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Zusammenfassung

1. Zusammenfassung

Ein entscheidender Pradiktor fur eine erhdhte Morbiditat und Mortalitat stellt sowohl die
praoperative Anamie, wie auch die Tumoranamie dar.!? Liegt der Anamie ein
Eisenmangel zu Grunde, kann eine Behandlung mit intravenésem (i.v.) Eisen erfolgen.
Bei alteren Praparaten, wie Eisen Dextran, kam es jedoch nach der i.v. Eisengabe zu
vermehrtem Auftreten von Hypersensitivitatsreaktionen.®> Obwohl es mit neueren
Praparaten, wie der 2007 zugelassenen hochkomplexen Eisencarboxymaltose, nur
noch sehr selten zu Hypersensitivitdtsreaktionen kommt, wird ihr Einsatz lediglich bei
schweren Formen der Anamie empfohlen.* Zudem ist die Evidenzlage beziiglich der
Auswirkung von komplexgebundenem Eisen auf das Wachstum von Tumoren immer
noch ungenigend. Auch die Langzeitsicherheit einer i.v. Eisengabe im Rahmen einer
praoperativen Eisenmangelbehandlung ist noch unbekannt. In dieser Arbeit wurde
daher mit Hilfe von in vitro und in vivo Versuchen, sowie mit Hilfe einer
Patientenbefragung, die Arzneimittelsicherheit einer intravenésen Eisengabe
untersucht.

Die in vitro Zellversuche zeigten, dass die Hepcidin mRNA Expression in Tumorzellen
weder durch die Gabe von freiem Eisen noch durch die Gabe von
komplexgebundenem Eisen in Form von Eisencarboxymaltose erhdht wurde. Auch
eine Eisengabe in Kombination mit Interleukin-6 fiihrte nicht zu einer hoheren Hepcidin
MRNA Expression als eine alleinige Interleukin-6 Gabe. Jedoch wirkte eine hohe
Konzentration von freiem Eisen stark proliferationshemmend und toxisch auf die
Zellen. Dieser Effekt war mit der &quivalenten Dosis Eisencarboxymaltose nicht zu
beobachten. Eine verstarkte Viabilitat der Tumorzellen war weder mit freiem Eisen,
noch mit Eisencarboxymaltose zu beobachten. Des Weiteren fuhrte eine Stimulation
mit Eisencarboxymaltose, im Gegensatz zu freiem Eisen, nicht zu einem vermehrten
Auftreten von reaktiven Sauerstoffspezies und somit nicht zu einer Erh6hung des
oxidativen  Stresses. Die Analyse von primdrem  Tumormaterial des
Nierenzellkarzinoms ergab zu einem, dass die Expression von Genen, die einen
grofRen Einfluss auf den Eisenmetabolismus haben, wie HAMP, SLC40A1 oder FTH,

zwischen Tumorgewebe und nicht malignem Gewebe ahnlich war.
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Auch eine i.v. Eisengabe fiihrte nicht zu einer Verdnderung der Expression dieser
Gene. Zum anderen zeigte das Tumorgewebe von Patienten, die eine i.v. Eisengabe
erhalten hatten, keine Veranderung der Gene EML1, SLC18A2, ACACA und CDH13,
deren Expression durch ROS verdndert werden kann. Des Weiteren konnte im
Tumorgewebe der mit Eisencarboxymaltose behandelten Patienten keine
Veranderung der Expression der Gene MKI67 und CA9 beobachtet werden, deren
Erhohung, bzw. Erniedrigung mit einem verringerten Uberleben assoziiert sind.

Die Telefonbefragung der Patienten aus der Anasthesie/ Patient Blood Management
Sprechstunde konnte zeigen, dass die Behandlung einer praoperativen Anamie eine
nebenwirkungsarme Therapie darstellte. Es traten weder kurz- noch langfristig
unerwinschte, gesundheitsbezogene Ereignisse auf. Auch fiihrte eine Eisengabe nicht
zu einer Erh6hung der Infektionsrate. Das Mortalitatsrisiko von anamischen Patienten
war hoher als jenes von nicht anamischen Patienten, unabhangig von einer
Eisensubstitution.

Somit stellt die Eisencarboxymaltose Gabe, sowohl fur eine Tumoranamie, wie auch

fur eine praoperative Anamie, eine sichere Behandlung dar.
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2. Einleitung

2.1. Die physiologische Eisenhomdostase

Eisen ist ein essentielles Spurenelement fir den menschlichen Organismus. Die
Hauptaufgabe des Eisens ist die Bildung des Hamoglobins. Von den ca. 3 bis 5 g
Eisen, die ein menschlicher Kérper enthalt, befinden sich gut zwei Drittel des Eisens
im Hamoglobin (Hb).> Dort spielt es fir den Transport des Sauerstoffes eine wichtige
Rolle. Des Weiteren liegt Eisen in Form von Ferritin als Speichereisen in Leber und
Makrophagen vor. Nur ein sehr kleiner Anteil des Eisens ist in der Zirkulation, in Form
von Transferrin, dem Transportprotein von Eisen, zu finden.®

Die tagliche, durchschnittliche Nahrung eines Menschen enthalt ungefahr 10 bis 12 mg
Eisen, von denen nur 10 bis 15% im oberen Dinndarm absorbiert werden. Etwa die
gleiche Menge an Eisen wird taglich durch kleine Blutungen oder Hautabschilferungen
verloren.® Einen aktiven Exkretionsmechanismus flr Eisen gibt es nicht. Daher ist die
Regulation der Eisenaufnahme von zentraler Bedeutung, um einen Eisenmangel oder
aber eine Eisenuberladung zu verhindern.

Die Aufnahme des Eisens in die Enterozyten kann sowohl als freies, zweiwertiges
Eisen (Fe?*) als auch als Ham-Eisen erfolgen. Ham-Eisen, welches vor allem in
Fleisch enthalten ist, wird Uber einen Ham-Transporter in den Enterozyten
aufgenommen. Mit Hilfe der Hamoxygenase wird das Eisen aus dem Ham-Komplex
geldst und in dem Glykoprotein Apoferritin als Ferritin gespeichert. In vegetarischer
Nahrung liegt das Eisen zumeist in ionisierter, dreiwertiger Form (Fe3*) vor. Da dieses
ionisierte, dreiwertige Eisen nur bei einem pH-Wert von unter 3 vollstandig in Losung
vorliegt, fordern saure oder reduzierende Substanzen, wie Ascorbinsdure, die
Ldslichkeit und somit die Aufnahme des Eisens. Mit Hilfe der Membran-assoziierten
Eisen-Reduktase Cytochrom B Reduktase 1 (CYBRD1) kann dreiwertiges Eisen zu
zweiwertigem Eisen reduziert werden. Das zweiwertige Eisen wird dann mit dem
unspezifischen, divalenten Metallionentransporter 1 (DMT1) in die Enterozyten
beférdert. Dort wird es wie das Ham-Eisen als Ferritin gespeichert. Aus dem

Enterozyten in das Blut gelangt das Eisen durch den Transporter Ferroportin.
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Die Multikupfer-Oxidase Hephaestin oxidiert das zweiwertige Eisen an der
basolateralen Seite und integriert zwei Eisenmolekile in das Transportprotein
Transferrin (Abbildung 1). Das Eisen kann nun von den eisenverwertenden Zellen,

welche Transferrin-Rezeptoren besitzen, aufgenommen und verwendet werden.®

Eisen aus
pflanzlicher
Nahrung -

Hephaestin

Ham-Eisen - — .

Ham-Transporter Transferrin

Enterozyt | Lumen

Abbildung 1. Regulation der Eisenaufnahme

In der Nahrung liegt Eisen in Form von Ham-Eisen oder als freies Eisen vor. Ham-Eisen wird
mit Hilfe eines Ham-Transporter in den Enterozyten aufgenommen. Freies, dreiwertiges Eisen
wird zunéchst durch die Membran-assoziierte Eisen-Reduktase CYBRD1 zu zweiwertigem
Eisen reduziert. Das zweiwertige Eisen wird mit Hilfe des DMT1 Transporters in die
Enterozyten aufgenommen. Im Enterozyt wird das Eisen in Form des Speichereisens Ferritin
gespeichert. Aus dem Enterozyt in das Blut gelangt das Eisen Uber das Transportprotein
Ferroportin. Das zweiwertige Eisen wird mit Hilfe von Hephaestin zu dreiwertigem Eisen
oxidiert und dann in das Transportprotein Transferrin eingebaut. Das Peptidhormon Hepcidin
fuhrt zur einer Degradation und Internalisierung von Ferroportin (Abbildung modifiziert nach
Steinbicker et al.®)

Verschiedene Faktoren nehmen Einfluss auf diesen Ablauf. Der wichtigste Regulator
des Eisenhaushaltes ist das Peptidhormon Hepcidin, welches vor allem in den
Hepatozyten produziert wird. Dartber hinaus wird es auch in geringen Mal3en in
anderen Zellen und Organen, wie in Monozyten, Makrophagen, Herz, Niere, Gehirn,
und im Fettgewebe, synthetisiert. Die Ausscheidung des Hepcidins erfolgt Gber die
Niere. Das in der Zirkulation befindliche Hepcidin ist an a-2-Macrogloblin gebunden.
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Indem das Hepcidin an Ferroportin bindet, induziert es die Internalisierung und den
Abbau des Ferroportins an der basolateralen Seite der Enterozyten, der Leber und der
Makrophagen und verhindert so die Aufnahme des Eisens in die Zirkulation.

An Transferrin gebundenes Eisen aktiviert die Hepcidin Transkription in der Leber und
fuhrt somit zu einem negativen Feedback Mechanismus, da eine erhéhte
Eisenverflugbarkeit zu einer verringerten Eisen Resorption aus der Nahrung und einer
reduzierten Eisen Abgabe aus den Makrophagen und den Hepatozyten fihrt. Des
Weiteren wird die Hepcidin Synthese durch inflammatorische Stimuli, z.B. Interleukin-6
(IL-6), sowie uUber den Bone Morphogenetic Proteine Signalling Pathway stimuliert.
Gehemmt werden kann die Hepcidin Synthese durch Hypoxie, erhéhte Erythropoese
und endokrine Signale, z.B. durch Estrogen, Testosteron und Wachstumsfaktoren.>®
Neben dem wichtigen Peptidhormon Hepcidin, kdnnen noch weitere Faktoren den
Eisenmetabolismus regulieren. Der hypoxia inducible factor 2 kontrolliert die
Transkription verschiedener Gene, die unter anderem fir die Expression von
CYBRD1, DMT1, Ferroportin und der Hamoxygenase 1 verantwortlich sind. Das iron
regulated protein bindet an die iron responsive elements in regulierender messenger
Ribonukleinsdure (MRNA) und kontrolliert so die Expression von DMT1, Ferritin und
Ferroportin.

Insgesamt stehen dem menschlichen Organismus somit eine Vielzahl von
Regulationsmechanismen zu Verflgung, um eine engmaschige Kontrolle des

Eisenhaushaltes zu gewahrleisten.

2.2. Die Regulation des Eisenaushaltes bei Tumorerkrankungen

Bei verschiedenen malignen Erkrankungen werden von Tumorzellen vermehrt
Proteine exprimiert, die flr die Eisenaufnahme von Bedeutung sind. Die Expression
der Proteine, die fur die Eisenexkretion eine wichtige Rolle spielen, sind hingegen
vermindert. So konnte bei kolorektalen Tumoren eine erhdhte Expression der
Transferrin Rezeptoren 1 (TfR1), sowie eine erhohte Expression von DMT1

beobachtet werden.”’
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Zudem konnte bei Mammakarzinomen eine Verminderung der Ferroportin Expression
festgestellt werden.® Insgesamt fihrt dies zu einer Erh6hung des labilen Eisenpools
(LIP) in Tumorzellen (Abbildung 2).° Der LIP ist ein Pool aus redox-aktiven Eisen
Komplexen. Im Gegensatz zu Ferritin ist Eisen in Form von LIP sehr viel reaktiver und

kann vermehrt die Bildung von reaktiven Sauerstoffspezies (ROS) fordern.©

Transferrin

&Hepcidin ﬂ

Endosom T ermohung/
Erniedrigung
der Expression

bei Tumorzellen

Tumorzelle

Abbildung 2. Veranderung des Eisenmetabolismus in Tumorzellen

In Tumorzellen kann der Eisenmetabolismus im Vergleich zu nicht malignen Zellen verandert
sein. So kann es zu einer erhbhten Expression der Transferrin Rezeptoren (TfR) kommen,
welche fir die Bindung und Internalisierung von Transferrin verantwortlich sind. Ebenfalls
haufig erhoht ist bei Tumorzellen die Expression des Transporters DMT1, welcher das Eisen in
die Zelle entlasst. Ferroportin hingegen, welches fir den Eisen Efflux aus der Zelle
verantwortlich ist, wird in Tumorzellen oft vermindert exprimiert. Zusétzlich wurden h&ufig
erhdhte Hepcidin  Spiegel bei Tumorpatienten gefunden, die zusatzlich zu einer
Internalisierung und Degradation des Ferroportins fuihren. Insgesamt fuhrt dies in Tumorzellen
zu einer Erhéhung des LIPs und des Ferritins (Abbildung modifiziert nach Beguin et al.?)

Bei Patienten mit einem Mammakarzinom Kkorreliert zudem die Hohe der TfR1

Expression mit einer schlechteren Prognose flir den Patienten.'?
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Auch eine erniedrigte Ferroportin Expression ist bei Mammakarzinom Patienten mit
einem reduzierten Metastasen-freien Uberleben assoziiert.®

Eine Ursache flur die verdnderte Expression der Proteine kdnnten erhdhte Hepcidin
Spiegel sein, die bei vielen Krebspatienten gefunden wurden.*? So synthetisieren
Prostatakarzinome Hepcidin, welches zu einer Degradation des Ferroportins fuhrt. Bei
metastasierenden Prostatakarzinomen ist die Erhohung der Hepcidin Expression und
die Ferroportin  Degradation nochmals verstarkt im Vergleich zu nicht-
metastasierenden Prostatakarzinomen.'® Hohere Hepcidin Spiegel bei Patienten mit
Prostatakarzinomen sind zudem mit einem kiirzeren Uberleben assoziiert.'* Auch
Brustkrebszellen zeigen einen Hepcidin vermittelten Abbau von Ferroportin und den
damit verbundenen Anstieg an Ferritin und LIP. Auch Kkorreliert Hepcidin bei
Brustkrebspatienten mit einem reduzierten Metastasen-freien Uberleben.® Hinzu
kommt die haufig sauerstoffarme Umgebung von soliden Tumoren, die zusatzlich den

Eisenmetabolismus des Tumors modulieren kann.1®

Auch bei der Entstehung von malignen Erkrankungen spielt Eisen eine wichtige Rolle.
In einem murinen Modell konnte gezeigt werden, dass eine erhohte Eisenzufuhr zu
einem haufigeren Auftreten von hepatozellularen Tumoren fiihrt.'® Bei Menschen ist
eine pathologische Eiseniberladung mit einem erhdhten Krebsrisiko assoziiert. So
sind eine eisenreiche Erndhrung, erhdhte Eisen Spiegel und Kolonkrebs positiv
miteinander assoziiert.*®> Fir Himochromatose Patienten ist unter anderem das Risiko
an hepatozellularen, gastrointestinalen oder Kolon-Tumoren zu erkranken, erhéht.*>17
Gesteigerte Serum Eisen Spiegel von Uber 141 pg/dl und eine gesteigerte Transferrin
Sattigung Uber 37,9% erhdhen zudem das Risiko aufgrund eines Tumors,

unterschiedlichster Entitat, zu versterben.18

Fur die Kanzerogenitat von Eisen werden verschiedenen Mechanismen diskutiert. Zum
einen ist Eisen essentiell fir das Wachstum der Zellen und férdert somit, z.B. in Form
von Ferritin, die Proliferation von Tumorzellen.? Zum anderen kann Eisen via der
Fenton Reaktion die Entstehung von ROS fordern (Abbildung 3).
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Fe” +H,0, > Fe’" + OH® + OH~

Abbildung 3. Fenton Reaktion
Zweiwertiges Eisen kann mit Wasserstoffperoxid zu dreiwertigen Eisen und einem
hochreaktiven Hydroxyl-Radikal reagieren.

Diese ROS konnen Lipide, Proteine und Desoxyribonukleinsdure (DNA) schadigen.
Aber nicht nur durch direkte ROS Einwirkung kann die Tumorentstehung geférdert
werden. Auch kdénnen verschiedene Transkriptionen durch ROS oder Eisen aktiviert
oder moduliert werden, z.B. der NFkB Signalweg.*® Zudem wird diskutiert, dass Eisen
Uber eine Modulierung des Immunsystems das Wachstum von Tumoren begtinstigen
kann.'®

Werden die Ferritin Spiegel mit Hilfe der Phlebotomie erniedrigt, kann dies zu einer
Reduzierung des Krebsrisikos und somit zu einer geringeren Tumor-assoziierten
Mortalitat, wie auch Gesamtmortalitat fihren.1°

Inwieweit eine intravendse (i.v.) Substitution von hochkomplexen Eisenpréaparaten im
therapeutischen Bereich, in gleichem Ausmald wie freies Eisen, die Entstehung und
Progression eines Tumors fordert, ist ungewiss. Bei einer 5-jahrigen Nachbeobachtung
von Patienten mit multiplem Myelom oder Lymphomen bewirkte eine i.v. Eisen(lll)oxid-
Saccharose Behandlung keine Verschlechterung des Uberlebens.?® Ob diese
Ergebnisse auch auf andere Tumorentitaten und andere i.v. Eisenpraparate zutreffen,
ist jedoch noch Bestandteil der Forschung.

Da Eisen und der Eisenhaushalt eine wichtige Rolle bei der Entstehung von Tumoren
und dessen Wachstums spielen, ist ein detailliertes Verstandnis der Mechanismen fir

eine adaquate Pravention und Behandlung von Tumoren essentiell.
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2.3. Formen der Anamie

Eine Dysbalance des feinregulierten Eisenhaushaltes kann eine Anamie verursachen.
Laut Definition der Weltgesundheitsorganisation liegt eine Anamie vor, wenn der Hb
Wert bei Frauen unter 12 g/dl und bei Mannern unter 13 g/dl liegt.

Die Pravalenz einer Anamie betragt laut Weltgesundheitsorganisation geschéatzt knapp
ein  Viertel der Weltbeviolkerung. Somit stellt die Anamie ein globales
Gesundheitsproblem dar, das sowohl in den Entwicklungsléandern wie auch in den
Industrielandern auftritt. Besonders bei Sauglinge und Kleinkinder konnte eine hohe
Anamiepravalenz festgestellt werden.?!

Bei einer Andmie kdnnen unterschiedliche Symptome auftreten, die entweder eine
direkte Folge der Hypoxie sind oder Kompensationsmechanismen der Hypoxie, wie ein
erhohtes Herzzeitvolumen. Oft treten zunachst Allgemeinsymptome, wie Blasse,
Fatigue, Konzentrationsschwache, Dyspnoe und Kopfschmerzen auf. Langzeitfolgen
kénnen sich in Herzinsuffizienz und kardialer Hypertrophie widerspiegeln.??

Die Ursachen und eine mogliche Behandlung kénnen je nach Anamieform
unterschiedlich sein. Die haufigsten Anamieformen sind die Eisenmangelanamie (iron
deficiency anemia, IDA) und die Anédmie der chronischen Erkrankung (anemia of
chronic disease, ACD). Nur ein kleiner Teil der Anamien wird durch einen Mangel an

verschiedenen Vitaminen, wie Vitamin B12 oder Folsaure, verursacht.®

2.3.1 Eisenmangelandmie

Die Ursachen einer IDA kdnnen vielseitig sein. Zum einen kann die Eisenaufnahme,
z.B. durch Mangelerndhrung oder Absorptionsstérungen, vermindert sein. Auch kann
ein erhohter Eisenverbrauch, wie bei Schwangerschaft oder Wachstum, vorliegen. Des
Weiteren kann ein erhohter Verlust von Eisen, verursacht z.B. durch vermehrte
Blutungen, zu einer Eisenmangelanamie fuhren.

