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Zusammenfassung/Abstract

Zusammenfassung

Etwa 11 % der Bevdélkerung leiden an chronischer Niereninsuffizienz. Im Rahmen
dieser Erkrankung ist die Eigenschaft des Plasmaproteins Albumin zum Transport
hydrophober Liganden, wie Uréamietoxinen, Medikamenten und
Stoffwechselmetaboliten  beeintrachtigt, ohne dass die zugrundeliegenden
Mechanismen bisher vollstdndig aufgeklart sind. Daher wurden in der vorliegenden
Arbeit nach Ursachen fur die verringerte Bindungskapazitat des Albumins chronisch-

niereninsuffizienter Patienten gesucht.

Im ersten Abschnitt dieser Dissertation wurde Albumin aus Plasma nierengesunder
Probanden und chronisch-niereninsuffizienter — Patienten isoliert, massen-
spektrometrisch analysiert und in Bezug auf die Bindung zweier reprasentativer
Liganden, Indoxylsulfat und Tryptophan, charakterisiert. Die Untersuchung zeigte,
dass Albumin chronisch-niereninsuffizienter Patienten guanidinyliert vorliegt und sich
diese  pathologische posttranslationale  Modifikation  negativ.  auf  die
Bindungskapazitat hydrophober Metabolite auswirkt.

Hydrophobe Uramietoxine kénnen auf Grund ihrer Albuminbindung nur schwer durch
extrakorporale Dialyseverfahren entfernt werden und haben zudem einen
entscheidenden Anteil an der vermehrten Entstehung kardiovaskularer Erkrankungen
bei chronischer Niereninsuffizienz. Daher wurde im zweiten Abschnitt der
Dissertation eine Methode entwickelt, um den freien Anteil hydrophober
Uréamietoxine im Plasma zu erhdéhen und so eine verbesserte Entfernung wahrend
der Hamodialyse zu erreichen. Sowohl eine Verdinnung des Plasmas als auch eine
Erhéhung von lonenstarke sowie der Temperatur fihrte zu einer Erhéhung des freien
Anteils an Indoxylsulfat.

Gegenstand des dritten Abschnitts der Dissertation war die Etablierung eines in-vitro-
Perfusionsmodells einer kinstlichen Arterie, um Interaktionen und metabolische
Funktionen von Mediatoren, Urdmietoxinen oder auch posttranslational modifiziertem
Albumin auf das vaskulare System untersuchen zu kénnen. Die Funktionalitdt und
Validitat eines derartigen Modells wurde mittels verschiedener Assays dargestellt.

Die vorliegende Dissertationsschrift hat damit die Basis geschaffen, guanidinyliertes
Albumin chronisch-niereninsuffizienter Patienten als potentiellen Biomarker der
chronischen Niereninsuffizienz zu verwenden. Die Methode zur Erhéhung des freien

Anteils proteingebundener Urdmietoxine kann deren Entfernung durch Hamodialyse
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verbessern und dadurch zu einer Verringerung von Morbiditdt und Mortalitat
chronisch-niereninsuffizienter Patienten beitragen. Des Weiteren stellt die kinstliche
Arterie mit den in dieser Studie verwendeten Assays und Endpunktanalysen ein
validiertes in-vitro-Modell zur Testung von Mediatoren bzw. pathophysiologischen
Metaboliten und deren Auswirkungen auf das vaskulare System dar und ist als
Ersatz flr einige Tiermodelle denkbar.

Abstract

Approximately 11 % of the population is affected by chronic kidney disease. In the
context of this disease the property of the plasma protein albumin is impaired for the
transport of hydrophobic ligands such as uremic toxins, drugs and metabolites. The
underlying mechanisms are not completely understood to date. Therefore, in the
present work we investigated the causes of the reduced binding capacity of albumin
from patients with chronic kidney disease.

In the first part of this thesis, aloumin was isolated from plasma of control subjects
and patients with chronic kidney disease, analyzed by mass-spectrometry and
characterized with respect to the binding of two ligands (indoxyl sulfate and
tryptophan). The study showed that albumin from patients with chronic kidney
disease is guanidinylated and this post-translational modification adversely affects
the binding capacity of hydrophobic metabolites.

Hydrophobic uremic toxins can be poorly removed by extracorporeal renal
replacement therapies due to their aloumin binding and they moreover have a critical
role in the development of cardiovascular disease in chronic kidney disease.
Consequently, a method was developed in order to increase the free fraction of
hydrophobic uremic toxins in the plasma and to achieve improved removal during
hemodialysis. Both, a dilution of the plasma and an increase of ionic strength as well
as increased temperature, resulted in an increase of the free fraction of indoxyl
sulfate.

Subject of the third section of the thesis was the development and establishment of
an in-vitro-artificial artery perfusion model to study interactions and metabolic

functions of mediators, vascular damaging uremic toxins, or post-translationally
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modified albumin on the vascular system. The functionality and validity of such a

model was demonstrated by various assays.

