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Abklirzungsverzeichnis

ABTS (2,2-Azino-di-[-3-ethylbenz-thiazloin-sulphonat])
AGE Advanced Glycosylation End Products
AP-1 aktivator Protein-1

AT-1 Angiotensin 1

CNI chronische Niereninsuffizienz

CRP c-reaktives Protein

DNA Desoxyribonukleinsaure

DT3 1,2-dithiol-3-thione

GFR glomeruléare Filtrationsrate

GPX Glutathionperoxidase

GSSG Glutathiondisulfid (oxidiertes Glutathion)
HBSS Hank’s Balanced Salt Solution

HD Hamodialyse

Hkt Hamatokrit

IGF Insulin like growth Factor

IGFBP1 Insulin like growth Factor 1

IL-6 Interleukin 6

iINO inducible Nitric Oxide

KHK koronare Herzerkrankung

LDL low density Lipoprotein

MCP-1 Monocyte Chemoattraktant Protein-1
MPO Myeloperoxidase

NAD(P)H Nicotinamid-Adenin-Dinucleotid-Phosphat +H
NADH Nicotinamid-Adenin-Dinucleotid +H
NF-KB Nuclear factor-KB

nNOS neuronal Nitric Oxide Synthase

NQO1 NAD(P)H:quinone oxidoreduktase 1
PDGF platelet derived growth factor

PMNL polymorphonukleare Monozyten

ROS Reaktive Sauerstoffspezies

rpm Rotationen pro Minute

SOD1 Superoxiddismutase 1 (Cu/ZnSOD)
SOD2 Superoxiddismutase 2 (MnSOD)

VEGF vascular endothelial growth factor



1. Einleitung und Fragestellung

1.1 Die Nierenersatztherapie bei Patienten mit term inaler Niereninsuffizienz

Die chronische Niereninsuffizienz ist definiert als eine irreversible Abnahme des
Glomerulumfiltrates bei progressivem Untergang funktionsfahigen Nierengewebes und
geht damit mit der Verminderung der glomerularen, tubuldren und endokrinen Funktion
beider Nieren einher. In Abh&ngigkeit von den Retentionswerten verlauft die chronische
Niereninsuffizienz in vier Stadien, die flieRend ineinander Ubergehen.

Die Niereninsuffizienz beginnt zunachst mit einem symptomlosen, kompensierten
Dauerstadium bei noch normalen Retentionswerten im Serum, aber leicht
eingeschrénkter Kreatininclearance. Dem schlief3t sich das Stadium der kompensierten
Retention an, auch Azotdmie genannt. Hier kommt es zu einer Erhéhung des Serum-
Kreatinins auf bis zu 6 mg/dl. Es folgt das Stadium der dekompensierten Retention
(Prauramie), mit einer Serum-Kreatininerhdhung >6 mg/dl. Das Terminalstadium der
Niereninsuffizienz ist gekennzeichnet durch einen weiteren Anstieg des Serum-
Kreatinins mit uramischen Symptomen trotz Ausschépfung konservativer Mal3nahmen.
In diesem Stadium ist eine Nierenersatztherapie fir das weitere Uberleben des
Patienten erforderlich.

Eine weitere Klassifizierungsmaoglichkeit der Niereninsuffizienz ist die anhand der
glomerularen Filtrationsrate. Dabei wird die Niereninsuffizienz in finf Schweregrade
eingeteilt.

Die Pravalenz der chronischen Nierenersatztherapie lag 2006 bei 808 Dialysepatienten
pro Million Einwohner gemeldet. Bundesweit sind das 66508 Dialysepatienten. Die
Hamodialyse wurde mit 87.5% am haufigsten therapeutisch angewandt und ist auch
heute das eindeutig fihrende Verfahren. Es wurden 39 Patienten pro Million Einwohner
mehr als im Vorjahr betreut, das entspricht einem Anstieg der Zahl der Dialysepatienten
von 4.9% [QuaSiNiere, Juli 2006].

Die Inzidenz der terminalen Niereninsuffizienz lag 2006 bei 213 pro eine Million
Einwohner. Zu den haufigsten Ursachen der terminalen Niereninsuffizienz gehért der
Diabetes mellitus (zu 24% Typ Il, zu 4% Typ 1), gefolgt von Glomerulonephritis (19%)
und der vaskularen Nephropathie (17%).



Unabhéangig der zugrunde liegenden Ursache der terminalen Niereninsuffizienz hat sie
ein Versagen der in- und exkretorischen Nierenfunktion und einen Verlust der
homdoostatischen Nierenfunktion zur Folge. Es kommt zu toxischen Organschaden
durch die retenierten harnpflichtigen Substanzen. Diese sind Folge der Urdmie und
manifestieren sich insbesondere im Herz-Kreislaufsystem, im zentralen und peripheren
Nervensystem, im Blut und in Blutbestandteilen. Durch Versagen der inkretorischen
Nierenfunktion kommt es zur renalen Anamie, zum sekundéren

Hyperparathyreoidismus mit renaler Osteopathie sowie zum renalen Hypertonus.

1.1.1 Prinzip der Hamodialyse

Die Hamodialyse ist das weltweit am haufigsten angewandte Behandlungsverfahren bei
der chronischen Niereninsuffizienz. Das Blut des Patienten wird einem geeigneten
Gefallanschluss entnommen und im Dialysator mit einer geeigneten Spulldsung in
Kontakt gebracht. Der Stoffaustausch in der Dialyse erfolgt durch Diffusion und in
geringem Malf3e durch Konvektion. Je nach Konzentrationsgradienten und
Membraneigenschaften erfolgt der diffusive Stoffaustausch vom Blut ins Dialysat und
umgekehrt, aber die Anzahl der Substanzen, deren Nettotransfer von der
Dialysierflissigkeit ins Blut positiv ist, ist auf wenige Molekile wie Elektrolyte und Puffer
(z.B. Bicarbonat oder Calcium) begrenzt.
Nach europdaischen und US-amerikanischen Richtlinien sollte immer dann mit einer
Dialysetherapie begonnen werden, wenn die GFR weniger als 15ml/min/1.73 m? betragt
und eines oder mehrere der folgenden Symptome oder Zeichen der Uramie vorhanden
sind:

* keine konservative Mdglichkeit, den Hydratationsstatus oder den

Blutdruck zu kontrollieren

« zunehmende Verschlechterung des Erndhrungszustandes

Auf jeden Fall sollte die Dialyse begonnen werden bevor die GFR auf 6ml/min/1.73m?
abgefallen ist, auch wenn eine optimale Behandlung im Stadium 5 der chronischen
Niereninsuffizienz umgesetzt werden kann und keine Beschwerden bestehen [Horl et al.,
2004].



1.2 Oxidativer Stress: Allgemeine Prinzipien

Die Fahigkeit aerober Organismen, Sauerstoff zur vollstdndigen Oxidation von
Nahrungsmitteln zur Energiegewinnung zu nutzen, stellt ohne Zweifel eine der
wichtigsten Voraussetzungen fur die Entstehung hoherer Lebensformen dar.

Allerdings bringt der Umgang mit Sauerstoff betrachtliche Gefahren mit sich. Der
Terminus ,oxidativer Stress’ beschreibt eine Stoffwechsellage, die durch eine
Auslenkung des Fliel3gleichgewichtes zwischen Oxidantien auf der einen Seite und dem
Netzwerk der antioxidativen Verteidigung auf der anderen Seite, zugunsten der
Oxidantien charakterisiert ist [Tepel et al., 2002].

1.2.1 Freie Radikale

Als freie Radikale gelten Atome oder Molekiile, die ein oder mehrere ungepaarte
Elektronen aufweisen, und infolge dessen eine ausgepragte Reaktivitat besitzen. Einige
wichtige Vertreter sind das Superoxid- (O, ™), Hydroxyl- (OH"), oder Stickoxylradikal
(NO"). Als reaktive Sauerstoffspezies werden auch reaktive Sauerstoffverbindungen
ohne Radikalcharakter, wie Wasserstoffperoxid (H2O,), Singulettsauerstoff und
hypochlorige Saure bezeichnet [Niess et al., 2002; Cai et al., 2000; Tepel et al., 2003].

Tabelle 1: Beispiele fur radikalische und nicht-radikalische ROS; R: Alkylrest

radikalische ROS nicht radikalische ROS
Superoxidanion (O, ™) Wasserstoffperoxid (H202)
Hydroxylradikal(OH") Alkylhydroperoxid (ROOH)
Alkoxylradikale (RO") Hypochlorige Saure (HOCI)
Alkylperoxylradikale (ROQ") Peroxynitrit (ONOO")

Als Bildungsquellen fir ROS gelten sowohl exogene Noxen als auch endogene
Vorgange.

Quellen exogener Radikale sind UV-Strahlung, Rontgenstrahlen, Elektrosmog,
Schwermetalle, Ozon und verschiedene Umweltgifte. Hitze und Ansauerung scheinen
ebenfalls oxidativen Stress zu verursachen. Durch zunehmende Belastungen sowohl
der Umwelt als auch des Korpers (Sport, psychischer Stress, Rauchen, Uberernahrung)

stehen wir daher zunehmend unter oxidativem Stress [Gosslau et al., 2002].



Quellen endogener ROS Produktion sind vielseitig. Die Sauerstoffspezies werden zum
Teil kontinuierlich gebildet, auch unter physiologischen Bedingungen. Das bedeutet,
dass von oxidativem Stress im engeren Sinne erst gesprochen werden kann, wenn es
zu einer Imbalance von Sauerstoffradikalbildung und antioxidativen
Schutzmechanismen gekommen ist.

Hauptbildungsorte der ROS Bildung in vivo sind beispielsweise zirkulierende Zellen wie
Monozyten, Granulozyten, Makrophagen und Lymphozyten. Sie nutzen die Bildung
reaktiver Sauerstoffspezies zur Abwehr von Bakterien. Neutrophile Granulozyten
erzeugen in einem als ,oxidative burst’ bezeichneten Prozess mit Hilfe einer
membranstandigen NADH-Oxidoreduktase oder NAD(P)H-Oxidase extrazellular
Superoxid, das bakterizid wirkt [Niess et al., 2002; Cai et al. 2000; Tepel et al., 2003;
Dechamps-Latscha et al., 2001; Loffler 2003].

Auch ortstandige vaskulare Zellen (Gefal3endothelzellen, glatte Muskelzellen) und
renale Zellen (Mesangialzellen, Tubuluszellen, glomerularen Epithelzellen) sind Quellen
fur ROS. Es konnte gezeigt werden, dass in atherosklerotischen Lasionen, wie auch in
Glomeruli bei verschiedenen Glomerulonephritiden, durch eine Akkumulation von
Angiotensin Il und oxidativ modifizierten ,low-density’ Lipoproteinen die Bildung von Oy
durch Aktivierung der membranstandigen NAD(P)H-Oxidase induziert wird [Galle und
Wanner, 2004]. Weitere Studien haben gezeigt, dass auch gesunde Gefaliendothelien
und glatte Muskelzellen auf Stimulation (unter anderem mit Thrombin, PDGF und
Lactosylkeramide) eine erhohte ROS Produktion durch NAD(P)H-Oxidase Aktivitat
aufweisen [Cai und Harrison 2000]. Fur das vaskulare und renale System scheint die
NAD(P)H-Oxidase als Bildungsquelle fir ROS eine fihrende Rolle zu spielen.

Auch die mitochondriale Atmungskette Gbernimmt einen grof3en Teil der ROS
Produktion in vivo, weil die ROS Produktion ein unvermeidbares Ubel der
Elektronentransportkette ist. Es wird vermutet, dass von 1-3 % des in der
mitochondrialen Atmungskette reduzierten Sauerstoffes durch Einelektronen-Reduktion
von molekularem Sauerstoff das Superoxidradikal O, gebildet wird. Danach kann
durch Zweielektronen-Reduktion mit anschlieRender Protonierung H,O, entstehen
[Tepel et al., 2003; Halliwell, Gutteridge 2000 und 2007].

Das Superoxidanion (O,™) wird im Organismus aber nicht nur in der Atmungskette,
sondern auch durch Enzyme gebildet, die O, zu O, reduzieren. Ein Beispiel ist die
Xanthin-Oxidase, die die Reaktion von Hypoxanthin zu Xanthin katalysiert. Auch

Hamproteine und andere Elektronentransportketten (wie in Cytochrom p450-Enzymen
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oder in den Mitochondrien) gelten als wichtige Quellen fiir O,”. Superoxidanionen
entstehen auf3erdem auch durch Autooxidationen reduzierter Zwischenprodukte des
Stoffwechsels wie Semichinone, Flavine, Glutathion und andere Thiole, sowie
Hamoglobin und andere Komplexe von Ubergangsmetallen.

Wasserstoffperoxid (H.O2) wird durch enzymabhangige Prozesse gebildet. Unter
anderem generieren die Monoamin-Oxidase, die Glucose-Oxidase und die
Superoxiddismutase H,O,. H,O ist ein vielseitiges ROS, weil es in der Lage ist, die
Plasmamembran zu Gberqueren und den intrazellularen Hydroxylradikalgehalt durch die
Bildung von hochreaktivem OH® zu erh6hen und somit die Peroxidation von
Membranlipiden, die Aggregation von Proteinen und die Schadigung der DNA zu
initiieren. Uber die Myeloperoxidase (MPO) der Neutrophilen kann aus
Wasserstoffperoxid auch hypochlorige Saure entstehen. Diese wiederum kann mit
einem weiteren H,O, Molekil zu Singulettsauerstoff und Wasser reagieren [Wali, 2004].
OH’ gilt als die reaktivste Sauerstoffspezies und kann in vielen biologisch relevanten
Systemen entstehen, wie in der durch Schwermetallionen (Kupfer/Eisen) katalysierten
Haber-Weiss-Reaktion aus dem Superoxidanion (O2) und H,O [Scandalios, 1993]. Die
Teilreaktion, die durch Eisenionen katalysiert wird, wird auch als Fentonreaktion
bezeichnet.

Reaktive Sauerstoffspezies sind also Nebenprodukte normaler metabolischer
Zellprozesse. Sie sind in geringen Konzentrationen fur eine intakte Zellfunktion als
Mediatoren physiologischer Zellablaufe unentbehrlich. Sie spielen eine Rolle als second
Messenger bei verschiedenen Signaltransduktionswegen, bei der Regulation der
Genexpression verschiedener Proteine, bei der zellularen Abwehr von Bakterien und
stellen einen essentiellen Kofaktor fir die katalytische Aktivitat verschiedener Enzyme

dar. Allerdings kénnen Sauerstoffradikale auch Zellen des Wirtsorganismus schadigen.

1.2.2 Biologische Effekte durch ROS

ROS kénnen Schaden an Biomolekuilen jeder Art hinterlassen. Die besondere Toxizitat
freier Radikale liegt in ihrer hohen Reaktivitat begriindet. Sie kdnnen prinzipiell mit allen
fur die lebende Zelle vitalen Molekulen reagieren, und in deren Folge kommt es zu
metabolischen und strukturellen Veranderungen, die maglicherweise zum Zelluntergang

fuhren. Die biologischen Wirkungen freier Radikale hdngen vom Ort der Bildung der
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radikalischen Spezies, von ihrer Lebensdauer, von der Natur des Reaktionspartners
und von der Kapazitat antioxidativer Mechanismen ab.

Beispielsweise spielen Lipide in Organismen eine wichtige Rolle als Bestandteil von
Zellmembranen. Deshalb kann eine starke oxidative Schadigung der Lipide zu
schwerwiegenden pathologischen Folgen fuhren: die Oxidation von Membranlipiden
fuhrt zur Einschrankung der Membranfluiditat und —permeabilitat und der
Kommunikation mit anderen Zellen, z. B. des zellularen Immunsystems. Die Expression
von Rezeptoren und Membranantigenen wird behindert. Die Signaltransduktion verliert
an Effizienz und die Lebensdauer der Zelle sinkt [Bieger, 2001; Gosslau et al., 2002;
Halliwell und Gutteridge, 2007]. Besonders beachtenswert ist die Oxidation lipidloslicher
Lipide wie des LDL-Molekuls. Oxidiertes LDL wird Uber einen Scavengerrezeptor
bevorzugt von Makrophagen aufgenommen und fordert die Bildung von Schaumzellen
iIm Rahmen des artherosklerotischen Umbaus von GefalRen. Im Rahmen der
Pathophysiologie der Artherosklerose berichten mehrere Gruppen von Akkumulationen
von oxidativ modifiziertem LDL und Angiotensin Il in artherosklerotischen Lasionen, wie
auch in Glomeruli bei verschiedenen Glomerulonephritiden. Fir beide Substanzen ist
nachgewiesen worden, dass sie an glatten Muskelzellen, vaskularen Endothelzellen,
glomerularen Epithelzellen, Mesangialzellen und Tubuluszellen die Bildung von O;™
durch Aktivation der membranstandigen NAD(P)H-Oxidase induzieren [H6rl und
Wanner, 2004; Galle et al., 2003; Galle, 2004]. Die zusatzliche Bildung von O, ist im
Gefalsystem von besonderer Relevanz, weil die Interaktion von O, zur Inaktivation

von NO fuhrt (einem potenten Vasodilatator).

Auch Proteine werden durch oxidativen Stress geschéadigt. Es sind besonders
Methionin-, Histidin- und Tryptophanreste, aber auch die Thiol-Gruppen der Cysteine
empfindlich gegentber ROS. Die Oxidation von Proteinen ist vor allem mit der
Schéadigung von Enzymen, Signalmolekilen oder Rezeptoren verknipft, die zur
Funktionseinbul3e von Zellen und Organellen beitragen. Beispielsweise fihren Schaden
an DNA-Reperaturenzymen zu erhdhten oxidativen Schaden an der DNA, wodurch
diese nicht repariert werden kann. Oxidativ veranderte Proteine kdnnen vom
Immunsystem als ,fremd’ erkannt werden. Allergien und Autoimmunerkrankungen

kénnen die Folge sein [Bieger, 2001; Halliwell und Gutteridge, 2007].
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Die Nukleinsauren (DNA und RNA) werden ebenfalls durch oxidativen Stress
geschadigt. Dabei kommt es zu Einzel- und Doppelstrangbrtichen, Bildung von DNA-
DNA-, DNA-Protein- und DNA-Lipid-Addukten als auch zur Entstehung von
Basenmodifikationen. Die Strangbriche entstehen durch oxidative Modifikation der
Ribose [Gosslau et al, 2002]. Insgesamt wird beim Gesunden mit bis zu 10 000 DNA
Schéaden pro Tag pro Zelle gerechnet, die unter normalen Bedingungen effizient durch
DNA-Reparaturenzyme beseitigt werden [Bieger, 2001]. Am haufigsten entstehende
Basenmodifikationen sind 8-Hydroxyguanosin, 5-Hydroxymethyluracil und Thyminglykol.

Als Folge der erhdhten Mutagenitat kommt es zu einem steigenden Krebsrisiko.

Oxidative Veranderungen spielen eine Rolle in der Pathogenese zahlreicher
Krankheiten, beispielsweise bei Diabetes, Herz-Kreislauf- und neurodegenerativen
Erkrankungen, chronisch inflammatorischen Erkrankungen, Amyloidose,
Autoimmunprozessen, Transplantatabstof3ungsreaktionen, Apoptose, Respiratory
Distress Syndrome und Krebserkrankungen [Cai et al., 2000; Fridlyand et al., 2006;
Himmelfarb et al., 2002; Wardel, 2005; Tepel et al., 2002]. Um dieser potentiellen
Gefahrdung entgegenzuwirken, verfiigen alle aerob lebenden Zellen tber ein
vielfaltiges Arsenal enzymatischer und nicht-enzymatischer Schutzmechanismen, den

Antioxidantien.