Der Schweregrad eines Eisenmangels kann in drei verschiedene Stadien unterteilt
werden. Bei einer negativen Eisenbilanz tritt zun&chst ein Speichereisenmangel auf,
der durch erniedrigte Ferritin Spiegel charakterisiert ist, jedoch noch nicht zu einer
Beeintrachtigung der Erythropoese mit einem Abfall im Hb Wert fuhrt.
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Bei weiterer Progredienz kann sich ein funktioneller Eisenmangel manifestieren und
eine eisendefizitare Erythropoese verursachen, so dass es zu einer unzureichenden
Bildung von erythropoetischen Vorlauferzellen im Knochenmark kommt. Wenn der Hb
Wert unter den Normwert von 12 g/dl fir Frauen und 13 g/dl fur Manner abfallt, spricht
man von einer Eisenmangelanamie, bzw. einem absoluten Eisenmangel.#?3

Die Diagnose einer IDA kann, neben einem erniedrigten Hb Wert anhand erniedrigter
Serum Ferritin Spiegel, erhdhter Transferrin Werte und einer erniedrigten Transferrin-
sattigung (TSAT) erfolgen.?* Zudem ist eine IDA zu meist hypochrom und das mittlere
korpuskulare Volumen (MCV) ist erniedrigt.2®

Ist eine IDA festgestellt, sollte eine adaquate Behandlung erfolgen. Dies ist notwendig,
da eine IDA und die damit verbundenen Symptome einer Anamie zu einer
Verminderung der Lebensqualitéat und zu einer Erh6hung der Morbiditat und Mortalitat
fuhren.?425 Zur Behandlung eines Eisenmangels ist orales Eisen(ll)sulfat in einer Dosis
von 2 bis 6 mg/kg Korpergewicht taglich, Mittel der ersten Wahl. Die Dauer der
Behandlung betragt bei einem manifesten Eisenmangel in der Regel mindestens
3 Monate und sollte anhand des Hb, MCV und des Serum Ferritin-Wertes Uberprift
werden. Eine parenterale Eisengabe ist, trotz des schnelleren Hb Anstiegs, bisher nur
bei schwerer und nicht behandelbarer Resorptionsstorung indiziert, da der Nutzen
einer i.v. Eisenbehandlung dem Risiko einer seltenen anaphylaktischen Reaktion

(21/10.000) oder der méglichen Eisenuberladung gegentiber gestellt werden muss.*26

2.3.2 Anamie der chronischen Erkrankung

Die Pravalenz einer ACD variiert stark je nach vorliegender Erkrankung. So wird bei
allgemeinen akuten und chronischen Infektionen eine ACD-Prévalenz von 18-95%
angegeben, bei Autoimmunerkrankungen von 8-71%, bei entzindlichen
Darmerkrankungen (IBD) von 75% und bei chronischen Nierenerkrankungen von
23-50%.%7:28

Die Ursachen einer ACD konnen vielfaltig sein. So kénnen chronische Infektionen oder

auch Tumorerkrankungen eine ACD verursachen.
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Die akute oder chronische Inflammation bewirkt eine Steigerung der Hepcidin
Expression und fuhrt so zu einer vermehrten Degradation und Internalisierung des
Eisentransporters Ferroportin. Hierdurch wird zum einen die Eisenabsorption aus dem
Dunndarm erniedrigt und zum anderen kann das vorhandene, gespeicherte Eisen
nicht mehr in die Zirkulation gelangen. Somit steht das Eisen auch nicht mehr fur die
Erythropoese zu Verfiigung und es kann sich ein funktionaler Eisenmangel mit noch
normwertigem Hb entwickeln. Zudem kommen weitere Faktoren wie die Erniedrigung
der DMT1 und Ferroportin Expression durch den Tumornekrosefaktor a, die ebenfalls
zu einer vermehrten Abnahme der Eisenkonzentration fiihren.282°

Ein Patient mit einer ACD weist normale bis erhdhte Ferritin Spiegel auf, reduzierte bis
normale Transferrin Werte und eine verminderte TSAT. Zumeist weisen ACD
Patienten normochrome bis hypochrome Erythrozyten mit einem normalen MCV
an.26’28

Das Vorliegen einer ACD kann die Diagnose einer Eisenmangelanamie erschweren.
Zum einen konnen die entzindlichen und maligen Erkrankungen, trotz eines
Speichereisenmangels, zu einer Erhéhung der Ferritin Werte fihren und somit einen
Eisenmangel maskieren. Zum anderen kdnnen Patienten mit einer ACD, trotz
adaquaten Eisenspeichern, eine erniedrigte TSAT aufweisen. Um einen Eisenmangel
auch bei Vorliegen einer ACD sicher zu diagnostizieren, kann zusatzlich der I6sliche
Transferrin Rezeptor, bzw. das Verhaltnis vom l6slichen Transferrin Rezeptor zum
logarithmierten Ferritin  Wert bestimmt werden.?> Auch Hepcidin kann fir die
Unterscheidung zwischen IDA und ACD ein wichtiger Marker sein. Eine ACD ohne
einen Eisenmangel weist sehr viel héhere Hepcidin Spiegel auf als eine ACD mit
einem Eisenmangel oder eine alleinige IDA.3° Problematisch sind einheitliche
Grenzwert fur die Hepcidin Spiegel, sowie die dafiir notwendige Harmonisierung der
entsprechenden Analysen zur Quantifizierung des Hepcidins.*° In einer Studie von
Karlsson et al., in der die Quantifizierung des Hepcidins mittels eines Enzyme-linked
Immunosorbent Assay erfolgte, lag der optimale Grenzwert fir Hepcidin bei 21 pg/L

um eine ACD von der Kombination IDA plus ACD zu unterscheiden.3!
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Eine Form der ACD stellt die Tumorandmie dar. Durch inflammatorische Prozesse
kann sich ein funktionaler Eisenmangel manifestieren, der durch einen chronischen
Blutverlust verstarkt werden kann und so zu einem absoluten Eisenmangel fluhren
kann. Hinzu kommt, dass Tumortherapien zu einer Myelosuppression fihren kénnen
und so die Entstehung einer Anamie zuséatzlich fordern.32:33

Die Pravalenz einer Tumoranamie variiert stark je nach Tumorentitat. Im Mittel sind
rund 40-60% der Krebspatienten anamisch und ca. 65-75% aller Patienten, die eine
Tumortherapie erhalten, weisen eine Anamie auf.?6:3* Die Pravalenz einer Anamie bei
Patienten mit einer radikalen Nephrektomie oder Zystektomie ist mit 35%, bzw. 45%
ebenfalls hoch.3®> Bei Patienten mit Kolontumoren sind sogar 30-75% der Patienten
anamisch.¢

Eine Anamie und erniedrigte Hb Werte sind auch bei Krebspatienten mit einer héheren
Mortalitat assoziiert. Zudem beeintrachtigt eine Anamie die Lebensqualitdt und
verschlechtert das Outcome der Patienten.?3” Bei Patienten, die sich aufgrund eines
Blasentumors einer radikalen Zystektomie unterziehen missen, ist die Anamie ein
unabhéangiger Pradiktor fur das Auftreten eines Rezidivs, die Tumor-spezifische
Mortalitat und die Gesamtmortalitat.3® Auch anamische Patienten, bei denen aufgrund
eines Nierenzellkarzinoms eine Nephrektomie durchgefuhrt werden muss, weisen ein
kiirzeres Uberleben und eine schnellere Metastasierung des Tumors auf als nicht
anamische Patienten.®® Ferner konnte bei Patienten mit einem Kolontumor gezeigt
werden, dass eine praoperative Anamie die postoperative Infektionsrate erhoht.36

Eine Behandlung der Tumorandmie ist vor allem bei einer symptomatischen Anédmie
indiziert, die durch Komorbiditdten, wie eine koronare Herzkrankheit oder eine
chronisch obstruktive Lungenerkrankung, verstarkt werden kann.26
Behandlungsmoglichkeiten einer Tumorandmie stellen Erythrozyten Konzentrate
(EKs), Erythropoese-stimulierende Substanzen (erythropoiesis stimulating agents,
ESA) und i.v. Eisen dar. Eine Gabe von oralem Eisen ist pathophysiologisch bei einer
Tumoranamie nicht sinnvoll, da aufgrund der erhdhten Hepcidin Expression die
Absorption des Eisens und somit das hamatologische Ansprechen auf die Therapie
erniedrigt ist.*® Die Gabe von EKs sollte restriktiv erfolgen, da sie die Morbiditat und

Mortalitat erhohen kénnen.2
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Zudem sind EKs mit weiteren Risiken, wie einem schlechterem Outcome, vermehrten
Infektionen, langeren Krankenhausaufenthalten und erhOhten Rezidivraten,
verbunden.36

Eine Therapie mit ESA zur Behandlung einer Chemotherapie-induzierten Anamie kann
ab einem Hb Wert von unter 10 g/dl erfolgen. Vor dem Therapiestart sollte jedoch der
potentielle Nutzen einer ESA Gabe, wie eine Erhdhung des Hb Wertes, eine
Verminderung der Transfusionsrate und eine Steigerung der Lebensqualitat,
gegenuber den mdglichen Risiken, wie thromboembolische Ereignisse, Bluthochdruck
und eine erhdhte Mortalitat, abgewogen werden.?640.41 Auch sprechen nur 30-75% der
Krebspatienten auf eine ESA Therapie an und das Gesamttiberleben kann durch eine
ESA Therapie nicht beeinflusst werden.??® Da eine ESA Therapie zudem das
Tumorwachstum verstarken kann, sollte der Einsatz, vor allem bei einer kurativen
Chemotherapie, restriktiv und mit Vorsicht erfolgen.32:33

Eine zusatzliche i.v. Eisengabe fuhrt bei Krebspatienten zu einer Erh6hung des Hb
Wertes und einer verminderten Transfusionsrate, ohne ein vermehrtes Auftreten von
Nebenwirkungen zu produzieren.?4243 Zudem fihrt eine i.v. Eisengabe zu einer
Verringerung an postoperativen Komplikationen und einer Verkirzung der
Krankenhausaufenthaltsdauer bei Patienten mit Kolontumoren.** Vor allem Patienten
mit niedrigen Ferritin Spiegeln und einer niedrigen TSAT profitieren von einer i.v.
Eisengabe.3343 Zusatzlich kann bei einer Kombination der ESA Therapie mit i.v. Eisen
die ESA Dosis erniedrigt werden.334°

Kurzzeitrisiken einer i.v. Eisengabe bei Tumorpatienten sind Infusionsbedingte
Nebenwirkungen, wie Extravasation und Infektionen.#® Zudem muss auf mogliche
Interaktionen von Eisen mit weiteren Arzneimitteln, insbesondere Chemotherapeutika,
geachtet werden. So kann die gleichzeitige Gabe von Eisen mit Anthrazyklinen oder
Platin eine Erhthung des oxidativen Stresses bewirken.33

Die Evidenzlage fur mogliche Langzeitrisiken einer i.v. Eisengabe bei Tumorpatienten
ist unbefriedigend. Es werden eine erhohte Infektionsrate, Organschéaden,
thromboembolische Ereignisse und eine erhohte Mortalitéat diskutiert.?3346 Zudem gibt
es die Madglichkeit, einer erhdohten Tumorinzidenz, da Patienten mit einer

Eisenuberladungsstérung ein erhéhtes Krebsrisiko aufweisen.®
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In wie weit eine i.v. Eisensubstitution mit hochkomplexen Eisenpraparaten im
therapeutische Bereich zu einer vermehrten Tumorprogression fihrt, ist jedoch

ungewiss.

2.4. Praoperative Anamie

Die Pravalenz einer praoperativen Anamie ist hoch. In einer grof3en retrospektiven
Auswertung der European Surgical Outcome Study aus Europa wiesen 31,1% der
mannlichen Patienten und 26,5% der weiblichen Patienten praoperativ ein Anamie
auf.t

Eine préoperative moderate bis schwere Anamie fihrt zu einer langeren
Aufenthaltsdauer im Krankenhaus und zu vermehrten postoperativen Verlegungen auf
die Intensivstation.4748 Zudem steigert sie das Risiko fiir postoperative
Komplikationen und erhoht die intraoperative Transfusionswahrscheinlichkeit.*® Eine
Transfusion von ein bis zwei EKs kann jedoch das Mortalitatsrisiko bereits signifikant
anheben.®® Insgesamt fiihrt eine praoperative Anamie so zu einer erhohten Morbiditat
und Mortalitat.>#"4® Die Beziehung zwischen erniedrigten Hamatokrit-Werten, der
Gabe von EKs und dem Outcome der Patienten wurde in einer Studie mit 7942
herzchirurgischen Patienten untersucht. Erhielten die Patienten mit einem Hamatokrit
von unter 25% EKs war das Mortalitatsrisiko am hochsten. Zudem war das
Mortalitatsrisiko bei Patienten, die EKs erhielten und einen Hamatokrit von tber 25%
aufwiesen groR3er als bei Patienten, die keine EKs erhielten, aber einen Hamatokrit von
unter 25% aufwiesen.>!

Wird praoperative eine Behandlung mit i.v. Eisen durchgefihrt, kann dies zu einem
Anstieg des Hb Spiegels, zu einem geringeren Verbrauch an EKs und zu einer
Verbesserung des Outcomes des Patienten fiihren.5?

Vor diesem Hintergrund wurde das Patient Blood Management (PBM) entwickelt,
welches durch pra-, intra- und postoperative Malinahmen das Outcome des Patienten

verbessern soll.
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Das PBM ist auf drei Saulen aufgebaut: Optimierung der Erythropoese, Minimierung
des Blutverlustes und Ausschopfung der individuellen Anamie Toleranz.® Zur
Optimierung der Erythropoese gehért eine adaquate Behandlung von zuvor
diagnostizierten, anamischen Patienten. Ein Eisenmangel wird hierbei mit i.v. Eisen
behandelt, wenn keine entsprechenden Kontraindikationen vorliegen. Da die
Zeitspanne zwischen der Diagnose der Andmie und der Operation haufig sehr kurz ist,
ist eine Behandlung mit oralem Eisen zumeist nicht mdglich.

Durch die Behandlung der praoperativen Anamie mit einer i.v. Eisengabe wird das Ziel
verfolgt, den praoperativen Hb Wert zu steigern, die Gabe von EKs zu verringern und
so die Morbiditat und Mortalitéat der Patienten zu senken.

2.5. Eisenpréaparate

In Deutschland sind verschiedene Eisenpréaparate zugelassen, die oral oder intravenos
appliziert werden dirfen. Das Anwendungsgebiet dieser Eisenpraparate ist die
Eisenmangelanamie. Mit dem Einsatz eines Eisenpraparates wird eine Fuillung und
Erhohung der Eisenspeicher bewirkt, um so eine Steigerung der Hamoglobinsynthese
und eine Erhdéhung des Hb Wertes zu erreichen. Somit liegt keine klassische
Rezeptor-Ligand Wechselwirkung vor und die Plasmakonzentration des Arzneimittels
spiegelt nicht stellvertretend die Konzentration am Wirkort wider. Die Ublichen
Angaben zur Charakterisierung eines Arzneimittels, wie die maximale Konzentration
und das Ausmald der Verfigbarkeit des Arzneimittels, sind somit bei Eisenpraparaten
in Bezug auf dessen Wirkung nicht aussagekraftig. Daher wird fur die Effektivitat eines
Eisenpraparates zumeist der Anstieg des Hb Wertes nach einer zuvor definierten
Zeitspanne angegeben. Je nach Zeitintervall, Patientenkohorte und Begleit-
Medikation, wie ESA, ist eine Vergleichbarkeit verschiedener Effektivitatsstudien daher
nur bedingt mdglich.

Fur die Sicherheit und Vertraglichkeit eines Eisenpraparates ist vor allem die Menge
an freiem Eisen von Bedeutung. Eine Uberdosierung eines Eisenpraparats kann zu

einer Ubersattigung des Transportproteins Transferrin fiihren.
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Dieses fuhrt zu einem Zuwachs an zweiwertigem, nicht-Transferrin gebundenen Eisen
(NTBI), welches nur schwach an Albumin oder Citrat gebunden werden kann. Dadurch
kann NTBI vermehrt von Leber, Herz und dem endokrinen System aufgenommen und
als LIP gespeichert werden. Im Gegensatz zu der Speicherform Ferritin, ist Eisen in
Form von LIP sehr viel reaktiver. Das zweiwertige Eisen kann so vermehrt mit
Wasserstoffperoxid via der Fenton Reaktion zu dreiwertigem Eisen und hochreaktiven
Hydroxyl-Radikalen reagieren. Das dabei entstehende Hydroxyl-Radikal ist ein starkes
Oxidationsmittel, welches schnell mit vielen verschiedenen Molekilen, wie DNA,
reagieren kann und somit potentiell schadlich fir die Zellen ist und zur Alterung und
Mutagenese beitragt.>* Das von den Organen aufgenommene NTBI kann nicht mehr

abtransportiert werden und flihrt so bei héheren Dosen zu Organschaden.

2.5.1 Orale Eisenpraparate

In Deutschland sind orale Eisenpréaparate mit zweiwertigem und dreiwertigem Eisen
als Arzneimittel zugelassen (Tabelle 1). Zudem gibt es weitere orale Eisenpraparte, die
mit Folséure, Vitamin B12 oder Multivitaminen kombiniert werden.

Laut Leitlinie wird bei einer IDA eine tagliche orale Eisen Dosis von 2 bis 6 mg/kg
Eisen empfohlen.* Orale Eisenpraparate, wie Ferro sanol® duodenal enthalten 100 mg
Eisen. Hinzu kommen durchschnittlich ca. 10 bis 20 mg Eisen aus der taglichen
Nahrung. Die aktiv im Dinndarm aufzunehmende Menge an Eisen wird somit um ein
vielfaches Uberschritten und es gelangt vermehrt Eisen direkt Uber passive,
parazellulare Wege in die Zirkulation. Eine taglich erhdhte Zufuhr an Eisen fuhrt zudem
zu einer Erh6hung der Hepcidin Expression, die die aktive Eisen Absorption
vermindern kann.%® In der Zirkulation fihrt die vermehrte Zufuhr an Eisen zu einer
Uberladung des Transferrins und somit zu einer Erhéhung an potentiell schadlichem
NTBI.545% Zudem fuihren die hohen Mengen an freiem Eisen im Dunndarm und der
damit verbundene erhohte oxidative Stress zu vermehrten gastrointestinalen
Beschwerden.?>%* Des Weiteren konnen bei der Einnahme von Eisenpraparten
Diarrhden, Obstipation, Sodbrennen, Erbrechen, Nausea und Uberempfindlichkeits-

reaktionen der Haut auftreten.>®
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Tabelle 1. Orale Eisenpraparate, die in Deutschland als Arzneimittel zugelassen sind

Zweiwertiges Eisen

Wirkstoff Praparate

Eisen(ll)glycinsulfat Ferro sanol® (UCB Pharma GmbH)

Eisen(ll)fumarat Rulofer® N (Lomapharm); Ferrum Hausmann® (Vifor Pharma
Deutschland GmbH)

Eisen(ll)gluconat Ferrum Verla® (Verla-Pharm), Lésferron® (mibe GmbH
Arzneimittel)

Eisen(l)succinat Ferrlecit® (Sanofi-Aventis Deutschland GmbH)

Eisen(ll)sulfat Eryfer® Cheplapharma Arzneimittel GmbH), Tardyferon® (Pierre

Fabre Pharma GmbH)

Dreiwertiges Eisen

Wirkstoff Praparate

Eisen(ll)hydroxid- Ferrum Hausmann® (Vifor Pharma Deutschland GmbH)
Polymaltose-Komplex

Eisen(ll)maltol Feraccru® (Shield TX UK Limited)

Orale Eisenpraparate, die als Komplex vorliegen, wie der Eisen(lll)hydroxid-
Polymaltose Komplex, konnen aufgrund ihrer Groéf3e nur geringfligig durch passive
Diffusion aufgenommen werden.>® Zusatzlich schiitzt eine gegen Redox-Reaktionen
stabilisierende Hulle die Eisen(ll)hydroxid-Polymaltose Komplexe. Infolgedessen
weisen Eisen(lll)hydroxid-Polymaltose Komplexe weniger Nebenwirkungen und eine
geringere Toxizitat auf. Die Eisen Plasmaspiegel sind nach einer Einnahme von
Eisen(lll)hydroxid-Polymaltose Komplex geringer als bei der Anwendung von
zweiwertigen Eisensalzen.>* Die Effektivitat, gemessen als Hb Anstieg, ist zwischen
den einzelnen Eisenpraparaten, trotz der unterschiedlichen Plasmakonzentrationen,
jedoch vergleichbar.5456

Liposomales Eisen, welches als Nahrungserganzungsmittel in Deutschland eingestuft
ist, weist im Gegensatz zu Eisensalzen ebenfalls weniger gastrointestinale
Nebenwirkungen auf. Zudem ist die Absorption des Eisens durch die liposomale Hille
erhoht.
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Die Evidenzlage in Bezug auf Sicherheit und Wirksamkeit ist fir dieses neue
Eisenpraparat jedoch gering. Auch ist der Mechanismus der Absorption des
liposomalen Eisens noch nicht hinreichend geklart.?®

Bei der Anwendung von oralen Eisenpraparaten muss auf die Interaktion des Eisens
mit verschiedenen Arzneimitteln und Nahrungsmitteln geachtet werden. Das
Hauptproblem ist eine Komplexbildung des Eisens mit anderen Arzneimitteln, wie
Schilddrusenpraparaten und Antibiotika, die zu einer verminderten Absorption der
betreffenden  Arzneimittels fuhrt. Des Weiteren verringern verschiedene
Nahrungsmittel die Absorption von Eisen. So fuhrt die Einnahme von Kaffee und Tee
in Kombination mit Eisen zu einer verminderten Aufnahme des Eisens. Im Gegensatz
hierzu erhéhen saure oder reduzierende Nahrungsmittel, wie Ascorbinsaure-haltige
Getranke, die Absorption des Eisens.

Insgesamt stellt die orale Einnahme von Eisen somit eine beratungsintensive
Behandlung dar. Die auftretenden Nebenwirkungen sind nur in seltenen Fallen
schwerwiegend, jedoch filhren die haufigen gastrointestinalen Nebenwirkungen zu
einer Verringerung der Compliance. Der dadurch erniedrigte Erfolg einer oralen
Eisentherapie wird zudem durch eine geringe Absorption der oralen Eisenpréaparate
verstarkt.

2.5.2 Intravendse Eisenpréaparate

Fur die i.v. Gabe von Eisen sind in Deutschland verschiedene Eisenpréaparate
zugelassen, die sich unter anderem in ihrer Kohlenhydrathille und ihrem
Molekulargewicht unterscheiden (Tabelle 2). Das weltweit am meisten gebrauchte i.v.
Eisenpraparat ist Eisen(lll)oxid-Saccharose.? Alle Praparate fungieren als Prodrug, da
fur die Wirkung des Praparates das Eisen zunachst aus dem Komplex entlassen
werden muss. Dies geschieht via Endozytose. Die Eisen-Komplexe werden hierfir von
Makrophagen des Retikuloendothelialen Systems aufgenommen und das Eisen mit
Hilfe der sauren und reduzierenden Umgebung des Endolysosomen aus dem Komplex
entlassen. Das freie Eisen kann dann mit Hilfe des DMTL1 in den LIP geschleust

werden und als Ferritin gespeichert werden.>®
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Tabelle 2. Intravendse Eisenpraparate, die in Deutschland als Arzneimittel
zugelassen sind

Wirkstoff Praparate

Eisen(lll)carboxymaltose  Ferinject® (Vifor Pharma Deutschland GmbH)

Eisen(lll)oxid-Saccharose Venofer® (Vifor Pharma Deutschland GmbH), FerMed® (Medice
Arzneimittel Pltter GmbH & Co. KG), Ferrologic® (Fresenius
Medical Care Nephrologica Deutschland GmbH)

Eisen(lll)hydroxid-Dextran ~ Cosmofer® (Emra Pharmacosmos A/S)

Eisen(lll)-Derisomaltose MonoFer® (Pharmacosmos A/S)

Eisen(lll)natrium-Gluconat  Ferrlecit® (Sanofi-Aventis Deutschland GmbH)

Die Einteilung und Charakterisierung der Eisenpraparate erfolgt haufig anhand ihrer
kinetischen und thermodynamischen Eigenschaften.® Eisenpraparate mit einer
geringen Stabilitat, bei denen das Eisen nur schwach im Komplex gebunden ist,
kénnen schon im Plasma zerfallen und vermehrt freies Eisen in die Zirkulation
abgegeben.>* Diese erhéhte Konzentration von freiem Eisen im Plasma kann zu einer
Sattigung des Transferrins fiihren und somit die Entstehung von NTBI beglinstigen.>®
Robuste Eisenpraparate weisen eine starkere Bindung des Eisens im Komplex auf.5¢
Ein Vorteil von robusten Komplexen, wie der Eisen(lll)carboxymaltose (FCM), ist somit
eine gute Vertraglichkeit einer schnellen Infusion von hohen Eisen Konzentrationen,
bei einem geringen Risiko von unerwiinschten Wirkungen.5”:58 Labile Eisenpraparate
hingegen, wie der Eisen(lll)natrium-Gluconat-Komplex, weisen nur eine schwache
Bindung des Eisens auf. Die Infusion dieser Praparate fihrt zu einer schnelleren
Sattigung des Transferrins und somit zu einem hoheren Anteil an NTBI mit
entsprechenden Nebenwirkungen.>¢ Die Applikation von labilen i.v. Eisenpraparaten
darf somit nur langsam und in kleinen Einzeldosen erfolgen.® Des Weiteren ist die
Ausscheidung je nach Komplex unterschiedlich. Robuste Komplexe mit einem hohen
Molekulargewicht haben eine langere Eliminationshalbwertszeit als labile Komplexe
mit einem niedrigen Molekulargewicht.5®

Potentiell kdonnen alle Eisenpréaparate lebensbedrohliche Nebenwirkungen, wie

Hypersensitivitatsreaktionen, auslésen. Sie treten jedoch nur sehr selten auf.5°
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Vor allem Dextran-haltige Préaparate konnen zu seltenen, aber schwerwiegenden

anaphylaktischen

Reaktionen

fihren.32660  Mdogliche,

haufig

auftretende

Nebenwirkungen einer i.v. Eisengabe sind Kopfschmerzen, Schwindel, Hypertonie,
Ubelkeit und Reaktionen an der Injektionsstelle (Tabelle 3).

