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Abkiirzungsverzeichnis

Apo-RBP4.......... Retinol-freies RBP4

ALP ..., Alkalische Phosphatase

ALT .o, Alanin-Aminotransferase

AST ..o, Aspartat-Aminotransferase

BMI.......ccceuuueeee. Body Mass Index

CKD....coovveveeen. Chronische Nierenerkrankung (engl.: chronic kidney disease)

CLD....coveeeeenn. Chronische Lebererkrankung (engl.: chronic liver disease)

CRP...ccooverriennee C-reaktives Protein

Da...cooeeeieeiennne. Dalton

ELISA.....cccoueenee Enzymgekoppelter Inmunadsorptionstest (engl.: Enzyme Linked
Immunosorbent Assay)

GA ..o, Gestationsalter (engl.: gestational age)

GGT....ccvveeeee. y-Glutamyltransferase

HCC...coovvveienne Leberzellkarzinom (engl. Hepatocellular carcinoma)

HD ..ccovveeee. Hamodialyse

Holo-RBP4......... Retinol-gebundenes RBP4

Kt/V oo Quotient aus Dialyseeffektivitat und Dialysedosis

MALDI............... Matrix-unterstiitzte Laser-Desorption/Ionisation (engl.: Matrix-assisted
Laser Desorption/Ionization)

METAVIR.......... Histologisches System zur semiquantitativen Bewertung der Auspragung
der Leberfibrose und -entziindung (5 Stadien von Fo bis F4)

NAFLD............... Nicht-alkoholische Steatosis (engl.: Non-alcoholic fatty liver disease)

B\ ) CORRn Nierentransplantation

PEM.....cccoevuuenne Protein-Energie-Mangelerndhrung

PTD..cccorveereenns Dysfunktion der proximalen Tubuluszellen

RAR.....cccevven. Retinsidure-Rezeptor (engl.: retinoic acid receptor)

RXR oot Retinoid-X-Rezeptor (engl.: retinoid X receptor)

RBP4...uveeeerennns Retinol-Bindungsprotein 4 (engl.: retinol-binding protein 4)

RBP4-L.............. ein am C-Terminus um eine Aminosaure Leucin verkiirztes RBP4

RBP4-LL............ ein am C-Terminus um zwei Aminosauren Leucin verkiirztes RBP4

RDI....cccovennee. Empfohlene tagliche Aufnahmemenge
(engl: Recommended daily intake)

ROH.....cccceeueenee. Retinol

SSWi..iiiiienne. Schwangerschaftswoche

TTR oveeeiveieene Transthyretin

VA .o, Vitamin A

VLBW......ccuveunee. sehr geringes Geburtsgewicht <1.500g (engl.: very low birth weight)
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1 Resuimee der Dissertation

Vitamin A (VA) hat bei so unterschiedlichen Prozessen wie dem Sehvorgang und der Re-
gulation der Genexpression eine herausragende Bedeutung fiir den Organismus. Um diese
Prozesse aufrechtzuerhalten, muss Vitamin A kontinuierlich und in konstanter Konzentra-
tion an Zielzellen und Gewebe verteilt werden. Dies wird durch die Bindung von Retinol
(Vitamin-A-Alkohol; ROH) im Komplex mit Retinol-Bindungsprotein 4 (RBP4) und
Transthyretin (TTR) gewidhrleistet. Die Leber und die Nieren erfiillen in dem Zusammen-
hang mit dem VA-Metabolismus wichtige Aufgaben, wie die VA-Speicherung, die Synthese
von RBP4 und TTR sowie die Riickresorption von RBP4 im proximalen Tubulus zur Regu-
lierung der VA-Homoostase des Korpers.

Bisherige Studien konnten zeigen, dass neben dem Anstieg der Serum-RBP4-
Konzentration bei Nierenerkrankungen infolge einer verminderten glomerularen Filtrati-
onsrate auch eine verstirkte renale Exkretion von RBP4 und ROH durch die Abnahme der
tubularen Reabsorptionsfahigkeit auftritt. Weiterhin wurde das vermehrte Auftreten von
RBP4-Modifikationen, den so genannten RBP4-Isoformen?, im Serum beschrieben; die
klinische Bedeutung der RBP4-Isoformen ist jedoch unklar. Hinreichende Patientendaten
dazu fehlten bisher. Bei Lebererkrankungen ist dagegen eine Verminderung der RBP4-
Serum-Konzentration aufgrund der eingeschrankten hepatischen Synthese und/oder Sek-
retion von RBP4 beobachtet worden. Es ist nicht geklart, ob bzw. inwieweit die Leber da-
bei das Vorkommen von RBP4-Isoformen beeinflusst. Andererseits wird bei preterm ge-
borenen Kindern mit sehr geringem Geburtsgewicht (VLBW) die natiirliche Organreifung
der Nieren im Uterus vorzeitig abgebrochen. Folglich wirkt die unzureichende renale Fil-
ter- und Absorptionsfahigkeit ebenfalls dysregulatorisch auf den VA-Metabolismus.

Das Ziel der vorliegenden kumulativen Dissertation war daher, den Effekt von chroni-
schen Leber- und chronischen Nierenerkrankungen bei adulten Individuen sowie einer
Nierenunreife bei frith geborenen Kindern auf den ROH-RBP4-TTR-Transportkomplex
umfassend zu charakterisieren. Dazu wurden verschiedene Parameter des VA-
Metabolismus im Serum und Urin auf funktioneller und molekularer Ebene untersucht
und die Ergebnisse im Rahmen von drei Publikationen veroffentlicht.

In den ersten beiden Studien wurden die Serumkonzentrationen von RBP4, ROH und
TTR sowie die relativen Anteile der RBP4-Isoformen (apo-RBP4, holo-RBP4, RBP4-L,
RBP4-LL) von Patienten mit chronischer Nierenerkrankung (CKD), von Patienten mit
chronischen Lebererkrankungen (CLD), von Hamodialyse-Patienten (HD) und von Pati-
enten nach Nierentransplantation (NTX) sowie von gesunden Probanden als Kontroll-
gruppe analysiert.

Da die Leber und die Nieren eine zentrale Stellung im VA-Metabolismus einnehmen, er-
folgte in der ersten Studie die vergleichende Auswertung von Serum-Proben sowohl von
chronisch nierenkranken Patienten als auch von Patienten mit chronischen Lebererkran-
kungen. Dabei wurde insbesondere untersucht, inwiefern die Entstehung der RBP4-

1 Die verkiirzten Formen des Volllingen-RBP4, RBP4-LL und RBP4-L sowie apo-RBP4 (Retinol-
freies RBP4) werden in dieser Arbeit unter dem Begriff RBP4-Isoformen zusammengefasst.
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Isoformen spezifisch bei CKD auftritt und somit moglicherweise als nephrologischer Mar-
ker geeignet ist. In der zweiten Studie erfolgte die Auswertung von Serum-Proben nieren-
insuffizienter Patienten, die mit einem Nierenersatzverfahren (Hamodialyse, HD oder
Nierentransplantation, NTX) therapiert wurden.