The results of this thesis have set up the basis to use guanidinylated albumin as a
potential biomarker for the chronic kidney disease. In addition, the developed
methods for increasing the free fraction of protein-bound uremic toxins may increase
their removal by hemodialysis and may thus contribute to a reduction of morbidity
and mortality of patients with chronic kidney disease. Furthermore, the artificial artery
developed in this study is now a validated in-vitro-model for testing mediators or
pathophysiological metabolites and their effects on the vascular system and is

suitable to replace animal models.



Einfihrung

1 Einfahrung und Zielsetzung der Arbeit

Weltweit leiden etwa 11 % der Bevélkerung an einer chronischen Niereninsuffizienz'.
Im Rahmen dieser Erkrankung kénnen harnpflichtige Substanzen nicht Gber die
Niere ausgeschieden werden und akkumulieren infolgedessen im Plasma der
Patienten. Tragen diese harnpflichtige Substanzen zu pathologischen Ver-
anderungen im Organismus bei, werden diese Substanzen Uramietoxine genannt.
Vor allem hydrophobe Urédmietoxine scheinen fir pathologische Effekte ursachlich zu
sein®, da sie auf Grund ihrer Eigenschaften oft proteingebunden vorliegen und in
Folge des damit verbundenen scheinbar erhéhten Molekulargewichts nicht durch
extrakorporale Dialyseverfahren entfernt werden kénnen.

Neben Hormonen, Fettsduren, Vitaminen und Medikamenten® bindet Albumin
hydrophobe Urdmietoxine wie z.B. Indoxylsulfat oder p-Cresylsulfat*. Albumin nimmt
im Rahmen der chronischen Niereninsuffizienz eine SchllUsselfunktion flir den
Krankheitsverlauf ein, da die Bindung hydrophober Liganden an Albumin chronisch-
niereninsuffizienter Patienten gestért ist>. Die zugrundeliegenden Mechanismen sind
bisher jedoch noch nicht vollstandig aufgeklart.

Als Ursache fur die verminderte Bindungskapazitat werden u.a. posttranslationale
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Modifikationen diskutier Posttranslationale Modifikationen, wie

°  Nitrosylierungen'', Carbamylierungen'® oder

Glykosylierungen”®, Oxidationen®"
Acetylierungen'™  kénnen die physiologischen und  pathophysiologischen
Eigenschaften von Proteinen im Allgemeinen verandern.

Zur Klarung der Frage, warum die Bindungskapazitat hydrophober Liganden an
Albumin bei chronisch-niereninsuffizienten Patienten verringert ist, wurde im Rahmen
der vorliegenden Arbeit Albumin chronisch-niereninsuffizienter  Patienten
massenspektrometrisch auf posttranslationale Modifikationen untersucht.
AnschlieBend wurden die physiologischen und pathophysiologischen Effekte der
posttranslationalen Modifikationen des Albumins auf die Bindung reprasentativer
hydrophober Metabolite charakterisiert. Als Liganden wurden prototypisch flr die
Uramietoxine Indoxylsulfat und als physiologisch relevante Substanz die essentielle
Aminosaure Tryptophan verwendet.

Auf Grund der Albuminbindung hydrophober Uramietoxine kann nur der freie (unge-
bundene) Anteil durch extrakorporale Therapien entfernt werden. Infolgedessen
findet im Plasma eine Akkumulation der hydrophoben Uramietoxine statt.
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Daher sind, trotz der verringerten Bindungskapazitdten des Albumins chronisch-
niereninsuffizienter Patienten, die Konzentrationen hydrophober Uramietoxine im
Plasma der Patienten im Vergleich zu nierengesunden Personen stark erhdht'?.

Hydrophobe Uramietoxine haben einen entscheidenden Anteil an der Entstehung
kardiovaskularer Erkrankungen und an der Mortalitdt chronisch-niereninsuffizienter

Patienten'"’

. Eine Schwachung der betreffenden Interaktion von Albumin und
Uramietoxinen wirde zu einer Erhéhung des freien (ungebundenen)
Uramietoxingehaltes fuhren, was infolgedessen zu einer vermehrten Abtrennung
wahrend der Dialyse beitragen kénnte.

Um eine bessere Entfernung proteingebundener  Urdmietoxine  durch
Dialyseverfahren zu erreichen, war es Ziel dieser Arbeit, Methoden zu entwickeln, die
eine Schwachung der Proteinbindung und Verringerung der Bindungskapazitat im

Plasma hervorrufen.

