0,45, p <
0,05), zwischen Eryptoserate und A Hb (r = - 0,14, p = 0,05) und Eryptoserate
und A eGFR (r=0,02, p 2 0,05) fanden sich keine signifikanten Korrelationen.
Subgruppe 2 wies weder bei A Hb und A eGFR (r = 0,19, p = 0,05) noch bei
Eryptoserate und AHb (r =0, p = 0,05) oder Eryptoserate und A eGFR (r = 0,03,

p = 0,05) signifikante Korrelationen auf.

Tab. 26: Gruppenvergleiche der demographischen und laborchemischen Parame-
ter der Subgruppen der Folgeuntersuchung

Parameter Subgruppe 1 Subgruppe 2 p-Wert
(n = 29) (n = 35)

Geschlecht (w, m)’ 16 w (55 %), 14 w (40 %), 0,5855
13 m (45 %) 21 m (60 %)

Alter (Jahre), bei Wiedervor- | 54 £ 18 58 + 16 0,2998

stellung?

Zeitpunkt der Wiedervor- 240 (112) 241 (90) 0,4828

stellung (Tage)®

Héamoglobin (g/dl), bei Wie- | 12,1 £ 2,5 13,3+1,8 0,0486

dervorstellung?

eGFR (ml/min/1,73m?), bei | 45 (33) 35 (32) 0,0554

Wiedervorstellung®

Annexin V-Bindung (%) * 1,11 (0,44) 1,09 (0,58) 0,7462

A Hémoglobin (g/dl) -0,7 (1) 0,7 (1,3) < 0,001

A eGFR (ml/min/1,73m?) 3 2(9) 2(7) 0,5983

Abklirzungen: w (weiblich), m (méannlich), eGFR (geschétzte glomerulére Filtrations-
rate)

Angaben: eGFR (CKD-EPI Kreatinin Formel); A = Differenz; Subgruppe 1: A Hb <0
g/dl, Subgruppe 2: A Hb 2 0 g/dl; Angabe ': nominale Variable: Absolute Anzahl (An-
teil in %, gerundet auf ganze Zahlen), Chi-Quadrat-Test, hier ist p > 0,05 signifikant;
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Angabe 2- intervallskalierte, normalverteilte Variablen: Mittelwert + Standardabwei-
chung, zweiseitiger ungerichteter t-Test fiir unabhéngige Stichproben; Angabe °: in-
tervallskalierte, nicht-normalverteilte Variablen: Median (Interquartilsabstand), Mann-
Whitney-U-Test fiir unabhéngige Stichproben. p = 0,05 = nicht signifikant, *p < 0,05,
***p <0,001.

Des Weiteren wurde untersucht, ob die Retikulozytenzahl zum Messzeitpunkt
und die A Hb-Konzentration in der Kohorte der Folgeuntersuchung und den Sub-
gruppen signifikant korrelierten. Dabei fand sich in der Kohorte der Folgeunter-
suchung (r =- 0,18, p = 0,05) und Subgruppe 2 (r = 0,06, p = 0,05) keine signifi-
kante Korrelation, wahrend Subgruppe 1 eine signifikant negative Korrelation
zwischen der Retikulozytenzahl und A Hb aufwies (r =- 0,62, p < 0,001).
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4. Diskussion

4.1 Durchflusszytometrische Bestimmung der Eryptoserate

In vorangehenden Studien zeigte sich bei dialysepflichtigen CKD-Patienten eine
vermehrte Eryptoserate im Sinne einer gesteigerten Phosphatidylserin-Exposi-
tion auf der Erythrozytenoberflache (Abed et al., 2014, Bissinger et al., 2016,
Lang et al., 2017, Dias et al., 2018). Gok et al. berichteten kurzlich auch bei 59
nicht-dialysepflichtigen CKD-Patienten der Stadien G3 bis G5 von einer erhohten
Eryptoserate (Gok et al., 2022).

Die hier vorgestellten Ergebnisse zeigen, dass sich auch bei der im Rahmen die-
ser Arbeit untersuchten, nicht-dialysepflichtigen Patientenkohorte aller CKD-Sta-
dien eine gesteigerte Eryptoserate fand (vgl. Abschnitt 3.5). Dabei war die Eryp-
toserate bei den CKD-Patienten nahezu 1,4-mal so hoch wie bei den Kontrollper-
sonen (veroffentlicht am 21.12.2024 in Kidney International Reports (Bissinger et
al., 2024)). Bei Dialysepatienten wurde diese in den oben genannten Studien als
doppelt so hoch beschrieben (Abed et al., 2014, Bissinger et al., 2016). Durch
das schnelle Entfernen der Phosphatidylserin-exponierenden Erythrozyten aus
der Blutbahn (Lang et al., 2012, Lang und Lang, 2015a, Larsson et al., 2016)
wurde dieser Verdopplung der Eryptoserate im Vergleich zu den Kontrollperso-
nen bei gleichbleibender Erythropoese eine theoretische Reduktion der Erythro-
zyten-Lebenszeit auf die Halfte zugeschrieben (Abed et al., 2014, Bissinger et al.,
2016). Folglich sollte auch die in dieser Studie festgestellte, erhdhte Eryptoserate
eine deutlich reduzierte Erythrozyten-Lebensdauer bedingen, welche in betracht-
lichem Male zur Anamie der Patienten beitragt. Diese verstarkte Eryptose
konnte aulerdem die trotz adaquater exogener Erythropoetin-Zufuhr persistie-

rende Anamie erklaren (Bissinger et al., 2016).

Die Eryptoserate der im Rahmen dieser Studie untersuchten CKD-Patienten
stieg mit zunehmendem CKD-Stadium an (vgl. Abschnitt 3.5). Die zunehmende
Eryptoserate bei Reduktion der Nierenfunktion kdnnte erklaren, warum die Eryp-
tose in Studien mit dialysepflichtigen Patienten im Vergleich starker ausgepragt
war (Abed et al., 2014, Bissinger et al., 2016) als in der im Rahmen dieser Studie



4 Diskussion 80

untersuchten Patientenkohorte. Au’erdem koénnte bei dialysepflichtigen Patien-

ten auch das Dialysat eine verstarkte Eryptose bedingen (Bissinger, 2016).

In der Studie von Abed et al. zur Eryptose bei dialysepflichtigen CKD-Patienten
wurde die Eryptose von einer erhdhten intrazellularen Calcium-Konzentration,
vermehrtem oxidativem Stress und einer verstarkten Ceramid-Bildung begleitet
(Abed et al., 2014), welche, wie in Absatz 1.3.1 erlautert, bekannte Ausloser der
Eryptose darstellen (Lang et al., 2012, Lang et al., 2017, Bissinger et al., 2019,
Dias et al., 2020). In der im Rahmen dieser Studie untersuchten Patientenkohorte
fand sich ebenfalls eine signifikant erhdhte Ceramid-Konzentration und bei den
Patienten waren tendenziell mehr reaktive Sauerstoffspezies vorhanden als bei
den Kontrollpersonen, wobei dieser Unterschied jedoch nicht statistisch signifi-
kant war (vgl. Abschnitt 3.7). AuBerdem lieR sich eine univariant signifikant nega-
tive Korrelation der reaktiven Sauerstoffspezies mit der eGFR nachweisen, was
der durch Terawaki et al. beschriebenen Zunahme des oxidativen Stresses mit
abnehmender Nierenfunktion entspricht (Terawaki et al., 2004). Dagegen fand
sich keine erhohte intrazellulare Calcium-Konzentration bei den CKD-Patienten
(veroffentlicht am 21.12.2024 in Kidney International Reports (Bissinger et al.,
2024)). Allerdings korrelierte die intrazellulare Calcium-Konzentration signifikant
negativ mit der Hb-Konzentration der Patienten, weshalb vermutet werden kann,
dass bei einem groferen Patientenanteil mit niedrigerer Hb-Konzentration eine
Erhdhung der intrazellularen Calcium-Konzentration beobachtet werden konnte.
Diese Vermutung wird durch die Beobachtung unterstutzt, dass die Patientenko-
horte bei Abed et al. eine > 2 g/dl niedrigere Hb-Konzentration aufwies als die
hier beschriebene Patientenkohorte (vgl. Abschnitt 3.3) (Abed et al., 2014). In der
Metaanalyse von Pretorius et al. schlussfolgerten die Autoren, dass die Bestim-
mung der Annexin V-Bindung an Phosphatidylserin wahrscheinlich die Methode
darstellt, die eine Eryptose am besten bestatigt (Pretorius et al., 2016).

Bissinger et al. und Abed et al. beschrieben eine erhdhte Phosphatidylserin-Ex-
position bei gesunden Kontrollerythrozyten nach 24-stundiger in vitro Inkubation
in Patientenplasma von dialysepflichtigen CKD-Patienten im Vergleich zu in
Plasma von Kontrollpersonen inkubierten Erythrozyten. Deshalb stellten sie die
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Vermutung auf, dass uramische Plasmabestandteile bei CKD-Patienten als Eryp-
tose-Ausldser fungieren kdnnten (Abed et al., 2014, Bissinger et al., 2016). Dazu
konnten beispielsweise folgende bereits beschriebene Eryptose-stimulierende,
uramische Toxine zahlen: Vanadat (Foller et al., 2008), Acrolein (Ahmed et al.,
2013b), Methylglyoxal (Nicolay et al., 2006), Indoxylsulfat (Ahmed et al., 2013a),
Indol-3-Essigsaure (Gao et al., 2015) und erhohtes extrazellulares Phosphat
(Voelkl et al., 2013, Lang et al., 2017, Qadri et al., 2017). Bisher ist allerdings
unklar, zu welchem Grad die einzelnen uramischen Toxine zur Eryptose beitra-
gen. Zudem konnten weitere Substanzen als Ausldser der Eryptose im Plasma
der CKD-Patienten fungieren. Die Eryptose kdnnte zusatzlich durch verschie-
dene Xenobiotika ausgeldst werden (Abed et al., 2014, Lang und Lang, 2015a,
Bissinger et al., 2016).

