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1. Zusammenfassung

1.1 Abstract

Oxidativer Stress, systemische Inflammation und Lipidstoffwechselstorungen bei terminaler
Niereninsuffizienz beglinstigen die beschleunigte Atheroskleroseentwicklung. Atherosklerose ist eine
chronische inflammatorische Funktionsstorung, in der verschiedene atherogene und
atheroprotektive Komponenten involviert sind. Das Zytokin monocyte chemoattractant protein 1
(MCP-1), das bei der Monozyten-Infiltration in den subendothelialen Raum eine wesentliche Rolle
spielt, stellt einen pro-inflammatorischen Indikator in frilher Phase der Atherogenese dar. Die friihe
Phase der Atherogenese ist durch eine Endothelfunktionsstérung charakterisiert. Es kommt zu einer
Imbalance von gefaBprotektiven und -schadlichen Substanzen. Der vasoaktive Purinrezeptoragonist
uridine adenosine tetraphosphate (UpsA) wirkt bei der kardiovaskuldren Inflammation
moglicherweise atherogen. In der vorliegenden Arbeit kann Ups;A die Produktion des pro-
inflammatorischen MCP-1 Dosis-abhangig stimulieren. Dies deutet darauf hin, dass eine mogliche
Fehlregulation von UpsA unter pathologischen Bedingungen die pro-inflammatorische Reaktion in
der BlutgefaBwand verstarken kann.

Das high density lipoprotein (HDL) und Sphingosin-1-Phosphat (S1P), ein Lysophospholipid und
Bestandteil des HDLs, sind in der Lage, die endotheliale Stickstoffmonoxid-Produktion durch die
Aktivierung der endothelialen Stickstoffmonoxidsynthase zu stimulieren. Die vorliegende Arbeit
konnte zeigen, dass HDL und eine seiner Proteinunterfraktionen sehr aktiv sind, S1P aus den
Erythrozyten herauszuholen. In Bezug auf die Fahigkeiten von S1P, einige anti-atherogene
Funktionen des HDLs zu vermitteln, stellt die Eigenschaft vom HDL, S1P aus Erythrozyten hinaus zu
steuern, eine mogliche anti-atherogene Funktion des HDLs dar. Dariiber hinaus spielt HDL beim
reversen Cholesterintransport eine wesentliche Rolle und besitzt anti-inflammatorische, anti-
oxidative und anti-thrombotische Eigenschaften. Bei terminaler Niereninsuffizienz ist die
inflammatorische Kapazitdt des HDLs eher mit den Folgeerkrankungen der Patienten assoziiert als
mit der HDL-Quantitdt. Die Dysfunktionalitdt vom HDL ist moglicherweise auf Verdnderungen der
Zusammensetzung des HDLs unter pathologischen Bedingungen zuriickzufiihren. Die in der
vorliegenden Arbeit untersuchten HDL-Isolationen von Patienten mit terminaler Niereninsuffizienz
haben einen schlechteren Hemmungseffekt bei der Thrombin-induzierten MCP-1 Produktion als HDL-
Proben von gesunden Probanden. Zusatzlich konnte gezeigt werden, dass HDL von Patienten zum
Teil pro-inflammatorisch agiert. Der Funktionsverlust des HDLs lasst sich mindestens zu einem
wichtigen Teil auf die Anreicherung des Serum Amyloid A (SAA) im HDL zuriickfiihren. SAA ist ein
hoch effektives pro-inflammatorisches Molekiil im HDL und der SAA-Spiegel im HDL ist signifikant mit
dem Verlust der anti-inflammatorischen Kapazitat des HDLs korreliert.

Zusammengefasst liefert die vorliegende Arbeit zusatzliche Hinweise darauf, dass HDL unter
terminaler Niereninsuffizienz von einem funktionalen in einen dysfunktionalen Zustand wechselt.
Unter systemisch inflammatorischen und oxidativen Bedingungen werden die atheroprotektiv
wirkenden Komponenten des HDLs zum Teil durch die aufgenommenen atherogenen Molekiile aus
dem Partikel verdrangt. Somit hat HDL verringerte anti-atherogene Funktionen und erhohte pro-
atherogene Kapazititen. Zusammen mit der Dysfunktionalitit des HDLs, konnen weitere
Fehlregulationen von Komponenten, wie das in dieser Arbeit untersuchte Up,A, zur exzessiven
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kardiovaskuldren Mortalitdt bei Patienten mit terminaler Niereninsuffizienz und jeder anderen pro-
inflammatorischen vaskularen Krankheit beitragen.
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1.2 Einleitung und Zielsetzung

Atherosklerose ist eine inflammatorische GefalRerkrankung, die durch die Akkumulation von Lipiden
in groRen Arterien charakterisiert ist'™. Die endotheliale Dysfunktion wurde als ein frithes Merkmal
der Atherogenese identifiziert und fiihrt zur unausgeglichenen endothelialen Freisetzung von
verschiedenen Arten der endothelium-derived contracting factors (EDCFs) und endothelium-derived
relaxing factors (EDRFs)®. Zu den wohl bekanntesten EDRFs z&hlt das Stickstoffmonoxid (NO)> und zu
EDCFs gehoren das Endothelin und das Angiotensin II'. Ein Purinrezeptoragonist uridine adenosine
tetraphosphate (Up,A) wurde als ein hoch potenter EDCF identifiziert®. Diese Substanz gehért zu den
Dinukleosidpolyphosphaten, die als wichtiger Regulator im kardiovaskuldren System gelten’. Junge
Patienten mit Bluthochdruck weisen eine erhéhte Plasmakonzentration von Up,A auf, die wiederum
signifikant mit der linksventrikuldren Masse und der Intima-Media-GefdRwanddicke (IMT, intima-
media thickness) korreliert®. Weiterhin kann Up,A die Proliferation von humanen glatten
GefaBmuskelzellen (VSMCs, vascular smooth muscle cells) stimulieren®. Diese Ergebnisse weisen auf
eine potenzielle atherogene Funktion von Up,A hin®.