Die Ergebnisse dieser Studien zeigen sowohl eine quantitative Zunahme der RBP4-
Konzentration als auch eine relative Zunahme von RBP4-Isoformen im Serum von CKD-,
NTX- und HD-Patienten im Vergleich zu Kontrollseren von gesunden Probanden sowie
von CLD-Patienten mit einer Lebererkrankung. Die durch spezifische C-terminale Verkiir-
zung des RBP4 um ein (RBP4-L) bzw. zwei (RBP4-LL) Leucinmolekiile entstandenen
Isoformen im Serum treten vermehrt bei CKD-Patienten auf. Ebenso nimmt der Anteil des
apo-RBP (ROH-ungebundenes RBP4) im Serum zu. Weiterhin konnte gezeigt werden,
dass nach einer Nierentransplantation die ROH- und RBP4-Serumkonzentrationen nicht
absinken, sondern die Werte — im Vergleich zu hamodialysierten Patienten — hoher sind.
Patienten mit chronischen Leberkrankungen wiesen dagegen im Vergleich zur Kontrolle
eine quantitative Abnahme der Konzentration von Variablen des ROH-RBP4-Komplexes

im Serum auf, beziiglich des Anteils von RBP4-Isoformen bestand jedoch kein Unter-
schied.

Diese Modifikationen des ROH-RBP4-Komplexes auf molekularer und struktureller Ebe-
ne fiihren zu veranderten Wechselwirkungen zwischen den Proteinen und konnen vielfal-
tige Aspekte des Metabolismus wie beispielsweise Rezeptorbindung, Abbau und Ausschei-
dung beeinflussen. Die zugrunde liegenden Mechanismen der Bildung dieser — vermehrt
bei Nierenerkrankungen auftretenden — Isoformen des RBP4 sowie deren pathophysio-
logische Bedeutung sind bislang noch nicht geklart.

Die hier vorgestellten Studien liefern wichtige Erkenntnisse zum besseren Verstindnis der
Regulation des komplexen VA-Metabolismus. Eine Zunahme von RBP4-Isoformen im
Serum ist assoziiert mit einer eingeschrinkten Nierenfunktion nicht aber mit chronischen
Lebererkrankungen und unterstreicht die wichtige physiologische Funktion der Nieren fiir
den Katabolismus von ROH und RBP4.

Wihrend die chronische Niereninsuffizienz einen iiber Monate oder Jahre voranschrei-
tenden Verlust der Nierenfunktion darstellt, ist bei friih geborenen Kindern mit sehr ge-
ringem Geburtsgewicht die Entwicklung der Nieren beeintrachtigt. Die renale Minder-
funktion konnte mit nephrologischen Markern wie ROH und RBP4 detektiert und
beurteilt werden. Das Ziel der dritten Studie war es daher, die Konzentration von
Variablen des ROH-RBP4-Transportkomplexes im Harn von friih geborenen Kindern mit
sehr geringem Geburtsgewicht (VLBW) zu untersuchen und mit einer Gruppe gesunder
termgeborener Kinder zu vergleichen.

Im Harn der frih geborenen Kinder konnte eine etwa fiinffach hohere
Retinolausscheidung sowie eine um das 16-fache bzw. 5-fache erhéhte RBP4- bzw. TTR-
Exkretion im Vergleich zu termgeborenen Kindern nachgewiesen werden. Die Ergebnisse
zeigen, dass die renale Ausscheidung von ROH, RBP4 und TTR in einem Zusammenhang
mit der reduzierten tubulidren Resorption steht. Da die Nierenreifung bei friih geborenen
Kindern nicht abgeschlossen ist, kommt es zu erheblichen Verlusten von ROH und RBP4
iiber den Harn, die moglicherweise zu einem verstarkten VA-Defizit fiihren konnten.
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1.1 Einleitung

Die Pravalenz von chronischen Nierenerkrankungen nimmt weltweit stetig zu, hauptur-
siachlich als Folge einer Hypertonie oder eines Diabetes mellitus Typ 2 (T2DM)
(Ruggenenti, Schieppati, 2001). Eine Funktionseinschrankung der Nieren hat aufgrund
der daraus folgenden Risiken weitreichende Konsequenzen fiir den Organismus. Ange-
sichts der steigenden Préavalenzraten stellen chronische Nierenerkrankungen ein groBes
Gesundheitsproblem dar. Allein in Deutschland leiden vermutlich etwa 5-8 Millionen
Menschen an einer Nierenerkrankung in einem friithen Stadium, ca. 88.500 Patienten be-
notigen im finalen Stadium einer CKD eine dauerhafte Nierenersatztherapie
(Hamodialyse oder Nierentransplantation) (de Jong, van der Velde, 2008, Frei, 2008).
Bevor klinische Symptome einer Nierenerkrankung manifest werden, konnten bestimmte
Serumproteine als wichtige Indikatoren einer Nierenfunktionsstorung fungieren. Mit ihrer
Hilfe lassen sich Nierenschiadigungen nicht nur friihzeitig diagnostizieren, sondern auch
deren Schweregrad und Lokalisation bestimmen. Ein in diesem Zusammenhang diskutier-
ter nephrologischer Marker ist das Retinol-Bindungsprotein 4 (RBP4), ein vorrangig in
der Leber synthetisiertes Protein mit einer molaren Masse von 21 kDa (Bellovino, Apreda,
2003, Cabre, Lazaro, 2007), das als spezifischer Transporter von Retinol im Blut zu den
Zielgeweben fungiert (Blomhoff, Green, 1992).