Auch in dieser Studie wurde die Phosphatidylserin-Exposition von fiur 24 h in
Plasma inkubierten Kontrollerythrozyten untersucht. Dabei fanden sich zwar sig-
nifikant erhohte Eryptoseraten im Vergleich zum Vortag, aber es lie® sich dabei
kein Unterschied zwischen den Erythrozyten, die in Patientenplasma und den
Erythrozyten, die in Kontrollplasma inkubiert wurden, feststellen (vgl. Abschnitt
3.8) (veroffentlicht am 21.12.2024 in Kidney International Reports (Bissinger et
al., 2024)). Dies konnte auf eine mit der besseren verbleibenden Nierenfunktion
und damit Entgiftungsleistung einhergehenden vergleichsweise geringeren Kon-
zentration an uramischen Toxinen im Plasma der Patienten zurtckzufuhren sein.
Virzi et al. beobachteten bei Peritonealdialyse-Patienten eine mit progressiver
eGFR-Reduktion zunehmende Eryptoserate. Die Eryptose bei noch vorhandener
Diurese war signifikant niedriger als bei Patienten ohne Diurese. Die Autoren ver-
muteten dabei ebenfalls, dass dies durch die geringere Konzentration uramischer
Toxine bei besserer Nierenfunktion bedingt sein kénnte (Virzi et al., 2019). Abed
et al. nahmen an, dass diese Plasma-Komponenten durch die Dialyse entfernt
oder inaktiviert wirden, da sie eine Verringerung des Effekts von uramischem
Plasma auf die Kontroll-Erythrozyten nach Hamodialyse beobachteten (Abed et
al., 2014). Folglich kénnte der Effekt im Plasma der hier untersuchten, nicht-dia-
lysepflichtigen Patientenkohorte eventuell nicht stark genug ausgepragt gewesen

sein.
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Wie beschrieben war die Eryptoserate demnach auch bei den hier vorgestellten,
nicht-dialysepflichtigen CKD-Patienten signifikant erhdht. Im folgenden Abschnitt
soll naher darauf eingegangen werden, welche Korrelationen zwischen der Nie-

renfunktion, der Anamie sowie der Eryptoserate bestanden.

4.2 Nierenfunktion, Anamie und Eryptose

Die eGFR der Patienten korrelierte in der untersuchten Patientenkohorte univa-
riant signifikant positiv mit der Hb-Konzentration (vgl. Abschnitt 3.3). Dies ent-
spricht der durch KDIGO et al. beschriebenen negativen Korrelation von Inzidenz,
Pravalenz und Auspragung der renalen Anamie mit der eGFR (KDIGO et al.,
2012). Die Eryptoserate (Phosphatidylserin-Exposition) der CKD-Patienten kor-
relierte dagegen univariant signifikant negativ mit der eGFR und der Hb-Konzent-
ration der Patienten (vgl. Abschnitt 3.5). Eine reduzierte Nierenfunktion ging folg-
lich haufig mit einer niedrigeren Hb-Konzentration bis hin zur Anéamie und einer
starker ausgepragten Eryptose einher. Dies unterstutzt die Theorie, dass die
Eryptoserate bei CKD-Patienten signifikant zur CKD-stadienabhangig steigen-
den Inzidenz und Pravalenz der Anamie beitragt. Virzi et al. stellten bei Peritone-
aldialyse-Patienten ebenfalls eine negative Korrelation der GFR mit der Eryp-
toserate fest, sie vermuteten, wie bereits beschrieben, einen Zusammenhang mit

der GFR-abhangigen Clearance von uramischen Toxinen (Virzi et al., 2019).

Bei der Analyse von demographischen und klinischen Parametern und der Eryp-
toserate fand sich eine signifikant hohere Eryptoserate nur bei Patienten mit Ein-
nahme von Vitamin D und Bikarbonat. Die Eryptoserate korrelierte univariat po-
sitiv mit dem P-Kreatinin und dem P-Cystatin C. Eine univariant signifikant nega-
tive Korrelation fand sich dagegen, neben der Hb-Konzentration und der eGFR,
mit dem Hamatokrit und der Erythrozytenzahl. In der Gesamtkohorte ergab sich
aulBerdem eine signifikant positive Korrelation mit dem Alter der Studienteilneh-
mer und dem P-Ferritin und eine signifikant negative Korrelation mit dem P-Eisen
und dem P-Transferrin (vgl. Abschnitt 3.6). Die signifikant erhdhte Eryptoserate
bei Vitamin D- und Bikarbonat-Einnahme der Patienten kénnte durch den CKD-
stadienabhangigen Anstieg der Inzidenz und Pravalenz der damit therapierten

metabolischen Azidose und des Vitamin-D-Mangels bedingt sein (KDIGO, 2013,



4 Diskussion 83

Herold, 2023). Durch die negative Korrelation der Eryptoserate mit der eGFR
kénnte dadurch auch der signifikante Unterschied der Eryptoserate bei Patienten
mit Vitamin D- und Bikarbonat-Einnahme im Vergleich zu Patienten ohne diese
Einnahme erklart werden. Definitionsgemal nehmen P-Kreatinin und P-Cystatin
C mit Abnahme der eGFR zu, wodurch sich die positive Korrelation mit der Eryp-
toserate erklaren lasst. Die positive Korrelation der Eryptoserate mit dem Alter
der Studienteilnehmer ist vermutlich durch die altersabhangige Abnahme der Nie-
renfunktion bedingt (KDIGO, 2013). Dazu passend fand sich eine negative Kor-
relation zwischen Alter und eGFR. In der von Virzi et al. untersuchten dialyse-
pflichtigen Patientenkohorte unterschieden sich Patienten mit oder ohne Diabe-
tes mellitus, arterieller Hypertonie und anderen kardiovaskularen Erkrankungen
ebenfalls nicht signifikant bezuglich der Eryptoserate (Virzi et al., 2019). Auf die
Zusammenhange zwischen Eryptoserate und Eisenstatus-Parametern wird in

Abschnitt 4.3 genauer eingegangen.

Die eGFR setzte sich in der multiplen Regressionsanalyse der Eryptoserate der
Gesamtkohorte gegenutber den ubrigen untersuchten Pradiktorvariablen durch
und sagte statistisch signifikant den dekadischen Logarithmus der Annexin V-
Bindung voraus (vgl. Abschnitt 3.9). Dies weist daraufhin, dass die Nierenfunktion
die wichtigste unabhangige Determinante der Eryptoserate darstellen konnte.

Die Verletzung der Normalverteilung ist dabei bei Datensatzen, bei denen eine
n - Zahl der einzelnen Variablen > 10 gegeben ist, vernachlassigbar, da die mul-
tiple lineare Regressionsanalyse hierbei als robust gegenuber der Verletzung der

Normalverteilung betrachtet werden kann (Schmidt und Finan, 2018).

In der untersuchten Patientenkohorte hatten CKD-Patienten mit den Komorbidi-
taten Diabetes mellitus und kardiovaskulare Erkrankungen (aul3er arterieller Hy-
pertonie) oder der Einnahme von Betablockern, Eisen, Erythropoese-stimulieren-
den Substanzen (ESAs), Antidiabetika oder Insulin, Phosphatbindern, Vitamin D,
Bikarbonat oder Cholesterinsenkern eine niedrigere eGFR und damit eine
schlechtere Nierenfunktion im Vergleich zu Patienten ohne diese Merkmale. Au-
Rerdem korrelierte die eGFR der Patienten signifikant positiv mit dem Hamo-
globin, dem Hamatokrit, der Erythrozytenzahl, der MCHC, der Transferrin-
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Sattigung, dem P-Eisen und dem P-Transferrin. Dagegen fand sich eine signifi-
kant negative Korrelation mit dem Alter der Patienten, der Eryptoserate, dem
MCV, dem P-Kreatinin, dem P-Cystatin C und der LDH. In der Gesamtkohorte
fand sich auRerdem eine signifikant negative Korrelation mit dem P-CRP, dem P-
Ferritin und dem P-Erythropoetin (vgl. Abschnitt 3.6). Die Zusammenhange zwi-
schen den genannten Komorbiditaten, der Medikamenteneinnahme und der Nie-
renfunktion der Patienten kdonnten durch die CKD-stadienabhangige haufigere
Notwendigkeit der Therapie der Komplikationen der CKD bedingt sein. Die Inzi-
denz und Pravalenz dieser Komplikationen nimmt mit Abnahme der Nierenfunk-
tion zu. Es kommt stadienabhangig unter anderem vermehrt zu Stérungen der
Blutdruckregulation (arterielle Hypertonie), Storungen des Mineral- und Knochen-
stoffwechsels (Vitamin-D-Mangel und Hyperphosphatamie) und kardiovaskula-
ren Komplikationen (KDIGO, 2013, Herold, 2023). Das Alter der Patienten, eine
Hyperglykamie und Dyslipidamie der Patienten gehéren auRerdem zu den von
der KDIGO beschriebenen, mit einer starkeren Progression der CKD assoziierten,
Faktoren (KDIGO, 2013). Diese Beobachtung ist mit der in dieser Studie festge-
stellten schlechteren Nierenfunktion bei Patienten mit Diabetes mellitus, Patien-
ten mit Einnahme von Antidiabetika und Cholesterinsenkern und mit der negati-
ven Korrelation der eGFR mit dem Alter der Patienten vereinbar. Die positive Kor-
relation der eGFR mit dem P-Transferrin und die negative Korrelation mit dem P-
Ferritin und P-CRP konnte Uber eine Inflammation bei CKD erklarbar sein (siehe
dazu Abschnitt 4.3). Die negative Korrelation des Plasma-Erythropoetins mit der
eGFR in der Gesamtkohorte kénnte Uber die stark erhéhte EPO-Konzentration
bei zehn Patienten der CKD Stadien G3b bis G5 in der Studienkohorte und die
positive Korrelation der eGFR mit der Hb-Konzentration erklarbar sein. Patienten
mit schlechter Nierenfunktion wiesen niedrigere Hb-Konzentrationen auf und er-
hielten dadurch haufiger eine ESA-Therapie (siehe Abschnitt 3.4).