1.2.3 Das Antioxidative System

Als Antioxidans definierten Halliwell und Gutteridge 1990 jede Substanz, die, wenn sie
in geringen Konzentrationen im Vergleich zu der Konzentration eines oxidierbaren
Substrates prasent ist, die Oxidation dieses Substrates signifikant verzogert oder
verhindert [Halliwell et al., 1990].

Nicht-enzymatische Antioxidantien umfassen eine stetig wachsende Anzahl
unterschiedlicher Molekile und Verbindungen wie beispielsweise die Vitamine A, E, C
oder Caratinoide, bioorganische Molekile wie Harnsaure, Glutathion-Derivate, Bilirubin,
Transferrin und synthetische Radikalfanger wie Buthylhydroxytoluen (BHT),
Dimethylsulfoxid (DMSO) oder Enzym-Mimetika. Im Gegensatz zu den enzymatischen
Antioxidantien werden nicht-enzymatische Antioxidantien durch das Abfangen von
Radikalen immer auch selbst radikalisch. So konnte beispielsweise fur den

physiologischen Hauptgegenspieler der Lipidperoxidation, a-Tocopherol (Vitamin E),
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gezeigt werden, dass radikalisch gewordenes a-Tocopherol durch Ascorbinsaure
(Vitamin C) oder Glutathion wieder in seinen urspriinglichen stabilen Zustand tberfuhrt
werden kann und erneut als Antioxidans zur Verfigung steht [Niess et al., 2002; Léffler,
Petrides, 2003; Dissemond, 2001; Wiswedel et al., 2005; Manning et al., 2005; Wali,
2004].

Unter den enzymatischen Antioxidatien werden klassischerweise drei Enzymgruppen
verstanden: die Superoxiddismutasen, die Katalasen, und die Glutathion (GSH)
Peroxidasen. Sie bilden im Falle ausreichender Enzymaktivitaten die erste
Verteidigungslinie gegen ROS. Daneben gibt es eine Vielfalt an weiteren Enzymen, die
mit Oxidantien reagieren und diese entscharfen. Im Folgenden werden die flr diese

Arbeit relevanten Proteine im Detail behandelt.

1.3 Proteine des oxidativen Stress und der antioxid ativen Abwehr

1.3.1 Die Superoxiddismutasen

Die erste Superoxiddismutase wurde 1939 von Mann und Keilin aus Rindererythrozyten
isoliert. Wegen seines Kupfergehaltes und seiner Lokalisation wurde es als
,Erythrocuperin’ bezeichnet. In den folgenden Jahren fand man identische
Kupferproteine in allen Geweben und Kdérperorganen, wobei die biologische Bedeutung
des Proteins lange Zeit ungewiss blieb. Wegen seines hohen Kupfergehaltes vermutete
man eine Rolle als Kupfertransportprotein. Interessanterweise fand man das
,Erythrocuperin’ ausschlief3lich im Gewebe von Aerobiern. Durch diese Beobachtung
wurde erstmals ein Bezug des Proteins zum Sauerstoff hergestellt [Nohl, 1981]. 1969,
30 Jahre spéter, gelang es McCord und Fridovich die Funktion des Proteins als
katalytisches Enzym nachzuweisen [McCord, 1969].

Die Superoxiddismutase katalysiert die Dismutation von O," zu Wasserstoffperoxid,
welches wiederum durch Katalase und Gluthationperoxidase in physiologischen

Konzentrationen gehalten wird [Rister, 1982]:

02-. + 02-. +2H" > H,O,+ O, .
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Diese Reaktion lauft auch spontan und unter physiologischen Bedingungen ab, jedoch
beschleunigt die SOD die dismutative Reaktion der Superoxidanione gegenuber der
Spontandismutation um mehr als das zehntausendfache [Nohl, 1981]. Durch diesen
Geschwindigkeitsvorteil verhindert SOD die Reaktion von O, mit NO, was zur Bildung
von Peroxynitrit, einem sehr potenten Oxidationsmittel, fihren wtrde [Christen, 2005].
Durch dieses Auflesen von Superoxidanionen im Wettbewerb mit NO unterstutzt SOD
die Aktivitat von NO.

Es sind drei Isoformen der SOD im Menschen bekannt. Allen ist gemeinsam, dass sie
die erste Verteidigungslinie gegen das Superoxidanion stellen.

Zwei Isoformen von SOD enthalten in ihrem katalytischen Zentrum Kupfer und Zink,
entweder in intrazellularen, zytoplasmatischen Kompartimenten (SOD1) oder
extrazellular im menschlichen Plasma und in der Lymph- und Zerebrospinalflissigkeit
(SOD3). Die SOD3 wurde kurzlich entdeckt und ist das am wenigsten charakterisierte
Mitglied der SOD-Familie. Die Mangan-SOD (SOD2) ist die mitochondriale Form der
SOD. Sie existiert als Homotetramer mit einer molekularen Masse von ca. 23 000 Da
[Barra, 1984] und ist auf Chromosom 6 kodiert. Die SOD1 befindet sich im Cytoplasma
menschlicher Zellen. Es ist ein Homodimer mit einer molekularen Masse von 32 000 Da,
welches auf Chromosom 21 lokalisiert ist [Zelko, 2002].

1.3.2 Die Glutathionperoxidase

Ein weiteres zentrales Enzym zur Verteidigung gegen ROS ist die Glutathionperoxidase
(GPx). 1957 von Mills entdeckt, katalysiert sie die Reduktion von aggressivem H,0,
durch das Glutathion (GSH, ein aus Cystein, Glycin und Glutamat bestehendes

Tripeptid) in harmloses Wasser.

2GSH + H,0, > GSSG + 2 H,0

Oxidiertes GSSG und reduziertes GSH bilden ein Redoxsystem, wobei die reduzierte
Form (GSH) Uberwiegt. Durch die GSH-Reduktase erfolgt die Regeneration der
oxidierten Form in einer NADPH-abhangigen Reaktion [Mller-Esterl, 2004]. Der Zyklus
kann neu beginnen und somit kann eine Belastung der Zelle mit Hydroperoxiden durch
die Gluthationperoxidase-Reaktion abgefangen werden. Die breite Substratspezifitat der

GPx erlaubt die Reduktion praktisch aller organischen Hydroperoxide, beispielsweise
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solcher mit mehrfach ungesattigten Fettsduren (Lipidperoxiden) oder der Nukleinséaure-
Basen [Sies, 1989; Flohé, 1971].

Die GPx hat ein Molekulargewicht von etwa 84 000 Da. Bemerkenswert ist, dass es ein
kovalent gebundenes Selenatom (Se) in Form von Selenocystein enthélt. Selen ist fir
die Aktivitat des Enzyms essentiell. Die GPx kommt in fiinf verschiedenen Formen vor:
cytosolische GPx (cGPx), gastro-intestinale GPx (GI-GPx), plasmatische GPx (pGPx),
Phospholipid GPx (PH-GPx) und Sperma Nuclei GPx (snGPx) [Behne und
Kyriakopoulos, 2001].

1.3.3 Die NAD(P)H-quinone Oxidoreduktase

Die NAD(P)H-quinone Oxidoreduktase (NQOL1) ist ein Homodimer, welches pro 31 kDa
Untereinheit ein Molekul FAD enthalt und sich zu >90% im Zytosol befindet.

1958 von Ernster und Navazio entdeckt, spielt diese obligate zwei Elektronen-
Reduktase eine katalytische Rolle in der Reduktion einer Vielfalt von Substraten, unter
anderem Quinone, Quinon-imine und Nitro-Verbindungen [Ross et al., 2000] und ist
hiermit in erster Linie ein wichtiges chemoprotektives Enzym.

NQOL1 reduziert Quinone zu Hydroquinonen und umgeht dabei die Produktion von
Semiquinonen, welche ROS produzieren und zur Depletion zellularer Thiol-Gruppen
fuhren [Talalay und Dinkova-Kostova, 2004]. Hydroquinone sind fiir den Organismus
ungefahrlicher als Quinone und Semiquinone und ihre Ausscheidung erfolgt einfacher.
NQOL ist charakterisiert durch die Fahigkeit NADH oder NAD(P)H als reduzierende
Kofaktoren zu nutzen und durch seine Inhibition durch Dicumarol [Siegel et al., 2004;
Ross et al., 2000]. Neben der Funktion als Entgiftungsenzym hat es bei der
Aufrechterhaltung des oxidativen Gleichgewichtes ebenfalls eine wichtige Funktion. Es
wird vermutet, dass NQO1 den Spiegel bestimmter endogener Antioxidantien
aufrechterhdlt, indem es diese (nach Oxidation) zurtck in ihre aktive, reduzierte Form
bringt. Beispielsweise sind Ubiquinon (Co-Enzym Q) und a-Tocopherol-Quinon zwei
sehr wichtige lipidldsliche Antioxidantien, die in-vitro Substrate der NQO1 sind [Ross,
2000; Nioi et al., 2004].

Co-Enzym Q hat neben seiner Rolle in der Elektronentransportkette eine Funktion als
Antioxidans und ist in den meisten Zellmembranen in seiner reduzierten Form
(Ubiquinol) verteilt. NQO1 kann Ubiquinon zu Ubiquinol reduzieren und dieser Vorgang

wird als protektiv gegen die Lipidperoxidation angesehen.
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Greifen freie Radikale a-Tocopherol an, so entsteht a-Tocopherol-Quinon, dessen
reduzierte Form hochpotente antioxidative Aktivitat aufweist. NQOL1 katalysiert die
Reduktion von a-Tocopherol-Quinon zu a-Tocopherol-Hydroquinon und schiitzt somit

gegen Schadigung der Plasmamembran [Nioi et al., 2004; Talalay et al., 2004].

1.3.4 Das IGFBP1

Das Insulin-like Growth Factor (IGF)-Binding Protein 1 kann im Gegensatz zu den
anderen hier besprochenen Proteinen nicht als Protein der antioxidativen Abwehr
eingestuft werden, sondern wird als Protein des oxidativen Stress behandelt.
IGF-Bindungsproteine sind eine Gruppe von sechs Serumproteinen, die IGF-1 binden
und damit seinen Stoffwechselumsatz, seinen Transport und seine Bioverflgbarkeit
regulieren. Nur freies, ungebundenes IGF-1 ist biologisch aktiv, weshalb ein
Uberschuss an IGFBPs zur Modulation physiologischer Effekte des IGF fiihrt. Bis heute
sind sechs IGFBPs bekannt. Von ihnen tragt IGFBP1 mit nur 15% zur
Bindungskapazitat von IGF bei, ist aber der determinierende Faktor fur freies IGF-1
und das einzige IGFBP, welches eine streng regulierte Expression aufweil3t [Rutkute et
al., 2007].

Die IGFBP1 wurde 1988 als erstes Mitglied der IGFBP Familie charakterisiert, hat ein
Molekulargewicht von 35 kDa und wird auf Chromosom 7 kodiert [Powell, 2000].

Die Produktion von IGFBPL1 ist streng reguliert: durch Insulin wird sie inhibiert, durch
Glukokortikoide und cAMP wird sie hochgefahren, aber auch unter anderem durch
Hyperglykdmie und Hypoxie. Somit wird IGFBP1, anders als IGFBP2 bis -6, auch
metabolisch reguliert [Stephans et al., 2005]. Bemerkenswert ist, dass IGFBP1 auch
durch inflammatorische Stimuli stark hochreguliert wird und zur Aufrechterhaltung des
inflammatorischen, katabolischen Zustandes selber beitragt, indem es der anabolen
Funktion des IGF-1 entgegen wirkt [Rutkute et al., 2007]. Verschiedene Studien zeigen,
dass oxidativer Stress/ ROS eine direkte Rolle in der Hochregulation der Produktion von
IGFBP1 spielt. So konnten beispielsweise Rutkute und Nikolova-Karakashian zeigen,
dass die Erschopfung der GSH Reserven im Alter zu einer erh6hten Produktion von
IGFBP1 fuhrt [Rutkute et al., 2007]. Patel et al. konnten zeigen, dass H,O die
Expression von IGFBP1 signifikant erhéht [Patel et al., 2002]. Lang et al. zeigten
ebenfalls, dass H,O, NO und Peroxynitrit die IGFBP1 Produktion erhéhen [Lang et al.,
1999].
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1.4 Oxidativer Stress und Niereninsuffizienz: Patho physiologische Grundlagen

Kardiovaskulare Ereignisse stellen eine der Hauptursachen fiir das hohe
Mortalitatsrisiko von Patienten mit eingeschrankter Nierenfunktion. Vor allem bei
terminaler, dialysepflichtiger Niereninsuffizienz steigt das Risiko fur kardiovaskulare
Ereignisse massiv an. Etwa die Halfte der Todesfalle durfte auf kardiovaskulare
Ursachen zuriickgehen. Die Hospitalisierungen von Dialysepatienten sind zu Uber
einem Drittel auf kardiovaskulare Ursachen zurickzufihren [Van der Giet et al., 2006]
und auch junge niereninsuffiziente Patienten weisen rapide voranschreitende vaskulare
Veranderungen auf [Maroti et al., 2004]. Studien zeigen, dass sogar eine milde
Einschrankung der Nierenfunktion mit einer héheren Inzidenz an Herz-Kreislauf-
Erkrankungen assoziiert ist. Zum Zeitpunkt der ersten Dialysesitzung zeigen 75% der
Patienten eine Linksherzhypertrophie, 40% leiden an einer KHK [Annuk et al., 2005].
Aber warum ist das so?
Der terminal nierenkranke Patient ist einer Vielfalt endogener und exogener Faktoren
ausgesetzt, die in ihrer Summe zu einer chronischen inflammatorischen Reaktion
beitragen und das kardiovaskulare Risiko erhdhen. Gemeinsam ist diesen endogenen
und exogenen Faktoren die Induktion von oxidativem Stress [Horl et al., 2004].
Diese Faktoren umfassen:

» die chronische Inflammation

* Uramie assoziierte Faktoren

« HD assoziierte Faktoren

Hierbei steht eine Steigerung der Produktion von ROS einer verminderten Elimination
dieser durch Veranderungen der physiologischen Antioxidantien gegenuber.

1.4.1 Die chronische Inflammation und oxidativer Stress

Da oxidativer Stress und chronische Inflammation gemeinsame Merkmale der
chronischen Niereninsuffizienz sind und 30-50% der Pradialyse- und Hamodialyse-
sowie auch der Peritonealdialysepatienten erhéhte serologische Entziindungsmarker
aufweisen [Himmelfarb et al., 2002; Gordan et al., 2004], ist vielfach untersucht worden,

inwieweit diese assoziiert sind. Die Resultate sind beeindruckend.
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Die Expression einer Fille von Genen, die eine Entztindungsreaktion hervorrufen, wie
Zytokine, Chemokine, Adhesionsmolekile, Zytokinrezeptoren, INO Synthase,
Lipoxygenasen, Zyklooxygenasen und Wachstumsfaktoren, ist von den
Transkriptionsfaktoren NF-KB (nuclear factor-KB) und aktivator Protein-1 (AP-1)
abhangig. Diese wiederum werden durch oxidativen Stress hochreguliert und ihre
Aktivitat kann zum grof3ten Teil durch lipophile Antioxidantien (Tocopherole und
Phenolsauren) verhindert werden [Morena et al. 2005; Gordan et al., 2004]. Auch IL-6
und CRP werden Uber NF-KB in inflammatorischen Zellen gesteuert. CRP und IL-6
werden seit langerer Zeit als pradiktiver Marker kardiovaskularer Morbiditat und
Mortalitat bei urdmischen Patienten betrachtet. So zeigten Nguyen-Khoa et al. eine
positive Korrelation zwischen erhéhtem Plasma CRP und plasma thiobarbituric acid
reaction substance (TBARS) als Marker flr Lipidperoxidation bei Dialysepatienten.
AulRerdem konnte eine negative Korrelation zwischen der Plasma CRP-Konzentration
und der Plasma a-Tocopherol-Konzentration gezeigt werden, konsistent mit der
Hypothese, dass Inflammation die Konzentration der Antioxidantien erschépft. Locatelli
et al. berichten von einer Assoziation zwischen F,-Isoprostanen (einem Biomarker fur
oxidativen Stress) und CRP bei Dialysepatienten, sowie von einer signifikant positiven
Korrelation zwischen Proteinen der akuten Phase und Biomarker des oxidativen Stress
[Himmelfarb et al., 2002].

Die renale Grunderkrankung per se ist hochgradig an einem inflammatorischen Prozess
beteiligt, wie die inverse Beziehung zwischen CRP, IL-6 und Kreatinin-Clearance zeigt
[Morena et al, 2005].

Monozyten spielen bei der Produktion von ROS eine besondere Rolle, da sie hier
sowohl eine Opfer- als auch eine Taterrolle Ubernehmen. Wie polymorphonukleare
Leukozyten (PMNL), die bei Patienten mit chronischer Niereninsuffizienz ,geprimed’
sind, sind auch Monozyten bei diesen Patienten ,aktiviert’ und leiten eine Kaskade der
ROS Produktion Uber die NADPH-Oxidase ein. Zusétzlich sind Monozyten in der Lage,
die proinflammtorischen Zytokine Interleukin 1 und 6 und Tumornekrosefaktor-a zu
generieren [Witko-Sarsat et al., 2003]. Sela et al. konnten zeigen, dass der Grad des
PMNL-priming positiv mit dem Grad der Niereninsuffizienz korreliert [Sela et al., 2005].
Die Aktivation von PMNL und Monozyten ist ein anerkanntes Merkmal bei
Dialysepatienten und reprasentiert moglicherweise einen wichtigen Reaktionsweg fur
Gewebsschadigung und LDL-Oxidation in vivo. Interessanterweise konnte die MPO

Sekretion dieser Zellen durch die Promotion der endothelialen Dysfunktion zu
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kardiovaskularen Ereignissen beitragen, da MPO die NO-abhangige Relaxation der
glatten Muskelzellen attenuiert. ,Geprimte’ Monozyten (die MPO sekretieren) kdnnten
eine wichtige Verbindung zwischen oxidativem Stress, Inflammation und endothelialer

Dysfunktion bei Patienten mit terminaler Niereninsuffizienz sein.

1.4.2 Uramie assoziierte Faktoren

Die chronische Uramie ist im Laufe der letzen Jahre als Zustand erhéhten oxidativen
Stress erkannt worden. Ein verminderter antioxidativer Schutz bei urdmischen Patienten
zeigt sich z.B. durch das erhdhte Serumratio von oxidiertem zu totalem Ascorbat, von
oxidiertem zu reduziertem Glutathion und von oxidiertem zu reduziertem Serumalbumin
[Inagi et al., 1999].

Aus biochemischer Sicht ist der uramische oxidative Stress charakterisiert als ein
Zustand der Akkumulation reaktiver Aldehyd- und oxidierter Thiolgruppen mit der
Depletion reduzierter Thiolgruppen, welche bei der antioxidativen Abwehr besonders
wichtig sind. Als Konsequenz des verschlechterten renalen Katabolismus und der
verschlechterten renalen Funktion akkumulieren uramische Mediatoren der Oxidation,
wodurch es zur Endotheldysfunktion und der Progression der Artherosklerose kommt
[Lahera et al 2006].

Mehrere Gruppen haben gezeigt, dass urdmisches Plasma im Vergleich zum Plasma
gesunder Kontrollen eine zehnfach héhere Konzentration an totalen Carbonyl-
Verbindungen aufweist. Diese reprasentieren die Konzentration reaktiver Aldehyde, die
eine wichtige Rolle bei der Formation von AGE (Advanced Glycosylation End Products),
bei der Pathogenese vaskularer Erkrankungen, als Mediator von
Entzindungsreaktionen und bei der Modifikation von LDL-Cholesterin eine Rolle spielen
[Himmelfarb et al., 2002].