Tabelle 3. Unerwiinschte Arzneimittelwirkungen von Eisencarboxymaltose (Ferinject®)

Svstemoraanklasse Haufig Gelegentlich Selten
y 9 (2 1/100, < 1/10) (2 1/1.000, < 1/100) (2 1/10.000, < 1/1.000)
Erkrankungen des Uberempfindlichkeit Anaphyl'akt0|de
Immunsystems Reaktionen
Stoffwechselstérung Hypophosphat-
amie
Erkrankungen des Kopfschmerzen, Paristhesie. Dvsgeusie Verlust des
Nervensystems Schwindel » DYsg Bewusstseins
Psychiatrische
Erkrankungen Angst
Herzerkrankungen Tachykardie
. Flush, . Phlebitis, Synkope,
Gefallerkrankungen Hypertonie Hypotonie Prasynkope
Erkrankungen der
Atemwege Dyspnoe Bronchspasmen
Erbrechen, Dyspepsie,
Erkra_mkun_gen des Ubelkeit Abdominalschmerz, Obstipation, Flatulenz
Gastrointestinal Trakts .
Diarrhoe
Pruritus, Urtikaria, Erythem, Angiotdem, Blasse,
Erkrankungen der Haut Ausschlag? Gesichtsédem

Skelettmuskulatur-,
Bindegewebs- und
Knochenerkrankungen

Myalgie, Riickenschmerzen,
Arthralgie, Schmerz in einer
Extremitat, Muskelspasmen

Allgemeine
Erkrankungen und
Beschwerden am
Verabreichungsort

Reaktionen an
der Injektions-/
Infusionsstelle®

Fieber, Mudigkeit, Schmerzen
im Brustkorb, peripheres Odem,
Schuttelfrost

Unwohlsein,
grippeédhnliche
Erkrankungen

Untersuchungen

Abfall Serumphosphatspiegel;
Anstieg Alaninaminotransferase,
Aspartataminotransferase,
Gammaglutamyltransferase,
Lactatdehydrogenase und
alkalischen Phosphatase

aBeinhaltet die folgenden Begriffe: Ausschlag und erythematdser, generalisierter, makuléser, makulopapuldser,
juckender Ausschlag; PBeinhaltet die folgenden Begriffe: Schmerzen, Hamatom, Verfarbung, Extravasation,
Irritation, Reaktionen an der Injektions-/Infusionsstelle und Parésthesie an der Injektions-bzw. Infusionsstelle

(modifiziert nach Vifor®4)
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Bei Patienten, die mit FCM behandelt wurden, konnten zudem gelegentlich
Hypophosphatamien beobachtet werden.® Diese werden tber den fibroblast growth
factor 23 vermittelt, ein Phosphat-regulierendes Peptidhormon, welches von den
Osteozyten gebildet wird.®! Die Schwere der Hypophosphatamie korreliert dabei mit
der applizierten FCM Dosis.®! Klinische Konsequenzen sind jedoch sehr selten, jedoch
kénnen Patienten mit einer Hypophosphatamie vermehrt unter Fatigue leiden.? Eine
Hypophosphatamie tritt bei der Gabe von anderen Eisenpraparaten wie der Eisen(lll)-
Derisomaltose seltener auf als mit FCM.%%62 Eisen(lll)-Derisomaltose fiihrt jedoch im
Vergleich zu FCM haufiger zu Hypersensitivitatsreaktionen.®?

Eine intraventse Eisensubstitution ist vor allem bei Unvertraglichkeit einer oralen
Eisentherapie oder schweren Formen der Anamien indiziert. Der intravendse

Eisenbedarf lasst sich nach der Ganzoni Formel®® wie folgt berechnen:

Eisenbedarf (mg) = [Soll-Hb (g/dl) — Patienten-Hb (g/dl)] x Kdrpergewicht (kg) x 2,4

+ Speichereisen (mg)

Im Vergleich zu einer oralen Eisentherapie weist eine i.v. Eisentherapie viele Vorteile
auf. Zum einen ist die Compliance bei einer i.v. Eisentherapie im Vergleich zur oralen
Eisengabe erhoht. Da zumeist nur eine Infusion notwendig und die Nebenwirkungsrate
geringer ist, kommt es bei einer Behandlung mit iv. Eisen seltener zu
Therapieabbriichen als bei einer oralen Behandlung.®%¢” Zum anderem ist mit einer i.v.
Eisentherapie ein schnellerer und héherer Hb Anstieg zu erreichen als mit einer oralen
Eisentherapie.58.66-68

Trotz dieser Vorteile ist bei einer Eisenmangelanamie nach Leitlinie die

Standardtherapie eine orale Eisengabe.*
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2.6. Ziel der vorgelegten Arbeit

Hochmolekulare i.v. Eisenpraparate stellen eine effektive Therapiemdglichkeit fur

anamische Patienten dar. Trotzdem wird ihr Einsatz aufgrund von maoglichen

Hypersensitivitatsreaktionen und unklaren Langzeitrisiken erst bei schweren Formen

der Anamie empfohlen. Ein Einsatz von i.v. Eisenpréaparaten konnte jedoch nicht nur

bei schweren Formen einer Anamie, sondern auch bei einer Tumoranamie und einer

praoperativen Anamie einen grol3en Benefit flr diese Patientengruppen haben. Daher

war das uUbergeordnete Ziel der vorgelegten Arbeit, die Sicherheit einer i.v. Eisengabe

in in vitro und in vivo Studie zu untersuchen.

1)

2.

3)

Zum einen wurde die Sicherheit einer i.v. Eisengabe bei Tumorerkrankungen
eruiert. Eisen spielt eine wichtige Rolle bei der Tumorentstehung und Progression.
Ob eine Gabe von hochmolekularen Eisenpraparten, wie FCM, im gleichen
Ausmald wie freies Eisen das Tumorwachstum beeinflussen kann, ist jedoch zum
aktuellen Zeitpunkt unklar. Mit Hilfe von in vitro Zellversuchen wurde untersucht,
wie sich Tumorzellen nach einer Stimulation mit freiem und komplexgebundenen
Eisen in Bezug auf die Hepcidin Expression und das Tumorwachstum verhalten.
Zudem wurde anhand von in vitro Versuchen das Potenzial von Eisenkomplexen
untersucht, schadliche ROS zu genieren.

In einem zweiten Versuch wurden Nierenzellkarzinomproben von Patienten, die
aufgrund einer Anamie entweder mit einer i.v. Eisengabe behandelt wurden oder
unbehandelt waren, untersucht. Durch Genexpressionsanalysen wurde der
Einfluss einer i.v. Eisengabe auf die Genexpression des Tumors analysiert.

Des Weiteren wurde die Langzeitsicherheit einer i.v. Eisengabe unter normalen
Bedingungen in der Klinikroutine untersucht, um Ubertragbare Ergebnisse fiir den
Alltag zu erheben. Telefoninterviews ermdglichten eine Nachbeobachtung der
Patienten Uber ein Jahr. So wurden madgliche Langzeitnebenwirkungen und der

Effekt einer i.v. Eisengabe auf die Mortalitat analysiert.
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3. Material und Methoden

3.1. Material

Tabelle 4. Verwendete Reagenzien, Enzyme und Kits

Material

Firma

Ammoniumeisen(lIl)-citrat

Sigma-Aldrich (Minchen, Deutschland)

Antiinfektivalosung (Antibiotic Antimycotic
Solution)

Sigma-Aldrich (Minchen, Deutschland)

1-Brom-3-chloropropane

Sigma-Aldrich (Minchen, Deutschland)

CellTiter 96® AQueous One Solution Cell

Proliferation Assay

Promega (Mannheim, Deutschland)

Diethylpyrocarbonat

Sigma-Aldrich (Minchen, Deutschland)

Deoxynucleotide Solution Mix

New England Biolabs (Ipswich, USA)

Dulbecco’s modified Eagle’s Medium

Sigma-Aldrich (Minchen, Deutschland)

Dulbecco’s Phosphate Buffered Saline

Sigma-Aldrich (Minchen, Deutschland)

Ethanol

SAV Liquid Production GmbH (Flintsbach am

Inn, Deutschland)

Ferinject® (Eisen(lll)carboxymaltose)

Vifor (Minchen, Deutschland)

fetales Kélberserum (Fetal Bovine Serum)

Capricorn scientific (Ebsdorfergrund,
Deutschland)

Interleukin-6

R&D Systems (Minneapolis, USA)

Isopropanol

Roth (Karlsruhe, Deutschland

iTag™ Universal SYBR® Green Supermix

Bio-Rad (Minchen, Deutschland)

L-Glutamin

Sigma-Aldrich (Minchen, Deutschland)

Minimum Essential Medium

Sigma-Aldrich (Minchen, Deutschland)

M-MLV Reverse Transkriptase

Sigma-Aldrich (Minchen, Deutschland)

M-MLV Reverse Transkriptase Puffer

Sigma-Aldrich (Miinchen, Deutschland)
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Natrium Chlorid 0,9%

B. Braun Melsungen AG (Melsungen,
Deutschland)

Random Nonamers

Sigma-Aldrich (Minchen, Deutschland)

RNase Inhibitor

New England Biolabs (Ipswich, USA)

RPMI-1640 Medium

Sigma-Aldrich (Minchen, Deutschland)

TRI Reagent®

Sigma-Aldrich (Minchen, Deutschland)

Tabelle 5. Primersequenzen

gPCR Primer Sequenz

Firma

Hepcidin forward 5 -CTGACCAGTGGCTCTGTTTTC-3

Sigma-Aldrich (Miinchen,
Deutschland)

Hepcidin reverse 5-GAAGTGGGTGTCTCGCCTC-3

Sigma-Aldrich (Miinchen,
Deutschland)

S18 forward 5'-CGGCTACCACTCCAAGGAA-3

Sigma-Aldrich (Miinchen,
Deutschland)

S18 reverse 5'-GCTGGAATTACCGCGGCT-3'

Sigma-Aldrich (Miinchen,
Deutschland)

Tabelle 6. Instrumente

Instrument

Firma

CFX Connect™ Real Time System

Bio-Rad (Munchen, Deutschland)

ELx808™ Absorptions-Reader

BioTek (Bad Friedrichshall, Deutschland).

EVOS® fl Fluoreszenzmikroskop

Life Technologies Corporation (Waltham,
USA)

NanoDrop™ ND-1000 UV-Vis
Spektrophotometer

Thermo (Scientific, Darmstadt, Deutschland)

Philips Monitor Mp2°®

Philips GmbH (Hamburg, Deutschland)

Thermocycler

Eppendorf (Hamburg, Deutschland)
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3.2. In vitro Zellversuche

3.2.1 Zellkultur

Fur die in-vitro Zellkulturversuche wurde die humane Leberzellkarzinom Zelllinie
HepG2, die humane Lungenkarzinom Zelllinie A549 und die humane Blasenkarzinom
Zelllinie UM-UC-3 unter Standardbedingung bei 5% Kohlenstoffdioxid und 37°C
kultiviert.

Als Medium wurde fur die HepG2 Zellen RPMI-1640 Medium (Sigma-Aldrich,
Munchen, Deutschland), fur die A549 Zellen Dulbecco’s modified Eagle’s Medium
(Sigma-Aldrich, Munchen, Deutschland) und fur die UM-UC-3 Zellen Minimum
Essential Medium (Sigma-Aldrich, Minchen, Deutschland) benutzt. Alle Medien
enthielten als Zusatz 10% fetales Kalberserum (Fetal Bovine Serum, FBS, Capricorn
scientific, Ebsdorfergrund, Deutschland), 1% L-Glutamin (Sigma-Aldrich, Munchen,
Deutschland) und 1% Antiinfektivalésung (Antibiotic Antimycotic Solution, Sigma-
Aldrich, Minchen, Deutschland).

Die Zellen wurden in einer 6-Well Platte mit einer Dichte von 9,6 * 10° Zellen pro Well,
bzw. in einer 96-Well Platte mit einer Dichte von 10 Zellen pro Well ausgesat. Nach
24 Stunden Inkubation wurden die Zellen in ihrem jeweiligen Medium mit 0,1% FBS fur
24 Stunden ausgehungert. Die anschliel3ende Stimulation der Zellen mit der jeweiligen
Testsubstanz betrug 90 Minuten, bei 5% Kohlenstoffdioxid und 37°C. Anschlie3end
wurden die Zellen zweimal mit Pufferldsung (Dulbecco’s Phosphate Buffered Saline,
PBS, Sigma-Aldrich, Munchen, Deutschland) gewaschen und entsprechend des

jeweiligen Experimentes weiter behandelt.

3.2.2 Analyse der Hepcidin Expression mittels gPCR

Um die Hepcidinexpression verschiedener Tumorzelllinien nach einer Stimulation mit
Eisen zu untersuchen, wurden die Zelllinien HepG2 und A549 mit zwei verschiedenen
Eisenverbindungen behandelt. Hierfir wurde zum einen der Eisenkomplex FCM
(Ferinject®, Vifor, Miinchen, Deutschland), und zum anderen freies Eisen, in Form von
Ammoniumeisen(lll)-citrat (FAC, Sigma-Aldrich, Minchen, Deutschland) benutzt.
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HepG2 Zellen wurde mit FCM und FAC in den Konzentrationen 26 pM, 260 pum und
180 mM, bezogen auf das in der Verbindung enthaltene Eisen, behandelt. A549 Zellen
wurden mit FCM und FAC in einer Konzentration von 180 mM Eisen behandelt. Als
Positivkontrolle wurden beide Zelllinien mit 100 ng/ml Interleukin-6 (Recombinant
Human IL-6 Protein, IL-6, R&D Systems, Minneapolis, USA) stimuliert. PBS diente als
Negativkontrolle.

Die anschlieRende RNA-Isolation erfolgte mit Hilfe von je 500 pl TRI Reagent® (Sigma-
Aldrich, Minchen, Deutschland) pro Well. Nach dem Abschaben der Zellen und dem
Uberfiihren in einen Eppendorf Tube, wurde je 200 pl 1-Brom-3-chlorpropan (Sigma-
Aldrich, Munchen, Deutschland) hinzugegeben und kraftig geschittelt. Nach 3 Minuten
Inkubation bei Raumtemperatur und Zentrifugation (13000 rpm, 4°C) wurde der
Uberstand in ein Eppendorf Tube Uberfihrt. AnschlieRend wurde je 500 pl Isopropanol
(Roth, Karlsruhe, Deutschland) hinzugegeben, 10 Minuten bei Raumtemperatur
inkubiert und anschlieBend abermals zentrifugiert (13.000 rpm, 4°C). Der Uberstand
wurde verworfen, das entstandene Pellet mit 70% Ethanol (SAV Liquid Production
GmbH, Flintsbach am Inn, Deutschland) gewaschen und in Diethylpyrocarbonat
(Sigma-Aldrich, Minchen, Deutschland) enthaltenem Wasser (50 pl) resuspendiert.
Die RNA wurde bei -80°C gelagert.

Die Qualitat und die Quantitat der RNA wurde mit Hilfe eines NanoDrop™ ND-1000
UV-Vis Spektrophotometers (Thermo Scientific, Darmstadt, Deutschland) gemessen.
Die Absorption wurde bei 260 nm (RNA) und 280 nm (Proteine) vermessen. Fir die
cDNA-Synthese wurde 1 pg RNA mit 1 pl (10 mM) dNTP Mischung (Deoxynucleotide
Solution Mix, New England Biolabs, Ipswich, USA) und 1 pl (50 pM) Random
Nonamers (Sigma-Aldrich, Minchen, Deutschland) versetzt und der Ansatz mit
Diethylpyrocarbonat-Wasser auf 10 ul aufgefillt. Nach 10 Minuten Inkubation bei 70°C
und anschlieBender, direkter Lagerung auf Eis wurde 1 pl (200 units/ul) M-MLV
Reverse Transkriptase (Sigma-Aldrich, Minchen, Deutschland), sowie 0,5 ul
(40 units/pl) RNAse Inhibitor (New England Biolabs, Ipswich, USA), 2 pl 10 x M-MLV
Reverse Transkriptase Puffer (Sigma-Aldrich, Minchen, Deutschland) und 6,5 pl

Diethylpyrocarbonat-Wasser hinzugegeben.
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Das Gemisch wurde anschlieBend im Thermocycler (Eppendorf, Hamburg,
Deutschland) zunéchst fur 10 Minuten bei 21°C, danach fir 60 Minuten bei 37°C und
abschlieRend fir 10 Minuten bei 90°C inkubiert.

Um die relative Hepcidinexpression zu quantifizieren, wurde als letzter Schritt eine
guantitative Polymerasekettenreaktion (QPCR) durchgefihrt.

Fur die Analyse der Probe wurde 10 pl iTag™ Universal SYBR® Green Supermix (Bio-
Rad, Minchen, Deutschland) mit 2,5 ul 1:3 verdinnter cDNA, sowie 6,7 pl
Diethylpyrocarbonat-Wasser und je 0,4 pl der entsprechenden Primer vermischt. Als
Referenzgen wurde das ribosomale Protein S18 analysiert. Es wurden Primer mit
folgenden Sequenzen benutzt: humanes Hepcidin forward 5-CTGACCAGTG
GCTCTGTTTTC-3', humanes Hepcidin reverse 5-GAAGTGGGTGTCTCGCCTC-3';
S18 forward 5-CGGCTACCACTCCAAGGAA-3', S18 reverse 5-GCTGGAATT
ACCGCGGCT-3.%°

Die anschlieBende gPCR wurde mit Hilfe des CFX Connect™ Real Time System (Bio-
Rad, Munchen, Deutschland) durchgefiihrt. Bei dem verwendeten Programm erfolgte
zunéachst eine Inkubation fir 3 Minuten bei 95°C. Anschliel3end wurden die folgenden
Schritte vierzigmal wiederholt: 15 Sekunden bei 95°C, 30 Sekunden bei 60°C,
30 Sekunden bei 72°C und anschlieRende Messung der Probe. AbschlieBend wurde
die Platte fur 30 Sekunden bei 95°C inkubiert und eine Schmelzkurvenbestimmung
durchgefuhrt, indem die Platte von 65°C schrittweise, alle 5 Sekunden um 0,5°C bis
95°C erwarmt wurde.

Mit Hilfe der CFX Manager™ Software (Bio-Rad, Muinchen, Deutschland) wurden die
Ct-Werte (Schwellenwert-Zyklus) bestimmt. Der Ct-Wert spiegelt den Wert wider, bei
dem die Fluoreszenz erstmals exponentiell das Hintergrundsignal tGbersteigt und stellt
den Wendepunkt der Kurve dar. Er dient somit der Quantifizierung. Dabei korreliert der
Ct-Wert negativ mit der relativen Expression des eingesetzten Gens. Die Auswertung
der Veranderung der Genexpression erfolgte mit Hilfe der 2-2ACT Methode nach Pfaffl®

mittels Excel® (Microsoft).
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3.2.3 Zellproliferation

Um die Zellproliferation der Ziellinien nach einer Behandlung mit verschiedenen
Eisenverbindungen zu analysieren, wurde eine Untersuchung der Zellviabilitat
durchgefiihrt. Hierfur wurde ein kolorimetrisches Verfahren mit Hilfe des CellTiter 96®
AQueous One Solution Cell Proliferation Assay (Promega, Mannheim, Deutschland)
benutzt. Dieser Assay enthalt 3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-5-(3-carboxymethoxy-
phenyl)-2-(4-sulfophenyl)-2H-tetrazolium (MTS) und Phenazin Ethosulfat. Die bei dem
Wachstum von Zellen entstehenden Produkte, wie NADPH, reduzieren die MTS-
Tetrazoliumverbindung zu einem gefarbten Formazan Produkt, welches im
Zellkulturmedium I@slich ist. Das Formazan kann bei einer Absorption von 490 nm
detektiert werden, wobei die gemessene Menge Fluoreszenzintensitat direkt
proportional zur Anzahl der lebenden Zellen ist.

Fur den Versuch wurden HepG2, A549 und UM-UC-3 Zellen in einer 96-Well Platte
ausgesat und kultiviert.

Um die Zellproliferation bei verschiedenen Eisenkonzentrationen zu analysieren,
wurde eine Konzentrationsreihe von FCM und FAC, mit einer Anfangskonzentration
von 0,026 mM Eisen und einer Endkonzentration von 260 mM Eisen, bei einer
schrittweisen Erhohung um das 10-fache, eingesetzt.

Fur die 90 minatige Stimulation wurde das Medium heraus pipettiert und 100 ul der
entsprechenden Substanzmischung hinzugegeben. Als Negativkontrolle wurde PBS
verwendet. Anschliel3end wurden die Zellen zweimal mit PBS gewaschen und in ihrem
jeweiligen Medium fur 48 Stunden inkubiert. Danach erfolgte die Zugabe von je 20 pl
CellTiter 96® AQueous One Solution Cell Proliferation Assay und eine Inkubation von
zwei Stunden bei 5% Kohlenstoffdioxid und 37°C. Die abschlieBende Messung der
Absorption erfolgte bei 490 nm mit Hilfe des ELx808™ Absorptions-Reader (BioTek,
Bad Friedrichshall, Deutschland).
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3.2.4 Reaktive Sauerstoffspezies

Freies Eisen kann die Bildung von ROS begunstigen. Um zu untersuchen, ob dies
auch auf komplexgebundenes Eisen zutrifft, wurde die Bildung von ROS bei A549
Zellen nach einer Stimulation mit Eisen, in Form von FCM und FAC, untersucht.
Hierfur wurde 2'7'-Dichlorodihydrofluorescindiacetat (Sigma-Aldrich, Mdinchen,
Deutschland) eingesetzt und mit Modifikationen gemaR der Methode von Qiant
verwendet. 2',7'-Dichlorodihydrofluorescindiacetat wird zunachst mit Hilfe von
Esterasen hydrolysiert und in die Zellen aufgenommen. Dort kann 2'7'-
Dichlorodihydrofluorescin dann mit Hilfe von ROS zu 2,7-Dichlorfluorescein oxidiert
werden. 2,7-Dichlorfluorescein fluoresziert, wobei die zu messende Fluoreszenz-
intensitat proportional mit der Menge an ROS ansteigt.

Fur den Versuch wurden A549 Zellen in 6-Well Platten ausgesat und kultiviert. Die
Stimulation erfolgte mit FCM und FAC in einer Konzentration von jeweils 2,6 mM Eisen
und 260 mM Eisen. Als Positivkontrolle wurde 10 mM Wasserstoffperoxid’? verwendet
und die Negativkontrolle wurde mit PBS durchgefihrt.

Nach der Stimulation wurden die Zellen zweimal mit PBS gewaschen und je 500 pl
Medium mit 0,1% FBS hinzugegeben. AnschlieBend wurde 10 pM 2'.7'-
Dichlorodihydrofluorescindiacetate pro Well hinzugegeben. Nach 30 Minuten
Inkubation bei 5% Kohlenstoffdioxid und 37°C wurden die Zellen zweimal mit PBS
gewaschen und danach mit Hilfe des EVOS® fl Fluoreszenzmikroskop (Life
Technologies Corporation, Waltham, USA) in Hinblick auf ihre Fluoreszenzintensitat

untersucht.
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3.3. Humanes Tumorgewebe

Um die Auswirkung einer i.v. Eisengabe bei Tumorerkrankungen in vivo auf die
Regulation des Tumorgewebes zu untersuchen, wurden Tumorproben von Patienten
mit und ohne Eisenbehandlung mittels eines Microarrays analysiert.