Im Rahmen der durchgefuhrten retrospektiven Folgeuntersuchung fand sich
keine signifikante Korrelation zwischen der Eryptoserate zum Messzeitpunkt und
A Hb und A eGFR. Dabei zeigte sich ebenfalls kein signifikanter Unterschied in
A eGFR und Eryptoserate der eingeteilten Subgruppen (vgl. Abschnitt 3.10).

Folglich konnte die Eryptoserate zum Messzeitpunkt nicht zur Vorhersage der
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Veranderungen der Hb-Konzentration in dem Zeitintervall bis zur Folgeuntersu-
chung genutzt werden. Es kam allerdings generell zu keiner signifikanten medi-
anen Veranderung der Hb-Konzentration und der eGFR der Patientenkohorte im
Zeitintervall zwischen dem Messzeitpunkt und der Wiedervorstellung. Es kdnnte
vermutet werden, dass bei der untersuchten Patientenkohorte moglicherweise
zum Zeitpunkt der Messung median bereits ein Gleichgewicht zwischen Erythro-
poese und Eryptose herrschte. Eine weitere Diskussion dieses Ergebnisses fin-
det sich in Abschnitt 4.5.

Zusammenfassend trat eine gesteigerte Eryptose bereits bei nicht-dialysepflich-
tiger chronischer Nierenkrankheit auf und korrelierte signifikant negativ mit der
eGFR und der Hb-Konzentration (siehe Abb. 18). Die Eryptoserate konnte folglich

signifikant zur renalen Anamie der CKD-Patienten beitragen.

Eryptoserate

eGFR o= Hb

Abb. 18: Schematische Darstellung der univariaten Korrelationen zwischen Eryp-
toserate, eGFR und Hb

Abkiirzungen: eGFR (geschétzte glomerulére Filtrationsrate), Hb (Hdmoglobin)
Angaben: Die Eryptoserate (Phosphatidylserin-Exposition) korrelierte negativ mit der
Hb-Konzentration und der eGFR. Die eGFR korrelierte aul3erdem positiv mit der Hb-
Konzentration. Eigene Abbildung, erstellt mit Microsoft PowerPoint.

4.3 Anamie bei chronischer Nierenkrankheit

Wie die vorgestellten Ergebnisse zeigen, wiesen 50 % der im Rahmen dieser
Studie untersuchten, nicht-dialysepflichtigen CKD-Patienten eine Anamie auf.

Dabei nahm der Prozentanteil anamischer Patienten mit steigendem CKD-
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Stadium zu (vgl. Abschnitt 3.3). Allerdings ist anzumerken, dass in Stadium G1
Uberproportional viele Patienten eine Anamie aufwiesen (n = 2), was auf die ge-
ringe Patientenanzahl in diesem Stadium (n = 5) zurtckzufuhren sein konnte. Es
handelte sich um eine normozytare, normochrome Anamie, was der haufigsten

Anamieform bei chronischer Nierenkrankheit entspricht (KDIGO et al., 2012). Pa-
tienten mit mannlichem Geschlecht oder Einnahme von RAAS-Hemmern hatten
eine hohere Hb-Konzentration im Vergleich zu Patienten ohne diese Merkmale.
Dagegen hatten Patienten mit Diabetes mellitus oder der Einnahme von Eisen,
ESAs, Antibiotika, Protonenpumpeninhibitoren, Antidiabetika, ,anderen Antihy-
pertensiva‘’, Bikarbonat und Cholesterinsenkern im Vergleich eine signifikant
niedrigere Hb-Konzentration. Die Hb-Konzentration korrelierte univariat positiv
mit der eGFR, dem Hamatokrit, der Erythrozytenzahl, der MCHC, der Transferrin-
Sattigung, dem P-Eisen und dem SU-Kreatinin. Negativ korrelierte die Hb-Kon-
zentration mit der Eryptoserate, dem P-Kreatinin, dem P-Cystatin C, dem P-CRP
und dem P-Erythropoetin. In der Gesamtkohorte fand sich zusatzlich eine posi-

tive Korrelation der Hb-Konzentration mit dem P-Transferrin (vgl. Abschnitt 3.6).

Bei dem Vergleich dieser Ergebnisse mit anderen Studien fanden sich einige
Ubereinstimmungen: In einer in Schweden durchgefiihrten Beobachtungsstudie
von CKD-Patienten wurde die Anamie-Pravalenz von 14415 Patienten der CKD-
Stadien G3b bis G5 aus dem Schwedischen Nierenregister erhoben (n = 11370
nicht-dialysepflichtige und n = 3045 dialysepflichtige Patienten). Dabei hatten 60 %
der nicht-dialysepflichtigen und 93 % der dialysepflichtigen Patienten eine Ana-
mie (Evans et al., 2020). Dies entspricht fast ganzlich der im Rahmen dieser
Querschnittsstudie ermittelten Pravalenz der Anédmie (CKD-Stadium G3b bis G5:
62 %, vgl. Abschnitt 3.3). Bei einer in Irland durchgefuhrten multizentrischen
Querschnittsstudie wiesen von 530 CKD-Patienten dagegen nur 38 % eine Ana-
mie auf, die Pravalenz der Anamie stieg dabei allerdings ebenfalls CKD-stadien-
abhangig an (Stack et al., 2017). Auch Inker et al. fanden in ihrer Studienkohorte
eine hohere Anamie-Pravalenz bei Patienten mit Diabetes mellitus (Inker et al.,
2019). Diese Beobachtung kdnnte allerdings auch auf die median schlechtere
Nierenfunktion der Patienten mit Diabetes mellitus als Komorbiditat zurickzufih-

ren sein. Die Zusammenhange zwischen den genannten Komorbiditaten, der
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Medikamenteneinnahme und der Hb-Konzentration der Patienten konnten durch
die positive Korrelation der Hb-Konzentration mit der eGFR und die stadienab-
hangig zunehmenden Komplikationen der CKD bedingt sein (siehe Abschnitt 4.2).
Die negative Korrelation der Hb-Konzentration mit dem P-Erythropoetin kdnnte
durch die Hb-abhangige ESA-Therapie der CKD-Patienten erklart werden.

Bissinger et al. berichteten bei dialysepflichtigen CKD-Patienten mit renaler Ana-
mie im Vergleich zu Kontrollpersonen Uber signifikant gesteigerte Retikulozyten-
zahlen, welche mit der Eryptoserate korrelierten (Bissinger et al., 2016). Die
Erythropoetin-Level der CKD-Patienten waren im Verhaltnis zur Auspragung der
Anamie haufig unzureichend erhdht (Artunc und Risler, 2007, Babitt und Lin,
2012). Diese Konstellation liel3 sich auch in der hier untersuchten, nicht-dialyse-
pflichtigen Patientenkohorte feststellen: die Retikulozytenzahl war signifikant er-
hoht, die Plasma Erythropoetin-Konzentration wies dagegen im Vergleich zur
Kontrollgruppe keine Erhéhung auf (vgl. Abschnitt 3.4). Folglich konnte die Ana-
mie der Patienten nicht ausreichend kompensiert werden. Dies kdnnte durch eine
aus der verringerten Durchblutung des Nierengewebes resultierenden geringe-
ren Aktivierung des HIF-Systems bei CKD bedingt sein, welche zu einer reduzier-
ten EPO-Produktion flhrt (Wenger und Hoogewijs, 2010). Aul3erdem wird eine
Storung der Bestimmung des Sauerstoffpartialdrucks durch das HIF-System bei
CKD mit daraus resultierender verminderter Aktivierung des EPO-Gens beschrie-
ben, welche zur Anamie-Entwicklung beitragt (Guedes et al., 2020). Der RPI

zeigte eine inadaquate Reaktion des Knochenmarks auf die Anamie.