Zusatzlich zur Akkumulation reaktiver Aldehyde ist die Depletion reduzierter
Thiolgruppen bei Urdmikern charakteristisch und tragt zum oxidativen Milieu bei. Thiole
fungieren sowohl intrazellular als auch extrazellular als Redoxpuffer. Besonders im
extrazellularen Raum sind reduzierte Thiolgruppen essentiell, da hier traditionelle
antioxidative Enzyme wie Katalase, SOD, Gluthation oder GPx gar nicht oder nur in
geringen Mengen vorhanden sind. Protein-assoziierte Thiolgruppen und antioxidativ
wirkende Vitamine Gbernehmen die Fuhrungsrolle der extrazellularen antioxidativen

Verteidigung. Bei urdmischen Patienten ist dieses System gestort.
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Himmelfarb et al. berichten, dass bei uramischen Patienten sowohl Thiolgruppen der
Plasmaproteine als auch die ,low molecular weight’ Aminothiole Zystein, Homozystein
und Zysteinylglycin in hohem Mal3e im oxidierten Zustand vorliegen [Himmelfarb et al.,
2002].

Die die Urdmie begleitende renale Anamie ist ein weiterer Faktor, der zu oxidativem
Stress und kardiovaskularen Ereignissen beitragt. Erythrozyten sind in der Lage,
Glutathion ins Plasma abzugeben [Loffler, Petrides 2007] und sind somit hocheffektive
und hochmobile Radikalfanger. Sie sind auRerdem mal3geblich am ,Recycling’ von
Vitamin C beteiligt, da sie Dehydroascorbat zu Ascorbat reduzieren kbnnen [Mendiratta
et al., 1998]. Die renale Anadmie tragt somit zum Ungleichgewicht von Oxidantien und
Antioxidantien bei. Siems et al. konnten zeigen, dass oxidativer Stress bei der
chronischen Niereninsuffizienz mit dem Grad der renalen Anamie korreliert [Siems,
2005]. Mehrere Gruppen konnten zeigen, dass die vorsichtige Korrektion der renalen
Anamie zu einer Reduktion des oxidativen Stress und damit auch des kardiovaskularen
Risikos, beitragt [Siems, 2005; Lahera, 2006].

Durch die Oxidation von Retentionsstoffen (z.B. Zytokine, Phosphate, Oxalate, Urea,
Parathormon und B,-Mikroglobulin), kénnen diese in ihrer Pathogenitat gesteigert
werden. Als Beispiel sind Homozystein und Zystein zu nennen. Beide sind bei
uramischen Patienten im Vergleich zu gesunden Kontrollen vermehrt vorhanden. Das
Ausmalfl ihrer Oxidation bei der Uramie korreliert mit ihrer Plasmakonzentration, was
suggeriert, dass diese Retentionsstoffe im urdmischen Milieu vermehrt oxidiert werden.
In vitro Studien haben gezeigt, dass Zystin, die oxidierte Form von Zystein, glatte
Muskelzellen zur Produktion von ROS aktiviert [Himmelfarb et al., 2002]. Die
Hyperhomozysteinamie hat einen groReren pradiktiven Wert fur kardiale Ereignisse als
die traditionellen Risikofaktoren. In Abhangigkeit von der H6he der Homozysteinwerte
besteht ein 2.8-fach erhohtes, relatives Risiko [Horl et al., 2004].

1.4.3 HD -Assoziierte Faktoren

Auch die Hamodialyse tragt zum oxidativen Stress bei.

Die hamodialytische Entfernung von Stoffen, die fir die antioxidative Verteidigung von
Bedeutung sind, ist mehrfach untersucht worden. Vitamin C (Ascorbat) ist eines der
wichtigsten wasserloslichen Antioxidantien und wird aufgrund seiner geringen

MolekulgréRe und seiner Wasserloslichkeit durch die Dialyse entfernt [Jackson, 1995].
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Morena et al. konnten zeigen, dass ca. 66mg Vitamin C pro Dialysesitzung verloren
gehen [Morena et al., 2005] - ein betrachtlicher Anteil, wenn man bedenkt, dass die
Vitamin C-Einnahme bei Dialysepatienten bei 60-200mg/d liegt [Horl et al., 2004]. Auch
Selen, ein essentieller Kofaktor der Glutathionperoxidase, ist nach einer Dialysesitzung
vermindert [Bogye et al., 2000; Koenig et al., 1997]. Verschiedene Gruppen konnten
zeigen, dass auch der Plasmazinkspiegel bei niereninsuffizienten Patienten
insbesondere mit, aber auch ohne Nierenersatztherapie, im Vergleich zu gesunden
Kontrollen stark vermindert ist [Zima et al., 1998; Mahajan et al., 1982]. Zink ist, als
Bestandteil des Zytosols der CuZn-SOD (SOD1), fur die enzymatische Abwehr von
oxidativen Stress unentbehrlich.

Die Bioinkompatibilitat des Dialysesystems ist fur die Generation von ROS von
Bedeutung. Mehrere Gruppen haben gezeigt, dass die durch die Dialysemembran
induzierte Makrophagenaktivierung zur massiven ROS Produktion fiihrt. Auch die
Diffusion bakterieller Produkte (z. B. Lipopolysaccharide, LPS) vom Dialysat in den
Blutkreislauf kénnen direkt oder indirekt die ROS Produktion der neutrophilen
Granulozyten stimulieren [Morena et al., 2000; Ward et al., 2003; Decamps-Latscha et
al., 2001].

Die bei Dialysepatienten vorgefundene Fehl- oder Mangelerndhrung tragt ebenfalls zur
Inflammation bei und damit zur Generierung von oxidativem Stress bzw. ist haufig eine
Folge der Inflammation und Katabolie. Die Atiologie der Mangelernahrung bei diesen
Patienten ist vielseitig. Begunstigende Faktoren, die direkt mit dem dialytischen
Procedere zusammenh&ngen, sind Bioinkompatibilitat und Nahrstoffverluste durch das
Dialysat. Die enge Beziehung zwischen Mangelernédhrung, Inflammation und vaskularen
Veréanderungen ist als MIA-Syndrom (Malnutrition, Inflammation and Artherosclerosis)
bekannt und ist ein bei der Hamodialyse haufig vorkommendes Syndrom [Tonbul et al.,
2006].

Ein weiterer dialyseinduzierter Faktor, der zu oxidativem Stress beitragen kann, ist die
chronische Keimexposition durch die lange Verweildauer des Dialyseshunts und die

daraus resultierende Immunantwort.
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1.5 Fragestellung

Die Balance zwischen Proteinen des oxidativen Angriffs und der antioxidativen
Verteidigung ist bei Patienten mit terminaler Niereninsuffizienz in mehrerer Hinsicht
gestort. Dies wird verursacht durch den chronisch inflammatorischen Zustand aufgrund
der renalen Grunderkrankung, durch Uramie-assoziierte Faktoren und durch HD-
assoziierte Faktoren. Die Konsequenz des oxidativen Stress ist flr den
niereninsuffizienten Patienten eine hohere Morbiditat und Mortalitat an Herz-
Kreislauferkrankungen.

Die genauen Zusammenhange zwischen dem vermehrten oxidativen Stress bei
terminaler Niereninsuffizienz und Entziindungsvorgéangen, der Retention von
Uramietoxinen und der Nierenersatztherapie sind bisher wenig geklart. Insbesondere
Untersuchungen zum Einfluss der Hamodialysetherapie an sich ergeben kein klares
Bild. So ist weiterhin unklar, ob mit Beginn der chronischen Hamodialyse der oxidative
Stress zu- oder abnimmit.

Diese Arbeit untersucht, inwieweit die Niereninsuffizienz und die Hamodialyse
Auswirkungen auf den oxidativen Stress und die Expression von Proteinen des
oxidativen Angriffs und der antioxidativen Abwehr bei terminal niereninsuffizienten
Patienten hat. Hierfir werden proteinbiochemisch das Blut von Hamodialysepatienten
zu Beginn und am Ende der Hamodialyse untersucht, und die Konzentrationen der
Proteine SOD1, SOD2, GPx, IGFBP1 und NQO1 mit der von Patienten mit chronischer
Niereninsuffizienz ohne Nierenersatztherapie und gesunden Kontrollen verglichen.
AulRerdem wird die antioxidative Kapazitat des Plasmas bei allen Gruppen gemessen
und verglichen. Die zu klarenden Fragen lauten:

« Inwiefern beeinflusst die HD-Therapie die Expression der Enzyme
SOD1, SOD2, GPx, IGFBP1 und NQO1?

« Wie verhalten sich die Expressionen dieser Enzyme im Vergleich zu
chronisch niereninsuffizienten Patienten ohne Nierenersatztherapie
und gesunden Probanden?

* Inwiefern beeinflusst die HD-Therapie die totale antioxidative Kapazitat
des Plasmas?

« Ist die antioxidative Kapazitat des Plasmas der HD Patienten im
Vergleich zu chronisch niereninsuffizienten Patienten und gesunden

Probanden verandert?
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2.0 Material und Methoden

2.1 Studienaufbau und —durchfiihrung

In der hier vorliegenden Arbeit sollte proteinbiochemisch der Nachweis fur die
Expression antioxidativer Proteine bei Patienten mit terminaler Niereninsuffizienz,
sowohl vor als auch nach der Hamodialyse (HD), im Vergleich zu Patienten mit
chronischer Niereninsuffizienz ohne Nierenersatztherapie (CNI) und gesunden
Kontrollpersonen erbracht werden. Die hierzu angewandten Methoden waren die
Monozytenisolierung aus dem Vollblut aller Probanden, der In-Cell-Western-Assay und
die Berechnung der Proteinkonzentration mittels spektrophotometrischem Assay sowie
die Messung der antioxidativen Gesamtkapazitat des Plasmas mittels photometrischem
Assay.

Zu den Einschlusskriterien gehérten neben der Volljahrigkeit (Alter>18 Jahre), beiderlei
Geschlecht, Zustimmungsfahigkeit sowie die schriftiche und mindliche Zustimmung
(informed consent). Ausschlusskriterien waren fehlende Zustimmung und Alter unter 18
Jahren.

Die Untersuchung wurde durch die zustandige Ethikkommission der Charité —

Universitadtsmedizin Berlin, Campus Benjamin Franklin gepruft und genehmigt.

2.2 Isolierung von Monozyten aus Vollblut

Monozyten sind bei der Untersuchung von oxidativem Stress und
Entzindungsvorgéngen bei terminal niereninsuffizienten Patienten von Bedeutung. Es
konnte gezeigt werden, dass sie bei Patienten mit verschiedenen Graden der
Niereninsuffizienz eine Rolle bei der Produktion und Freisetzung von
Sauerstoffradikalen (reactive oxygen species, ROS) und proinflammatorischen
Mediatoren spielen, welche mit Hypertension, akzelerierter Artherosklerose und
endothelialer Dysfunktion assoziiert sind.

Aus dem arteriellen Schenkel des Hamodialysesystems wurden 20 ml Vollblut von
Dialysepatienten in eine heparinisierte Einmalspritze entnommen. Fir die Dialyse wurde

eine biokompatible Poysulfonmembran (F8, Fresenius Medical Care, Bad Homburg,
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Deutschland) benutzt. Das Standarddialysat beinhaltete 1.75 mmol Calcium und enthielt
Bicarbonat. Kt/V, d.h. der Quotient aus dem Plasmaanteil, der
wahrend der Hamodialysebehandlung von Harnstoff gereinigt wird und dem

Harnstoffverteilungsvolumen, wurde gemalf der Daugirdas-Formel

Kt/V= -In(R-0.008xt)+(4-3.5xR) x UF/W

[R= Harnstoff-Reduktionsrate; t= Dialysedauer (h); UF= Volumen des Ultrafiltrats (l); W=
Dialyse-Abschlussgewicht (kg)] bestimmit.

Bei den gesunden Probanden und den Kontrollpatienten (niereninsuffiziente Patienten,
die keine Nierenersatztherapie erhielten, CNI), wurden 20 ml Blut mittels heparinisierter
Einmalspritze und Kaniile aus dem vendsen System, meist Uber die V. cubiti,
entnommen.

Zunachst wurde das Blut 10 Minuten bei 2000 Rotationen pro Minute (rpm) zentrifugiert,
wodurch es in Hamatokrit und Plasma aufgeteilt wurde. Von jedem Probanden wurden
jeweils ca. 1,5 ml Plasma bei -80C eingefroren und aufbewahrt. Das restliche Plasma
wurde verworfen. Die verbleibenden Blutzellen (der Hamatokrit, Hkt) wurden mit HBSS
(Hank’s Balanced Salt Solution; in mmol/l NaCl 136, KCI 5.4, KH,PO4 0.44, Na,HPO,
0.34, D-Glukose 5.6, CaCl, 1.0, MgCl, 1.0, Hepes 10, pH 7.4) im Verhaltnis von 1:1
versetzt und gemischt. Dieses Zellgemisch wurde anschlieRend auf Histopaque® 1077
aufgetragen. Histopaque ist ein Zentrifugationsmedium, das Polysucrose und
Natriumdiatrizoat enthalt und zur Dichte-Gradienten Zentrifugation benutzt wird. Zellen
haben die Eigenschatft, in einem starken Zentrifugationsfeld zu sedimentieren und sich
entsprechend ihrer GroR3e entlang eines linearen Gradienten anzuordnen, der hier
durch das Histopaque® erzeugt wurde. Hierdurch konnten bei der anschlieRenden 15-
minutigen Zentrifugation (bei 2100 rpm) die Zellen des Hamatokrits nach ihrem
spezifischen Dichtegradienten aufgeteilt werden. Es entstanden nach der Zentrifugation
drei Zellschichten, die mit dem blo3en Auge sichtbar waren: unter dem Histopaque®
die Erythrozyten, dartiber eine Schicht, die hauptséchlich Granulozyten enthielt, und in
der obersten Schicht eine milchig-weil3e Platte aus mononuklearen Zellen
(Lymphozyten, ,naturliche’ Killerzellen, Monozyten und Makrophagen). Darlber befand

sich Plasma. Dieses Verhalten wird in Abbildung 1 verdeutlicht.
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Abbildung 1: Dichtegradientenzentrifugation mit Histopaque®-1077 (Sigma-AIdrich®)

Es wurden nur die Zellen des mononukledren Rings abpipettiert, mit HBSS versetzt
und erneut zentrifugiert. Nach dem Dekantieren des Uberstandes blieb eine
Ansammlung von mononuklearen Zellen an der Basis des Zentrifugenréhrchens tbrig,
welche mit 1,5 ml HBSS resuspendiert wurde. Nun erfolgte die Trennung der CD14
positiven Monozyten und Makrophagen von den Ubrigen Zellen mittels Dynabeads®.
Diese besitzen gegen CD14 gerichtete monoklonale Antikorper, die an
superparamagnetische Polystyrenkiigelchen gebunden sind. Das bedeutet, dass sie
spezifisch Uber eine Glykosylphosphatidylverbindung an die Oberflache von CD14
positiven Zellen binden. Es gibt durchschnittlich ca. 10 000 Leukozyten pro pl Blut,
davon sind 5-10% Monozyten. Demnach sind 1x103 Monozyten/pl bzw. 20x10°
Monozyten in 20ml Vollblut enthalten.

Nach einer einstiindigen Inkubation mit Dynabeads® konnten die Monozyten und
Makrophagen mit Hilfe eines Magneten von den Ubrigen, oben genannten Zellen
getrennt und zur weiteren Verarbeitung verwendet werden. Bei optimaler Handhabung
lassen sich 95% aller vorhandenen Monozyten isolieren, unter suboptimalen

Bedingungen 80%.
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2.3 In-Cell-Western Assay

Um zu beweisen, dass sich die Expression der zu untersuchenden Proteine zwischen
den Patientengruppen unterscheidet, wurde mit den vorher isolierten Monozyten ein
spezielles Verfahren durchlaufen, der In-Cell-Western Assay.

Dieses immunzytochemische Verfahren basiert auf Antigen-Antikdrper Reaktionen und
dient dem Nachweis von Proteinen. Dies geschieht durch Quantifizierung von
intrazellularen Proteinen, die fluoreszierende Antikdrper gebunden haben. Der
Proteinnachweis erfolgt direkt in der Zelle. Hierdurch unterscheidet sich der In-Cell-
Western Assay vom klassischen Western Blot auf Gel-Basis, der eine

elektrophoretische Auftrennung der Proteinmolekile nutzt.

2.3.1 Prinzip des In-Cell Western Assays

Die gewonnenen Zellen wurden permeabel gemacht und auf einer Platte fixiert. Es
folgten Inkubationen mit einem priméren und einem sekundéren Antikérper. Der primare
Antikdrper haftet an das nachzuweisende Protein. Der sekundare Antikorper, welcher
mit Infrarot-Farbstoffen konjugiert ist, bindet an den haftenden primaren Antikorper. Die
spatere Messung der Fluoreszenz des sekundaren Antikorpers erlaubt einen
Ruckschluss auf die Menge des gebundenen Zielproteins. Die Fluoreszenzmessung
erfolgte durch den Odyssey Infrared Imager von LI-COR. Dieser verfligt Uber zwei
voneinander getrennte Fluoreszenzkanale und kann deshalb simultan zwei

unterschiedliche Zielstrukturen messen, z. B. Zielprotein und Referenzprotein.

2.3.2 Durchfiihrung des In-Cell Western Assays

Die isolierten Monozyten wurden mit 3.5% Formaldehydlésung auf einer 96-Well Platte
fixiert und mittels 0.1%Triton X-100 Losung permeabel gemacht. Uber Nacht wurden
die Zellen mit Blockpuffer inkubiert. Dann wurden die Zellen finf Minuten mit Tween
Waschlosung gewaschen, wodurch eine Verminderung von Hintergrundfluoreszenzen
erreicht werden sollte. Es folgte eine zweistiindige Inkubation mit verschiedenen
primaren Antikorpern. Einer richtet sich jeweils gegen das zu untersuchende Zielprotein,

der andere gegen das Referenzprotein. Das Referenzprotein ist ein Protein, welches in

27



konstanter Menge in den Zellen exprimiert wird. Es erlaubt durch den quantitativen
Vergleich mit dem Zielprotein Ruckschlisse Uber die Expression des Zielproteins und
dient als Kontrolle fiir den regelrechten Ablauf des Experiments. Als Referenzprotein
diente beta-Aktin. Beta-Aktin ist als diinnes Filament Bestandteil des Zytoskeletts jeder
Zelle und bildet mit anderen Aktinfilamenten u. a. eine kortikale Schicht unterhalb der
Zellplasmamembran, welche Wechselwirkungen mit der extrazellularen Matrix
vermitteln, an Zell-Zell-Kontakten beteiligt sind und fur die Motilitat von Zellen
verantwortlich sind.