Auler den oben genannten endothelial gebildeten vasoaktiven Substanzen spielen weitere
Substanzen oder Molekiilgruppen wie zum Beispiel das high density lipoprotein (HDL) bei der
Regulation des Vasotonus eine wichtige Rolle. HDL stimuliert die endotheliale NO-Produktion durch
die Aktivierung der endothelialen Stickstoffmonoxidsynthase (eNOS) und wirkt somit vasodilativ und
Endothel-schiitzend® *°. Durch zahlreiche klinische Studien wurde die negative Korrelation zwischen
dem Spiegel vom HDL-Cholesterin (HDL-C) und dem atherosklerotischen Risiko bereits gut gezeigt'”
2 Die atheroprotektiven Mechanismen des HDLs und seine Funktionalititsveranderungen unter
Krankheitsbedingungen bilden seit den vergangenen Jahren einen wissenschaftlichen Fokus. Die anti-
atherosklerotische Wirkung des HDLs wurde unter anderem auf dessen Funktion im reversen
Cholesterintransport (RCT) zuriickgefiihrt. Hierbei fordern die HDL-Partikel den Cholesterinefflux aus
peripheren Zellen und das Cholesterin wird vom HDL anschliefend zur Leber zuricktransportiert.
Weiterhin hat man pleiotrope anti-atherogene Eigenschaften des HDLs entdeckt. Dazu gehoren die
anti-oxidativen, anti-inflammatorischen, anti-apoptotischen und anti-thrombotischen Effekte’®. Diese
Eigenschaften sind auf eine Reihe funktioneller Molekile, die mit dem HDL assoziiert sind,
zurickzufihren. Sowohl in vitro als auch ex vivo konnen HDL und drei seiner Lysophospholipid-
Bestandteile — Sphingosylphosphorylcholine (SPC), Sphingosin-1-Phosphat (S1P) und Lysosulfatide
(LSF) - iber die Akt-Kinase-abhingige eNOS-Aktivierung ihre vasodilative Wirkung vermitteln'*. Die
Arbeitsgruppe von Professor van der Giet konnte zeigen, dass HDL und S1P in der Lage sind, die
Produktion des pro-inflammatorischen Molekiils, monocyte chemoattractant protein 1 (MCP-1),
Dosis-abhéngig in VSMCs zu hemmen®. MCP-1 ist eines von vielen Zytokinen, das von vaskuldren
Zellen wie Endothelzellen (EC), VSMCs und Monozyten in der Initiation und Progression der
atherosklerotischen Plaques freigesetzt wird™. Es spielt bei der Monozyten-Infiltration in den
subendothelialen Raum eine entscheidende Rolle™®*®. MCP-1 lockt und kumuliert weitere Monozyten
aus dem Blut in die entziindete Region, férdert ihre Differenzierung zu Makrophagen und verstarkt
dadurch die Entziindungsreaktion.

Zahlreiche Studien haben gezeigt, dass die anti-inflammatorische Kapazitat vom HDL bei Patienten

d* ?°. Chemische

mit koronaren Herzkrankheiten vermindert ist und HDL somit dysfunktional wir
Modifikationen und strukturelle Veranderungen von Protein- und Lipid-Komponenten im Molekiil
konnen das urspriinglich anti-inflammatorische HDL zu einem pro-inflammatorischen Molekail
modulieren®. Wahrend einer Akut-Phase-Reaktion (APR) erhoht sich die Konzentration von Serum

Amyloid A (SAA) und secretory phospholipase A2 (sPLA2) im HDL. Dagegen wird eine Abnahme der
3
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Konzentration von HDL-Komponenten wie etwa Apolipoprotein (Apo) A-l, Paraoxonase 1 (PON 1),
und cholesteryl ester transfer protein (CETP) beobachtet. Der Anteil an Phospholipiden und
Cholesterinestern nimmt zu, wobei der Gehalt an Triglyceriden, freien Fettsduren und Cholesterin im
HDL abnimmt. Wie sich die Komponente- bzw. Struktur-Veranderungen im HDL-Molekil und seine
Funktionalitatsanderungen gegenseitig auswirken, bestehen weiterhin groRe Wissensliicken und
daher stellt dies eine interessante Fragestellung dar.

Der Verlauf der Atherosklerose ist durch ein dynamisches Zusammenspiel verschiedener lokaler und
systemischer Komponenten zu bestimmen. Um den biomolekularen Hintergrund der Atherogenese
besser zu verstehen, stellen die Komponenten Up4A und HDL die Hauptuntersuchungsobjekte in der
vorliegenden Arbeit dar.

Im Einzelnen werden folgende Ziele verfolgt:

1. Ziel des ersten Teils der Arbeit ist zu untersuchen, welchen Einfluss Up,A auf die pro-
inflammatorische Reaktion in der vaskularen Wand hat. Dafir ist die Induktionskapazitat von
Ups;A auf die Produktion des pro-inflammatorischen Signals MCP-1 in vitro zu
charakterisieren. Zu diesem Zweck erfolgt ein auf VSMCs basierendes Funktionalitdtsassay.

2. Im zweiten Teil der Arbeit sollten die Kompositionen und die Funktionen des komplex
aufgebauten Makromolekils HDL unter systemischem Inflammationszustand im Vergleich zu
gesunden Kontrollen untersucht werden. Hier werden Patienten mit terminaler
Niereninsuffizienz (ESRD, end stage renal disease) gewdhlt, da sich in diesem
Patientenkollektiv Veranderungen, bedingt durch die Dialyse, anhdufen und verstarkt
auftreten. Eine exzessive kardiovaskuldre Mortalitdt bei Patienten mit terminaler
Niereninsuffizienz ist seit langem bekannt®’. Die zugrundeliegenden Mechanismen sind
weitgehend  ungeklart. Es liegt daher nahe, den Zusammenhang von
Lipidstoffwechselstorungen und dem erhohten Atheroskleroserisiko bei Patienten mit ESRD
zu untersuchen. Es stellt sich die Frage, wie die krankheitsbedingten funktionellen und
strukturellen Veranderungen des HDLs mit der akzellerierten Atherosklerose bei Patienten
mit terminaler Niereninsuffizienz in Verbindung stehen.