Laut KDIGO et al. ist ein weiterer haufiger, reversibler Grund fir die chronische
oder progressive Anamie bei CKD eine Eisenmangelanamie (KDIGO et al., 2012).
Aus einer Analyse von Daten der National Health and Nutritional Examination
Survey zur Eisenmangelanamie bei nicht-dialysepflichtigen CKD-Patienten in
den USA ging hervor, dass niedrige Eisenlevel bei 58 bis 59 % der Manner und
bei 70 bis 73 % der Frauen vorkamen (Fishbane et al., 2009). Auch 40 der in
dieser Studie untersuchten CKD-Patienten wiesen einen Eisenmangel auf, ins-
gesamt hatten Uber die Halfte davon (n = 24) eine Eisenmangelanamie (vgl. Ab-
satz 3.5.1). Die Pravalenz der Eisenmangelanamie war CKD-stadienabhangig,
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wobei wiederum in Stadium G1 Uberproportional viele Patienten (n = 2) eine Ei-
senmangelanamie aufwiesen, was auf die geringe Patientenanzahl in diesem
Stadium zurlckzufuhren sein konnte. Die Pravalenz einer Eisenmangelanamie
in der Allgemeinbevolkerung in Europa wird dagegen zwischen 1,5 und 3 % an-
gegeben, bei Frauen im gebarfahigen Alter liegt sie bei bis zu 13 % (Zoller, 2021).
Folglich war die Pravalenz der Eisenmangelanamie in dieser Patientenkohorte
im Vergleich zur Allgemeinbevolkerung deutlich erhoht. Dabei war das Plasma-
Ferritin allerdings im Vergleich zu den Kontrollpersonen median bei den CKD-
Patienten hoher. Dies kdnnte auf die Rolle von Ferritin als positives Akute-Phase-
Protein zurlckzufuhren sein, welches bei Entzindungen erhdht ist (Lipschitz et
al., 1974). Gleichzeitig war das Plasma-Transferrin, ein negatives Akute-Phase-
Protein, signifikant erniedrigt. Bei CKD-Patienten findet sich haufig eine subklini-
sche Inflammation mit erhdhten proinflammatorischen Zytokinen (Geddes, 2018).
Auch die im Rahmen dieser Studie untersuchte Patientenkohorte wies eine in-
nerhalb der Normwerte im Vergleich zur Kontrollgruppe median signifikant er-
hohte CRP-Konzentration auf (3,5-mal so hoch wie in der Kontrollgruppe). Die
Plasma-Eisen-Konzentration war in der Patientenkohorte median signifikant
niedriger als bei den Kontrollpersonen. Sowohl die Eisen- als auch die Transfer-
rin-Konzentration waren dabei CKD-stadienabhangig vermindert und korrelierten
positiv mit der eGFR und der Hb-Konzentration (P-Transferrin mit der Hb-Kon-
zentration nur in der Gesamtkohorte). In der Gesamtkohorte konnte aul3erdem
eine negative Korrelation zwischen Eisen- und Transferrin-Konzentration und der
Eryptoserate festgestellt werden. Bei der Transferrin-Sattigung fand sich kein sig-
nifikanter Unterschied zwischen CKD-Patienten und Kontrollpersonen. Das er-
niedrigte P-Eisen und P-Transferrin, kombiniert mit einer normalen Transferrin-
Sattigung und erhéhtem P-Ferritin, deuten darauf hin, dass bei vielen der Patien-
ten ein funktionaler oder kombinierter Eisenmangel statt einem Speichereisen-
mangel vorliegen konnte. Eine ineffektive Verwendung der Eisenspeicher konnte
durch eine retikuloendotheliale Blockade bei vorliegender systemischer Inflam-
mation oder durch erhdhte Hepcidin-Level bedingt sein (Babitt und Lin, 2012,
Macdougall et al., 2016, Batchelor et al., 2020). Die Hepcidin-Level wurden in

dieser Studie allerdings nicht bestimmt. Im Rahmen einer zukunftigen,
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interventionellen Studie ware eine Untersuchung der Veranderung der Eryptose-
rate in festgelegten Intervallen nach Eisengabe sinnvoll, um genauere Rick-
schlusse auf den Einfluss eines Eisenmangels auf die Eryptoserate ziehen zu
konnen. Die positive Korrelation zwischen der Eryptoserate und dem P-Ferritin
(positives Akute-Phase-Protein) und die negative Korrelation der Eryptoserate
mit dem P-Transferrin (negatives Akute-Phase-Protein) in dieser Studie (vgl. Ab-
satz 3.5.1) Uberschnitt sich mit der Beobachtung anderer Studien, dass eine In-
flammation die Eryptose stimulieren konnte (Kempe et al., 2007, Fraenkel, 2017,
Gok et al., 2022).

Wie bereits in Abschnitt 4.1 und 4.2 beschrieben, wies die in dieser Studie unter-
suchte, nicht-dialysepflichtige Patientenkohorte aulderdem eine signifikant ge-
steigerte Eryptoserate auf. Die Eryptoserate korrelierte negativ mit der Hb-Kon-
zentration und der eGFR und bedingte eine verkirzte Lebenszeit der Erythrozy-
ten. Folglich konnte die Eryptose ebenfalls deutlich zur Anamie-Entstehung der

Patienten beitragen.

Demnach bestatigte sich im Rahmen dieser Studie die von Macdougall et al. be-
schriebene multifaktorielle Genese der Anamie bei CKD (Macdougall et al., 2016),
wobei neben der progressiven Reduktion der endogenen EPO-Produktion und
einem Eisenmangel auch die CKD-stadienabhangig verstarkte Eryptose einen
erheblichen Beitrag zur Anamie-Entstehung leisten sollte. Folglich ist es zukunftig
wichtig, die Mechanismen der Anamie bei CKD weiter zu untersuchen, die Eryp-
tose vermehrt mit in die Therapieplanung der Anamie bei CKD-Patienten einzu-
beziehen und auf die Hemmung der Eryptose abzielende Therapieansatze zu

entwickeln.

4.4 Anamie bei CKD: Therapeutische Interventionsmoglichkei-
ten

Aus dem Studienkollektiv hatten 83 Patienten (71 %) ein sehr hohes Risiko fur
Mortalitat und andere unerwunschte Ereignisse wie ein akutes Nierenversagen,
eine Progression der CKD und kardiovaskulare Ereignisse (vgl. Abschnitt 3.2,
Tab. 17) (KDIGO, 2013). Folglich ist eine adaquate Therapie der CKD und ihrer

Komplikationen, wovon die renale Anamie eine Komponente darstellt, essenziell,
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um die Prognose der Patienten zu verbessern und moglichst eine weitere Pro-

gression der Erkrankung zu verhindern.

Eine Eisentherapie soll bei nachgewiesenem Eisenmangel als Initialtherapie der
Anamie durchgefuhrt werden (siehe Absatz 1.2.2) (KDIGO, 2013). Obwohl ein
Eisenmangel bei CKD-Patienten mit einer schlechteren Prognose assoziiert ist
(Portolés et al., 2021), erhielten dennoch nur 13 % der untersuchten Patienten-
kohorte am Messzeitpunkt eine Eisentherapie. Dagegen wiesen 33 % einen Ei-
senmangel und 21 % eine Eisenmangelanamie auf (vgl. Absatz 3.5.1). Dies
konnte dadurch bedingt sein, dass nicht bei allen Patienten ein Nachweis dieses
Eisenmangels erfolgte. Dabei ist davon auszugehen, dass in der Gesamtheit der
CKD-Patienten in Deutschland dieser Anteil deutlich grof3er ist: In einer Erhebung
befanden sich nur 16 % in adaquater medizinischer Behandlung (Girndt et al.,
2016).

Nur 7 % der untersuchten Patientenkohorte erhielten zum Zeitpunkt der Messung
eine Therapie mit Erythropoese-stimulierenden Substanzen (ESA) (vgl. Abschnitt
3.1). Dies ist vermutlich dadurch bedingt, dass eine ESA-Therapie wegen der mit
ihr assoziierten Risiken, unter anderem einer erhéhten Mortalitat (Babitt und Lin,
2012), aktuell nur noch bis zu einer Hb-Konzentration von 11,5 g/dl empfohlen
wird (siehe Absatz 1.2.2) (KDIGO, 2013). Mehrere Autoren beschreiben eine in-
hibierende Wirkung von Erythropoetin auf die Eryptose Uber eine Hemmung der
Calcium-permeablen unspezifischen Kationenkanale (Myssina et al., 2003). Wei-
terhin wird aber auch eine Foérderung der Bildung besonders fiir die Eryptose
sensitiver Erythrozyten durch chronisch erhéhte EPO-Level genannt (Foller et al.,
2007, Lang et al., 2012, Lang et al., 2017, Repsold und Joubert, 2018). Das im
Rahmen der EPO-Therapie verstarkte Risiko von Thrombosen (Lippi et al., 2010)
und die beeintrachtigte Mikrozirkulation kdnnten durch eine bei erhdhtem Eryth-
rozyten-Umsatz verstarkte Adhasion der eryptotischen Erythrozyten an die Ge-
falkwand und an Thrombozyten bedingt sein (Borst et al., 2012, Lang et al., 2012,
Lang und Lang, 2015a, Qadri et al., 2017, Lang et al., 2017) und ist zumindest
teilweise auf die Interaktion zwischen Phosphatidylserin an der Erythrozyten-
Oberflache und dem CXC-Motiv-Chemokin 16 (CXCL16, oder auch SR-PSOX,
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engl.: Scavenger receptor for phosphatidylserine and oxidized low density lip-
oprotein) des Endothels zurlickzufihren (Borst et al., 2012). Die Adhasion der
Erythrozyten wiederum beeintrachtigt den Blutfluss (Borst et al., 2012, Lang et
al., 2012). Eine gesteigerte Eryptose, unter anderem im Rahmen einer vermehr-
ten EPO-Therapie, kdnnte damit das ohnehin erhéhte kardiovaskulare Risiko der
CKD-Patienten zusatzlich vergrofiern (Palmer et al., 2010). Die unerwlinschten
Ereignisse wahrend einer hochdosierten EPO-Therapie kdnnten also zumindest

teilweise auf eine vermehrte Eryptose zurlckzufuhren sein (Lang et al., 2017).