Primére Antikérper waren fir die NADPH-Quinone-Oxidoreduktase (NQO1) und das
Insulin-like Growth Factor Binding Protein 1 (IGFBP1) goat anti human-NQO1- und -
IGFBP1-Antikorper. Fur die Superoxiddismutasen 1 und 2 (SOD1 und SOD2) und die
Glutathionperoxidase (GPx) waren die primaren Antikorper sheep anti human-SOD1-, -
SOD2- und —GPx-Antikdrper. Fir beta-Aktin wurde rabbit anti-human-Antikorper als
primarer Antikdrper benutzt. Die Antikdrper wurden auf 1:1000 mit einem 1:1-Gemisch
aus Blockpuffer und HBSS verdiinnt. Nach der Inkubation erfolgte unter Schiitteln
erneut ein Waschvorgang mit Tween Waschlésung (4 x 5 min), um ungebundenen
primare Antikorper zu entfernen. Bei jedem Wasch- und Dekantierschritt wurde die
Platte auf einen Magneten gelegt, um sicher zu stellen, dass die Polystyrenktigelchen
mit den Monozyten nicht verloren gingen. Im nachsten Schritt wurde mit sekundéren
Antikdrpern (sowohl fir das Zielprotein als auch fir das Referenzprotein) die
verschiedene infrarot-Fluorophoren besafien, in der Verdiinnung 1:1000 fir eine Stunde
inkubiert. Diese waren: fur NQO1 und IGFBP1 Alexa Fluor® 680 donkey anti-goat 1gG,
und fir beta-Actin sheep anti-rabbit IRDye 800; fir SOD1, SOD2 und GPx Alexa Fluor®
680 donkey anti-sheep IgG und fur beta-Actin goat anti-rabbit IRDye 800.

Nach einem weiteren 20-minttigen Waschzyklus konnte nun die Quantifizierung der
Proben erfolgen. Die Zellen wurden mit Blockpuffer resuspendiert. Dies gewéhrleistete
genauere Messergebnisse, da das Zusammenhaften der Zellen hierdurch aufgehoben
wurde. Es erfolgte die Fluoreszenzmessung des Zielproteins bei 700nm bei einer
Exzitationswellenlange von 680nm und die Messung der Emission des
Referenzproteins bei 800nm bei einer Exzitationswellenlange von 780nm. Die
Auswertung der jeweiligen Zielprotein-Fluoreszenz erfolgte im Vergleich zur
Fluoreszenz von beta-Actin. Die gemessene Fluoreszenz eines jeden Wells wurde in
sogenannte ,Counts’ angegeben. Fir jede zu untersuchende Probe sind zur Sicherung

genauer Messergebnisse mehrere Hintergrundmessungen gemacht worden. Diese
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waren Messungen der Fluoreszenz der Polystyrenkiigelchen und Monozyten, die mit
einem sekundaren Antikorper inkubiert worden sind, aber nicht mit einem priméaren.
Damit wurden die ,Counts’ von ungebundenen, fluoreszierenden sekundaren
Antikdrpern, die das Ergebnis verfalschen wirden, erfasst und diese ,Counts’ wurden
von dem Messergebnis der zu untersuchenden Proteine subtrahiert. So konnte eine
genauere Quantifizierung des zu untersuchenden Proteins gewahrleistet werden. Dies
wurde fur das Zielprotein als auch fur das Referenzprotein durchgefiihrt, wonach der

Quotient aus beiden gebildet wurde.

2.4 Messung der antioxidativen Gesamtkapazitat des Plasmas

Um die antioxidative Gesamtkapazitat des Plasmas der HD Patienten sowie der
Kontrollgruppen ,Gesund’ und ,CNI' zu erfassen, wurde ein ,Total Antioxidant Status
Assay’ durchgefuhrt.

2.4.1 Prinzip des Total Antioxidant Status Assay (TAOS)

Der Total Antioxidant Status Assay beruht auf der Féahigkeit der Antioxidantien in jeder
Probe, hier Plasma, die Oxidation von ABTS (2,2-Azino-di-[-3-ethylbenz-thiazloin-
sulphonat]) zu ABTS®*" durch Metmyohamoglobin, eine Peroxidase, zu verhindern. Die
Menge an ABTS®"®", die produziert wird, kann bei einer Wellenlange von 600 nm
gemessen werden. Unter diesen Voraussetzungen supprimieren die Antioxidantien der
Probe die bei 600nm gemessene Absorbance in einem Ausmal3, das proportional zu

der Konzentration der Antioxidantien ist.

2.4.2 Durchfiihrung des Total Antioxidant Status Assays

Das verwendete Plasma wurde bei der Isolierung der Monozyten gewonnen und fur die
Messungen aufbewahrt (s. 2.1). Der Assay wurde auf einer lichtdurchlassigen 96 Well-
Platte durchgefiihrt. Nach einem festgelegten Pipettierschema wurden in jedes Well
Chromogen, welches als Peroxidase diente, oder Substrat (stabilisiertes H,O5)
vorgelegt und 5 Minuten inkubiert. Dann erfolgte die Zugabe von der zu messenden
Plasmaprobe zum Chromogen. Es folgte die Messung der Initial-Absorption (A0),

welche fur die spatere Bestimmung von AA nétig war. Anschlie3end wurde auf das
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Chromogen-Plasmagemisch inkubiertes Substrat zugegeben. Nach einer dreiminitigen
Inkubationszeit erfolgte die Messung der Absorption (A).

Demnach liel sich die antioxidative Konzentration einer Plasmaprobe wie folgt
errechnen:

Antioxidative Konzentration (mM) = 1.70 mM* (AA Leermessung- AA Probe)

(AA Leermessung- AA Standard)
« *1.70 mM = antioxidative Konzentration des Standards

* AA=A- A0

2.5 Proteinassay nach Bradford

Um weitere BezugsgrofRen fur den Vergleich zwischen den bei den Dialysepatienten
und den beiden Kontrollgruppen zu untersuchenden Proteine zu beziehen und um die
Zuverlassigkeit des Referenzproteins beta-Aktin zu Uberprifen, wurde ein weiteres
Assay verwendet, das Bradford Proteinassay. Dieses ist eines der gebrauchlichsten
Methoden zur Konzentrationsbestimmung von Proteinen. Der Bradford Test ist eine
photometrische Methode zur quantitativen Bestimmung von Proteinen, die sehr sensitiv

ist (im Bereich Mikrogramm pro Milliliter).

2.5.1 Prinzip des Proteinassay nach Bradford

Der Test beruht auf der Bindung des Farbstoffes Coomassie Brilliant Blue G-250 an
Seitenketten von Proteinen, sowohl mit den kationischen als auch mit den nichtpolaren,
hydrophoben Seitenketten, in saurer Losung unter Bildung von Komplexen. Durch die
Bindung wird das Absorptionsmaximum des Farbstoffes von 465 auf 595 nm
verschoben. Das Absorptionsspektrum der ungebundenen, kationischen, rotgefarbten
Form hat sein Absorptionsmaximum bei ca. 465-470nm. Durch die Bildung von
Komplexen mit den Proteinen wird der Farbstoff in seiner blauen, unprotonierten,
anionischen Sulfatform stabilisiert, mit einem Absorptionsmaximum von 595 nm. Da der
Extinktionskoeffizient des Farbstoff-Protein-Komplexes viel héher ist als der des freien
Farbstoffes, kann die Zunahme der Absorption bei 595 nm mit hoher Empfindlichkeit
gegen das freie Farbreagenz photometrisch gemessen werden und ist ein Mal3 fir die
Proteinkonzentration in der Losung. Hiermit konnte man die Reliabilitat des

Referenzproteins beta-Aktin bestimmen, denn die Ergebnisse des Bradford Assays
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konnten mit denen des In-Cell-Western verglichen werden, bzw. sollten beide Assays
ahnliche Ergebnisse liefern.

2.5.2 Durchfiihrung des Proteinassay nach Bradford

Nach Isolierung von Monozyten mittels DynaBeads® und Aufnahme in HBSS waren
diese fur die Weiterverarbeitung im Assay bereit. Der Farbstoff Coomassie Brilliant
Blue G-250 wurde auf Raumtemperatur aufgewarmt. Es wurden zwei
Verdunnungsreihen angesetzt, eine Standard-Verdinnungsreihe mit bovinem
Serumalbumin und eine Probenverdinnungsreihe mit den isolierten Monozyten.
Als Verdinnungsmedium wurde HBSS verwendet. Die Verdinnungsreihen wurden
doppelt bzw. dreifach auf die Platten aufgetragen, um mdgliche Fehlerquellen zu
erkennen bzw. auszuschlieRen. Auf3erdem wurden zusatzlich zu den
Verdunnungsreihen immer Wells mit reinen Beads in HBSS aufgetragen und
vermessen. AnschlieRend erfolgte die Zugabe des Farbstoffes. Es folgte eine
Inkubation der Platte bei Raumtemperatur fir 5 Minuten. Danach wurde im
Spektrophotometer bei 595 nm Wellenlange die Proteinkonzentration der Proben
erfasst.

Zur Auswertung der Messergebnisse wurde aus den Standardwerten eine
Standardkurve erstellt. Mittels dieser Standardkurve konnte die unbekannte

Proteinkonzentration jeder Probe erfasst werden. Standardkurven mit dem

Linearbereich von 1,25 bis 10ug/ml waren fur die Bestimmung der Proteinkonzentration

am besten geeignet.

2.6 Material

2.6.1 Arbeitsgerate

Feinwaage Sartorius® , Géttingen, Deutschland

Fluoreszenzmesser Odyssey® Infrared Imaging System,
LI-COR®, Lincon, USA

Magnet fiir ReaktionsgefaRe DYNAL MPC® - S, DYNAL® Biotech, Oslo,
Norwegen

Magnetplatten fur Mikrotiterplatten DYNAL MPC®, Oslo, Norwegen
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Pipetten
Vortexer

Zentrifuge 417R
Zentrifuge 541R

Spektrophotometer

Mikrotiterplattenschuttler

2.6.2 Arbeitsutensilien

Pipettenspitzen
Reaktionsgefalie

Pasteurpipetten

50 ml R6hrchen

96-Well-Platten (klar) (TAOS)
96- Well-Platten (dunkel)(ICW)

Kanilen fur Blutentnahme

Vacutainerrohrchen (10ml) far

Blutentnahme

2.6.3 Chemikalien

Eppendorf, Hamburg, Deutschland
Vibrofix VF 1 Electronic, IKA®, Staufen,
Deutschland

Eppendorf, Hamburg, Deutschland
Eppendorf, Hamburg, Deutschland

Multiscan Ascent Thermo Electron Corporation,
Vantaa, Finnland
IKA®, MTS 2/4 digital, Staufen, Deutschland

Eppendorf, Hamburg, Deutschland
Eppendorf, Hamburg, Deutschland
Alpha Laboratories Ltd., Eastleigh,
Hampshire, UK

SARSTEDT, Numbrecht, Deutschland
Nunc®, Roskilde, Danemark

Nunc®, Roskilde, Danemark
Vacutainer Systems, Becton Dickinson
S.A., Madrid, Spanien

BD Vacutainer Systems, Plymouth,
UK

Je nach Methode sind die verwendeten Chemikalien im Folgenden tabellarisch

aufgelistet.
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Monozytenisolierung aus Vollblut

Histopaque®-1077 Sigma-Aldrich®, St. Louis, USA

Dynabeads® M450 CD14 DYNAL® Biotech ASA, Oslo,
Norwegen

HBSS Puffer (Hanks Balanced Salt Solution) eigene Herstellung(Tab. 2)

Tabelle 2: Zusammensetzung des HBSS-Puffers

mmol/I
NaCl, 136,00
KCI 5,40
KH,PO, 0.44
Na;HPO 0,34
D-Glucose 5,60
CacCly 1,00
MgCl, 1,00
HEPES 10,00

*Der pH-Wert wurde mit 1 M Natronlauge (NaOH) auf 7,4 titriert.
** Samtliche Chemikalien zur Herstellung von HBSS-Puffer sind von den Firmen
Sigma-AIdrich®(St. Louis, USA) und FLUKA Chemika (Buchs, Schweiz)

In-Cell Western Assay

Samtliche Chemikalien fir den In-Cell Western Assay stammen von den Firmen LI-
COR® (Bad Homburg, Deutschland), AUG. HEDINGER (Stuttgart, Deutschland)
Chemikalien und SIGMA-ALDRICH® (St. Louis, USA).

Tabelle 3: Fixierldsung

5ml m
HBSS(+Ca,+) 4.5
Formaldehyd 35% 0.5
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Tabelle 4: Tween Waschlosung

10 ml ml
HBSS (+Caz+) 9,95
Tween 20 20% 0.05
Tabelle 5: Triton Waschlosung
50 ml ml
HBSS(+Cay.) 49,5
Triton X-100 10% 0,5
Tabelle 6: Antikdrper
Protein Priméare Antikdrper Verdinnung Firma
NQO1 goat anti human NQO1 1:1000 Santa-Cruz Biotechnology,
CA., USA
IGFBP1 goat anti human IGFBP1 1:1000 Santa-Cruz Biotechnology,
CA., USA
SOD1 sheep anti human SOD1 1:1000 Abcam Ltd., Cambridge,
UK
SOD2 sheep anti human SOD2 1:1000 Abcam Ltd., Cambridge,
UK
GPx sheep anti human GPx 1:1000 Abcam Ltd., Cambridge,
UK
nNOS goat anti human NOS1 1:1000 Abcam Ltd., Cambridge,
UK
Beta-Actin rabbit anti human beta 1:1000 Abcam Ltd., Cambridge,
Actin UK
Sekundare Antikdrper
NQO1 donkey anti sheep IgG 1:1000 Invitrogen Molecular
IGFBP1 (Alexa Flour®680) Probes, Eugene, USA
nNOS
SOD1 donkey anti goat 1gG (Alexa | 1:1000 Invitrogen Molecular
SOD2 Flour®680) Probes, Eugene, USA
GPx
sheep anti rabbit 1:1000 Rockland Inc., Hamburg,
(IR Dye 800) Deutschland
Beta-Actin goat anti rabbit 1:1000 Rockland Inc., Hamburg,

(IR Dye 800)

Deutschland




Tabelle 7: Bestimmung der antioxidativen Gesamtkapa  zitat**
HBSS-Puffer

Chromogen Metmyohamoglobin und ABTS® (2,2-Azino-di-
3 -
ethylbenzol-thiazolinsulphonate])

Substrat stabilisiertes H,0,

Standard 1.5 mM 6-Hydroxy-2,5,7,8-
tetramethylchroman-2

-carboxylsaure

**Alle Chemikalien fir diese Messungen stammten vom Total Antioxidant Status Assay Kit von

Calbiochem® (EMD Biosciences, Inc. Darmstadt, Deutschland).

Tabelle 8: Proteinassay nach Bradford**
1x Farbstoff Coomassie Brilliant Blue G-250
BSA Standard bovines Serumalbumin

**Alle Chemikalien fir diese Messungen stammten vom Quick Start Bradford Protein Assay Kit 1 der

Firma Bio-Rad Laboratories, Inc., Hercules, USA.

2.7 Statistik

In der hier vorliegenden Arbeit wurden Veranderungen der Proteine SOD1, SOD2, GPx,
NQO1 und IGFBP1 zu Beginn und am Ende der Hamodialyse untersucht und mit der
Aktivitat derselben Proteine bei Patienten mit chronischer Niereninsuffizienz ohne
Nierenersatztherapie sowie mit gesunden Kontrollprobanden verglichen. Die statistische
Auswertung und graphische Darstellung der erhobenen Daten erfolgte mithilfe des
Computerprogramms GraphPad prism 5.0 (Graph Pad Software, San Diego, CA, USA).
Alle Daten sind dargestellt als Mittelwert + SEM (Standardfehler des Mittelwertes).

Um signifikante Unterschiede zwischen den proteinbiochemisch erhobenen Daten vor
und nach der Hamodialyse sowie zwischen den einzelnen Kontrollgruppen (HD-
Patienten, CNI-Patienten, und gesunde Probanden) darzustellen wurden der nicht
parametrische, gepaarte Wilcoxen Test, der nicht parametrische, ungepaarte Mann-
Whitney Test sowie der Kruskal-Wallis Test verwendet.

Um Zusammenhénge zwischen der Expression des untersuchten Proteins und

klinischen/laborchemischen Daten zu erkennen, wurde korrelationsanalytisch
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vorgegangen. Die Korrelation tUberprift die Wichtigkeit eines geprtften
Zusammenhangs. In der hier vorliegenden Arbeit wurde der Korrelationskoeffizient rg
nach Spearman bestimmt. Dieser beruht auf den Rangplatzen der Daten. Je naher der
Betrag rs an 1 ist, desto starker ist die geprifte Beziehung der untersuchten Variable.
Wenn rs positiv ist, spricht man von gleichsinnigem Zusammenhang, bei negativen

Werten fir rs spricht man von gegensinnigem Zusammenhang.
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3.0 Ergebnisse

3.1 Patientencharakterisierung

Fur die hier vorliegende Arbeit wurden das Blut und das Blutplasma dreier
Probandengruppen proteinbiochemisch untersucht.

Die erste Gruppe bestand aus 75 Patienten mit terminaler Niereninsuffizienz, die
dreimal wochentlich Gber im Mittel 4 Stunden eine Hamodialysetherapie bekamen.
Diese Patienten waren 67 +13 Jahre alt und unterlagen seit 29 + 40 Monaten (Mittelwert
+ SEM) der Hamodialysetherapie.

Als Kontrollen dienten zwei unterschiedliche Gruppen.

Die erste bestand aus 55 Patienten mit chronischer Niereninsuffizienz (CNI). Alle
Stadien der chronischen Niereninsuffizienz, von Stadium 1 bis Stadium 5,

wurden in diesem Patientenkollektiv vertreten. Diese Patienten waren im Mittel 65 + 17
Jahre alt und entsprachen somit dem Alter der Dialysepatienten.

Die zweite Kontrollgruppe bestand aus 31 gesunden Probanden, die im Mittel 27 + 5

Jahre alt waren.

Die klinischen und laborchemischen Charakteristika der Probanden werden im

folgendem in den Tabellen 9 - 11 dargestellt.