Da hydrophobe Uramietoxine zur Progression kardiovaskularer Erkrankungen
chronisch-niereninsuffizienter Patienten beitragen, werden in-vitro-Modelle bendtigt,
um pathophysiologische Mechanismen im Zusammenhang mit kardiovaskularer
Morbiditat durch hydrophobe Uramietoxine vereinfacht untersuchen zu kénnen. Mit
Hilfe dieser in-vitro-Modelle lieBen sich ebenfalls neue therapeutische Ansatze zur
Senkung der kardiovaskuldaren Komorbiditdt und Mortalitdt bei chronisch
niereninsuffizienten Patienten prifen.

Im Rahmen dieser Dissertation war es daher ein weiteres Ziel, ein in-vitro-
Perfusionsmodell einer Arterie zu etablieren und Uber funktionale Assays zu
validieren. Mit diesem Modell ist es auch denkbar, den Einfluss gefaBschadigender
Uramietoxine, wie z.B. Indoxylsulfat'®, oder posttranslational modifizierten Albumins

in-vitro zu untersuchen.
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2 Methodik

Im Folgenden werden die wesentlichen Methoden aus den der Dissertation
zugrundeliegenden Publikationen beschrieben. Eine detaillierte Beschreibung der
verwendeten Materialien (Hersteller, Land) sind den entsprechenden Publikationen

zu entnehmen.

2.1 Publikation 1: Guanidinylierungen von Albumin verringern die
Bindungskapazitét fiir hydrophobe Metabolite

Probenbeschreibung und -gewinnung:

Albumin  wurde aus Plasma nierengesunder Probanden und chronisch-
niereninsuffizienter Patienten (Stadium 5D) mittels lonenaustausch- und
Gelchromatographie isoliert und durch SDS-PAGE auf Homogenitat gepruft.
Kommerzielles, fettsaurefreies, > 99 % homogenes, humanes Albumin (isoliert aus
Serum) wurde auf die Abwesenheit von posttranslationalen Modifikationen mittels
Massenspektrometrie untersucht und flr die in-vitro-Modifikation verwendet. Die in-

vitro-Guanidinylierung des nativen Albumins erfolgte nach Kimmel et al."®.

Proteinanalyse mittels MALDI-Massenspektrometrie

Die isolierten Albumine wurden mit wassriger Ammoniumbicarbonat-Lésung (50 mM)
und 0,2% w/v Trypsin flir 24 Stunden bei 37 °C verdaut. Die resultierenden
tryptischen Peptide wurden mittels ZipTipcis-Pipettenspitzen (Millipore, USA) unter
Verwendung von 0,1 % wassriger Trifluoressigsaure und 80 % Acetonitril
aufkonzentriert und entsalzen. Das resultierende Eluat wurde mit a-Cyano-4-
hydroxyzimtsaure als Matrix vermischt und maschinell (Freedom-Evo, Schweiz) auf
einen metallischen MALDI-Probentrager (Bruker Daltonics, Deutschland)
aufgetragen. Die Proben wurden mit einem MALDI-TOF/TOF-Massenspektrometer
UltraFlex-Ill  (Bruker Daltonics, Deutschland) analysiert. Die Kalibrierung der
Massenspektren erfolgte unter Verwendung der Software Biotools 3.2 (Bruker,
Deutschland) in Kombination mit der MASCOT 2.2 Datenbank (Matrix Science,
England), die die experimentellen Daten mit den berechneten Daten fir jeden Eintrag
in der Sequenz-Datenbank verglich.
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Quantifizierung des proteingebundenen Anteils von Indoxylsulfat bzw.
Tryptophan an Albumin

Zur Bestimmung des freien (ungebundenen) und proteingebundenen Anteils des
Indoxylsulfats bzw. Tryptophans wurde Albumin mit dem entsprechenden Liganden
versetzt und flr 30 min bei Raumtemperatur inkubiert. Indoxylsulfat und Tryptophan
adsorbieren an Albumin unter diesen Bedingungen. Zur Bestimmung des freien
Anteils wurde die Inkubationslésung Uber einen Zentrifugationsfilter fraktioniert
(AusschlussgréBe: 30 kDa). Das an das Albumin gebundene Indoxylsulfat bzw.
Tryptophan verblieb im Retentat. Der freie Anteil im Filtrat wurde quantifiziert. In
einem parallelen Ansatz wurde die Lésung bei 95 °C fir 30 min erhitzt, anschlieBend
zentrifugiert und die Gesamtkonzentration (frei und gebunden) an Indoxylsulfat bzw.
Tryptophan quantifiziert.

