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Einleitung

1 Einleitung

1.1 Erhdhte kardiovaskulare Mortalitat bei Patienten mit chronischer

Niereninsuffizienz

Trotz einer rapiden Verbesserung der Dialysetechnologie in den letzten 20 Jahren ist
die Mortalitatsrate von Patienten, die an chronischer Niereninsuffizienz (CNI) leiden,
immer noch sehr hoch. Sie ist vergleichbar mit der Mortalitatsrate von Patienten, die an
metastasierten Tumorerkrankungen leiden.

Der Hauptgrund dieser hohen Mortalitat sind kardiovaskulare Erkrankungen mit einer
jahrlichen Mortalitat von 9%. Damit tragen CNI-Patienten ein gegenlber der
Gesamtpopulation 10-20fach erhohtes Risiko, selbst wenn Faktoren wie Alter,
Geschlecht, Rasse und die Prasenz eines Diabetes mellitus berticksichtigt werden. [1]
Kardiovaskulare Ereignisse sind damit urséchlich fir 40-50% der Todesfélle der CNI
Patienten. [2] Diese hohe kardiovaskulare Mortalitatsrate legt nahe, dass CNI-Patienten
Faktoren und Risiken unterliegen, die in den Prozess der Gefal3sklerose eingreifen und
sie aggravieren. Die daraus resultierenden Kkardiovaskuldren Erkrankungen der
Patienten entwickeln sich nicht pl6tzlich mit Beginn der Dialysepflichtigkeit, sondern
beginnen schon in der frithen Phase der chronischen Nierenerkrankung bevor die
Nierenersatztherapie Uberhaupt notwendig wird. Die kardiovaskularen Erkrankungen
schreiten dann mit Zunahme der CNI voran. Daraus kann man schlieen, dass die
Dialyse nur als ein moglicher kausaler Faktor unter vielen fur das erhohte
kardiovaskuldre Risiko in Frage kommt. Vielmehr ist die Gefal3sklerose als ein
multifaktorielles Geschehen anzusehen, das in CNI-Patienten eine besonders starke

Auspragung zeigt.
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Abb. 1.1.: Mortalitat von Dialysepatienten im Vergleich zur Normalbevélkerung, Foley et

altera

1.2 Ursachen der erhdhten kardiovaskularen Mortalitat in CNI-Patienten

Ursache der erhohten kardiovaskuldaren Mortalitét in  CNI-Patienten ist die
Gefal3sklerose. Hierbei missen zwei verschiedene Entitaten unterschieden werden.
Einerseits gibt es die Atherosklerose, unter der die gesamte Bevolkerung, und damit
auch CNI-Patienten, mit zunehmendem Alter leidet. Diese wird insbesondere durch das
Vorhandensein bestimmter Risikofaktoren (Alter, méannliches Geschlecht, Diabetes,
Dyslipidamie, Hypertonus, Adipositas und Nikotinabusus) beglnstigt. Der
Atherosklerose liegt als Hauptpathomechanismus der Prozess der Inflammation
zugrunde. Er findet vor allem in der GefaRintima innerhalb atherosklerotischer Plaques
statt.

Als zweite Entitat der Gefal3sklerose ist die Arteriosklerose zu nennen. Diese spielt sich
hauptséachlich in der Media von Arterien ab. Entscheidender Pathomechanismus hierbei
scheint die vaskulare Kalzifikation zu sein. Die Arteriosklerose ist insbesondere in CNI-
Patienten pravalent. So zeigten Moe und Mitarbeiter, dass in epigastrischen Arterien
von Dialysepatienten, die zum Zeitpunkt der Nierentransplantation entnommen wurden,
grof3tenteils Mediaverkalkungen ohne typische Phanomene atherosklerotischer Plaques

gefunden wurden. [3] Auch die Autopsiestudie von Schwarz et al, die die Koronarien
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von 27 Dialysepatienten mit 27 Kontrollpatienten verglich, zeigte &hnliche Ergebnisse.
Hier zeigte sich eine verdickte Media mit verstarkter Kalzifikation in den Koronarien der
Dialysepatienten. [4] Eine weitere Arbeit zu dieser Fragestellung stammt von Gross et
al, die jeweils 23 Proben von Koronarien von Dialysepatienten und Nierengesunden
untersuchte. Hier zeigte sich ebenfalls eine deutlich verdickte Media in den Koronarien
der Dialysepatienten, was die Annahme bestatigt, dass der Prozel3 der Arteriosklerose
in Dialysepatienten pravalenter ist und eine Hauptursache der kardiovaskularen
Mortalitat darstellt. Es zeigte sich jedoch auch, dass das Ausmald atherosklerotischer
Intimaplaques in beiden Gruppen gleich war, die Expression proinflammatorischer
Proteine jedoch in den Dialysepatienten viel ausgepragter war. [5]

Diese Untersuchungen lassen vermuten, dass die Gefalisklerose in Dialysepatienten
einerseits hauptsachlich durch Arteriosklerose, die die Media betrifft, gekennzeichnet
ist. Andererseits bestehen aber auch Merkmale der Inflammation und der
Atherosklerose.

Auf beide Vorgange -Vaskulare Kalzifikation und Inflammation- soll im Folgenden

genauer eingegangen werden.

1.3 Vaskulare Kalzifikation

Schon Mitte der 70er Jahre erkannte man, dass die vaskulare Kalzifikation (VK) in CNI-
Patienten eine groRe Rolle spielte. Radiologische Untersuchungen an CNI Patienten
zeigten damals eine Inzidenz der vaskularen Verkalkung von 30% in der Altersgruppe
von 15-30 Jahren und eine 50 %ige Inzidenz in der Gruppe von 40-50 Jahren. Die
haufigsten Lokalisationen der Verkalkung waren in absteigender Reihenfolge die
Kndchel gefolgt von der Aorta abdominalis, FuRe, Becken und der Hande.
Autopsieergebnisse verstorbener Hamodialysepatienten demonstrierten ebenfalls

ausgedehnte Weichteil- und Gefal3verkalkung in 50-80% der Patienten.
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Abb. 1.2.: Verkalkung der Aa. Interosseae [6]

Bei der vaskularen Kalzifikation handelt es sich um einen Prozess, der in CNI-Patienten
pravalent ist und der manifesten kardiovaskularen Erkrankung vorangeht. Er ist im
Laufe der Erkrankung progressiv und korreliert mit einer erhéhten Mortalitat. So zeigten
Pannier et altera, dass die Prasenz von vaskularer Kalzifikation in der abdominalen
Aorta mit einer erhdhten kardiovaskuldren Mortalitat sowohl in CNI-Patienten als auch

in der Normalbevdlkerung assoziiert ist. [7, 8]

Histologie der normalen GefalRwand

Die normale arterielle Gefal3wand ist dreischichtig aufgebaut und besteht von auf3en
nach innen aus Adventitia, Media und Intima. Die Adventitia besteht aus extrazellularer
Matrix, Nervenendigungen, vereinzelten Leukozyten sowie wenigen glatten
Muskelzellen. Sie ist von der Media durch eine bindegewebige Lamina elastica externa
getrennt. Die Media enthalt, je nach Lokalisation und Beanspruchung, mehrere
Schichten glatter Muskelzellen, die von einer elastin- und lamininreichen Matrix
umgeben sind. Die Intima, die von der Media durch die Lamina elastica interna getrennt
ist, besteht aus einer diinnen Schicht Endothelzellen, die einer diinnen extrazellularen

Matrix mit vereinzelten glatten Muskelzellen aufliegt.
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Histopathologie der vaskularen Kalzifikation

In kalzifizierten Gefassen hingegen sind kalkhaltige Plaques nachweisbar, die sich
hauptsachlich in der Media der Gefallwande befinden. Sie enthalten verkalkte glatte
Muskelzellen, die groRe Ahnlichkeit mit Osteoblasten aufweisen. Diese sind in der
Lage, kalzium- und phosphathaltige Matrixvesikel zu bilden und zu sezernieren.
Extrazellular sind dementsprechend grof3e Mengen von Matrix vorhanden, die Kalzium-
und Phosphatkonkremente, vor allem Hydroxyapatite enthalten. Weiterhin sind
verkalkte Apoptosekérperchen, welche Residuen zugrundegegangener glatter
Muskelzellen darstellen, nachweisbar. Ferner sind am Rande atherosklerotischer
Plaques tartrat-resistente, saure-phosphatase-positive vielkernige Riesenzellen, die
moglicherweise Osteoklasten entsprechen, vorhanden. Morphologisch hat dieser
Prozess also groRRe Ahnlichkeit mit dem Prozess der Knochenformation. Tats&chlich
konnte knochenahnliches Gewebe in humanen Lasionen von Ménckebergsklerose und

Atherosklerose identifiziert werden. [9]

1.3.1 Pathogenese

Lange Zeit ging man davon aus, dass die vaskulare Kalzifikation ein rein passiver
Prozess sei. Man dachte, dass die erhdhten Serumphosphat- und -
kalziumkonzentrationen zur Prazipitation von unléslichen basischen Kalzium-
Phosphatkristallen fuhre, die sich dann in der Media der Arterien ablagerten und so die
Gefalverkalkung bis hin zur Gewebsnekrose induzierten. Man sah die Vaskulare
Kalzifikation also als einen rein passiv ablaufenden Prozess an. Dieses Meinungsbild
hat sich im Laufe der letzten Jahre stark gewandelt. So geht man nunmehr von einem
aktiv regulierten Prozess aus, in dem vielerlei Faktoren, z.B. Enzyme, die Verkalkung
hemmen, eine Rolle spielen. Im Bemihen, diesen vielseitigen Prozess zu verstehen,
gibt es diverse Theorien, die sich zwar nicht widersprechen, aber jeweils andere

Faktoren in den Mittelpunkt stellen, ndmlich

a) Faktoren, die Verkalkung inhibieren und

b) Faktoren, die sie induzieren
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VSMC Kalzifizierte VSMC

Kalzifikationsinhibitoren: Induktoren der Kalzifikation:

Matrix Gla Protein Phosphat und Kalzium

Fetuin A Vitamin D

Osteopontin Parathormon

Osteoprotegerin Oxidativer Stress
Medikamente (Warfarin,
Dexamethason)

Abb. 1.3.: Pathogenese der Verkalkung glatter Muskelzellen

1.3.2 Inhibitoren der vaskularen Kalzifikation

In der letzten Dekade haben verschiedene Studien die Kalzifikation in
atherosklerotischen Lasionen als aktiv regulierten Prozess beschrieben.

Vaskulare Kalzifikation geschieht grundsétzlich spontan in Abwesenheit bekannter
Verkalkungsinhibitoren. Die Serumkonzentrationen von Kalzium und Phosphat liegen
um ein vielfaches hoher als das Ldslichkeitsprodukt, so dass Kalzifikation also auch
ohne einen aus der Balance geratenen Kalzium- Phosphathaushalt und andere
Risikofaktoren standig unterdriickt werden muss. Dabei scheinen verschiedene
Genprodukte den Prozess ektoper Kalzifikation zu inhibieren. Eine Reihe endogener,
physiologisch vorhandener Inhibitoren der Kalzifikation wurden bereits identifiziert. Dazu
zéhlen Matrix Gla-Protein, Fetuin A, Osteoprotegerin und Osteopontin, welche als
Inhibitoren von Mineraldeposition im Gefald eine wichtige Rolle spielen.
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1.3.2.1 Matrix Gla Protein (MGP)

Das MGP ist ein 10 Kilodalton grofRes, matrix-assoziiertes Protein, welches sowohl von
arteriellen glatten Muskelzellen als auch von Chondrozyten kontinuierlich sezerniert
wird und einen inhibitorischen Effekt auf die Verkalkung zu haben scheint. So wurden
die protektiven Effekte des MGP in Bezug auf vaskulare Verkalkung in Experimenten
mit Ratten eindrucksvoll belegt. Der Verlust der MGP-Funktion flhrte in MGP-knockout-
Mausen zur Verkalkung des gesamten arteriellen Systems und zur anschlieRenden
Gefal3ruptur.

Eine Mutation, die zum Funktionsverlust des MGP in Menschen fuhrt, liegt beim
Keutelsyndrom vor. Es ist gekennzeichnet durch eine Pulmonalstenose sowie extensive
Verkalkung in der Media insbesondere arterieller Gefal3e und im Knorpel.

Die Effektivitat von MGP héngt von einer Reihe von Faktoren ab, die in verschiedenen
Grundkrankheiten kompromittiert sein kdnnen. Dazu z&ahlen beispielsweise die MGP-
Konzentration sowie posttranslationale Modifikationen. AuRerdem benétigt es Vitamin K
zur regelrechten Funktion. Denn erst nach der Karboxylierung ist das MGP ein
effektiver Inhibitor der Kalzifikation, seine unkarboxylierte Form ist dazu nicht imstande.
Der Prozess der Karboxylierung ist &hnlich wie auch die Produktion einiger
Gerinnungsproteine Vitamin K abhangig. Medikamente, die diesen Vorgang hemmen,
wie z.B. Kumarine, interferieren somit auch mit der Hemmung der vaskularen
Kalzifikation. In atherosklerotischen Plaques wurde von Shanahan et altera eine
erhbhte MGP-Konzentration beschrieben, was als moglicher

Gegenregulationsmechanismus diskutiert wird. [10]

1.3.2.2 Osteopontin

Osteopontin (OPN) ist ein Protein, das an der embryonalen Knochenformation und der
skelettalen Knochenneuformation, dem Remodeling, beteiligt ist. Auch OPN wurde in
atherosklerotischen kalzifizierten vaskularen Lasionen identifiziert, und genetische
Experimente in Mausen haben diesen Proteinen eine regulierende Rolle im Prozess der
vaskularen Kalzifikation zugeschrieben. In OPN-knockout-Zellen, die unter normalen
Kulturbedingungen als auch unter Bedingungen erhdhter Phosphatkonzentrationen
inkubiert wurden, wurde anschlielend die Kalziuminkorporation bestimmt. Unter
normalen Bedingungen war diesbeziglich kein Unterschied festzustellen, allerdings

lagerten OPN-knockout Zellen unter Bedingungen hoher Phosphatkonzentrationen
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deutlich mehr Kalzium ein als die Kontrollzellen. Dies verstarkte sich bei Verlangerung
der Inkubation und Erhohung der Phosphatkonzentrationen. Das weist auf eine
inhibitorische Funktion von Osteopontin auf die Kalziumeinlagerung im Prozess der
vaskularen Kalzifikation hin. [11] Unterstrichen wird diese Theorie durch die Erkenntnis,
dass Mause, die mit Phosphat behandelt werden, verstarkt Osteopontin exprimieren,
was als Kompensationsmechanismus gedeutet werden kann. Diese Experimente
stitzen also die Annahme, dass Osteopontin ebenso wie MGP ein Inhibitor der

vaskularen Kalzifikation ist.

1.3.2.3 Osteoprotegerin

Eine ahnliche Funktion kann dem Osteoprotegerin zugeschrieben werden. Dieser gilt
als ein Rezeptorantagonist fur RANK, einem intrazellularen Regulator der die
Differenzierung von Osteoklasten reguliert. Osteoprotegerin  hemmt diese
Differenzierung also. Seine Wichtigkeit im Prozess des Remodelling zeigten
Untersuchungen an OPG-knockout-Mausen, welche in der Folge eine stark verminderte
Knochendichte aufwiesen. Neuerdings wird Osteoprotegerin auch mit der arteriellen
Kalzifikation in Verbindung gebracht. [12] So fuhrte eine Inaktivierung des
Osteoprotegerin in Mausen zu einer deutlichen Progression atherosklerotischer
Lasionen. [13] AulRerdem korrelierten erhéhte OPG-Werte mit der Prasenz und dem
AusmaR von koronarer Herzkrankheit. Ahnlich wie Osteopontin und MGP inhibiert
Osteoprotegerin also ektope Kalzifikation und spielt somit eine entscheidende Rolle
sowohl im physiologischen als auch im pathologischen Kalzifikationsprozess.

1.3.2.4 Fetuin A

Ein weiterer bekannter Inhibitor der extraskelettalen Kalzifikation ist das Fetuin-A.
Dieses Plasmaglykoprotein wird in der Leber produziert und wird als negatives
Akutphaseprotein  angesehen. In inflammatorischen  Zustanden ist seine
Plasmakonzentration also vermindert. Fetuin A wird als einer der wichtigsten
Kalzifikationsinhibitoren angesehen, ihm wird 50% der Prazipitationsinhibitionskapazitat
des Serums zugeschrieben. In vitro ist Fetuin A in der Lage, Hydroxyapatitbildung zu
unterdricken. [14]

In Dialysepatienten war eine verminderte Fetuin-A-Konzentration nachweisbar. Damit
einhergehend haben sie eine verminderte Kapazitat, Kalziumphosphatpréazipitation ex

vivo zu hemmen. Dieser Effekt war nach Zusatz von Fetuin A nicht mehr nachweisbar.
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Stenvinkel et altera fanden heraus, dass reduzierte Fetuin A-Werte mit Inflammation
und Atherosklerose assoziiert sind. In der Folge war in der Patientengruppe mit
niedrigen Fetuin A-Werten eine hohere kardiovaskulare Letalitat feststellbar. [15]

Dass es Inhibitoren im Prozess der GefalRverkalkung gibt, ist also unstrittig. Bislang
jedoch unbekannt ist, ob sie einer Gbergeordneten Kontrolle unterliegen, und wie genau

sie miteinander interagieren.

1.3.3 Induktion der vaskularen Kalzifikation

Diesen inhibitorischen, protektiven Einfliissen stehen mehrere Faktoren gegentiber, die
den Prozess der medialen Gefaliverkalkung induzieren kdénnen. Erhéhte Kalzium- und
Phosphatwerte fuhren zur Ablagerung von basischen Kalziumphosphatkristallen in der
Gefallwand. Bis vor einigen Jahren ging man hierbei davon aus, dass eine
Uberschreitung des Loslichkeitsproduktes zur Ablagerung von Kristallen fiihrt, dies also
ein rein chemischer Prozess ist. Neuere Studien belegen aber, dass viele regulierende
Einfluisse und Faktoren diesen Prozess modulieren und verstarken. Sie brachten
Erkenntnisse, die dem Prozess der vaskularen Kalzifikation groRe Ahnlichkeit mit dem

Prozess der embryonalen Knochenformation attestierten.

1.3.3.1 Phosphat

Das Phosphat ist einer der potentesten Induktoren der vaskularen Kalzifikation. In vitro
Versuche mit VSMC zeigten, dass Inkubation mit erhéhten Phosphatkonzentrationen im
Zellmedium vergleichbar mit Serumphosphatwerten niereninsuffizienter Patienten eine
starke Kalzifikation in glatten Muskelzellen herbeifihren. [16] Konzentrationsabhangig
steigt nicht nur die intrazellulare Phosphatkonzentration, sondern auch die
Kalziumkonzentration. Nach mehrtagiger Inkubation sind in der extrazellularen Matrix
mineralisierte Phosphatkristalle in hoher Konzentration nachweisbar.

Das Phosphat scheint dabei einen regulierenden Einfluss auf das Genmilieu der glatten
Muskelzelle zu haben. Behandlung glatter Muskelzellen mit anorganischem Phosphat
fuhrte zu erhdhter Expression von regulatorischen Proteinen, die in der Knochenbildung
eine Rolle spielen, wie Cbfa-1 und Osteocalcin. Im Gegenzug dazu wurden VSMC

spezifische Marker herunter reguliert.
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Abb. 1.4.: Einfluss des Phosphats auf den Prozess der vaskularen Kalzifikation

Pit-1

Die Aufnahme des Phosphats in die glatte Muskelzelle erfolgt Gber einen Natrium-
abhangigen Kotransporter namens Pit-1. Dieser Phosphattransporter lasst sich nach
Behandlung glatter Muskelzellen mit anorganischem Phosphat in erhdhter
Konzentration in der Zellmembran der VSMC nachweisen. Das extrazellulare Phosphat
steuert also indirekt die Phosphateinlagerung in die glatte Muskelzelle. Die erhdhte
intrazellulare Phosphatkonzentration induziert dann weitere mineralisationsassoziierte
Gene, wie z.B. den Core-binding factor alpha (Cbfa-1).

Cbfa-1

In VSMC, die mit Phosphat inkubierten wurden, werden die osteoblasten-spezifischen
Gene Osf2 und Cbfa-1 in den glatten Muskelzellen induziert. [17]

Cbfa-1 ist ein wichtiger Transkriptionsfaktor in der Induktion der Knochenproduktion.
Dieser Faktor dirigiert die Expression einiger fir den Knochenbau wichtiger Gene, wie
Osteocalcin, BoneSialoprotein und alpha-I-Kollagen. Die zentrale Rolle, die Cbfa-1 in
der Kalzifikation glatter Muskelzellen offenbar einnimmt, konnte durch eine Cbfa-null
Maus gezeigt werden, der jegliche mineralisierte Knochenstrukturen fehlten.