37



Tabelle 9: Klinische Charakterisierung der Dialysepatienten (HD-Patienten) und der CNI Kontrollpatienten

(Patienten mit chronischer Niereninsuffizienz ohne Nierenersatztherapie) als Mittelwert + SEM

Charakteristika Mittelwerte + SEM

HD - Patienten CNI
Anzahl 75 55
Alter (Jahre) 67+13 65+17
Frauenanteil (%) 31% 34%
Dauer der Einzeldialyse (Stunden) 4+1 --
Hamodialysetherapie seit (Monate) 29140 --
Korpergewicht (kg) 73115 76 £15
Body mass Index (BMI) (kg/m?) 2544 26+4
Raucher (Absolutwert) (%) 27 (36%) 3 (30%)
Bluthochdruck (Absolutwert) (%) 8 (11%) 11 (20%)
Diabetes mellitus (Absolutwert) (%) 27 (36%) 9 (16%)
KHK (Absolutwert) (%) 38 (51%) 41 ( 74.5%)
pAVK (Absolutwert) (%) 17 (23%) 4 (40%)
Insult (Absolutwert) (%) 7 (1%) 2 (20%)
Tumor (Absolutwert) (%) 12 (16%) 0 (0%)
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Tabelle 10: Laborchemische Charakterisierung der Hamodialysepatienten und der CNI Kontrollpatienten

(Patienten mit chronischer Niereninsuffizienz ohne Nierenersatztherapie) als Mittelwert + SEM

Hamodialysepatienten CNI-Patienten

Charakteristika

Vor HD Nach HD
Anzahl 75 55
Ultrafiltration/Korpergewicht 2.3+0.2 -- --
100xl/kg (%o)
Kt/V 1.0+£0.3 -- --
Hamatokrit (%) 31 +£0.05 33+0.14 34+11
Leukozyten (/nl) 9+5 915 9+4
Hamoglobin (g/dl) 10+2 111 12+£2
Thrombozyten (/nl) 231+94 228 £ 89 252 +£104
Serum-Kreatinin (mg/dl) 6.1+0.3 3.2%+0.2 2+2
Serum-Harnsaure (mg/dl) 6+2 3x1 8+3
Serum Harnstoff (mg/dl) 83141 32121 78 £ 63
Gesamt-Eiweil3 (g/l) 611 611 711
Serum Natrium (mmol/l) 136 £5 1374 139+4
Serum Kalium (mmol/l) 5%1 4+1 4+1
Serum Calcium (mmol/l) 2.2+0.03 2500 210
Serum Phosphat (mmol/l) 171 1+01 1+£0
hsCRP* 4+6 4+8

*hoch sensitives C-reaktives Protein

Tabelle 11 :Klinische Charakterisierung der gesunden Kontrollprobanden in Mittelwert £+ SEM

Charakteristika

Anzahl 31
Alter 25+4
Frauenanteil (Absolutwert) (%) 19 (61%)
BMI (kg/m2) 21+3
Raucher (Absolutwert) (%) 10 (32%)
Einnahme von Vitaminpréparaten 1 (6%)

(Absolutwert) (%)
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3.2 Bradfordassay

Um die Reliabilitat des Referenzproteins beta-Actin zu Uberprifen und um magliche
Fehlerquellen auszuschliel3en, wurde zur Kontrolle ein Bradford-Assay durchgefihrt.
Der Bradford-Assay ist eine der gebrauchlichsten kalorimetrischen Methoden zur
Konzentrationsbestimmung von Proteinen. Der Test beruht auf der Bindung des
Farbstoffes Coomassie Brilliant Blue G-250 an Proteine in saurer Losung unter Bildung
von Komplexen. Durch die Bindung wird das Absorptionsmaximum des Farbstoffes von
465 auf 595 nm verschoben. Anhand von Eichkurven lassen sich so
Proteinkonzentrationen von wenigen mg in Flissigkeiten bestimmen. Dieser Test
erlaubte eine gute Kontrolle fur die Reliablilitat des Referenzproteins beta-Actin, da die
Ergebnisse der beiden Testverfahren einen signifikanten Zusammenhang aufweisen
sollten.

In dieser Arbeit wurden stichprobenartig Plasmaproben von Patienten, die zuvor im In-
Cell Western Assay fur das Protein nNOS analysiert worden sind, fir das
Bradfordassay ausgewahlt. Drei Probandengruppen, vor Hamodialyse, nach
Hamodialyse und Patienten mit chronischer Niereninsuffizienz ohne
Nierenersatztherapie (CNI) wurden untersucht. Hierbei wurden die Ergebnisse des In-
Cell-Westerns (mit Zielprotein/Referenz, hier also nNOS/beta-Actin) mit denen des
Bradfordassays (mit Zielprotein/Proteinkonzentration, hier nNOS/im Bradfordassay
gemessene Proteinkonzentration als Referenz) in einer Korrelationsanalyse nach
Spearman korreliert. Es konnte in allen untersuchten Gruppen ein signifikanter

Zusammenhang der Ergebnisse beider Assay Verfahren nachgewiesen werden.
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Abbildung 2: Korrelationsanalyse nach Spearman fir den Zusammenhang der Testergebnisse des In-
Cell-Western Assay und des Bradford-Assay bei Patienten vor(A) und nach (B) der Hamodialysesitzung
und fiir CNI Patienten(C) fiir das Protein nNOS. StichprobengréfRe vor HD n=9, nach HD n=10, CNI n=7.
A, B und C zeigen einen signifikanten Zusammenhang zwischen den Ergebnissen des Bradford-Assays
und des In-Cell-Western Assays. Dargestellt sind die Regressionsgerade und der Korrelationskoeffizient

nach Spearman.

A Regressionsgerade y= 161.29 + 180.52 Spearman rs=0.70, *p<0.05
B Regressionsgerade y= 214.59 + 169.54, Spearman rg=0.78, *p<0.05
C Regressionsgerade y=1193.41 + 338.35, Spearman rs= 0.88, **p<0.01

Hiermit ist die Reliabilitat des Referenzproteins beta-Actin als zuverlassig festgestellt

worden.

3.3 Die Expression oxidativ und antioxidativ wirkender Proteine bei niereninsuffizienten

Patienten mit und ohne Nierenersatztherapie und gesunden Probanden

In der hier vorliegenden Arbeit wurde die Expression von Proteinen, die als klassische
Antioxidantien angesehen werden, von Proteinen, die in ihrer weiteren Funktion
antioxidativ wirken und von Proteinen, die eine oxidative Wirkung zeigen, bei Patienten
mit terminaler Niereninsuffizienz vor und nach der Hamodialyse analysiert und mit der
Proteinexpression zweier unterschiedlicher Kontrollgruppen verglichen. Hierfir wurde
fluoreszensspektrophotometrisch in isolierten Monozyten aus dem Blut der Probanden
der intrazellulare Gehalt an den Proteinen gemessen. Untersucht wurden die
Superoxiddismutasen 1 und 2 (SOD1 bzw. SOD2), die Gluthationperoxidase (GPx), die
NAD(P)H:quinone oxidoreduktase 1 (NQO1) und das Insulin-like Growth Factor Binding
Protein 1 (IGFBP1). Als Referenzprotein wurde beta-Actin untersucht. Dabei wurden die
Unterschiede des intrazellularen Gehaltes dieser Proteine zu Beginn und am Ende der
Dialyse betrachtet und mit dem intrazellularen Gehalt dieser Proteine bei Patienten mit

chronischer Niereninsuffizienz ohne Nierenersatztherapie (CNI Patienten) sowie mit
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gesunden Kontrollprobanden verglichen. Das hierfiir verwendete
Untersuchungsverfahren war das In-Cell-Western Assay (Odyssey Infrared Imaging
System, Licor GmbH, Bad Homburg). Im Folgenden werden die Ergebnisse der
durchgefliihrten Messungen fir jedes untersuchte Protein einzeln aufgefihrt. Dabei
wurde immer die Expression der oben genannten Proteine bei Patienten zu Beginn der
Hamodialyse mit den Expressionen dieser Proteine am Ende der Hamodialyse, bei
Patienten mit chronischer Niereninsuffizienz ohne Nierenersatztherapie und bei
gesunden Probanden verglichen. Danach folgt in jedem Abschnitt die

Gegentuberstellung der CNI Patienten mit den gesunden Probanden.

3.3.1 SOD1

Wahrend der vierstiindigen Hamodialyse kam es zu einem signifikanten Abfall im
intrazellularen Gehalt von SOD1. Die SOD1 Expression zeigte eine signifikante
Verminderung von 39.96 + 64.3 (arbitrére Einheiten, n=21) zu Beginn der HD auf 18.4 +
10.4 (arbitrare Einheiten) am Ende der HD (46% des Ausgangswertes) (p< 0.01).
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Abbildung 3: Veranschaulichung der Expression von SOD1 zu Beginn (Kreise) und am Ende
(Rechtecke) der Hamodialyse bei n= 21 Patienten als Mittelwert £+ SEM. Die Abbildung zeigt eine
signifikante Abnahme des SOD1 Gehalts im Verlauf der Hamodialyse (n= 21; **p<0.01).
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Bei dem Vergleich der Gruppen SOD1 vor HD (39.12 + 58.99 arbitrare Einheiten; n= 26)
zum Gesamtkollektiv der CNI (chronische Niereninsuffizienz) Patienten(n= 35) zeigte
sich einen minimalen, nicht signifikant niedrigeren SOD1 Gehalt bei den CNI Patienten
(34.5 + 22.6, arbitrare Einheiten). Des Weiteren wurden die verschiedenen Stadien der
Niereninsuffizienz (St. 1-2, 36.4 + 17.3 arbitrare Einheiten, n=18; St. 3-4, 20.3 +12.3
arbitrare Einheiten, n=8; St. 5, 46.82 + 38.11 arbitrare Einheiten, n=6) SOD1 vor HD

gegenubergestellt. Hier fand sich kein signifikanter Unterschied.
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Abbildung 4 : Darstellung der Expression von SOD1 bei Patienten vor der Himodialyse mit dem
Gesamtkollektiv der CNI Patienten (A) und mit den einzelnen Stadien der Niereninsuffizienz (B) als
Mittelwert £ SEM. Diese Abbildung zeigt, dass es beim Vergleich der Patienten zu Beginn der Dialyse
(n=26) mit dem Gesamtkollektiv der CNI Patienten (n=35) und mit den einzelnen Stadien der

Niereninsuffizienz (St. 1-2 n=18; St. 3-4 n=8; St. 5 n=6) keinen signifikanten Unterschied gab (p=n.s).

Der Vergleich von SOD1 vor HD mit den gesunden Probanden (n=13) zeigte eine
niedrigere SOD1 Expression bei den gesunden Probanden (20.70 £14.5, arbitrare
Einheiten), dieser Unterschied war aber nicht signifikant.

Der Vergleich zwischen den CNI-Patienten und den gesunden Probanden zeigte eine
signifikant wenigere SOD1 Expression bei den gesunden Probanden (20.7 £ 14.5,
arbitrare Einheiten) gegentber den CNI-Patienten (34.5 £ 22.6, arbitrare Einheiten)
(p<0.05). Dies wird in Abbildung 5 verdeutlicht.
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Abbildung 5 : Darstellung der SOD1 Expression als Mittelwert + SEM. A zeigt der Vergleich der
Patienten zu Beginn der Dialyse (n=26) mit gesunden Probanden (n=13, p=n.s.). B zeigt die signifikant
vermehrte Expression von SOD1 bei den CNI Patienten (n = 35) im Vergleich zu gesunden Probanden
(*p<0.05)

Diese Ergebnisse zeigen, dass es in isolierten Monozyten im Verlauf der
Hamodialysebehandlung zu einer Abnahme der SOD1 Expression kommt. Des
Weiteren wird deutlich, dass die SOD1 Expression bei Patienten mit chronischer

Niereninsuffizienz héher ist als bei gesunden Probanden.

3.3.2 SOD2

Der Vergleich der SOD2 Expression bei Dialysepatienten (n=21) ergab zwischen den
Patienten vor HD (45.54 + 37.35, arbitrare Einheiten) und nach HD (54.59 £ 75.76,
arbitrare Einheiten) eine erhéhte, aber nicht signifikante Expression von SOD2 nach

Beendigung der Hamodialyse.
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Abbildung 6 : Darstellung der Expression von SOD2 als Mittelwert + SEM. Diese Abbildung zeigt eine
nicht signifikant verminderte Expression von SOD2 bei Patienten zu Beginn der Hamodialyse (SOD2

Start) im Vergleich zu denen am Ende der Hamodialyse (SOD2 Ende) (n= 21, p=n.s.)

Die Gegenuberstellung der Patienten vor HD (n= 26) (51.34 £+ 42.01, arbitrare
Einheiten) mit allen Patienten mit chronischer Niereninsuffizienz (n=35) ergab einen
minimalen, aber nicht signifikanten Anstieg des SOD2 Gehaltes bei den CNI Patienten
(56.83 + 37.65, arbitrare Einheiten).
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Abbildung 7 : Verbildlichung der Expression von SOD2 als Mittelwert + SEM. A zeigt die SOD2
Expression zu Beginn der Hamodialyse (n= 26) im Vergleich zum Gesamtkollektiv der CNI Patienten
(n=35). Hier ergab sich kein signifikanter Unterschied (p=n.s.). In B wird die SOD2 Expression zu Beginn
der Hamodialyse mit der Expression von SOD2 in den Niereninsuffizienz Stadien 1-2 (n=18), 3-4 (n=8),
und 5 (n=6) verbildlicht. Ein signifikant héherer SOD2 Gehalt bei den CNI Patienten im Stadium 1-2
(*p<0.05) lasst sich hier beobachten.
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CNI Patienten im Stadium 1-2 (73.40 = 40.17, arbitrare Einheiten, n=18) wiesen eine
signifikant héhere Expression an SOD2 (*p<0.05) auf als die Gruppe vor HD (51.34 +
42.01, arbitrére Einheiten). Eine Signifikanz zwischen den CNI Patienten in den
Stadien 3-4 (31.96 + 12.22, arbitrare Einheiten, n=8) und 5 (57.10 £ 35.35, arbitrare
Einheiten, n=5) und den Patienten zu Beginn der Dialyse ergab sich nicht.

Bei dem Vergleich der SOD2 Patienten zu Beginn der Hamodialyse mit den gesunden
Probanden (n=13) konnte eine signifikant hdhere SOD2 Expression bei letzterer
nachgewiesen werden (94.71 +£70.58, arbitrare Einheiten) (*p<0.05).

Eine signifikant geringere SOD2 Expression im Vergleich zu den gesunden Probanden
zeigte auch die Gruppe chronisch niereninsuffizienter Patienten (56.83 + 37.65,
arbitrare Einheiten; n=35) (p<0.05).
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Abbildung 8 : Darstellung der SOD2 Expression als Mittelwert + SEM. Die rechte Graphik zeigt eine

signifikant hohere SOD2 Expression bei gesunden Probanden (n= 13, offener Balken) im Vergleich zu
niereninsuffizienten Patienten zu Beginn der Hamodialyse (n= 26, gefiillter Balken) (*p<0.05). Die linke
Graphik verbildlicht, dass die gesunden Probanden eine héhere Expression an SOD?2 als die Patienten

mit chronischer Niereninsuffizienz ohne Hamodialyse (n= 35, linierter Balken) aufweisen (p<0.05).

3.3.3 GPx

Bei der Analyse der Expression von GPx bei Patienten zu Beginn (49.86 + 34.46,
arbitrare Einheiten) (n=22) und am Ende der Hamodialyse (52.38 + 81.52, arbitréare
Einheiten) konnte keine signifikante Veranderung der GPx Expression im Verlauf der
Dialyse festgestellt werden.
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Abbildung 9 : Darstellung der Expression von GPx als Mittelwert + SEM bei Patienten vor (GPx Start)
und nach (GPx Ende) der Hamodialyse (n=22). Diese Abbildung zeigt, dass es keinen signifikanten

Unterschied in der GPx Expression im Verlauf der vierstiindigen Dialyse gibt (p=n.s.).

Der Vergleich der Patienten zu Beginn der Dialyse mit dem Gesamtkollektiv chronisch
niereninsuffizienter Patienten (50.60 + 39.89, arbitrare Einheiten) (n=35) und mit den
Niereninsuffizienzstadien 1-2 (56.73 + 37.13, arbitrare Einheiten) (n=18), 3-4 (42.21 +
37.42, arbitrare Einheiten) (n=8) und 5 (37.72 £ 26.92, arbitrare Einheiten) (n=6) ergab

keine signifikanten Unterschiede.
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Abbildung 10: Darstellung der Expression von GPx als Mittelwert + SEM. A Der Vergleich zwischen den
Patienten zu Beginn der Hamodialyse (n= 22) und den CNI Patienten (n=35) zeigt keinen signifikanten
Unterschied (p=n.s). B zeigt keinen signifikanten Unterschied zwischen Patienten vor der Hamodialyse
und in den CNI Stadien 1-2 (n=18), 3-4 (n=8) und 5 (n=6) (p=n.s.)
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Der Vergleich der Hamodialysepatienten und der chronisch niereninsuffizienten
Patienten mit den gesunden Probanden (32.12 + 24.52, arbitrare Einheiten) (n=12)
ergab einen minimalen, nicht signifikanten Abfall der GPx Expression bei den gesunden

Probanden.
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Abbildung 11: Darstellung der Expression von GPx als Mittelwert + SEM. A und B zeigen keinen
signifikanten Unterschied in der Expression von GPx zu Beginn der Hamodialyse (n=22) oder bei den

CNI Patienten (n= 35) im Vergleich zu den gesunden Probanden (n=12) (p=n.s.)

3.3.4 Korrelationsanalyse der Proteine SOD1, SOD2 und GPx bei chronisch

niereninsuffizienten Patienten ohne Nierenersatztherapie

Um zu analysieren, ob Korrelationen zwischen Kklinischen und laborchemischen
Parametern und der Expression von SOD1, SOD2 und GPx bestanden, wurde eine
Korrelationsanalyse nach Spearman durchgeftihrt. Hierfir wurde der Zusammenhang
zwischen der Expression dieser Proteine mit den Variablen GFR, Alter, CRP, Urea,
Harnsaure, Phosphat, Eiweil3, und Leukozyten untersucht.

Es ergab sich ein signifikant inverser Zusammenhang zwischen der SOD1 Expression
bei Patienten mit chronischer Niereninsuffizienz und dem C-reaktiven Protein
(Spearman rs= -0.44, p<0.05, n= 25). Fur die Expression von SOD2 im
Zusammenhang mit CRP zeigte sich ein anndhrend signifikantes Ergebnis (Spearman
rs= -0.35, p= 0.07, n= 25). Fur die Expression von GPx im Zusammenhang mit CRP

ergab sich keine Korrelation.

48



log C-reaktives Protein

20 40 60 80 100
B SOD1 CNI

log C-reaktives Protein

20 40 60 80 100

C SOD2 CNI
.g 15, o
©
£ 104 .
82 05 e
é g Ve o
g £ 00 ¢ :.. o o
o -0.51 X °
g’ -1.0 o emeo °
-1.5

50 100 150 200

GPx CNI
Abbildung 12: Korrelationsanalyse nach Spearman fir SOD1, SOD2 und GPx bei Patienten mit
terminaler Niereninsuffizienz ohne Nierenersatztherapie.
A Signifikanter Zusammenhang zwischen der Expression von SOD1 und dem C-reaktiven Protein.
Dargestellt ist die Regressionsgerade y=2.85x + 0.87 und der Korrelationskoeffizient nach Spearman
(Spearman rg= -0.44, p<0.05) B zeigt ein grenzwertig signifikantes Ergebnis fiir die Expression von
SOD2 und CRP. Dargestellt ist die Regressionsgerade y=2.85x + 0.86 und der Korrelationskoeffizient
nach Spearman (Spearman rs=-0.35, p= 0.07). C zeigt, dass es keinen signifikanten Zusammenhang

zwischen der GPx Expression und dem C-reaktiven Protein gibt.

3.3.5 NQO1

Bei der Untersuchung des Proteins NQOL1 stellte sich kein signifikanter Unterschied
zwischen den Patienten am Anfang der Hamodialyse (3.83 £1.52, arbitrare Einheiten)
(n=22) zu denen am Ende dieser heraus (3.48 * 2.46, arbitrare Einheiten).

49



o

> 100,

Z 'c

=9

25 10 : 3
o C

= <

o L 1-

N D

5 &

N3 0.14

oS

S 0.01 . .
L NQO1 Start NQO1 Ende

Abbildung 13 : Darstellung der Expression von NQOL1 als Mittelwert + SEM. In dieser Abbildung zeigt

sich keine signifikante Veranderung in der NQO1 Expression im Verlauf der Hamodialyse (n=22, p=n.s.).

Der Vergleich zwischen den Patienten vor HD (3.73 + 1.48 arbitrare Einheiten) (n=24)
mit den CNI Patienten (7.63 + 4.93, arbitrare Einheiten) (n=22) zeigte einen signifikant
vermehrten intrazellularen Gehalt an NQO1 bei den CNI Patienten (**p<0.01).

Der Vergleich der Patienten vor HD mit den unterschiedlichen Stadien der
Niereninsuffizienz ergab folgende Resultate: mit steigendem Grad der

Niereninsuffizienz stieg der intrazellulare Gehalt an NQOL1 an.
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Abbildung 14: Darstellung der NQO1 Expression als Mittelwert + SEM.