Die Menge des proteingebundenen Anteils Cgepunden VON Indoxylsulfat bzw.
Tryptophan wurde aus der Gesamtmenge und der freien Menge anhand von

folgender Beziehung berechnet:

C — Crrei
gesamt frei
Cgebunden = C— 100
gesamt

mlt Cgebunden |n [%], Cgesam[ Und Cfreiin Jewe"S [“M]

Bestimmung der Dissoziationskonstante Kp und der maximalen Anzahl der
Bindungsstellen Bnax fiir Indoxylsulfat

Albumin (37,5 uM), isoliert aus Plasma nierengesunder Probanden und chronisch-
niereninsuffizienter Patienten, wurde mit unterschiedlichen Konzentrationen von
Indoxylsulfat  inkubiert und der gebundene Anteil quantifiziert. Die
Dissoziationskonstante Kp als ein MafB3 fir die Affinitat eines Liganden und Bnax als
ein MaB flr die die maximale Anzahl der Bindungsstellen wurden durch lineare
Regression bestimmt und entsprechende Bindungskurven erstellt.

In-vitro-Dialyse von Albumin chronisch-niereninsuffizienter Patienten und
nierengesunder Probanden

Albumin (75,0 uM), isoliert aus Plasma nierengesunder Probanden und chronisch-
niereninsuffizienter Patienten, wurde in Dialysekassetten (AusschlussgréBe 3,5 kDa)
gegen 1 M NaCl-Lésung fir 24, 48 und 96 Stunden dialysiert. AnschlieBend wurden
die Proben durch Dialyse gegen PBS entsalzen und der Anteil des

proteingebundenen Indoxylsulfats quantifiziert.
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2.2 Publikation 2: Bindungsaffinitit und -kapazitit des Urdmietoxins
Indoxylsulfat in Plasma
Die Bestimmung der Bindungskapazitat und —affinitdt von Indoxylsulfat erfolgte mit

Plasma nierengesunder Probanden und chronisch-niereninsuffizienter Patienten.

Bindungskapazitat von Plasma nierengesunder Probanden und chronisch-
niereninsuffizienter Patienten flir Indoxylsulfat in Abhéangigkeit von der
lonenstarke

Fiar die Bindungsstudien wurde 0,5 ml Plasma nierengesunder Probanden und
chronisch-niereninsuffizienter Patienten mit unterschiedlichen NaCl-Konzentrationen
(0,i5M, 0,30M, 0,50M und 0,75M NaCl) versetzt und fir 30 min bei
Raumtemperatur inkubiert. Das Plasma der nierengesunden Probanden wurde
zusatzlich mit Indoxylsulfat (8-150 uM Endkonzentration) versetzt. Nach Zugabe der
NaCl- und Indoxylsulfatiésung wurde das Probenvolumen mit PBS angepasst, so
dass fur alle Proben eine 1:2-Verdinnung des Plasmas erzielt wurde. Zur
Vermeidung unspezifischer Bindungen wurde ein Toxin/Albumin-Verhaltnis von < 1,0
eingestellt.  Fir die  Charakterisierung  der  Bindungen wurde die
Dissoziationskonstante Kp und der proteingebundene Anteil des Indoxylsulfats

bestimmt.

Bindungskapazitat von Plasma nierengesunder Probanden und chronisch-
niereninsuffizienter Patienten flir Indoxylsulfat in Abhangigkeit von Temperatur
und Verdinnung

Zur Untersuchung, ob die Temperatur einen Einfluss auf die Bindungskapazitat hat,
wurde Plasma nierengesunder Probanden sowohl bei 25 °C als auch bei 37 °C in
Anwesenheit unterschiedlicher NaCl-Konzentrationen (0,15 M bzw. 0,61 M) mit
Indoxylsulfat versetzt und das gebundene Indoxylsulfat quantifiziert. Flr den Einfluss
der Plasmaverdinnung wurde Plasma mit PBS, NaCl-Lésung und Indoxylsulfat
versetzt, so dass eine finale NaCl-Konzentration von 0,15 M bzw. 0,50 M und eine
1:2- bzw. 1:10-Verdiinnung des Plasmas resultierte. Fir die Charakterisierung der
Bindungen wurde die Dissoziationskonstante Kp und die maximale Anzahl der
Bindungsstellen Bmax bestimmt.
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2.3 Publikation 3: Entwicklung einer kiinstlichen Arterie als in-vitro-
Perfusionsmodell zur Detektion des Einflusses gefdBschédigender
Faktoren

Zur Etablierung eines in-vitro-Modells einer kianstlichen Arterie erfolgte die

Besiedlung von Hohlfasermembranen in einem Bioreaktor mit humanen, priméaren

Endothelzellen auf der Innenseite und mit humanen, primaren glatten Muskelzellen

auf der AuBenseite. Es wurde ein Zellkulturmedium verwendet, das die optimale

Proliferation beider Zelltypen erméglichte. Die Inkubationsschritte wurden bei 37 °C

und 5 % CO,-Gehalt in einem Brutschrank durchgefthrt.