Die Studie wurde von der Ethikkommission der Arztekammer Westfalen-Lippe und der
Westfalischen  Wilhlems-Universitat Muinster  (Studien-Nummer:  2014-181-f-S)
genehmigt. Eingeschlossen wurden Patienten, bei denen aufgrund eines klarzelligen
Nierenzellkarzinoms eine elektive Nephrektomie durchgefuhrt wurde. In einer
schriftlichen Einverstandniserklarung gemaf der Erklarung von Helsinki, die von allen
eingeschlossenen Patienten vor Beginn der Untersuchungen unterschrieben wurde,
stimmten die Patienten der Entnahme und der Untersuchung von Tumorgewebe zu.
Die eingeschlossenen Patienten wurden vor der Operation in der Anasthesie/ PBM
Sprechstunde behandelt. Dort erfolgte gegebenenfalls, nach Erhebung der Diagnose
Eisenmangelanamie und dem Ausschluss von Kontraindikationen, eine einmalige FCM
Infusion von 500 mg Eisen (detaillierter Ablauf s. 3.4.1 Anasthesie/ PBM
Sprechstunde, S. 31). Die Tumorproben der Patienten wurden wahrend der Operation
vom behandelnden Chirurgen entnommen und auf Trockeneis ins Labor transportiert.
Die Lagerung der Tumorproben erfolgte bei -80°C.

Die RNA Isolation und die Analyse der Genexpression mittels Microarray wurde von
der Core Facility Genomik der Medizinischen Fakultat der Westfalischen Wilhelms-
Universitat Minster durchgefuhrt. Die Prozessierung der Gewebeproben erfolgte mit
einem GeneChip™ Human Transcriptome Array 2.0 der Firma ThermoFisher
Scientific. Die Auswertung wurde mit Hilfe der Affymetrix® Transcriptome Analysis

Console 4.0 (ThermoFisher Scientific) durchgefthrt.
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3.4. Patientenbefragungen

Die Studie Uber die Implementierung einer Anasthesie/ PBM Sprechstunde wurde bei
clinicaltrial.gov unter NCT01820949 ,Sicherheit und Wirksamkeit eines Patient Blood
Management (PBM) Programms bei chirurgischen Patienten" von Prof. K.
Zacharowski am 29.03.2013 registriert. Das Ethikkommission der Arztekammer
Westfalen-Lippe und die Westfalische Wilhelms-Universitdt wurden vor der
retrospektiven Datenauswertung im Universitatsklinikum Muinster (Studien-Nummer:
2013-217-b-S) konsultiert. Alle eingeschlossenen Patienten unterschrieben vor Beginn
der Befragung und des Erhaltens von FCM eine schriftliche Einverstandniserklarung
gemal der Erklarung von Helsinki, in der die Teilnahme an der Studie, die Gabe von

FCM und die Teilnahme an einer Telefonbefragung zugestimmt wurde.

3.4.1 Anasthesie/ PBM Sprechstunde

In der Anasthesie/ PBM Sprechstunde wurden elektive Patienten behandelt, bei denen
innerhalb von 1 bis 28 Tagen eine der in der Tabelle 7 gelisteten Operationen
durchgefuihrt werden sollte. Bei diesen Operationen lag im Universitatsklinikum
Minster im Jahr 2013 das Risiko eine Bluttransfusion zu erhalten bei Gber 10%.72

Der behandelnde Chirurg nahm nach der Indikationsstellung zwei Blutproben vom
Patienten ab und ein kleines Blutbild sowie eine Anamie-Diagnostik wurden
durchgefuihrt. Bei anamischen Patienten wurden zusatzlich Serum-Eisen, Ferritin,
Transferrin und TSAT bestimmt. AnschlieRend stellte sich der Patient in der
Anasthesie/ PBM Sprechstunde vor. Hier erfolgte zunachst eine anésthesiologische
Aufklarung Uber die anstehende Operation, sowie die Untersuchung auf Anamie durch

einen Anasthesisten.”374
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___________________________________________________________________________________________________________________________________________|
Tabelle 7. Operationen am UKM, bei denen im Jahr 2013 eine
Transfusionswahrscheinlichkeit von tber 10% vorlag

Klinik Operation
Klinik far Allgemein- und Viszeralchirurgie Elektive Operation an:
+ Magen
« Diunndarm
+ Kolon
* Rektum
+ Pankreas
Klinik far Urologie » Zystektomie mit Conduit und/ oder
Neoblase
Klinik far Mund-, Kiefer- und + grof3e Tumor Operationen mit
Gesichtschirurgie Lappenplastik

Klinik far Allgemeine Orthopéadie und
Tumororthopédie

Huft/ Knie totalendoprothesen Revision
Tumorendoprothetik

Becken- und Weichteilsarkome
Wirbelsaulen Operation

elektive Herzklappen Operation
elektive Bypass Operation

+ elektive Aneurysma Operation

Klinik fir Herzchirurgie

Klinik fr Unfallchirurgie » Endoprothetik

» Revisionsendoprothetik
Klinik fir Neurochirurgie » Spondylodesen
Klinik far Hals-, Nasen- und + grol3e Tumoreingriffe mit Lappenplastik
Ohrenheilkunde
Klinik fur Vaskuldre und Endovaskulare » elektive, offene Aortenchirurgie
Chirurgie

Klinik fir Frauenheilkunde und Geburtshilfe » elektive Laparotomien

» elektive Laparoskopien, bei denen der
Operateur ein Risiko von tber 30% sieht,
dass die Operation zu einer Laparotomie
konvertiert

Patienten, die einen Hamoglobinwert von unter 9 g/dl aufwiesen und/ oder ein Wert
des kleinen Blutbildes pathologisch verandert war, wurden zur Abklarung der Anamie
an die Medizinische Klinikk A (Hamatologie, Hamostaseologie, Onkologie und
Pneumologie, Universitatsklinikum Mdunster) verwiesen. Patienten mit einen
Hamoglobinwert von 9 g/dl bis 13 g/dl (Manner) bzw. 12 g/dl (Frauen), sowie einem
Ferritin Spiegel von unter 200 pg/l und einer TSAT von unter 20% wurden, bei

Abwesenheit von Kontraindikationen, mit i.v. Eisen behandelt (Abbildung 4).
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Patienten: 1-28 Tage vor einem elektiven Eingriff mit einer Transfusionswahrscheinlichkeit von >10%

==

Hb = 9g/dl,
Eisenmangelanémie

Alle der folgenden Kriterien

treffen zu:

+ Ferritin = 200ug/

» Transferrinsattigung < 20%

» Keine Infektionen

+ Keine weiteren
Kontraindikationen

| IV Eisengabe |

T~

Anamie
Ménner Hb < 13g/dI
Frauen Hb < 12g/dI

| Hb = 9g/dI

Eine oder mehrere der
folgenden Kriterien treffen zu:
+ Ferritin > 200ug/|

+ Transferrinsattigung = 20%
* Infektion

+ Weitere Kontraindikationen

| Keine IV Eisengabe

keine Andmie
Manner Hb = 13g/dI
Frauen Hb = 12g/dl

\

Hb < 9g/dI +

Zellzahlverdnderung

Anamie Abklarung in der
Medizinischen Klinik A

Abbildung 4. Ablauf der Anésthesie/ PBM Sprechstunde
Alle in der Studie eingeschlossenen Patienten wurden anhand ihrer Hb Werte in andmische
und nicht anamische Patienten eingeteilt. Nur anamische Patienten mit einen Hb Wert = 9 g/dl
wurden mit i.v. Eisen behandelt, wenn sie zusatzlich einen Ferritin Spiegel von < 200 ug/l, eine
TSAT von < 20%, keine Infektionen und keine weiteren Kontraindikationen aufwiesen.

Ausgenommen von einer i.v. Eisen Behandlung waren Patienten bei denen eine

absolute Kontraindikation vorlag (Tabelle 8).

Bei

Vorliegen einer

relativen

Kontraindikation erfolgte eine individuelle Abwagung einer i.v. Eisen Behandlung.

Tabelle 8. Absolute und relative Kontraindikationen fir eine i.v. Eisengabe in der
Anasthesie/ PBM Sprechstunde

Absolute Kontraindikationen

Relative Kontraindikation

HIV Infektion, Malaria, enterohamorrhagische Escherichia
coli, Sepsis, Hepatitis B und C, hepatozellularer Tumor,
Lebermetastasen, Porphyria cutanea tarda, chronische/

terminale Niereninsuffizienz, Status asthmaticus/

Bronchospasmus, Kinder (<18 Jahre), Schwangerschaft,
Stillzeit, keine gleichzeitige orale oder i.v. Eisengabe,

Allergie auf Eisen

Arthritis

Asthma bronchiale, Ekzeme
oder andere atopische Allergien
in der Vorgeschichte,
systemisches Lupus
erythematodes, Rheumatoide
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Die i.v. Eisen Behandlung erfolgte mit 500 mg FCM (Ferinject®, Vifor Pharma,
Minchen, Deutschland) in 100 ml Natriumchlorid 0,9% (B. Braun Melsungen AG,
Deutschland). Die Infusionszeit betrug ca. 15 Minuten. Sieben Patienten wurde
aufgrund einer TSAT von unter 3% mit 1000 mg FCM behandelt. Wahrend der
Behandlung wurden die Patienten mit Hilfe eines Elektrokardiogramms tberwacht und
der Blutdruck und die Sauerstoffsattigung mit Hilfe des Philips Monitor Mp2®
kontrolliert.

Des Weiteren wurde mit Hilfe der elektronischen Patientenakte das Alter des
Patienten, Geschlecht, Datum der Operation und ggf. Zeitpunkt des Todes erfasst.
Vom Medizincontrolling (Geschaftsbereich Medizinisches Management,
Universitatsklinikum Munster) wurde zudem Hb Wert, Transferrin, Ferritin, Serum-
Eisen, TSAT, Retikulozytenproduktionsindex (RPI), C-reaktives Protein (CRP),
Leukozyten, Erythrozyten, Hamatokrit (Hkt), MCV, mittleres korpuskulares Hamoglobin
(MCH), mittlere korpuskulare Hamoglobinkonzentration (MCHC), Thrombozyten, sowie
Operationen- und Prozedurenschlissel (OPS) der durchgeflihrten Operationen
bereitgestellt. Zusatzlich wurden vom Medizincontrolling infektionsrelevante

international classification of disease (ICD)-Codes (Tabelle 9) zur Verfiigung gestellt.

Tabelle 9. Infektions-relevante ICD-Codes (ICD 10 GM, Version 2016)

AO00-A09, A15-A28, A30-A53, A55-A71, A74-A89, A92-A99, B00-B09, B15-B83, B85-B89,
B95- B99, G0O0-GO8, G97.1, G97.88, G97.9, H62.0, H62.1, H62.2, 100, 101, 102.0, 102.9, 105.1,
106, 109, 130.1, 132.0, 132.1, 133.0, 140.0, 141.0, 141.1, 141.2, 143.0, 152.0, 168.1, JO0-JO6, JO9-
J17,J18.0, J18.1, J18.8, J18.9, J20.0-J20.9, J22, J36, J39.0, J39.1, J40, J41.0, J41.1, J41.8,
J44.0, J44.1, J85, J86, K12.2, K12.3, K65.0, K67.0, K67.1, K67.8, K77.0, K81.0, K83.0,
K85.80, K85.81, K85.90, K85.91, L0O0-L04, LO5.0, LO8, MO0, M01.0- MO1.6, M0O1.8, M03.0-
M03.2, M03.6, M13.0, M13.1, M13.8, M13.9, M49.0- M49.3, M63.0-M63.2, M65.0, M65.1,
M68.0, M73.0, M73.1, M86, M90.0-M90.2, N08.0, N10, N15.1, N15.9, N16.0, N30, N33,
N34.0, N35.1, N37.0, N39.0, N41, N45.0, N45.9, N49.0, N49.1, N51.0-N51.2, N51.8, N70-
N72, N73.0, N73.2, N73.3, N73.5, N73.9, N74, N76, N77.0, N77.1, U69.00, U80-U83
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3.4.2 Telefoninterview

Das Telefoninterview wurde 30 Tage, 90 Tage, und 1 Jahr (jeweils £ 5 Tage) nach
dem Besuch des Patienten in der Anasthesie/ PBM Sprechstunde durchgefihrt
(Abbildung 5).

PBM Sprechstunde 30 Tage 90 Tage 1 Jahr
FCM Gabe, wenn Erfassun 1\;3}”;; nissen 2. Anruf 3. Anruf
indiziert 9 9 Erfassung von Ereignissen Erfassung von Ereignissen

und Nebenwirkungen

Abbildung 5. Studiendesign

Der Patient wurde 30 Tage, 90 Tage und ein Jahr nach seinem Besuch in der Anasthesie/
PBM Sprechstunde bezuglich eingetretener Ereignisse befragt. Nach 30 Tagen wurden
zusatzlich mogliche Nebenwirkungen abgefragt.

Befand sich der Patient zum betreffend Zeitpunkt im Universitatsklinikum Mdinster,
wurde ein personliches Gesprach durchgefuhrt. Das Gesprach wurde direkt mit dem
Patienten oder mit einem Angehdrigen, der die entsprechenden Informationen
wiedergeben konnte, gefihrt.

Bei dem Telefoninterview wurden die Patienten nach mdglichen Ereignissen in Bezug
auf ihre Gesundheit befragt. Beim ersten Telefoninterview nach 30 Tagen wurden
zusatzlich mogliche Nebenwirkungen, sowie die aktuelle Medikation erfragt
(Tabelle 10).

W

Tabelle 10. Nebenwirkungen und Ereignisse, die beim Telefoninterview abgefragt
wurden

Nebenwirkungen (ja/nein) Ereignisse (ja/nein)

Pruritus, Urtikaria, Erytheme, Odeme, Blasse, Herzinsuffizienz, Myokardinfarkt,
Ubelkeit, Erbrechen, Abdominalschmerzen, Schlaganfall, Pneumonie,
Obstipation, Diarrhoe, Flatulenz, Dyspepsie, Nierenversagen, Infektionen, Sepsis,
Dyspnoe, Kopfschmerzen, Schwindel, Parésthesien, | Fieber

Dysgeusie
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Die in dieser Studie ausgewerteten Patienten wurden zudem in einer retrospektiven
Studie uber die Effektivitat der Anasthesie/ PBM Sprechstunde eingeschlossenen. Die
Ergebnisse dieser Studie, sowie die hier vorgestellten Ergebnisse der
Telefonbefragung sind zur Publikation eingereicht. Das Patientenkollektiv der in dieser
Arbeit vorgestellten Auswertung der Telefonbefragung stellt ein Subgruppenkollektiv
der Gesamtkohorte der Studie dar. Auferdem werden die Veranderungen der Hb
Werte der Patienten, sowie die Transfusionsereignisse in der Promotionsarbeit von
Andreas Bickmann, Klinik fir Anasthesiologie, operative Intensivmedizin und

Schmerztherapie, analysiert.
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3.5. Statistische Analysen

Die Daten wurden mit Hilfe von GraphPad Prism 6®, Microsoft® Excel 2010 und
Affymetrix® Transcriptome Analysis Console 4.0 (Thermo ThermoFisher Scientific)
analysiert.

Die Ergebnisse der in vitro Zellversuche sind als Mittelwert und Standardabweichung
dargestellt. Die Analyse erfolgte mit dem Kruskal-Wallis Test und dem Mann-Whitney-
U Test mit einem zweiseitigen p-Wert.

Die Patientencharakteristika sind als Median und dem Interquartilsabstand (IQR)
dargestellt. Die Analyse erfolgte mit dem Mann-Whitney-U Test mit einem zweiseitigen
p-Wert.

Die Auswertung der differentiellen Genexpressionsanalyse erfolgte mittels der
Transcriptome Analysis Console 4.0 (ThermoFisher Scientific). Nach der RMA
Normalisierung wurde die Varianzanalyse (ANOVA) mit eBayes Korrektur
durchgefiihrt. Unterschiede in der Genexpression mit einem p-Wert von kleiner 0,05
und einem fold change von gréf3er 2 oder kleiner -2 wurden als signifikant definiert.

Die Gene Ontology term enrichment Analysen wurden mit Hilfe des DAVID Functional
Annotation Tool und den exakten Fisher Test durchgefihrt.

Die Ergebnisse der Patientenbefragungen wurden ebenfalls mit dem exakten Fisher
Tests analysiert. Die Uberlebenskurven sind als Kaplan-Meier-Kurven dargestellt und

wurden mit dem log-rank Test untersucht.
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4. Ergebnisse

4.1. In vitro Zellversuche

4.1.1 Analyse der Hepcidin Expression mittels gPCR

Um zu eruieren, wie sich verschiedene Eisenprdparate auf das eisenregulierende
Peptidhormon Hepcidin auswirken, wurde die Hepcidin mRNA Expression in HepG2
Zellen und A549 Zellen nach 90 minttiger Stimulation mit FCM und FAC untersucht.
Als Positivkontrolle wurde 100 ng/ml IL-6 verwendet und als Negativkontrolle PBS.
HepG2 Zellen wurden mit FCM und FAC in den Konzentrationen 26 pM Eisen und
260 uM Eisen stimuliert. Die Stimulationen mit den beiden Eisenverbindungen fuhrten,
im Gegensatz zur Positivkontrolle IL-6, jedoch nicht zu einem Anstieg der
Hepcidinexpression (Abbildung 6A). Auch eine Erhdéhung der Konzentration auf
180 mM Eisen fuhrte nach 90 Minuten nicht zu einer erhéhten Hepcidin Expression
(Abbildung 6B).
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Abbildung 6. Hepcidin mRNA Expression von HepG2 Zellen nach einer Stimulation mit
Eisen

Mittels gPCR wurde die Hepcidin mRNA Expression von HepG2 Zellen ermittelt (N=3
Versuche, n=6 pro Kondition). A.) Die Stimulation mit 26 pM und 260 pM FCM, bzw. FAC
fuhrte nicht einem Anstieg der Hepcidin mRNA Expression. Eine IL-6 Stimulation erhohte die
Hepcidin mRNA Expression (Kruskal-Wallis test: p=0,01; *p=0,029: IL-6 vs. PBS). B.) Auch
180mM FCM, bzw. FAC bewirkte, im Gegensatz zu IL-6, keinen Anstieg der Hepcidin mRNA
Expression im Vergleich zu PBS (Kruskal-Wallis test: p=0,001; **p=0,008: IL-6 vs. PBS).
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Die Stimulation der A549 Zellen erfolgte ebenfalls mit 180 mM FCM bzw. FAC. Auch
hier zeigte sich kein signifikanter Anstieg der Hepcidinexpression im Vergleich zur
Negativkontrolle PBS. Eine Stimulation der A549 Zellen mit IL-6 bewirkte hingegen
einen signifikanten Anstieg der Hepcidin mRNA Expression im Vergleich zu PBS
(Abbildung 7).

151

L2

Hepcidin mRNA Level

PBS IL-6 FCM FAC
(180mM) (180mM)

A549 Zellen

Abbildung 7. Hepcidin mRNA Expression von A549 Zellen nach einer Stimulation mit
Eisen

Die Hepcidin mRNA Expression von A549 Zellen wurde mittels gPCR ermittelt (N=3 Versuche,
n=6 pro Kondition; Kruskal-Wallis Test: p=0,005). Nach einer Stimulation mit IL-6 war die
Hepcidin mRNA Expression im Vergleich zur Negativkontrolle PBS erhoht (**p=0,01: IL-6 vs.
PBS). Eine Stimulation mit 180 mM Eisen, in Form von FCM und FAC fuhrte nicht zu einer
Erhéhung der Hepcidin mRNA Expression im Vergleich zur PBS Kontrolle.

Des Weiteren wurden HepG2 Zellen mit FCM und FAC in den Konzentrationen
2,6 mM und 26 mM Eisen, in Kombination mit IL-6 stimuliert. Hier zeigte sich, dass
eine Stimulation mit 2,6 mM FCM und 26 mM FCM in Kombination mit IL-6, sowie
auch eine alleinige Stimulation mit IL-6, zu einer signifikanten Erh6éhung der Hepcidin

MRNA Expression im Vergleich zur Negativkontrolle PBS fiihrte.
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Die Stimulation mit 2,6 mM FAC in Kombination mit IL-6 zeigte einen Trend zu einer
hoheren Hepcidin  mRNA Expression, wo hingegen die Stimulation mit der
Kombination IL-6 plus 26 mM FAC zu keiner Veranderung der Hepcidin mRNA
Expression im Vergleich zu PBS flhrte.

Eine alleinige Stimulation mit FCM oder FAC ohne IL-6 bewirkte keinen Anstieg der
Hepcidin mRNA Expression im Vergleich zu PBS. Bei der Stimulation mit 26 mM FAC
war sogar ein Abfall der Hepcidin mRNA Expression im Vergleich zu PBS zu
beobachten.

Die Kombination aus FCM bzw. FAC und IL-6 bewirkte sowohl in der Konzentration
2,6 mM, wie auch in der Konzentration 26 mM Eisen eine hohere Hepcidin mRNA
Expression als die jeweilige alleinige Stimulation mit Eisen. Jedoch bewirkte die
Kombination aus Eisen und IL-6 keinen hoheren Anstieg der Hepcidin mRNA
Expression als die alleinige Stimulation mit IL-6. Die Kombination aus 26mM FAC und
IL-6 zeigte sogar eine signifikant niedrigere Hepcidin mRNA Expression als die
alleinige Stimulation mit IL-6. Moglicherweise wirkte sich diese hohe Konzentration
FAC alleine, wie auch in Kombination mit IL-6, hemmend bzw. toxisch auf die Zellen
aus (Abbildung 8).
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Abbildung 8. Hepcidin mRNA Expression von HepG2 Zellen nach einer Stimulation mit
IL-6 und Eisen

Mittels gPCR wurde die Hepcidin mRNA Expression von HepG2 Zellen nach einer Stimulation
mit IL-6 und FCM, bzw. FAC analysiert (N=2 Versuche, n=6 pro Kondition; Kruskal-Wallis Test:
p<0,0001). Eine erhdhte Hepcidin mRNA Expression im Vergleich zur Negativkontrolle PBS
war zu beobachten nach einer Stimulation mit IL-6 (*p=0,02: IL-6 vs. PBS) und mit der
gleichzeitigen Gabe von IL-6 und 2,6 mM FCM (**p=0,008: IL-6 + 2,6 mM FCM vs. PBS), bzw.
26 mM FCM (*p=0,02: IL-6 + 26 mM FCM vs. PBS). Eine Stimulation mit 26 mM FAC alleine
fuhrte zu einer Erniedrigung der Hepcidin mRNA Expression (**p=0,004: 26 mM FAC vs. PBS;
*p=0,02 IL-6 vs. IL-6 + 26 mM FAC). Die Kombination aus IL-6 und Eisen bewirkte eine hhere
Hepcidin mRNA Expression als eine alleinige Stimulation mit Eisen (**p=0,004: IL-6 + 2,6 mM
FCM vs. 2,6 mM FCM; **p=0,01: IL-6 + 26 mM FCM vs. 26 mM FCM; *p=0,024: IL-6 + 2,6 mM
FAC vs. 2,6 mM FAC; ***p=0,043 IL-6 + 26 mM FAC vs. 26 mM FAC).

Die Versuche zeigen, dass bei HepG2 und A549 Zellen weder Stimulationen mit
hochmolekularem Eisen, noch mit freiem Eisen, eine erhohte Hepcidin mRNA
Expression bewirkten. Auch eine Eisengabe in Kombination mit IL-6 fihrte im
Vergleich zur alleinigen IL-6 Stimulation nicht zu einer additiven Erhohung der

Hepcidin mRNA Expression.
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4.1.2 Zellproliferation

Mit Hilfe eines Zellproliferationsassays wurde die Auswirkung von Eisenverbindungen
auf die Viabilitat von Tumorzellen untersucht.