A Beim Vergleich der Patienten zu Beginn der Dialyse (n=24) mit den Patienten mit chronischer
Niereninsuffizienz ohne Dialysetherapie (n=22) wurde ein signifikant hdherer NQO1 Gehalt bei den CNI
Patienten festgestellt (**p<0.01). B zeigt einen deutlichen Anstieg des intrazelludren Gehalts an NQO1

mit steigendem Grad der Niereninsuffizienz.
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Abbildung 15: Darstellung der NQO1 Expression als Mittelwert + SEM. Es werden (von links nach rechts)
die Patienten zu Beginn der Hamodialyse (n=24) mit den unterschiedlichen Stadien der Niereninsuffizienz
(St. 1-2 (links) (n=8), St. 2-3 (mitte) (n=4), St. 5 (rechts) (n=4)) verbildlicht. *p<0.05, ** p<0.01,

**n<0.0001

Die Abbildungen 14 und 15 zeigen, dass die Patienten zu Beginn der HD im Vergleich
zum Gesamtkollektiv der CNI Patienten und den Patienten mit chronischer
Niereninsuffizienz in den unterschiedlichen Stadien intrazellular signifikant weniger
NQO1 aufweisen. Stadium 1-2 erwies eine Expression von 5.85+ 3.96, Stadium 3-4:
7.62 £4.52, und Stadium 5: 10.89 £ 3.30 (arbitrére Einheiten).

Der Vergleich der HD Patienten am Anfang der Dialyse mit den gesunden
Kontrollprobanden (n=16) zeigte eine leichte, aber nicht signifikante Erh6hung der
Expression von NQO1 bei den gesunden Probanden (4.36 = 3, arbitrare Einheiten).

Die Gegeniberstellung der gesunden Probanden mit den CNI Patienten (insgesamt)

lieferte eine héhere Expression von NQOL1 bei den CNI Patienten.
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Abbildung 16: Darstellung der NQO1 Expression als Mittelwert + SEM. A zeigt kein signifikanter

Unterschied der Proteinexpression zwischen Patienten am Anfang der Dialyse (n=24) und gesunden

Probanden (n=16)(p=n.s.). B zeigt eine signifikant wenigere NQO1 Expression bei gesunden Probanden

als bei den CNI Patienten (n= 20, *p<0.05).

3.3.6 IGFBP1

Im Verlauf der vierstindigen Dialysebehandlung zeigte sich kein signifikanter

Unterschied in der Expression von IGFBP1 zu Beginn (8.05 + 7.45, arbitrare Einheiten)

(n=23) und am Ende dieser (8.09 = 11.84, arbitrare Einheiten).
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Abbildung 17: Darstellung der Expression von IGFBP1 als Mittelwert + SEM. Diese Abbildung zeigt,
dass es unter der Hamodialyse zu keiner signifikanten Veranderung bei der Expression von IGFBP1

kommt (n=23, p=n.s.).
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Beim Vergleich zwischen den Dialysepatienten zu Beginn der Hamodialyse (n=24) mit
den CNI Patienten (11.33 £ 6.61, arbitrare Einheiten) (n=21) offenbarte sich eine
signifikant vermehrte Expression von IGFBP1 bei den CNI Patienten (*p<0.05).

Der Vergleich zwischen den einzelnen Stadien der Niereninsuffizienz mit den Patienten
vor der Hamodialyse ergab jedoch nur eine signifikante Erhhung der IGFBP1
Expression im Stadium 5 der Niereninsuffizienz (11.26 £+ 2.32, arbitrare Einheiten) (n=5)
(*p<0.05), nicht jedoch fur die Stadien 1-2 (12.45 + 9.19, arbitrare Einheiten) (n=8) oder
die Stadien 3-4 (13.44 * 6.65, arbitrare Einheiten) (n=4).
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Abbildung 18 : Darstellung der IGFBP1 Expression als Mittelwert + SEM. Vergleich der Expression von
IGFBP1 zu Beginn der Hamodialysesitzung mit dem Gesamtkollektiv der CNI Patienten (A), und den
Patienten in den einzelnen Stadien der Niereninsuffizienz (B). A zeigt eine signifikant vermehrte
Expression von IGFBP1 bei den CNI Patienten. (n=21, *p<0.05). B zeigt eine signifikant erhdhte

Expression bei chronisch niereninsuffizienten Patienten im Stadium 5 (n=5, *p<0.05).

Auch der Vergleich zwischen den Dialysepatienten vor der Hamodialyse mit den
gesunden Probanden (7.29 + 4.57, arbitrare Einheiten) ergab keinen signifikanten
Unterschied.

Der Vergleich zwischen allen CNI Patienten und den gesunden Probanden (7.29 + 4.57,

arbitrare Einheiten) (n= 17) zeigte, dass letztere signifikant weniger IGFBP1 aufweisen
(*p<0.05).
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Abbildung 19: Darstellung der Expression von IGFBP1 als Mittelwert + SEM. A: kein signifikanter
Unterschied in der Expression von IGFBP1 zwischen Patienten zu Beginn der Hamodialysesitzung und
gesunden Probanden. B: signifikant geringere Expression des Proteins bei gesunden Kontrollen

verglichen mit dem Gesamtkollektiv der CNI Patienten.

3.4 Ergebnisse der Messung der antioxidativen Gesamtkapazitat des Plasmas

Um die antioxidative Gesamtkapazitat des Plasmas der Dialysepatienten sowie der
Kontrollgruppen zu erfassen, wurde ein Total Antioxidant Status Assay durchgeflhrt.
Dieser beruht auf der Fahigkeit der Antioxidantien in jeder Probe (hier: Plasma) die
Oxidation von ABTS zu ABTS®" durch eine Peroxidase zu verhindern. Die Menge an
ABTS®**, die produziert wird, kann bei einer Wellenldnge von 600 nm gemessen
werden. Unter diesen Vorraussetzungen supprimieren die Antioxidantien der Probe die
bei 600nm gemessene Absorbanz in einem Ausmal3, das proportional zu der
Konzentration der Antioxidantien ist.

In dieser Arbeit wurden die untersuchten Gruppen analysiert und untereinander
verglichen, um deren Gehalt an Antioxidantien im Plasma zu erfassen.

Die Analyse der antioxidativen Gesamtkapazitat des Plasmas zeigte, dass es im Verlauf
der Hamodialyse zu einer hochsignifikanten Abnahme der antioxidativen Kapazitat
unter Dialysebedingungen kommt. Zu Beginn der Hamodialyse betrug die Konzentration
der Antioxidantien im Plasma 0.81 + 0.26 mM, am Ende 0.59 £+ 0.24mM. Dies bedeutet

einen Abfall um 73% des Ausgangswerts (Dialysebeginn).
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Abbildung 20: Darstellung der antioxidativen Gesamtkapazitat des Plasmas in mM als Mittelwert + SEM
bei Dialysepatienten zu Beginn (Start) und am Ende (Ende) der HD. Zu erkennen ist eine deutliche

Abnahme der antioxidativen Kapazitat am Ende der Hamodialyse (n= 41, ***p=0.0001).

Weiterhin wurden die Patienten am Anfang der Hamodialyse (0.79+ 0.27mM, n=46) mit
Patienten mit chronischer Niereninsuffizienz verglichen.

Es ergab sich kein signifikanter Unterschied der Plasmaantioxidantien bei der
Gegeniberstellung zum Gesamtkollektiv der CNI Patienten (0.78 + 0.27mM, n=37).
Der Vergleich zu den Patienten in verschiedenen Stadien der Niereninsuffizienz zeigte
eine signifikant verminderte antioxidative Kapazitat im Stadium 1-2 der
Niereninsuffizienz (0.71 + 0.33 mM, n=18, *p<0.05). Im Stadium 3-4 (0.80 + 0.18 mM,
n=11, p=n.s.) und Stadium 5 (0.83 = 0.13 mM, n=5, p=n.s.) zeigte sich kein
signifikanter Unterschied im antioxidativen Fassungsvermdgen des Plasmas.

Die Gegenuberstellung der Patienten zu Beginn der Hamodialyse zu den gesunden
Probanden ergab eine signifikant verminderte antioxidative Kapazitat des Plasmas
(0.71 £ 0.14 mM, n=35,*p<0.05) der gesunden Probanden.
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Abbildung 21: Darstellung der antioxidativen Gesamtkapazitat des Plasmas in mM als Mittelwert + SEM.
Die linke Abbildung zeigt den signifikant verminderten antioxidativen Gehalt des Plasmas bei gesunden
Probanden (n=35,*p<0.05) (offener Balken) im Vergleich zu den Patienten zu Beginn der HD (n=44)
(gefuliter Balken). Die rechte Abbildung stellt den Vergleich der Patienten zu Beginn der HD mit den CNI
Patienten im Stadium 1-2 (linierter Balken) dar. Auch hier ist die antioxidative Gesamtkapazitat

signifikant niedriger bei den CNI Patienten im Stadium 1-2 (n=18, *p<0.05).

Um festzustellen, ob es Unterschiede am Ende der Hamodialyse im Vergleich mit den
Kontrollgruppen gab, wurden auch diese Gruppen gegentibergestellt.

Es zeigte sich ein signifikant verminderter Gehalt an Antioxidantien am Ende der HD
(0.70 £ 0.44 mM, n=44) im Vergleich zu der Gesamtzahl der CNI Patienten (0.78 +
0.27mM, n=37,*p<0.05).

antioxidative Gesamtkapazitat

< \
& S
Abbildung 22: Darstellung der antioxidativen Gesamtkapazitat des Plasmas in mM als Mittelwert + SEM.
Zu erkennen ist ein signifikant h6herer Gehalt an Antioxidantien im Plasma der chronisch
niereninsuffizienten Patienten (CNI Patienten, linierter Balken, rechts) (n=37, *p<0.05) als bei den

Patienten am Ende der Hamodialysebehandlung (gemusterter Balken, links) (n=44).
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Wahrend es keinen signifikanten Unterschied der Patienten am Ende der HD zu
Patienten mit CNI im Stadium 1-2 gab, eruierte sich im Plasma der Patienten im
Stadium 3-4 (0.80 + 0.18 mM)(p<0.05) und im Stadium 5 (0.83 + 0.13 mM) (p<0.05)
eine signifikant hohere antioxidative Kapazitat.

Der Vergleich zwischen den gesunden Probanden mit den Dialysepatienten am Ende
der Hamodialyse ergab eine signifikant hGhere antioxidative Kapazitat im Plasma der

gesunden Probanden (0.71 + 0.14mM) als bei den Patienten am Ende der Dialyse.
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Abbildung 23: Darstellung der antioxidativen Gesamtkapazitat des Plasmas in mM als Mittelwert + SEM.
Diese Abbildung zeigt die signifikanten Unterschiede im Verhalten der antioxidativen Gesamtkapazitét
des Plasmas bei der Gegenuberstellung der Patienten am Ende der HD (gemusterter Balken, n=44) mit
den CNI Patienten im Stadium 3-4 (links, linierter Balken, n=11) und Stadium 5 (mitte, linierter Balken,
n=5) und mit den gesunden Probanden (rechts, offener Balken, n=35). Zu erkennen ist ein verminderter
Gehalt an Plasmaantioxidantien bei den Patienten am Ende der HD im Vergleich zu Patienten in den

Niereninsuffizienzstadien 1-2 und 3-4 als auch zu den gesunden Probanden. (*p<0.05, **p<0.01).

Im letzten Schritt dieser Analyse wurden die gesunden Probanden (0.71 + 0.14 mM,
n=35) mit den Patienten mit chronischer Niereninsuffizienz ohne Nierenersatztherapie
verglichen.

Bei dem Vergleich der gesunden Probanden mit der Gesamtzahl der Patienten mit
chronischer Niereninsuffizienz ohne Nierenersatztherapie ergab sich ein hoherer, aber
nicht signifikanter Gehalt der Plasmaantioxidantien bei den CNI Patienten (0.78+
0.27mM, n=37). Der Vergleich zu den CNI Patienten, unterteilt in den unterschiedlichen
Stadien der Niereninsuffizienz, ergab weder fur das CNI Stadium 1-2 (0.71 + 0.33 mM,
n=18), noch fir das CNI Stadium 3-4 (0.80 £ 0.18, n=11) einen signifikanten

Unterschied. Beim Vergleich zum Stadium 5 der chronischen Niereninsuffizienz zeigte
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sich jedoch ein signifikanter Anstieg des Gehaltes an Plasmaantioxidantien auf 0.83 *
0.13 mM (n=5).

Es konnte gezeigt werden, dass die antioxidative Gesamtkapazitat des Plasmas in
Verlauf der vierstiindigen Hamodialyse signifikant abnimmt. Des Weiteren zeigte sich
eine verminderte antioxidative Kapazitat bei Patienten im Stadium 1-2 der chronischen
Niereninsuffizienz und bei gesunden Kontrollen, verglichen mit Patienten zu Beginn der
Hamodialyse.

Patienten am Ende der Hamodialyse wiesen im Vergleich zu allen CNI Patienten ein
niedrigeres antioxidatives Fassungsvermoégen auf, auch im Vergleich zu hohen Stadien
der Niereninsuffizienz. Im Vergleich zu gesunden Probanden wiesen die Patienten am
Ende der HD weniger Antioxidantien im Plasma auf.

Vergleicht man den Gehalt der Antioxidantien im Plasma von gesunden Menschen mit
Patienten vor und nach der HD, so wiesen erstere einen hdheren, letztere einen
geringeren Gehalt an Antioxidantien im Plasma auf. Beim Vergleich mit Patienten mit
chronischer Niereninsuffizienz ohne Nierenersatztherapie zeigen nur Patienten im
Stadium 5 einen signifikant héheren Gehalt der Plasmaantioxidantien im Vergleich zu

Gesunden.
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4.0 Diskussion

Reaktive Sauerstoffspezies sind Nebenprodukte verschiedener Stoffwechselvorgange
und werden in vielen unterschiedlichen Zellarten vorgefunden. Kommt es jedoch zu
einem Ungleichgewicht zwischen der Bildung freier Radikale und der Konzentration
antioxidativ wirkender Enzymsysteme, so entsteht oxidativer Stress.

Oxidativer Stress ist an der Pathogenese einer Vielzahl von Erkrankungen beteiligt. Bei
der Entstehung der Artherosklerose und der damit assoziierten endothelialen
Dysfunktion katalysieren ROS die Formation von oxidiertem LDL, welches durch
Makrophagen aufgenommen wird und somit die Bildung aktivierter Schaumzellen
initiiert. Zusatzlich zu seiner Rolle bei der Schaumzellbildung verletzt oxidiertes LDL
benachbartes Endothel, was zu einer Hochregulation von Endothelin, einer
Runterregulation von vasodilatierend wirkendem NO und einer Expression von
Adhasionsmolekilen fuhrt, wobei Letzteres die Migration von Thrombozyten und
Monozyten unterstitzt [Rigatto et al., 1999]. Oxidativer Stress wird mittlerweile auch als
wichtiges Verbindungsglied zwischen Hypertension und Atherosklerose erkannt:
Angiotensin Il moduliert Gber seinen Effekt auf das Renin-Angiotensin-System die
Hypertension und die Stimulation der AT1-Rezeptoren in der GefalRwand fuhrt zu der
Aktivation der NADH/NAD(P)H-Oxidase. Das Resultat ist eine gesteigerte ROS
Produktion und oxidativer Stress [Madamanchi et al., 2005].

Oxidativer Stress ist bei Patienten mit terminaler Niereninsuffizienz verstarkt vorhanden,
was durch unterschiedliche Faktoren, wie beispielsweise die ungeniigende Entfernung
von Uramietoxinen und die Entfernung von Antioxidantien durch die Hamodialyse oder
die chronische Inflammation, hervorgerufen wird. Diese Patienten zeigen ein erh6htes
kardiovaskulares Morbiditats- und Mortalitatsrisiko.

Pawlak et al. konnten zeigen, dass es eine positive Korrelation zwischen VEGF
(vaskular endothelial growth factor) und MCP-1 (Monocyte Chemoattractant Protein-1),
die beide Mediatoren der Atherogenese sind, und oxidativem Stress bei HD Patienten
gibt [Pawlak et al., 2004]. Becker et al. zeigten fir HD Patienten einen Zusammenhang
zwischen oxidativem Stress und erhéhtem kardiovaskularem Risikoprofil [Becker et al.,
1997].
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In der vorliegenden Arbeit wurden zur Untersuchung des oxidativen Stress bei
Hamodialysepatienten, chronisch niereninsuffizienten Patienten ohne
Nierenersatztherapie und gesunden Probanden Monozyten verwendet. Monozyten sind
bei der Generierung von oxidativem Stress interessant, da sie nicht nur eine Quelle fur
ROS, sondern auch ihr ,,Opfer” sind. Sie stellen im peripheren Blut Vorlaufer von
mobilen und gewebestandigen Makrophagen dar. Als wichtiger Bestandteil des
Immunsystems reagieren sie chemotaktisch auf Entziindungen, nekrotisches Material
und Mikroorganismen. Verlassen sie das Blut, so kdnnen sie sich an der Bildung
atheriosklerotischer Plaques beteiligen. Es ist bekannt, dass Zellen des mononuklearen
Phagozytensystems, die uramischem Plasma ausgesetzt werden, Thiolgruppen
verlieren. Thiolgruppen haben eine wichtige Bedeutung fur die Aufrechterhaltung von
Redoxgleichgewichten.

Des Weiteren produzieren Monozyten selbst reaktive Sauerstoffradikale, wenn sie
aktiviert werden und kénnen wiederum durch oxidativ veranderte Proteine (AOPPS)
dabei aktiviert werden [Witko-Sarsat 1998].

Eine zentrale Rolle in der enzymatischen Regulation von oxidativem Stress wird den
Superoxiddismutasen 1 und 2 zugeschrieben, welche die Reaktion des
Superoxidanions zu Wasserstoffperoxid und Sauerstoff katalysieren, und der
Glutathionperoxidase, welche Wasserstoffperoxid und verschiedenste Lipidperoxide zu
Wasser und Lipidalkoholen reagieren lasst. Neben diesen klassischen antioxidativen
Enzymen wurden die NQOL, die nicht nur als chemoprotektives Enzym, sondern auch
bei der Aufrechterhaltung nicht-enzymatischer antioxidativer Systeme eine Rolle spielt,
und das IGFBP1, als oxidatives Enzym, in dieser Arbeit untersucht. Ziel dieser Arbeit
war es, herauszufinden, inwieweit die Niereninsuffizienz einen Einfluss auf diese

Proteine in Monozyten hat.

4.1 Die Expression der antioxidativen Proteine SOD1 und SOD2 bei niereninsuffizienten

Patienten mit und ohne Nierenersatztherapie und gesunden Probanden

Die Superoxiddismutase wird als klassisches antioxidatives Enzym verstanden.
Untersucht wurden zwei Isoformen der SOD: die SOD1, eine Kupfer- und Zink-

enthaltende Form, die sich vor allem im Zytosol befindet, und die SOD2, die Mangan-
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enthaltende Form, die ausschlief3lich mitochondrial aufzufinden ist. Die
Superoxiddismutasen bilden die erste Verteidigungslinie gegen Angriffe durch das
Superoxidanion, indem sie die Dismutation des Superoxidanions zu Sauerstoff und
Wasserstoffperoxid katalysieren.

Meine Untersuchungen zu SOD1 ergeben, dass es in isolierten Monozyten im Verlauf
der Hamodialysebehandlung zu einer Abnahme der SOD1 Expression kommt. Des
Weiteren wird deutlich, dass die SOD1 Expression bei Patienten mit chronischer
Niereninsuffizienz héher ist als bei gesunden Probanden.