Kokultur von Endothel- und Muskelzellen zur Etablierung einer kiinstlichen
Arterie

Zunachst wurden die in einem Polycarbonatgehduse parallel angeordneten
Hohlfasermembranen aus Polypropylen mit 70 % Ethanol hydrophilisiert, mit
bidestiliertem Wasser gewaschen und anschlieBend fir 48 Stunden mit PBS unter
laminarem Fluss gespult (0,1 N/m?3). In einem zweiten Schritt erfolgte am Tag der
Besiedlung eine Fibronektinbeschichtung (10 ug/ml) auf der Innen- und AuBenseite
der Membranen fir 1,5 Stunden unter statischen Bedingungen. Nach einem
einstiindigen Aquilibirierungsschritt mit Zellkulturmedium wurden die Endothelzellen
mit einer Konzentration von 2x10° Zellen/cm? Membranflache in den Innenraum
eingebracht und fir 1 Stunde unter statischen, anschlieBend fir 2,5 Stunden unter
dynamischen Bedingungen bei abluminalem Fluss inkubiert. Die Besiedlung des
AuBenraums erfolgte mit glatten Muskelzellen mit einer Konzentration von 2x10°
Zellen/cm? Membranflache. Nach einer Adhasionszeit von 1,5 Stunden wurde Uber
die Flussgeschwindigkeit auf die Endothelzellen ein Scherstress von 0,1 N/m?
(Kontrolle) bzw. 3 N/m? angelegt, der den maximal vorkommenden Fluss in Arterien

in-vivo simulierte®.

Quantifizierung der Besiedlung durch Zellkernfarbung
Zur Fixierung und Farbung der Zellkerne wurden die Hohlfasermembranen mit PBS
gespult, 3 min mit 2,5 % Glutardialdehydlésung fixiert und mit 10 ug/ml Fluoreszenz-
Farbstoff Hochst 33342 flr 5 min bei Raumtemperatur inkubiert. AnschlieBend wurde
der Bioreaktor gedffnet und far die Auswertung am Mikroskop aus den
Hohlfasermembranen Langs- und Querschnitte angefertigt.



Methodik

Detaillierte = Beschreibungen  sowohl des  Bioreaktors, der  Standard-
Kultivierungsbedingungen der Priméarzellen als auch der Read-Out Methoden (RNA
Isolation und Quantifizierung, Semiquantitative Reverse-Transkriptase-Polymerase-
kettenreaktion, Matrix-unterstiitzte Laser-Desorption/lonisation Massenspektrometrie,
Isolierung von Dinukleosid-Polyphosphaten, Rasterelektronenmikroskopie) sind in

der Publikation Janke et al.?" gegeben.

Statistische Methoden

Flr die statistische Auswertung der experimentellen Daten wurde, entsprechend der
Anwendbarkeit, der ungepaarte bzw. gepaarte t-Test, der Wilcoxon-Mann-Whitney-
Test oder eine Ein-Weg-ANOVA eingesetzt (GraphPad Prism Software, V5.0, USA
bzw. SPSS Software fir Windows, V12.0m, USA). Falls nicht anders beschrieben,
sind die Daten als Mittelwert £ Standardabweichung angegeben. Bei einem P-Wert <

0,05 wurde das Ergebnis als signifikant erachtet.
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3 Ergebnisse

3.1. Publikation 1: Guanidinylierungen von Albumin verringern die
Bindungskapazitét fiir hydrophobe Metabolite

Die  Bindungskapazitdat hydrophober Liganden an  Albumin chronisch-

niereninsuffizienter Patienten ist im Rahmen der chronischen Niereninsuffizienz

gestort?+28

. Die zugrundeliegenden Mechanismen sind bis zum heutigen Tage
jedoch nur unvollstandig aufgeklart worden. Vor diesem Hintergrund wurden in der
vorliegenden Arbeit bei Albumin chronisch-niereninsuffizienter Patienten massen-
spektrometrisch posttranslationale Modifikationen identifiziert und quantifiziert. In
einem zweiten Schritt wurden die physiologischen und pathophysiologischen Effekte
der identifizierten posttranslationalen Modifikationen des Albumins auf die Bindung
reprasentativer  hydrophober Metabolite  (Indoxylsulfat bzw.  Tryptophan)
charakterisiert.

Albumin, isoliert aus dem Plasma chronisch-niereninsuffizienter Patienten, war im
Gegensatz zu Albumin nierengesunder Probanden spezifisch am Lysin an den
Positionen 249, 468, 548, 565 und 588 posttranslational modifiziert. Im Vergleich zu
Albumin, isoliert aus Plasma nierengesunder Probanden, konnte ein signifikanter
Anstieg der entsprechenden  Massensignale im  Albumin  chronisch-

niereninsuffizienter Patienten aufgezeigt werden (Abbildung 1).
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Abbildung 1: Charakteristischer "Peptidmassenfingerprint" von Albumin nierengesunder Probanden (a) und

chronisch-niereninsuffizienter Patienten (b). Pfeile zeigen signifikante Unterschiede zu den
Massensignalen in a)