Hierfir wurden HepG2, A549 und UM-UC-3 Zellen fur 90 Minuten mit FCM und FAC
stimuliert. Um die Auswirkung verschiedener Eisenkonzentrationen auf die Zellen zu
untersuchen, wurde eine Konzentrationsreihe von 0,026 mM bis 260 mM Eisen, mit
einer schrittweisen Erhéhung um das 10-fache, verwendet. Als Kontrolle diente PBS.
Die Zellproliferation der HepG2 Zellen zeigte kleinere Schwankungen nach
Stimulationen mit verschiedenen FCM und FAC Konzentrationen. So fihrten
Stimulationen mit 2,6 mM und 26 mM FCM sowie eine Stimulation mit 26 mM FAC zu
einer leichten Erhoéhung der Zellproliferation im Vergleich zur Kontrolle mit PBS.
Verglichen zu der jeweils aquivalenten Menge FAC bzw. FCM zeigten sich jedoch
keine signifikanten Unterschiede in der Zellproliferation. Eine Ausnahme stellte hier nur
FAC in einer Konzentration von 260 mM Eisen dar. Diese Konzentration an FAC
bewirkte einen starken Abfall der Zellproliferation im Vergleich zur Kontrolle mit PBS

und zur aquivalenten Menge FCM (Abbildung 9).
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Abbildung 9. Zellproliferation von HepG2 Zellen

Mittels eines Zellproliferationsassay wurde die Zellproliferation von HepG2 Zellen nach einer
Stimulation mit FCM und FAC analysiert (N=3 Versuche, n=4 pro Kondition; Kruskal-Wallis
Test: p=0,0001). Eine Erhéhung der Zellproliferation im Vergleich zur Kontrolle konnte nach
einer Stimulation mit 2,6 mM FCM (**p=0,002: PBS vs. 2,6 mM FCM), 26 mM FCM
(**p=0,008: PBS vs. 26 mM FCM) und 26 mM FAC (**p=0,009: PBS vs. 26 mM FAC)
beobachtet werden. Eine Stimulation mit 260 mM FAC fuhrte zu einem Abfall der
Zellproliferation im Vergleich zur Kontrolle (***p=0,0007: PBS vs. 260 mM FAC) und im
Vergleich zur Stimulation mit 260 mM FCM (***p=0,0002: 260mM FAC vs. 260 mM FCM).

Bei der Stimulation von A549 Zellen mit 0,026 mM FCM und 26 mM FAC zeigte sich
ein leichter Abfall der Zellproliferation im Vergleich zur Kontrolle mit PBS, nicht jedoch
zur jeweils aquivalenten Menge an FCM bzw. FAC. Eine starke Reduktion der
Zellproliferation zeigte sich auch hier nur nach einer Stimulation der Zellen mit 260 mM
FAC. Diese Reduktion der Zellproliferation war zudem auch signifikant niedriger als die
Zellproliferation nach einer Stimulation mit 260 mM FCM (Abbildung 10).
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Abbildung 10. Zellproliferation von A549 Zellen

Die Zellproliferation von A549 Zellen nach einer Stimulation mit FCM und FAC wurde mittels
Zellproliferationsassay analysiert (N=3 Versuche, n=4 pro Kondition, Kruskal-Wallis Test:
p=0,0006). Einen Abfall der Zellproliferation im Vergleich zur Kontrolle war nach einer
Stimulation mit 0,026 mM FCM (*p=0,03: PBS vs. 0,026 mM FCM), mit 26 mM FAC (*p=0,04
PBS vs. 26 mM FAC) und mit 260 mM FAC (**p=0,001: PBS vs. 260 mM FAC; ***p=260mM
FCM vs. 260 mM FAC) zu beobachten.

UM-UC-3 Zellen zeigten nach einer Stimulation mit 2,6 mM FCM einen leichten Abfall
der Zellproliferation im Vergleich zur Kontrolle und zur dquivalenten Menge an Eisen in
Form von FAC. Jedoch zeigte eine Konzentration von 260 mM FAC einen signifikant
starkeren Abfall der Zellproliferation im Vergleich 2,6 mM FCM, sowie zur Kontrolle

und der dquivalenten Menge an FCM (Abbildung 11).
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Abbildung 11. Zellproliferation von UM-UC-3 Zellen

Die Zellproliferation von UM-UC-3 Zellen nach einer Stimulation mit FCM und FAC wurde mit
Hilfe eines Zellproliferationsassay ausgewertet (N=3 Versuche, n=4 pro Kondition; Kruskal-
Wallis Test: p=0,0001). Eine Stimulation mit 2,6 mM FCM fihrte zu einem Abfall der
Zellproliferation im Vergleich zur Kontrolle (*p=0,01: PBS vs. 2,6 mM FCM) und im Vergleich
zur Stimulation mit 2,6 mM FAC (*p=0,015: 2,6 mM FAC vs. 2,6 mM FCM). Eine Stimulation
mit 260 mM FAC fihrte zu einem Abfall der Zellproliferation im Vergleich zur Kontrolle
(***p=0,0007: PBS vs. 260 mM FAC), im Vergleich zur Stimulation mit 260 mM FCM
(***p=0,0002: 260 mM FAC vs. 260 mM FCM) und im Vergleich zur Stimulation mit 2,6 mM
FCM (***p=0,003: 2,6 mM FCM vs. 260 mM FAC).

Somit war bei allen drei Zelllinien die Zellproliferation nach eine Stimulation von
260 mM FAC im Vergleich zur Kontrolle und im Vergleich zur aquivalenten Menge an
FCM stark reduziert. Dies macht deutlich, dass freies Eisen in einer Konzentration von
260 mM proliferationshemmend fur Tumorzellen ist. Wenn die A&quivalente
Konzentration an Eisen jedoch an eine Kohlenhydrathille gebunden ist, wie es bei
FCM der Fall ist, bewirkt es keine Veranderung der Zellproliferation.

Des Weiteren fiihrte weder freies, noch gebundenes Eisen in verschiedenen

Konzentrationen zu einem stark vermehrten Wachstum der Tumorzellen.
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4.1.3 Qualitative Bestimmung reaktiver Sauerstoffspezies

Eisen kann im menschlichen Korper die Bildung von ROS férdern. Um zu analysieren,
in wie weit freies Eisen oder komplexgebundenes Eisen die Bildung von reaktiven
Sauerstoffspezies in  Tumorzellen fordert, wurden A549 Zellen mit 2',7'-
Dichlorodihydrofluoresceindiacetat behandelt. Die 90 minttige Stimulation mit freiem
Eisen bzw. komplexgebundenen Eisen erfolgte mit 2,6 mM und 260 mM FAC bzw.
FCM. Als Positivkontrolle diente Wasserstoffperoxid in einer Konzentration von 10 mM,
da eine Stimulation mit Wasserstoffperoxid eine Zunahme an ROS bewirkt.”* Die
Negativkontrolle erfolgte mit PBS, welches keine Verdnderung an ROS verursacht.
Unter dem Fluoreszenzmikroskop zeigten die A549 Zellen nach einer Stimulation mit
10 mM Wasserstoffperoxid die erwartete, starke Zunahme an Fluoreszenz. Nach einer
Stimulation mit 2,6 mM FAC trat eine leicht erhéhte Fluoreszenz auf, die bei einer
Stimulation mit 2,6 mM FCM nicht zu beobachten war. Auch bei einer Stimulation der
A549 Zellen mit 260 mM FAC war eine leicht erhdhte Fluoreszenz zu beobachten, die
bei einer Stimulation mit 260 mM FCM nicht auftrat (Abbildung 12).
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Abbildung 12. Reaktive Sauerstoffspezies nach einer Stimulation mit Eisen

Bei A549 Zellen wurden die Menge an ROS nach einer Stimulation mit FAC und FCM
analysiert. Pro Kondition werden 3 reprasentative Abbildungen von je 6 Gesamtabbildungen
pro Kondition abgebildet. Nach einer Stimulation mit 2,6 mM FCM und 260 mM FCM zeigte
sich eine geringfige Zunahme der Fluoreszenzintensitat im Vergleich zu PBS. Eine
Stimulation mit 2,6 mM FAC und 260 mM FAC zeigte im Vergleich zur Kontrolle und zu FCM
eine starkere Zunahme der Fluoreszenzintensitat.
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Diese Ergebnisse zeigen, dass komplexgebundenes Eisen in Form von FCM nicht zu
einer vermehrten Bildung von ROS fihrte. In diesen Versuchen wurde somit durch
eine FCM Stimulation der oxidative Stress in A549 Zellen nicht erhdht. Die
Abbildungen deuten darauf hin, dass jedoch freies Eisen den oxidativen Stress in

Zellen verstarkt, indem es zu einer Zunahme von ROS fihrt.

Insgesamt konnten die in vitro Zellversuche zeigen, dass in HepG2 Zellen und A549
Zellen eine Erh6hung der Hepcidin mRNA Expression weder mit FCM noch mit FAC
zu beobachten war. Die Proliferation von HepG2, A549 und UM-UC-3 Zellen wurde
durch eine FCM Stimulation, im Gegensatz zur Stimulation mit freiem Eisen nicht
wesentlich beeinflusst und fuhrte weder zu einem Absterben der Zellen, noch zu einem
stark vermehrten Wachstum der Tumorzellen. Des Weiteren forderte FCM in Zellen
nicht die Bildung von ROS und fuhrte somit, im Gegensatz zu freiem Eisen, nicht zu

vermehrtem oxidativen Stress.

4.2. Humanes Tumorgewebe

4.2.1 Patientenkollektiv

In die Auswertung der Genexpressionsanalyse wurden 10 Patienten
eingeschlossenen, die in dem Zeitraum vom 16.06.2017 bis 28.09.2017 in der
Anasthesie/ PBM  Sprechstunde vorstellig waren. Eine Ubersicht der
Patientencharakteristika ist in der Tabelle 11 abgebildet. Bei allen Patienten wurde
aufgrund eines klarzelligen Nierenzellkarzinoms eine Nephrektomie durchgefihrt. In
die Gruppe ,T1" konnten drei andmische Patientinnen eingeschlossenen werden, die
im Median 5 Tage (z+ 3,5) vor der Operation in der Anasthesie/ PBM Sprechstunde i.v.
500mg FCM erhalten hatten. In die Gruppe ,T2“ wurden drei andmische Patienten
eingeschlossenen, die aufgrund von Kontraindikationen praoperativ nicht mit i.v. Eisen
behandelt werden konnten. Des Weiteren wurden vier nicht andmische Patienten in
die Studie eingeschlossenen.
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Von drei dieser Patienten wurde sowohl Tumorgewebe (Gruppe , T3%), wie auch nicht
malignes Gewebe (Gruppe ,K“) untersucht. Vom vierten Patienten wurde nur das nicht

maligne Gewebe analysiert.

Tabelle 11.

Genexpressionsanalyse eingeschlossenen wurden

Charakteristika der Patienten, die in die Auswertung der

Gruppe T1 Gruppe T2 Gruppe T3 Gruppe K
Anzahl Patienten 3 3 3 4

(2:3) (2:1;,3:2) (915 3:2) (2:1;3:3)

Anéamie Ja Ja Nein Nein
Hb (g/dl) 10,6 £ 0,9 10,4+ 0,5 156+1,3 146+ 2,2

Eisengabe i.v. Ja Nein Nein Nein
Alter (Jahre) 71,4+ 10,1 54,0+ 9,9 54,4 +6,8 59,0 + 10,3

MalignitataP T1-3, T1-4, T1-T3, Keine
G2 G2-G4 G2-G3 Malignitat

aT: Ausdehnung des Primartumors nach der Tumour-Node-Metastasis-Classification der
Union International contre le Cancer; °G: Malignitatsgrad nach der World Health
Organization, International Society of Uropathology

Angabe von Hb Wert und Alter als Median £ IQR

Die Auswertung der Genexpression des Gewebes zeigte, dass sich die Expression
des nicht malignen Gewebes der Gruppe K deutlich von der Expression des
Tumorgewebes der Gruppe T1, T2 und T3 unterschied. Das nicht maligne Gewebe
zeigte im Vergleich zum Tumorgewebe der Gruppe T3 bei 2451 Genen eine signifikant
erhdhte und bei 1846 Genen eine signifikant erniedrigte Genexpression mit einem fold
change von uber 2, bzw. unter -2 (Abbildung 13A).

Der Vergleich der Tumorproben T1, T2 und T3 miteinander zeigte hingegen nur
mehrere hundert Gene mit veranderter Expression, die einen grol3en, signifikanten fold
change aufwiesen. Die Gruppe T1 wies 241 Gene mit einer erhdhten und 173 Gene
mit einer erniedrigten Genexpression im Vergleich zu T2 auf (Abbildung 13B). Bei dem
Vergleich T1 zu T3 konnten in der Gruppe T1 175 Gene mit einer erhéhten und 144
Gene mit einer erniedrigten Expression beobachtet werden (Abbildung 13C).
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Die Gruppe T2 wies im Vergleich zur Gruppe T3 eine signifikante
Expressionserhdhung bei 93 Genen und eine Erniedrigung der Expression von 143
Genen auf (Abbildung 13D).
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Abbildung 13. Auswertung der Genexpression

Mit Hilfe eines Volcano plots wurden die relevanten Verdanderungen in der Genexpression
dargestellt. In Grin sind signifikante (p<0,05, fold change <-2) Verminderungen der
Genexpression und in Rot signifikante Genexpressionserhéhungen (p<0,05, fold change >2)
abgebildet. A.) Vergleich des nicht malignen Gewebe der Gruppe K zum Tumorgewebe der
nicht anamischen Patienten der Gruppe T3. B.) Vergleich des Tumorgewebes T1, der
andmischen, mit FCM behandelten Patienten, zum Tumorgewebe T2, der anamischen
Patienten ohne einer FCM Gabe. C.) Vergleich des Tumorgewebes T1 zum Tumorgewebe T3.
D.) Vergleich des Tumorgewebes T2 zum Tumorgewebe T3.
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Zudem zeigte die Auswertung der Genexpression des Tumorgewebes, dass in den
Gruppen T1, T2 und T3 nur ein Gen, das Gen HILPDA, welches das Hypoxia-inducible
lipid droplet-associated protein (HILPDA) kodiert, in allen drei Gruppen unterschiedlich
stark exprimiert wurde (Abbildung 14). HILPDA ist ein Protein, welches die
Triglyceridsekretion reguliert und zu einer Erhéhung der Triglyceridspeicher in der
Leber fuhrt.”> Die Proben der mit FCM behandelten Patienten der Gruppe T1 zeigten
die hochste Expression und die Gruppe T2, der anamischen, nicht mit FCM
behandelten Patienten, die zweithdchste HILPDA Expression. Die niedrigste HILPDA
Expression war im nicht malignen Gewebe der Gruppe K zu finden. Zu der Ursache
und der Relevanz dieser Verdnderung kann zum aktuellen Zeitpunkt keine Aussage

gemacht werden.

A
TlvsT2

A

289
AB
80

BC

46

C
T2vsT3

B
TlvsT3

Abbildung 14. Verdnderungen der Genexpressionen im Tumorgewebe

Innerhalb der Tumorgruppen T1, T2 und T3 zeigten insgesamt 973 Gene signifikante (p<0.05,
fold change <-2 und >2) Veranderungen der Genexpression. Bei 46 Genen konnte eine
veranderte Genexpression bei dem Vergleich T1 gegen T2 und dem Vergleich T2 gegen T3
beobachtete werden. Bei dem Vergleich der Genexpression von T2 gegen T3 und dem
Vergleich T1 gegen T3 wiesen 46 gleiche Gene eine verdnderte Genexpression auf. 80 Gene
zeigten bei dem Vergleich T1 gegen T2 und bei dem Vergleich T1 gegen T3 eine veranderte
Genexpression. Alle drei Tumorgruppen wiesen eine unterschiedlich starke Genexpression
von HILPDA auf.
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Insgesamt wird somit deutlich, dass die Genexpressionen der nicht malignen Proben
sich klar von derjenigen der Tumorproben unterschieden. Der Unterschied zwischen

den einzelnen Tumorgruppen T1 bis T3 war hingegen gering.

4.2.2 Vergleich der Genexpression von Nierenzelltumoren zu nicht malignem
Gewebe

Um Uber- oder unterreprasentierte Gen-Klassen zu identifizieren, die eine Assoziation
mit bestimmten Krankheitsphanotypen aufweisen konnen, wurde eine Gene Ontology
term enrichment Analyse durchgefihrt.

Hier zeigte sich, dass die Tumorproben T3, der nicht andmischen Patienten, eine
veranderte Genexpression des ,Chemical carcinogenesis® Signalweges aufwiesen im
Vergleich zu den nicht malignen Proben der Gruppe K (Enrichment-Score: 3,63). Die
Gene der Uridin-5'-diphospho-Glucuronosyltransferasen UGT1Al, UGT1A3-A10,
UGT2A1 und UGT2A2, der Alkoholdehydrogenasen ADH1A, ADH1B, ADH1C, ADHS6,
der Cytochrom P450 Enzyme CYP3A4 und CYP3A7, sowie GSTM3 (codiert die
Glutathione S-transferase Mu 3) wurden im Tumorgewebe der Gruppe T3 vermindert
exprimiert. MGST1 (Microsomale Glutathion S-Transferase 1) wurde hingegen im
Tumorgewebe vermehrt exprimiert.

Uridin-5'-diphospho-Glucuronosyltransferasen und Cytochrom P450 Enzyme spielen
eine wichtige Rolle bei der Metabolisierung und anschlieBender Eliminierung von
Xenobiotika und endogener Verbindungen. Alkoholdehydrogenasen katalysieren den
Abbau von Alkoholen, sowie dessen Rickreaktion und die Glutathion S-transferase
Mu 3, wie auch die Microsomale Glutathion S-Transferase 1 konjugieren reduziertes
Glutathion an eine Vielzahl von hydrophoben Elektrophilen und tragen somit zum
Abbau dieser Stoffe bei.

Zusatzlich konnte im Tumorgewebe der Gruppe T3 eine vermehrte Genexpression von
MET (Hepatocyte growth factor receptor) und eine verminderte Genexpression von
MUC20 (Mucin-20) beobachtet werden. Beide Gene gehdren zur MET-Signalkaskade,

die invasives Wachstum fordert.”®
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Auch wurden im Tumorgewebe der Gruppe T3 im Vergleich zur Gruppe K insgesamt
12 Gene des ,Nuclear factor erythroid 2-related factor 2 (NRF2)-Signalweges vermehrt
und 18 Gene vermindert exprimiert. Der Nrf2-Signalweg spielt eine wichtige Rolle im
Redox-Stoffwechsel und der antioxidativen Abwehr. Bei vielen Tumorentitaten kann

eine Mutation des NRF2-Signalweges beobachtet werden.’’

In Bezug auf das eisenregulierende Gen HAMP, welches Hepcidin kodiert, konnte kein
Unterschied in der Genexpression zwischen dem nicht malignen Gewebe der Gruppe
K und dem Tumorgewebe der nicht andmischen Patienten der Gruppe T3 beobachtet
werden. Auch die Expression von SLC40Al (Ferroportin), TFRC (TfR1), SLC11A2
(DMT1), FTH (Ferritin heavy chain) und FTL (Ferritin light chain) war zwischen der
Gruppe K und T3 nicht signifikant unterschiedlich.

Im Tumorgewebe T3 war jedoch das Gen ACOL1 (Cytoplasmic aconitate hydratase)
vermindert und MCOLN1 (Mucolipin-1) verstarkt exprimiert. Je nach HoOhe der
zellularen Eisenspiegel fungiert die Cytoplasmic aconitate hydratase als Aconitase
oder als iron-responsive element. Bei niedrigen Eisenspiegeln reguliert es als mRNA-
bindendes Protein die Aufnahme, Sequestrierung und Verwendung von Eisen.”® Das
MCOLN1 Gen kodiert ein Mitglied der Transient-Rezeptor-Potential-Kationenkanal-

Genfamilie und ist unter anderem fiir Fe?*durchlassig.”

4.2.3 Auswirkung einer FCM Gabe auf die Genexpression von Nierenzelltumoren
Bei der Gene Ontology term enrichment Analyse der Tumorgruppen T1, T2 und T3
zeigte sich ebenfalls eine veradnderte Genexpression des ,Chemical carcinogenesis®
Signalweges bei dem Vergleich der Tumorgruppen T1 zu T2 (Enrichment-Score: 3,40)
und dem Vergleich T1 zu T3 (Enrichment-Score: 3,95). Die Tumorproben T1, der
anamischen, mit FCM behandelten Patienten, zeigten im Vergleich zu T2 und T3 eine
verminderte Expression der Gene der Uridin-5'-diphospho-Glucuronosyltransferasen
UGT1A1, UGT1A3-A10 und im Vergleich zu T2, den anamischen und nicht mit FCM
behandelten Patienten, zusatzliche eine verminderte Genexpression von GSTM1.
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Der Vergleich der Tumorgruppen beztglich eisenregulierender Gene zeigte, dass das
Tumorgewebe von Patienten mit einer Eisengabe keine verdnderte Genexpression
von HAMP im Vergleich zu den Tumorgruppen T2 und T3 aufwies. Die Expression von
SLC40A1, TFRC, SLC11A2, FTH und FTL war zwischen der Tumorgruppen T1, T2
und T3 ebenfalls vergleichbar.

Das Tumorgewebe der anamischen, mit FCM behandelten Patienten der Tumorgruppe
T1 zeigte im Gegensatz zur Tumorgruppe T2 und T3 jedoch eine Erhdhung von
BMPER (BMP-binding endothelial regulator protein). Das BMP-binding endothelial
regulator protein interagiert mit dem bone morphogenetic protein Rezeptor und kann

so die Hepcidin Synthese inhibieren.

Ferner wurden die Gene EML1 (Echinoderm microtubule associated protein like 1),
SLC18A2 (Solute carrier family 18 vesicular monoamine member 2), ACACA (Acetyl-
Coenzyme A Carboxylase alpha) und CDH13 (Cadherin 13) untersucht, da die
Expression dieser Gene durch ROS verandert werden kann.8 Das Tumorgewebe der
anamischen Patienten mit einer Eisengabe der Gruppe T1 zeigte keine Veranderung

dieser Gene im Vergleich zu den Tumorproben der Gruppe T2 und T3.

AuRerdem wurde die Genexpression von CDKN2A (Cyclin-abhéngiger Kinase Inhibitor
2A) und CDKNZ2B (Cyclin-abhangiger Kinase Inhibitor 2A), sowie die MET Expression
der Tumorgruppe T1 mit den Tumorgruppen T2 und T3 verglichen, da Nierentumore,
die bei Ratten als Folge einer Injektion eines Eisen-Nitrilotriacetatkomplexes
entstanden waren, eine Deletion von Cdkn2A, 2B und eine Amplifikation von Met
aufwiesen.®! Bei dem Vergleich der Expression dieser Gene konnte kein signifikanter

Unterschied zwischen den drei Gruppen T1, T2 und T3 festgestellt werden.