Dagegen ergeben die Untersuchungen zur SOD2 keine signifikanten Veranderungen
der Expression im Rahmen der Hamodialyse. Allerdings zeigt sich, dass sowohl die
Patienten vor der HD als auch die niereninsuffizienten Patienten ohne
Nierenersatzthearpie signifikant weniger SOD2 aufweisen als die gesunden Kontrollen.
Wie deutet man das gegensétzliche Verhalten dieser Isoformen des gleichen Enzyms?
Eine Erklarung beinhaltet die unterschiedliche Induzierbarkeit der Isoformen.

Die Mn-SOD (SOD2) wird durch Zytokine (die wiederum durch die Hamodialyse
induziert werden kénnen) induziert [Zelko et al., 2002]. Andererseits wird die SOD2
auch durch Uramietoxine und Eisen stark runterreguliert [Aikiyama et al., 2005]. Das
komplizierte Zusammenwirken dieser Faktoren kénnte erklaren, warum
Hamodialysepatienten und chronisch niereninsuffiziente Patienten ohne
Nierenersatztherapie weniger SOD2 aufweisen als gesunde Personen.

Die SOD1 wird durch eine Reihe physiologischer Zustande reguliert. Durch Hitzeschock,
UVB- und X-irradiation, Schwermetalle, Wasserstoffperoxid und NO wird sie
hochreguliert, durch Hypoxie runterreguliert [Zelko et al., 2002]. Die Synthese der SOD1
wird jedoch nicht durch Zytokine reguliert. Es konnte sein, dass die Elevation der SOD1
Expression bei chronisch niereninsuffizienten Patienten ohne Nierenersatztherapie an
der unzureichenden renalen Elimination liegt. Odlind et al. berichten, dass mit *2!I-
markierte SOD1 renal eliminiert wird. Die unzureichende Nierenfunktion konnte Grund
fur die Elevation der SOD1 Konzentration bei diesen Patienten sein. Die Ergebnisse der
hier vorliegenden Arbeit werden durch Akiyama et al. bestétigt, die eine signifikant
hohere SOD1-Aktivitat in Leukozyten von Patienten mit chronischer Niereninsuffizienz
im Vergleich zu gesunden Kontrollen beobachten [Kelly et al., 2005]. Im Gegensatz
dazu zeigten Yilmaz et al. geringere SOD Konzentrationen bei niereninsuffizienten
Patienten als bei gesunden Probanden. Zu beachten ist allerdings, dass die

Kontrollgruppe in der hier vorliegenden Arbeit mit 27+ 5 Jahren im Vergleich zu der von
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Yilmaz et al. untersuchten Kontrollgruppe (Altersdurchschnitt: 44 + 12) relativ jung war,
und vermutlich wenig oxidativen Stress hatte. Es konnte gezeigt werden, dass die
Fahigkeit, die Transkription von antioxidativen Enzymen unter oxidativem Stress zu
erhdhen, vom Alter beeinflusst wird. So berichten Halliwell und Gutteridge, dass ,altes’
Lebergewebe subnormale Konzentrationen von Nrf2 aufweist, was die Aktivation der
,antioxidant response elements’ (ARE) beeintrachtigt. ARE sind DNA-Sequenzen, an
welche Nrfl und Nrf2 (nuclear respiratory factors-1 und -2) binden, wenn oxidativer
Stress vorhanden ist. Hierdurch wird die Transkription von Genen, die Enzyme wie die
SOD1, NQO1, und GPx kodieren, erhoht [Halliwell, Gutteridge 2007; Park, Rho 2002].
Der Altersunterschied zwischen der gesunden Probandengruppe bei Yilmaz et al. und
die in der hier vorliegenden Arbeit erklart vermutlich den Expressionsunterschied von
SODL1 bei beiden Gruppen. Der Antrieb der Gentranskription von SOD1 Uber
,antioxidant response elements’ ist bei wenig oxidativem Stress geringer. Lyakhovich et
al. konnten zeigen, dass die Aktivitat von Nrf2 vom Ratio von oxidierten zu reduzierten
Thiolgruppen abhangig ist [Lyakhovich et al., 2006]. So ist die Zellantwort auf oxidativen
Stress vom Schweregrad des oxidativen Stress abhangig, und die Zelle kann schnell,
adaquat und effektiv ihren Redoxstatus in Balance halten. Dass das Alter einen Einfluss
auf oxidativen Stress hat, zeigen verschiedene Studien: die Konzentration des
antioxidativ wirkenden Dipeptid Carnosin nimmt bespielsweise mit steigendem Alter ab.
Aul3erdem ist es bekannt, dass éltere Menschen eine Vitamin C reichere Diat bendtigen,
um gleiche Plasmakonzentrationen wie jingere Menschen ohne Vitamin C reiche Diat
zu erreichen [Halliwell, Gutteridge 2007].

Die SOD1 Expression hat sich unter dem Einfluss der Hamodialyse um 46% vermindert.
Dies kdnnte zwei Ursachen haben. Bekanntermal3en flihrt die Dialyse zu einem Verlust
von fir die SOD1 wichtigen Spurenelementen. Insbesondere Zink spielt hier eine grol3e
Rolle. So konnten Mahajan et al. zeigen, dass Hamodialysepatienten einen Zinkmangel
aufweisen, der sich insbesondere auf eine Abnahme im leukozytaren Zinkgehalt
(Leukozyten sind reich an Zink) auswirkt, jedoch auch im Plasma dieser Patienten
nachzuweisen ist [Mahajan et al., 1982]. Zink ist als wichtiger Kofaktor der SOD1
(Cu/zn SOD) essentiell fur die Funktion dieses Enzymes. Yilmaz et al. berichten, dass
Patienten in allen Stadien der Niereninsuffizienz weniger SOD-Aktivitat und einen
geringeren Gehalt an den Spurenelementen Zink und Kupfer aufweisen als gesunde
Kontrollen. Sie konnten eine Verschlimmerung dieser Veranderungen mit Abfall der

GFR beobachten [Yilmaz et al., 2006]. Der haufig bei Dialysepatienten beobachtete
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niedrigere Plasmazinkspiegel ist vom intradialytischen Verlust, vom Dialysat und von
moglicherweise bestehenden gastrointestinalen Problemen abhéngig [Zima et al., 1998].
Der Bedarf an Spurenelementen wie Zink, Kupfer, Selen und Mangan, die wichtige
Kofaktoren antioxdativer Enzymsysteme sind, ist bei LangzeithAmodialysepatienten
noch nicht klar definiert, sicher ist aber, dass besonders bei niereninsuffizienten
Patienten ein besonderer Bedarf dieser Spurenelemente besteht.

Eine andere Erklarung fur den starken Abfall des SODL1 ist die, dass die Dialyse durch
eine zusatzliche ROS-Belastung oxidativen Stress auslost, der zu einer Depletion des
SOD1 Gehaltes fuhrt. Auf mittelstark ausgepragten oxidativen Stress (zum Beispiel
wéahrend korperlicher Belastung) reagiert der Organismus zunéchst mit einer
Uberexpression der SOD. Besteht der Stress weiter fort und kommt es zu massiver
Bildung toxischer ROS wird die SOD zerstort und die Konzentrationen sinken [Levine et
al., 1996; Mena et al., 1992]. Von einer ibermaligen Bildung reaktiver
Sauerstoffspezies durch Kontakt der Leukozyten mit der Dialysemembran und
Bioinkompatibilitéat des Dialysesystems ist in der Literatur vielfach berichtet worden, und
verschiedene Gruppen berichten von erhéhten ROS Konzentrationen schon ab der
ersten Stunde einer Dialysesitzung [Srinivasa Rao et al., 2001]. Obwohl eine einzelne
Dialysesitzung die SOD1 als antioxidatives Enzym aktivieren kdnnte, ohne neue SOD
zu produzieren, kdnnte diese Protektion nur marginal sein. Eine Langzeitstrategie der
Zellen kénnte in der de novo Synthese von SOD liegen. Allerdings kann,
paradoxerweise, eine UbermalRig erhdhte SOD-Konzentration geféahrlich sein, da sie in
diesem Fall die Grundlage fur eine Gibermafige Produktion von Wasserstoffperoxid

bilden kann, gemaf der Formel

02-. + 02-. +2H" > H>O5 + O5

Somit kbnnen hohe Konzentrationen an SOD zum oxidativen Stress beitragen, da

Wasserstoffperoxid selber ein sehr vielseitiges ROS ist.

Die Wichtigkeit der getrennten Betrachtung der SOD-Isoformen wird durch Mendez et al.
deutlich. Sie berichten von der unterschiedlichen Auswirkung von SOD1- und SOD2-
Defiziten an der glatten Gefalmuskulatur, hauptséchlich verursacht durch die
Kompartimente, in denen die Isoformen lokalisiert sind. Dies wird von Madamanchi et al.

bestatigt, die zeigen, dass die Superoxidanion Produktion der glatten Gefalimuskulatur
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bei SOD2-Defizit hoher war als bei SOD1 Defizit [Mendez et al., 2005], und dies,
obwohl die SOD1 50-80% der totalen SOD ausmacht.

Im Gegensatz zu meinen Ergebnissen zeigten Ozben et al. dass es bei
niereninsuffizienten Patienten im Vergleich zu gesunden Kontrollen einen generellen
Abfall erythrozytarer SOD Konzentrationen gibt, und dass HD Patienten signifikant
weniger SOD Konzentrationen aufweisen als niereninsuffiziente Patienten ohne
Nierenersatztherapie und als gesunde Probanden [Ozben et al., 2002]. Matkovics et al.
zeigen, dass die SOD1 Expression der Erythrozyten bei Patienten vor der Hamodialyse
abnimmt, und nach der HD normalisiert wird [Matkovics et al., 1988]. Dass flr diese
Studien Erythrozyten verwendet worden sind, kdnnte die unterschiedlichen Ergebnisse
erklaren.

Schettler et al. berichten von den Nachteilen der Verwendung von Erythrozyten bei
Untersuchungen zu oxidativem Stress. Da Erythrozyten frei von DNA und RNA sind,
kénnen antioxidative Enzyme nicht von ihnen reguliert werden, wohingegen Monozyten
(die hier verwendet worden sind) DNA enthalten und somit die Expression antioxidativer

Enzyme regulieren kdnnen [Schettler et al, 1998].

4.2 Die Expression des antioxidativen Proteins GPX bei niereninsuffizienten Patienten

mit und ohne Nierenersatztherapie und gesunden Probanden

Die Gluthationperoxidase katalysiert die Reduktion von aggressivem H,O, durch das
Glutathion in harmloses Wasser.

Meine Untersuchungen haben keinen Unterschied in der Expression der GPx im Verlauf
der Dialyse gezeigt. Auch beim Vergleich von Patienten vor HD mit chronisch
niereninsuffizienten Patienten ohne Nierenersatztherapie und gesunden Kontrollen ist
keine signifikante Veranderung der Proteinexpression zu erkennen, obwohl die
gesunden Probanden eine niedrigere GPx Expression zeigen.

Wahrend Drai et al. keine Veranderung von GPx in Erythrozyten von HD Patienten im
Vergleich zu Kontrollen fanden, berichten sie von einer signifikant verminderten GPx
Expression im Plasma der gleichen Patienten [Drai et al., 2001]. Dagegen konnten
Schettler et al. zeigen, dass es in Granulozyten von Dialysepatienten wahrend der HD
zu keiner Veranderung der GPx-mRNA kommt, aber dass die GPx Aktivitat (auf

Proteinebene) bei diesen Patienten im Laufe der HD-Therapie erhoht ist. Des Weiteren
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war im Vergleich zu gesunden Kontrollen die GPx Aktivitat erniedrigt bei HD Patienten
[Schettler et al., 2003]. Die Vielzahl der unterschiedlichen Befunde zu GPx unterstreicht
die Wichtigkeit des zu betrachtenden Zelltyps bei Untersuchungen zu antioxidativen
Enzymen. In der vorliegenden Arbeit sind Monozyten untersucht worden. In
Zusammenhang mit dem kardiovaskularen Risiko von Patienten mit chronischer
Niereninsuffizienz ist das sinnvoll, weil diese Zellen beispielsweise in
atherosklerotischen Lasionen akkumulieren. Auf3erdem konnte gezeigt werden, dass
bei Mangel an antioxidativen Enzymen die Anzahl der Makrophagen in
atherosklerotischen Lasionen steigt [Quehenberger, 2005; Torzewski et al., 2007]. Fur
die hier vorliegende Arbeit hat sich ergeben, dass es in isolierten Monozyten zu keiner
signifikanten Veranderung der GPx Expression im Verlauf der Hamodialysebehandlung
(49.86 + 34.46 vs. 52.38 £ 81.52, arbitrare Einheiten) kommt. Auch zeigten sich keine
signifikanten Unterschiede bei den chronisch niereninsuffizienten Patienten ohne
Nierenersatztherapie oder den gesunden Probanden im Vergleich mit den HD Patienten.

4.3 Korrelationsanalyse der Proteine SOD1, SOD2 und GPx bei chronisch

niereninsuffizienten Patienten ohne Nierenersatztherapie

In der in dieser Arbeit durchgefiihrten Korrelationsanalyse zwischen klinischen und
laborchemischen Parametern und der Expression von SOD1, SOD2 und GPx, zeigt
sich, dass es einen signifikant inversen Zusammenhang zwischen der SOD1
Expression bei Patienten mit chronischer Niereninsuffizienz und dem C-reaktiven
Protein gibt. Fur die Expression von SOD2 im Zusammenhang mit CRP zeigte sich ein
annadhrend signifikant inverses Ergebnis.

In der Literatur berichten zahlreiche Autoren von einem engen Zusammenhang
zwischen oxidativem Stress und Markern der chronischen Inflammation [Himmelfarb et
al., 2002; Gordan et al., 2004; Morena et al. 2005; Sela et al., 2005].

Das C-reaktive Protein ist ein wanderndes, kohlenhydratfreies Akute-Phase-Protein,
das als empfindlicher aber unspezifischer Indikator fir entziindliche Prozesse und
Gewebsschadigung geeignet ist. Es konnte gezeigt werden, dass sogar kleine
Veréanderungen der CRP-Konzentration (bis zu 3 mg/l) mit einem erhdhten Risiko an
kardiovaskuléaren Ereignissen assoziiert sind [Nguyen-Khoa et al., 2001]. CRP wird

hauptséachlich in der Leber synthetisiert, wobei es unter Kontrolle verschiedener
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Zytokine steht. CRP lasst sich aber auch in frihen Stadien der Arteriosklerose in
Plaques in Kolokalisation mit atherogenen Lipiden nachweisen. Verschiedene
Eigenschaften von CRP wurden beschrieben, die zur Unterhaltung einer entzindlichen
Reaktion beitragen kdnnen: es bindet an geschadigte Zellen und aktiviert das
Komplementsystem im infarzierten Myokard. Es bindet an atherogene Lipidpartikel und
induziert die Aggregation von LDL- und VLDL. Es stimuliert die Bildung von Tissue
Factor durch Monozyten und férdert somit die Thrombenbildung. Somit ist es denkbar,
dass CRP selbst eine kausale, proinflammatorische Rolle spielt. Dem CRP wird eine
aktive Rolle in der Pathogenese der Arteriosklerose zugeordnet, z.B. wird die
Expression des AT;-Rezeptors in glatten GefalRmuskelzellen durch CRP induziert, was
zu erhohter O, -Bildung und Zellproliferation fuhrt und den Gefal3tonus beeinflusst
[Galle, 2004]. Nguyen-Khoa et al. konnten zeigen, dass es eine positive Korrelation
zwischen erhohtem Plasma CRP und Marker der Lipidperoxidation bei
Hamodialysepatienten gibt. Zuséatzlich fand diese Gruppe eine inverse Korrelation
zwischen dem Plasma CRP und Plasma a- Tocopherol Konzentrationen [Nguyen-Khoa
et al., 2001]. Himmelfarb et al. berichten von einer postiven Korrelation zwischen
Plasma F,-Isoprostanen (einem Marker fur oxidativen Stress) und Plasma CRP.

Die hier vorliegende Arbeit hat eine signifikante, inverse Korrelation zwischen dem
Plasma CRP und der SOD1 Expression in isolierten Monozyten gezeigt, dass heil3t,
dass ein Abfall des CRP mit einem Anstieg der SOD1 Konzentration einhergeht. Auch
fur SOD2 konnte eine anndhernd signifikant inverse Korrelation gezeigt werden. Dies ist
konsistent mir der Hypothese, dass chronische Inflammation zu einer Depletion
antioxidativer Reserven fuhrt [Yeun, Kaysen 2000; Spittel et al. 2001].

Diese Beobachtungen unterstiitzen die Vermutung, dass es in der chronischen Uramie
einen engen Zusammenhang zwischen oxidativem Stress und Inflammation gibt,

welche gemeinsam starke Auswirkungen auf das antioxidative System haben.

4.4 Die Expression des Proteins NOO1 bei niereninsuffizienten Patienten mit und ohne

Nierenersatztherapie und gesunden Probanden

Die NQO1 wird nicht als klassisches antioxidatives Enzym bewertet, tragt aber zur
Aufrechterhaltung des Spiegels bestimmter endogener Antioxidantien bei, indem es

diese (nach Oxidation) zurtick in ihre aktive, reduzierte Form bringt. Beispielsweise ist
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Coenzym Q ein wichtiges antioxidatives Substrat der NQO1 und tragt effizienter zum
antioxidativen Schutz von LDL bei als a-Tocopherol [Beyer et al., 1996].

In der vorliegenden Arbeit kam es im Verlauf der Dialyse zu keiner Veranderung der
Expression von NQO1. Der Vergleich zwischen den Patienten vor HD und den
Patienten mit chronischer Niereninsuffizienz ohne Nierenersatztherapie ergab, dass
Patienten mit chronischer Niereninsuffizienz einen hoheren Gehalt an NQO1 aufweisen
und dass die Expression von NQO1 in Monozyten mit steigendem Grad der
Niereninsuffizienz steigt. Dieses Patientenkollektiv zeigte auch eine hohere Expression
an NQOL1 als gesunde Probanden. Nicht signifikant war der Vergleich der Patienten vor
HD mit den gesunden Kontrollen. Dass die NQO1 durch oxidativen Stress induziert wird,
wurde schon von mehreren Gruppen berichtet [Siegel et al., 2004; Lyakhovic et al.,
2006; Ross et al., 2000]. Lyn-Cook et al. weisen darauf hin, dass ein NF-KB response
Element, was die Induktion von Proteinen der akuten Phase steuert, auch an der
Enzyminduktion beteiligt ist [Lyn-Cook et al., 2006]. Die hier vorliegenden Ergebnisse
indizieren, dass die NQO1 Expression mit dem Grad der Niereninsuffizienz steigt. Dass
niereninsuffiziente Patienten ohne Blutreinigungsverfahren einem héheren Mal3 an
oxidativem Stress ausgesetzt sind als gesunde Personen, ist in vielen Studien anhand
gesteigerter Biomarker von oxidativem Stress bei diesen Patienten im Vergleich zu
gesunden Probanden gezeigt worden [Witko-Sarsat et al., 1996; Himmelfarb et al.,
2002]. Die vorliegende Arbeit zeigt auch, dass chronisch niereninsuffiziente Patienten
ohne Nierenersatztherapie eine hthere Expression von NQO1 haben als gesunde.
Verschiedene Gruppen haben gezeigt, dass mit steigendem Grad der Niereninsuffizienz
der oxidative Stress steigt. Zum Beispiel zeigen Karamouzis et al. eine progressive
Zunahme an F,-Isoprotanen, eines der zuverlassigsten Marker des oxidativen Stress,
mit steigendem Grad der Niereninsuffizienz. Dounousi et al. bestatigen eine Zunahme
des oxidativem Stress mit der Progression des Nierenversagens [Karamouzis, 2008;
Dounousi, 2006].