Das Genprodukt Cbfa-1 wird in VSMC nach Inkubation mit Phosphat deutlich starker
exprimiert. Erhdhte Phosphatwerte fuhren also nicht nur zur passiven Ablagerung von

Kalkkristallen, sondern verandern das Genmilieu von GefalRmuskelzellen.

Herunterregulation von SMAGS
Weitere Versuche zeigten, dass die Inkubation nicht nur zu vermehrter Expression
osteogener Proteine wie cbfa-1 fiihrt, sondern dariber hinaus die Zelllinienmarker der

glatten Muskelzellen SM22a und smooth muscle a-actin nicht mehr exprimiert werden.
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Kalzifizierende glatte Muskelzellen verlieren also ihre genetischen Marker und nehmen
den Phanotyp von Osteochondroprogenitorzellen an. In fortgeschrittenen
atherosklerotischen Lasionen findet man dann gar Osteozyten und Knochentrabekulae.
[18]

1.3.3.2 Kalzium

Auch die alleinige Erhohung der Serumkalziumkonzentration scheint einen
kalzifizierenden Effekt auf glatte Muskelzellen zu haben. [19] Dies war das Ergebnis von
Experimenten, in denen glatte Muskelzellen durch Inkubation mit erhdhten Kalzium- und
normalen Phosphatwerten mineralisierten. Auch hier konnte eine erhthte Expression
des Phosphattransporters Pit-1 nachgewiesen werden. Kalzium allein hat durch
Hochregulation der membranstandigen Phosphattransporter also denselben
kalzifizierenden Effekt, der durch Blockade dieser Kanale wirksam zu hemmen ist, was
die Wichtigkeit dieses Transporters zeigt. Zuséatzlich dazu kann erhohtes Kalzium zu
vermehrter Expression von Cbfa-1 und alkalischer Phosphatase fuhren. Phosphat und

Kalzium wirken hinsichtlich der Verkalkung also synergistisch.

Andere Modulatoren und Einflisse:
Weitere Uramie- assoziierte Faktoren werden als Induktoren der vaskularen

Kalzifikation diskutiert.

1.3.3.3 Uramische Toxine

Auch phosphatunabhangige uramische Toxine stellen einen Faktor in der Pathogenese
der vaskularen Kalzifikation in chronischer Niereninsuffizienz dar. [20] Nach Inkubation
von VSMC mit Serum uramischer Patienten ist eine erhdhte Expression von
Knochenproteinen nachweisbar. Dieser Effekt ist von der Phosphatkonzentration

interessanterweise unabhangig.

1.3.3.4 Lipide

Im Blut vorkommende Lipide, hierbei insbesondere oxidiertes LDL, Cholesterol, 25-
Hydrocholesterol, verstarken die vaskulare Kalzifikation. Ihnen wird die Moglichkeit der
intrazellularen osteogenen Genexpression, osteoblastischen Transformation und der

Sekretion einiger Knochenmatrixproteine zugesprochen.
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1.3.3.5 Advanced glycation end products (AGE)

AGE sind eine Gruppe von Molekllen, die als das Resultat mehrerer verketteter
chemischer Reaktionen nach einer initialen Glykosylierung entstehen. Sie sind letztlich
Ausdruck des Alterungsprozesses eines Organismus.

Auch diese Molekile scheinen eine mogliche Rolle in der vaskularen Verkalkung zu
spielen. So zeigten Devuyst et altera mit ihren Versuchen, dass das Ausmald der
Verkalkung von Koronargefallen von Hamodialysepatienten mit dem Vorhandensein

von AGE assoziiert war. [21]

1.3.3.6 Vitamin D3 und Parathormon

CNI-Patienten fehlt die Vitamin-D3-Sekretion der Niere. Dies fihrt zu einer
Hypokalzamie, @ was die  Nebenschilddrise zu einer  UberschieRenden
Parathormonsekretion veranlasst und in einem sekundaren Hyperparathyreoidismus
resultiert. Dadurch kommt es zu einer vermehrten Kalziumresorption aus dem Knochen
mit anschlieBender Hyperkalzamie und den bereits diskutierten Folgen.

Durch die therapeutische Vitamin D Gabe erhofft man sich eine Unterbindung dieses
Effektes. Allerdings wird durch aktuelle Studien, in denen in Ratten nach Vitamin D
Applikation eine ausgepragte Vaskulare Kalzifikation feststellbar war, Vitamin D
ebenfalls als Induktor der Gefalverkalkung verdachtigt. Diese Therapieoption steht
derzeit somit auf dem Prifstand. [22, 23]

1.3.3.7 Apoptose

Ferner konnten Zelltod und Apoptose vaskuldre Verkalkung aktivieren. Reynolds et
altera zeigten, dass ausgepragte Kalzifikation in kleinen Knétchen initiiert wurde, welche
aus apoptotischen Zellen bestehen. Diese bilden einen Nidus fir sezernierte, verkalkte
Apoptosekdrperchen. Apoptosekérperchen sind kleine 0,3-1 pm durchmessende
kalziumreiche Vesikel, die apoptotischen Zellen entstammen. [24]

Neben der Rolle in der Induktion der vaskularen Kalzifikation spielt die Apoptose glatter
Muskelzellen eine wichtige Rolle in der Ruptur atherosklerotischer Plaques. Wie Clarke
et altera zeigen konnten, fuhrt in Plaques bereits die Apoptose weniger VSMC zur
Ruptur. [25, 26]
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1.3.3.8 Hypertonus

Weiterhin kdnnen auch hamodynamische Veranderungen und chronische vaskulare
Schadigungen durch Hypertonus, Hypervolamie und systemische Aktivierung des
Renin-Angiotensin-Systems zur Proliferation glatter Muskelzellen, Mediahyperplasie
und schlieBlich zur Rekrutierung osteoblastenéhnlicher Zellen und somit zur
Verstarkung der vaskularen Kalzifikation fuhren.

All diese Erkenntnisse legen die Annahme nahe, dass es sich bei der Vaskularen
Kalzifikation um einen hochgradig regulierten Prozess mit vielen Protagonisten und
Antagonisten handelt. Dieser Prozess &hnelt in Teilen der Knochenformation.
Insbesondere der Zustand der Uramie und hierbei insbesondere die erhéhten
Serumphosphat- und —kalziumwerte scheinen die vaskulare Kalzifikation durch

Modulation osteogener Proteine und andere Mechanismen entscheidend zu dirigieren.

1.3.4 Diagnostik und Quantifizierung der vaskularen Kalzifikation

Neue Methoden haben es in den neunziger Jahren ermdglicht, die vaskulare
Kalzifikation in vivo zu quantifizieren. Dabei spielen die electron beam computer
tomography und das Spiral CT die grof3te Rolle. Mithilfe dieser Untersuchung kann ein
Kalzifikationsscore nach Agatson, in den die Flache des Plagues und ein
Dichtekoeffizient mit einflieRen, errechnet werden, und somit besteht die Mdglichkeit,
die vaskulare Verkalkung in vivo zu objektivieren. Mit dieser Methode gelang es,
Vaskulare Kalzifikation in CNI-Patienten in vivo zu bestimmen. Er ist erwartungsgemar
hoher als in der Normalbevolkerung. Er korreliert aber nicht nur mit der Progredienz der
chronischen Nierenerkrankung sondern auch mit einigen Serummarkern, wie der
aktiven Form des MGP. Auch das CRP, Akutphaseprotein und Marker der
Inflammation, korrelieren mit der Vaskularen Kalzifikation. Die Hohe des CRP korreliert
mit dem mit dem EBCT errechneten Kalzifikationsscore und ist somit ein unabhangiger
Pradiktor der vaskularen Kalzifikation. [27] (s. auch Kapitel Inflammation und Vaskulare
Kalzifikation). Ishimura et altera bestatigten den Zusammenhang von vaskularer
Kalzifikation, festgestellt durch Rontgen der Hand sowie des Abdomens, und erhdhten
CRP-Werten. [28]
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1.4 Inflammation

Ein weiterer Faktor neben der vaskularen Verkalkung, der in der Progredienz der
Gefalisklerose eine grof3e Rolle spielt, ist die Inflammation. Die Atherosklerose wird
insgesamt als inflammatorische Erkrankung gesehen. Die Inflammation kann als eine
Reaktion des Abwehrsystems auf verschiedene Bedrohungen definiert werden. Diese
Bedrohungen kénnen z.B. infektiologischer, toxischer oder metabolischer Genese sein.
Das Immunsystem erkennt all diese Zustande als gefahrlich und reagiert darauf auf
zwei verschiedenen Ebenen: Dem spezifischen und unspezifischen Immunsystem.

Im Rahmen der spezifischen Abwehr konnen Antikérper beispielsweise gegen

Krankheitserreger gerichtet sein und ihre Bekdmpfung einleiten.

Das unspezifische Immunsystem

In chronischen Inflammationszustanden spielt aber das unspezifische Immunsystem die
groere Rolle. Seine verschiedenen Elemente erkennen fremde Proteine, Toxine,
Phospholipide als potentiell gefahrlich und leiten eine allgemeine Entziindungsreaktion
ein. Auf zellularer Ebene detektieren Monozyten unspezifisch fremde Molekiile wie zum
Beispiel Endotoxin, also Bakterienmembranbestandteile, und reagieren Uber
verschiedene Zellsignalsysteme Uber beispielsweise NF-kB zunachst mit einer
allgemeinen  Aktivierung und schlieRBlich mit der Produktion verschiedener
proinflammatorischer Interleukine. Diese leiten die Entzindungsreaktion weiter, indem
sie weitere Monozyten und Granulozyten rekrutieren, die Ausprdgung von
Zelladhasionsmolekilen auf Endothelzellen induzieren und die Produktion von
Akutphaseproteinen in der Leber steigern. Auf humoraler Ebene gibt es diverse
Akutphaseproteine und Komplementfaktoren, die fortwahrend im Serum vorhanden sind
und verschiedene als ,gefahrlich® eingestufte Moleklle binden und somit opsonieren
und deren Phagozytose einleiten kdnnen. Der wichtigste Vertreter dieser Proteine ist

das C-reaktive Protein, welches zur Familie der Pentraxine gehort.

Pentraxine
Pentraxine sind Teil der angeborenen, unspezifischen Abwehr. Sie funktionieren als
|6sliche Rezeptoren, die fremde Molekularmuster erkennen konnen. Dies sind

sogenannte soluble Pattern recognition receptors, zu denen beispielsweise auch das
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Komplement gehort. Die Familie der Pentraxine ist charakterisiert durch eine pentamere
Struktur. [29]

Abb.6.1: Molekilstruktur der Pentraxine [29]

Die Familie wird in zwei Gruppen, die kurzen und langen Pentraxine, eingeteilt.

Beide haben eine Aminosauresequenz von 203 Aminosauren gemeinsam, die jeweils
fast identisch ist. CRP und Serum Amyloid P component (SAP) sind die Prototypen der
kurzen Pentraxine. Lange Pentraxine unterscheiden sich von kurzen Pentraxinen durch
eine zusatzliche N-terminale Doméane zu der C-terminalen Doméane. Wichtigster
Vertreter der langen Pentraxine ist das PTX 3. Das sezernierte PTX 3 hat ein
Molekulargewicht von 40,165 Da und enthalt 381 Aminoséauren. Es besteht aus einer C-
terminalen 203 Aminosauren langen, pentraxin-artigen Doméane, die an einen N-
terminalen Rest von 178 Aminosauren geknupft ist, die von anderen Proteinen

unabhangig ist.

15



Einleitung
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Abb. 6.2: Aufbau der Pentraxingene; [30]

Das PTX-3-Gen besteht aus drei Exons, getrennt von zwei Introns, wobei das dritte
Exon bei allen Mitgliedern der Pentraxinfamilie identisch ist. [30] Phylogenetisch

betrachtet sind lange Pentraxine also eine fortentwickelte Form der kurzen Pentraxine.

141 CRP

CRP ist der wichtigste Vertreter der kurzen Pentraxine. Als ein pentameres Protein
besteht es aus funf identischen Monomeren, die nichtkovalent verbunden sind. Jedes
Monomer besteht aus 206 Aminosauren und hat eine Molekularmasse von 21 kDa.

Die Bindung seiner Liganden erfolgt kalziumabhangig und wird durch freie Choline
inhibiert. Es besitzt eine Bindungsmaoglichkeit fir Choline und zwei fur Kalzium. Seinen
Namen verdankt es seiner Fahigkeit, in vitro somatische C-Kohlenhydrate von der

Polysacharidkapsel der Pneumokokken zu prazipitieren.

1.4.1.1 Stimulus /Bildung

Die klassischen kurzen Pentraxine CRP und SAP sind Akutphaseproteine in Menschen
und in Mausen, die in der Leber als Antwort auf inflammatorische Stimuli, insbesondere

IL-6 gebildet werden.

1.4.1.2 Liganden

Es gibt zahlreiche korpereigene CRP-Liganden wie beispielsweise Plasmalipoproteine,
geschadigte Zellmembranen, Phospholipide, Ribonukleinpartikel, und apoptotische

Zellen. Zu den extrinsischen CRP-Liganden zahlen Glykane, Phospholipide und andere
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Bestandteile von Mikroorganismen. CRP ist imstande, nach der Komplexierung dieser
Liganden, die Komplementkaskade bis hin zum ,Attackkomplex®, welcher
Bakterienmembranen lysiert, zu aktivieren und ist somit ein wichtiger Bestandteil der

angeborenen Immunitat.

1.4.2 Klinischer Gebrauch des CRP

Im Kklinischen Alltag findet CRP Verwendung, als Marker von inflammatorischen
Prozessen im Rahmen von Infektionen, Neoplasmen, Traumata oder
Bindegewebserkrankungen. Es ist beispielsweise gebrauchlich zur Erfolgsbewertung
einer eingeleiteten antibiotischen Therapie. Seine Spezifitat ist allerdings sehr gering.
Neben der Maoglichkeit, akute Krankheitsbilder wie Infektionen oder Traumata
widerzuspiegeln, vermag es, die niedriggradige Aktivierung der angeborenen Immunitat,
beispielsweise durch atherogene oder diabetes-assoziierte Zustande, oder auch eine
aktivierte Atherosklerose, anzuzeigen. Es reflektiert hierbei den Grad der Inflammation
in einem hochsensitiven Rahmen. Die Bestimmung des CRP ermdglicht auch eine
Einschatzung der Intensitdt der Mikroinflammation, welche eine langandauernde
niedriggradige Entziindung bezeichnet. [31]

Proinflammatorische Wirkung des CRP allein?

Neben seiner physiologischen Wirkung im Immunsystem wird dem CRP auch eine
proinflammatorische Wirkung zugeschrieben. Demnach kdnnten erhdhte CRP-Werte
allein inflammatorische Prozesse auslésen und so fir beispielsweise atherosklerotische
Prozesse verantwortlich sein. In der Vergangenheit galt es als ausgemacht, dass CRP
auch ohne Bindung an einen Liganden proinflammatorische Wirkung hat. So galt eine
proinflammatorische Wirkung auf Endothelzellen wie auf Monozyten und VSMC lange
Zeit als unumstritten. [32] Inzwischen mehren sich die Zweifel, ob die beobachteten

Effekte tatsdchlich dem CRP oder eher kontaminierendem Endotoxin geschuldet sind.

1.4.3 Pentraxin 3 (PTX 3)

Ein weiteres Akutphaseprotein, welches ebenfalls der Familie der Pentraxine zugehdrig

ist, ist das Pentraxin 3. PTX 3 z&hlt zu den langen Pentraxinen.
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Im Gegensatz zum CRP, welches vornehmlich in der Leber produziert wird, wird das
PTX 3 von vielerlei Zellen, wie glatten Muskelzellen, Endothelzellen, Fibroblasten und
Monozyten produziert. Dies geschieht als Antwort auf verschiedene Stimuli, wie
bakterielles Endotoxin sowie diverse Interleukine (IL-13, IL-6 und TNF a).

Doni et altera untersuchten die Umstéande unter denen PTX 3 von dendritischen Zellen
sezerniert wird. Dendritische Zellen stehen am Beginn der Antwort des unspezifischen
Immunsystems. Doni et altera fanden heraus, dass adaquate Stimuli, wie TNF q, IL- 1j3,
IL-10 und toll-like-receptor-Aktivierung die PTX 3 Produktion hervorrufen. In
dendritischen Zellen wird die PTX 3-Produktion nach Stimulation mit LPS durch
Interferon ¢ (IFN @) und IL-4 unterdrickt. [33]

Jaillon et altera hingegen befassten sich mit der PTX 3 Sekretion von neutrophilen
Granulozyten. Sie fanden heraus, dass PTX 3 in Neutrophilen schon praformiert
gespeichert und bei adaquatem Stimulus nur noch freigesetzt wird. Als adaquater
Stimulus gilt hiernach die Inkubation mit S.aureus, E.coli oder LPS. Untersuchungen an
dendritischen Zellen im Rahmen derselben Arbeit zeigten, dass hier keine prafomierten
PTX3-Granula vorhanden waren. Bei adaquatem Stimulus stieg hier zunachst, die
PTX3 mRNA an. [34] In Gefassendothel- und glatten Muskelzellen werden ebenfalls
betrachtliche Mengen an PTX 3 gebildet. Breviario et altera[30] und Klouche et altera
[35]machten hier unter anderem oxidiertes LDL als inflammatorischen Stimulus aus, der
die Sekretion von PTX3 zur Folge hat. Dies suggeriert, dass das PTX 3 einen
maoglichen Link zwischen Inflammation und Atherosklerose darstellt. Tatsachlich wiesen
Rolph et altera [42] PTX 3 produzierende Zellen in atherosklerotischen Plagues nach.
Es ist ebenso wie CRP imstande, kdrpereigene Bestandteile wie apoptotische Zellen
und verschiedene korperfremde Strukturen, zu opsonisieren und damit deren
Degradation einzuleiten. Es bindet gleichermalRen Komplement und kann somit die

Phagozytose dieser Strukturen einleiten.

1.4.3.1 Wirkung

PTX 3 wird also auf vielerlei Stimuli hin sezerniert, so dass sich die Frage ergibt, welche
Aufgabe dem PTX 3 dann in der Folge zukommt, und an welche Liganden das PTX
dann bindet. Ein Ligand des PTX 3 ist das Komplementprotein C1g. PTX 3 bindet C1q
im Gegensatz zum CRP kalziumunabhangig. Nauta et altera [36] untersuchten, was
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diese Bindung bewirkt. Diese unterscheidet sich, je nachdem ob das PTX 3 in
gebundener oder ungebundener Form vorliegt. Gebundenes PTX 3 aktivierte die
Komplementkaskade, wohingegen ungebundenes PTX 3 die Aktivierung inhibierte.
Weiterhin wiesen Nauta et altera nach, dass PTX3 die Bindung des C1q und C3 auf der
Oberflache apoptotischer Zellen verstarkte. Komplement erleichtert die Aufnahme
apoptotischer Zellen durch Phagozyten. Eine Bindung von PTX3 an apoptotische Zellen
fuhrt zur Verhinderung der Erkennung durch dendritische Zellen, wie Rovere et altera
[37] zeigten. Dies konnte beispielsweise die Verhinderung einer Autoimmunreaktion
mediieren. Die Bindung von PTX3 an Komplement und apoptotische Zellen deutet auf
eine Funktion des PTX3 im Prozess der Phagozytose apoptotischer Zellen hin. Neben
Komplement und apoptotische Zellen vermag PTX3 auch direkt pathogene Erreger zu
erkennen und zu binden. Hierzu zahlen Aspergillus fumigatus, Pseudomonas
aeruginosa, Salmonella und Membranproteine verschiedener Enterobakterien, Listeria
monocytogenes und C. albicans. [38, 39]

Zusammenfassend kann man sagen, dass PTX3 viele Eigenschaften eines Antikorpers
hat. Seine Produktion wird getriggert durch die Erkennung pathogener Erreger, und es
erkennt selbst mikrobielle Molekulmuster, aktiviert Komplement, und erleichtert die
Erkennung apoptotischer Zellen sowie Mikroorganismen durch Phagozyten. Bislang
unklar war bislang, ob PTX auch selbst eine proinflammatorische,
inflammationsinduzierende Wirkung hat.