Der Einsatz der neuen Medikamentengruppe der Prolylhydroxylase-Inhibitoren
(HIF-PHIs) in der Therapie der Anamie fuhrte in Studien zu einer erhéhten endo-
genen EPO-Produktion, kdnnte das relative EPO-Defizit bei CKD ausgleichen
(Schodel und Ratcliffe, 2019, Bissinger et al., 2021, Weir, 2021), die Eisenverflug-
barkeit verbessern und das Hepcidin-Level reduzieren (Babitt et al., 2021) und
eine mogliche Alternative zur ESA-Therapie darstellen (Schroppel, 2022). Die
Auswirkungen dieser Medikamente auf die Eryptose wurden bisher allerdings
noch nicht untersucht. Es zeigte sich aber eine langere Lebenszeit der Erythro-
zyten bei mit HIF-PHIs im Vergleich zu mit ESAs behandelten Hamodialyse-Pa-
tienten (Yang et al., 2021).

Die aktuelle Therapie der Anamie bei CKD besteht, wie beschrieben, aus einer
Steigerung der Erythropoese durch Eisen- oder EPO / ESA-Therapie, der An-
wendung von oralen HIF-PH-Inhibitoren, oder, falls dies nicht ausreicht, aus Blut-
transfusionen. Dies flhrt zwangslaufig zu einer erhéhten Zahl an eryptotischen
Erythrozyten. Allerdings ist keine dieser Therapien auf eine Hemmung der ver-
mehrten Eryptose bei CKD ausgerichtet. Es wird folglich zuklnftig eine Therapie-
form bendtigt, welche den Ersatz des Erythropoetins mit einer Hemmung der
Eryptose kombiniert (Lang et al., 2017), um den Verlust neuer Erythrozyten und
die damit verbundenen Konsequenzen, wie Anamie und Mikrozirkulationsstorun-
gen zu mindern. In der Studie von Bissinger et al. bendtigten dialysepflichtige
CKD-Patienten mit einer starkeren Phosphatidylserin-Exposition hdhere Dosen
an Erythropoetin (Bissinger et al., 2016) und auch Dias et al. beschreiben bei
ihrer Modellanalyse von CKD-Patienten die Notwendigkeit haufigerer und
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hochdosierterer EPO-Gaben bei kurzerer Erythrozyten-Lebenszeit (Dias et al.,
2020). Eine mégliche Hemmung der Eryptose bei CKD-Patienten ware demnach

eine vielversprechende erganzende Therapieoption.

Neben Erythropoetin (Sun et al., 2018) wurden als hemmend auf die Eryptose
einwirkende Substanzen bereits Stickstoffmonoxid (Nicolay et al., 2008) und Ka-
techolamine beschrieben (Lang und Lang, 2015b, Lang et al., 2017). Viele wei-
tere Inhibitoren der Eryptose in vitro wurden bereits identifiziert: unter anderem
L-Carnitin (Sun et al., 2015), Amitriptylin, Furosemid, Glutathion, N-Acetylcystein,
Harnstoff, Vitamin E (Lang und Lang, 2015b), Resveratrol (Qadri et al., 2009),
Teriflunomid (Zierle et al., 2016), Thymol (Mahmud et al., 2009), Hydroxytyrosol
(Officioso et al., 2016), Blebbistatin (Lang et al., 2011), Reversin (Jemaa et al.,
2017), Pyrogallol (Liu et al., 2020), Naringin (Shaik et al., 2012), ASP3026 (Al
Mamun Bhuyan et al., 2017) und Vitamin C (Mahmud et al., 2010, Shan et al.,
2016). Bisher ist aufgrund der Komplexitat und der vielen moglichen Ausldser der
Eryptose nicht bekannt, ob diese Substanzen eine vermehrte Eryptose bei CKD-
Patienten effektiv verhindern kdnnten. Zukunftig musste daher die Effektivitat die-
ser Substanzen oder Substanz-Kombinationen bei der Eryptose-Hemmung bei
Patienten mit chronischer Nierenkrankheit weiter untersucht werden (Lang et al.,
2017, Bissinger et al., 2021).

AuRerdem bleibt bisher unklar, ob es bei einer Hemmung der vermehrten Eryp-
tose verstarkt zur Hamolyse kommen wurde. Die Eryptose ist, in einem gewissen
Rahmen, ein wichtiger Prozess, der die Entfernung defekter Erythrozyten durch
Phagozytose bedingt und eine unkontrollierte Hamolyse mit Freisetzung intrazel-
lularen Hamoglobins verhindert (Lang et al., 2012, Briglia et al., 2017, Qadri et
al., 2017, Repsold und Joubert, 2018). Dieses konnte sonst durch Ablagerung in
den Nierentubuli zu einer akuten Nierenfunktionseinschrankung fihren (Repsold
und Joubert, 2018, Foller und Lang, 2020). Es musste folglich weiter untersucht
werden, wie die vermehrte Eryptose gehemmt werden kdnnte, ohne eine ver-
starkte Hamolyse zu bedingen. Zusatzlich miussten die Eryptose-hemmenden

Substanzen spezifisch auf Erythrozyten wirken, um nicht zum Beispiel bei
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Krebspatienten die Apoptose von Tumorzellen zu verhindern oder die Effektivitat
einer zytostatischen Therapie zu mindern (Bissinger et al., 2019).

Aufgrund einer Persistenz der Anamie und der Anamie-assoziierten Symptome
bei einem Teil der CKD-Patienten und einer vermehrten Eryptose bei dialyse-
pflichtigen (Abed et al., 2014, Bissinger et al., 2016, Lang et al., 2017, Dias et al.,
2018) und nicht-dialysepflichtigen CKD-Patienten (vgl. Abschnitt 3.5) ware eine
die Eryptose hemmende Therapie sehr vielversprechend und es gilt deshalb zu-
kunftig, die Mechanismen der Eryptose und die Auswirkungen mdglicher an-

tieryptotischer Therapieformen bei CKD-Patienten genauer zu untersuchen.

4.5 Diskussion des Studienaufbaus

Im Folgenden sollen der Studienaufbau und die Ubertragbarkeit der Ergebnisse

auf die Gesamtheit der CKD-Patienten kritisch diskutiert und eingeordnet werden.

Die in dieser Studie untersuchte Kohorte bestand aus Patienten einer Universi-
tatsklinik und ist dadurch nicht vollstandig reprasentativ fur die Gesamtheit der
Patienten mit CKD. In Deutschland stellt die vaskulare hypertensive Nephropa-
thie die haufigste Atiologie der CKD dar (23 %), welche in der Studienkohorte nur
13 % aller Patienten aufwiesen. Dagegen war in der Studienkohorte die glome-
rulonephritische Genese mit 39 % gegenuber 19 % in der Gesamtheit der CKD-
Patienten deutlich Uberreprasentiert (vgl. Abschnitt 3.2). In der Studienkohorte
waren die Komorbiditaten Diabetes mellitus (30 %) und kardiovaskulare Erkran-
kungen (40 %, ohne arterielle Hypertonie, vgl. Abschnitt 3.1) dagegen ahnlich
haufig vertreten wie in der Gesamtheit der CKD-Patienten in Deutschland (35 %

Diabetes mellitus, 32 % kardiovaskulare Erkrankungen) (Titze et al., 2015).

Zur Bestimmung eines Eisenmangels wurden die durch KDIGO et al. beschrie-
benen Cut-off-Werte fur die Transferrin-Sattigung und die Ferritin-Konzentration
verwendet (siehe Absatz 1.2.1) (KDIGO et al., 2012), welche allerdings in einer
KDIGO-Konferenz 2019 als nicht mehr reliabel zum Einschatzen des Korperei-
senspeichers und einer Eisen-Therapieantwort eingestuft wurden (Babitt et al.,
2021). Dadurch kdnnte, wie in der Studie von Stancu et al. (siehe Absatz 1.2.1),
bei einer groReren Anzahl an CKD-Patienten ein Eisenmangel vorgelegen haben

als hier angenommen (Stancu et al., 2010). Dieser konnte wiederum die Anamie
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der Patienten mitbedingen und die Eryptoserate der Patienten beeinflussen. Al-
lerdings wird weiterhin, mangels Verflgbarkeit besserer Alternativen, der Klini-

sche Einsatz dieser Parameter empfohlen (KDIGO et al., 2012).

Weiterhin konnte in zukunftigen Untersuchungen mithilfe eines kombinierten Ein-
satzes von Annexin V und Propidiumiodid gegebenenfalls noch spezifischer zwi-
schen viablen, eryptotischen und nekrotischen Zellen unterschieden werden
(McKinnon, 2018), was den Rahmen der vorliegenden Studie allerdings uber-

schritten hatte.

Aulerdem wurden die Untersuchungen fir die Studie unter bestehender medi-
kamentéser Therapie durchgefliihrt, wodurch die pathophysiologischen Vorgange
der chronischen Nierenkrankheit beeinflusst wurden. Eine ESA-Therapie erhiel-
ten 7 % der CKD-Patienten (vgl. Abschnitt 3.1). Erythropoetin kann, wie in Ab-
schnitt 4.4 beschrieben, eventuell die Eryptose der Patienten hemmend beein-
flussen. Allerdings kdnnte es aul’erdem die Bildung besonders flir die Eryptose
sensitiver Erythrozyten fordern (Repsold und Joubert, 2018). Eine hohe extrazel-
lulare Phosphatkonzentration gilt als weiterer Ausloser fur die Eryptose (Voelkl et
al., 2013). Gok et al. beschreiben daher einen moglichen Einfluss einer Phos-
phatbinder-Therapie auf die Eryptose ihrer Studienkohorte (Gok et al., 2022).
Eine Phosphatbinder-Therapie wurde auch von 7 % (n = 9) der CKD-Patienten
der hier vorgestellten Studie eingenommen. Laborparameter kdnnten ebenfalls
durch die Arzneimitteltherapie beeinflusst worden sein, zum Beispiel durch eine
vermehrte Ausscheidung toxischer Substanzen bei durch Diuretikatherapie ge-
steigerter Diurese. Diese uramischen Plasmabestandteile werden aber unter an-
derem als Eryptose-Ausloser bei CKD-Patienten diskutiert (Abed et al., 2014,
Bissinger et al., 2016). Bei unbehandelten Patienten konnten die Korrelationen
und auch die Eryptoserate somit noch starker ausgepragt sein. Dennoch zeigten
sich signifikante Korrelationen, aus denen sich bereits erwdhnte Schlussfolge-

rungen ziehen lassen.