3. In Bezug auf seine Fahigkeiten, sowohl atheroprotektive Eigenschaften vom HDL zu imitieren
als auch einige anti-atherogene Funktionen des HDLs zu vermitteln, hat S1P in letzten Jahren
viel Aufmerksamkeit gewonnen. HDL ist ein Haupttrager und ein endogener Empfanger von
S1P. Daher lasst sich vermuten, dass die Fahigkeit des HDLs, die S1P-Verteilung zwischen ihm
und anderen Haupttragern im Blut wie etwa Erythrozyten zu modulieren, zu den anti-
atherogenen Eigenschaften vom HDL zdhlt. Im dritten Teil der Arbeit werden die S1P-
indukzienden Kapazitaten vom HDL und seiner Komponenten untersucht.
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1.3 Methodik

1.3.1 Zellkultur

VSMCs wurden mit Hilfe der Explanttechnik nach Ross®* aus Aorten von Wistar-Ratten gewonnen.
Die VSMCs wurden in DMEM mit 10% fotalem Kalberserum (FCS) und 1% Antibiotika
(Penicillin/Streptomycin) kultiviert. Die Experimente wurden an Zellen der Passage 3 bis 7
durchgefiihrt. Vor den Stimulationsexperimenten wurden die konfluenten Zellen fir 24 h in
Abwesenheit von FCS kultiviert.

1.3.2 MCP-1 Expression und Sekretion in VSMCs

Um die anti-inflammatorischen Kapazitdt der Testsubstanzen zu ermitteln, wurden die VSMCs mit
den unterschiedlichen Testsubstanzen, wie zum Beispiel HDL oder SAA, in Anwesenheit von
Thrombin (2 1U/ml fir MCP-1 Expression und 8IU/ml fir Sekretion) stimuliert. Die pro-
inflammatorischen Kapazitdt der Testsubstanzen erfolgte ohne Co-Inkubation von Thrombin in
VSMCs. Die Bestimmung der MCP-1 Sekretion in VSMCs erfolgte nach 24 h Stimulation aus dem
Uberstand mittels Luminex-Technologie (Millipore, Deutschland), normiert auf den
Gesamtzellproteingehalt. Die Stimulationszeit fir die MCP-1 Expressionsversuche betrug 4 h und
anschlieBend erfolgte die RNA-Isolation sdulenbasiert mit dem RNeasy® Mini Kit von Qiagen (USA).
1pg RNA wurde mit Hilfe vom iScript™ cDNA Sythesis Kit (Biorad, Deuschland) in cDNA
umgeschrieben. Die MCP-1 Expression wurde dann mittels Real-time PCR sondenbasiert im
CFX96/384 System (Biorad, Deutschland) bestimmt. Die verwendeten Primer und Sonden wurden
von TibMolBiol (Deutschland) synthetisiert. Die Quantifizierung der Genexpression erfolgte nach der
AACt Methode mit B-Aktin als Referenzgen.

1.3.3 Praparative Trennung von Lipoproteinen aus Serum

Die praparative Isolation von Lipoproteinen erfolgte durch die Dichtegradienten-Ultrazentrifugation
(UZ) mit Modifikation®®. Der Dichtegradient besteht aus 2,7 ml Wasser, 4 ml 1,1 g/ml Kaliumbromid
(KBr)-Natriumchlorid (NaCl)-Lésung (11,42 x 10% g NaCl und 133,48 x 10~ g KBr/ml), 2 ml 1,225 g/ml
KBr-NaCl-Losung (11,42 x 10%g NaCl und 315,54 x 10%g KBr/ml) und 3 ml mit KBr gesattigter
Serumprobe. Fir die UZ wurde das Modell 17-65 (Beckmann, Deutschland) mit dem Rotor SW40 Ti
(Beckmann, Deutschland) bei 4°C unter Vakuum (40.000 rpm, 18 h) verwendet. Nach der UZ waren
very low density lipoprotein (VLDL), low density lipoprotein (LDL) und HDL als gelbe Banden und eine
Albuminschicht am Boden des Zentrifugationsrohrchens zu beobachten. Fir die Zellversuche wurde
das HDL gegen phosphatgepufferte Salzlosung (PBS) dialysiert und steril filtriert (0,22 um
PorengroRe).

1.3.4 Isolationsqualitdt und Identifizierung von Lipoproteinen mittels SDS-Polyacrylamid-
Gelelektrophorese (SDS-PAGE) und Western Blot

Die praparativ isolierten HDL- und LDL-Proben wurden mit zweifachem Lammli Puffer versetzt und
5 min bei 95°C gekocht. AnschlieRend wurden die Proben auf ein 12%iges Gel (Pierce, USA)
aufgetragen, 1 h elektrophoretisch bei 120 V getrennt und nachfolgend mittels Coomassie-Farbung
identifiziert. Der Nachweis von Apo A-l erfolgte antikorperbasiert mit Hilfe der Western Blot-Technik.
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1.3.5 Kommerzielle Assays und Kits

Die Gehaltsbestimmungen von Protein, Gesamtcholesterin, Triglyceriden, Phospholipiden, SAA und
Apolipoproteinen (Apo A-l, A-ll, C-Il, C-lll, B) im HDL bzw. Serum erfolgten unter Nutzung der in
Tabelle 1 angegebenen Assays.

Tabelle 1 Verwendete Assay-Systeme fiir die Bestimmung von HDL- und Serum-Parametern

Protein BCA™ Protein Assay Kit Pierce, USA

Gesamtcholesterin CHOL-H L-Type Kit Wako Chemicals GmbH, Deuschland
Triglyceride Triglyceride L-Type Assay Wako Chemicals GmbH, Deuschland
Phospholipide Phospholipids B Assay Wako Chemicals GmbH, Deuschland
Apolipoproteine (Apo A-l, | Human Apolipoprotein Multiplex Millipore, Deutschland

A-Il, C-ll, C-1lI, B) Immunoassay (Luminex""-Technologie )

SAA Human SAA ELISA Kit IBL International, Deutschland

1.3.6 Trennung von Protein- und Lipid-Fraktionen des HDLs

Fiir die Trennung der Protein- und Lipid-Bestandteile im HDL wurde die Hexan-Isopropanol-
Methode®* verwendet. Die dialysierte HDL-Probe (ca. 1 mg/ml) wurde mit dem fiinffachen Volumen
Hexan-Isopropanol-Lésung (3:2 v/v) und anschlieBend mit dem vierfachen Volumen Hexan vermischt
und darauf die wassrige Protein-haltige Schicht und die organische Lipidschicht getrennt. Beide
Fraktionen wurden dann in einer Speedvac (Thermo Scientific, USA) getrocknet und bis zur
Verwendung bei -80°C gelagert.