Das an den Blutkreislauf abgegebene holo-RBP4 (= Komplex aus ROH und RBP4) bindet
an ein weiteres Protein, das Transthyretin (TTR, 55 kDa) (Blomhoff, 1994). Ein holo-
RBP4-Molekiil bindet dabei ein TTR-Tetramer (Monaco, 2000) und erlangt dadurch
strukturelle Stabilitit (Gaetani, Bellovino, 2002). Durch die Bildung dieser terndren Ver-
bindung wird die renale Elimination des holo-RBP-Komplexes durch die glomerulare Filt-
ration weitestgehend verhindert. In den Zielzellen wird ROH in die hormonell aktive
Retinsdure umgewandelt, die nun als Ligand mit den Transkriptionsfaktoren RAR und
RXR im Nucleus interagiert (Blomhoff, Green, 1992). Nach Abgabe des ROH an periphere
Zielzellen wird apo (ROH-freies)-RBP4 bzw. TTR-ungebundenes holo-RBP4 aufgrund
seiner geringen Molmasse (21 kDa) im Glomerulus filtriert und aus dem Ultrafiltrat in die
proximalen Epithelzellen per Megalin-vermittelter Endozytose vollstindig riickresorbiert
(Marino, Andrews, 2001, Raila, Willnow, 2005). Dieser Prozess unterstreicht die wichtige
Funktion der Niere fiir die Regulierung der ROH- und RBP4-Homoostase des Korpers.
Dariiber hinaus {ibt RBP4, neben seiner Rolle als Transportprotein fiir ROH, als negatives
Akutphasenprotein bei Entziindungen sowie als biochemischer Marker eines VA-Mangels
bzw. einer Protein-Energie-Mangelernihrung (PEM) im humanen Organismus eine wich-
tige Funktion bei der Diagnosefindung von Erkrankungen aus. Sowohl physiologische Zu-
stande (Erndhrungsverhalten, Geschlecht, Schwangerschaft, Menopause) als auch
pathophysiologische Vorgiange (chronische und akute Erkrankungen) beeinflussen den
ROH-RBP4-TTR-Metabolismus (Baeten, Richardson, 2004, Makimura, Wei, 2009, Raila,
Wirth, 2004, Schweigert, 2001, Smith and Goodman, 1971, Stephensen, Alvarez, 1994).
Insbesondere Dysfunktionen der Leber und der Nieren storen die Homoostase des ROH-
RBP4-Komplexes: Lebererkrankungen fiihren zu einem Absinken der RBP4-und ROH-
Konzentrationen im Serum (Bahr, Boeker, 2009, Cavanna, Giovine, 1985, Newsome,
Beldon, 2000), wihrend bei Patienten mit chronischer Nierenerkrankung die RBP4-
Serum-Konzentrationen ansteigen. Auch strukturelle Modifikationen des RBP4, wie Ver-
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kiirzungen des Volllingen-RBP4 am C-terminalen Ende um ein Molekiil Leucin bzw. zwei
Molekiile Leucin, sind beschrieben worden (Jaconi, Rose, 1995, Smith and Goodman,
1971).

1.2 Zielsetzung

Ziel dieser Arbeit ist es, das Verstandnis fiir die komplexe Regulation des ROH-RBP-TTR-
Transportkomplexes zu erweitern und dariiber hinaus das diagnostische Potenzial dieser
Parameter als mogliche Marker einer verminderten Nierenfunktion zu zeigen. Der Fokus
dieser Dissertation liegt dabei auf der umfassenden Charakterisierung des ROH-RBP4-
TTR-Komplexes auf struktureller und molekularer Ebene. Hierzu soll in der ersten Studie
insbesondere die These untersucht werden, ob Modifikationen des nativen Volllingen-
RBP4 im Serum zugunsten der verkiirzten RBP4-Formen spezifisch bei Patienten mit
chronischer Nierenerkrankung im Vergleich zu Patienten mit chronischer Lebererkran-
kung auftreten. Basierend auf den Ergebnissen der ersten Studie war es in der zweiten
Studie das Vorhaben, zu ermitteln, ob die vermehrte Bildung dieser RBP4-Isoformen im
Serum ebenfalls im Stadium einer terminalen Niereninsuffizienz bei Patienten, die mit
einem Nierenersatzverfahren therapiert wurden, auftritt.

Auch die abrupte Unterbrechung der Nephrogenese bei einem Partus immaturus vor der
34. SSW fiihrt zu Nierenfunktionsstorungen, die folglich den ROH-RBP4-TTR-
Metabolismus beeinflussen. Daher wurde in einer dritten Studie die Ausscheidung von
ROH, RBP4 und TTR im Harn von friith geborenen Kindern untersucht und mit den Wer-
ten gesunder termgeborener Kinder verglichen.

1.3 Probanden

1.3.1  Studie 1: Patienten mit chronischer Nierenerkrankung | Patienten mit
chronischer Lebererkrankung | Kontrollgruppe

Die Serumkonzentrationen von RBP4, apo-RBP4, holo-RBP4, RBP4-L, RBP4-LL, ROH
und TTR von 45 chronisch nierenkranken Patienten (CKD) und von 63 Patienten mit Le-
bererkrankungen (CLD) sowie von 50 gesunden Kontrollen, die als Vergleichsgruppe
diente, wurden untersucht. Die Proben der CKD-Patienten wurden von der Abteilung Me-
dizin IV der Charité Berlin, Campus Benjamin Franklin bereitgestellt.

Nierenkranke Patienten mit moderater (eGFR: 30—-60 ml/min/1.73 m2?) und schwerer
(eGFR: < 30 ml/min/1.73 m2) Nierenfunktionseinschrankung wurden in die CKD-Gruppe
eingeschlossen.

Die Serumproben von CLD-Patienten wurden von der Abteilung Hepatologie und Gast-
roenterologie der Charité Berlin, Campus Virchow bereitgestellt. Das METAVIR-System
wurde als histologisches Verfahren zur Einstufung und zur Diagnose der Auspragung der
Leberfibrose und -entziindung bei Patienten verwendet. Demnach wiesen
10 dieser Patienten eine Fibrose im Stadium 0-1.5 (leichte Fibrose) auf, 12 Patienten im
Stadium 2-2.5, 9 Patienten im Stadium 3 und 7 Patienten im Stadium 4 (Zirrhose). Die
iibrigen Patienten der CLD-Gruppe waren an hepatozellulairem Karzinom (HCC) bzw.
nicht-alkoholischer Fettleber (NAFLD) erkrankt.
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Die Proben der Kontrollgruppe wurden im Rahmen der klinischen Mesy-Bepo-Studie der
Abteilung Endokrinologie, Diabetes und Ernahrung der Charité Berlin, Campus Benjamin
Franklin und der Abteilung Klinische Erndhrung des Deutschen Instituts fiir Erndhrungs-
forschung in Rehbriicke, gesammelt.

Des Weiteren wurden die Werte folgender klinischer Parameter im Serum mithilfe routi-
nemafBiger Labormethoden bestimmt: CRP, AST, ALT, GGT, ALP, Gesamtprotein, Albu-
min, Kreatinin, Bilirubin und Glukose.

1.3.2 Studie 2: Patienten, die mit einem Nierenersatzverfahren therapiert
wurden (Himodialyse bzw. Nierentransplantation) | Kontrollgruppe

Die Serumkonzentrationen von RBP4, apo-RBP4, holo-RBP4, RBP4-L, RBP4-LL, Retinol
und Transthyretin (TTR) von 18 Hamodialyse-Patienten (HD), von 30 Patienten nach
Nierentransplantation (NTX) und von 35 gesunden Kontrollen, die als Vergleichsgruppe
diente, wurden untersucht. Die Proben wurden von der Abteilung Medizin IV der Charité
Berlin, Campus Benjamin Franklin bereitgestellt. Die Proben der Kontrollgruppe wurden
im Rahmen einer klinischen Studie der Abteilung Endokrinologie, Diabetes und Ernah-
rung der Charité Berlin, Campus Benjamin Franklin und der Abteilung Klinische Ernidh-
rung des Deutschen Instituts fiir Ernahrungsforschung in Rehbriicke, gewonnen.