Die Pravalenz des Eisenmangels betragt in Europa in der Allgemeinbevolkerung
5 bis 10 % und bei Frauen im gebarfahigen Alter etwa 20 % (Aapro et al., 2017).
Bei den Kontrollpersonen in dieser Studie fand sich dagegen bei 36 % ein
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Eisenmangel (vgl. Absatz 3.5.1). Dieser Unterschied ist wahrscheinlich durch die
Rekrutierung der Kontrollpersonen im Zentrum fur Klinische Transfusionsmedizin
in TUbingen und die verhaltnismalig haufige Frequenz der Blutspenden in dieser
Kohorte bedingt. Regelmalliges Blutspenden wird als Risikofaktor fur einen Ei-
senmangel angegeben (Zoller, 2021). Diese vergleichsweise hohe Pravalenz des
Eisenmangels in der untersuchten Kontrollgruppe konnte allerdings gegebenen-
falls Auswirkungen auf die Laborparameter oder die Eryptoserate der Kontroll-

personen gehabt haben.

Die Folgeuntersuchung wurde nur retrospektiv ausgewertet, die Vorstellung der
Patienten fand deshalb nicht zu einem bestimmten, festgelegten Zeitpunkt statt.
AuRerdem wurden nicht bei allen Patienten mogliche neu aufgetretene Komorbi-
ditaten, wie beispielsweise Tumorerkrankungen, klinisch und laborchemisch re-
levante Blutungen, erfolgte Bluttransfusionen, oder eine Eisen- oder ESA-Thera-
pie eruiert. Diese konnen allerdings alle mit einer Ab- oder Zunahme der Hb-Kon-
zentration einhergehen. Dadurch konnten diese nicht adaquat in der Analyse der
Folgeuntersuchung mitbertcksichtigt werden. Zukinftig ware es folglich notwen-
dig, diese Parameter prospektiv genauer zu kontrollieren und einen festen Unter-
suchungszeitraum festzulegen. AulRerdem sollte bestenfalls eine langere Nach-
beobachtung zu mehreren Zeitpunkten mit festgelegten Zeitintervallen und regel-
malfigen Messungen der Eryptoserate stattfinden, um eine mogliche Vorhersag-
barkeit des Hb-Verlaufes bei CKD-Patienten Uber die Eryptoserate zu untersu-

chen.

Weiterhin bleibt aufgrund des Studiendesigns bei vielen der beobachteten Korre-
lationen unklar, welches die Ursache und welches die Folge ist, es kdbnnen keine
Ruckschlisse auf die Kausalitat gezogen werden. Um Zusammenhange diesbe-
zuglich zu evaluieren, ware ein interventionelles Vorgehen notig. Ziel dieser
Querschnittsstudie war es allerdings, Hypothesen fiir die zuklinftige Forschung

Zu generieren.
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5. Zusammenfassung

Viele Patienten mit chronischer Nierenkrankheit (CKD) leiden unter einer renalen
Anamie, welche ihre Leistungsfahigkeit und Lebensqualitat erheblich einschrankt
und mit einer schlechteren Prognose assoziiert ist. Diese Anamie ist bei dialyse-
pflichtigen CKD-Patienten nicht nur durch eine progressive Reduktion der endo-
genen Erythropoetin-Produktion und einen Eisenmangel, sondern aufierdem
durch einen vermehrten vorzeitigen Zelltod der Erythrozyten (Eryptose) bedingt.
Weiterhin kann eine verstarkte Eryptose mit Mikrozirkulationsstérungen und einer
erhohten Thromboseneigung einhergehen. Die Einschatzung der Eryptoserate
mittels durchflusszytometrischer Messung der Phosphatidylserin- (PS-) Exposi-
tion auf der Erythrozyten-Oberflache ist bei Dialysepatienten etabliert.

In der vorliegenden Querschnittsstudie wurde die PS-Exposition bei nicht-dialy-
sepflichtigen CKD-Patienten aller Stadien und zum Vergleich bei gesunden Kon-
trollpersonen durchflusszytometrisch bestimmt. Dadurch konnte evaluiert werden,
ob auch bei nicht-dialysepflichtigen Patienten eine vermehrte Eryptose vorliegt.
Aulerdem wurde analysiert, ob ein Zusammenhang zwischen der Eryptoserate,
der Hamoglobin- (Hb-) Konzentration und der geschatzten glomerularen Filtrati-
onsrate (eGFR) und demographischen und laborchemischen Parametern vorlag.
Es ergab sich eine signifikant erhéhte PS-Exposition bei den CKD-Patienten, die
CKD-stadienabhangig zunahm. Die PS-Exposition korrelierte signifikant negativ
mit der eGFR und der Hb-Konzentration der Patienten. Folglich kdnnte die Eryp-
tose und die damit einhergehende verklrzte Lebenszeit der Erythrozyten auch
bei nicht-dialysepflichtigen CKD-Patienten signifikant zur renalen Anamie beitra-
gen.

Die bisherige Therapie der Anamie bei CKD ist vor allem auf eine Steigerung der
Erythropoese ausgerichtet. Zukinftig gilt es, eine Hemmung der Eryptose bei
CKD-Patienten als erganzende Therapieoption genauer zu untersuchen und die
Wirksamkeit in vitro Eryptose-hemmender Substanzen bei CKD-Patienten zu
uberprufen. AuRerdem muss festgestellt werden, ob eine mdgliche antieryptoti-
sche Therapie mit unerwinschten Wirkungen, wie beispielsweise einer vermehrt

auftretenden Hamolyse, einhergehen wirde.
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Anhang: Aufklarungstext und Einwilligungserklarung

Medizinische Klinik

Abteilung Innere Medizin IV
Endokrinologie und Diabetologie
Universitatsklinikum Nephrologie

Tiibingen

Arztlicher Direktor

Prof. Dr. med. Andreas Birkenfeld
Sektion Nieren- und
Hochdruckkrankheiten

Leitung: Prof. Dr. med. Nils Heyne

Medizinische Klinik - Otfried-Muller-Str. 10 - 72076 Tubingen

Prof. Dr. med. Ferruh Artunc
Otfried-Miller-Stralle 10
72076 Tabingen

Informationsblatt zur Studie: ‘Hemmung der Erythrozytenapoptose - eine neue Strategie
zur Behandlung der Andmie bei Niereninsuffizienz'

Sehr geehrte Damen und Herren,

die Sektion fur Nieren- und Hochdruckkrankheiten in der Medizinischen Klinik IV des
Universitatsklinikums Tibingen fihrt eine Studie zur Erforschung der Rolle der Apoptose
(auch programmierter Zelltod genannt) bei roten Blutkérperchen (Erythrozyten) durch.
Erythrozyten sind in der Lage, eine Art programmierten Zelltod auszufihren und damit ihre
Lebenszeit aktiv zu beeinflussen und zu regulieren. Dies ist natiirlich von grolfer Bedeutung
fir die Physiologie aber auch fiir die Pathophysiologie dieses Zelltyps, insbesondere bei
Patienten mit Blutarmut (Anamie) wie sie z.B. bei chronischer Niereninsuffizienz auftritt.

Unsere Untersuchungen zielen darauf ab, Verdnderungen in der Apoptoseempfindlichkeit
der Erythrozyten von chronisch niereninsuffizienten Patienten mit Anamie im Vergleich zu
Erythrozyten won gesunden Probanden aufzudecken. Es sollen also zwei Gruppen
miteinander verglichen werden. Weiterhin sollen die an der Erythrozytenapoptose beteiligten
Mechanismen aufgeklart werden und somit die Griinde fir die Unterschiede beider Gruppen
untersucht werden.

Ausgangsmaterial fir die lsolierung der Erythrozyten ist lhre Blutprobe, um die wir Sie
mit diesem Informationsschreiben bitten. Zudem bitten wir Sie um die Abgabe einer
Urinprobe, anhand derer die Nierenfunktion bestimmt werden kann.

Das Ergebnis der Untersuchung dient dem wissenschaftlichen Erkenntnisgewinn mit
direktem Bezug zu maglichen Mechanismen der Krankheitsentstehung. Die medizinische
Bedeutung der erhobenen Befunde ist zum jetzigen Zeitpunki jedoch noch nicht klar
abzusehen, weshalb wir von einer Mitteilung tber die mit lhrem Blut und Urin erhobenen
Daten absehen. Somit hatten Sie persdnlich zunachst keinen Mutzen von der Teilnahme an
der Studie. Allerdings kdnnen unsere Untersuchungen zur Apoptoseempfindlichkeit von
Erythrozyten in Zukunft den Weg fiir neue diagnostische bzw. therapeutische Verfahren
ebnen. Dies wird jedoch noch mehrere Jahre in Anspruch nehmen.

Im Allgemeinen werden die Blutproben sofort aufgearbeitet und analysiert. Der Zeitraum, in
dem Blut abgenommen und Proben gewonnen werden kénnen, ist zundchst auf 2 Jahre
begrenzt. Da sich die Analysen jedoch langwierig und aufwendig gestalten kénnen, ist die
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Gewinnung von Daten aus dem Blutplasma nicht auf einen bestimmten zeitlichen Rahmen
festgelegt. Mit lhrer Teilnahme erklaren Sie [hr Einversténdnis zur Verwendung lhrer

Blutproben fiir die genannten Untersuchungen auf hidchstens 15 Jahre bzw. den von lhnen
bestimmten Widerruf. Die Urinprobe wird unmittelbar nach Urinabgabe analysiert. Wir
méchten Sie dennoch bitten, durch lhre Bereitschaft zur Mitarbeit dieses Forschungsprojekt
Zu unterstiitzen.