Inflammation ist also ein Prozess, der als Reaktion auf verschieden potentielle
Gefahren aktiviert wird und viele Facetten beinhaltet. Wahrend die Inflammation akut zu
einer Beseitigung von Gefahren beitragt, so ist die chronische Inflammation in der Lage
aufgrund seiner vielfaltigen Folgen, insbesondere der Aktivierung verschiedener Zellen,
zu weiteren Krankheiten zu fihren. In den letzten Jahren ist als Folge der Inflammation
die Atherosklerose in den Fokus des Interesses gertckt, die Atherosklerose wird
inzwischen gar als inflammatorische Erkrankung angesehen. Im folgenden Abschnitt

soll deshalb die Rolle der Inflammation in der Atherosklerose erortert werden.

1.4.4 Rolle der Inflammation in Atherosklerose

Inflammation und der Beginn der Atherosklerose
Am Anfang der Entstehung eines atherosklerotischen Plagues steht die Adhéasion von

mononukledren Leukozyten an das Endothel. [40] Unter normalen Umstanden
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widersteht die innere Endothelschicht der Leukozytenadhdasion. Stattfinden kann dieser
Prozess nur, wenn eine Aktivierung der Endothelzellen stattgefunden hat, die zu einer
Expression von Adhasionsmolekilen wie z.B. vascular cell adhesion molecule-1
(VCAM-1), die die Interaktion von Endothel und Monozyten erlauben, fihrte. Monozyten
und T-Zellen adhérieren Uber VCAM-1 an das Endothel und kénnen schlie3lich die
GefalBwand penetrieren. Durch inflammatorische Zytokine wird die VCAM-1-Expression
induziert. In der Intima vorhandene Bestandteile modifizierter Lipoproteine, wie oxidierte
Phospholipide und kurzkettige Aldehyde, die der Lipoproteinoxiderung entstammen,
stimulieren die Produktion proinflammatorischer Zytokine wie TNF-a, IL-1B, welche

dann die VCAM-1 Expression induzieren.

Monozytenmigration

Sobald Monozyten an die GefaBwand gebunden haben, migrieren sie in die Intima. Die
Migration der Monozyten wird dirigiert Uber einen Konzentrationsgradienten von
Chemokinen, hier spielt insbesondere das MCP-1 eine Rolle, das die Monozyten Uber
ihren CCR2 Rezeptor bindet und ihnen so den Weg weist. Auch Interleukin 8 wird hier

eine regulative Rolle zugeschrieben.

Monozytenaktivierung

Sobald die Monozyten in der arteriellen Intima residieren, finden einige Prozesse statt,
die schlieB3lich zur Bildung der charakteristischen Schaumzellen fihrt. Zunachst
wandeln sie sich in Gewebsmakrophagen um, spater exprimieren sie dann Rezeptoren,
die sie zur Aufnahme der modifizierten Lipoproteine beféahigt (Scavenger Receptor A
und CD36). Weiterhin sezernieren sie eine Vielzahl von Interleukinen und Chemokinen,
die sie selbst zur Zellteilung anregen und das Fortschreiten der atherosklerotischen
Plaques fordern, dazu z&ahlt beispielsweise das M-CSF(macrophage-colony-stimulating
factor). Auch werden durch diese Interleukine die ebenfalls im Plaque angereicherten T-
Zellen aktiviert und zur weiteren Interleukinproduktion stimuliert. Bis aus dem Prozess
der Atheromformation durch die Einengung des arteriellen Lumens klinische
Konsequenzen erwachsen, finden weitere Prozesse statt. Im weiteren Verlauf wird das
atherosklerotische Plaque grél3er, wozu vor allem die Proliferation glatter Muskelzellen
beitragt. Auch sie wird gesteuert von Interleukinen, die von Makrophagen freigesetzt

werden.
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Plaqueruptur

Auch an der Plaqueruptur sind inflammatorische Prozesse beteiligt. Einerseits werden
durch proinflammatorische Zytokine und zytotoxische T-Zellen Endothelzellen zur
Apoptose gebracht Anderseits aktivieren die proinflammatorischen Zytokine die Matrix
Metalloproteinasen (MMP), die auf den Abbau der subendothelialen Basalmembran
spezialisiert sind. Beide Wege fuhren zur Instabilitat und schlie3lich zur Ruptur des
Plaques. Die Kollagenfasern, die von glatten Muskelzellen im Fibrous cap, der fibrésen
Kappe des atheromattsen Plaques, produziert werden, tragen einen grof3en Anteil zur
Stabilitat des Plaques bei. Untersuchungen zeigten, dass |IFNy, ein
proinflammatorisches Zytokin, diese Kollagenproduktion hemmen. Auch dies koénnte
eine Plaqueinstabilitdt bedingen. Aul3erdem ist, wenn in der Intima inflammatorische
Prozesse von statten gehen, die Kollagenschicht der fibrous cap deutlich diinner. Diese
sind dann unter hdmodynamisch instabilen Umstanden deutlich rupturgefahrdeter als
kollagenreiche Plaques. Insgesamt sind inflammatorische Prozesse also letztlich auf

allen Stufen des Atheroskleroseprozesses beteiligt.

1.45 Inflammation in CNI-Patienten

Da CNI-Patienten einem hdheren kardiovaskularen Risiko unterliegen, liegt die
Annahme nahe, dass der chronische Mikroinflammationszustand dabei eine ursachliche
Rolle spielt. Inflammatorische Prozesse sind in CNI-Patienten ganz besonders
pravalent. Abzulesen ist dies an erhdhten CRP- und Interleukinserumwerten in
Dialysepatienten. [41] Bestatigt wurden diese Daten durch Stenvinkel et altera, die
zeigten, dass 30-50% der Pradialyse-, Hamo- bzw. Peritonealdialysepatienten
serologische Zeichen einer aktivierten inflammatorischen Reaktion mit erhdhten
Serumwerten des Entziindungsmarkers CRP (8-10 mg/l) aufweisen. [42] Auch das
Pentraxin 3 ist im Serum von Hamodialyspatienten erhoht. [43] Die Ursachen fiir diesen
chronischen Inflammationszustand dieser Patienten sind nicht geklart. Hier stehen
mehrere Faktoren, insbesondere die Urdmie unter dem Verdacht, proinflammatorisch

Zu wirken.

1.4.5.1 Ursachen der Inflammation in CNI-Patienten

Die ursachlichen Pathomechanismen fiur die Mikroinflammation in CNI-Patienten sind

weiterhin nicht eindeutig definiert, sie kdnnen aber grob in zwei Gruppen geteilt werden.
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1. die unzureichende Ausscheidung dieser Zytokine durch die reduzierte Nierenfunktion
und

2. die erhohte Zytokinproduktion durch Akkumulation uramischer proinflammatorisch
wirkender Toxine wie Advanced Glycation Products, die verdnderte Phosphat/Kalzium

balance, Hypervolamie, Infektionen und Dialyse-bezogene Inflammation.

Akkumulation inflammatorischer Zytokine bei reduzierter Kreatininclearance

An undialysierten Patienten konnte gezeigt werden, dass die Kreatininclearance sehr
eng mit der Konzentration diverser Zytokine und ihrer I6slichen Rezeptoren korreliert.
Bei einer eingeschrankten glomerularen Filtrationsrate (GFR) steigt konsekutiv auch die
Zytokinkonzentration. Zu beachten ist allerdings die kurze Halbwertszeit der meisten
Zytokine und der Umstand, dass die Degradierung der Zytokine hauptsachlich im
lokalen Gewebe stattfindet. Ob eine reduzierte GFR also wirklich als Ursache erhohter

Zytokinkonzentrationen gelten, ist noch nicht abschlie3end zu bewerten.

Vermehrte Produktion inflammatorischer Zytokine

Neben den genannten Ursachen der Inflammation in der Normalbevolkerung sind in
CNI-Patienten  zuséatzliche inflammationsinduzierende Pha&nomene vorhanden.
Beispielsweise konnen verschiedene Uramietoxine von Monozyten als geféhrlich
erkannt und mit einer Aktivierung beantwortet werden. Die daflr verantwortlichen
Uramietoxine sind allerdings noch unzureichend identifiziert.

Ein bekanntes Uramietoxin ist das Phosphat. So zeigten Yuen et altera, dass auch
erhbhte Phosphat- bzw. Kalziumwerte im Serum Monozyten zur IL- 6-Produktion
stimulieren kénnen. [44] Dies ist eine moégliche Erklarung dafir, dass in CNI-Patienten
ein Zustand anhaltender Inflammation auf niedrigem Niveau, der Mikroinflammation
vorhanden ist. Die Beobachtung, dass Pentraxine und Zytokine vor allem in
Dialysepatienten erhoht sind, legt auRerdem nahe, dass der Dialyseprozel3 an sich
ebenfalls zur Inflammation beitragt. Als mogliche Ausléser einer inflammatorischen
Reaktion wurden in verschiedenen Studien dabei Ruckflul3 des Dialysates Uber die
Dialysemembran, nichtsterile Dialysate und nichtbiokompatible Membranen diskutiert.
Allerdings sind auch in nicht-dialysepflichtigen Patienten die CRP-Werte deutlich tber
der Norm. Dies gibt Anlass zu der Annahme, dass die Dialyse fir eine aktivierte

inflammatorische Reaktion zumindest nicht allein verantwortlich zu machen ist.
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1.5 Inflammation und Vaskulare Verkalkung

Da sowohl die Inflammation als auch die vaskuladre Kalzifikation in CNI-Patienten
pravalent und mit einer erhdhten kardiovaskularen Mortalitat assoziiert sind, liegt die
Annahme nahe, dass diese Prozesse an verschiedenen Stellen ineinander greifen. Ein
maoglicher Link zwischen der Inflammation und der vaskularen Verkalkung stellt die
Reaktion glatter Muskelzellen auf die in vitro Inkubation mit dem inflammatorischen
Zytokin TNF a dar. Auf diesen Stimulus hin erfolgt namlich eine osteogene
Differenzierung, einer der entscheidenden Prozesse in der vaskuléaren Kalzifikation. Die
Ko-Inkubation der VSMC mit aktivierten, also interleukinproduzierenden Monozyten
hatte denselben Einfluss. [45] [46]

Eine andere denkbare Verbindung kodnnte der Mangel an Fetuin-A sein. Dieses
negative Akutphaseprotein ist in inflammatorischen Prozessen reduziert, so dass es als
Verkalkungsinhibitor wegféallt. Sind diese Prozesse chronisch, kénnte dies einer der
entscheidenden Pathomechanismen sein, wodurch die Inflammmation die vaskulére

Verkalkung verstarkt.

1.5.1 Korrelation Inflammationsmarker und kardiovaskulares Risiko

1.5.1.1 CRP als prognostischer Marker kardiovaskularer Ereignisse

Aus diesen pathophysiologischen Zusammenhangen zwischen der Atherosklerose und
der Inflammation leitete man ab, dass die Ho6he des CRP-Spiegels als
Inflammationsindikator auch Aussagen Uber die Wahrscheinlichkeit zukunftiger
kardiovaskulérer Ereignisse machen konne. Viele Untersuchungen bestatigten dies. So
konnte in mehreren voneinander unabhangigen prospektiven Studien ein
Zusammenhang zwischen hohem CRP und sowohl der Gesamtmortalitat als auch
kardiovaskularen Ereignissen festgestellt werden. [47] Weitere Studien legten auch eine
Assoziation vom CRP mit peripherer arterieller VerschluRkrankheit und plétzlichem
Herztod nahe. Danach zeigt das CRP eine von Risikofaktoren wie Alter,
Gesamtcholesterol, HDL-Cholesterol, Rauchen, Hypertonus, BMI und
Familienanamnese unabhangige Assoziation mit Koronarereignissen. [48] Andere
Studien bestatigten zwar diesen Zusammenhang, schatzten ihn aber aufgrund einer
niedrigeren odds ratio als deutlich moderater ein. [49] Weiterhin wird dem CRP die

Fahigkeit zugesprochen, rezidivierende kardiovaskulare Ereignisse und das Outcome
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dieser Patienten zu prognostizieren. [50] So gilt die Prasenz des CRPs als ein Marker
fur eine schlechte Prognose fur Patienten mit unstabiler Angina, Myokardinfarkt und
Apoplektischem Insult. Auf3erdem kann CRP in akuten Koronarsyndromen unabhangig
von Troponin Folgeereignisse vorhersagen, was annehmen lasst, das das CRP nicht
nur den Myokardschaden sondern auch atherosklerotische Prozesse widerspiegelt.

Erhdhte CRP Level kbnnen dartber hinaus die Prognose und Rezidivraten in Apoplex-
und pAVK-Patienten prognostizieren. Weiterhin wurde erkannt, dass die Serumlevel
dieser inflammatorischen Indizes, des C-reaktive Protein (CRP) und des IL-6, eng mit
dem kardiovaskularen Risiko und dem Uberleben korrelieren. Diese Daten schlagen
also vor, dass CRP eine Rolle spielt bei der Risikoeinschatzung von Patienten mit
kardiovaskularen Erkrankungen. [51] Der Zusammenhang zwischen dem CRP-Level
und kardiovaskularen Ereignissen scheint bei CNI-Patienten ganz besonders stark

ausgepragt zu sein, was Menon und Zimmermann zeigen konnten. [52] [53]
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Abb. 1.6.: Korrelation von Uberleben mit Serum-CRP-Spiegeln. Zimmermann et altera [53]

Auch bei dem PTX 3 zeichnet sich eine Assoziation mit atherosklerotischen
Erkrankungen wie der Koronaren Herzkrankheit ab. Untersuchungen von Bohme et al

ergaben eine Erhéhung von PTX 3 in Dialysepatienten, welche mit kardiovaskularem
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Risiko assoziiert war. [43, 54-56] Ahnliche Ergebnisse erzielten Stenvinkel et altera, die
zeigten, dass das PTX3-Niveau mit der Nierenfunktion negativ und mit kardiovaskularen
Erkrankungen und Mortalitdt positiv korreliert. In diesem Zusammenhang wurde
postuliert, dass die Pentraxine den Grad der Inflammation in der GefalRwand

widerspiegeln und somit kardiovaskulére Ereignisse vorhersagen kann.

1.5.1.2 Korrelation Inflammationsmarker und Vaskulare Kalzifikation

Weiterhin wurde gezeigt, dass CRP auch mit dem Grad an Vaskularer Kalzifikation
korreliert. In einer Studie von Oh et al [27] wurde mittels Electron beam computed
tomographie der Agatsonkalzifikationsscore ermittelt und mit den Serum-CRP-Werten
verglichen. Hierbei zeigte sich ein eindeutiger Zusammenhang zwischen hohen CRP-

Werten und ausgepragter Gefaldverkalkung.
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Abb. 1.7.: Korrelation des Serum CRP-Wertes mit der Kalzifikation [27]

Dies spiegelte sich auch in einer weiterflhrenden Arbeit von Haydar et altera wider, in
der die Pulswellengeschwindigkeit untersucht wurde. Es zeigte sich, dass in Relation
zur CRP-Konzentration auch die Pulswellengeschwindigkeit stieg. Somit sind nicht nur
das radiologisch ermittelte Ausmald der vaskularen Kalzifikation, sondern auch die

hamodynamischen Folgen der CRP-Konzentration proportional. [57] [58, 59]
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1.6 CRP im akuten Myokardinfarkt

Neben der Mdglichkeit, kardiovaskulare Ereignisse vorherzusagen, kdnnen Pentraxine
das Ausmall und das Outcome von Patienten mit akutem Myokardinfarkt (AMI)
vorhersagen. [50] Dies fuhrte zu einer Diskussion daruber, ob sie tats&chlich nur als
Epiphanomen zu betrachten, oder auch als ein aktiver Faktor wirksam sind. Zur Lésung
dieser Frage trugen Pepys et al entscheidend bei. Sie zeigten zunachst, dass in Ratten
mit akutem Myokardinfarkt die CRP-Gabe zu einer deutlichen VergréRerung des
Infarktareals mit sukzessiver Verschlechterung der kardialen Funktion fuhrt. In weiteren
Versuchen wurde eine effektive Antagonisierung des CRPs durch Phosphocholine
erreicht. Hierdurch wurden auch die zuvor beobachteten Effekte, namlich eine
VergroRerung des nekrotischen Gewebes und Verschlechterung der Pumpfunktion
verhindert, was die eindeutige Zuordnung der beobachteten Effekte zum CRP erlaubt.
[60] Erste Antworten auf die Frage, wie CRP zur Vergrof3erung des Infarktareals fuhrt,
lieferten Yang et altera. [61] In ihren Versuchen inkubierten sie kardiale Rattenmyozyten
unter hypoxischen Bedingungen. Hierunter war zunachst eine Verschiebung von
Cytochrom C aus den Mitochondrien in das Zytosol und eine Aktivierung verschiedener
Kaspasen messbar. Weiterhin wurde eine erhdhte Konzentration an Bax sowie eine
erniedrigte Konzentration an Bcl-2-mRNA  festgestellt. Die Verschiebungen der
Konzentrationen dieser intrazellularen Apoptoseregulatoren belegen eine erhéhte
Apoptoserate der kardialen Myozyten.

In weiteren Versuchen wurde zu denselben Versuchsbedingungen CRP hinzugeflgt. Im
Ergebnis zeigte sich eine deutlich verstarkte Cytochrom ¢ Translokation in das Zytosol,
eine verstarkte Aktivierung der Kaspasen und ein erhdhter Bax / Bcl-2 Quotient. Unter
normoxischen Bedingungen war hingegen keine erhdhte Apoptoserate messbar.

Aus diesen Ergebnissen kann also abgeleitet werden, dass unter Hypoxie in Gegenwart
von CRP die Zahl der apoptotischen Zellen deutlich zunimmt. Unter normoxischen

Bedingungen hat CRP keinen solchen Effekt.

1.6.1.1 CRP: Indikator oder Aktivator?

Diese starke Korrelation zwischen CRP-Level und Vaskularer Kalzifikation und
kardiovaskularen Ereignissen gibt Anlass zu Uberlegungen dariiber, ob das CRP

tatsachlich nur ein guter Pradiktor ist, also lediglich als Epiphdnomen der Inflammation
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zu betrachten ist, oder ob es nicht doch einen kausalen Faktor darstellt und im
Atheroskleroseprozesses eine aktive Rolle spielt. Sei es durch Aktivierung von
Monozyten, sei es durch die Stimulation von glatten Muskelzellen. Erste Hinweise auf

eine aktive Rolle hat es in in vitro Experimenten bereits gegeben.

1.6.1.2 Erste Hinweise auf direkte CRP-Effekte

So wurde in vitro ein direkter Effekt des CRP auf Monozyten bereits nachgewiesen. [32]
Auf CRP reagieren diese namlich mit einer Aktivierung und vermehrter
Interleukinproduktion. Die Verwertbarkeit dieser Ergebnisse ist aber sehr umstritten, da
die Interleukinproduktion mdglicherweise durch kontaminierendes Endotoxin
hervorgerufen wurde. Erste Hinweise auf eine direkte Wirkung des CRP auf glatte
Muskelzellen zeigten auch Experimente, in denen die Expression verschiedener Gene,
die fur die Aktivierung zustandig sind. Dieser aktivierende Effekt wurde allerdings erst
auf genetischer Ebene gezeigt. CRP aktiviert NF-kB und diverse MAP-Kinasen, was zu

einer Produktion von inflammatorischen Interleukinen fihren kénnte. [62]
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Abb. 1.9.: Effekte von CRP auf Monozyten, glatten Muskelzellen und Endothelzellen im Rahmen der

Atherosklerose

27



Einleitung

Zwar sind dies erste Hinweise auf eine direkte Interaktion von CRP und VSMC.
Allerdings steht der Nachweis eines tatséachlichen Effektes des CRP auf VSMC in Form
von beispielsweise erhohter Verkalkung oder Interleukinproduktion noch aus. Denn der
Nachweis, dass bestimmte Gene angeschaltet oder Proteine produziert werden, birgt
die Ungewissheit, dass diese Gene schnell wieder abgeschaltet werden, oder dass
Transkriptionsfaktoren sofort wieder degradiert werden, bevor sie eine inflammatorische
Wirkung Uberhaupt entfalten konnten. Auch mdgliche Gegenregulationsmechanismen
der Zelle bleiben hier unberlcksichtigt. Ein tatsachlicher Nachweis, dass CRP

Verkalkung induziert, steht also noch aus.