Die NTX-Patienten wiesen eine eGFR-Rate von 60-11.5 ml/min/1.73m2 auf. In die HD-
Gruppe wurden chronisch nierenkranke Patienten mit einer eGFR-Rate von
< 15 ml/min/1.73m?2 eingeschlossen, die sich einer Hamodialysebehandlung unterzogen.
Die durchschnittliche Dialysedauer betrug 14 + 7 Monate, die durchschnittliche Dialyse-
dosis betrug 1.2+0.1 kt/v. 25 der 30 NTX-Patienten erhielten als Medikation Cyclosporin
A, 15 Patienten Tacrolismus und 23 Patienten Mycophenolat Mofetil. Der durchschnittli-
che Zeitraum zwischen Nierentransplantation und Serum-Probennahme betrug 2.7 Jahre.
Des Weiteren wurden die Werte folgender klinischer Parameter im Serum mithilfe routi-
nemapBiger Labormethoden bestimmt: CRP-, Glukose- und Triglyzerid-Konzentration.

1.3.3 Studie 3: Friih geborene Kinder | Termgeborene Kinder

Harnproben von 15 VLBW-Kindern sowie von 20 gesunden reif geborenen Kindern, die
als Kontrollgruppe dienten, mit einem Gestationsalter (GA) von im Median 27+1 Schwan-
gerschaftswochen (SSW) bzw. 39+4 SSW und einem Geburtsgewicht im Median von 914 g
bzw. 3.338 g wurden nach der Geburt in der Klinik fiir Neonatologie der Charité Berlin,
Campus Virchow gesammelt. Die Konzentration im Harn von RBP4, holo-RBP4, apo-
RBP4, Retinol, Transthyretin (TTR) sowie die Konzentration von Kreatinin und von Ge-
samtprotein wurden analysiert.

1.4 Methoden

Die Bestimmung des Retinols erfolgte mit der Hochdruckfliissigkeitschromatografie
(HPLC) wie bisher beschrieben (Raila, Wirth, 2004).

Die RBP4- und TTR-Konzentrationen wurden mit Hilfe eines Enzyme Linked
Immunosorbent Assay (ELISA) gemessen; dabei wurden polyklonale Antikorper verwen-
det, wie bisher beschrieben (Schweigert, Raila, 2004).
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Die Bestimmung des relativen Anteils von apo- und holo-RBP4 im Urin erfolgte nach na-
tiver Elektrophorese und anschlieBendem immunologischen Nachweis mit dem Westen-
Blot-Verfahren. Fiir die nachfolgende Quantifizierung der immunoreaktiven Banden wur-
de die Banden-Intensitat mit einem Imager (Bio-Rad, Miinchen, Deutschland) eingelesen
und mit der Software Quantity One® (Bio-Rad) ausgewertet und erstmals in der Publika-
tion zu Studie 3 beschrieben (Nagl, Loui, 2009).

Spezifische posttranslationale Modifikationen des RBP4 konnten nach Immuno-
prazipitation der Serumproben mit einem polyklonalen RBP4-Antikorper und mit der
nachfolgend durchgefiihrten massenspektrometrischen Methode der Matrix-
unterstiitzten Laser-Desorption/Ionisation (MALDI) detektiert werden, wie in der Publi-
kation zu Studie 1 beschrieben (Frey, Nagl, 2008).

1.4.1 Statistische Auswertung

Zur Auswertung der Daten wurde das Programm SPSS Version 15.0 angewendet. Die Da-
ten sind als Median dargestellt; zusétzlich ist die Interquartilsspanne (25.—75. Perzentile)
angegeben. Es wurden nichtparametrische Tests angewendet, weil die Werte keiner Nor-
malverteilung unterlagen. Fiir den Vergleich zwischen mehreren Gruppen wurde der
Kruskal-Wallis-Test und fiir den Vergleich zwischen zwei Gruppen der Mann-Whitney-U-
Rangsummen-Test fiir alle kontinuierlichen und kategorischen Variablen angewendet.
Korrelationen wurden mit dem Spearman-Korrelations-Koeffiziententest ermittelt. Als
statistisch signifikant galten Ergebnisse, die einen zweiseitigen p-Wert von kleiner 0,05
aufwiesen. Bei allen Variablen, die in Harnproben der VLBW-Kinder untersucht wurden,
erfolgte die Berechnung zur BezugsgroBe Urin-Kreatinin-Konzentration, um individuelle
Schwankungen der Harnausscheidung moglichst zu minimieren.

1.5 Ergebnisse

1.5.1 Studie 1: CKD-Patienten vs. CLD-Patienten vs. Kontrolle

Zwischen den CKD-Patienten und CLD-Patienten sowie der Kontrolle gab es keine Unter-
schiede hinsichtlich des Alters und des Body-Mass-Index (BMI). Die Serum-CRP-
Konzentration wies einen hoheren Wert bei CLD- und CKD-Patienten im Vergleich zur
Kontrolle auf (P < 0.001, beide). Serum-Kreatinin, als Marker der Nierenfunktion, war
erhoht im Serum der CKD-Patienten im Vergleich zu den Serum-Werten der CLD-
Patienten und der Kontrolle (P<0.001, beide). Die Konzentrationen der Alanin-
Aminotransferase (ALT), Gamma-Glutamyl-Transferase (GGT), Alkalin-Phosphatase
(ALP) und Aspartat-Aminotransferase (AST) als Standardtests der Leberfunktion waren in
der CLD-Gruppe erhoht im Vergleich zur Kontrollgruppe (P<0.001).

Biochemische Variablen des ROH-RBP4-TTR-Komplexes

Die CKD-Patienten wiesen signifikant hohere RBP4-Serum-Konzentrationen als die Kont-
rollgruppe auf (P<0.001); bei den CLD-Patienten war die RBP4-Serum-Konzentration
erniedrigt im Vergleich zur Kontrolle (P<0.001), wobei die CLD-Patienten mit C2-
Zirrhose die niedrigsten RBP4-Werte aufwiesen verglichen mit CLD-Patienten, die an
Fibrose oder einem Leberkarzinom erkrankt waren.
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Die ROH-Serumkonzentration war bei CKD-Patienten hoher als bei CLD-Patienten (P<
0.001) sowie in der Kontrolle hoher im Vergleich zu den CLD-Patienten (P< 0.001). Die
hochsten TTR-Konzentrationen konnten im Serum der Kontrollen nachgewiesen werden
verglichen mit den CKD- sowie CLD-Patienten (P<0.001, beide).

Das molare Ratio von RBP4:ROH war signifikant reduziert sowohl bei CLD-Patienten im
Vergleich zur Kontrollgruppe (P<0.001) als auch zur CKD-Gruppe (P<0.001). Die CKD-
Patienten wiesen dagegen das signifikant hochste RBP4:ROH-Ratio auf.

Relativer Anteil von apo- und holo-RBP4

Der relative Anteil des holo-RBP4 war hoher im Serum der Kontrollen und der CLD-
Patienten im Vergleich zu CKD-Patienten (P<0.001, beide).