Wir machten ausdriicklich darauf hinweisen, dass die Teilnahme an dieser Studie lhre
freiwillige Entscheidung ist. lhre Angaben und persénlichen Daten werden vertraulich
behandelt und unterliegen der &rztlichen Schweigepflicht. Die Weitergabe, Speicherung und
Auswertung der studienbezogenen Daten erfolgt nach gesetzlichen Bestimmungen. Bei
erganzenden Untersuchungen an auswartigen Institutionen erfolgt die Weitergabe der
Blutprobe in werschliisselter, pseudonymisierter Form. lhr Einverstandnis an der
Studienteilnahme kann von lhnen jederzeit ohne Angabe von Griinden formlos widerrufen
werden, chne dass daraus fir Sie irgendwelche Nachteile entstehen. In diesem Fall wird lhre
Blutprobe vernichtet, Ihre persénlichen Daten werden geldscht und die bis dato gewonnenen
Ergebnisse vernichtet.

Die Blutentnahme (10 ml vendses Vollblut, Lithiumheparin-Réhrchen) erfolgt durch
einen Arzt oder eine ausgebildete Fachkraft im Rahmen der routinemaBigen
Blutentnahme. In Einzelfallen kénnen dabei &rliche Blutergiisse oder Entzindungen
auftreten, die meist innerhalb weniger Tage abklingen. Es kann auch zu Missempfindungen
in der Umgebung des Einstichs durch unbeabsichtigte Verletzung von Hautnerven kommen.
Ebenso kann es zu einer Verletzung des Mervus medianus kommen. In diesem Fall handelt
es sich um eine schwerwiegende Verletzung. Ebenfalls kann es zur Bildung von kleinen
Marben kommen. Aulerdem kommt es in seltenen Fallen zu einer Thrombophlebitis
(Venenentzindung), einer Thrombose oder einer Embolie. Es kann auch eine vasovagale
Reaktion auftreten.

Information zum Umgang mit den in der S5tudie erhobenen Daten

Im Rahmen der Studie (Hemmung der Erythrozytenapoptose-eine neue Strategie zur
Behandlung der Anamie bei Niereninsuffizienz") werden personenbezogene Daten (Namen,
Geburtstag, Adresse, Vorbefunde, studienbezogene Befunde einschliellich bildgebender
Verfahren, Ergebnisse studienbezogener genetischer Untersuchungen v.a.) erhoben und
verarbeitet.

In die Verarbeitung werden, soweit erforderlich, auch lhre Krankheitsdaten einbezogen. Die
Dokumentation lhrer Daten und deren Archivierung erfolgt pseudonymisiert in einer
geschiitzten elekironischen Datenbank, zu der nur befugte Mitarbeiterinnen und Mitarbeiter
einschlielflich auf das Berufs- und Datengeheimnis verpflichteter Doktorandinnen und
Doktoranden  Zutritt  haben. Zur  Uberprifung der korekten Ubertragung der
Behandlungsdaten aus lhrer Krankenakie in die verschlisselte Studiendatenbank diirfen
bevollméchtigte Personen (sogenannte Monitore) Einblick in die persénlichen
Krankheitsdaten nehmen, die mit der Studie im Zusammenhang stehen. Alle beteiligten
Mitarbeiter unterliegen der Schweigepflicht.

Die im Rahmen der Studie erhobenen Daten kdnnen auch fiir kiinftige Forschungsvorhaben
der Klinik bzw. des Instituts genutzt und weiterverarbeitet werden.

Die Verarbeitung und Mutzung der pseudonymisierten Daten erfolgt auf Erhebungsbdgen
und elektronischen Datentragern im Regelfall fir die Daver von 10 Jahren, soweit der Zweck



VIl Anhang: Aufklarungstext und Einwilligungserklarung
XXVII

Studie ,Hemmung der Erythrozytenapoptose” bei Niereninsuffizienz

der Studie, z. B. bei Einbringung in eine Datenbank und bei Langzeitstudien keine langere
Speicherdauver erfordert.

Die im Verlauf dieser Studie gewonnenen Informationen kénnen fir wissenschaftliche
Zwecke auch an Kooperationspartiner im Geltungsbereich der Européischen Datenschutz-
Grundverordnung uwnd an  Kooperationspartner aulerhalb  des  Europaischen
Wirtschaftsraumes, d.h. in Lander mit geringerem Datenschutzniveau (dies gilt auch fir die
USA) (ibermittelt werden.

Die Forschungsergebnisse aus der 3Studie werden in  anonymisierter Form in
Fachzeitschriften oder in wissenschaftlichen Datenbanken wverdffentlicht. Bei der
Verdffentlichung der Forschungsergebnisse wird lhre |dentitat nicht bekannt. Die Prifarzte
vor Ort kénnen jedoch mit Hilfe einer Patientenliste bei Riickfragen die Daten zu lhrer Person
zurickfihren.

Sie konnen jederzeit Auskunft iber lhre gespeicherten Daten verlangen und haben das
Recht, fehlerhafte Daten berichtigen zu lassen. Sie kénnen auch jederzeit verlangen, dass
lhre Daten geldscht oder anonymisiert werden, so dass ein Bezug zu lhrer Person nicht
mehr hergestellt werden kann.

Der Studienleiter/die Studienleiterin (Prof. Dr. Ferruh Artunc, Abteilung Innere Medizin IV,
Universitdtsklinikum Tiabingen) ist fir die Datenverarbeitung und die Einhaltung der
gesetzlichen Datenschutzbestimmungen verantwortlich.

Bei Beschwerden kionnen Sie sich an den Datenschutzbeauftragten des
Universitatsklinicums Tibingen oder den Landesdatenschutzbeaufiragien des Landes
Baden-Wiirttemberg wenden.

Fiir die Erhebung, Speicherung, Nutzung und Weitergabe |hrer Daten ist |hre ausdrickliche
Zustimmung durch Unterzeichnung der Einwilligungserklarung zum Datenschutz erforderlich.

Fragen/Notizen:

Einwilligungserkldrung zur Studienteilnahme

Hiermit bekunde ich mein Einverstandnis freiwillig an 0.g. Studie teilzunehmen. Uber
das Studienziel sowie Gber den geplanten Untersuchungsablauf bin ich sowohl in
mindlicher wie in schrifticher Form aufgeklart worden. Ich habe die Informationen
fir den Patienten gelesen, verstanden und deren Inhalt zur Kenntnis genommen;
weitere Fragen meinerseits wurden mir beantwortet.

Die Studienteilnahme ist freiwillig und kann jederzeit ohne Angaben von Grinden
und ohne Machteile fir die weitere Behandlung widerrufen werden. Die erhobenen
Daten unterliegen dem Arztgeheimnis und ddrfen nur in anonymisierter Form
ausgewertet werden.

Vor-und Zuname: ... Geburtsdatum:

Tubingen, den

Unterschrift Prifarzt Unterschrift Patient

[#5]
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Information zum Datenschutz

Ich erklare, dass ich mit der im Rahmen der o.g. Studie erfolgenden Erhebung und
Werarbeitung von Daten und ihrer verschlisselten (pseudonymisierien) Weitergabe
einverstanden bin.

Ich stimme zu, dass bevollmachtigte Personen zum Zwecke der Uberpriifung der
Daten Einblick in meine persdnliche Krankenakte nehmen darfen und entbinde den
behandelnden Arzt insoweit von seiner arztlichen Schweigepflicht.

Mir ist bewusst, dass die Ergebnisse dieser Studie in medizinischen Fachzeitschriften
verdffentlicht werden, allerdings in anonymisierter Form, 5o dass ein direkter Bezug
zu meiner Person nicht hergestellt werden kann.

Ich wurde dardber informiert, dass ich jederzeit Auskunft dber meine gespeicherten
Daten und die Berichtigung von fehlerhaften Daten verlangen Kann.

Ich weilh, dass ich jederzeit, beispielsweise beim Widerruf der Studienteilnahme,
verlangen kann, dass meine bis dahin erhobenen Daten geldscht oder unverziglich
anonymisiert werden.

Ich erklare, dass ich aber die Erhebung und Verarbeitung meiner in dieser Studie
erhobenen Daten und meine Rechte angemessen informiert wurde.

Ich stimme der Verwendung der im Rahmen dieser Studie erhobenen Daten in der
oben (oder in der Information zum Datenschutz) beschriebenen Form zu.

Kontaktinformationen:

| Tabingen, den

Unterschrift Priifarzt Unterschrift Patient
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schen Universitatsklinik und Poliklinik (Arztlicher Direktor: Prof. Dr. A. Birkenfeld),
Sektion Nieren- und Hochdruckkrankheiten (Leiter: Prof. Dr. N. Heyne), unter Be-
treuung von Herrn Prof. Dr. Artunc durchgeflhrt. Die Konzeption der Studie er-
folgte in Zusammenarbeit mit Herrn Prof. Dr. Artunc und Frau Dr. Bissinger.

Die Rekrutierung der Patienten und Kontrollprobanden erfolgte durch Mitarbeiter
und Arzte der Nephrologischen Ambulanz und das Team des Zentrums fir Klini-
sche Transfusionsmedizin und mich.