Die Ergebnisse der hier vorliegenden Arbeit zeigen, im Einklang mit ahnlichen
Untersuchungen, dass oxidativer Stress eine entscheidende Rolle bei der Expression
von NQOL1 hat, und weisen zusétzlich darauf hin, dass der Grad der Expression von
NQO1 von dem Grad des oxidativen Stress abhangt.

Interessanterweise konnten Zhu et al. zeigen, dass die Inkubation von Tubuluszellen
mit steigender Konzentration von 1,2-dithiol-3-thione ( D3T, einer Gruppe von

Thiosulfatabkémmlingen) denen aufgrund ihrer Fahigkeit, die Expression von Phase Il -
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und antioxidativen Enzymen zu induzieren, chemotherapeutische und chemoprotektive
Eigenschaften zugeschrieben werden, zu einer stufenweise Erhdhung von NQOL flhrt.
Des Weiteren konnte eine dosisabhangige Zunahme der NQO1 Expression durch
Ascorbinséure gezeigt werden. Ascorbinsdure kann auch eine prooxidative Wirkung
haben [Elbekai et al., 2006; Rietjens et al., 2002]. Diese hohe Induzierbarkeit der
NQOL1 Expression unterstreicht die Wichtigkeit dieses Enzyms bei der Abwehr gegen
ROS [Zhu et al., 2008]. Die Relevanz von NQOL1 als Radikalfanger wird der von SOD
untergeordnet, da die Reaktionsrate mit dem Superoxidradikal weit unter der von SOD
liegt. Es muss jedoch bedacht werden, dass die Signifikanz dieses Enzyms als
Radikalfanger nicht allein von der Reaktionsrate, sondern auch von ihrer zellularen
Konzentration abhangig ist. Hohe Konzentrationen dieses Enzyms kdnnten die
langsamere Reaktionsrate mit dem Superoxidradikal kompensieren [Siegel et al., 2004].
Van Horssen et al. konnten eine erhéhte NQO1 Expression in Makrophagen und in
aktiven und chronisch aktiven demyelinisierten MS L&sionen zeigen, was
maoglicherweise durch die ROS Produktion der Makrophagen induziert wird und als
protektiver Mechanismus gegen ROS-verursachte Zelltoxizitat gesehen wird [van
Horssen et al., 2006].

Allerdings zeigen die hier vorliegenden Ergebnisse auch, dass Patienten mit
chronischer Niereninsuffizienz ohne Nierenersatztherapie eine hohere Expression an
NQOL1 haben als Patienten vor der HD und dass es keinen Unterschied zwischen der
Expression dieses Enzyms bei Patienten vor HD und gesunden Kontrollen gibt. Witko-
Sarsat et al. haben gezeigt, dass HD Patienten viel héhere Biomarker des oxdiativen
Stress aufweisen als niereninsuffiziente Patienten ohne HD und gesunde Kontrollen
[Witko-Sarsat et al., 1996]. Es ware also zu erwarten, dass die HD Patienten, die, den
verschiedenen Autoren zufolge, den hochsten Mafl3 an oxidativem Stress unterliegen,
eine hohere NQO1 Expression haben.

Somit kann die NQO1 Induktion nicht nur vom Ausmal3 des oxidativen Stress abhangen.
Gegenlaufig sind Urdmie abhangige Mechanismen denkbar. Als Beispiel geht die
Uramie mit erhohten Plasma Glyoxal Konzentrationen einher. Glyoxal ist ein hoch
reaktives a-Dicarbonyl Intermediate, was unter oxidativem Stress entsteht. Glyoxal ist in
der Lage, Seitenketten von Proteinen zu modifizieren, und dadurch die Funktion dieser

zu beeintrachtigen bzw. zu deaktivieren [Jabeen et al., 2006]. Moglicherweise ist die
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Beeintrachtigung der NQO1 durch Glyoxal oder ahnliche Uramietoxine bei
Dialysepatienten fur eine verminderte Expression dieses Proteins verantwortlich.
Moglich ware auch eine oxidative Zerstorung von NQO1 durch das hohere Mal3 an
oxidativen Stress bei diesen Patienten. Das komplexe Zusammenwirken vieler Faktoren
bei der Expression von Antioxidantien wird an diesem Beispiel deutlich.

Ross et al. berichten 2000, dass die NQOL1 eine zwiespaltige Rolle in Betracht auf ROS
spielen kann: NQOL1 reduziert Quinone zu Hydroquinonen und umgeht damit die
Bildung potentiell toxischer Semiquinone. Allerdings sind nicht alle Hydroquinone redox-
stabil. Redox-labile Hydroquinone kdnnen mit molekularem Sauerstoff reagieren und
Semiquinone, die ROS bilden, entstehen lassen.

4.5 Die Expression des Proteins IGFBP1 bei niereninsuffizienten Patienten mit und

ohne Nierenersatztherapie und gesunden Probanden

Das IGFBPL1 ist nicht an der antioxidativen Abwehr beteiligt, sondern kann als
oxidierendes Protein angesehen werden. Es ist das erste in einer Familie von sechs
IGFBPs und regelt die freie IGF1 Konzentration. Somit moduliert IGFBP1 viele
physiologische Effekte von IGF, unter anderem Zellwachstum, -lebenszeit,
-prolieferation, -differenzierung, -motilitat und —glukoseaufnahme. Die IGFBP1
Produktion wird beim Menschen durch Sepsis und inflammatorische Stimuli
hochreguliert [Rutkute et al., 2007]. Unter normalen Umstanden inhibiert Insulin die
Transkription von IGFBP1. Uberschiissiges IGFBP1 tragt unter inflammatorischen
Bedingungen zur Aufrechterhaltung des inflammatorischen, katabolischen Zustandes
selber bei, indem es der anabolen Funktion des IGF-1 entgegen wirkt [Rutkute et al.,
2007]. Verschiedene Studien zeigen, dass oxidativer Stress / ROS eine direkte Rolle in
der Hochregulation der Produktion von IGFBP1 spielt. Freies IGF-1 wirkt protektiv
gegen oxidativen Stress und Apoptose, welche durch hohe Konzentrationen von
Glucose in mesangialen Zellen induziert wird [Rabkin et al., 2004]. IGFBP1 wirkt dem
entgegen und unterhalt somit oxidativen Stress.

Die Ergebnisse der hier vorliegenden Arbeit haben gezeigt, dass sich die IGFBP1
Expression im Verlauf der Dialysebehandlung nicht verandert.

Beim Vergleich zwischen den Dialysepatienten zu Beginn der Hamodialyse mit den

chronisch niereninsuffizienten Patienten ohne Nierenersatztherapie offenbarte sich bei
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letzteren eine signifikant vermehrte Expression von IGFBP1. Dieses Ergebnis wird von
Powell et al. bestatigt, die von erhéhtem IGFBP1 im Serum chronisch
niereninsuffizienter Patienten berichten. Sie berichten auch von einer inversen
Korrelation zwischen der GFR und dem Serumspiegel von IGFBP1, was suggeriert,
dass eine verminderte GFR zu erhdhten Spiegeln von IGFBP1 fuhrt [Powell et al., 2000].
In der hier vorliegenden Arbeit zeigte der Vergleich zwischen den einzelnen Stadien der
Niereninsuffizienz mit den Patienten vor der Hamodialyse jedoch nur eine signifikante
Erh6hung der IGFBP1 Expression im Stadium 5 der Niereninsuffizienz, was trotzdem
mit dem Ergebnis von Powell Gbereinstimmt.

Auch der Vergleich zwischen allen CNI Patienten und den gesunden Probanden zeigte
eine erhhte Produktion der IGFBP1 Expression bei den chronisch niereninsuffizienten
Patienten.

Patel et al. konnten zeigen, dass H,O- die inhibierende Wirkung von Insulin auf die
IGFBP1 Expression blockiert. Lang et al. bestatigen dies und berichten von weiteren
ROS, die die IGFBP1 Expression erhdhen [Patel et al, 2002; Lang et al., 1999]. Somit

scheint oxidativer Stress eine regulierende Rolle bei der IGFBP1 Expression zu spielen.

4.6 Die antioxidative Gesamtkapazitat des Plasmas bei niereninsuffizienten Patienten

mit und ohne Nierenersatztherapie und gesunden Probanden

Der menschliche Organismus verfligt nicht nur Gber enzymatische, sondern auch tber
nicht enzymatische Antioxidantien. Diese umfassen eine Reihe von wasserloslichen
Antioxidantien und an Lipide bzw. an Lipoprotein gebundene lipidldsliche Antioxidantien,
z. B. Glutathion, Harnsaure, Albumin, Cystein, Vitamin C, Tocopherol, Ubichinon und
eine Gruppe verschiedener hambindender Proteine wie z.B. Haptoglobin und
Hamopexin. Als Radikalfanger kommen verschiedene Plasmakomponenten in Betracht,
wovon die wichtigsten Vitamin C, Vitamin E, Harnsaure und Protein-SH-Gruppen sind.
Die hier vorliegende Arbeit hat untersucht, wie sich die antioxidative Gesamtkapazitéat
des Plasmas von Hamodialysepatienten, chronisch niereninsuffizienten Patienten ohne
Nierenersatztherapie und gesunden Probanden verhalt.

Es konnte gezeigt werden, dass die antioxidative Gesamtkapazitat des Plasmas im
Verlauf der vierstiindigen Hamodialyse signifikant abnimmt. Es zeigte sich eine

geringere antioxidative Kapazitat bei Patienten im Stadium 1-2 der chronischen
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Niereninsuffizienz und bei gesunden Kontrollen, verglichen mit Patienten zu Beginn der
Hamodialyse.

Patienten am Ende der Hamodialyse weisen im Vergleich zu allen CNI Patienten ein
niedrigeres antioxidatives Fassungsvermoégen auf, auch im Vergleich zu hohen Stadien
der Niereninsuffizienz. Im Vergleich zu gesunden Probanden wiesen die Patienten am
Ende der HD weniger Antioxidantien im Plasma auf.

Vergleicht man den Gehalt der Antioxidantien im Plasma von gesunden Menschen mit
Patienten vor und nach der HD, so wiesen erstere einen hoheren, letztere einen
geringeren Gehalt an Antioxidantien im Plasma auf. Beim Vergleich mit Patienten mit
chronischer Niereninsuffizienz ohne Nierenersatztherapie zeigen nur Patienten im
Stadium 5 einen signifikant héheren Gehalt der Plasmaantioxidantien im Vergleich zu

Gesunden.

In der Literatur findet man Ergebnisse, die mit meinen Ubereinstimmen. So berichten
Clermont et al. von einer profunden Stérung des extrazellularen Redoxsystems im
Verlauf der chronischen Niereninsuffizienz mit und ohne Hamodialyse [Clermont et al.,
2000]. Ujhelyi et al. berichten, dass die hohe Radikalfangerkapazitat des Plasmas von
HD Patienten vor der HD mit hohen Harnsaurespiegeln verbunden ist. Sie berichten von
einer signifikanten Abnahme der totalen antioxidativen Kapazitat des Plasmas nach der
Hamodialyse, und von dem erhéhten antioxidativen Effekt vom Plasmaultrafiltrat von
chronisch niereninsuffizienten Patienten ohne HD auf die oxidative Modifikation von
LDL im Vergleich zu gesunden Kontrollen [Ujhelyi et al., 2006]. Harns&ure entsteht bei
der Oxidation von Hypoxanthin und Xanthin aus dem Abbau von Nukleinséduren und ist
der wichtigste wasserlsliche Radikalfanger des Blutplasmas, wobei seine antioxidative
Wirkung in der direkten Aufnahme der Uberzéhligen Elektronen und damit der Oxidation
zu Allantoin beruht. Sie hemmt effektiv die Lipidperoxidation durch Inaktivierung der
Peroxylradikale, fangt Superoxid, Hydroxylradikale und Hypochlorsaure. Zusatzlich
bildet Harnsaure Komplexe mit Kupfer- und Eisenionen, dies hemmt die Fenton-
Reaktion sowie die Eisen-katalysierten Oxidationsvorgange durch Vitamin C. Die
Dialysebehandlung fuhrt durch die Reinigung des Blutes von Harnsaure zum Verlust
einer wichtigen wasserldslichen antioxidativen Komponente des Blutplasmas. Allerdings
muss erwahnt werden, dass erhéhte Harnsaurespiegel keinen adaquaten antioxidativen
Schutz bieten kdnnen, wenn es Defizite in anderen antioxidativen Systemen gibt,

insbesondere bei Vitamin C Defiziten. Es konnte gezeigt werden, dass nach der
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Entfernung von Harnsaure (durch Urikase), 30% der antioxidativen Kapazitat des
Plasmas erhalten bleibt. Dies suggeriert das Vorhandensein weiterer wichtiger
Antioxidantien im Plasma [Ujhelyi et al., 2006].

Der Verlust vom wasserldslichen Vitamin C Uber die Dialysemembran tragt auch zur
verminderten antioxidativen Gesamtkapazitat des Plasmas bei. Vitamin C ist das
wichtigste nutritive wasserlosliche Antioxidans. Es wirkt antioxidativ auf
Hydroxylradikale, Wasserstoffperoxid und Hypochlorsaure, indem es mit ihnen reagiert
und selbst zu einem kaum schadlichen Ascorbylradikal wird. Es wirkt auf3erdem indirekt
antioxidativ indem es oxidiertes Vitamin E reaktiviert. Morena et al konnten zeigen,
dass ca. 66mg Vitamin C pro Dialysesitzung verloren gehen [Morena et al 2005].

Auch Bilirubin wirkt antioxidativ und wird durch die Dialyse entfernt.

Die verminderte antioxidative Kapazitat des Plasmas nach der Hamodialyse beruht
nach Ujhelyi et al. auf dem intradialytischen Verlust von Vitamin C, Harnsaure, 3-
indoxyl-sulfat indoxyl-B-D-Glucoronid, p-Crestol und Phenol [Ujhelyi et al., 2006]. So ist
es verstandlich, dass die gesunden Kontrollen, deren Plasma diese Substanzen
(aufgrund ihrer intakten Nierenfunktion) im Blut nicht im Uberschuss haben, ein
vermindertes antioxidatives Fassungsvermogen haben als Hadmodialysepatienten und
chronisch niereninsuffiziente Patienten ohne Nierenersatztherapie, und dass Patienten,
die diese Uberschiissigen Substanzen durch die Hamodialyse entfernt bekommen, an
antioxidativer Kapazitat verlieren. Zusatzlich zu der Entfernung wichtiger
Schutzmechanismen fuhrt die mit der Hamodialyse assoziierten Inflammation und die
Aktivation von neutrophilen Granulozyten zu einer Produktion von freien Radikalen, die

durch Ausschopfung noch vorhandener Antioxidantien den oxidativen Stress erhdhen.

Meine Untersuchungen haben gezeigt, dass die antioxidative Kapazitat des Plasmas
von Patienten am Ende der HD unter die von gesunden Kontrollen fallt. Dieser
drastische Verlust des wichtigen nicht-enzymatischen antioxidativen Schutzsystems
kann eine unmittelbare Gefahr fir das vaskulare Endothel darstellen, wodurch diese
Zellen oxidativen Schaden durch freie Radikale ausgesetzt sind. Resultat ist eine
erhohte Rate an Lipidperoxidation und Endothelschaden, die zu einem erhdhten Risiko
fur Atherosklerose und somit zu kardiovaskularen Ereignissen fuhren.

Die Ergebnisse der Messungen zur totalen antioxidativen Kapazitat des Plasmas fuihren
zu dem Schluss, dass es Stérungen im nicht- enzymatischen antioxidativen System von

niereninsuffizienten Patienten gibt, mit und ohne HD-Therapie.
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5.0 Zusammenfassung

Patienten mit terminaler Niereninsuffizienz haben trotz standig verbesserter
Nierenersatztherapieverfahren eine verminderte Uberlebenschance gegentiber der
Normalbevélkerung. Eine wesentliche Rolle spielt dafiir die Erh6hung von oxidativem
Stress bei diesen Patienten.

Die hier vorliegende Arbeit hat die Expression verschiedener Enzyme des oxidativen
Stress und der antioxidativen Abwehr bei Hamodialysepatienten und zweier
Kontrollgruppen, bestehend aus Patienten mit chronischer Niereninsuffizienz ohne
Nierenersatztherapie und gesunden Probanden, untersucht. Ziel war es,
herauszufinden inwieweit die Niereninsuffizienz Auswirkungen auf den oxidativen
Stress und die Expression von Proteinen des oxidativen Angriffs (Insulin-like Growth
Factor Binding Protein 1, IGFBP1) und der antioxidativen Abwehr (Superoxiddismutase
1 und 2, SOD1 und 2; Glutathionperoxidase, GPx; und die NAD(P)H:quinone oxido-
reduktase 1, NQOL1) hat.

Die Expression dieser Proteine wurde in Monozyten von Kontrollpersonen und von
Patienten vor und nach einer Hamodialysetherapie mit einem In-cell-Western Assay
quantifiziert. Dartber hinaus wurde die antioxidative Gesamtkapazitat des Plasmas mit
einem Total Antioxidant Status Kit gemessen.

Die SOD1 Expression war bei Patienten mit chronischer Niereninsuffizienz signifikant
hoher als bei gesunden Probanden (34,5+22,6 vs. 20,7+145 arbitrare Einheiten;
Mittelwert £ SEM; p<0,05). Im Verlauf einer Hamodialysebehandlung kam es zu einer
signifikanten Verminderung der SOD1 um 46% (von 39,9+64,9 auf 18,4+10,4; n=20;
p<0,01). Es ergab sich bei Patienten mit chronischer Niereninsuffizienz ein signifikant
inverser Zusammenhang zwischen der SOD1 Expression und dem C-reaktiven Protein
(Korrelation nach Spearman rs=-0,44; p<0,05, n=25). Dies weist darauf hin, dass eine
chronische Entzundungsreaktion zu einer Verminderung der antioxidativen Proteine
fuhrt.

Die SOD2 Expression war bei Patienten mit chronischer Niereninsuffizienz signifikant
geringer als bei gesunden Probanden (56,8+37,6 vs. 94.7 +70.6 arbitrare Einheiten;
p<0,05).

Die GPx Expression war nicht signifikant unterschiedlich bei Patienten mit chronischer

Niereninsuffizienz und gesunden Probanden.
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Schlief3lich war die NQO1 Expression signifikant grof3er bei Patienten mit chronischer

Niereninsuffizienz im Vergleich mit gesunden Probanden (7,6+4,9 vs. 4,4+3,0 arbitrare

Einheiten; p<0,05).

Das ,oxidative” Protein IGFBP1 war signifikant starker exprimiert bei Patienten mit
chronischer Niereninsuffizienz im Vergleich zu gesunden Probanden (11,3+6,6 vs.
7,3%4,6 arbitrare Einheiten; p<0,05), was fur den gesteigerten oxidativen Stress
ursachlich mitverantwortlich sein kann.

Schliel3lich zeigte sich, dass die antioxidative Kapazitat im Plasma unter einer
Hamodialysetherapie signifikant abnahm (0.81 £ 0.26 mM vs. 0.59 + 0.24mM).

Die vorliegende Untersuchung zeigt, dass bei Patienten mit chronischer
Niereninsuffizienz eine Reihe von Veranderungen der Expression von antioxidativen
und oxidativen Proteinen auftreten. Diese Veranderungen spielen in ihrer Gesamtheit
eine wesentliche Rolle bei dem gesteigerten oxidativen Stress bei chronischer

Niereninsuffizienz.
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