1.3.7 Analytische und praparative reverse phase — high pressure liquid chromatography (RP-HPLC)
Analyse

Die RP-HPLC-Analysen erfolgten mit einem Hitachi Elite LaChrom System (VWR International,
Deutschland). Die getrocknete HDL-Proteinprobe wurde in 3 Mol/l Guanidinium-Hydrochlorid gel&st.
Die RP-HPLC-Analyse wurde bei einer Flussrate von 1,2 ml/min bei 37°C durchgefiihrt. Fir die
analytische Trennung wurden 60 pg Protein mittels 4,6 x 250 mm 5 um C18-Saule und folgendem
Gradienten getrennt: Acetonitril (ACN) in Wasser (+ 0,1% Trifluorsdure (TFA)) von 30% bis 60% bei 1%
pro min. Fur die prdparative Trennung wurden 400 ug Protein auf eine 10 x 250 mm 5 um C18
semipradparative HPLC-Saule gegeben und mit folgendem Gradient getrennt: ACN in Wasser (+ 0,1%
TFA) von 30% bis 60% bei 0,5% pro min. Die Auswertung des Chromatogramms bei 214 nm erfolgte
mittels EZChrom Elite Software (Version 3.3.2, VWR International, Deutschland). Die préparativ
getrennten Protein-Unterfraktionen wurden mit Hilfe eines Fraktionssammlers gesammelt und
anschlieRend getrocknet oder eingeengt je nach Folgeversuchen.

1.3.8 Proteinidentifikation durch Matrix-unterstiitzte Laser Desorption/lonisation in Verbindung
mit der tandem Flugzeitmassenspektrometrie (MALDI-TOF/TOF-MS)

Um das unbekannte Protein in der HPLC-Unterfraktion des HDL-Proteins zu identifizieren, wurde
MALDI-TOF/TOF-MS durchgefﬂhrtg. Die tryptisch verdaute Probe (0,5% w/v bei 37°C fur 24 h) wird
mittels MALDI-TOF/TOF-Massenspektrometer (Ultraflex 1, Bruker-Daltonic, Deutschland) analysiert.
Darauf folgte eine SwissProt-Datenbankabfrage des gemessenen peptide mass fingerprint (PMF)-
Spektrum mit Hilfe der Bruker-Daltonic Bio-tools (vers. 3.1). Das Mascot (vers. 2.2) wurde fiir den
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Vergleich von experimentellen MALDI-MS-Datensidtzen mit berechneter Peptidmasse fir jeden
Eintrag in die Sequenz-Datenbank (www.matrixscience.com) verwendet.
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1.4 Ergebnisse

1.4.1 Pro-inflammatorische Eigenschaft von Up,A

Um die pro-inflammatorischen Eigenschaft des vasokonstriktiven Faktors Ups;A zu untersuchen,
wurde ein auf VSMCs basierendes Funktionalitatsassay verwendet. Thrombin ist ein bekannter
Stimulus fiir die MCP-1 Produktion in VSMCs" und wurde daher als Positivkontrolle jeweils in den
MCP-1 Expressions- (21U/ml) und Sekretions-Experimenten (81U/ml) eingesetzt. Zwei
Stimulationszeitpunkte wurden fiir die Expression und Sekretion ausgewahlt. Nach 4 h Inkubation der
Zellen mit Up,4A ist die intensive MCP-1 Expression nachzuweisen, wahrend die von Up,A stimulierte
MCP-1 Proteinsekretion erst nach 24 h Inkubationszeit das Maximum erreicht (sieht ausgewahlte
Publikation 1, Abb. 1C und 1D). Weiterhin ist Up,A in der Lage, die Expression und Sekretion von
MCP-1 Dosis-abhangig und signifikant zu stimulieren (s. ausgewdahlte Publikation 1, Abb. 1A und 1B).
Die zugrunde liegenden Signaltransduktionswege wurden in der Folgearbeit der ausgewahlten
Publikation weiter untersucht®.

1.4.2 Funktionelle und strukturelle Verdanderungen des HDLs bei terminaler Niereninsuffizienz im
Vergleich zu gesunden Probanden

HDL-Proben wurden mittels Dichtegradienten-UZ aus Serumproben von gesunden Probanden und
Patienten mit terminaler Niereninsuffizienz isoliert. Die Isolationsqualitdt wurde mittels SDS-PAGE-
Analyse und anschlieRender Coomassie-Farbung Uberprift. Die Hauptproteinkomponente Apo A-I
konnte im HDL mit Hilfe der Western Blot-Technik identifiziert werden. Der Protein-, Cholesterin-,
Triglycerid- und Phospholipidgehalt wurde photometrisch bestimmt. Die HDL-Proben sowohl von
gesunden Probanden als auch von ESRD-Patienten hemmen die Thrombin-induzierte Expression und
Sekretion von MCP-1 Dosis-abhdngig. Bei ESRD-Patienten ist eine Verschiebung der mittleren
effektiven Konzentration (ECso) vom HDL zu sehen, was auf einen Verlust der anti-inflammatorischen
Funktion des HDLs von ESRD-Patienten hinweist (s. ausgewahlte Publikation 2, Abb. 1A und 1B). Um
die pro-inflammatorische Kapazitat des HDLs von ESRD-Patienten zu untersuchen, wurden VSMCs
mit HDL stimuliert und die Expression und Sekretion von MCP-1 anschlieBend bestimmt. Der
Funktionalitatstest zeigte, dass die HDL-Proben von ESRD-Patienten die MCP-1 Bildung in VSMCs
signifikant starker stimulierten als die von gesunden Probanden (s. ausgewdahlte Publikation 2,
Abb. 2A und 2B). Um zu klaren, welche Komponenten im HDL fir die inflammatorische Eigenschaft
verantwortlich sind, wurde die HDL-Probe mittels Delipidierungsverfahren in ihre Protein- und
Lipidfraktion zerlegt. Die pro-inflammatorischen Wirkungen der Protein- und Lipid-Fraktionen vom
HDL wurden ebenfalls mit dem Zell-basierten Funktionalitatsassay Uberprift. Wahrend die
Lipidfraktion des HDLs von ESRD-Patienten keine signifikante MCP-1 Stimulationswirkung zeigte,
hatte die HDL-Proteinfraktion von Patienten einen starken induzierenden Effekt von MCP-1 (s.
ausgewahlte Publikation 2, Abb.2C und 2D). Fir die Identifizierung der ausschlaggebenden
Komponente wurde die HDL-Proteinfraktion von ESRD-Patienten chromatographisch mittels HPLC in
weitere sechs Unterfraktionen zerlegt. In Abbildung 2E (s. ausgewdhlte Publikation 2) ist
exemplarisch eines der Chromatogramme der HDL-Proteinfraktion abgebildet. Die zweite Protein-
Unterfraktion zeigte die starkste MCP-1 Induktionsaktivitit unter allen Unterfraktionen (s.
ausgewahlte Publikation 2, Abb. 2F).