Relativer Anteil der RBP4-L und RBP4-LL-Formen (MALDI-TOF-MS)

Die RBP4-Immunoprazipitation und die nachfolgende MALDI-TOF-MS-Analyse wurden
genutzt, um die molekularen Massen von RBP4, RBP4-L und RBP4-LL in den untersuch-
ten Gruppen zu bestimmen. Die Intensitit des Volllingen-RBP4 wurde 100% gesetzt.
RBP-L und RBP-LL wurden analysiert und in Prozent zu RBP4 gesetzt. Bei CKD-Patienten
war sowohl der Anteil des RBP4-L als auch der Anteil des RBP4-LL (87% bzw. 18%) signi-
fikant hoher im Vergleich zu den CLD-Patienten und der Kontrolle (P<0.001, beide).

Korrelationen zwischen der RBP4-Konzentration und RBP-Isoformen und
Parametern der Nierenfunktion

Die Serum-Kreatinin-Konzentration korrelierte signifikant mit der RBP4-Konzentration
(r=0.63), mit apo-RBP4 (r=0.67), RBP4-L (r=0.49), RBP4-LL (r=0.44) sowie mit ROH
(r=0.40) in der gesamten Studienpopulation.

1.5.2 Studie 2: NTX-Patienten vs. HD-Patienten vs. Kontrolle

Sowohl der systolische Blutdruck als auch die Triglyzerid- sowie die CRP-Konzentration
im Serum der beiden Patientengruppen zeigten signifikant hohere Werte als in der Kon-
trolle, wohingegen die Hamoglobin-Konzentration und der Hamatokritwert signifikant
reduziert waren. Die eGFR der Kontrolle wies signifikant hohere Werte auf als in der
NTX- sowie HD-Gruppe. Bei 3 Patienten (17%) der HD-Gruppe bzw. 5 Patienten (17%) der
NTX-Gruppe wurde ein T2DM diagnostiziert.

Die HD- und NTX-Patienten wiesen signifikant hohere Serum-Konzentrationen von
RBP4, apo-RBP4 und RBP4-LL - verglichen mit der Kontrollgruppe — auf. Bei nieren-
transplantierten Patienten konnten signifikant hohere Serum-RBP4-L- und ROH-
Konzentrationen im Vergleich zur Kontrollseren sowie signifikant hohere RBP4- und apo-
RBP4-sowie = ROH-Konzentrationen verglichen mit den Serum-Werten der
hamodialysierten Patienten nachgewiesen werden.

Relativer Anteil von apo- und holo-RBP4
Der relative Anteil des holo-RBP4 war signifikant reduziert bei HD-Patienten im Vergleich
zu Kontrollen und NTX-Patienten.

Relativer Anteil von RBP4-L und RBP4-LL

Es konnten signifikant hohere Anteile von RBP4-LL im Serum von HD-Patienten und
NTX-Patienten im Vergleich zu den Kontrollen gezeigt werden. Des Weiteren war der An-
teil des Serum-RBP4-L bei NTX-Patienten erhoht im Vergleich zur Kontrolle. Die Werte
des RBP4-L und RBP4-LL unterschieden sich nicht zwischen der HD- und NTX-Gruppe.
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Korrelationen zwischen Parametern des VA-Transportkomplexes und Para-
metern der Nierenfunktion, Entziindung und metabolischem Syndrom

Fiir die gesamte Studienpopulation wurden folgende signifikante Korrelationen gefunden:
Die RBP4- (r=-0.55) und ROH- (r=-0.24) Serum-Konzentration, apo-RBP4 (r=-0.59)
sowie die relativen Intensitiaten von RBP4-L (r=-0.34) und RBP4-LL (r=-0.47) korrelier-
ten invers mit der eGFR. Des Weiteren konnten noch folgende gruppenspezifische Korre-
lationen gezeigt werden: eine Korrelation zwischen RBP4-L und der eGFR (r=0.43) der
HD-Gruppe; bei den Variablen der NTX-Gruppe korrelierten apo-RBP4 (r=-0.52), der
Hamatokrit (r=0.63) mit der eGFR. Zudem korrelierten die CRP-Werte mit RBP4
(r=0.55), apo-RBP4 (r=0.28) und RBP4-LL (r=0.31) in der gesamten Studiengruppe. Da-
riiber hinaus konnte eine Korrelation zwischen RBP4 und der Blutglukose-Konzentration
(r=0.42), dem systolischen Blutdruck (r=0.38), der Triglyzerid- (r=0.45) und der
Cholesterol-Konzentration (r=0.64) gezeigt werden.

1.5.3 Studie 3: VLBW-Kinder vs. termgeborene Kinder

14 von 15 der VLBW-Kinder schieden substanzielle Mengen an ROH, an RBP4 und an
TRR im Harn aus. In der Gruppe der termgeborenen Kinder konnte bei 17 von 20 Kin-
dern eine Retinolausscheidung im Harn nachgewiesen werden, wobei die Konzentration
bei etwa 20% der ROH-Exkretion der friih geborenen Kinder lag. Die Exkretion von RBP4
und TTR im Harn war in der Gruppe der VLBW-Kinder deutlich hoher.

Zudem wurde der Marker der renalen Funktion, das Urin-Protein:Urin-Kreatin-Ratio
(UP/UC-Ratio) untersucht und wies einen signifikant hoheren Wert auf bei den VLBW-
Kindern im Vergleich zur Kontrollgruppe. Des Weiteren wurde der Sattigungskoeffizient
von Urin-ROH bestimmt, zum einen durch die Bildung des ROH:RBP4-Ratio und zum
anderen durch die Bestimmung des prozentualen Verhiltnisses von apo-RBP4 zu holo-
RBP4. Das ROH-RBP4-Ratio war niedriger in der Gruppe der VLBW-Kinder im Vergleich
zur Kontrolle. Apo-RBP4 war demnach die Hauptform des im Urin vorliegenden RBP4
sowohl bei VLBW-Kindern (37% holo-RBP4 zu 63% apo-RBP4) als auch bei
termgeborenen Kindern (40% holo-RBP4 zu 60% apo-RBP4).

1.6 Diskussion

Die Ergebnisse dieser Arbeit zeigen, dass die Nieren eine wichtige Rolle im RBP4-
Metabolismus — insbesondere fiir die Aufrechterhaltung der ROH- und RBP4-Homdostase
— austiben.

In der ersten Studie wurden Serumproben von Patienten mit chronischer Nierenerkran-
kung (CKD) sowie chronischer Lebererkrankung (CLD) analysiert, um zu untersuchen, ob
Konzentrationsunterschiede von ROH, RBP4 und TTR im Serum zwischen den beiden
Patienten-Gruppen auftreten, des Weiteren, ob die vermehrte Bildung der RBP4-
Isoformen ein spezifisches Ereignis bei CKD-Patienten darstellt. Es konnte gezeigt wer-
den, dass chronische Nierenfunktionsstorungen zu erhohten RBP4-Serum-
Konzentrationen fithren. Bei CLD-Patienten konnten reduzierte RBP4-Werte im Serum
nachgewiesen werden, was durch die verminderte hepatische RBP4-Synthese bei diesen
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Patienten aufgrund einer verminderten Leberfunktion erklart werden kann (Friedman,
1999, Newsome, Beldon, 2000). Die Ergebnisse friiherer Studien, die zeigten, dass die
Serum-RBP4-, ROH- und TTR-Konzentrationen bei verschiedenen Lebererkrankungen
vermindert sind, insbesondere bei Patienten mit C2-Zirrhose oder hepatozellularem Kar-
zinom, konnte in unserer Studie bestatigt werden (Bahr, Boeker, 2009, Yuan, Gao, 2006).
Der Verlust von funktionellem Lebergewebe fiihrt zu einer Abnahme der Synthese von
RBP4 und TTR und damit zu einer beeintrachtigten Freisetzung des VA-Transport-
Komplexes in die Zirkulation (Newsome, Beldon, 2000).