1.6.1.3 Endotoxin

In der Diskussion um die Rolle des CRP wird auch immer wieder das Endotoxin als
kontaminierender Faktor erdrtert. Im Zentrum der Kritik steht die Behauptung, dass
nicht das CRP sondern tatsachlich kontaminierendes Endotoxin in unreinen Proben fir
die beobachteten vermeintlichen CRP-Effekte, wie SMC- und Monozytenaktivierung
verantwortlich ist. Wahrend die Fahigkeit des CRP als Pradiktor des kardiovaskularen
Risikos gemeinhin akzeptiert wird, ist eine kausale Rolle des CRP héchst umstritten. In
allen Experimenten, die CRP-Effekte untersuchen, ist also das Risiko einer

Endotoxinkontamination unbedingt zu minimieren.
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2 Fragestellung

Die enge Korrelation von CRP mit vaskularer Kalzifikation, Inflammation und

kardiovaskularen Ereignissen fuhrte uns zu folgenden Fragen:

Induzieren CRP und PTX 3 die Kalziuminkorporation in glatte Muskelzellen und damit
die Kalzifikation?

Haben sie einen regulierenden Einfluss auf die Expression des Kalzifikationsinhibitors
MGP in glatten Muskelzellen?

Fuhren CRP und PTX 3 in Monozyten zur vermehrten Produktion proinflammatorischer
Interleukine?

Sind die beobachteten Effekte unabhangig von eventuell kontaminierendem Endotoxin?

Um diese Fragen zu erortern, etablierten wir ein in vitro Modell fir vaskulare
Kalzifikation. Hierzu isolierten wir aus Nabelschniren humane glatte Muskelzellen, in
denen wir Verkalkung induzierten und CRP bzw. PTX 3 hinzugaben. Zur Kontrolle
wurden die Zellkulturen auch mit Endotoxin inkubiert. Anschlie3end wurde mit mehreren
Methoden das Ausmalfd der Verkalkung untersucht.

Zur Untersuchung des Einflusses von Monozyten auf den Prozess der Atherosklerose
isolierten wir Monozyten gesunder Probanden und stimulierten sie mit CRP oder PTX.
Im Anschluss wurde die Produktion verschiedener Interleukine untersucht. Diese
Versuche wurden mit Endotoxinantagonisten durchgefiihrt um Kontaminationseffekte zu
vermeiden.

Ferner wurde die Konzentration an Lipopolysacchariden in CRP und Pentraxin 3

mehrfach bestimmt.
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3 Material

3.1 Gerate

Agarosegel Elektrophoresekammern
BGA-Gerat

Brutschrank

Einbettautomat
Elektrophoresis PS 3500
Entwicklermaschine 45 Compact
GeneAmp PCR System 9700
Hypercenter XP

Kryostat HM 500
Magnetriihrer MR 3002 K
Mikroskop

Mikrowelle

Minishaker MS1

Photometer Ultrospec 2000
Photometer MR 5000

Speed Vac VR-I

Sterilbank

Tiefkuhltruhe C54285
Ultrazentrifuge Ultra Pro 80
Waage AE 260

Zentrifuge

3.2 Chemikalien

Agarose

AMV Reverse Transcriptase
Boric Acid

Bradfordkit

CRP

CRP
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Biorad, Minchen

Radiometer, Willich

CO2 Brutschrank, Heraeus Instruments
Microm, Walldorf

Pharmacia Biotech,Freiburg

Protec, Oberstenfeld

PE Applied biosytems, Weiterstadt
Shandon, Pittsburgh

Microm, Walldorf

Heidolph, Radebeul

Hund, Wetzlar

Bosch, Berlin

IKA, Staufen

Pharmacia Biotech, Freiburg

MR 5000, Dynatech, Denkendorf

Heto, Wettenberg

Laminair HBB 248, Heraeus Instruments
New Brunswick Scientific, Edison
Sorvall, Berlin

Delta Range, Giessen

Eppendorf, KoIn

Sigma, Taufkirchen
Promega, Mannheim
Sigma, Taufkirchen
BioRad, Miinchen

R&D Systems, Wiesbaden

Calbiochem, Darmstadt
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dATP, dCTP, dGTP, dTTP
Digoxigenin-11-dUTP

DIG Luminescent Detection Kit
Dulbecco’s Medium ohne Glutamin
Ethidiumbromid

Fetales Kalberserum
Ficoll

Glutamin

IL-1B-ELISA Kit
IL-6-ELISA Kit
Kalziumglukonat
Kalziumkit

Kernechtrot

Limulus Amebocyte Lysate Test Kit
LDH-Kit

LPS 055B5

NaCl

Natriumphosphat
Natriumthiosulfat

PBS
Penicillin/Streptomycin
Pentraxin 3

Polymyxin B

10x PCR Puffer

Random Primers

Rneasy Mini Kit

RPMI Medium

Taq DNA Polymerase
TNF a ELISA Kit

Trizma Base

Trizma HCI

Trypsin

Tween 20

Promega, Mannheim
Boeringer Mannheim
Boeringer Mannheim
Biochrom AG, Berlin
Sigma, Taufkirchen
Biochrom AG, Berlin
Sigma, Taufkirchen
Biochrom AG, Berlin
Endgen, USA

R&D Systems, Wiesbaden
Braun, Melsungen
Wako, Neuss

Roth, Karlsruhe
BioWhittaker, Maryland
Roche, Mannheim
Sigma, Taufkirchen
Merck, Berlin

Braun, Melsungen
Laborchemie, Apolda
Gibco BRL, Paisley
Biochrom AG, Berlin
R&D Systems, Wiesbaden
Sigma, Taufkirchen
Gibco BRL, Paisley
Promega, Mannheim
Qiagen, Hilden

PAA Laboratories, Linz
Gibco BRL, Paisley
R&D Systems, Wiesbaden
Sigma, Taufkirchen
Sigma, Taufkirchen
Roche, Mannheim

Sigma, Taufkirchen
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Silbernitrat Merck, Darmstadt

Wasser Ecotainer Melsungen

Primer TIB Molbiol, Berlin

Primer Basensequenz Annealingtemperatur
MGP 5’ ATGAAGAGCCTGATCCTTCTT 55°C

MGP 3’

TCATTTGGTCCCTCGGCGCTT 55°C

3.3 Materialien

Chamber slides w. cover
Falconréhren
Falcon-Wellplatten
Falcon-Gewebskulturplatten,
Gel-blotting Papier 2/4 mm
Filter

Hybridization Transfer membrane
Standardtips 10pl, 10pul, 1000pl
Rontgenfilm X-OMAT AR
Pipetten Costar Stripettes
PCR/ RT Reaction Tube
Zellflaschen
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Nunc, Rochester

Becton Dickinson,Heidelberg
Becton Dickinson, Heidelberg
Becton Dickinson, Heidelberg
Schleicher Schuell, Dassel
Nalgene , Rochester
GeneScreen, Boston
Eppendorf, KoIn

Kodak, Rochester

Sigma, Taufkirchen

Perkin Elmer, Norwalk
Sarstedt, Numbrecht
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3.4 Puffer und Lésungen

Agarose-Gel

Nabelschnurpuffer

1,5 g Agarose
10 ml 10 x TBE
90 ml Aqua bidest

0,5 ml 40% Glucose
1 ml Penicillin/Streptomycin
98,5 ml PBS

Basenpaarstandard

20 x SCC

50 pl Marker bp 123
350 pl Aqua dest.
100 pl loading buffer

175,3 g NaCl
88,2 g Natriumcitrat
800 ml Aqua bidest

Ethidiumbromidlésung

Loading buffer

5 mg Ethidiumbromid
1 ml Aqua bidest

300 ul Typ IV Maniatis
100 ml Ethidiumbromidlésung

dNTP Mix fur Reverse Transkription

dNTP Mix fur PCR

10 pl ATP (1200mM)
10 ul CTP (100mM)
10 pl GTP (100mM)
10 ul TTP (100mM)
960 ul Aqua dest

10 pl ATP (200mM)
10 ul CTP (100mM)
10 ul GTP (100mM)
10 ul TTP (100mM)
60 ul Aqua dest

Digoxigeninmarkierter dNTP Mix fur PCR

10 x TBE

2 ul ATP (100 mM)
2 ul CTP (100 mM)
2 ul GTP (100 mM)
1 ul TTP (100 mM)
5ul UTP (1 mM)
188 ul Aqua dest

108 g Tris-Base
55 g Boric Acid
40 ml 0,5 M EDTA pH 8
Aqua bidest ad 1000ml

33



Methoden

4 Methoden

4.1 lIsolation der glatten Muskelzellen

Die glatten Muskelzellen wurden aus frischen Nabelschniren, die uns aus der Klinik fur
Geburtsmedizin des Virchowklinikums freundlicherweise zur Verfiigung gestellt wurden,
isoliert. Der Transport und die Aufbewahrung der Nabelschnire erfolgten in
Nabelschnurpuffer.

Die Isolation der glatten Muskelzellen erfolgte unter sterilen Kautelen unter einer
Sterilbank. Nach sorgféaltiger Sauberung der Nabelschnur mit Desinfektionsspray wird
die gro3lumige Vene mit Hilfe einer Knopfkanile dargestellt und im Verlauf disseziert,
so dass die gesamte innere GefalRwand sichtbar wird.

Das Gefald wird auf einem Styroporblock mithilfe von Kantlen mit der luminalen Seite
nach oben fixiert. Nun wischt man mit einer sterilen Kompresse Uber die GefaRwand, so
dass die dunne Endothelzellschicht entfernt wird und die glatten Muskelzellen nun oben
auf liegen. Diese Zellschicht wird mit einem Skalpell inzidiert und in kleinen Quadraten
abprapariert. Diese kleinen Zellsticke werden mit der luminalen Seite nach unten in
Zellkulturplatten (3-5 Zellstiicke / Platte) gelegt, und mit Dulbecco’s Medium mit 15%
FKS, 1% Glutamin und 1% Penicillin/Streptomycin bei 37°C inkubiert.

o A
4 .
g o - w

Abb. 4.1: Isolation glatter Muskelzellen aus Nabelschniiren

Nach einer Woche wird der erste Mediumwechsel durchgefihrt, aul3erdem werden die
Zellen unter dem Mikroskop inspiziert. Sobald von einem Gewebestlck so viele glatte

Muskelzellen ausgesprosst sind, dass es von Zellen umgeben ist, kann dieses Stiick
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entfernt werden. Ist eine Platte konfluent, so werden diese Zellen trypsiniert. Hierzu
wurden sie zunéchst mehrfach mit PBS gespult und mit 1 ml Trypsin (10%) bei 37°C
inkubiert, so dass sich die humanen glatten GefalBmuskelzellen vom Untergrund der
Zellkulturflaschen l6sten. Nach 5 Minuten wurde die Reaktion durch Zugabe von 19 ml
Medium gestoppt. Die Zellen befanden sich nun im Medium und konnten auf
Wellplatten oder in Flaschen inkubieren, so dass nun Versuche damit gemacht werden

konnen. Die Zellen wurden jeweils maximal bis zur 5. Passage verwendet.

4.2 Inkubation VSMC

Die trypsinierten Zellen einer Flasche wurden in 6-Wellplatten verteilt (2ml/Well), und

wiederum bis zur Konfluenz mit dem schon zuvor verwendeten Medium inkubiert.

4.2.1 Anfertigung eines Kalzifikationsmediums

Um in den VSMC Verkalkung zu induzieren, versetzten wir das tbliche Medium mit 2
mmol/l Phosphat. Um in dem Medium eine Kalziumkonzentration von ebenfalls 2 mmol /
| zu erreichen, wurde Kalziumglukonat in 500 pl - Schritten hinzutitriert und jeweils
anschlieBend die Kalziumkonzentration in einem Blutgasanalyse-Gerat bestimmt. Das
Medium wurde vor jedem Mediumwechsel neu angefertigt, um das Risiko pH-bedingter
Kalziumwertschwankungen zu minimieren.

Sobald die Zellen in den 6-Wellplatten konfluent gewachsen waren, wurden funf Wells
mit dem Kalzium-Phosphatmedium versehen. Lediglich ein Well wurde mit
Kontrollmedium ohne zuséatzliches Kalzium oder Phosphat inkubiert. Anschliel3end
wurden noch die verschiedenen Mengen CRP und PTX 3 in die einzelnen Wells
hinzupipettiert.

Nach 48 Stunden wurde das Medium abgesaugt, die Zellen mit 500 pul 0,6 N HCI
versehen und fir 24 h bei 4°C dekalzifiziert. AnschlieBend wurden die HCI-Uberstande

in EppendorfgefalRe Gberfuhrt, um die Kalziumkonzentration darin zu messen.

4.3 Kalziummessung

Die Messung der Kalziumkonzentration in den HCI-Uberstanden erfolgte mithilfe des

Kalziumkits der Firma Wako. Die im Kit enthaltenen Reagenzien enthalten den o-
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cresolphthalein-Komplex, der nach Bindung an Kalzium eine violette Farbe annimmt.
Die durch das o-cresolphthalein produzierte Farbintensitat ist dabei dem Kalziumgehalt
der Probe proportional. Die Kalziumkonzentration kann durch Messung der Absorption
bei 570 nm photometrisch bestimmt werden.

4.4 Proteinmessung

Um ein Mal3 dafur zu haben, wie viele Zellen in den Wells waren, wird zusatzlich der
Proteingehalt pro Well bestimmt. Nach Abnahme der HCI-Uberstande werden die Zellen
mithilfe von 0,1 N NaOH mit 0,1 % SDS lysiert. In diesen NaOH-Uberstanden wird
mithilfe der Bradfordmethode die Proteinkonzentration gemessen, um die gemessenen
Kalziumwerte dazu in Bezug setzen zu kénnen.

Hierzu wird zu jeder Probe das Bradfordreagenz hinzupipettiert, woraufhin sich die
Probe blaulich verfarbt. Die Farbintensitat ist auch hier der Konzentration proportional.
Die Absorption der Proben wird bei 595 nm photometrisch bestimmt. Die gemessenen
Werte werden mit den Absorptionswerten der standardisierten Proben verglichen.
Anhand dessen errechnet das Photometer die Proteingehalte der verschiedenen
Proben aus. Mit den Proteinwerten hat man nun einen Parameter fur die Anzahl der in
den Wells befindlichen Zellen, auf den man die Kalziumwerte nun beziehen kann. Damit
sind die gemessenen Werte von Schwankungen, die durch unterschiedliche Zellzahlen

bedingt sein kdnnten, unabhangig.

4.5 Von Kossa Farbung

Zum Nachweis der Kalzifikation der VSMC farbten wir die Zellen mit der Von Kossa-
Methode. Diese Technik ist zur Demonstration von Kalziumablagerungen gut geeignet.
Hierzu wurden die Zellen allerdings nicht auf Wellplatten, sondern auf Objekttragern mit
,Zellkammern® inkubiert. Ansonsten erfolgte die Inkubation auf die oben beschriebene
Weise fir zehn Tage. Anschliel3end wurde zunachst das Medium, dann die Kammern
auf den Objekttragern entfernt, so dass lediglich die Zellen auf den Objekttragern
blieben.

AnschlieRend wurden die Zellen mit der Von Kossa-Methode gefarbt. Das genaue

Farbeprotokoll lautete wie folgt:
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Objekttrager in absteigende Alkoholreihe geben:
2 x 100 % Alkohol
1 x 96 % Alkohol
1 x 80 % Alkohol
1 x 70 % Alkohol,
jeweils 2 min
3. In Aqua dest. kurz spulen
. Farben in 3%iger wassrigen Silbernitratiésung im Dunkeln 5 min

. 3 x Spulen in Aqua dest.

4
5
6. Reduzieren in Natrium- FormaldehydlGsung 2 min
7. Wassern in Leitungswasser 10 min

8. Fixieren in 5% Natriumthiosulfatlésung 5 min

9. Wassern in Leitungswasser 10 min

10. Spilen in Aqua dest. kurz

11. Farben mit Kernecht-Rot 8 min

12. Spulen in Aqua dest. kurz

13. Entwassern in aufsteigender Alkoholreihe:

1 x 80 % Alkohol

1 x 96 % Alkohol

2 x 100 % Alkohol,

jeweils kurz

14. Entfetten in Xylol, Vorbereitung zur Eindeckung 2 x 5 min

4.6 LDH-Messung in Uberstanden

Zur Messung der Laktatdehydrogenase wurden weitere Inkubationsversuche mit VSMC
durchgefuhrt wie oben beschrieben. Hierzu allerdings wurden die Zellen bis maximal
funf Tage inkubiert. Mediumwechsel wurde an Tag 0 und Tag 2 durchgefuhrt. Die zuvor
aus den Wells entnommenen Uberstande wurden zunachst bei -20°C tiefgefroren. Als
Positivkontrolle lagerten wir eine Zellkulturplatte fur 24h bei -20°C. Dies fuhrt zur Lyse
vieler Zellen, so dass die in den Uberstanden bestimmten LDH-Werte deutlich erhoht

sind.
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Zur Bestimmung der LDH-Konzentration am folgenden Tag wurde das LDH-Kit der
Firma Roche verwendet.

Hierbei werden 100pl einer Probe mit 100 ul eines mitgelieferten Reagenzes versetzt
und die Absorption photometrisch bei nm bestimmt. Nach Vergleich mit einem ebenfalls

mitgelieferten Standard wird die Konzentration errechnet.

4.7 Inkubation VSMC mit PTX3 und CRP zur RNA-Messung

Zur Untersuchung der Auswirkungen des CRP und des PTX 3 auf das Genmilieu glatter
Muskelzellen wurden glatte Muskelzellen in Zellkulturflaschen bei 37°C und 5% CO,
inkubiert. Nachdem die Zellen bis zur Konfluenz gewachsen waren, wurden zunachst
alle Zellkulturen fur 24h mit FKS-freiem Medium inkubiert. Anschlieend wurde eine der
Flasche mit Kontrollmedium, und drei mit dem Kalzifikationsmedium, von welchen zwei

zusatzlich CRP oder PTX enthielten, versetzt. Die Zellen inkubierten jeweils 24h.

4.8 RNA-Isolation

Nach 24stindiger Stimulation der glatten Muskelzellen, wurde das Medium abgesaugt
und die Zellen mit 100yl Mercaptoethanol in 1ml RLT Puffer lysiert und in
Eppendorfgefalie tberfuhrt. Das Lysat wurde bei -80°C aufbewabhrt.

Die RNA-Isolation erfolgte mit dem RNA-Kit der Firma Qiagen. Zunachst werden die
Lysate bei 13000 Umdrehungen pro Minute fur drei Minuten zentrifugiert, so dass die
festen Zellbestandteile absinken. Die Uberstande und die darin geléste RNA werden auf
zwei neue Eppendorfgefalle aufgeteilt und mit 500ul 70%igen Ethanol versetzt und
anschlieBend in RNeasy spin columns Uberfihrt. Diese GefaRe bestehen aus einem
Filter mit einem darunter befindliches Auffanggefall. Nach 15sekindiger Zentrifugation
bei 10000 Umdrehungen befindet sich die RNA in dem Filter und die restliche
Flussigkeit in dem Auffanggefaf3, was nun entleert wird. Anschlieend wird auf die Filter
500ul RW1 Puffer zur Saule hinzugegeben, wiederum bei 10000 rpm zentrifugiert und
der Durchfluss entsorgt. Nun wird nach der Zugabe von 500ul RPE-Puffer ebenso
verfahren. AbschlieBend wird ein weiteres Mal 500ul RPE-Puffer hinzupipettiert und
diesmal fir 4 Minuten bei maximaler Geschwindigkeit zentrifugiert.

Nun werden die Filter entnommen, in neue Eppendorfgefalle gesetzt und mit 50 pl
RNAse freien Wasser versetzt. Nach fanfminutiger Zentrifugation bei 10000 rpm
befindet sich die RNA in dem Eppendorfgefal3. Der RNA-Gehalt kann nun mit einem

Photometer bei 280 nm gemessen werden. Nach Einstellung der RNA auf 0,1ug/ml
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mittels Prazipitation kann anschliel3end mit der Reversetranskription der RNA in cDNA

fortgefahren werden.