Um die Proteinkomponente in der Unterfraktion 2, die moglicherweise fiir die pro-inflammatorische
Kapazitdt des HDL-Proteins verantwortlich ist, zu identifizieren, wurde eine MALDI-TOF/TOF-MS-
Analyse durchgefihrt. Abbildung 3B (s. ausgewahlte Publikation 2) stellt exemplarisch ein
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Massenspektrum der durch tryptischen Verdau entstandenen Peptide der Protein-Unterfraktion 2
dar. Durch den Vergleich des PMFs in der Massenspektrum-Datenbank ergab sich, dass die
Unterfraktion 2 hauptsachlich aus SAA bestand (s. ausgewahlte Publikation 2, Abb. 3C). Dieses deutet
darauf hin, dass SAA fir die pro-inflammatorische Funktion des HDLs von ESRD-Patienten
verantwortlich ist.

Die mogliche Wirkung von SAA auf die MCP-1 Produktion wurde weiter Gberprift. Rekombinantes
SAA konnte die Expression und Sekretion von MCP-1 Dosis-abhdngig stimulieren (s. ausgewahlte
Publikation 2, Abb.4A und 4B). Bei weiteren Untersuchungen ldsst sich eine MCP-1
Induktionswirkung durch eine mogliche Probenkontamination des rekombinanten SAA mit dem
bakteriellen Endotoxin Lipopolysaccharid (LPS) ausschlieBen (s. ausgewahlte Publikation 2, Anhang
Abb. 1A und 1B). Daraufhin stellte sich die Frage, ob SAA das Funktionsdefizit des HDLs von Patienten
mit ESRD direkt verursachen kann. Dazu wurde Serum von gesunden Probanden mit rekombinantem
SAA versetzt, daraus HDL isoliert und funktionell getestet. Die SAA-Konzentration in der mit SAA
kiinstlich versetzten HDL-Probe war signifikant hoher als die im nicht mit SAA versetzten HDL (s.
ausgewahlte Publikation 2, Abb. 5A). Vergleicht man die anti-inflammatorische Kapazitdt des HDLs
von gesunden Kontrollprobanden mit dem SAA-angereicherten HDL, war das nicht mit SAA beladene
HDL in der Lage, die Thrombin-induzierte MCP-1 Expression zu hemmen, wahrend in Anwesenheit
von SAA ein deutlicher Inhibierungsfunktionsverlust auftrat (s. ausgewahlte Publikation 2, Abb. 5B).
Vergleicht man die Hemmwirkung vom HDL, welches mit SAA versetzt wurde, mit der in
Abbildung 1A (s. ausgewahlte Publikation 2) gezeigten Hemmwirkung des HDLs von Patienten mit
ESRD, so zeigt sich ein relativ Gibereinstimmender Kurvenverlauf. Um die Korrelation zwischen der
anti-inflammatorischen Kapazitat des HDLs und dem SAA-Spiegel im HDL zu untersuchen, wurden
HDL-Proben von gesunden Probanden und ESRD-Patienten isoliert und die SAA-Gehalte sowohl im
Serum als auch im HDL bestimmt. Die Serum- und HDL-Proben der Patienten wiesen einen signifikant
hoheren SAA-Spiegel auf, als die von gesunden Probanden (s. ausgewahlte Publikation 2, Abb. 6A
und 6B). Stellt man den hemmenden Effekt des HDLs auf die Thrombin-induzierte MCP-1 Expression
in Korrelation mit dem SAA-Spiegel im HDL, ist ein signifikanter Zusammenhang zu beobachten (s.
ausgewahlte Publikation 2, Abb. 6C).

1.4.3 S1P-Induktionseigenschaften der Proteinkomponenten des HDLs

In Erythrozyten ist S1P in einer phosphorylierten Form gelagert. Bode und seine Mitarbeiter?® haben
gezeigt, dass besonders HDL in den verschiedenen Lipoprotein-Gruppen hochst aktiv ist, die S1P-
Sezernierung aus Erythrozyten zu induzieren. Diese Aktivitdt des HDLs ist jedoch geringer, als die von
Serumalbumin®. Die HDL-Proteine der gesunden Probanden wurden mit den in dieser Arbeit
vorgestellten Methoden gewonnen. Diese wurden durch das chromatographische Verfahren in vier
grolRe Fraktionen getrennt (s. ausgewahlte Publikation 3, Abb. 1H). Die wesentliche Aktivitat, S1P aus
den Erythrozyten auszulagern, fihrte auf Fraktion 2 zurick (s. ausgewahlte Publikation 3, Abb. 1F).
Daraufhin wurde Fraktion 2 in zwei weitere Unterfraktionen zerlegt. Weitere Tests ergaben, dass
Subfraktion 2.2 fiir die S1P-Sezernierung verantwortlich war (s. ausgewahlte Publikation 3, Abb. 1G).
Chromatographische Untersuchungen lassen vermuten, dass es sich bei Subfraktion 2.2 um Apo C-I
und C-Il handelt. Reine Apo C-I und C-ll Proben konnten allerdings die von Subfraktion 2.2 induzierte
S1P-Sezernierung aus Erythrozyten nicht auslosen. Daher ist zu vermuten, dass diese Subfraktion
weitere Komponenten enthilt, die flir die S1P-Induktionsaktivitdt des HDL-Proteins verantwortlich
sind.
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1.5 Diskussion