In den Tumorproben der Gruppe T1 konnte jedoch eine vermehrte Genexpression von
PTGS2 (Prostaglandin G/H Synthase 2) und VEGFA (vaskularer endothelialer
Wachstumsfaktor A) im Vergleich zur Gruppe T2 und T3 beobachtet werden.
Prostaglandin  G/H Synthasen konnen in einer Vielzahl von Geweben durch
verschiedene Stimuli, wie Zytokine, induziert werden. Sie Uberfihren die

Arachidonséaure in cyclische Endoperoxide.
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VEGFA spielt in der Angiogenese eine zentrale Rolle. Bei Sauerstoffmangel kommt es
zu einer Aktivierung von VEGFA Uber den hypoxia inducible factor 1A (HIF1A). Einen
Unterschied in der HIF1A Genexpression, welches den hypoxia inducible factor 1A

kodiert, konnte jedoch nicht zwischen den Gruppen T1, T2 und T3 beobachtet werden.

Des Weiteren wurde die Expression von CA9 und MKI67 analysiert, zwei
prognostische Marker, deren Erhéhung (MKI67) bzw. Erniedrigung (CA9) mit einem
kirzen Uberleben korrelieren.82 Es konnte kein signifikanter Unterschied in der
Expression dieser Gene zwischen den drei Gruppen T1, T2 und T3 festgestellt

werden.

Insgesamt zeigen die Ergebnisse, dass wichtige eisenregulierende Gene, wie HAMP
und TFRC, in Nierenzellkarzinomen keine veranderte Genexpression im Vergleich zu
gesundem Gewebe aufwiesen. Auch eine zusétzliche i.v. Eisengabe fuhrte nicht zu
einer Expressionsanderung dieser Gene. Ebenso beeinflusste eine i.v. Eisengabe
auch nicht die Expression von ausgewahlten Genen, deren Expression durch ROS
verandert werden kann. Die Expression der Gene CA9 und MKI67, deren Erhéhung,
bzw. Erniedrigung mit einem verringerten Uberleben assoziiert sind, wurde durch eine
i.v. Eisengabe ebenfalls nicht beeinflusst. Aus der Genexpressionsanalyse ergibt sich
somit kein Hinweis auf ein zusatzliches Risiko der i.v. Eisengabe bei andmischen

Patienten mit einem klarzelligen Nierenzellkarzinom.

55



Ergebnisse

4.3. Patientenbefragungen

4.3.1 Patientenkollektiv

Patienten, die in der Anasthesie/PBM Sprechstunde beziglich einer préaoperativen
Eisenmangelanamie und —therapie vorstellig wurden, willigten ein, 30, 90 und 356
Tage nach der Vorstellung in der Sprechstunde telefonisch interviewt zu werden. Das
Telefoninterview wurde vom 01.11.2014 bis zum 30.11.2016 durchgefiihrt. Von
insgesamt 1020 Patienten mussten 42 Patienten ausgeschlossen werden. Von diesen
Patienten konnten 19 aufgrund einer falschen Telefonnummer nicht kontaktiert
werden, 10 Patienten entschlossenen sich im Verlauf der Studie gegen die Teilnahme
an einer Telefonbefragung, drei Patienten wurden doppelt in die Studie
eingeschlossenen und sieben Patienten konnten aufgrund unzureichender Deutsch-
oder Englischkenntnisse, bzw. aufgrund einer fortgeschrittenen Demenz, nicht befragt
werden. Drei weitere Patienten erhielten bei relativem Eisenmangel eine i.v.
Eisengabe und wiesen somit einen Hb Wert von Uber 13 g/dl (M&anner), bzw. Utber
12 g/dl (Frauen) auf. Somit konnten 978 Patienten in diese Auswertung

eingeschlossen werden (Abbildung 15).

n=1020 n=19 falsche Telefonnummer ‘

n=3 doppelt ‘

n=10 Befragung abgelehnt ‘

n=42 ausgeschlossen -
n=3 Sprachbarriere ‘

n=4 dement ‘

n=978

. n=3 keine Andmie, aber FCM Gabe ‘
in der Auswertung

Abbildung 15. Eingeschlossene Patienten
Auflistung der aus- und eingeschlossenen Patienten der Telefonbefragung.

Eine Anamie wiesen 256 (26,7%) der 978 Patienten auf und ca. die Halfte (124) der

anamischen Patienten erhielten eine i.v. Eisengabe.
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Die am héaufigsten bei den Patienten durchgefiihrten Eingriffe waren Operationen am
Herzen (n=576), gefolgt von Operationen am Verdauungstrakt (n=81) und Operationen
an Lunge und Bronchus (n=56). Bei 86 Patienten musste die geplante Operation

abgesagt werden (Abbildung 16).

Operationen am Herzen 58,9%

Operationen am Verdauungstrakt 8,3%

Operationen an Lunge und Bronchus 5,7%

Operationen an den Bewegungsorganen 3,8%
Operationen am hamatopoetischen und Lymphgefalsystem 3,7%
Operationen an den Blutgefélen 3,5%

Operationen am Nervensystem 2,3%

Operationen an den Harnorganen 1,4%

Operationen an Pharynx, Larynx und Trachea 1,2%
Operationen an Mundhohle und Gesicht 1,1%

Operationen an den weiblichen Geschlechtsorganen 1,1%
Operationen an den mannlichen Geschlechtsorganen 0,2%
Operation abgesagt 8,8%

Gesamt n=978
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Abbildung 16. Operationen

In der Anéasthesie/ PBM Sprechstunde wurden Patienten behandelt, bei denen eine Operation
mit einer Transfusionswahrscheinlichkeit von lUber 10% (im Jahr 2013) geplant war. Die
Auflistung bezieht sich nur auf die Patienten, die in die Auswertung der Telefonbefragung
eingeschlossen wurden.

Eine Ubersicht der Patientencharakteristika gibt die Tabelle 12. Ein Drittel (326) der
eingeschlossenen Patienten war weiblich. Von den 89 anamischen Patientinnen
konnten 53 Patientinnen mit FCM behandelt werden. Das Alter der Frauen war in allen
Gruppen nicht signifikant unterschiedlich. Der Hb Wert der weiblichen Patientinnen war
erwartungsgemalR in der nicht anamischen Gruppe signifikant hoéher als in der
anamischen Gruppen mit und ohne i.v. Eisengabe. Von den insgesamt 652
mannlichen Patienten wiesen 167 Patienten eine Anamie auf. Eine i.v. Eisengabe
erhielten 71 der ménnlichen Patienten. Die nicht andmischen wiesen im Vergleich zu
den anamischen Mannern ein geringeres Alter auf. Zudem wiesen die andmischen
Manner, die mit FCM behandelt wurden, im Gegensatz zu den unbehandelten,

anamischen Méannern, geringere Hb Werte auf.
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Tabelle 12. Charakteristika der Patienten, die in die Auswertung der Telefonbefragung

eingeschlossenen wurden

Frauen
Parameter Keine Andmie | Anamie, kein FCM | Anamie + FCM
Anzahl Patienten 237 36 53
Alter [Jahre] 66 + 22 68 + 18 66 + 29
Hamoglobin [g/dl] (13 — 16.9) 13,5+ 1,4*t 10,8+ 1,5 10,8 +1,7
Transferrin [mg/dl] (200 - 360) 258 + 53 231+ 791 290+ 91
Ferritin [ug/l] (22 — 322) 68 +1207 177 + 284t 23 +44
Serumeisen [ug/dIl] (80 — 150) 80 + 297 44 + 57 39+ 37
TSAT? [%] (16 — 45) 22 + 111 15+ 12t 11 +10
RPIP [%] (2— 3) 0,9+0,5 1,4+05 0,9+0,5
CRP*¢ [mg/dI] (<0.5) 1,1+1,1* 1,8+3,1 20+2.2
Leukozyten [1x103/ul] (3.91 —10.9) 71+28 7,4+55 6,5+2,9
Erythrozyten [1x108/ul] (4.4 — 5.6) 4,6 + 0,6*T 3,8+0,6" 4,1+0,6
Hktd [%] (40 — 49.4) 40,5 + 3,8*t 33,1+4,2 33,8+4,7
MCVe[fl] (81.8 — 95.5) 88,3 +5,4]1 86,1 + 10,17 84,0 +8,3
MCH' [pg] (27 — 32.3) 29,6 + 2,1+t 28,1 + 3,21 27,0+4,5
MCHCS? [g/dl] (32.4 — 35) 33,4 +1,3*t 32,2+1,21 315+1,8
Thrombozyten [1x103/ul] (166—308) 254 + 941 256 + 180 291 + 112

Manner
Parameter Keine Andmie | Anamie, kein FCM | Anamie + FCM
Anzahl Patienten 485 96 71
Alter [Jahre] 66 + 17+t 74 + 13 72+ 14
Hamoglobin [g/dl] (13 — 16.9) 14,6 + 1,5*T 11,9+ 2,21 10,9+1,7
Transferrin [mg/dl] (200 - 360) 249 + 59*1 236 + 265" 275+ 81
Ferritin [ug/l] (22 — 322) 139 + 181*1 271 + 298t 50 + 86
Serumeisen [ug/dl] (80 — 150) 79 + 39+t 69 + 497 45 + 33
TSAT? [%] (16 — 45) 23 + 131 22 + 131 12+9
RPIP [%] (2— 3) 0,7+0,2 0,5+0,3 0,7+0,2
CRP*¢ [mg/dI] (<0.5) 1,0 +£1,2*t 2,2+3,7 20+14
Leukozyten [1x103/pl] (3.91 — 10.9) 7527 7,1+23 7,332
Erythrozyten [1x108/ul] (4.4 — 5.6) 4,9 + 0,5*1 3,9+0.7 41+20
Hktd [%] (40 — 49.4) 43,2 + 4,2+t 35,8+5,3 345+5,1
MCVe[fl] (81.8 — 95.5) 59,6 + 5,61 89,7 + 7,31 86,9+7,9
MCH' [pg] (27 — 32.3) 30,3 £ 2,2*t 29,2 + 4,71 28,1 +4,0
MCHCS? [g/dl] (32.4 — 35) 33,9 +1,2*t 32,8+ 1,57 319+21
Thrombozyten [1x103/ul] (166—308) 216 + 777 218 + 1141 260 + 122
aTransferrinsattigung, PRetikulozytenproduktionsindex, °C-reaktives Protein, 9Hamatokrit,

emittleres korpuskulare Volumen, 'mittleres korpuskulares Hamoglobin, 9mittlere korpuskulare

Hamoglobinkonzentration;

*p<0,05 verglichen zu anamischen Frauen/Manner ohne i.v. Eisen, Tp<0.05 verglichen zu
anamischen Frauen/Manner mit i.v. Eisen Behandlung
Angaben als Median * IQR, (Normwerte)
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Das Verhéltnis von Frauen zu Mannern war in der Gruppe der Patienten ohne Anadmie
und in der Gruppe der Patienten mit Andmie, aber ohne FCM ca. 1:2, bzw. 1:2,7 und
somit nicht signifikant unterschiedlich. Die Gruppe der anamischen Patienten mit einer
i.v. Eisenbehandlung wies jedoch im Verhéltnis zu den beiden anderen Gruppen,
signifikant mehr Frauen auf, da hier das Verhéltnis Frauen zu Mannern bei 1:1,3 lag
(Abbildung 17). Dieser Unterschied erklart sich durch die herzchirurgischen und
gynakologischen Patienten. Von den anamischen, herzchirurgischen Patientinnen
konnten 61% (17 Patientinnen) mit i.v. Eisen behandelt werden. Bei den anamischen,
herzchirurgischen, ménnlichen Patienten wurden hingegen nur 33% (31 Patienten) mit
i.v. Eisen behandelt. Hinzu kommen die gynékologischen Patientinnen, von denen

79% (15 Patientinnen) eine i.v. Eisengabe bekamen.
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Anamie kein FCM + FCM

Abbildung 17. Anteil an eingeschlossenen Frauen und Mannern in die Auswertung
Telefonbefragung

In die andmische Gruppe mit FCM Behandlung wurden mehr Frauen eingeschlossen im
Verhaltnis zu der andmischen Gruppe ohne FCM Behandlung (*p=0,0124: Anamie, kein FCM
vs. Andmie + FCM) und der Gruppe ohne Anamie (*p=0,0402: keine Anamie vs. Anamie +
FCM).

Insgesamt konnten 90% der Befragungen erfolgreich durchgefihrt werden. Beim

ersten Anruf nach 30 Tagen konnten mit 84% die wenigsten Patienten erreicht werden.
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Beim zweiten Anruf nach 90 Tagen waren es 92% der Patienten und beim dritten
Anruf nach einem Jahr konnte mit 97% der Patienten die Telefonbefragung
durchgefiihrt werden. Der Anteil der Patienten, die telefonisch nicht erreicht werden
konnte, war bei allen drei Anrufen nicht signifikant unterschiedlich zwischen den drei

Gruppen (Abbildung 18).

Bl keine Anamie
Anamie, kein FCM
B Anamie+ FCM
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1. Anruf 2. Anruf 3. Anruf

Abbildung 18. Anzahl der telefonisch nicht zu erreichenden Patienten
Insgesamt konnten 90% der Anrufe erfolgreich durchgefiihrt werden.

4.3.2 Nebenwirkungen und Ereignisse
Zur Erfassung von moglichen Nebenwirkungen und Ereignissen wurden die Patienten

zu drei verschiedenen Zeitpunkten telefonisch kontaktiert und befragt.

Erster Anruf

Beim ersten Anruf nach 30 (x 5) Tagen wurden 978 Patienten angerufen. 158
Patienten konnten telefonisch nicht erreicht werden und 19 Patienten waren bereits
zum Zeitpunkt des Anrufes verstorben. Somit konnten beim ersten Anruf 801 Patienten
in die Analyse eingeschlossen werden. 205 dieser Patienten wiesen eine Andmie auf,

von denen 102 Patienten mit FCM behandelt werden konnten (Abbildung 19).
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| n=978 beim 1. Anruf

n=158 nicht erreicht ‘

‘ n=177 ausgeschlossen

n=19 verstorben |

| n=801 in der Auswertung 1. Anruf

n=596 n=103 n=102
Keine Andmie Andmie, kein FCM Anamie + FCM

Abbildung 19. Eingeschlossene Patienten beim ersten Anruf

Beim ersten Anruf wurden die Patienten bezuglich verschiedener Nebenwirkungen, die
innerhalb der letzten 30 Tage aufgetreten sein mussten, interviewt. Zum einen wurden
die Patienten nach auRRerlichen Verénderungen, wie Pruritus, Urtikaria, Erytheme,
Odeme oder Blasse, befragt. Hierbei zeigte sich zwischen den drei Gruppen kein
Unterschied in der Haufigkeit der entsprechenden Nebenwirkungen. Des Weiteren
wurden die Patienten nach Magen-Darm-Beschwerden, wie Ubelkeit, Erbrechen,
Abdominalschmerzen, Obstipation, Diarrhd oder Flatulenz, befragt. Auch hier zeigten
sich zwischen den drei Gruppen keine Unterschiede in der Haufigkeit dieser
Nebenwirkungen. Bei der Frage nach aufgetreten Dyspepsien oder Dyspnoe
Beschwerden innerhalb der letzten 30 Tagen zeigte sich, dass andmische Patienten
ohne i.v. Eisengabe und nicht andmische Patienten signifikant haufiger unter
Dyspepsien und Dyspnoe litten als anédmische Patienten mit einer i.v.
Eisenbehandlung. In Bezug auf Kopfschmerzen, Schwindel oder Dysgeusien war
wiederum kein Unterschied zwischen den drei Gruppen festzustellen. Auf die Frage
nach aufgetretenen Parésthesien berichteten signifikant haufiger nicht anadmische
Patienten von einer Gefihlsstérung als anamische Patienten mit und ohne i.v.
Eisenbehandlung. (Abbildung 20).
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Abbildung 20. Nebenwirkungen innerhalb der ersten 30 Tage

Anamische Patienten mit einer i.v. Eisenbehandlung wiesen seltener Dyspepsien auf als
anamischen Patienten, ohne i.v. Eisengabe (**p=0,005: Anamie, kein FCM vs. Anamie + FCM)
und nicht andmische Patienten (*p=0,01: keine Andmie vs. Anamie + FCM) und litten seltener
unter eine Dyspnoe als anamische Patienten, ohne i.v. Eisengabe (**p=0,005: Anamie, kein
FCM vs. Andmie + FCM) und nicht anamische Patienten (**p=0,003: keine Anédmie vs. Anamie
+ FCM). Patienten ohne eine Anamie litten haufiger unter Pardsthesien als anamische
Patienten mit einer i.v. Eisengabe (*p=0,02: keine Andmie vs. Anamie + FCM) und ohne eine
i.v. Eisengabe (*p=0,02: keine Anamie vs. Andmie, kein FCM).

Um einen Einfluss der verschiedenen Operationen auf die Haufigkeit der abgefragten
Nebenwirkungen auszuschlie3en, wurden zwei Subgruppen-Analysen durchgefihrt.
Zum einen wurde fir eine Subgruppen-Analyse der Nebenwirkungen ,Ubelkeit*,
~Erbrechen“ und ,Abdominalschmerzen“ nur Patienten eingeschlossen, bei denen eine
transversale oder longitudinale Laparotomie durchgefuhrt wurde (OPS Code 05-42 bis
05-54, 05-60, 05-65, 05-68). Wie auch im Gesamtkollektiv zeigte sich bei der
Auswertung dieser Subgruppe kein Unterschied in der H&aufigkeit der aufgetreten
Nebenwirkungen Ubelkeit, Erbrechen oder Abdominalschmerzen zwischen den nicht
anamischen Patienten und den andmischen Patienten mit i.v. Eisengabe und ohne i.v.
Eisengabe (Abbildung 21A).

Bei der zweiten Subgruppen-Analyse der Nebenwirkung Dyspnoe wurden nur
Patienten eingeschlossenen, bei denen eine Operation an Lunge, Bronchus oder
Herzen durchgefihrt wurde (OPS Code 05-32 bis 05-37).
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Auch hier zeigte sich, wie im Gesamtkollektiv, dass anamische Patienten mit einer i.v.
Eisengabe signifikant weniger haufig an Dyspnoe litten, als andmische Patienten ohne

i.v. Eisengabe und nicht anamische Patienten (Abbildung 21B).
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Abbildung 21. Subgruppen Analyse der Nebenwirkungen

Untersuchung des Einflusses der durchgefiihrten Operationen auf die Nebenwirkungen A.)
Alle Patienten, bei denen eine transversale oder longitudinale Laparotomie (OPS Code 05-42
bis 05-54, 05-60, 05-65, 05-68) durchgefiihrt wurde, wurden in Bezug auf Ubelkeit, Erbrechen
und Abdominalschmerzen analysiert. Es konnte kein Unterschied zwischen den drei Gruppen
festgestellt werden. B.) Alle Patienten, bei denen eine Operation an Lunge, Bronchus oder
Herzen (OPS Code 05-32 bis 05-37) durchgefuhrt wurde, wurden in Bezug auf Dyspnoe
analysiert. Andmische Patienten mit einer i.v. Eisengabe litten weniger haufig an Dyspnoe als
anamische Patienten ohne einer i.v. Eisengabe (*p=0.013 Anamie, kein FCM vs. Anamie +
FCM) und nicht anamische Patienten (*p=0.018 keine Anamie vs Anadmie + FCM).

Des Weiteren wurden beim ersten Anruf gesundheitsbezogene Ereignisse, die
innerhalb der letzten ersten 30 Tage aufgetreten waren, erfasst. Hierbei wurde zum
einen nach einem Myokardinfarkt, einer neu aufgetretenen Herzinsuffizienz, einem
Schlaganfall oder einem Nierenversagen gefragt. Zum anderen wurden die Patienten
bezlglich einer aufgetreten Pneumonie, weiteren Infektionen, Fieber oder einer Sepsis
befragt. Es zeigte sich kein Unterschied zwischen den drei Gruppen in Bezug auf die
Haufigkeit dieser Ereignisse (Abbildung 22).
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Abbildung 22. Ereignisse nach 30 Tagen
Zwischen den drei Gruppen war kein Unterschied in der Haufigkeit der gesundheitsbezogenen
Ereignisse nach 30 Tagen festzustellen.

Zweiter Anruf

In das zweite Telefoninterview nach 90 (x 5) Tagen konnten Patienten
eingeschlossenen werden, die bis einschliel3lich 30.08.2016 in der Anasthesie/ PBM
Sprechstunde behandelt wurden. Von diesen 903 Patienten mussten 68 Patienten
ausgeschlossen werden, da sie telefonisch nicht zu erreichen waren. Zudem waren 34
Patienten bereits verstorben, so dass 801 Patienten in die Auswertung des zweiten
Anrufes eingeschlossenen werden konnten. Insgesamt 200 dieser Patienten wiesen

eine Anamie auf, von den 99 Patienten mit FCM behandelt wurden (Abbildung 23).
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Abbildung 23. Eingeschlossene Patienten beim zweiten Anruf

Auch beim zweiten Anruf ergab die Analyse der Ereignisse ,Myokardinfarkt®,

.Herzinsuffizienz“, ,Schlaganfall® oder ,Nierenversagen®

keinen

signifikanten

Unterschied zwischen den drei Gruppen. Auch die Haufigkeit der aufgetretenen

Ereignisse ,Pneumonie®, weitere ,Infektionen®, ,Fieber® oder ,Sepsis“, war zwischen

den anamischen Patienten mit und ohne i.v. Eisengabe, sowie den nicht andmischen
Patienten vergleichbar (Abbildung 24).
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Abbildung 24. Ereignisse nach 90 Tagen

Zwischen den nicht andmischen Patienten, den anamischen Patienten ohne i.v. Eisengabe
und den andmischen Patienten mit einer i.v. Eisengabe war kein Unterschied in der Haufigkeit
der gesundheitsbezogenen Ereignisse nach 90 Tagen festzustellen.

Dritter Anruf

Der dritte Anruf erfolgte nach 365 (+ 5) Tagen und schloss Patienten ein, die bis
einschliel3lich 30.11.2015 in der Anasthesie/ PBM Sprechstunde behandelt wurden.
Insgesamt konnten von 557 Patienten 477 in die Analyse eingeschlossen werden. Von
den 80 ausgeschlossenen Patienten waren 60 Patienten bereits verstorben und 14
Patienten konnten telefonisch nicht erreicht werden. Von den eingeschlossenen
Patienten waren 118 Patienten anadmisch, von denen wiederum die Halfte mit FCM
behandelt werden konnten. Die restlichen 359 Patienten wiesen keine Ané&mie auf
(Abbildung 25).
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Abbildung 25. Eingeschlossene Patienten beim dritten Anruf

Die Analyse der erhobenen, gesundheitsbezogenen Ereignisse nach einem Jahr
zeigte keinen Unterschied zwischen den anamischen Patienten mit und ohne i.v.
Eisengabe, sowie den nicht anamischen Patienten in Bezug auf die Ereignisse
~,Myokardinfarkt®, ,Herzinsuffizienz®, ,Schlaganfall“ oder ,Nierenversagen®. Auch wurde
kein Unterschied in Bezug auf die Ereiégnisse .,Pneumonie®, ,Fieber® oder ,Sepsis®
festgestellt. Jedoch wiesen signifikant mehr anamische Patienten ohne eine FCM
Gabe eine oder mehrere Infektion innerhalb des befragten Zeitraumes auf, als
anamische Patienten mit einer i.v. Eisengabe oder nicht anamische Patienten
(Abbildung 26).
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Abbildung 26. Ereignisse nach einem Jahr

Anamische Patienten ohne eine i.v. Eisengabe wiesen nach einem Jahr signifikant h&ufiger
Infektionen auf, als anamische Patienten mit i.v. Eisenbehandlung (*p=0,02: Anamie, kein
FCM vs. Anamie + FCM) und nicht anamische Patienten (*p=0,01 keine Anamie vs. Anamie,
kein FCM).