4.9 Reverse Transkription

Ziel dieser Methode ist es, die gewonnene RNA in cDNA umzuschreiben, die dann
mittels PCR amplifiziert werden kann. Zur Vermeidung einer Kontamination wurden alle
nun erfolgten alle weiteren Schritte in eigens fir PCR eingerichteten Arbeitsbereichen
unter sterilen Kautelen, mit puderfreien Handschuhen durchgefiihrt. Alle im Folgenden
aufgelisteten Schritte erfolgten mit sterilen Pipetten, in 0,5 ml Eppendorfréhrchen und
auf Eis. Fur die Reverse Transkription wurden 0,1pg Gesamt-RNA verwendet. Alle
Reaktionen wurden in Anséatzen von 30ul in Eppendorfgefal3en in einem Thermocycler

der Firma Gene Amp gemalR folgendem Ansatz durchgefihrt:

Reagenz Konzentration | Endkonzentration | Volumen
RNA 0,1 pg/ul 1 ug 10 pl
Random primer 50 uM 5 uM 2 pl
dNTP Mix | 10 mM 1 mM (jeweils) 2 ul
5xReaktionspuffer | 250 mM TRIS | 250 mM 4 ul

250 mM KCI 250 mM
50 mM MgCl, | 50 mM
50 mM DTT 50 mM

UF H,0 1,75 ul
R.-Transkriptase |5U/pul 1,25U 0,25 pul
Endvolumen 20 ul

Die RNA wird am Thermocycler dann mittels folgenden Programms transkribiert:
30 Minuten bei 42°C; 5 Minuten bei 95° C; Abkuhlen auf 4°C.
Nach Beendigung des Programms werden weitere 80ul ultrafiltrierten Wassers

hinzupipettiert. Die cDNA kann bei -20°C gelagert werden.
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4.10 PCR und Detektion

Die nun gewonnene cDNA kann nun mittels Polymerasekettenreaktion amplifiziert
werden. Alle PCRs wurden mehrfach durchgefihrt, um die Reproduzierbarkeit der
Resultate zu gewahrleisten. Alle PCRs wurden in Ansatzen von 30 pl in
Eppendorfgefalen in einem Thermocycler der Firma Gene Amp gemald folgenden

Ansatzes durchgefuhrt:

Reagenz Konzentration | Endkonzentration | Volumen
cDNA 0,01 pg/pl 50 ug 5ul
MgCl, 50 mM 2 mM 1,2 pl
dNTP Mix Il Jeweils 10 mM | 10mM 3ul
dATP, dCTP,
dGTP, und
dTTP
10 x Puffer 500 mM Tris 50 mM 3ul

100 MM TRIS | 10 mM
1 % Triton X 0,1%

Primer 10uM 0,2MM Je 0,6 pl
Taqg 5U/ul 1,25 U 0,25 ul
Polymerase

UF H,O 16,35 pl
Endvolumen 30 pl
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Ein fUr diese Arbeit typisches verwendetes Programm sei am Beispiel der GAPDH

demonstriert:

l. 5 Min 94°C, 1 Min 56°C, 1 Min 72°C —ein Zyklus
Il. 1 Min 94°C, 1 Min 56°C, 1 Min 72°C —-25 Zyklen
Il 1 Min 94°C, 10 Min 56°C, -ein Zyklus

Abkuhlen auf 4°C

Dieses PCR-Programm wurde fur folgende Primer verwendet: GAPDH, MGP.

4.11 Agarosegel Elektrophorese

Die Elektrophorese von DNA erfolgt in horizontaler Lage in einem 1 x TBE-Puffer.

100 ml 1x TBE-Puffer werden mit 1,59 Agarose versetzt und anschlie3end in der
Mikrowelle 3 Minuten gekocht. Unter permanentem Ruhren lasst man die Losung
abkihlen und pipettiert bei ca. 60° C 10ul Ethidiumbromid (5 mg/ml)hinzu.
AnschlieBend wird das Gel in eine Elektrophoresekammer, in der sich zwei
Kunststoffkdmme befinden, gegossen. Nach einer Stunde ist das Gel in die feste Form
Ubergegangen und kann, nachdem die Kamme entfernt wurden, mit 1XTBE Puffer

Uberschichtet werden.

Nun werden 10ul des PCR-Produktes mit 3ul Loading buffer versetzt und vorsichtig in
die im Gel befindlichen Taschen pipettiert. In die erste Tasche wird ein Langenstandard

pipettiert, dessen Abstande je 123 kbp entsprechen.
Das Gel lauft nun fir eine Stunde bei 125 mV und ca. 85 mA. Anschliel3end wird das

Gel unter UV-Licht der Wellenlange 265 nm photographiert. Zur besseren Auswertung

wurde das Gel anschlieRend auf eine Nylonmembran geblottet.
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4.12 Blotten

Der Kapillartransfer dient der dauerhaften Fixierung der im Rahmen der RT-PCR
gewonnenen Amplifikate. Er erfolgt in einer mit 20x SCC Puffer gefillten Wanne Gber
Nacht gemal folgendem Aufbau:

= Gewicht

= Glasgestell

= Papierhandtucher

= 5x2 mm Gel-blotting-Papier

= Parafilmrahmen

= Nylonmembran

= umgedrehtes Gel

= 5 x 4 mm Gel-blotting-Papier

= Wanne mit 20x SCC Puffer

Um die DNA dauerhaft auf der Membran zu fixieren, wird im UV-Crosslinker eine
kovalente Bindung der DNA an die positiv geladene Nylonmembran durch 3-minttige
Bestrahlung mit UV-Licht hergestellt. Der vollstandige Transfer der DNA vom Gel auf
die Membran kann unter UV-Licht kontrolliert werden. (Das Gel sollte keine Banden

mehr zeigen.) Die Membran sollte bis zur Detektion trocken bei 4°C gelagert werden.

4.13 Detektion

Ziel der Detektion ist der Nachweis der DNA, die mit Digoxigenin markiert wurde.
Hierfir wird ein Anti-Digoxigenin-Alkalische-Phosphatase konjugierter Antikorper,
dessen spezifische Bindung mittels eines lichtemittierenden Substrates nachweisbar ist,
verwendet. Die Lichtemission erfolgt bei einer Wellenlange von 477 nm. Durch

Belichtung eines Fotofilms erfolgen die Dokumentation und die weitere Auswertung.
Die Detektion erfolgt nach folgendem Protokoll:

Membran fur 5 Minuten in Waschpuffer geben

Membran fur 30 Minuten in Blocking solution geben
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Membran fur 30 Minuten in Anti-Digoxigenin-Alkalische-Phosphatase konjugierte
Antikérper—L6sung geben (Verdinnung 1:10000, als Verdinnungsmethode blocking
solution nehmen)

Membran fiur 30 Minuten in Waschpuffer geben

Membran fur 5 Minuten im Detektionspuffer aquilibrieren.

Membran fur 2 Minuten in CSPD geben

Membran in Frischhaltefolie wickeln und fir 10 Minuten im Brutschrank bei 37°C
inkubieren

Belichten des Filmes in der Dunkelkammer je nach Intensitdt der Lichtemission,

anschlielend Entwicklung des Filmes

Anschlieend werden zur semiquantitativen Auswertung die Filme eingescannt und
mithilfe des Bildbearbeitungsprogramms Scion Image analysiert. Hierbei werden die
optischen Dichtewerte der Banden der verschiedenen Versuche gemessen und daraus
Mittelwerte gebildet. Die Konzentration in der Kontrolle wurde als 100 % festgesetzt und

die anderen Konzentrationen wurden jeweils darauf bezogen.

4.14 Monozytenisolation

Die Isolation  von Monozyten  erfolgte  durch das  Verfahren  der
Dichtegradientenzentrifugation. In diesem Verfahren werden verschiedene Zelltypen
aufgrund ihrer Schwebedichte getrennt. Zur Trennung der Monozyten verwendeten wir
als Trennlésung Ficoll, welches ein synthetisches Polymer aus Saccharose ist. Hierzu
wurden zunachst sieben freiwilligen, gesunden Probanden jeweils 20-30 ml vendses
Blut unter sterilen Kautelen abgenommen und mit Heparin versetzt. Das Blut wurde auf
zwei 50 ml Falconrdhrchen aufgeteilt und hierin mit isotoner Kochsalzlésung auf 35 ml
aufgefullt. Anschlieend wurde eine mit 15 ml Ficoll gefillte 15 ml Pipette in das
Falconréhrchen gestellt, so dass sich das Ficoll durch hydrostatischen Druck am Grund
des Falconrdhrchens verteilte.

Nun wurden die Falconrohrchen fur 30 Minuten bei 1200 Umdrehungen pro Minute in
einer Zentrifuge (Eppendorf) zentrifugiert. Wahrend der Zentrifugation ordneten sich die

Bestandteile des Vollblutes von oben nach unten folgendermal3en an:
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rKochsalzlésung
»Monozytenring
vFicolllésung
rErythrozyten

Anschlielend wurde der Monozytenring abpipettiert und wiederum in ein 50 ml
Falconrohrchen udberfihrt, was wiederum mit Kochsalzlosung auf 50 ml aufgefullt

wurde.

Nach erneuter 10-minttiger Zentrifugation bei 10000 rpm befinden sich die Zellen
schlieRlich im Pellet, der Uberstand kann verworfen werden. Nun werden die Zellen in
RPMI-Medium resuspendiert. Dieses wurde zuvor mit 1% Penicillin und Streptomycin

sowie 1 % Glutamin versetzt und anschlieRend sterilfiltriert.

Dann wurden die Zellen in Trichloressigsdaure (0,3 N) zehnfach verdinnt und

anschlielend in einer Zahlkammer ausgezahit.

4.15 Monozytenstimulation

Die Monozytenstimulationsversuche erfolgten in 12-Wellplatten. Diese wurden mit oben
genanntem Medium mit absteigenden PTX 3-, CRP- bzw. LPS- Konzentrationen
versehen und eine durch Zellzdhlung zuvor ermittelte Zahl isolierter Monozyten wurde

hinzupipettiert.

Die Zellen wurden dann 24h bei 37°C, 5% CO2 inkubiert und anschliefend bei -20°C

gelagert. Durch den Gefrierprozel3 wird ein Grol3teil der Zellen lysiert.
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4.16 ELISA

Prinzip eines ELISA

Zuerst wird der Antikdrper gegen das nachzuweisende Antigen zunachst auf einer
Mikrotiterplatte immobilisiert. Nach der Blockierung unspezifischer Bindungsstellen wird
das Antigen hinzugefigt und wahrend einer Inkubation gebunden. Im néchsten Schritt
wird ein weiterer, gegen das Antigen gerichteter Antikdrper hinzugegeben, der mit
einem Enzym gekoppelt ist. Die Zugabe eines Substrates setzt eine Enzymreaktion in
Gang, mit der das farblose Substrat in ein farbiges Produkt tberfuhrt wird. Die
entsprechenden Produkte werden dann kolorimetrisch bestimmt. Die Extinktion der
entstehenden Farblésung ist proportional zur Konzentration des Proteins in der Probe

und damit ein Mittel zur quantitativen Proteinbestimmung einer Probe.

Bestimmung von IL-1, IL-6 und TNFa

Die IL-1-, IL-6- und TNFa-Konzentrationen wurden mittels hochsensitiven ELISA (R&D
Systems) bestimmt. Die benétigten Chemikalien sind in den jeweiligen Kits enthalten.
Der 1. Antikorper wird 1:180 mit PBS verdinnt und dann eine 96-well Mikrotiterplatte
mit 100ul pro well gecoated. Die Platte wird mit Parafilm versiegelt und inkubiert bei
Raumtemperatur Uber Nacht. Danach wird die Platte ausgeklopft und mit 400 ul des
mitgelieferten Waschpuffers (0,05% Tween 20 in PBS, pH 7,2-7,4) gewaschen. Der
Vorgang wird zweimal wiederholt, insgesamt also 3 Waschgange. Die Platte wird durch
Zugabe von 300 pl Reagenzlésung (1% BSA in PBS, pH 7,2-7,4) in jedes well geblockt.
Die Platte inkubiert mindestens eine Stunde bei Raumtemperatur. Die Platte wird erneut
ausgeklopft und dreimal mit Waschpuffer gewaschen.

Nun werden Standard und Proben aufgetragen. Fir die Verdinnungsreihe wurde der
Standardstock mit Reagenzlésung auf 600 pg / ml verdinnt und davon 100 pl in die
Napfe Al und A2 pipettiert. In 6 Verdinnungsschritten mit jeweils 50 pl der vorigen
Verdinnung und 50 ul Reagenzlésung wurde eine Verdunnungsreihe in doppelter
Ausfuhrung erstellt. Das letzte Well der Reihen 1 und 2 ist der Leerwert und enthalt
daher nur Reagenzlésung. Von den Proben werden jeweils 100ul in die wells pipettiert.
Anschlie3end wird die Platte fur 2 Stunden bei Raumtemperatur inkubiert.

Die Platte wird erneut ausgeklopft und dreimal mit Waschpuffer gewaschen. Danach

werden 100 pl des 2. Antikérpers, der mit Reagenzlosung 1:180 verdinnt ist, in jedes
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Well pipettiert und die Platte fir 2 Stunden bei Raumtemperatur inkubiert. Die Platte
wird erneut ausgeklopft und dreimal mit Waschpuffer gewaschen.

Jetzt werden 100pl des mitglieferten Streptavidinkomplexes in jedes Well pipettiert und
die Platte fur 20 Minuten bei Raumtemperatur im Dunklen inkubiert. Die Platte wird
erneut ausgeklopft und dreimal mit Waschpuffer gewaschen. In jedes well werden 100
ul TMB-L6sung pipettiert und die Platte fir 20 Minuten bei Raumtemperatur im Dunklen
inkubiert.

Die Farbreaktion wird mit 50 pl 2 N Schwefelsdure pro well gestoppt. Die Messung der
optischen Dichte erfolgt bei einer Wellenlange von 450 nm mit einer

Referenzwellenlange von 570 nm.

4.17 Endotoxinmessung

Der Endotoxingehalt wurde mehrfach sowohl im C-reaktiven Protein als auch im
Pentraxin 3 bestimmt. Hierzu wurde der Limulus Amebocyte Lysate Test Kit der Firma
BioWhittaker verwendet, welcher ein quantitativer Test flir gram-negative bakterielles
Endotoxin ist und die Endotoxinkonzentration mit einer Sensitivitdt von 0,125 EU
bestimmt. Hierzu werden 50 pl einer zu untersuchenden Probe mit LAL Reagenz in
pyrogenfreien Testréhrchen gemischt und fur 10 Minuten bei 37°C inkubiert. Nach
Zusatz von 100ul Substratlosung wird die Probe bei 37°C flir weitere sechs Minuten
inkubiert. Die Reaktion wird dann mithilfe eines Stopreagenz beendet. Bei Préasenz von
Endotoxin in der Probe nimmt diese eine gelbe Farbe an. Die Absorption der Probe wird
schlie8lich bei 405-410 nm photometrisch bestimmt. Diese Absorption ist der
Endotoxinkonzentration proportional, so dass diese anhand einer Standardkurve

errechnet werden kann.

4.18 Statistik

Die statistische Auswertung der Resultate erfolgte mithilfe des Softwareprogramms
InStat der Firma GraphPad Software. Die in dieser Arbeit dargestellten Resultate sind
dargestellt als Durchschnitt + SEM. Unterschiede wurden mit dem Mann-Whitney Test

verglichen. Ein p-Wert von < 0,05 wurde hierbei als signifikanter Unterschied gewertet.
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5 Ergebnisse

5.1 Kalziumkonzentrationen

Die Hauptfrage dieser Doktorarbeit war die Frage, ob die Akutphaseproteine CRP und

PTX 3 in humanen glatten Muskelzellen Kalzifikation induzieren.
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Abb. 5.1. Kalziuminkorporation in glatten Muskelzellen nach Inkubation mit verschiedenen Medien fur
jeweils zwei Tage. Die Verwendung von Kalzifikationsmedium (Grau) fuhrt bereits zu einem signifikanten
Anstieg der Kalziuminkorporation. Durch die weitere Zugabe von CRP (Schwarze Balken) wird ein
weiterer signifikanter Anstieg der Kalziuminkorporation erreicht. %= p < 0,05 im Vergleich zur Kontrolle
(Grau).

Die Graphik zeigt, dass die alleinige Inkubation von VSMC mit Kalzifikationsmedium
(Grau) zu einem statistisch signifikanten Anstieg in der intrazellularen
Kalziumkonzentration gegeniber derjenigen der mit herkdbmmlichen Medium (Weil3)
inkubierten Zellen fuhrt. Entscheidend jedoch ist, dass die zuséatzliche Inkubation mit
CRP dosisabhangig zu einem weiteren Anstieg in der intrazellularen
Kalziumkonzentration flhrte. Bereits eine CRP-Konzentration von 2,5 pg/dl fihrte hier
bereits zu einem deutlichen Anstieg in der durchschnittlichen intrazellularen
Kalziumkonzentration von 1,15 auf 1,71 mg/dl. Statistische Signifikanz gegeniber der
Kalziumkonzentration der mit Kalzifikationsmedium inkubierten glatten Muskelzellen

erreicht dieser Anstieg bereits bei einer CRP-Konzentration von 5 pg/ml. Die
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durchschnittliche Kalziumkonzentration betrug hier 2,15 mg/dl. Die Inkubation der Zellen
mit 10 pg/ml CRP fuhrte dann zu einem weiteren Anstieg der Kalziumkonzentration auf
3,1 mg/dl, was ebenfalls statistisch signifikant war gegenuber der Kalziumkonzentration
in den mit Kalzifikationsmedium inkubierten Zellen.

Die Verkalkung wurde zu verschiedenen Zeitpunkten untersucht. Fur die Zellen, die mit
Kalzifikationsmedium inkubiert wurden, zeigt die Kinetik, dass die gemessenen

Kalziumkonzentrationen bis zum achten Tag ansteigen und schlief3lich wieder abfallen.
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Abb.5.2

Kalziuminkorporation in glatte Muskelzellen nach Inkubation mit (schwarz) und ohne (grau) CRP.
Messung nach 2, 4, 8 und 10 Tagen. Die Inkubation mit Kalzium und Phosphat fihrt zu einem Anstieg

der Kalziumkonzentration, der Zusatz von CRP fiihrt zu einem weiteren Anstieg.
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Auch die Inkubation mit Pentraxin 3 fuhrte in den Zellkulturen zu einer Verstarkung der
Kalziuminkorporation in VSMC. (s. Abb. 5.3). Nach Zusatz von 1 pg/ml PTX 3 zu dem
Kalzifikationsmedium war ein Anstieg der durchschnittlichen Kalziumkonzentration von
1,15 mg/dl auf 2,32 mg/dl messbar.
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Abb. 5.3 Kalziuminkorporation in glatten Muskelzellen nach Inkubation mit Pentraxin fir jeweils zwei
Tage. Die Verwendung von Medium mit Zusatz von Phosphat und Kalzium (Grauer Balken) fuhrt bereits
zu einem signifikanten Anstieg der Kalziuminkorporation. Durch die weitere Zugabe von PTX (schwarz)

wird ein weiterer Anstieg der Kalziuminkorporation erreicht. % =p < 0,05 im Vergleich zur Kontrolle (grau).
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Abb.5.4

Kalziuminkorporation in glatte Muskelzellen nach Inkubation mit (schwarz) und ohne (grau) PTX.
Messung nach 2, 4 und 10 Tagen. Die Inkubation mit Kalzium und Phosphat fihrt zu einem Anstieg der
Kalziumkonzentration, der Zusatz von CRP fihrt zu einem weiteren Anstieg. (2d: n=39, 4d: n= 56, 10d:
n=32)

Um Schwankungen der Zellzahlen als kausalen Faktor auszuschlie3en, wurde bei den
Versuchen auch der Proteingehalt in den Wells bestimmt und die
Kalziumkonzentrationen hierauf bezogen. Die Proteingehalte waren insgesamt sehr
konstant, so dass sich auch bei Berlcksichtigung des Proteingehaltes der Wells die
gleichen Resultate ergaben. Von grofien Schwankungen der Anzahl der in den Wells
enthaltenen Zellen ist also nicht auszugehen. Die starken Zunahmen der
Kalziumkonzentrationen sind als ein deutlicher Hinweis auf die eigenstandige
kalzifikationsinduzierende Wirkung dieser beiden inflammatorischen Proteine, CRP und
PTX3, zu werten. Dies wird gestltzt durch die offenbar dosisabhangige Wirkung von
CRP und PTX 3 auf die Verkalkung der Zellen.