Die terminale Niereninsuffizienz ist eine vorangeschrittene Form der chronischen
Nierenerkrankungen (CKD). Charakteristische Merkmale sind oxidativer Stress, Inflammation und
Lipidstoffwechselstorungen, welche das beschleunigte Atheroskleroserisiko begiinstigen?’. Obwohl
es in der Literatur verschiedene experimentelle Hinweise gibt, besteht immer noch enormer
Erklarungsbedarf. Die Wirkungen der verschiedenen athero-relevanten Faktoren auf die
Atherogenese bieten hierflir gute Forschungsansatze. Atherosklerose ist eine chronisch
inflammatorische Funktionsstorung in den Arterien® *. Wenn die urspriinglich schiitzenden
Inflammationsreaktionen nicht in der Lage sind, den endogenen und exogenen Risikofaktoren
entgegen zu wirken, verandern sich diese Aktionen zu schadlichen Reaktionen?. In der atherogenen
Initiationsphase stellt die Produktion von MCP-1 eine wichtige Indikation fir die
Inflammationsreaktion dar®.

In der vorliegenden Arbeit wurde die Auswirkung der potenten vasokonstriktiven Substanz Up,A auf
die MCP-1 Produktion in VSMCs untersucht. Die Dosis-abhangig stimulierende Wirkung von Up,A
deutet darauf hin, dass eine mdgliche Uberproduktion von Up,A die pro-inflammatorischen
Reaktionen in der BlutgefaBwand verstarken kann. Mogliche regulatorische Funktionen von Up,A in
der renalen Hamodynamik und Blutdruckregulation wurden in einigen Pionierstudien untersucht®.

829 und kann die Produktion

Weiterhin ist Up,A ein starker Induktor fiir die Proliferation von VSMCs
von reaktiven Sauerstoffspezies (ROS, reactive oxygen species) in aktivierten Monozyten stimulieren®
29,30 Beides deutet darauf hin, dass Up,A einen Einfluss auf vaskuldre inflammatorische Krankheiten,
wie zum Beispiel CKD, ausiibt. Die UpsA-Konzentration im Plasma wurde bei jungen Patienten mit
Bluthochdruck festgestellt. Es ist daher vorstellbar, dass eine Fehlregulation der Up,A-Produktion
unter pathophysiologischen Bedingungen der terminalen Niereninsuffizienz vorhanden ist, und somit
als eine mogliche Erklarung fiir das erhéhte Atheroskleroserisiko in dieser Patientengruppe dient.
Hypertriglyceriddmie und ein abgesenktes HDL-Niveau im Plasma sind zwei wichtige
Lipidstoffwechselstorungen bei CKD-Patienten®. Die inverse Relation zwischen der HDL-Quantitat
und der atherogenen Progression deutet auf die atheroprotektiven Wirkungen des HDLs hin*%. Diese
Relation geht bei ESRD-Patienten verloren, obwohl eine Abnahme des HDL-Gehalts in den Patienten
nachgewiesen wurde®. Stattdessen ist die inflammatorische Kapazitit des HDLs mit den
Folgeerkrankungen der ESRD-Patienten assoziiert®®. Einige Medikamentenbehandlungen, die das
HDL-C bei Patienten mit koronaren Herzkrankheiten erhéhen, haben keine signifikante Wirkung bei
der Reduzierung der koronaren Herzkrankheitsereignisse®. Es scheint, dass die Qualitit vom HDL
eine wesentlich gréRere Bedeutung als die HDL-Quantitat hat*®.

Mit den RCT-, anti-oxidativen, anti-inflammatorischen und anti-thrombotischen Funktionen schitzt
HDL die BlutgefaBwand vor Atherosklerose®. Die atheroprotektiven Eigenschaften des HDLs sind auf
die funktionellen Lipid- und Protein-Komponenten zurlickzufiihren, zu denen Apo A-I, PON 1,
Glutathion-Peroxidase, Lecithin-Cholesterin-Acyltransferase (LCAT), platelet activating factor
acetylhydrolase (PAF-AH) und S1P zihlen'?’. Apo A-l ist das am haufigsten vorkommende Protein im
HDL und ist durch seine Wechselwirkung mit dem ATP-binding cassette transporter (ABC) Al fiir den
Cholesterinefflux aus peripheren Zellen verantwortlich und somit fir die RCT-Funktion vom HDL
essenziell*®. PON 1 und Glutathion-Peroxidase spielen bei der anti-oxidativen Funktion des HDLs eine
wichtige Rolle’’. GemaR den fritheren Ergebnissen der Arbeitsgruppe von Professor van der Giet
hemmen HDL und S1P die Produktion von MCP-1, indem HDL lber die Wechselwirkung zwischen S1P
und Sphingolipidrezeptor Typ 3 die Aktivierung der NADPH-Oxidase blockiert™. In der vorliegenden
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Arbeit konnte gezeigt werden, dass HDL und eine seiner Proteinunterfraktionen die Freisetzung des
S1P aus Erythrozyten sehr aktiv induzieren. Mit Bezug auf die Beobachtung, dass ein erhohter S1P-
Spiegel im HDL auf eine Verbesserung der anti-atherogenen Funktion vom HDL hinweist™, stellt die
Eigenschaft des HDLs, die Freisetzung des S1P aus Erythrozyten zu induzieren, eine mogliche anti-
atherogene Funktion des HDLs dar. Weiterhin enthalt HDL pro-atherogen wirkende Molekiile, zu
denen SAA, sPLA2 und Apo C-lll zdhlen. Apo C-lll kann die Lipoproteinlipase und hepatische Lipase
inhibieren und somit die hepatische Aufnahme von Triglycerid-reichen Partikeln verhindern®’. Die
durch sPLA2 freigesetzten oxidierten Phospholipide sind pro-inflammatorisch aktiv und spielen eine
potente Rolle in der Atherogenese™.