Diese Daten zeigen, dass eine praoperative i.v. Eisengabe weder kurzfristig nach 30
Tagen, noch mittelfristig nach 90 Tagen, oder langfristig nach einem Jahr zu
vermehrten gesundheitsbezogenen Ereignissen oder vermehrten Infektionen fihrte.
Zudem wurde eine FCM Behandlung von den Patienten gut vertragen und fuhrte nicht

zu einem vermehrten Auftreten von unerwiinschten Wirkungen.

4.3.3 Infektions-relevante ICD-Codes

Zusatzlich zum Telefoninterview wurden die Infektions-relevante ICD-Codes der
Patienten wahrend des Krankenhausaufenthaltes analysiert. Hierbei zeigte sich, dass
bei 57,0% der andmischen Patienten ohne eine Eisengabe ein oder mehrere

Infektions-relevante ICD-Codes diagnostiziert wurden.
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Dahingegen wiesen nur 34,6% der anamischen Patienten mit einer i.v. Eisengabe und
31,0% der nicht anamischen Patienten ein oder mehrere Infektions-relevante ICD-
Codes auf (Abbildung 27).
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Abbildung 27. Infektions-relevante ICD-Codes

Bei andmische Patienten ohne i.v. Eisenbehandlung wurden signifikant haufiger ein oder
mehrere Infektions-relevante ICD-Codes diagnostiziert als bei andmischen Patienten mit einer
i.v. Eisengabe (**p=0.0014: Anamie, kein FCM vs. Anamie + FCM) und nicht anamischen
Patienten (****p<0,0001: keine Anamie vs. Anamie, kein FCM)

Somit traten bei andmischen Patienten ohne eine Eisengabe signifikant haufiger
Infektionen auf als bei anamischen Patienten mit einer i.v. Eisengabe oder nicht
anamischen Patienten. Die Analyse der ICD-Codes bestatigte folglich das Ergebnis

der Telefonbefragung.

4.3.4 Uberleben
Um zu eruieren, ob eine Anadmie ein Pradiktor fir eine erhohte Mortalitat ist und ob
eine FCM Gabe die Mortalitdt von anamischen Patienten verbessern kann, wurde das

Uberleben der Patienten analysiert.
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Hierfur wurde mit Hilfe der elektronischen Patientenakte, sowie anhand des
Telefoninterviews die Uberlebensdaten der Patienten ermittelt und mit einer Kaplan-
Meier Kurve dargestellt.

In der retrospektiven Auswertung zeigte sich, dass anamische Patienten im Vergleich
zu nicht anamischen Patienten eine signifikant erh6hte Mortalitat aufwiesen. Bei den
anamischen Patienten zeigte sich kein Unterschied zwischen den Patienten, die mit

FCM behandelt wurden und den Patienten ohne eine i.v. Eisengabe (Abbildung 28).
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Abbildung 28. Uberlebenswahrscheinlichkeit der Patienten

Die Uberlebenswahrscheinlichkeit der Patienten wurde mittels des log-rank Tests analysiert.
Nicht anamische Patienten wiesen eine héhere Uberlebenswahrscheinlichkeit auf im Vergleich
zu anamischen Patienten ohne i.v. Eisengabe (*p=0,0471: keine Anamie vs. Anamie, kein

FCM) und anamischen Patienten mit i.v. Eisengabe (*p=0,0133: keine Anadmie vs. Andmie +
FCM).

Diese Daten zeigen, dass eine praoperative Anamie ein entscheidender Pradiktor fir
das Uberleben der Patienten darstellte. Die Behandlung einer praoperativen Anamie
ist somit sinnvoll und notwendig um das Outcome eines Patienten zu verbessern.

In der untersuchten Kohorte konnte eine einmalige Infusion von 500mg FCM jedoch

keine Verbesserung des Mortalitatsrisikos bewirken.
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5. Diskussion

Eine Tumoranamie, wie auch eine praoperative Anadmie sind ein Pradiktor fur eine
erhohte Morbiditat und Mortalitat.2? Liegt eine IDA vor, kann diese mit i.v. Eisen
behandelt werden. Aufgrund von moglichen Hypersensitivitatsreaktionen, die vor allem
bei alteren Eisenpréaparaten, wie Eisen-Dextran, auftraten, wird eine i.v. Eisengabe
jedoch nur bei schweren Formen einer IDA empfohlen.># Zudem ist die Evidenzlage,
bezlglich der Langzeitsicherheit einer i.v. Eisengabe und der Auswirkungen einer i.v.
Eisengabe auf das Wachstum von Tumoren, immer noch nicht ausreichend. Daher
wurde in dieser Arbeit mit Hilfe von in vitro und in vivo Versuchen, sowie mit Hilfe einer

Patientenbefragung, die Arzneimittelsicherheit einer i.v. Eisengabe untersucht.

5.1. In vitro Zellversuche

Die in vitro Zellversuche zeigten, dass die Hepcidin-Expression in Tumorzellen weder
durch die Gabe von freiem noch durch die Gabe von komplexgebundenen Eisen
erhoht werden konnte. Auch eine Eisengabe in Kombination mit IL-6 fiuhrte nicht zu
einer hoheren Hepcidin Expression als die alleinige IL-6 Gabe. Jedoch wirkte eine
hohe Konzentration von freiem Eisen stark proliferationshemmend und toxisch auf die
Zellen. Dieser Effekt war mit der aquivalenten Dosis FCM nicht zu beobachten. Ein
verstarktes Wachstum der Tumorzellen war weder mit freiem Eisen, noch mit FCM zu
beobachten. Freies Eisen fihrte zudem tendenziell zu einer Erh6hung des oxidativen
Stresses in Form von ROS. Komplexgebundenes Eisen in Form von FCM zeigt bei der

aquivalenten Konzentration an Eisen keine Zunahme des oxidativen Stresses.

Die in den in vitro Zellversuchen benutzen Eisenkonzentrationen variierten von
0,026 mM bis 260 mM. Die physiologische Eisenkonzentration bei einem erwachsenen
Menschen betragt nach Gabe der maximalen FCM Dosis von 1000 mg 3,6 mM, wenn
man ein Blutvolumen von etwa 5 L zu Grunde legt. Somit wurde bei den Zellversuchen
sowohl der therapeutische Bereich, wie auch eine Unter- bzw. Uberdosierung

simuliert.
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Ergebnisse aus in vitro Zellversuchen sind nur bedingt auf in vivo Modelle zu
Ubertragen. Zudem spielt die verwendete Zelllinie eine entscheidende Rolle bei in vitro
Versuchen und die Ergebnisse kénnen je nach verwendeter Zelllinie variieren. Jedoch
kbnnen in vitro Zellversuche schon erste und wichtige Hinweise flr neue

Zusammenhange liefern, die dann in vivo verifiziert werden kénnen.

Durch die Gabe von Eisen wurde eine Induktion von Hepcidin erwartet. Die hier
gezeigte fehlende in vitro Erh6hung der Hepcidin Expression durch Eisen, konnte auch
in anderen Studien nachgewiesen werden. So beschrieben Nemeth et al. eine
Erniedrigung der Hepcidin Expression in humanen Hepatozytenzellen nach einer
Stimulation mit 10 uM FAC und ein noch starkeres Absinken der Hepcidin Expression
nach einer Stimulation mit 10 mM FAC.® Im Gegensatz hierzu ist in vivo eine
Erhohung der Hepcidin Expression mit Eisen beschrieben worden. In einem Versuch
von Pigeon et al. fuhrte die Injektion von Eisen Dextran zu einer signifikanten
Erhéhung der murinen Hepcidin Expression.8 Auch Muckenthaler et al. konnten nach
einer Stimulation mit Eisen Dextran eine Erhéhung der Hepcidin-Expression in Wildtyp
Méausen sehen.?® Dies legt nahe, dass die fur den negativen Feedbackmechanismus
des Eisens notwendigen Signalwege nicht vollstandig, bzw. nicht intakt in der Zelle
einer Zellkultur vorliegen oder die zellulare Homoostase anders ablauft als in vivo.
Andere Signalwege hingegen, wie die Erhéhung der Hepcidin Expression durch eine
IL-6 Stimulation, sind auch in den Zellen der Zellkultur intakt und fihren zu einer
adaquaten Reaktion.

Die Auswirkung verschiedener Eisenkomponenten auf das Wachstum von Zellen
wurde u.a. auch von Gu et al. untersucht. Sie analysierten die Wachstumsverénderung
von multiplen Myelomzellen nach einer Eisenstimulation mit 500 mM Eisen in Form
von FAC und Eisen(lll)chlorid. Auch bei dieser Versuchsanordnung konnten nur
minimale Auswirkungen der Eisenstimulation auf das Zellwachstum beobachtet
werden. Nach der Zugabe von 50 mM des Eisenchelators Deferoxamin konnte jedoch
eine Hemmung des Zellwachstums beobachtet werden.®® Auch Saeki et al.

untersuchten die Zellproliferation von HepG2 nach der Zugabe eines Eisenchelators.
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In Ubereinstimmung mit den Ergebnissen von Gu et al. konnte gezeigt werden, dass
eine Behandlung der Zellen mit Deferasirox zu einer dosisabhangigen Inhibition des
Zellwachstums fihrte.8”

Dies konnte darauf hinweisen, dass die Zellen bereits intrazellular mit Eisen gesattigt
sind und eine zusatzliche Eisen Supplementation, im Gegensatz zu einem
Eisenchelator, keinen Einfluss auf das Zellwachstum hat.

Dass Eisen fur das Wachstum der Tumorzellen essentiell sein kann, beobachteten
Jamnongkan et al.®8 Sie untersuchten in Cholangiokarzinom Zellen die Frage, ob eine
Verminderung der TfR1 Expression der Zellen und somit eine signifikante Reduktion
des labilen Eisenpools, das Zellwachstum beeinflussen kann. Es zeigte sich, dass
Cholangiokarzinom Zellen mit einer erniedrigten TfR1 Expression eine verminderte
Zellproliferation und ein verringertes Koloniewachstum aufwiesen.®® Jeong et al.
untersuchten Pankreaskarzinom Zellen (8988T PDAC Zellen), die ebenfalls eine
verminderten Expression der Transferrin Rezeptoren (TfR1 KD Zellen) aufwiesen.®
Auch hier zeigten TfR1 KD Zellen eine geringere Proliferation und ein geringeres
Koloniewachstum als unveranderte Pankreaskarzinom Zellen. Durch Zugabe von FAC
konnte in den TfR1 KD Zellen das Speichereisen Ferritin dosisabhéngig erhdht
werden. Jedoch wurde das Zellwachstum der TfR1 KD Zellen durch die Zugabe von
FAC nicht wesentlich beeinflusst. Auch hohe FAC Dosen konnten den
Wachstumsdefekt der TfR1 KD Zellen nicht beheben.8® Somit ist nicht nur eine
bestimmte Konzentration an Eisen fur das Wachstum von Zellen von Bedeutung,
sondern auch das Vorhandensein der eisenregulierenden Proteine und ein intakter
Eisenmetabolismus.

Im Gegensatz hierzu stehen die Ergebnisse von Zhang et al. Sie untersuchten die
Auswirkungen einer FAC Stimulation auf das Zellwachstum der humanen
Brustkrebszellen 4T1. Im Gegensatz zu den in dieser Arbeit gezeigten Ergebnissen
stellten Zhang et al. eine Erh6éhung des Zellwachstums von 4T1 Zellen nach einer
Stimulation mit 32 pM FAC fest.?® Auch Lu et al. konnten zeigen, dass die Zugabe von
5 bis 25 uM Eisen, jedoch in Form von Hamoglobin, die Zellviabilitat von HepG2 Zellen
signifikant erhohen kann.®?

Es lasst sich somit festhalten, dass der Eisenmetabolismus eine Rolle beim Wachstum

von Tumorzellen spielt.
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Die Ergebnisse sind bis jetzt jedoch noch nicht eindeutig und kdénnen je nach
Tumorentitat vaiieren. Weitere Untersuchungen sind notwendig, um die Rolle

verschiedener Eisenpraparate bei dem Wachstum von Tumoren zu eruieren.

In Bezug auf die Bildung von ROS durch freies Eisen konnten auch Zhang et al., in
Ubereinstimmung mit den hier gezeigten Ergebnissen, erhohte ROS Spiegel nach
einer Stimulation mit FAC beobachten. Zhang et al. verwendeten die Brustkrebszellen
MDA-MB-231 und eine Konzentration von 32 uM FAC.?° Die Auswirkung von FCM im
Vergleich zu Eisen(lll)oxid-Saccharose auf den oxidativen Stress in HepG2 Zellen
wurde von Praschberger et al. untersucht.®? Hier zeigte sich eine dosisabhangige
Erhéhung des oxidativen Stresses mit Eisen(lll)oxid-Saccharose. Im Gegensatz zu
den in dieser Arbeit beschriebenen Ergebnissen konnte jedoch auch eine Erhéhung
des oxidativen Stresses nach einer Eisenbehandlung mit 500 uM FCM beobachtet
werden. Des Weiteren stieg der LIP sowohl nach einer Stimulation mit 600 puM
Eisen(lll)oxid-Saccharose, wie auch mit 600 pM FCM an. Mit Eisen(lll)oxid-
Saccharose war der Anstieg des LIP jedoch hoher als mit FCM. Zudem konnte in
HepG2 Zellen bereits 6 Stunden nach einer Stimulation mit 1200 uM Eisen(lll)oxid-
Saccharose ein Anstieg des Ferritins beobachtet werden. Bei einer Stimulation mit
1200 uM FCM war ein Ferritin Anstieg erst nach 24 Stunden zu beobachten.®? Dies
zeigt, dass das Eisen aus dem FCM Komplex langsamer abgegeben wird als bei
Eisen(lll)oxid-Saccharose und somit zu einem langsameren Anstieg des LIPs fuhrt.
Connor et al. verglichen FCM, Eisen(lll)oxid-Saccharose, Eisen(lll)natrium-Gluconat,
Eisen Dextran, Eisen(lll)-Derisomaltose und Ferumoxytol. Auch hier zeigten alle
Verbindungen bei einer Konzentration von 1,8 mM Eisen in HK-2 Zellen eine erhdhte
Lipidperoxidation und somit einen erhohten Spiegel an oxidativem Stress.%

In vivo konnten Toblli et al. feststellen, dass eine Behandlung mit Ferumoxytol und
niedermolekularem Eisen Dextran eine starkere Lipidperoxidation hervorruft, als eine
Behandlung mit FCM oder Eisen(lll)oxid-Saccharose. Fir diesen Versuch wurden
nicht anédmische weibliche Sprague-Dawley Ratten einmal woéchentlich far vier
Wochen mit 40 mg Eisen pro kg Korpergewicht des jeweiligen Eisenpraparates
behandelt.®*
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Bailie et al. untersuchten ebenfalls in vivo, in welchem Ausmald die verschiedenen
Eisenkomponenten FCM, Eisen(lll)oxid-Saccharose, Eisen Dextran und Ferumoxytol
oxidativen Stress verursachen. Fir den Versuch wurden mannliche Ratten einmal
wochentlich fur vier Wochen mit 1 mg Eisen pro kg Kérpergewicht behandelt.
Anschliel3end wurde die Konzentration an Nitrotyrosin und Dinitrophenyl als Marker fur
oxidativen Stress im Gewebe von Herz, Lunge, Leber und Niere untersucht. Alle
Eisenkomponenten fuhrten im Vergleich zur Kontrolle zu erhéhtem oxidativen Stress.
Eisen Dextran fuhrte jedoch zu einem hdheren Anstieg des oxidativen Stresses als die
anderen Eisenpraparate.®®

Somit spielt das Praparat eine entscheidende Rolle, in wie weit das darin enthaltene

Eisen zu einer Erh6hung des oxidativen Stresses beitragt.

Insgesamt wirkt komplexgebundenes Eisen in Form von FCM weniger toxisch auf die
Zellen und verursacht weniger oxidativen Stress als freies Eisen oder

niedermolekulare Eisenkomplexe.

5.2. Humanes Tumorgewebe

Die Ergebnisse der in vitro Versuche in der Zellkultur sollten im zweiten Teil der Arbeit
an priméaren, humanen Tumorgewebe Oberpruft werden. Hierzu wurden
Genexpressionsanalysen von Tumorgewebe durchgefuhrt. Eine i.v. Eisengabe
bewirkte zum einen keine veranderte Expression wichtiger, eisenregulierender Gene,
wie HAMP. Zum anderen zeigte das Tumorgewebe von Patienten, die eine i.v.
Eisengabe erhalten hatten, keine Veranderung der Gene EML1, SLC18A2, ACACA
und CDH13, deren Expression durch ROS veréndert werden kann. AufRerdem konnte
im Tumorgewebe der mit FCM behandelten Patienten keine Veradnderung der
Expression der Gene MKI67 und CA9, deren Erh6hung, bzw. Erniedrigung mit einem

verringerten Uberleben assoziiert sind, beobachtet werden.

75



Diskussion

Im Gegensatz zu den hier vorgestellten Ergebnissen konnten Kamai et al. eine
Veranderung des Eisenmetabolismus in Nierenzelltumoren feststellen. Bei Patienten
mit metastasierten Nierenzellkarzinomen wurde im Tumorgewebe eine niedrigere
Hepcidin mRNA Expression beobachtet als in tumorfreiem Gewebe. Jedoch wiesen
Patienten mit metastasierten Nierenzellkarzinomen hohere Serum Hepcidin-25
Konzentrationen und eine héhere Hepcidin mRNA Expression auf als Patienten ohne
Metastasen. Zudem wiesen Tumorpatienten mit einer hohen Hepcidin mRNA
Expression ein kurzeres Uberleben auf als Tumorpatienten mit einer niedrigen
Hepcidin mRNA Expression. Eine Korrelation zwischen Serum Hepcidin-25 Spiegel
und Hepcidin mRNA Expression des Tumorgewebes konnte jedoch nicht festgestellt
werden.%

Auch bei anderen Tumorentitaten konnte eine Veranderung des Eisenmetabolismus
beobachtet werden. So wurde eine Anreicherung an Eisen und eine erhdhte
Expression von Transferrin im Cholangiokarzinomgewebe gefunden, nicht jedoch in
tumorfreien Gewebe. Die Ferritin, Ferroportin und Hepcidin-Expression war hingegen
im Cholangiokarzinomgewebe erniedrigt.®® Eine hohe Expression von TfR1 war bei
Cholangiokarzinom Patienten auf3erdem mit dem Metastasen Stadium assoziiert.
Transferrin, Ferritin, Ferroportin und Hepcidin zeigten jedoch keine Korrelation mit dem
Metastasen Stadium.®® Zhang et al. konnten eine erniedrigte Ferroportin Expression
und eine erhohte intrazellulare Eisenkonzentration in Mammakarzinomgewebe
feststellen. Auch war die Serum Hepcidin Konzentration von Mammakarzinom-
patienten erhoht.®® Guo et al. stellten bei Mammakarzinompatienten fest, dass die
Ferroportin mMRNA Expression bei Patienten mit nodalen Metastasen geringer war, als
bei Patienten ohne Lymphknotenbefall. Zudem kam es bei Mausen mit einer erhéhten
Ferroportin-Expression zu einem verminderten Auftreten von Tumoren.®® Bei
Kolorektal-Tumoren konnte gezeigt werden, dass im Tumorgewebe die Hepcidin
Expression im Vergleich zum nicht malignen Gewebe stark erhoht war. Ferner war bei
Tumoren des Stadiums T3 und T4 die Hepcidin Expression signifikant hoher als bei
Tumoren des Stadiums T1 und T2.%7

Die in dieser Arbeit vorgestellte Genexpressionsanalyse konnte keinen Unterschied in
der Expression des fur Hepcidin kodierenden Gens HAMP zwischen Tumorgewebe

und nicht malignem Gewebe feststellen.
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Auch mit FCM behandelte Patienten zeigten keine veranderte Expression von HAMP.
Jedoch wiesen Patienten, die eine i.v. Eisengabe erhalten hatten, eine erhthte
Expression von BMPER auf. Da das BMP-binding endothelial regulator protein durch
eine Interaktion mit dem bone morphogenetic protein Rezeptor zu einer Erniedrigung
der Hepcidin Synthese fuhrt, kénnte eine Erhéhung der BMPER Expression durch eine
Eisengabe ein Kompensationsmechanismus darstellen, um eine Erhohung der
Hepcidin Synthese durch die i.v. Eisengabe entgegen zu wirken.

Da fur die Untersuchung des Gewebes nur 3 bzw. 4 Proben pro Gruppe analysiert
werden konnten, sind weiterfihrende Analysen mit einer grol3eren Probandenzahl

notwendig, um die Ergebnisse zu bestatigen.

In Bezug auf die Auswirkung von Eisen auf das Tumorwachstum konnten in in vivo
Versuchen anderer Investigatoren eine Erhohung des Tumorwachstum nach Zugabe
von Eisen festgestellt werden. So zeigten Xue et al., dass bei Mausen (CDX2ERT?
Apc™* Tumor Mause), die eine eisenreiche Nahrung mit 1000 mg Eisen pro kg
erhielten, die Anzahl an Tumoren und die Gr6éRe der Tumoren im Gegensatz zu
Mausen, die eine eisenarme Nahrung mit 35 mg Eisen pro kg erhielten, erhéht war.%
Auch eine wiederholte, wochentliche intramuskulare Injektion von 20 mg Eisen in Form
von Eisen-Dextran fuhrte bei Ratten nach 11 bis 16 Monaten zu einem vermehrten
Auftreten von Tumoren im Bereich der Injektionsstelle.®® Bhasin et al. untersuchten
Mause mit chemisch induzierten Gesichtstumoren. Mause, die fur 15 Tage taglich
intramuskular 1 mg Eisen in Form von Eisen Dextran erhielten, zeigten signifikant
haufiger eine maligne Umwandlung der Tumore als Mause mit einer Kochsalz
Injektion. 10

Als Hauptmechanismus fur die Kanzerogenitat von Eisen wird die Forderung der
Bildung von ROS und der daraus resultierende oxidative Stress verantwortlich
gemacht.'® In der hier vorgestellten Analyse fiihrte eine i.v. Gabe von 500 mg FCM
jedoch nicht zu einer erhOohten oder erniedrigten Expression der Gene EMLI,
SLC18A2, ACACA und CDH13, deren Expression durch ROS verdndert werden
kann.&

Ein weiterer Mechanismus, der die Kanzerogenitat von Eisen steigern koénnte, ist die
Deletion von CDKN2A/B, bzw. die Amplifikation von MET.

77



Diskussion

Akatsuka et al. untersuchten an Ratten die Genexpression von Nierenzellkarzinomen,
die sich aufgrund einer intraperitonealer Injektion von Eisen Nitrilotriacetat entwickelt
hatten. Es zeigte sich, dass alle untersuchten Tumorproben eine Deletion von
Cdkn2A/B oder eine Amplifikation von Met aufwiesen.8! Die in dieser Arbeit
untersuchten Tumorproben von Patienten, die eine therapeutische i.v. FCM Gabe
erhalten hatten, zeigten jedoch keine Verdnderungen der Genexpressionen von
CDKNZ2A/B und MET im Vergleich zu Tumorproben von Patienten ohne eine i.v.
Eisengabe.