Um zu untersuchen, ob der kalzifizierende Effekt durch kontaminierendes, eventuell in
den CRP- oder PTX3- Proben vorhandenes Endotoxin verursacht sein konnte, wurden
erneut VSMC mit Kalzifikationsmedium inkubiert, welches entweder CRP oder LPS
enthielt. Wahrend das CRP erneut Verkalkung herbeifiihrte, brachte das LPS auch in

sehr hohen Konzentrationen keinen solchen Effekt.
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Abb. 5.5: Inkubation glatter Muskelzellen mit Kalzifikationsmedium und verschiedenen Konzentrationen
Lipopolysacharids sowie CRP. Die Inkubation mit Kalzium-Phosphatmedium (hellgrau) -wie bei den
vorherigen Versuchen wurden 1,9 mmol/l Kalzium und 2 mmol/l Phosphat verwendet- fihrt zu einem
Anstieg der Kalziumkonzentration gegentber der mit handelstblichen Medium inkubierten Zellen (weif3).
Der Zusatz von LPS (dunkelgrau) fuhrt zu keinem signifikanten Anstieg der Kalziumkonzentration
gegenlber der nur mit Kalzifikationsmedium inkubierten Zellen. Die Inkubation mit CRP (schwarz)
hingegen schon. % = p<0,05. Die statistische Analyse wurde mit einem gepaarten t-Test durchgeftihrt.
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Von Kossa Farbung

Als weitere Untersuchungsmethode der Kalzifikation der VSMC wurde die Von Kossa
Farbung angewandt, die mineralisierende Strukturen mithilfe von Silbernitrat sichtbar
macht.

Die Ergebnisse der Von Kossa Farbung der Zellen stehen mit den Kalziummessungen
in Einklang. Wahrend die mit normalem Medium inkubierten SMC keinerlei Zeichen von
Kalzifikation zeigen, weisen die mit Kalzifikationsmedium inkubierten Zellen einige
schwarz gefarbte Kalziumkristalle als deutliches Zeichen von Verkalkung auf. Eine
deutlich gro3ere Zahl an verfarbten Arealen zeigt sich nach zuséatzlicher Inkubation mit
CRP. Auch die mit PTX 3 behandelten Zellen weisen im Vergleich zur
Kalzifikationskontrolle vermehrte Verkalkungsherde auf. Dies ist die exakte Bestatigung
der in den Kalziummessungen erzielten Ergebnisse, was als weiterer Hinweis auf eine

kalzifikationsinduzierende Wirkung dieser Akutphaseproteine gelten kann.
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Standardmedium

Kalzifikationsmedium

Kalzifikationsmedium
+5ug CRP

Kalzifikationsmedium
+0,5ug PTX 3

Abb. 5.6: Kalzifikation in glatten Muskelzellen wurde mittels Von Kossa Farbung sichtbar gemacht. Die
mit herkdbmmlichem Medium inkubierten Kulturen sowie die mit Kalzifikationsmedium inkubierten Zellen
zeigen nach demselben Inkubationszeitraum deutlich weniger Verkalkung als die zusatzlich mit CRP bzw.
PTX3 inkubierten Zellen. (n=4)
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5.2 LDH

In den Uberstanden der glatten Muskelzellen wurde zu verschiedenen Zeitpunkten die
Konzentration der Laktatdehydrogenase (LDH) bestimmt. Dieses intrazellular in allen
Zellen des menschlichen Korpers vorkommende Protein wird im Falle des Zelltodes
freigesetzt und findet somit auch als Marker des Zelltodes Verwendung. Im Zuge des
Prozesses der Gefallverkalkung kommt es zur Bildung von Apoptosekdrperchen, die
zum Teil aus glatten Muskelzellen bestehen und wesentlich zur Verkalkung beitragen.
Die Messungen der LDH erfolgten in den Uberstanden, die sowohl nach Tag 2 als auch
nach Tag 5 entnommen wurden. Die Resultate zeigen zun&chst, dass in den mit
Kontrollmedium inkubierten  Zellkulturen kein deutlicher Anstieg der LDH-
Konzentrationen zu verzeichnen ist. Als Positivkontrolle eignen sich die Kulturen, die
zuvor eingefroren wurden, hier kommt es zu einem starken Anstieg der LDH.

In den Zellkulturen, die mit Kalzifikationsmedium inkubiert wurden, kommt es nach funf
Tagen zu einem Anstieg. Dieser Anstieg féllt in den mit CRP bzw. PTX3 versetzten

Kulturen noch deutlicher aus. Abgebildet sind Einzelwerte.
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Abb. 5.7: LDH-Konzentrationen in Uberstanden von Kulturen glatter Muskelzellen, die mit Kontrollmedium
(oben), mit Kalzifikationsmedium und CRP (Mitte) oder Kalzifikationsmedium und PTX 3 (unten) stimuliert
wurden. Abgebildet sind Einzelwerte. Es kommt zu einem Anstieg der LDH in den Uberstanden nach funf
Tagen nach Stimulation mit CRP/PTX3. Als Positivkontrolle wurde in Uberstanden zuvor eingefrorener
Zellen die LDH bestimmt. (Oben)
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5.3 Expression MGP

Um zu untersuchen, Uber welchen Mechanismus CRP und PTX 3 Verkalkung in den
glatten Muskelzellen herbeifihren, wurde die Expression des Verkalkungsinhibitors
Matrix Gla Protein (MGP) untersucht. Hierzu wurde die mRNA-Konzentration von MGP

bestimmt.

In der Analyse der optischen Dichtewerte der verschiedenen Banden zeigt sich, dass
die Inkubation der Zellkulturen mit Kalzifikationsmedium zu einer Reduktion der MGP-
MRNA-Konzentration gegentber der Kontrolle fuhrte. Ein zusatzlicher Abfall der MGP-
MRNA-Konzentration war nach Inkubation mit CRP zu verzeichnen. Dieser weitere

Abfall ist allerdings nicht statistisch signifikant.
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Abb. 5.8.: Expression des Kalzifikationsinhibitors MGP (n=4) in VSMC nach Inkubation mit CRP und PTX
im Vergleich zur Expression von GAPDH (oben). Die MGP-Konzentration in Zellen, die mit CRP inkubiert

wurden, ist geringer als in der Kontrolle.
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Abb. 5.9: Die MGP-Expression der Kulturen wurden quantifiziert durch die Messung der optischen Dichte

der verschiedenen Blots. Ubereinstimmend mit der Abb. 5.8 zeigt die mit CRP inkubierte Kultur die

niedrigste MGP-Expression. Dieser Unterschied war nicht signifikant. p> 0,05
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5.4 Monozytenstimulation mit CRP

Ziel

Interleukinbestimmungen

der Monozytenstimulationsversuche und
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Akutphaseproteine eine proinflammatorische Wirkung auf Monozyten haben. Die

Messung der Interleukine nach Inkubation mit CRP zeigt folgende Graphik:
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Abb.5.10: Interleukinproduktion in Monozyten gesunder Probanden nach Stimulation mit aufsteigenden

Konzentrationen CRP. Abgebildet sind die Mittelwerte sowie SEM. %= p < 0,05. Signifikanter Anstieg

gegeniber 0 pg/ml CRP. Die statistische Analyse wurde mit Wilcoxon paired test durchgefihrt. n = 7.

Die Inkubation der Monozyten mit CRP filhrte zu einem deutlichen Anstieg der

untersuchten Zytokine IL-1, IL-6 und TNFa. Dieser Anstieg war jeweils dosisabhangig.
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Der Umstand, dass die IL-6-Produktion einen Gipfel hat und anschlieRend wieder
abfallt, kann als deutlicher Hinweis darauf gelten, dass der Anstieg dem CRP und nicht
etwa Endotoxinkontamination geschuldet ist. Ware die Zunahme an Interleukinen auf
Endotoxin zurtckzufuhren, wirde die Konzentration an IL-6 mit steigenden CRP- (bzw.
in jenem Falle dann Endotoxin-) Konzentrationen ebenfalls weiter steigen. Wie zuvor
erwahnt, gibt es in den vorliegenden Experimenten aber mit steigenden CRP-
Konzentrationen schliel3lich einen Abfall, was darauf hinweist, dass die optimal

stimulierende CRP-Menge im Bereich um 5 pg/ml liegt.
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Um einen weiteren Uberblick zu erhalten, welche Rolle das Endotoxin in diesen
Versuchen spielte, wiederholten wir diese Versuche mit und ohne Zusatz von Polymyxin
B. Polymyxine zerstéren bakterielle Zellmembranen, indem sie mit den Phospholipiden
der Membranen reagieren. Sie sind somit potente Antagonisten des Endotoxins. Die
Ergebnisse sind in Abbildung 5.11 abgebildet.

1500
— . ~Reihe 1
= 1000 - — = Reihe 2
S .
a —+Reihe 3
© 500 - n=3
—.
0 ‘ ‘
Kontrolle CRP10pg CRP 10 pg +
Polymyxin B
Reihe 1 1,94 1159,29 1115,26
Reihe 2 1,83 835,69 1036,6
Reihe 3 0,01 941,1 974,26
Median 1,26 978,69 1042,04
Standardabweichung 1,084 165,04 70,66

Abb. 5.11: Inkubation von Monozyten mit CRP fuhrt zu Produktion von Interleukinen. Der
Endotoxininhibtor Polymyxin B hat darauf keinen entscheidenden Einfluss. Jede Reihe entspricht den

Einzelwerten einer Versuchsreihe. (n=3)

Erneut fuhrte die Inkubation von Monozyten mit CRP eine IL-6-Produktion herbei. Der
Zusatz von Polymyxin B fuhrte zu keiner nennenswerten Reduktion in der IL-6-
Produktion. Ware fur die Monozytenstimulation die Kontamination mit Endotoxin

verantwortlich gewesen, ware hier die IL-6-Konzentration deutlich niedriger gewesen.
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5.5 Monozytenstimulation mit PTX 3
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Abb.5.12: Interleukinproduktion in Monozyten gesunder Probanden nach Stimulation mit aufsteigenden
Konzentrationen PTX 3. Abgebildet sind die Mittelwerte sowie SEM. %= p < 0,05. Signifikanter Anstieg

gegenuber 0 pg/ml PTX 3. Die statistische Analyse wurde mit dem Wilcoxon paired test durchgefihrt.

n="7.

Auch die Monozytenstimulation mit PTX 3 fiihrte zu einem dosisabhangigen Anstieg der
IL-1- und IL-6- Konzentrationen. Im Gegensatz dazu lie} sich die TNFa-Konzentration
durch die Inkubation mit PTX 3 nicht stimulieren. Dies kann ebenfalls als Hinweis darauf
gewertet werden, dass Endotoxin in diesen Versuchen als kontaminierender Faktor
keine Rolle gespielt hat. Denn eine eventuelle Kontamination mit Endotoxin héatte
unselektiv die Synthese aller Interleukine stimuliert. Somit kann der beobachtete

stimulierende Effekt eindeutig dem PTX 3 zugeschrieben werden.
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5.6 Monozytenstimulation mit LPS

Als Positivkontrolle fuhrten wir Uberdies Stimulationsversuche mit LPS durch. Sie
zeigen erwartungsgemal ebenfalls einen dosisabhdngigen Anstieg der IL-6-
Konzentration.

Diese Versuche dienten ferner der Bestimmung derjenigen Endotoxinkonzentration, ab
der eine Stimulation in Monozyten eintritt. Somit konnten die im CRP und PTX mittels

LAL (s. unten) bestimmten Endotoxinkonzentrationen interpretiert werden.
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Abb. 5.13: Monozyten gesunder Probanden wurden mit aufsteigenden Konzentrationen LPS inkubiert,
anschlieBend wurde die IL-6-Produktion bestimmt. Die Pfeile zeigen die Endotoxinkonzentrationen, die in

den CRP und PTX 3-Losungen enthalten waren, an. Sie befinden sich in dem Bereich, in der keine

Monozytenstimulation stattfindet.

5.7 Endotoxinmessung

Die Endotoxinkonzentrationen wurden sowohl im CRP als auch im PTX 3 mehrfach
bestimmt (n=3). Fiur CRP wurde eine durchschnittliche Konzentration von 1,5 pg
Endotoxin / pg CRP, fur PTX 3 von 21 pg Endotoxin / ug PTX3 gemessen.

Die hotchste von uns verwendete CRP-Konzentration (10pg/ml) enthielt also
durchschnittlich 15 pg Endotoxin, die hochste PTX-Konzentration enthielt 21 pg
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Endotoxin. Ubertragt man diese Konzentrationen auf die LPS-Versuche, wie in Graphik
5.13 geschehen, so zeigt sich, dass diese Konzentrationen nicht ausreichen, um
Monozyten zur IL-6-Produktion zu stimulieren. Dies kann als weiterer Anhalt dafir
dienen, dass die LPS-Konzentrationen auf die Ergebnisse der CRP- und PTX3-

Versuche keinen entscheidenden Einfluss hatten.
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6 Diskussion

6.1 CRP und PTX 3 verstarken vaskulare Kalzifikation

CNI Patienten weisen eine im Vergleich zur gesunden Bevolkerung deutlich erhdhte
Mortalitat auf. Nachdem dieser Umstand trotz laufender Fortschritte in der Beseitigung
sowohl der Uramie als auch metabolischer Entgleisungen durch Etablierung der
Nierenersatzverfahren bestehen blieb, traten andere Begleitfaktoren der CNI in den
Fokus der Aufmerksamkeit. Hierbei steht insbesondere die vaskulare Verkalkung im
Vordergrund. Sie ist in CNI-Patienten in hohem Mal3e pravalent. Der Prozess der
vaskularen Kalzifikation ist heute Gegenstand intensiver Untersuchungen und gilt
inzwischen als einer der Hauptpathomechanismen der erh6hten Rate an
kardiovaskuléaren Ereignissen in CNI-Patienten.

Der Schwerpunkt dieser Arbeit ist der Einfluss der Pentraxine PTX3 und CRP auf die
vaskulare Kalzifikation in vitro. Sie gelten als Pradiktoren kardiovaskularer Ereignisse
[47, 49], wohingegen eine kausale Rolle der Pentraxine bislang stark umstritten war.

Es wurde der Einfluss von CRP und Pentraxin 3 auf die Verkalkung glatter
GefalBmuskelzellen untersucht. Als Vorbild dieser Versuche stand die Publikation von
Jono et al zur Verfigung, die zeigten, dass durch Zugabe eines Kalzifikationsmediums
mit hohen Kalzium- und Phosphatkonzentrationen GefalRverkalkung induzierbar ist. [16]
Unter ahnlichen Versuchsbedingungen wurde in dieser Arbeit der Effekt von

Pentraxinen auf VSMC erforscht.

In der vorliegenden Arbeit gelang der Nachweis, dass Pentraxin 3 und CRP die
Kalzifikation in glatten Gefalimuskelzellen dosisabhéngig verstarken. Wahrend bereits
eine Korrelation zwischen den Serumspiegeln von Pentraxinen und der
Gefallverkalkung bekannt war, so war nicht bekannt, ob dies ein Epiphanomen oder
eine Ursache fur die GefalRverkalkung war. Im Rahmen einer Zellkulturexperimentreihe
konnte in dieser Arbeit ein kausaler Zusammenhang zwischen Pentraxinen und der
GefalRverkalkung gezeigt werden. Dies gelang mittels verschiedener Methoden.
Einerseits wurde die Kalziumkonzentration in den glatten Muskelzellen gemessen,
weiterhin wurde die Von Kossa Farbung zur Visualisierung von Verkalkung angewandt.
Mit beiden Methoden ergaben sich unabhéangig Hinweise, dass Pentraxine
Gefallverkalkung verstarken.
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Ein Blick in die Literatur zeigt eine Reihe von Publikationen, die nahelegen, dass CRP
vaskulare Kalzifikation induziert. Untersucht oder gezeigt wurde ein direkter
kalzifizierender Effekt auf VSMC indes bislang noch nicht. Es gibt lediglich zahlreiche
Studien, die eine Korrelation von CRP mit kardiovaskularen Erkrankungen nachweisen.
So konnte in diversen voneinander unabhéngigen prospektiven Studien ein
Zusammenhang zwischen hohem CRP und sowohl der Gesamtmortalitdt als auch
kardiovaskuléaren Ereignissen festgestellt werden. [47] Weiterhin wird dem CRP die
Fahigkeit zugesprochen, rezidivierende kardiovaskuléare Ereignisse und das Outcome
dieser Patienten zu prognostizieren. [50] Hiernach gilt die Prasenz des CRPs als ein
Marker fur eine schlechte Prognose fiur Patienten mit unstabiler Angina, Myokardinfarkt
und Apoplektischem Insult. AuRerdem kann CRP in akuten Koronarsyndromen
unabhéngig von Troponin Folgeereignisse vorhersagen, was annehmen lasst, das das
CRP nicht nur den Myokardschaden sondern auch arteriosklerotische Prozesse
widerspiegelt.

Eine Assoziation zwischen Inflammationsmarkern und Koronararterienverkalkung
wurde im Rahmen der Multi-Ethnic-Studie von Jenny et al gezeigt. Sie schlossen mehr
als 6000 Patienten ein, bei denen keinerlei kardiovaskulare Erkrankung bekannt war.
Mittels electron-beam-CT (EBCT) wurde der Agatson score, also das Mald fir
Koronarverkalkung, ermittelt. Weiterhin wurden die Serumwerte von CRP, IL-6 und
Fibrinogen bestimmt. Eine Analyse der Daten zeigte eine moderate Assoziation
zwischen CRP, IL-6 und Fibrinogen und der Koronarverkalkung. Wurden diese drei
Marker kombiniert, so zeigte dies eine starkere Assoziation als jeder einzelne Marker
fur sich genommen.[63] Auch Oh et al zeigten, dass CRP mit dem Grad an Vaskularer
Kalzifikation korreliert.[27] Sie ermittelten ebenfalls den Agatsonkalzifikationsscore
mittels EBCT und verglichen diesen mit den Serum-CRP-Werten. Hierbei zeigte sich ein
eindeutiger Zusammenhang zwischen hohen CRP-Werten und ausgepragter
GefalRverkalkung. Bei diesen Beobachtungen war es bislang voéllig unklar, ob ein
kausaler Zusammenhang zwischen CRP und Geféal3verkalkung besteht.

Ein Erklarungsansatz fiur die in diesen Studien beobachteten Ergebnisse ware
gewesen, dass die GefalRverkalkung ein ganz normaler chronischer
Entziindungsprozess ist, als dessen Ausdruck auch erhéhte CRP-Werte messbar sind.
Dies héatte bedeutet, dass die erhohten CRP-Werte als Folge der vaskularen

Kalzifikation gewertet wirden.
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In dieser Arbeit gelang es jedoch mittels CRP im in vitro Modell vaskulare Kalzifikation
hervorzurufen. Somit liegt ein anderer Erklarungsansatz fir die in den oben genannten
Studien beobachteten Korrelationen nahe: Die erh6hten CRP-Werte sind Ursache und
nicht Folge der Gefal3verkalkung. Denn die in dieser Arbeit erzielten Ergebnisse sind
diesbeziiglich eindeutig.

Die Untersuchungen wurden in einer relativ hohen Versuchszahl durchgefuhrt. Der
beobachtete Effekt war in verschiedenen Generationen der Zellreihen immer wieder
reproduzierbar. Auch deshalb war eine eindeutige statistischer Signifikanz nachweisbar.
Die Wertigkeit der Ergebnisse dieser Arbeit wird auch dadurch gesteigert, dass der
kalzifkationsinduzierende Effekt dosisabhangig zu beobachten war. Je héher die CRP-
Konzentrationen waren, desto starker fiel die vaskulare Verkalkung aus. Dadurch kann
der beobachtete Effekt relativ sicher dem CRP bzw. dem PTX3 zugeordnet werden. Als
weitere mdgliche Erklarung fur die Dosisabhangigkeit der Verkalkung wére noch ein
Kontamination mit Endotoxin denkbar. Denn man kdénnte argumentieren, dass wenn
man mit Endotoxin kontaminiertes CRP in hoheren Dosen appliziert, man auch die
Endotoxintoxinkonzentration steigert. Diese Theorie, dass die beobachteten Effekte
durch Endotoxin hervorgerufen wirden, konnte jedoch eindeutig entkraftet werden.
Denn mit derselben Methodik konnte in demselben Zellkulturmodell mit verschiedenen
Endotoxinkonzentrationen kein verkalkender Effekt erzielt werden. Eine weitere
besonders wertvolle Erkenntnis dieser Arbeit liegt also auch darin, dass Endotoxin im
Gegensatz zu CRP und Pentraxin keine zusatzliche Verkalkung zu induzieren

vermochte.