Mittels Masssenspekirometrie konnten die betreffenden posttranslationalen
Modifikationen als Guanidinylierungen identifiziert werden. Eine Quantifizierung der
betreffenden Massensignale ergab, dass bis zu 98 % der oben genannten Lysine im

Albumin chronisch-niereninsuffizienter Patienten guanidinyliert waren.
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Im Vergleich zu Albumin, isoliert aus dem Plasma nierengesunder Probanden, wies
modifiziertes Albumin chronisch-niereninsuffizienter Patienten eine um 14 %
signifikant verringerte Bindungskapazitat fur Indoxylsulfat auf (Abbildung 2a). Eine
verminderte Bindungskapazitat kbnnte durch endogene Liganden verursacht werden,
die bereits die Bindungsstelle des Albumins besetzen. Zur Entfernung potentiell
gebundener Liganden erfolgte eine 96-stiindige Dialyse des Albumins gegen 1 M
NaCl-Lésung. Nach 48-stiindiger Dialyse erhéhte sich der Anteil des
albumingebundenen Indoxylsulfats sowohl bei nierengesunden Probanden als auch
bei chronisch-niereninsuffizienten Patienten. Nach einer Dialysezeit von 96 Stunden
war kein weiterer Anstieg des proteingebundenen Anteils von Indoxylsulfat an
Albumin chronisch-niereninsuffizienter Patienten zu bestimmen. Der Unterschied der
Bindungskapazitaten zwischen den Gruppen blieb somit bestehen (Abbildung 2b).

a) b)
100, * 100, ——=——
g 90{ —— g 90| T
52 70 52 70
'q—,<( '§<(
DE_) - DE_) - ﬁ
30 30
0 0

Oh 48h 96h Oh  48h 96h
KTRL CKD KTRL CKD

Abbildung 2:  a) Bindungskapazitat von Albumin, isoliert aus Plasma von nierengesunden Probanden (KTRL)
und chronisch-niereninsuffizienten Patienten (CKD) flir den Liganden Indoxylsulfat; *P < 0,05.
b) Effekt einer 48- bzw. 96-stindigen Dialyse gegen 1M NaCl-Lésung auf die
Bindungskapazitdt von Albumin nierengesunder Probanden (KTRL) und chronisch-
niereninsuffizienter Patienten (CKD) fiir den Liganden Indoxylsulfat; *P < 0,05.

Zur Verifizierung der Hypothese, dass Guanidinylierungen ursachlich fir die

verminderte Bindungsfahigkeit des Albumins chronisch-niereninsuffizienter Patienten
sind, wurde unmodifiziertes Albumin in-vitro-guanidinyliert, anschlieBend massen-
spektrometrisch analysiert und die Bindungskapazitaten fir Indoxylsulfat ermittelt.
Durch die in-vitro-Modifikation der Lysine wurde ein Guanidinylierungsmuster in der
Aminosduresequenz erzeugt, das Ahnlichkeiten mit dem des Albumins chronisch-
niereninsuffizienter Patienten aufwies.

In Abhangigkeit von der Dauer der in-vitro-Modifizierungssreaktion wurde eine
Abnahme der Bindung von Indoxylsulfat an Albumin detektiert (Abbildung 3a), die
auch auf die Bindung weiterer physiologisch relevanter Substanzen Gbertragbar war.
Die Bindungskapazitdt der unter gleichen Bedingungen getesteten essentiellen

Aminosaure Tryptophan verringerte sich von 20 auf 4 %.
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Abbildung 3:  a) Abnahme der Bindungskapazitat von Albumin flr Indoxylsulfat in Abh&ngigkeit von der Dauer
der in-vitro-Modifikation; * P < 0,01; ** P < 0,005 versus 0 h.
b) Dissoziationskonstante Kp und maximale Anzahl der Bindungsstellen Bmax von Albumin,
isoliert aus Plasma nierengesunder Probanden (KTRL) und chronisch-niereninsuffizienter
Patienten (CKD) flr Indoxylsulfat; * P < 0,05.

Zur quantitativen Beschreibung der Bindungseigenschaften von Albumin flr
Indoxylsulfat wurden Bindungskurven ermittelt, die den proteingebundenen Anteil
von Indoxylsulfat in Abhangigkeit vom freien Anteil konzentrationsabhangig
darstellten. Der Kurvenverlauf der gesamten Bindung des Albumins nierengesunder
Probanden zeigte spezifische Bindung im niedrigen Konzentrationsbereich des
Liganden Indoxylsulfat mit langsamen Ubergang zu unspezifischer Bindung bei
Indoxylsulfatkonzentrationen > ~20 uM. Im Vergleich dazu war die gesamte Bindung
von Indoxylsulfat an Albumin chronisch-niereninsuffizienter Patienten und an in-vitro-
guanidinyliertem Albumin stark verringert und es wurde nur geringe spezifische
Bindung und hauptsachlich unspezifische Bindung beobachtet (Abbildung 4). Dies
zeigte sich ebenfalls in der maximalen Anzahl der Bindungsstellen Bnax, die nach in-
vitro-Guanidinylierung des Albumins abnahm (17,52 £ 0,75 pM vs. 6,28 + 1,42 uM).
Bmax des Albumins, isoliert aus Plasma nierengesunder Probanden, wies einen
héheren Wert als das Albumin chronisch-niereninsuffizienter Patienten auf
(27,45 £ 3,97 uM vs. 8,58 £ 3,18 uM, Abbildung 3b).