Die Ubertragbarkeit der Ergebnisse der hier diskutierten Studien auf eine
therapeutische FCM Gabe ist somit fragwurdig. Weder die Applikationsart des Eisens,
noch die verwendete Formulierung oder die applizierte Dosis in diesen Studien
entsprechen einer therapeutischen FCM Gabe. Diese Faktoren kénnten jedoch eine
entscheidende Rolle bei der Tumorentstehung und Progression spielen. Da eine
einmalige 500 mg i.v. FCM Gabe nicht zu einer Expressionsanderung der hier
beschriebenen Gene flhrte, kdonnte dies ein Hinweis darauf sein, dass eine
therapeutische i.v. FCM Gabe in der hier verwendeten Dosis ein Tumorwachstum nicht
fordert. Der Applikationsweg mag ein weiterer Grund sein, da bei einer
intramuskularen oder intraperitonealer Injektion von Eisen Dextran oder Eisen

Nitrilotriacetat das Eisen nicht direkt an den Zielort gelangt.

Bedenklich ist jedoch die erhthte Expression von PTGS2 und VEGFA im
Tumorgewebe der mit FCM behandelten Patienten. Die Prostaglandin G/H Synthase 2
wird nicht nur vermehrt bei Entzindungen, Schmerzreaktionen und anderen
Gewebeschaden produziert, sondern auch vermehrt bei Adaptionsvorgangen in
GefaBendothelzellen gebildet.1%1192 So sind die Prostaglandin G/H Synthase 2 und
ihre Prostanoid-Produkte auch in die Proliferation von Tumorzellen involviert, indem
sie die Angiogenese und Gewebeinvasion von Tumoren, sowie die Apoptoseresistenz
fordern.19% Bei Patienten mit einem Nierenzellkarzinom konnten Tabriz et al. jedoch
keine Korrelation zwischen der Prostaglandin G/H Synthase 2 Expression des
Tumorgewebes und der TumorgroRe, Metastasierung oder dem Uberleben

feststellen.104
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Kankuri-Tammilehto et al. konnten beobachten, dass eine Prostaglandin G/H Synthase
2 Expression bei metastasierten Nierenzelltumoren mit einer besser Prognose, sowie
einer langsameren Entwicklung von Metastasen verbunden ist, im Vergleich zu
metastasierten Nierenzelltumoren ohne eine Prostaglandin G/H Synthase 2
Expression.t0>

VEGFA ist ein Wachstumsfaktor und fur die Bildung neuer Gefal3e von entscheidender
Bedeutung. Da fur das Wachstum von Tumoren eine ausreichende
Sauerstoffversorgung und somit eine adaquate Vaskularisierung essentiell ist, spielt
VEGFA in der Tumorprogression eine wichtige Rolle.1% So konnten Minardi et al.
zeigen, dass bei Patienten mit einem klarzelligen Nierentumor eine hohe VEGFA
Expression mit einem kiirzen Gesamttiberleben assoziiert war.10”

Djordjevic et al. konnten hingegen bei Patienten mit klarzelligen Nierentumoren nur
eine signifikante Korrelation zwischen VEGFA und Tumorgré3e beobachten. Jedoch
korrelierte die VEGFA Expression nicht mit dem 5-Jahres Uberleben der Patienten.108
Kim et al. konnten bei Patienten mit papillaren Nierenzelltumoren ebenfalls keine
Assoziation zwischen VEGFA Expression und Rezidiv-freiem Uberleben, sowie Krebs-
spezifischem Uberleben feststellen.109

Ein Grund fur die erhdhte VEGFA Expression im Tumorgewebe der anamischen, mit
FCM behandelten Patienten konnte unter anderem die erhéhte HILPDA Expression in
dieser Gruppe darstellen. In HelLa Zellen konnte gezeigt werden, dass eine
Uberexpression von HILPDA zu einer erhdhten Expression von VEGFA fiihrte.11° Eine
generelle Erhéhung der Expression von HILPDA in Nierenzellkarzinomen im Vergleich
zu gesundem Gewebe konnten, in Ubereinstimmung mit den in dieser Arbeit
prasentierten Ergebnissen, auch Togashi et al. finden.''! In COS7 Zellen konnte
zudem gezeigt werden, dass eine Expressionserhhung von HILPDA zu einem
vermehrten Zellwachstum fuihrte.''? Die von Togashi et al. beobachtete Aktivierung
des Wnt-Signalwegs durch HILPDA, als Ursache fir das vermehrte Wachstum, wurde
jedoch von Grimm et al. wiederlegt.!*® Grimm et al. zeigten zudem in in vitro
Versuchen, dass HILPDA ein Zielgen vom Hypoxia-inducible factor 1 darstellt und das
HILPDA durch Hypoxie und 2,2 -Dipyridyl, einem Eisenchelator und Hypoxia-inducible

factor Induktor, vermehrt exprimiert wird.1°
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Bei der hier vorgestellten Analyse konnte jedoch keine Verdnderung der
Genexpression von HIF1A beobachtet werden, dessen Protein sowohl VEGFA, wie
auch HILPDA adressiert.

Die klinische Relevanz der erhéhten VEGFA, PTGS2 und HILPDA Expressionen in
dem Tumorgewebe der mit FCM behandelten Patienten ist somit nicht abschlie3end
beurteilbar.

Im Gegensatz zur Sicherheit konnte in vielen Studien die Wirksamkeit einer i.v.
Eisengabe bei Tumorpatienten nachgewiesen werden. So zeigte eine Studie mit
Patienten, die solide Tumore oder maligne hamatologische Erkrankungen aufwiesen,
dass eine Therapie mit Eisen(lll)oxid-Saccharose zu einem vergleichbar hohen Hb
Anstieg fuhrte wie eine Therapie mit EKs. Bei beiden Behandlungen konnten zudem
keine schweren Nebenwirkungen beobachtet werden.''? Toledano et al. verglichen in
einer prospektiven Studie eine alleinige FCM Therapie mit einer kombinierten Therapie
aus FCM und ESA bei Patienten mit soliden Tumoren oder malignen hamatologischen
Erkrankungen. Sie konnten zeigen, dass eine alleinige Infusion von FCM (im Median
1000 mg) zu vergleichbar hohen Hb Werten fiihrte, wie eine kombinierte Therapie mit
FCM und ESA. Auch Patienten mit einem erhéhten CRP von Uber 49 mg/l zeigten
nach der FCM Behandlung erhohte Hb Werte. Die haufigste Nebenwirkung in dieser
Studie war die Hypophosphatamie, eine typische Nebenwirkung nach Gabe von
FCM.113 In einer Studie mit Patienten, die an einem bosartigen, lymphoproliferativen
Tumor erkrankt waren, konnte zudem gezeigt werden, dass eine Gabe von i.v.
Eisen(lll)oxid-Saccharose in Kombination mit ESA zu einem schnelleren und héheren
Hb Anstieg nach 8 Wochen flhrte, als eine alleinige Therapie mit ESA. Die allgemeine
Nebenwirkungsrate wurde zudem durch die i.v. Eisengabe nicht erhéht.114

Insgesamt ist die Evidenzlage zur Frage, ob eine therapeutische i.v. FCM Gabe das
Tumorwachstum bei Patienten mit Karzinomen erhdéhen kann, zurzeit noch nicht hoch.
Bei Patienten mit multiplen Myelomen oder Lymphomen, deren Anamie nach einer
autologen Stammzelltransplantation mit ESA und i.v. Eisen(lll)oxid-Saccharose
behandelt wurde, konnte kein Effekt der Kombinationstherapie ESA und Eisen auf die
Langzeitsicherheit, das 5-Jahres Uberleben oder den Krankheitsverlauf gesehen

werden.?0
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Gemici et al. untersuchten das Uberleben von 63 Patienten mit verschiedenen soliden
Tumoren, die eine Infusion von 100 mg Eisen(lll)oxid-Saccharose erhalten hatten.
Patienten, die nach der i.v. Eisen Infusion eine Erhdhung der Hb Werte zeigten,
wiesen ein signifikant langeres Uberleben auf, als Patienten, bei denen die i.v. Eisen
Behandlung nicht zu einer Erhéhung der Hb Werte fiihrte.!’> In wie weit diese
Ergebnisse auch auf andere Tumorentitaten, wie das Nierenzellkarzinom, und auch
auf andere Eisenpraparate, wie das FCM, zutreffen, kann zum aktuellen Zeitpunkt
nicht beantwortet werden.

Die hier vorgestellte Genexpressionsanalyse konnte zeigen, dass das Tumorgewebe
von Patienten mit einer Eisenbehandlung keine Veranderung von MKI67 und CA9
zeigten, deren Erhéhung bzw. Erniedrigung in anderen Studien mit einem kirzeren
Uberleben korrelieren.82 Die Ergebnisse der Genexpressionsanalyse zeigen somit kein
Hinweis auf ein zusétzliches Risiko der i.v. Eisengabe bei andmischen Patienten mit
einem Nierenzellkarzinom. Sie deuten darauf hin, dass eine einmalige FCM Gabe von
500 mg, in Bezug auf die hier analysierten Gene, eine sichere Therapie fir anamische

Nierenzellkarzinompatienten darstellt.

5.3. Patientenbefragungen

Patienten, die sich zum préoperativen Anamie-Screening in der Anasthesie/ PBM
Sprechstunde vorstellten, wurden mittels einer Telefonbefragung 30 und 90 Tage,
sowie ein Jahr nach der Vorstellung in der Sprechstunde zur Arzneimittelsicherheit
interviewt. Die Telefonbefragung konnte =zeigen, dass die Behandlung einer
praoperativen Andmie eine nebenwirkungsarme Therapie darstellte. Es traten weder
kurz- noch langfristig unerwiinschte, gesundheitsbezogene Ereignisse auf. Auch fihrte
eine Eisengabe nicht zu einer Erh6hung der Infektionsrate. Das Mortalitatsrisiko war
bei andmischen Patienten hoher als bei nicht andmischen. Eine FCM Gabe bewirkte

bei den andmischen Patienten keinen Unterschied des Mortalitatsrisikos.
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In die Auswertung der Patientenbefragung konnten beim ersten und zweiten Anruf mit
801 Patienten und beim dritten Anruf mit 477 Patienten jeweils ein grofes
Patientenkollektiv eingeschlossen werden. Ein Grund hierfir ist unter anderem die
sehr hohe Rucklaufquote der Patientenbefragung von insgesamt 90%, die die
durchschnittliche Rucklaufquote von Telefonbefragungen von unter 50% deutlich
Ubersteigt.116117 Bei allen drei Anrufen zeigte sich zudem kein signifikanter
Unterschied zwischen den drei Gruppen, in Bezug auf die nicht erreichten Patienten.
Eine Verzerrung der Ergebnisse durch die nicht befragten Patienten kann somit
ausgeschlossenen werden.

Die Anamiepréavalenz des Kollektivs war mit 26,7% etwas niedriger als die von Baron
et al. im Rahmen der EUSOS Studie an 39309 Patienten in 28 europaischen Landern
erhobene praoperative Anamiepravalenz von 31,1%.! Die weiblichen Patienten wiesen
zudem mit 27,3% eine hbéhere Anamiepréavalenz auf als die méannlichen Patienten
(25,6%). Aufgrund des retrospektiven Charakters der Telefonbefragung konnte keine
Randomisierung durchgefiihrt werden. Daher kann eine leichte Verzerrung der
Ergebnisse durch die Ausschlusskriterien fir eine i.v. Eisengabe nicht ausgeschlossen

werden.

Die Ergebnisse der Patientenbefragung zeigten eine gute Vertraglichkeit der i.v.
Eisengabe und eine unveranderte Mortalitatsrate. Auch Keeler et al. stellten in einer
randomisierten Studie keinen Unterschied beziglich Mortalitédt, Krankenhaus-
aufenthaltsdauer und Komplikationsrate zwischen einer i.v. FCM Gabe und einer
oralen Eisengabe fest.!18 Bernabeu-Wittel et al. untersuchten in einer multizentrischen,
randomisierten, Doppelblind-Studie bei Patienten mit Huftfrakturen den Effekt einer
praoperativen FCM Gabe mit und ohne ESA Gabe. Auch hier konnte kein Unterschied
in Bezug auf Nebenwirkungen, Verbesserung der Lebensqualitat und Mortalitatsrate
zwischen den drei Gruppen, FCM plus Placebo, FCM plus ESA und Placebo plus
Placebo, festgestellt werden.'’® In der Ironman Studie, einer verblindeten,
randomisierten, Placebo kontrollierten Studie, wurde die Effektivitdt einer i.v.
Eisengabe bei kritisch kranken Patienten untersucht. Eingeschlossen wurden 140
Patienten der Intensivstation mit einem Hb Wert von unter 10 g/dl.
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Die verwendete FCM Dosis betrug 500 mg pro Gabe, wobei Mehrfachgaben maoglich
waren, wenn der Patient weiterhin den Einschlusskriterien entsprach. Auch hier war
kein Unterschied in der Mortalitdtsrate, sowie in der Dauer des Krankenhaus-
aufenthaltes zwischen der FCM und der Placebo Gruppe festzustellen. Das
Sicherheitsprofil, welches die Anzahl an Infektionen und schwerwiegenden
Nebenwirkungen beinhaltet, war ebenfalls vergleichbar.'?° In einer multizentrischen
Studie von Meybohm et al, in der auch das Universitatsklinikum Muinster
eingeschlossenen wurde, konnte gezeigt werden, dass die Inzidenz von akutem
Nierenversagen in der PBM Kohorte signifikant erniedrigt war im Vergleich zu der
Kontrollgruppe mit Standardbehandlung. Andere Endpunkte, wie Tod, Herzinfarkt,
Lungenentziindungen oder Aufenthaltsdauer auf der Intensivstation, wurden durch die
Implementierung des PBMs jedoch nicht signifikant verandert.”®

Auch bei orthopadischen Patienten filhrte die Einfiihrung eines umfangreichen Blood
Management Protokolls nicht zu einer Erniedrigung der Komplikationsrate oder einer
Verkurzung der Krankenhausaufenthaltsdauer.'?! In der PROTECT Studie wurde als
i.v. Eisenpraparat die Eisen(lll)-Derisomaltose verwendet. Auch hier konnte kein
Unterschied in Bezug auf schwerwiegende Nebenwirkungen zwischen den Patienten
mit einer i.v. Eisen Behandlung und den Patienten der Placebo Gruppe festgestellt
werden.1??

Im Gegensatz hierzu konnten Cuenca et al. eine kirzere Krankenhausaufenthalts-
dauer, sowie eine erniedrigte 30-Tages-Mortalitat nach einer praoperativen Eisengabe
von 200 bis 300 mg Eisen(lll)oxid-Saccharose im Vergleich zur Kontrollgruppe
beobachten.*?® Roger et al. untersuchten in der prospektiven, randomisierten FIND-
CKD Studie die Vertraglichkeit von FCM im Vergleich zu oralem Eisen bei nicht-
dialysepflichtigen, chronisch niereninsuffizienten Patienten. Die Inzidenz von einer
oder mehreren unerwiinschten Ereignissen war in dieser Studie mit Gabe von oralem
Eisen doppelt so hoch im Vergleich zu der FCM Behandlung.'?*

Im Kontrast zu diesen Studien und den in dieser Arbeit erhobenen Ergebnisse zeigen
einige Studien entscheidende Nachteile einer i.v. Eisengabe. So stellten Litton et al. in
einer Metanalyse fest, dass eine i.v. Eisengabe das relative Risiko fur Infektionen
erhoht.1®
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Im Fairy trail wiesen Patienten mit einer FCM Infusion zudem signifikant mehr
Nebenwirkungen auf als die Placebo Gruppe und es konnte kein Unterschied in der
Lebensqualitéat gezeigt werden. Schwere Nebenwirkungen wurden jedoch nicht
beobachtet.68 In einer von Froessler et al. verdffentlichten, randomisierten,
kontrollierten Studie litten drei von 32 Patienten, nach einer FCM Infusion von maximal
1000 mg unter milden Nebenwirkungen, wie Kopfschmerzen, Ruckenschmerzen und
leichter Benommenheit. Eine schwerwiegende Nebenwirkung konnte jedoch auch hier
bei keinem der Patienten festgestellt werden. Zudem war die Anzahl an Infektionen,
die Mortalitdt und die Morbiditat vergleichbar zwischen der FCM und der Placebo
Gruppe.126

Viele Studien verwenden 1000 mg anstatt 500 mg FCM. Ein Vorteil der héheren Dosis
ist ein besseres Ansprechen auf die Eisentherapie. So konnte eine retrospektive
Studie mit 459 Patienten zeigen, dass Patienten, die mit einer FCM Dosis von
1000 mg behandelt wurden, signifikant haufiger einen Hb Anstieg von lber 2 g/dl
aufwiesen, als Patienten, die mit 500 mg FCM behandelt wurden, bei vergleichbarer,
guter Vertraglichkeit.*?” Aufgrund der Gefahr einer akuten Eisentiberladung, die durch
perioperativ erhaltene EKs weiter verstarkt werden kann, wurde in der Studie dieser
Arbeit jedoch in der Regel nur eine Substitution von 500 mg FCM durchgeflihrt. Zudem
konnten verschiedene Studien zeigen, dass eine Dosiserhdhung der Eisentherapie
sich negativ auf das Outcome des Patienten auswirken kann. So zeigten Hamodialyse
Patienten, die mit Eisen Gluconat, Eisen(lll)oxid-Saccharose oder Eisen Dextran in
einer Dosis von (ber 400 mg/Monat behandelt wurden, ein kiirzeres Uberleben als
Patienten, die eine Eisen Dosis von bis zu maximal 400 mg/Monat erhielten. Serum-
Ferritin Spiegel von 200 bis 1200 ng/ml und Serum-Eisen Werte von 60-120 pg/ml
waren zudem mit der niedrigsten Gesamtmortalitat, sowie dem niedrigsten
kardiovaskularem Mortalitatsrisiko assoziiert.'?8 In einer Studie von Feldmann et al.
wurde ebenfalls die Mortalitatsrate von 32566 Hamodialyse Patienten mit einer FCM
Therapie untersucht. Es zeigte sich, dass Dosen von uber 1000 mg Eisen uber

6 Monate mit einem erhdhten Mortalitatsrisiko assoziiert waren.12°
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Des Weiteren konnte Gaillard et al. in einer prospektiven, randomisierten Studie
zeigen, dass eine Behandlung mit 1000 mg FCM zu signifikant hoheren Hepcidin
Spiegeln fiuhrte als eine Behandlung mit 200 mg FCM.*3° In wie weit diese hohen
Hepcidin Spiegel einen Einfluss auf den klinischen Verlauf der Patienten haben, ist

unklar.

Die unterschiedlichen Dosisregime, sowie die Verwendung unterschiedlicher i.v.
Eisenpraparate erschweren die Vergleichbarkeit der verschiedenen Studien. Hinzu
kommen die unterschiedlichen Einschlusskriterien der Patienten. Je nach Studie wird
mehr oder weniger differenziert zwischen einer Eisenmangelanamie und einer ACD
unterschieden. Eine frihzeitige und differenzierte Anadmie Diagnostik ist jedoch
essentiell, um vor einer Eisensubstitution den sichereren Nachweis eines
Eisenmangels zu erbringen und eine mdglich ACD auszuschlieBen. Nur dann kann
eine i.v. Eisengabe eine effektive und sichere Maflinahme zur Behandlung einer
praoperativen Anamie darstellen.

Des Weiteren weisen die Studien grof3e Diskrepanzen in der Dauer der i.v.
Eisenbehandlung auf. Der mediane Zeitabstand zwischen der Anasthesie/ PBM
Sprechstunde und der Operation war in dieser Studie mit 2 Tagen sehr gering. Dies
war vor allem durch die groRe Anzahl an herzchirurgischen Patienten bedingt, die
haufig nur einen Tag vor der Operation in der Anasthesie/ PBM Sprechstunde
gesehen werden konnten. Patienten aus den udbrigen Kliniken kamen im Median 9
Tage vor der Operation in die Anasthesie/ PBM Sprechstunde. Da eine Steigerung des
Hb Wertes nicht unmittelbar nach einer i.v. Eisen Applikation eintritt, konnte flr einen
deutlicheren Effekt einer i.v. Eisengabe auf das postoperative Mortalitatsrisiko, eine
langere praoperative Zeitspanne zwischen Behandlung und Operation von Noéten sein.
Hinzu kommt in dieser Studie, dass lediglich eine einmalige Dosis von 500 mg Eisen
angewendet wurde, so dass das auch in anderen Studien berichtete erhdhte
Mortalitatsrisiko anamischer Patienten durch die einmalige i.v. Eisengabe in dieser

Studie nicht erniedrigt werden konnte.*’
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Um eine adaquatere Anamiebehandlung zu erreichen, den Hb Wert zu steigern,
weniger Bluttransfusionen zu bendtigen und somit indirekt eine Senkung des
Mortalitatsrisikos zu bewirken, kdnnte daher ein langerer Zeitabstand von der ersten
Eisengabe zur Operation und gegebenenfalls auch wiederholte Eisengaben von Vorteil

sein.

Insgesamt stellte die Therapie einer praoperativen Anamie mit i.v. Eisen eine sichere
Behandlung dar. Zwar konnte die Mortalitatsrate der anamischen Patienten durch die
einmalige FCM Gabe nicht beeinflusst werden, jedoch fuhrte eine i.v. Eisengabe nicht

zu einer erhohten Nebenwirkungsrate oder Infektionen.

5.4. Fazit

Zusammenfassend lasst sich festhalten, dass komplexgebundenes Eisen in vitro fur
Zellen weniger toxisch ist als die aquivalente Dosis an freiem Eisen und weder zu
einer starken Hemmung, noch zu einer starken Erhdéhung der Zellproliferation von
Tumorzellen fuhrt. Auch bewirkte komplexgebundenes Eisen, im Gegensatz zu freiem
Eisen in Zellen keine Erh6hung des oxidativen Stresses.

Die Analyse des humanen Tumorgewebes konnte zeigen, dass im
Nierenzellkarzinomgewebe die Expression von wichtigen, eisenregulierenden Genen,
wie HAMP im Vergleich zum nicht malignen Gewebe nicht verandert war. Auch eine
i.v. Eisengabe fuhrte nicht zu einer Expressionsverédnderung dieser Gene. Zudem
konnte im Tumorgewebe von Patienten, die eine i.v. Eisengabe erhalten hatten, keine
Erhéhung der Gene EML1, SLC18A2, ACACA und CDH13 beobachtet werden, deren
Expression durch ROS verandert werden kann. Auch konnte im Tumorgewebe der mit
FCM behandelten Patienten keine Veranderung der Expression der Gene CA9 und
MKI67 beobachtet werden, deren Erniedrigung, bzw. Erhéhung mit einem verringerten

Uberleben assoziiert sind.
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Diskussion

Fur die Behandlung einer praoperativen Anamie stellt die Gabe von 500 mg FCM eine
sichere und nebenwirkungsarme Therapie dar. Sie fuhrte nicht zu einem vermehrten
Auftreten von Nebenwirkungen und gesundheitsbezogenen Ereignissen.

Zudem war die Mortalitétsrate zwischen den anamischen Patienten, mit und ohne eine
FCM Gabe, vergleichbar.

Insgesamt stellt eine FCM Gabe somit, sowohl fir eine Tumoranamie, wie auch fur

eine praoperative Anamie, eine sichere Behandlung dar.
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