Die Ergebnisse der ersten Studie zeigen des Weiteren eine relative Zunahme von RBP4-
Isoformen im Serum von CKD-Patienten im Vergleich zu Kontrollseren von gesunden
Probanden sowie von CLD-Patienten. Die durch spezifische C-terminale Verkiirzung des
RBP4 um ein bzw. zwei Leucinmolekiile entstandenen Isoformen im Serum treten ver-
mehrt bei CKD-Patienten auf. Im Serum der CLD-Patienten — unabhingig von der Form
der Lebererkrankung - traten diese Verkiirzungen des Volllingen-RBP4 nicht im ver-
mehrten MaBe auf und waren addquat zu den Serum-Werten der gesunden Probanden.

Die zugrunde liegenden Mechanismen der Bildung dieser verkiirzten Formen des RBP4
sind bislang noch nicht geklart. Da eine Zunahme der Retention von RBP4 im Blut von
chronisch Nierenkranken eintritt und RBP4 daher {iber einen lingeren Zeitraum im Blut
zirkuliert (Vahlquist, Peterson, 1973) ist das Molekiil moglicherweise verstarkt Modifikati-
onen ausgesetzt. Bei Patienten mit eingeschrinkter glomeruldrer Filtration war die
RBP4-LL/RBP4-Ratio zugunsten des RBP4-LL im Gegensatz zu Kontrollprobanden ver-
schoben (Jaconi, Rose, 1995). Jaconi et al. postulierten in diesem Zusammenhang die
Existenz einer spezifischen Carboxypeptidase im Blut, die die Abspaltung eines Leucin-
Molekiils oder von zwei Leucin-Molekiilen am C-Terminus des RBP4 bewirkt (Jaconi, Ro-
se, 1995). Ob diese Aminosauren eine Signalwirkung ausiiben oder welche Bedeutung die-
ser Abspaltung zugrunde liegen konnte, ist bislang nicht erforscht. In diesem Zusammen-
hang ist es erwahnenswert, dass Leucin eine essenzielle, die Insulinausschiittung
stimulierende Aminosidure ist und die Infusion von Aminosduren wie Leucin und
Tryptophan einen Anstieg des renalen Plasmaflusses sowie der glomerularen Filtrations-
rate bei gesunden Probanden bewirkt (Castellino, Giordano, 1988, Nair and Short, 2005).
Studien zeigten zudem, dass die Interaktion des C-Terminus von RBP4 mit TTR auf phy-
siologischer Ebene bedeutsam fiir die RBP4-Clearance ist — Verkiirzungen des C-
Terminus um ein (RBP4-L) bzw. zwei Aminosduren (RBP4-LL) fiihren zu einer verringer-
ten Affinitat des RBP4-Molekiils zu TTR und erhohen somit die Wahrscheinlichkeit der
glomeruldren Filtration von RBP4 (Naylor and Newcomer, 1999, Zanotti and Berni,
2004).

Cohen et al. (Cohen, Horl, 2004) untersuchten die Wirkung des aus dem Ultrafiltrat iso-
lierten RBP4-L und RBP4-LL von akut nierenkranken Patienten auf den Metabolismus,
die Apoptose sowie die Chemotaxis der polymorphonukleiren Leukozyten. Diese fiir die
unspezifische Immunabwehr wichtigen Vorgiange wurden durch RBP4-L und RBP4-LL
inhibiert.

Unter physiologischen Bedingungen korrelieren die Konzentrationen von ROH und RBP4
im Serum miteinander, da ca. 98% des RBP4 an ROH (holo-RBP4) gebunden vorliegt und
etwa 2% als Retinol-freies RBP4 (apo-RBP4) zirkuliert (Bernard, Vyskocyl, 1988, Siegen-
thaler and Saurat, 1987). Bei gesunden Menschen ist das molare Verhiltnis von RBP4 zu
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Retinol daher nahezu 1 : 1 (Almekinder, Manda, 2000) und steigt bei CKD auf etwa 2:1
(Smith and Goodman, 1971). In unserer Studie war das RBP4:ROH-Ratio der CKD-
Patienten im Vergleich zur Kontrolle und zu den leberkranken Patienten ebenfalls erhoht
(1.9:1 (CKD) vs. 1.4:1 (Kontrolle) vs. 1.0 : 1 (CLD)) und verweist auf eine starke Zunahme
des Anteils des Retinol-freien RBP (apo-RBP4) im Blut. Mit Hilfe des nativen Western
Blot konnten diese Annahme verifiziert werden: Etwa 33% des RBP4 im Serum der CKD-
Gruppe lag in Form von apo-RBP4 vor (zum Vergleich: 14% apo-RBP4-Anteil bei der Kon-
trolle und 15% apo-RBP4-Anteil bei CLD-Patienten). Als Ursache fiir den Anstieg der
RBP4-Werte wird die eingeschrinkte glomerulire Filtration von apo-RBP4 und der redu-
zierte Katabolismus von holo-RBP4 im proximalen Tubulus postuliert. In einem Versuch
mit Ratten, bei denen ein akutes Nierenversagen induziert wurde, wirkte der vermehrte
Anteil des apo-RBP4 im Serum - experimentell durch eine Injektion von apo-RBP4 noch
erhoht — als vermeintlicher Indikator des peripheren Bedarfs und damit als positives
Feedbacksignal fiir die Leber, nun im verstiarkten MaB3e holo-RBP4 auszuschleusen (Ger-
lach and Zile, 1990, Gerlach and Zile, 1991). Das hat einen Anstieg der RBP4-
Serumkonzentration zur Folge (Gerlach and Zile, 1990, Jaconi, Saurat, 1996, Kelleher,
Humphrey, 1983, Peterson and Berggard, 1971, Willnow, Hilpert, 1996). Die Korrelation
der apo-RBP4-Werte mit der Konzentration des Serum-Kreatinin — als Marker einer ein-
geschrankten renalen Clearance (Stevens, Coresh, 2006) — zeigt, dass bei verminderter
Nierenfunktion die regulatorische Leistung der Nieren in Bezug auf den ROH-RBP4-
Metabolismus abnimmt.