6.2 Mechanismen

Die Frage, uber welchen Mechanismus CRP und Pentraxin 3 zu einer verstéarkten
vaskularen Kalzifikation fuhren, bleibt zu klaren. Hierzu konnten die in dieser Arbeit
erzielten Ergebnisse lediglich Hinweise geben. In einer relativ kleinen Fallzahl kam es in
VSMC unter CRP-Einfluss zur Herunterregulation der MGP-Expression. Dieser Effekt
wies keine statistische Signifikanz auf, so dass nur unter gro3em Vorbehalt
Ruckschlisse gezogen werden konnen, ob CRP diesen Kalzifikationsinhibitor
tatsachlich beeinflusst. Die Ergebnisse dieser Versuche kdnnen lediglich als erste
Hinweise auf einen moglichen direkten CRP-Effekt auf die MGP-Produktion gewertet

werden.
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Vergleicht man diese Ergebnisse mit der vorliegenden Literatur, so stellt man fest, dass
aktuell der Fokus des Interesses weniger auf der MGP-Expression insgesamt liegt, als
mehr auf dem Verhaltnis von karboxyliertem zu unkarboxyliertem MGP. Die
karboxylierte Form ist die biologisch aktive Form des MGP, wahrend die unkarboxylierte
Form keinen kalzifkationshemmenden Einfluss entfaltet. Dies zeigten Schurgers et al in
vitro, als sie in humanen VSMC mit Warfarin die Karboxylierung des MGP hemmten. In
der Folge war eine sowohl eine vermehrte Verkalkung als auch eine erhohte
Konzentration an unkarboxyliertem MGP nachweisbar. [64]

Die unkarboxylierte Form des MGP wurde in den letzten Jahren als Surrogatmarker der
vaskularen Kalzifikation etabliert. Es wurde gezeigt, dass dieser Marker in der
Dialysepopulation signifikant erniedrigt ist. [65] Weitere Forschungsarbeiten zeigten,
dass die unkarboxylierte Form des MGP wiederum in eine phosphorylierte und eine
dephosphorylierte Form unterschieden werden kann. So demonstrierten Schurgers et
al, dass die Plasmakonzentration der dephosphorylierten, unkarboxylierten Form des
MGP (dp-uc-MGP) mit Voranschreiten der chronischen Niereninsuffizienz ansteigt.
Ferner wurde in dieser Studie eine Assoziation des dp-uc-MGP mit der Aortensklerose
gezeigt. Maoglicherweise wird in einiger Zeit das dp-uc-MGP als Biomarker fur
Gefalverkalkung eine entscheidende Rolle spielen.

Es belegen also diese Studien, die sich schwerpunktmaRig mit dem Biomarker MGP
befassen, dass das Hauptproblem der vaskuldren Kalzifikation in niereninsuffizienten
Patienten offensichtlich nicht eine verminderte Produktion an MGP insgesamt ist. Im
Vordergrund steht offenbar eher eine Verschiebung der Balance zwischen
karboxyliertem und unkarboxyliertem MGP. Somit muss man also konstatieren, dass
nach der derzeitigen Studienlage der mangelnde kalzifikationinhibierende Effekt des
MGP wohl nicht der erniedrigten Konzentration des MGP insgesamt geschuldet zu sein
scheint.

Die Resultate dieser Arbeit bezilglich des Pentraxineinflusses auf die
Kalzifikationshemmung mittels MGP sind deshalb in diesem Kontext schwierig
einzuordnen. Es wurde gezeigt, dass die MGP-Expression unter CRP-Einfluss reduziert
ist. Eine statistische Signifikanz konnte bei der Hemmung der MGP-Produktion durch
CRP nicht erreicht werden. Weiterhin ist vor dem Hintergrund der aktuellen Studienlage
wie oben beschrieben die Gesamtkonzentration des MGP mdglicherweise nicht das

entscheidende Kriterium. Mitunter sind je nach Karboxylierungsgrad sogar erhohte
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Werte mit einem schlechteren Kalzifikationsscore behaftet. Nach jetzigem Stand der
Forschung wird also die Gesamtkonzentration des MGP nicht als entscheidend fur die
Verkalkung angesehen. Denkbar ware aber, dass bei einer ohnehin erniedrigten MGP-
Expression auch die karboxylierte Form in niedrigerer Konzentration vorliegt. Denn
wenn MGP insgesamt erniedrigt ist, wird wahrscheinlich -unabhéngig davon, wie das
Verhéltnis von unkarboxyliertem zu karboxyliertem MGP aussieht- die Konzentration
von karboxyliertem MGP ebenfalls reduziert sein. Damit wirde eine
kalzifikationshemmende Wirkung des MGP abgeschwacht. Ob CRP die Verkalkung
Uber eine Hemmung der MGP-Produktion verstérkt, kann mit den in dieser Arbeit
erarbeiteten Ergebnissen nicht gesagt werden. Bevor die in dieser Frage erzielten
Ergebnisse endgultig eingeordnet werden konnen, sind also noch weitere Versuche
erforderlich.

6.3 Interleukinproduktion von Monozyten

Eine weitere Frage, der sich diese Arbeit widmete, war, ob CRP und PTX3 eine
proinflammatorische Wirkung auf Monozyten haben. Hierzu stand uns ein Modell zur
Verfligung, das die isolierte Betrachtung der Pentraxinwirkung auf Monozyten gesunder
Probanden erlaubte. In diesen Versuchen zeigte sich ein eindeutiges Ergebnis:

1. CRP stimuliert dosisabhéangig die Produktion von IL-6, IL-1 und TNFa.
2. PTX 3 stimuliert dosisabhéngig die Produktion von IL-6, IL-1.

Hieraus ergibt sich die Frage, welche Rolle diese Zytokine im Bezug auf die erhéhte
Mortalitdt in CNI-Patienten im Allgemeinen und auf die vaskulare Verkalkung im
Besonderen haben. Wie oben bereits erwéhnt, zeigte die Studie von Jenny et al eine
erhohte Rate an vaskularer Verkalkung in CNI-Patienten, deren IL-6-Spiegel mit dem
Verkalkungsgrad korrelierte. Eine ahnliche Studie von Ramadan et altera bestatigte
dies und zeigte eine deutlich starkere Korrelation mit dem Agatson-Score fur IL-6 als fur
CRP.[66] Dies belegt den wichtigen Stellenwert des IL-6 zumindest als Surrogatmarker
fur GefalRverkalkung. Wie diese Korrelation zustande kommt, kann nicht eindeutig

gesagt werden. Wieder steht die Frage im Raum, ob diese Interleukine lediglich

68



Diskussion

Surrogatmarker oder kausaler Faktor sind. Es wurden bereits diverse Zytokineffekte, die
diese Korrelation andeutungsweise nachvollziehbar machen, untersucht.

Zytokine beeinflussen die verschiedenen in der GefdlRwand enthaltenen Zellen auf
mannigfaltige Weise. So greifen sie offenkundig in den Apoptoseprozess ein. Eine
Arbeit von Geng et altera belegte, dass die kombinierte Gabe von TNF-a, IL-18 und
IFNy in VSMC Apoptose induziert. [67] Die wichtige Rolle der Apoptose in der
Arteriosklerose wurde bereits in der Einleitung diskutiert. Neben den VSMC hat IL-1(
auch auf Endothelzellen direkte Auswirkungen. So zeigten Bevilacqua et altera, dass
es die Koagulation fordert, indem es beispielsweise Plasminogenaktivatoren inhibiert.
[68, 69] AuRerdem induziert es die Expression von Adhasionsmolekilen, die die
Leukozytenmigration und somit auch die Inflammation im Blutgefa? befordert.
Daruiberhinaus fordert es die Sekretion vasoaktiver Substanzen wie Prostanoide.
Weiterhin ist bereits bekannt, dass TNF a die vaskulare Kalzifikation dadurch befordert,
dass es die osteogene Differenzierung glatter Muskelzellen induziert. [45, 46] Zum
ersten nehmen die Zellen unter TNF-Einfluss phanotypische Eigenschaften von
Osteoblasten an. Zum zweiten waren mit alkalischer Phosphatase auch Frihmarker,
die Osteoblastendifferenzierung anzeigen, in erhéhten Konzentrationen nachweisbar.
Parallel hierzu waren in den Zellen erhéhte cAMP-Konzentrationen messbar. Es ist also
anzunehmen, dass TNF a diese Differenzierung in osteoblasten-ahnliche Zellen tber
den second messenger CAMP beeinflusst. Diese Umwandlung ist einer der
entscheidenden Schritte in der Entwicklung einer gesunden in eine arteriosklerotische
veranderte GefalRwand. Dieser Weg ist ein mdglicher Erklarungsansatz daftir, wie CRP
vaskulare Kalzifikation induziert: CRP befordert die TNF a —Produktion in Monozyten.
TNF a induziert vaskulare Kalzifikation in VSMC.

Im Gegensatz zur Arteriosklerose, die aufgrund der vermehrten Gefal3steifigkeit haufig
Uber eine Herzinsuffizienz zum Tode fihrt, sind Patienten, in denen die Atherosklerose
vorherrscht, durch eine Plaqueruptur mit kardioembolischen Ereignissen geféhrdet.
Zwar herrscht in den meisten CNI-Patienten der Prozess der Arteriosklerose vor,
welcher auch den Schwerpunkt dieser Arbeit darstellte, doch auch Elemente der
Atherosklerose sind in Dialysepatienten préavalent und tragen zur erh6hten Mortalitat
bei. Daher soll kurz der Einfluss der Interleukine auf die Plaqueruptur erortert werden.
Diese wird durch Zytokine forciert. Atheroskleroseplaques, die erhéhte

Zytokinkonzentrationen enthalten, sind durch Instabilitdt und Neigung zur Ruptur
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gekennzeichnet. Hierfir ist mdglicherweise die Aktivierung von Enzymen wie
Gelatinase und MMP-2 verantwortlich. Diese sind namlich fir die Degradation von
interstitiellen Matrixproteinen wie Kollagen und Elastin verantwortlich. Libby et altera
befassten sich mit dem Einfluss der Interleukine auf Kollagene. Sie zeigten, dass die
Zytokine TNF-a und IL-1B auf vielfaltige Weise die Produktion und Sekretion von
Kollagenen regulieren, welche in grof3en Mengen in atherosklerotischen Plaques
vorkommen. [70] Sie fordern namlich die Produktion einer interstitiellen Kollagenase,
welche Kollagen degradiert. Das hat schliel3lich eine Instabilitat der Plaques zur Folge
und erklart die erhohte Gefahr der Plaqueruptur an Orten erhdhter

Interleukinkonzentrationen.

Insgesamt kann also konstatiert werden, dass u.a. folgende Interleukinwirkungen die
Gefallverkalkung beférdern:

Differenzierung von VSMC in Osteoblasten-&hnliche Zellen

Induktion von Apoptose

Endothelzellaktivierung

Plaqueinstabilitat durch MMP -Produktion

Durch die in dieser Arbeit belegte Férderung der Produktion dieser Interleukine durch
Pentraxine, kann postuliert werden, dass CRP und PTX3 all diese Effekte mittelbar
befordern. Auch diese Ergebnisse erlauben es, CRP und PTX3 eine entscheidende
Rolle im Prozess der vaskularen Kalzifikation zuzuschreiben. Sie sind nicht nur
Epiphanomene, sondern befordern die Gefalverkalkung auf verschiedenen Ebenen

aktiv.
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6.4 Diskussion der Methodik

In der vorliegenden Arbeit wurden die kalzifizierenden Effekte der Pentraxine anhand
eines Zellkulturmodells demonstriert. Der direkte Effekt von CRP auf glatte
Muskelzellen wurde in diesem Modell untersucht. Vorteilhaft hieran ist die Mdglichkeit,
exemplarisch isoliert den Effekt von CRP oder Pentraxin 3 auf glatte Muskelzellen zu
untersuchen. Hieriber kann man aufgrund der erzielten Ergebnisse eine eindeutige
Aussage machen: Pentraxine verstarken die Verkalkung in glatten Muskelzellen.
Gleichwohl sind die Schlisse, die man aus den Ergebnissen der Zellkulturexperimente
ziehen kann, limitiert. Der komplexe Prozess der vaskularen Kalzifikation bezieht
vielerlei Mediatoren und Zelllinien mit ein. Diese vielfaltigen Mechanismen kdnnen in
einem relativ simplen Versuchsaufbau mit einer Zellinie und jeweils einem Mediator nur
unzulanglich abgebildet werden. Es muss beachtet werden, dass vielfaltige
Kompensationsmechanismen der vaskularen Kalzifikation in diesem Modell nicht
berucksichtigt wurden. Wie in der Einleitung diskutiert, zahlen hierzu beispielsweise
noch Fetuin-A, Osteopontin und andere. So ware es beispielsweise denkbar, dass in
vivo bei erhohten CRP-Spiegeln im Blut kompensatorisch die hepatische Fetuin-A-
Produktion verstéarkt wirde und hierdurch ein tatsachlicher biologischer Effekt verhindert
wirde. Das komplexe Zusammenspiel der verschiedenen Mediatoren, die ganz
unterschiedlicher Herkunft sind, wird also durch diese Zellkulturexperimentreihe nicht
unbedingt abgebildet.

Auch wurde in der vorliegenden Arbeit der Pentraxineffekt zwar auf die Zellreihen,
Monozyten und glatte Muskelzellen, jeweils einzeln, nicht jedoch im Zusammenspiel
untersucht. Es wurde gezeigt, dass Pentraxine direkte Effekte auf die verschiedenen
Zellreihen entfalten. In glatten Muskelzellen wird die Verkalkung verstarkt, in Monozyten
die Interleukinproduktion angeregt. Nicht untersucht jedoch wurde der Nettoeffekt
erhohter Pentraxinspiegel auf Monozyten und VSMC in einem vereinten
Zellkulturmodell. Die in der vorliegenden Arbeit erzielten Ergebnisse kdnnten auf eine
Potenzierung der Verkalkung durch zusatzliche Stimulation der vaskuléren Verkalkung
durch die Interleukine schlieBen lassen. Auch hier ware eine gegenseitige
Beeinflussung mdglich, was eventuell zu einer Abschwéachung oder einer Verstarkung
der beobachteten biologischen Effekte wie eine Zunahme der Verkalkung bedeuten
konnte. In weiterfuhrenden Versuchen wéare also anzustreben, dass in einem

Zellkulturmodell mit glatten Muskelzellen und Monozyten gesunder Probanden der

71



Diskussion

CRP-Effekt erneut untersucht wirde. In einer solchen Experimentreihe ware eine
Verstarkung der Verkalkung zu vermuten, da zu den CRP-Effekten auf die VSMC nun
noch die Wirkung der in den Monozyten produzierten Interleukine hinzutritt. Dies ware
ein erster Schritt in die Richtung, dem komplexen Vorgang der Gefal3verkalkung in
weiteren Versuchen Rechnung zu tragen.

Als weitere mogliche Ursache vaskularer Verkalkung sind neben Zellen und
Interleukinen die Uramietoxine zu nennen. Die Gefallverkalkung, die in CNI-Patienten
vorherrscht, wird auch urséchlich mit ihnen in Verbindung gebracht. Dies ware also ein
weiterer zu untersuchender Faktor, welcher in chronisch niereninsuffizienten Patienten
neben Pentraxinen Verkalkung induzieren koénnte. Viele Urdmietoxine sind nicht
eindeutig identifiziert, was die Untersuchung ihres Einflusses im Rahmen der
vaskularen Kalzifikation erschwert. Um zu untersuchen, welchen Anteil an der
Verkalkung Pentraxine und welchen Anteil Uramietoxine haben, ware folgender
Versuchsaufbau denkbar: Es werden wiederum glatte Muskelzellen mit Kontroll- und
Kalzifikationsmedium inkubiert. Dann wird Serum von ansonsten gesunden
Dialysepatienten abgenommen und die SMC damit fur einige Tage inkubiert. Als
Kontrolle werden noch Zellen mit Serum von gesunden Probanden inkubiert.
AnschlieRend sollte wiederum die Verkalkung mit mehreren Methoden gemessen
werden. Um nun herauszufinden, welchen Anteil das im Patientenserum enthaltene
CRP und welches die Uramietoxine haben, misste das CRP antagonisiert werden.
Hierzu ware die von Pepys et al entwickelte Methode der CRP-Inaktivierung mittels
Phosphocholinen sehr geeignet. Diese Arbeitsgruppe entwickelte ein Molekil namens
1,6-Bis(Phosphocholin)-Hexan.  Funf dieser Molekile werden durch diese
palindromische Bindung durch zwei pentamere CRP-Molekile gebunden. Diese
Bindung hat zur Folge, dass die Ligandenbindungsstelle des CRP verdeckt wird und
CRP seine Funktionen nicht mehr austiben kann. Die Applikation von 1,6-
Bis(Phosphocholin)-Hexan in Ratten, die einen Myokardinfarkt erlebten, reduzierte die
Infarktgréf3e und die kardiale Dysfunktion, die durch injiziertes CRP in Kontrollgruppen
hervorgerufen wurde. Inhibition der CRP-Wirkung ist somit nicht nur eine interessante
therapeutische Option der Kardioprotektion im akuten Myokardinfarkt. Es ist auch eine
mogliche Option, CRP-Effekte experimentell isoliert zu untersuchen.

Weiterhin wére es erstrebenswert, die Mechanismen, Uber die CRP und PTX 3 einen

kalzifizierenden Effekt hervorrufen, genauer zu erforschen. So wurde zwar in dieser
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Doktorarbeit gezeigt, dass Pentraxine Verkalkung in VSMC hervorrufen, jedoch ist nicht
klar, ob dies uber weitere Mediatoren funktioniert. Denkbar ware namlich auch, dass
CRP in VSMC die Interleukinproduktion anregt und der direkte kalzifizierende Effekt
dann durch die proinflammatorischen Proteine ausgelost wird. Um dies genauer zu
erforschen, miRte in dem in dieser Doktorarbeit verwendeten Zellkulturmodell erneut
VSMC mit CRP bzw. PTX3 inkubiert werden. In der Folge sollte dann in den
Uberstanden die Interleukine bestimmt werden.

Um weitere mdgliche Mechanismen, tber die CRP Kalzifikation in VSMC induziert, zu
erforschen, wurde in der vorliegenden Arbeit die Expression des Kalzifikationsinhibitors
MGP untersucht. Wir haben uns fir diesen Verkalkungshemmer entschieden, weil er im
Gegensatz zu Fetuin, welches in der Leber produziert wird, in VSMC synthetisiert wird.
Die in dieser Arbeit erzielten Ergebnisse deuteten auf eine Herunterregulation des MGP
hin, auch wenn die Ergebnisse nicht eindeutig sind und die Versuchszahl fur eine
definitive Beantwortung dieser Frage hoher hatte ausfallen missen. Weitergehende
Versuche in dieser Frage sind also erforderlich. Dazu wére es ein nachster Schritt, die
MGP-Konzentration zu messen. Denn die Messung von mRNA beinhaltet immer die
Unsicherheit, dass die mRNA im Verlauf wieder abgebaut wurde, bevor es tberhaupt
zur Translation in Proteine kam. Denn erst sobald Proteine vorhanden sind, kann man
von einem biologischen Effekt ausgehen. In der Folge wéaren auch weitere
Kalzifikationsinhibitoren wie Osteopontin und Osteoprotegerin zu untersuchen.

Die Bedeutung der Differenzierung zwischen karboxyliertem und unkarboxyliertem MGP
wurde bereits hervorgehoben. Deshalb ware es wichtig, diese zukilnftig bei Messungen
des MGP zu berlcksichtigen. So sollte unter CRP-Einfluss die Konzentration des
karboxylierten und des unkarboxylierten MGP gemessen werden. Bei dem
unkarboxylierten MGP ware es wuinschenswert, zwischen phosphorylierter und
dephosphorylierter Form zu unterscheiden.

Als weiterer mdglicher Wirkmechanismus ist sicherlich der Prozess der Apoptose in den
Fokus zunehmen. Wie in der Einleitung diskutiert, ist die Apoptose ein zentraler
Prozess der vaskuléaren Verkalkung. Die in der vorliegenden Arbeit untersuchte LDH ist
allenfalls als sehr indirektes Mafl3 wenn tberhaupt fur Zelltod und nicht flr Apoptose zu
werten. Freisetzung von LDH wird durch vielerlei Faktoren hervorgerufen und stellt
keinen zuverlassigen Parameter flur Apoptose dar. Aul3erdem war die Anzahl der

Zellreihen in diesen Experimenten viel zu klein, als dass man eine Aussage Uber den
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Einfluss von Pentraxinen auf den Zelltod treffen kdnnte. Statt der LDH eignen sich
hierzu beispielsweise der Apoptosemarker BCL-2.