Die durchflusszytometrischen Messungen wurden nach Einarbeitung durch Frau
Dr. Bissinger von mir eigenstandig durchgefuhrt. Die Dokumentation aller Patien-
tendaten und die laborchemischen Messungen der Kontrollprobanden erfolgten
eigenstandig durch mich. Die Nachbestimmung der Laborparameter aus Plasma
und Spontanurin erfolgte nach meiner Vorbereitung der Proben durch Mitarbeiter
des Zentrallabors des Universitatsklinikums Tubingen.

Die Literaturrecherche wurde von mir eigenstandig durchgefihrt.

Die statistische Auswertung der Daten erfolgte in Absprache mit Herrn Prof. Dr.
Artunc und Frau Dr. Bissinger eigenstandig durch mich.

Das Projekt wurde gefordert durch das Interdisziplinare Zentrum fur Klinische
Forschung (IZKF) Tubingen und die Deutsche Forschungsgemeinschaft (DFG).
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weiteren als die von mir angegeben Quellen verwendet zu haben.

Tubingen, den



IX Veroffentlichungen XXX

IX. Veroffentlichungen
Ergebnisse dieser Arbeit wurden bereits unter folgendem Titel veroffentlicht:
Poster:

Progression der chronischen Niereninsuffizienz ist mit zunehmender Eryptose
und Anamie assoziiert. Schaefer L, Bissinger R, Artunc F. Kongress fur Nephro-
logie 2022, 14. Jahrestagung der Deutschen Gesellschaft fur Nephrologie, 6. —
9. Oktober 2022, Berlin.

Paper:

Rosi Bissinger, Lina Schaefer, Bernhard N. Bohnert, Anja Schork, Sebastian
Hoerber, Andreas Peter, Syed M. Qadri, Andreas L. Birkenfeld, Nils Heyne,
Tamam Bakchoul, Thomas Wieder, Ferruh Artunc, GFR is a Key Determinant of
Red Blood Cell Survival in Anemia Associated With Progressive CKD, Kidney In-
ternational Reports, Volume 10, Issue 3, 2025, Pages 730-742,

ISSN 2468-0249, https://doi.org/10.1016/j.ekir.2024.12.023. (https://www.sci-
encedirect.com/science/article/pii/S2468024924034247)

Proteinuric chronic kidney disease is associated with altered red blood cell
lifespan, deformability and metabolism (2021). Bissinger R, Nemkov T, D’Ales-
sandro A, Grau M, Dietz T, Bohnert B N, Essigke D, Woérn M, Schaefer L, Xiao M,
Beirne J M, Kalo M Z, Schork A, Bakchoul T, Omage K, Kong L, Gonzalez-Menen-
dez |, Quintanilla-Martinez L, Fehrenbacher B, Schaller M, Dhariwal A, Birkenfeld
AL, Grahammer F, Qadri S M, Artunc F. Kidney Int, 100, 1227-1239.



X Danksagung XXXI

X. Danksagung

An dieser Stelle mochte ich mich bei den folgenden Personen bedanken, ohne

deren Mithilfe die Anfertigung dieser Doktorarbeit nicht mdglich gewesen ware:

Ich danke allen Patienten und Kontrollpersonen, die an dieser Studie teilgenom-

men haben, und wiinsche lhnen alles Gute fur lhre Zukunft.

Ganz besonders herzlich bedanken mochte ich bei meinem Doktorvater, Herrn
Prof. Dr. Ferruh Artunc, fur die freundliche und umfassende Betreuung meiner
Arbeit und daflr, dass er mir stets mit konstruktiver Hilfe und mannigfachen Ideen
zur Seite stand. Ich danke auRerdem sehr meiner Betreuerin Frau Dr. Rosi Bis-
singer fur lhre nette Betreuung und Unterstlitzung wahrend des gesamten Pro-
jekts. Mein Dank gilt auRerdem Frau Privatdozentin Dr. K. Althaus fir die hilfsbe-

reite Betreuung als Zweitgutachterin.

AuRerdem danken mdchte ich dem arztlichen Direktor der Abteilung Herrn Prof.
Dr. Andreas Birkenfeld, dem Leiter Herrn Prof. Dr. Nils Heyne und allen Mitarbei-
tern der Sektion flir Nieren- und Hochdruckkrankheiten flr die Unterstlitzung bei

der Durchflhrung dieser Studie.

Ich danke Herrn Prof. Dr. Florian Lang und Herrn Prof. Dr. Thomas Wieder fur die
Erlaubnis, Messungen an Geraten im Labor des Physiologischen Instituts durch-
zufuhren. Vielen Dank auf3erdem an den arztlichen Direktor Prof. Dr. Taman Bak-
choul und die Mitarbeiterinnen des Zentrums fur klinische Transfusionsmedizin
Tubingen, ohne deren freundliche Unterstlitzung die Rekrutierung der zahlrei-
chen Kontrollprobanden nicht moglich gewesen ware. Weiterhin danken mochte
ich dem arztlichen Leiter Herrn Prof. Dr. Andreas Peter und allen Mitarbeitern des
Zentrallabors des Universitatsklinikums Tubingen fur die Durchfuhrung der labor-

chemischen Messungen an den Geraten des Zentrallabors.

Sehr dankbar bin ich aulRerdem fur die Unterstitzung bei der statistischen Ana-
lyse durch Franziska Trauble.
Aulerdem gilt mein besonderer Dank meiner Familie, vor allem meinen Eltern

und Schwestern, die mir jederzeit mit motivierenden Worten zur Seite standen,



X Danksagung XXXII

meine Arbeit kritisch betrachteten und durch ihre Unterstitzung daflir gesorgt ha-
ben, dass die Anfertigung dieser Doktorarbeit, aber auch mein bisheriger Lebens-

weg generell, moglich waren. lhnen widme ich diese Arbeit.



	I. Inhaltsverzeichnis
	II. Abbildungsverzeichnis
	III. Tabellenverzeichnis
	IV. Abkürzungsverzeichnis
	V. Formelzeichen und Einheiten
	1. Einleitung
	1.1 Chronische Nierenkrankheit
	1.1.1 Definition, Epidemiologie, Ätiologie, Pathophysiologie
	1.1.2 Stadieneinteilung

	1.2 Anämie und renale Anämie
	1.2.1 Pathophysiologie der renalen Anämie und Eisenmangel
	1.2.2 Therapie der renalen Anämie

	1.3 Eryptose
	1.3.1 Pathogenese der Eryptose

	1.4 Zielsetzung der Studie

	2. Methoden
	2.1 Überblick
	2.2 Studienpopulation und laborchemische Messungen
	2.3 Erythrozytenaufreinigung für die durchflusszytometrischen Messungen
	2.4 Inkubation von Kontroll-Erythrozyten in Plasma von Patienten und Kontrollpersonen
	2.5 Durchflusszytometrie (FACS)
	2.5.1 Prinzip der Durchflusszytometrie (FACS)
	2.5.2 Material
	2.5.3 Eryptose-Messung mittels Bestimmung der Annexin V-Bindung
	2.5.4 Intrazelluläre Ca2+-Bestimmung der Erythrozyten
	2.5.5 Bestimmung der Retikulozytenzahl
	2.5.6 Reaktive Sauerstoffspezies und oxidativer Stress
	2.5.7 Ceramid-Bestimmung der Erythrozyten
	2.5.8 FACS-Analyse der 24 h in Plasma inkubierten Erythrozyten

	2.6 Bestimmungen der Laborparameter aus Plasma und Spontanurin
	2.7 Statistische Analyse
	2.7.1 Verwendete Software
	2.7.2 Datenaufbereitung
	2.7.3 Methodisches Vorgehen
	2.7.4 Inferenzstatistik
	2.7.5 Folgeuntersuchung der Korrelation zwischen Eryptoserate und der Veränderung von Hb-Konzentration und eGFR

	2.8 Materialliste
	2.8.1 Chemikalien und Reagenzien
	2.8.2 FACS-Antikörper und Proteine
	2.8.3 Geräte
	2.8.4 Lösungen
	2.8.5 Materialien
	2.8.6 Software


	3. Ergebnisse
	3.1 Charakteristika der Studienteilnehmer
	3.2 Nierenfunktion von Patienten und Kontrollgruppe und Ätiologie der Nierenkrankheit
	3.3 Anämieparameter und Untersuchung auf univariate Korrelation mit der eGFR
	3.4 Bestimmung der Retikulozytenzahl und der Erythropoetin-Konzentration
	3.5 Untersuchung der Eryptoserate, univariate Korrelation mit eGFR und Hb-Konzentration
	3.5.1 Eisenstatus und univariate Korrelation mit GFR, Hb und Eryptoserate

	3.6 Univariate Korrelationen der eGFR, der Hb-Konzentration und der Eryptoserate mit demographischen, klinischen und laborchemischen Parametern
	3.7 Calcium-, ROS- und Ceramid-Bestimmung der Erythrozyten
	3.8 FACS-Parameter der im Plasma inkubierten Kontroll- Erythrozyten
	3.9 Aufstellen eines Vorhersagemodells für die Eryptoserate
	3.10  Folgeuntersuchung der univariaten Korrelation zwischen der Eryptoserate und der Veränderung der Hb-Konzentration und der eGFR

	4. Diskussion
	4.1 Durchflusszytometrische Bestimmung der Eryptoserate
	4.2 Nierenfunktion, Anämie und Eryptose
	4.3 Anämie bei chronischer Nierenkrankheit
	4.4 Anämie bei CKD: Therapeutische Interventionsmöglichkeiten
	4.5 Diskussion des Studienaufbaus

	5. Zusammenfassung
	VI. Literaturverzeichnis
	VII. Anhang: Aufklärungstext und Einwilligungserklärung
	VIII. Erklärung zum Eigenanteil
	IX. Veröffentlichungen
	X. Danksagung