Bei gesunden Adulten wird in der Literatur ein Wert von ca. 0.4 fiir das Ratio von
RBP4:TTR im Serum angegeben (Zanotti and Berni, 2004). Erkrankungen der Nieren
sind assoziiert mit erh6hten RBP4-Konzentrationen. Studien zeigen, dass das Ratio bei
Nierenkranken auf ca. 1 ansteigt (Bernard, Vyskocyl, 1988, Cano, Di Costanzo-Dufetel,
1988, Cano, 2002). Die Ergebnisse unserer Studie bestitigen diesen Anstieg, wobei das
RBP4:TTR-Ratio bei den CKD-Patienten um das 3-fache (0.96 vs.0.36) erhoht war im
Vergleich zu Kontrollen.

Basierend auf den Ergebnissen der ersten Studie, die einen Anstieg von RBP4-Isoformen
im Serum von CKD-Patienten gezeigt hatte, wurde in der zweiten Studie untersucht, ob
dieser Effekt auch im Serum von Patienten im Stadium einer terminalen Niereninsuffizi-
enz, die sich einer Nierenersatztherapie (Hamodialyse bzw. Nierentransplantation) unter-
zogen, auftritt.

Infolge der Nierentransplantation steigt die glomerulire Filtrationsrate (eGFR) im Ver-
gleich zu den HD-Patienten im Median um etwa den Faktor 3 (25 vs. 9 mL/min/1.73 m2;
Kontrolle: 83). Der Wert der Serum-RBP4-Konzentration bzw. der ROH-Konzentration ist
jedoch nach Transplantation etwa 3-fach bzw. 1.5-fach hoher als bei gesunden Probanden
und um das 1,8-fache bzw. 1.4-fache erh6ht im Vergleich zu himodialysierten Patienten.
Ein widerspriichliches Ergebnis, da durch die gesteigerte GFR der Nieren auch eine Ten-
denz zur Normalisierung der RBP4- sowie ROH-Konzentration im Serum zu erwarten
gewesen wire. Diese Beobachtung konnte ursichlich erklart werden mit der noch immer
reduzierten Filtrations- und Reabsorptionsleistung der Nieren, des Weiteren mit einer
Dysfunktion der proximalen Tubuluszellen (PTD) bei stabiler Transplantatfunktion und
einer daraus resultierenden Storung der homoostatischen Regulation des ROH-RBP4-
Metabolismus (de Matos, Camara, 2009). Auch ein Medikationseffekt — verursacht durch
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die therapeutische Gabe von Glucocorticoiden, die die hepatische RBP4-Synthese stimu-
lieren — ist nicht auszuschlieBen (Borek, Smith, 1981, Georgieff, Radmer, 1991).

Wir konnten in dieser Studie zum ersten Mal zeigen, dass es — neben einem quantitativen
Anstieg von Serum-RBP4 — auch zu einer Zunahme der RBP4-Isoformen im Serum von
NTX- und HD-Patienten im Vergleich zu Kontrollseren von gesunden Probanden kommt:
Die durch spezifische C-terminale Verkiirzung des RBP4 um ein bzw. zwei Leucinmolekiile
entstandenen Isoformen treten vermehrt im Serum auf (siehe Abbildung 1.6.1 A-B).

o

Abbildung 1.6-1 A-B: Exemplarisches MALDI-Spektrum des
2 RBP4 nach Immunoprizipitation des
Serums (A = Serum, gesunder Pro-
band; B = Serum, HD-Patient)
¢

Dargestellt ist die native RBP4-Form (Peak 1=21.065 Da)

E sowie Verkiirzungen des C-terminalen Endes des RBP4 um
ein Leucin (RBP4-L, Peak 2=20.950 Da) bzw. zwei Leucin
13

(RBP4-LL, Peak 3=20.837 Da); Da=Dalton

20.837 Da PO.QBO Da 21.065 Da

Ebenso ist der Anteil des apo-RBP4 (Retinol-ungebundenes RBP4) im Serum der NTX-
und HD-Patienten hoher als bei gesunden Probanden, deren apo-RBP4-Anteil etwa 10%
betragt. Der Sattigungsgrad des RBP4 mit Retinol im Serum, d. h. der relative Anteil des
holo-RBP, ist dabei hoher bei den NTX-Patienten als bei den HD-Patienten (70% vs. 60%
holo-RBP4).

Die TTR-Konzentration im Serum der NTX-Patienten ist vergleichbar mit der Kontrolle,
HD-Patienten weisen dagegen reduzierte TTR-Konzentrationen im Vergleich zur Kontrol-
le und zu den NTX-Patienten auf. TTR fungiert als sensitives Markerprotein fiir den Er-
nahrungs- und Entziindungsstatus: Es ist bekannt, dass die Leber mit einer Abnahme der
TTR-Syntheseleistung auf akute und chronische Entziindungen sowie Proteinmangel rea-
giert (Ingenbleek and Young, 2002). Indices fiir das gehaufte Auftreten von Entziindun-
gen und von einer Protein-Energie-Mangelernahrung (PEM) bei HD-Patienten sind der
erhohte Wert des unspezifischen Entziindungsmarkers CRP sowie der niedrige BMI-Wert.

Durch neuere Untersuchungen riickte RBP4 in den letzten Jahren aufgrund der besonde-
ren Bedeutung fiir Adipositas-assoziierte kardiovaskulare und metabolische Erkrankun-
gen verstirkt in den Fokus klinischer Untersuchungen. Sie postulierten, dass RBP4 ein
Risikomarker fiir Insulinresistenz und die Progression eines Diabetes mellitus Typ2
(T2DM) darstellt (Yang, Graham, 2005).
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In diesem Zusammenhang ist es von Interesse, dass in der zweiten Studie die Werte der
RBP4-Konzentration mit den Werten des systolischen Blutdruckes, der Blutglukose sowie
der Triglyzeride korrelierten. Das metabolische Syndrom, eine Stoffwechselstorung, ist
assoziiert mit einem Anstieg dieser letztgenannten drei Parameter (Alberti, Eckel, 2009).
Graham et al. (Graham, Yang, 2006) wiesen nach, dass erhohte RBP4-Spiegel mit dem
Auftreten des metabolischen Syndroms assoziiert waren. Ein Kausalzusammenhang zwi-
schen erhohter RBP4-Konzentration und der Pathogenese des T2DM ist jedoch umstritten
(Cabre, Lazaro, 2007, Raila, Henze, 2007). Viele Patienten mit Nierenfunktionsstorungen
leiden an metabolischen Erkrankungen wie T2DM oder Insulinresistenz — neben Blut-
hochdruck ein weiterer bedeutender Risikofaktor fiir die Entstehung chronischer Nieren-
erkrankungen (Locatelli, Pozzoni, 2006, Middleton, Foley, 2006). So konnten Henze et al.
(Henze, Frey, 2008) zeigen, dass vielmehr eine verminderte Nierenfunktion als ein mogli-
cher ursichlicher Faktor fiir den Anstieg der RBP4-Serum-Konzentration in Betracht ge-
zogen werden muss, wenn eine Assoziation zwischen RBP4, Adipositas und Insulinresis-
tenz hergestellt werden soll.