Unter physiologischen Bedingungen sind die atheroprotektiven Wirkungen der anti-atherogenen
Komponenten im HDL gegeniiber den Pro-atherogenen Uberlegen. Somit wirkt das HDL-Molekiil
insgesamt atheroprotektiv. Der systemische oxidative und inflammatorische Stress in chronisch
niereninsuffizienten Patienten kann das Gleichgewicht zwischen atheroprotektiven und atherogenen
Funktionen des HDLs beeinflussen. HDL kann so nicht nur einen Teil seiner athero-schiitzenden
Kapazitdten verlieren, sondern sogar einen pro-oxidativen und pro-inflammatorischen Phanotyp
annehmen. In der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, dass HDL von Patienten mit ESRD die
MCP-1 Produktion in VSMCs schlechter hemmt als HDL von gesunden Probanden. Dies deutet darauf
hin, dass das HDL von Patienten einen Teil seiner anti-inflammatorischen Kapazitat verliert. Dartber
hinaus stimuliert es die MCP-1 Produktion und zeigt somit seine pro-inflammatorische Wirkung. Der
atheroprotektive Funktionsverlust und die Funktionsverdanderungen werden meist auf
Konformations- und Komponenten-Veranderungen im HDL zurtickgefiihrt.

Zahlreiche klinische Studien zeigen, dass HDL von ESRD-Patienten eine Abnahme der
Konzentrationen von HDL-C, Apo A-l, Glutathion-Peroxidase und LCAT, sowie eine sinkende PON 1
Aktivitat aufweist* ™
stickstoffhaltigen Abfallprodukten und pro-inflammatorischen Zytokinen und somit zu einer
sinkenden Apo A-l Produktion?”” **. Die Abnahme des Apo A-I Gehalts bei Patienten beeintrichtigt
signifikant die RCT-Funktion des HDLs*. Allerdings liegen kontroverse Ergebnisse Uber die

. Das bei CKD vorherrschende Uramiemilieu flihrt zur Produktionszunahme von

Verdanderung des Apo A-l Gehalts im HDL von Patienten vor. Es wurde gezeigt, dass der Apo A-I
Spiegel im HDL von ESRD-Patienten im Vergleich zu den Kontrollprobanden nicht signifikant
vermindert wurde®. Die Konzentrationsabnahme des im HDL vorkommenden LCAT bei Patienten
fihrt zu einer Reduktion der Cholesterinester-Bildung im HDL und beeintrachtigt somit die
Cholesterinaufnahme-Kapazitit des HDLs*. Die sinkende Aktivitit von PON1 und Glutathion-
Peroxidase fiihrt zu einer sinkenden anti-oxidativen Funktion des HDLs auf die Peroxidation von
Lipiden und anderen Lipoproteinen*’. Morena und seine Mitarbeiter haben bei ESRD-Patienten
festgestellt, dass HDL die Oxidation vom LDL schlecht hemmt*. Wahrend es noch keine direkten
klinischen Daten Uber die Veranderung des S1P-Gehalts im HDL bei ESRD-Patienten gibt, sind
klinische Untersuchungen zur Konzentration von S1P im HDL und Plasma bei Patienten mit koronaren
Arterienerkrankungen durchgefiihrt worden®. Im Gegensatz zur Abnahme vom S1P-Gehalt im HDL
ist der S1P-Spiegel im Plasma von Patienten hoher als das S1P-Niveau im Plasma der
Kontrollgruppe®. Dies weist darauf hin, dass die S1P-Aufnahmekapazitat des HDLs bei koronaren
Arterienerkrankungen minimiert wird. Ein sinkendes S1P-Niveau im HDL verringert die anti-
inflammatorischen  Funktionen des HDLs. Gegenlber der Abnahme der zahlreichen
atheroprotektiven Komponenten im HDL-Molekil ist die Anreicherung der atherogenen
funktionellen Bestandteile im HDL (z.B. SAA, Apo C-lll und sPLA2) unter systemischer Inflammation
und oxidativem Stress festgestellt worden®”. Im Einklang mit dem Ergebnis von Zimmermann und

seinen Mitarbeitern®’, sind die SAA-Spiegel in Serum und HDL der in der vorliegenden Arbeit
11



zusammentassung [N

untersuchten ESRD-Patienten signifikant hoher als die von gesunden Probanden. Die HDL-
Proteinunterfraktion, die den hochsten SAA-Gehalt aufweist, zeigt die starkste MCP-1
Induktionsaktivitat unter allen Proteinunterfraktionen des HDLs von Patienten.

SAA ist ein amphipathisches, a-helikales Protein und wird hauptsachlich in der Leber produziert.
Dieses besitzt Apolipoprotein-Eigenschaften und ist im Wesentlichen in Assoziation mit HDL im
Blutkreislauf zu finden*®>°. In den vier human vorkommenden SAA-Proteinsubtypen sind SAA1 und
SAA2 APR Proteine, SAA3 ist ein Pseudo-Gen* *'. Unter physiologischen Bedingungen ist SAA4 die
Hauptform des SAA im HDL". Wahrend einer akuten Inflammationsreaktion kann sich das SAA-
Niveau (SAA1 und SAA2) im Blut rapide 1000-fach erhéhen?. Bei Patienten mit Niereninsuffizienz
kann die SAA-Konzentration aufgrund der krankheitsbedingten mikro-Inflammation ebenfalls
signifikant steigen?’. Nachweise eines Zusammenhangs zwischen einem erhohten SAA-Spiegel und
dem Anstieg der kardiovaskuldren Risiken sind vorhanden® **. Weiterhin deutet das erhéhte SAA-
Niveau auf ein hoheres Mortalitatsrisiko bei Patienten mit peripheren Arterienkrankheiten hin®>. SAA
560 SAA-angereichertes HDL
verliert einen Teil seiner anti-oxidativen Kapazitit gegen LDL-Oxidation®®. SAA ist in der Lage, die

allein kann als pro-inflammatorischer atherogener Mediator wirken

MCP-1 Produktion in humanen Monozyten zu hemmen®’. Dieses fiihrt zur Migration und Gewebe-
Infiltration der Monozyten in den atherosklerotischen Plaques®. Das SAA-angereicherte HDL kann
Biglykane binden und die atheroprotektive Funktion des HDLs dadurch beeintrichtigen®. Friihere
Studien deuteten darauf hin, dass nur das lipidfreie SAA eine biologische Funktion hat und die