a) b)
80 60
£5 40 £5 40
£ 20 £< 20
o S — ‘ ‘ ‘ ‘ 0% el
0 20 40 60 80 100 120 0 20 40 60 80 100120
Freier Anteil (uM) Freier Anteil (uM)

Abbildung 4: Gesamte (M), spezifische (V) und unspezifische (9) Bindung von Indoxylsulfat an Albumin
nierengesunder Probanden (a) und chronisch-niereninsuffizienter Patienten (b)
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3.2. Publikation 2: Bindungsaffinitit und -kapazitit des Urdmietoxins
Indoxylsulfat in Plasma

Um eine bessere Entfernung albumingebundener und daher nicht
dialysemembrangangiger Uramietoxine durch modifizierte Dialyse-Techniken zu
erreichen, wurden im Rahmen dieser Arbeit Methoden entwickelt, die auf eine
Schwachung der Proteinbindung und Verringerung der Bindungskapazitat im Plasma
abzielten.

In in-vitro-Ansatzen wurde sowohl der Einfluss einer erhdhten lonenstarke (durch
eine gesteigerte NaCl-Konzentration) und einer erhéhten Temperatur, als auch der
Effekt einer Plasmaverdinnung mittels PBS auf die Proteinbindung von Indoxylsulfat
im Plasma nierengesunder Probanden und chronisch niereninsuffizienter Patienten
verglichen.

Durch eine Erhéhung der lonenstarke durch Steigerung der NaCl-Konzentration
verringerte sich die Bindungsaffinitat von Albumin zu Indoxylsulfat. Die
Dissoziationskonstante Kp stieg linear in Abhangigkeit von der NaCl-Konzentration
im Plasma nierengesunder Probanden an (Abbildung 5), das mit einer geringeren
Proteinbindung assoziiert werden konnte (Abbildung 6a).

80

60
5 l
< 40
X

20

0
0,10 0,30 0,50 0,70

NaCl-Konzentration (M)

Abbildung 5: Effekt einer ansteigenden lonenstédrke auf die Dissoziationskonstante Kp von Indoxylsulfat im
Plasma nierengesunder Probanden; * P < 0,05 vs. 0,15 M NaCl.

Bei Verwendung von Plasma chronisch-niereninsuffizienter Patienten konnte dieser
Effekt ebenfalls nachgehalten werden. Die Bindungskapazitat fir Indoxylsulfat im
Plasma chronisch-niereninsuffizienter Patienten sank von 89 + 3 % auf 81 £ 3 % bei
Anhebung der NaCl-Konzentration von 0,15 auf 0,75 M (Abbildung 6b). Im Vergleich
zum Plasma chronisch-niereninsuffizienter Patienten lag bei einer NaCl-
Konzentration von 0,15 M und 0,30 M der proteingebundene Anteil von Indoxylsulfat

im Plasma nierengesunder Probanden 4 % hdher.
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Abbildung 6: Effekt einer erhdhten NaCl-Konzentration auf die Bindung von Indoxylsulfat im Plasma
nierengesunder Probanden (n=18) (a) und chronisch-niereninsuffizienter Patienten (n=15) (b);
* P < 0,05. Box-Plot-Darstellung des Medians, minimalen und maximalen Wertes des

proteingebundenen Anteils.

Eine Temperaturerhéhung von 25 °C auf 37 °C verringerte den proteingebundenen
Anteil von Indoxylsulfat im Plasma (bei NaCl 0,15 M: 90 £2 % vs. 86 1 %, P <
0,05; bei NaCl 0,61 M: 83 £2 % vs. 77 £ 2 %, P < 0,01).

Tabelle 1 zeigt die Dissoziationskonstante Kp und den proteingebundenen Anteil an
Indoxylsulfat in Abhangigkeit der Plasmaverdinnung und lonenstéarke. Wahrend eine
Verdinnung des Plasmas Kp nicht verdnderte, wurde der proteingebundene Anteil
an Indoxylsulfat jedoch verringert (Tabelle 1). Dieser Effekt war in Kombination mit

einer erhdhten lonenstarke additiv.