Die vorgestellten Studien zeigen, dass chronische Nierenerkrankungen zu einem Anstieg
der Serum-RBP4-Konzentration sowie einer Zunahme von RBP4-Isoformen fiihren. Wei-
tere Untersuchungen sind notwendig, um Informationen dariiber zu erhalten, inwieweit
RBP4 vor dem Hintergrund einer verminderten renalen Funktion den Prozess der Patho-
genese der Insulinresistenz bzw. des T2DM beeinflusst.

Die abrupte Unterbrechung der Nephrogenese bei einem Partus immaturus vor der
34. SSW fiihrt zu Nierenfunktionsstorungen, die folglich den VA-Metabolismus beeinflus-
sen. Das Ziel der dritten Studie war es daher, die Konzentration von Variablen des
VA-Transportkomplexes im Harn von friih geborenen VLBW-Kindern zu untersuchen und
mit einer Gruppe gesunder termgeborener Kinder zu vergleichen.

Ca. 10% aller Neugeborenen kommen zu frith zur Welt und etwa 1-2% werden vor der
32. Schwangerschaftswoche geboren (Bundesamt, 2007). Das sind in der Regel Babys, die
ein Geburtsgewicht von weniger als 1.500 Gramm (VLBW) aufweisen.

Die Effizienz der Retinolverwertung in den peripheren Zellen hiangt von der hepatischen
und renalen Funktion ab. Bei preterm geborenen VLBW-Kindern ist die normale
Nephrogenese in der Niere unterbrochen (Avner, 1992, Fouser and Avner, 1993). Dieser
von der 6. Embryonalwoche an beginnende und bis zur 36. Fetalwoche reichende hoch-
komplexe Prozess der Genese der Nieren und des Harn ableitenden Systems ist gekenn-
zeichnet vom koordinierten Wachstum und der Differenzierung endothelialer,
mesenchymaler und epithelialer Zellen (Avner, 1992).

Deshalb sind frith geborene Kinder einem stiarkeren Risiko fiir die Inzidenz einer renalen
Erkrankung ausgesetzt (Hughson, Farris, 2003). In dieser Studie galt unser Interesse
deshalb der Untersuchung, inwieweit die Reifung der Nieren assoziiert ist mit der Exkreti-
on der Parameter ROH, RBP4 und TTR, die Riickschliisse auf die glomerulare und tubula-
re Nierenfunktionalitit ermdglichen.

In dieser Studie konnte zum ersten Mal gezeigt werden, dass VLBW-Kinder eine um das
Fiinffache erhohte ROH- sowie eine um das 16-fache erhohte RBP4-Ausscheidung im Ver-
gleich zu termgeborenen Kindern aufweisen. Termgeborene Kinder scheiden ebenfalls
geringe Mengen von ROH und RBP4 mit dem Harn aus, jedoch geschieht das im Rahmen
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eines physiologischen Anpassungsprozess, der assoziiert ist mit einem Reifungsprozess
der Tubuli. Frith geborene Kinder wiesen zudem in dieser Studie eine weitaus hohere
ROH:Kreatinin-, = RBP4:Kreatinin-Ratio und  Protein:Kreatinin-Ratio auf als
Termgeborene. Begriindet wird das geringere Ratio der Termgeborenen mit einer Funkti-
onszunahme des proximalen Tubulus im Verlauf der Reifung. Die hohen Werte der
VLBW-Kinder suggerieren renale Unreife, insbesondere des proximalen Tubulus. Die
RBP4:Kreatinin-Ratio und die ROH:Kreatinin-Ratio erweisen sich in diesem Zusammen-
hang als niitzliche Marker, um renale Unreife bei Neugeborenen zu detektieren.

Der hohe Wert des molaren Ratio von RBP4:TTR (12.6 fiir VLBW-Kinder und 12.9 fiir
termgeborene Kinder) im Urin zeigt, dass der holo-RBP4-TTR-Komplex aufgrund seiner
molekularen Masse von 76 kDa nicht frei glomerular filtriert wird, sondern vielmehr als
TTR ungebundenes, freies holo-RBP4 und apo-RBP4 (21 kDa). Obwohl VLBW-Kinder
wesentlich mehr ROH ausschieden, unterschied sich das Verhaltnis des Anteils von holo-
RBP und apo-RBP in beiden Gruppen nicht voneinander; 40% des RBP4 im Urin liegt als
holo-RBP4 vor und etwa 60% als Retinol-freies RBP4.

Basierend auf dem Ergebnis der durchschnittlichen ROH-Exkretion verlieren VLBW-
Kinder bis zu 97 uyg ROH am Tag [dquivalent zu 35—65% der empfohlenen taglichen Auf-
nahmemenge (RDI) von VA (150-300 pg ROH Aquivalente) (American Academy of
pediatrics, 1998). Durch diesen Vorgang konnte postnatal die Serum-Retinol-
Konzentrationen beeinflusst werden. Das deckt sich mit der Beobachtung in Studien, dass
trotz VA-Supplementierung 25% der VLBW-Kinder anhaltend niedrige ROH-Level auf-
wiesen

(< 200 pg/1) (Tyson, Wright, 1999). Ein klinisches Ziel ist es, langfristig ein nichtinvasives
Monitorsystem zur Vitamin-A-Supplementierung bei friith geborenen Kindern zu entwi-
ckeln, um die Vitamin-A-Versorgung der sehr kleinen Friihgeborenen besser als heute
iiberwachen und im Kontext mit der Nierenfunktion bewerten zu konnen.

Die Ergebnisse weisen darauf hin, dass die renale Ausscheidung von ROH, RBP4 und TTR
in einem Zusammenhang mit der Proteinexkretion und der reduzierten tubuldren Resorp-
tion steht. Da bei Friihgeborenen die Nierenreifung nicht abgeschlossen ist, kommt es zu
einem erheblichen Verlust von ROH und RBP4 iiber den Harn, die moglicherweise zu ei-
nem verstarkten VA-Defizit fithren konnte.

Die Studie erhoht die Kenntnisse iiber den Vitamin-A-Stoffwechsel bei Frithgeborenen
und liefert Hinweise auf die Entwicklung der proximalen und tubuldren Nierenfunktion
bei Frithgeborenen. Eine Friithgeburt und ein damit verbundenes niedriges Geburtsge-
wicht beeintriachtigt den Entwicklungsprozess der Nieren. Epidemiologische Studien zei-
gen, dass preterm geborene Kinder im Erwachsenenalter eine hohere Inzidenzrate von
kardiovaskuldren Erkrankungen, Diabetes, Bluthochdruck sowie chronischen Nierener-
krankungen aufweisen (Hovi, Andersson, 2007, Hughson, Farris, 2003, Rotteveel, van
Weissenbruch, 2008). Daher ist ein sorgfiltiges postnatales Monitoring der Nierenfunkti-
on wichtig, um friihzeitig geeignete Interventionsstrategien zu finden. Durch das gezielte
therapeutische Eingreifen kann moglicherweise das Risiko renaler Folgeschiaden im Er-
wachsenenalter verringert werden.
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