0. 6264 Dpie vorliegende Arbeit hat gezeigt, dass die

Verbindung mit HDL seine Aktivitdt beeinflusst
SAA-Akkumulierung im HDL unter Krankheitsbedingungen wie ESRD die schiitzende Wirkung des
HDLs gegen die MCP-1 Produktion stark beeintrachtigt. Im Vergleich zu der bis zu 1000-fach erhéhten
SAA-Konzentration in einer APR ist der SAA-Spiegel bei ESRD-Patienten relativ moderat. Dennoch
scheint SAA allein viel effektiver bei der MCP-1 Induktion zu wirken, als die gleiche Menge von SAA
im HDL. Dies spricht dafiir, dass die biologischen Aktivitdten von SAA unter dem Einfluss der Lipid-
Bindung stehen®. Die pro-inflammatorische Kapazitit von SAA wird moglicherweise durch die
Bindung mit HDL vermindert, die anti-inflammatorischen Eigenschaften des HDLs hingegen gehen
durch die SAA-Ansammlung im Partikel teilweise verloren. Es gibt Hinweise, dass SAA das Apo A-l aus
HDL-Molekil verdrangt. In einer APR weist das SAA-angereicherte HDLs-Partikel (HDLs:
Subpopulation des HDLs, Dichte zwischen 1,125 und 1,210 g/ml) auf eine Abnahme des Apo A-I
Gehalts hin®. In der vorliegenden Arbeit wurde der Apo A-I Gehalt im HDL bestimmt. Es konnte kein
signifikanter Unterschied des Apo A-l Spiegels im HDL zwischen gesunden Probanden und ESRD-
Patienten festgestellt werden. Eine mogliche Erklarung fiir diese, sich auf den ersten Blick
widersprechenden Ergebnisse, liegt darin, dass in dieser Arbeit der Apo A-I Gehalt der gesamten HDL-
Gruppe, die sowohl HDL,- (Subpopulation des HDLs, Dichte zwischen 1,063 und 1,125 g/ml) und
HDLs-Subtypen enthilt, untersucht wurde. AuRerdem kann die SAA-Konzentration in einer APR
wesentlich hoher sein als diese in ESRD-Patienten. Der Einfluss von SAA auf die RCT-Funktion des
HDLs wurde untersucht. Freies SAA kann als ein zellularer Cholesterin-Akzeptor lber ABC A1,
scavenger receptor B1 (SR-BI) und andere Wege agieren®. HDL von postoperativen Patienten behilt
zum groRten Teil seine ABCAl- und Gl-abhdngigen Cholesterin-Akzeptoraktivitdten, trotz der
Gehaltsverminderungen von HDL-C und Apo A-1¥’. Die Uberexpression von SAA in Mausen fiihrt zu
einer vermehrten Produktion von kleinen lipidarmen Apo A-l Partikeln, die im Korper beschleunigt
abgebaut werden® und SAA beeintrachtigt in vivo die RCT-Aktivitat des HDLs®. In der vorliegenden
Arbeit fiihrte die kinstliche Akkumulierung des rekombinanten SAA im HDL von gesunden
Probanden zu einem signifikanten anti-inflammatorischen Kapazitatsverlust und erhohter pro-
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inflammatorischen Kapazitat des HDLs. Samt einer positiven Korrelation zwischen dem SAA-Gehalt
im HDL und der reduzierten anti-inflammatorischen Aktivitat des HDLs, deuten diese experimentellen
Ergebnisse darauf hin, dass die Haufung von SAA im HDL flr die Dysfunktion des HDLs von Patienten
mit terminaler Niereninsuffizienz einen wichtigen Beitrag leistet.

Weiterhin koénnen die Apolipoproteine vom HDL durch systemischen oxidativen Stress und
Inflammation  unter pathologischen Bedingungen modifiziert werden. Experimentelle
Untersuchungen in vitro haben gezeigt, dass die Hydrochlorsaure-produzierende Myeloperoxidase
zur Formation von Chloro- und Nitrotyrosinen und Oxidation von Methionin in Apo A-l fihrt’®72
Durch die Apo A-l Modifikation wird die Cholesterinefflux-Funktion vom HDL minimiert, so dass es

d’®”%. Die Modifikationen von Apo A-l und weiteren

dysfunktional und pro-inflammatorisch wir
Komponenten des HDLs von ESRD-Patienten spielen bei der Dysfunktionalitat eine wichtige Rolle.
Das zunehmende Wissen Uber die Entstehung des dysfunktionalen HDLs ist hilfreich fiir die
Entwicklung der zahlreichen therapeutischen Behandlungsstrategien, die sich auf die Verbesserung
der HDL-Qualitdt beziehen. Hierzu zahlen kurze Apo A-l Peptidsequenzen, die eine ahnliche
sekundare Struktur wie Apo A-l aufweisen und den Cholesterinefflux aus Makrophagen im ApoE-
Knockout-Mausmodell erhdhen™ *,

Diese Arbeit liefert zusatzliche Hinweise darauf, dass HDL unter terminaler Niereninsuffizienz von
einem funktionalen in einen dysfunktionalen Zustand wechselt. Unter systemisch inflammatorischen
und oxidativen Bedingungen werden die atheroprotektiv wirkenden Komponenten des HDLs zum Teil
durch die aufgenommenen atherogenen Molekiile aus dem Partikel verdrdangt. Somit hat HDL
verringerte anti-atherogene Funktionen und erhdohte pro-atherogene Kapazititen. Der
Funktionsverlust des HDLs lasst sich mindestens zu einem wichtigen Teil auf die Anreicherung des
SAA im HDL zurickfiihren. Neben der Dysfunktionalitdt vom HDL kénnen weitere Fehlregulationen
von Komponenten, wie die in dieser Arbeit untersuchte vasoaktive Substanz Up,A, zu der exzessiven
kardiovaskuldaren Morbiditat und Mortalitat bei Patienten mit terminaler Niereninsuffizienz
beitragen. Weitere Untersuchungen zu strukturellen und funktionellen Veranderungen vom HDL
unter Krankheitsbedingungen sind als Folgearbeit des vorliegenden Manuskripts geplant. Eine
weitere interessante Fragestellung ist, welcher Zusammenhang zwischen strukturellen und

funktionellen Veranderungen in den HDL,- und HDLs-Subtypen besteht.
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