Die Mitglieder der BCL-2-Familie sind entscheidende Regulatoren der Apoptose in
VSMC. Neben BCL-2 werden insbesondere Bcl-xl, Bcl-xs, und Bax in Modellen der
Atherosklerose mit Apoptose in Zusammenhang gebracht. Weiterhin wurde kirzlich
gezeigt, dass VSMC vor Apoptose durch erhéhte Expression von inhibitor of apoptosis
protein (IAP)-1 geschitzt werden. Um zu erforschen, ob Pentraxine in VSMC Apoptose
induzieren, muf3ten also die oben genannten Apoptosemarker in einem Zellkulturmodell
wie dem in der vorliegenden Arbeit verwendeten unter CRP- bzw. PTX3-Einfluss
untersucht werden. [71-74]

Weiterhin wéare es denkbar, dass CRP in VSMC die Produktion weiterer
inflammatorischer Proteine induziert. In dieser Arbeit wurde untersucht, ob Pentraxine
die Interleukinproduktion in Monozyten anregt. Es ware ebenso gut moglich, in dem
bereits etablierten Versuchsmodell mit VSMC die Interleukinproduktion unter CRP-
Einfluss zu untersuchen. Hierdurch wirde im Gefal3 eine lokale Entziindungsreaktion in
Gang gesetzt, die den Prozess der Gefal3verkalkung weiter beschleunigen wirde. Es
miBten hierzu die Interleukinkonzentrationen in den Uberstanden bestimmt werden.

Mit diesen oben genannten Versuchen konnte der Einfluss der Pentraxine auf die
Gefallverkalkung durch Zellkulturexperimente weiter erforscht werden. Die Zellkultur hat
jedoch auch einige Nachteile, die eine eindeutige Beurteilung der erzielten Ergebnisse
haufig erschweren. So ist man bei der Zellkultur zur Gewabhrleistung ausreichenden
Zellwachstums auf fetales Kalbsserum angewiesen. Hierin befinden sich vielerlei
Wachstumsfaktoren und —stimulatoren, die im einzelnen nicht bekannt sind. Diese
Interleukine, Hormone und Wachstumsfaktoren spielen maoglicherweise in der
Versuchsreihe auch eine Rolle und kénnten mit den Pentraxinen in Wechselwirkung
treten. Ob die beobachteten Effekte also wirklich direkte CRP-Effekte auf glatte
Muskelzellen sind und ob die Effekte auch ohne diese Wachstumsfaktoren beobachtet
worden waren, kann mit letzter Sicherheit nie gesagt werden. Denn theoretisch denkbar
ware auch, dass Verkalkungsinhibitoren, die im FKS enthalten sind, durch CRP
weggebunden werden und so die Verkalkung entsteht. Dass CRP und PTX3
Verkalkung verstarken, wird hierdurch zwar nicht ernsthaft angezweifelt, jedoch muss

diese theroretische Moglichkeit auch genannt werden.
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Kritisch angemerkt werden muss also insgesamt, dass die in der Zellkultur
beobachteten Effekte nicht 1:1 auf den Vorgang der Gefaldverkalkung ubertragen
werden konnen, da nicht alle Zellreihen und Kalzifikationsinhibtoren in einem Modell
berucksichtigt werden kdnnen. Eine weitergehende Mal3nahme, um die Komplexitat
dieser Prozesse mit all ihren Facetten besser abzubilden, wére deshalb die Etablierung
eines Tiermodells.

Im Bereich der Transplantationsforschung haben Sun et al die Allograft Arteriosklerose
untersucht und erhohte CRP-Level mit verstarkter Allograftarteriosklerose in Verbindung
gebracht. Hierbei wurde in transplantierten Ratten in Korrelation mit erhéhten CRP-
Werten eine verstarkte Arteriosklerose in histologischen und immunhistochemischen
Untersuchungen gezeigt. [75]Ein ursachlicher Zusammenhang ist dadurch jedoch noch
nicht erwiesen, dies konnte auch ein Epiphdnomen sein. Da der Prozess der
Allograftarteriosklerose sich auch vom Prozess der Gefaldverkalkung in verschiedenen
Punkten unterscheidet, kann dies nicht ohne weiteres auf den Prozess der
Gefalverkalkung in chronisch niereninsuffizienten Patienten Ubertragen werden.

Zur Untersuchung der vaskularen Kalzifikation in Tieren wird vielfach aktuell das
Mausmodell bevorzugt. So wurde von Miyazaki et al zur Untersuchung des Einflusses
des Farnesoid X-Rezeptors auf die Gefallverkalkung ein Mausmodell gewahlt. Hier
wurde durch 5/6-Nephrektomie chronische Niereninsuffizienz induziert. Es zeigte sich,
dass die Aktivierung dieses Rezeptors in ApoE-Knock-out Mausen die Gefal3verkalkung
verhindert. [76]Dieses Modell wirde sich auch zur Erforschung des Einflusses von
Pentraxinen und Interleukinen auf GefalRverkalkung in chronisch niereninsuffizienten
Patienten eignen. Diesen Mausen miufte also Uber mehrere Wochen CRP in
verschiedenen Konzentrationen injiziert werden. Der Kontrollgruppe sollte Kochsalz
gespritzt werden, um den Stress, der mit der Injektion verbunden ist, als méglichen
confounder zu vermeiden Nach verschiedenen Wochen mif3ten die Tiere getétet und
die Aorta sowie die Koronarien auf GefalRverkalkung mittels von Kossa-Farbung und
Alizarinfarbung untersucht werden. Weiterhin sollte der Kalziumgehalt der Aorta
gemessen werden. Zu erwarten ware hier eine Zunahme der GefalRverkalkung in den
mit CRP behandelten Tieren.

Um zu zeigen, dass dies tatsachlich ein Effekt ist, der durch das CRP hervorgerufen
wird, miuf3ten Methoden angewandt werden, die den CRP-Effekt in einer weiteren
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Kontrollgruppe aufheben. Hierzu ware wiederum die von Pepys et al entwickelte
Methode der CRP-Inaktivierung mittels Phosphocholinen (s.0.) sehr geeignet.

Das oben bereits angefiihrte Tiermodell sollte in weiterfihrenden Versuchen also
erweitert werden. Es sollte drei Gruppen geben, namlich eine Kontrollgruppe, eine
Gruppe, die CRP erhélt und eine Gruppe die CRP und 1,6-Bis(Phosphocholin)-Hexan
erhalt. Mit dem 1,6-Bis(Phosphocholin)-Hexan a3t sich das CRP wirksam
antagonisieren. Hieran lieRe sich untersuchen, ob die in der vorliegenden Arbeit
beobachtete Effekte, dass namlich CRP Verkalkung induziert, 1. auch in vivo
reproduzierbar ist, und 2. wirklich dem CRP zuzuordnen ist.

Als Fernziel sollte aber stehen, den chronischen CRP-Effekt auf Gefal3verkalkung im
Menschen genauer zu untersuchen. Da es sich aus ethischen Grinden verbietet,
Menschen CRP zu applizieren, mufite eine Population gefunden werden, die chronisch
erhohte CRP-Werte aufweist. Hierzu eignen sich chronisch niereninsuffiziente
Patienten, die ansonsten gesund sind, insbesondere keine akuten Infektgeschehen
aufweisen und maoglichst keine vorbestehende koronare Herzerkrankung aufweisen
sollten. In einer Gruppe sollte versucht werden, dass CRP zu senken. Bis das von
Pepys et al entwickelte 1,6-Bis-(Phosphocholin)-Hexan ausreichend erprobt ist und dem
Menschen appliziert werden darf, werden jedoch noch einige Jahre vergehen.

Als weitere Methode, CRP zu senken, soll die CRP-Apherese lediglich erwéhnt werden.
Dies ist eine bislang noch nicht etablierte Methode, mit der mit Anwendung eines
extrakorporalen Verfahrens, namlich der Apherese, CRP aus dem Blut adsorbiert
werden kann. Sobald dieses Verfahren etabliert ist, stellt auch dies eine Mdglichkeit dar,
CRP zu entfernen und so seinen Effekt besser zu untersuchen. Es wird also noch
dauern, bis Fallkontrollstudien durchgefuhrt werden kénnen, in denen der CRP-Effekt

im Menschen untersucht wird.

CRP oder Endotoxin?

Jede Arbeit, die CRP-Effekte untersucht, muss sich der Kritik, dass die beobachteten
Effekte mdglicherweise nicht dem CRP sondern dem kontaminierenden Endotoxin,
welches man mit dem CRP appliziert hat ,geschuldet sind, stellen. Dies gilt far
Zellkultur- und Tierversuche gleichermalRen. Diese Diskussion wurde hervorgerufen
durch die Arbeit von Bisoendial et altera. [67] Sie applizierten gesunden, freiwillligen

Probanden intravends rekombinant hergestelltes, humanes CRP. Anschliel3end wiesen
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sie eine Inflammationsreaktion in Form von erhohten Serumwerten von IL-6, IL-8,
sekretorische Phospholipase A2 und Serum Amyloid A Protein nach.

Diese Arbeit wurde in der Folge sehr stark kritisiert. So kritisierte Berg et altera in einem
Leserbrief, dass eine grof3e Wahrscheinlichkeit bestehe, dass das aus E.coli generierte
CRP mit Endotoxin kontaminiert gewesen sei. Auch die von Bisoendial et altera
verwendete Methode, den Endotoxingehalt zu reduzieren, namlich mit Gelfiltration, sei
hierzu nicht geeignet. Diesem Standpunkt schlossen sich Pepys et altera an, und
untermauerten diesen mit einer vergleichenden Arbeit.[68] Sie gewonnen humanes
CRP aus Aszitesflussigkeit und reinigten diesen bis zu einem Endotoxingehalt von 0,9
EU/mg CRP mittels Dialyse auf. Sie verglichen dessen Effekte mit einem kommerziellen
rekombinant aus E.coli gewonnenen CRP, der japanischen Firma Oriental Yeast,
welches laut eigenen Messungen 46,6 EU Endotoxin / mg CRP enthielt, indem sie
beide CRP Mausen in vivo applizierten und Mausmakrophagen in vitro applizierten.
AnschlieBend untersuchten sie den Grad an Inflammation und bestimmten die
Konzentrationen von Komplement und Serum Amyloid A Protein. Die Resultate ergaben
stark erhohte Werte von Komplement und Makrophagen nach Behandlung mit
kommerziellem CRP, wahrend das sauberere CRP aus Aszitesflissigkeit keine solche
Stimulation zur Folge hatte. Mit dieser Arbeit untermauerten sie die These, dass
angebliche proinflammatorische Effekte nicht dem CRP sondern dem Endotoxin
geschuldet seien.

Auch diese Arbeit wurde in der Folge stark kritisiert. So erwiderte Bisoendial in einem
Leserbrief, dass das von Pepys genutzte kommerzielle CRP durch massiv erhéhte
Endotoxinwerte sehr auffallig sei. Das in seiner Arbeit verwendete CRP der Firma
BiosPacific enthielt hingegen weniger als 1,5 EU Endotoxin, weswegen Vergleiche
dieser Arbeiten keinen Sinn hatten. Weiter argumentiert Bisoendial, dass diejenigen
Endotoxinkonzentrationen, die in ihren CRP-Proben vorhanden waren in anderen
Stimulationsversuchen mit Endotoxin nicht ausreichten, um in vivo oder in vitro einen
proinflammatorischen Effekt zu erzielen. SchlieBlich weist er noch auf die
eingeschankte Vergleichbarkeit des CRP-Effektes in der Atherosklerose von Menschen
und Mausen hin. In Mausen durchgefihrte Experimente seien ungeeignet, an
Menschen beobachtete Resultate zu widerlegen. Um die kontrovers diskutierte Frage
eines proinflammatorischen Effektes auf Monozyten zu beantworten, fuhrten wir

Stimulationsversuche an Monozyten durch.
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Die in der vorliegenden Arbeit erzielten Resultate bestatigen erneut einen
proinflammatorischen Effekt des CRP. Es gelang der Nachweis, dass CRP tatsachlich
Monozyten zur IL-13, IL-6 und TNF-a- Produktion stimuliert. Um einen unterliegenden
Endotoxineffekt zu untersuchen, wurden die verwendeten CRP-Proben mehrfach auf
Endotoxin untersucht. In der Folge wurden dann Monozyten mit Endotoxin stimuliert,
um die Stimulationsschwelle, die fir eine Monozytenstimulation erforderlich ist, zu
ermitteln. Hierbei zeigte sich, dass die im CRP enthaltene Endotoxinmenge nicht
ausreichend war, um einen Monozytenaktivierung hervorzurufen.

Auch die zusatzliche Antagonisierung von Endotoxin durch Polymyxin B in den
Stimulationsversuchen mit CRP fuhrte zu keinem Rickgang der Interleukinproduktion in
Monozyten. Hiermit liegt ein weiterer Beleg fir einen proinflammatorischen Effekt des
CRP auf menschliche Monozyten unabhangig von Endotoxin vor. Die von uns erzielten
Ergebnisse legen nahe, dass erhohte CRP-Werte allein, unabhangig von Endotoxin
eine Interleukinproduktion in Monozyten zur Folge haben.

Dennoch kann ein kontaminierender Endotoxineffekt nie sicher ausgeschlossen
werden. So muss kritisch angemerkt werden, dass auch die Moglichkeit besteht, dass
bei den Endotoxinmessungen mittels LAL deshalb kaum Endotoxin gemessen wurde,
weil es zu diesem Zeitpunkt vom CRP gebunden war. In diesem Falle wirden, sobald
man das CRP auf Zellen gibt, andere Molekile mit dem CRP in Wechselwirkung treten.
Dann wirde das Endotoxin frei werden und die beobachteten Effekte verursacht haben.
Dieser Kritikpunkt kann auch durch die Polymyxinversuche nicht génzlich entkraftet
werden. Man kénnte namlich argumentieren, dass durch das CRP schon das gesamte
Endotoxin gebunden wurde, und deshalb kein Unterschied durch zuséatzliches
Polymyxin nachweisbar war. Diese Punkte zeigen, dass ein kontaminierender
Endotoxineffekt nie ganzlich ausgeschlossen werden kann. In dieser Arbeit ist es
jedoch gelungen, die Wahrscheinlichkeit eines entscheidenden Endotoxineffekt

weitgehend zu minimieren.
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7 Zusammenfassung

Patienten mit chronischer Niereninsuffizienz haben ein im Vergleich zur
Normalbevolkerung um ein Vielfaches erhdhtes kardiovaskulares Risiko. Bei diesen
Patienten steht als zugrundeliegende Pathologie hauptsachlich die Arteriosklerose im
Vordergrund, deren Grundlage der Prozess der vaskularen Kalzifikation ist. Hierbei
wandelt sich die Media der GefaRwand in verkalktes, knochen&hnliches Gewebe um.

Der Grad an vaskularer Kalzifikation korreliert stark mit der kardiovaskularen Mortalitat
und der Prognose des Patienten. Er korreliert weiterhin mit der Hohe verschiedener
Inflammationsmarker wie dem C-reaktiven Protein (CRP) und Interleukin 6 (IL-6), die
wiederum ihrerseits mit der kardiovaskularen Mortalitdt korrelieren. Aufgrund dieser
Zusammenhange wird vermutet, dass die chronische Inflammation dieser Patienten, die
sowohl durch Urédmie-assoziierte Faktoren als auch durch Modalititen der
Hamodialysebehandlung aufrechterhalten wird, mitverantwortlich fur deren hohes
kardiovaskulares Risiko ist. Der Erhdhung von CRP bei Dialysepatienten wird nicht nur
eine Markerfunktion fur Inflammation zugesprochen, sondern es wird auch diskutiert, ob
CRP selbst zur Arterioskleroseentstehung beitragt. In der vorliegenden Arbeit sollte
untersucht werden, ob CRP und PTX3 direkt in vitro eine Steigerung der Verkalkung

von glatten Muskelzellen bewirken kann.

Ziel dieser Arbeit war es, eine mdgliche direkte verkalkende Wirkung von CRP und
PTX3 auf VSMC zu untersuchen. Weiterhin sollte der Einfluss auf die Expression des
Verkalkungsinhibitors MGP untersucht werden. Dartber hinaus sollte die Frage, ob
CRP und PTX3 proinflammatorische Wirkung auf Monozyten habe und sie zur

Produktion weiterer Interleukine stimulieren, geklart werden.

Humane glatte Muskelzellen wurden mit einem verkalkungsinduzierenden Medium, was
entweder CRP, PTX3, Endotoxin oder keinen weiteren Zusatz enthielt, inkubiert.
Anschlie3end wurde der Grad der Verkalkung sowohl mit der Von Kossa Farbemethode
als auch durch Kalziummessung bestimmt. Darlberhinaus wurde nach den
Inkubationsversuchen die Expression des Kalzifikationsinhibitors MGP mittels
semiquantitativer PCR untersucht. Um die Wirkung der Pentraxine auf Monozyten zu

untersuchen, wurden Monozyten von gesunden Probanden isoliert und mit PTX3, CRP
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oder Lipopolysachariden inkubiert. Anschlieend wurde die Produktion der Interleukine
1, 6 und TNF a mittels ELISA bestimmt. Die Endotoxinkonzentration der Pentraxine
wurde mehrfach gemessen. Die Versuche wurden auch mit Polymyxin B, einem

Endotoxinantagonist wiederholt, um einen moglichen Endotoxineinfluss zu untersuchen.

CRP und PTX 3 steigern dosisabhangig die Kalziuminkorporation in verkalkende
humane glatte Muskelzellen. In der maximalen CRP-Konzentration zeigte sich eine
Verdreifachung, in der maximalen PTX-Konzentration eine Verdoppelung der
Kalziuminkorporation. Dies lie3 sich mit der Kalziummessung demonstrieren und mit
der von Kossa Farbemethode bestatigen. Unter Inkubation von glatten Muskelzellen mit
CRP zeigte sich eine reduzierte Konzentration des Verkalkungsinhibtors MGP. Diese
war jedoch nicht statistisch signifikant.

Endotoxin hat keinen verkalkungsinduzierenden Effekt auf VSMC.

PTX3 stimuliert Monozyten zur Produktion von IL-1 und IL-6 um ein Vielfaches.

CRP stimuliert Monozyten zur Produktion von IL-1, IL-6 und TNFa um ein Vielfaches.

Diese Effekte scheinen von kontaminierendem Endotoxin unabhangig zu sein.

Waren CRP und PTX3 zuvor vor allem als Pradiktoren kardiovaskularer Ereignisse
bekannt und galten sie vor allem als korrelierendes Epiph&nomen der vaskularen
Kalzifikation und der Inflammation, so lasst sich ihnen nun mit den Ergebnissen dieser
Arbeit eine aktive Rolle sowohl in der vaskuldren Kalzifikation als auch in der
Inflammation zuschreiben. Sie verstarken direkt die vaskulare Kalzifikation in glatten
GefalBmuskelzellen. Aul3erdem induzieren sie in Monozyten die Produktion von
Interleukinen, die bekannt daflr sind, die vaskuldre Kalzifikation ihrerseits zu
verstarken. Es konnte den Pentraxinen somit auf verschiedenen Ebenen ein
verkalkungsfordernder Effekt nachgewiesen werden.

Uber die genauen Mechanismen, wie das CRP die Verkalkung induziert, besteht zum
jetzigen Zeitpunkt keine Klarheit. Die in dieser Arbeit beobachteten Hinweise auf eine
Hemmung des Verkalkungsinhibitoren MGP ware ein weiterer moglicher vom CRP
beeinflusster Mechanismus. Die Ergebnisse dieser Arbeit beziglich des MGP waren

jedoch nicht statistisch signifikant.
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Die Verstarkung der vaskularen Kalzifikation und der Inflammation durch Pentraxine
kann also als ein Grund fur die Korrelation von Pentraxinwerten mit kardiovaskularen
Ereignissen betrachtet werden.

Klinisch bedeutet dies, dass eine Antagonisierung des CRP oder eine Senkung der
Inflammation fur Patienten mit chronisch erhfhten CRP-Werten im Rahmen einer
inflammatorischen Erkrankung wie beispielsweise der chronischen Niereninsuffizienz

von Vorteil sein konnte.

81



Abkirzungen

8 Abklrzungen

AMI
CBFA-1
CNI
CRP
DP-UC-MGP
GFR

IL

MMP
MGP
M-CSF
OPG
OPN
PCR
Pit-1
PTX 3
TNF a
VK
VCAM-1
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Akuter Myokardinfarkt

Core-binding factor alpha 1

Chronische Niereninsuffizienz
C-reaktives Protein

Dephosphoryliertes unkarboxyliertes MGP
Glomeruléren Filtrationsrate

Interleukin

Matrix Metalloproteinase

Matrix Gamma Carboxy Glutamat Protein
Macrophage-Colony-Stimulating factor
Osteoprotegerin

Osteopontin

Polymerase chain reaction
Phosphattransporter

Pentraxin 3

Tumornekrosefaktor a

Vaskulare Kalzifikation

Vascular Cell Adhesion Molecule 1
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