Tabelle 1: Dissoziationskonstante Kp und proteingebundener Anteil von Indoxylsulfat in 1:2 und 1:10
verdiinntem Plasma.® P < 0,05 vs. 1:2 Verdiinnung; ® p 0,05 vs. 0,15 M NaCl

Proteingebundener

NaCl [M] Verdiinnung Kp [pM] Anteil [%]
0,15 1:2 13,4 +3,6 95+ 2
0,50 1:2 40,1 + 18,4 88+4®
0,15 1:10 8,9+27 86+3@
0,50 1:10 447 +18,3 73+6 @P
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3.3. Publikation 3: Entwicklung einer kiinstlichen Arterie als in-vitro-
Perfusionsmodell zur Detektion des Einflusses gefidBschédigender
Faktoren

Um physiologische und pathophysiologische Fragestellungen im Bereich der

GefaBphysiologie bearbeiten zu kdnnen, wurde in der vorliegenden Arbeit das in-

vitro-Modell einer klnstlichen Arterie entwickelt. Das resultierende Modell ist in

Abbildung 7 dargestellt.
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Abbildung 7:  a) Schema des in-vitro-Modells der kiinstlichen Arterie, bestehend aus einem Reservoir mit
Kokulturmedium, einer Peristaltikpumpe und des Bioreaktors
b) Fotographie des Modells und des Bioreaktors, bestehend aus einem Polycarbonat-Gehause
mit 14 parallel angeordneten Hohlfasermembranen aus Polypropylen

Es wurden Parameter zur Besiedlung (Zellzahl,  Coatingstrategie,
Besiedlungsstrategie, Adhasionszeit, Flussgeschwindigkeit) und zum Nachweis der
Zellen auf der Hohlfaser (Fixierung, Zellkernfarbung, Préaparation der Hohlfasern)
optimiert. AnschlieBend konnte eine Kokultivierung in Konfluenz (Abb. 8a-f) mit
primaren Endothelzellen auf der Innenseite und primaren glatten Muskelzellen auf
der AuBenseite der Hohlfasern im Bioreaktor sowohl bei geringem (0,1 N/m?) als
auch bei hohem (3 N/m2) Scherstress Uber einen Zeitraum von bis zu fiinf Tagen
etabliert werden.

Bei hohem Scherstress (3 N/m?) richteten sich die Endothelzellen entsprechend der
Flussrichtung aus (Abbildung 8f).
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300 pm

300 pm

b) d) f)

Abbildung 8: a) Zellkernfarbung von Endothelzellen nach Kultivierung (0,1 N/m2, 24 Stunden) in der
Hohlfaser (VergréBerung 1:100)
b+c) Querschnitt einer Hohlfaser der Kokultur (0,1 N/m2, 5 Tage) von Endothel- und
Muskelzellen nach Zellkernfarbung mit Fokus auf Endothelzellen (b) bzw. Muskelzellen (c)
(VergrdBerung 1:100)
d) Konfokalmikroskopische Immunlokalisation von a-Smooth-muscle-actin in Muskelzellen in
Kokultur (3 N/m2, 5 Tage, VergréBerung 1:400)
e+f) Konfokalmikroskopische Immunlokalisation von Cadherin-5 in Endothelzellen in Kokultur
unter geringem (0,1 N/m2, Abb. e) und hohem (3 N/m2, Abb. f) Scherstress Uber 5 Tage
(VergréBerung 1:400)
g+h) Rasterelektronenmikroskopische Aufnahme von Endothelzellen mit typischem
morphologischem Erscheinungsbild (Kopfsteinpflaster-Muster, VergréBerung 1:500) auf der
Hohlfaserinnenseite (g) und glatten Muskelzellen mit typisch spindelférmiger Struktur auf der
AuBenseite einer Hohlfaser (h) (VergréBerung 1:400)

Durch Quantifizierung der Expression zelltypischer Proteine und durch den Nachweis
eines endothelzellspezifisch sezernierten Mediators wurde das Modell validiert.

Die RNA wurde aus den Endothel- und Muskelzellen isoliert und Genexpressions-
analysen mittels semiquantitativer Reverse-Transkriptase-Polymerasekettenreaktion
durchgefiihrt. Zur Charakterisierung der Endothelzellfunktion wurde die basale
Expression des von-Willebrand-Faktors bestimmt. Der von-Willebrand-Faktor ist
Tragerprotein des Gerinnungsfaktors VIII und verhindert dessen proteolytischen
Abbau. Zuséatzlich bewirkt er die Adhésion aktivierter Thrombozyten an das
Endothel®®. Im Modell der kiinstlichen Arterie konnte eine Expression des von-
Willebrand-Faktors sowohl bei niedrigen als auch bei hohen
Scherstressbedingungen nachgewiesen werden (Abbildung 9a).

Endothelzellen reagieren auf Scherstress mit vermehrter bzw. verminderter
Expression von Genen wie z.B. des Krippel-like-Faktors 2 oder Endothelin-1. Der
Krippel-like-Faktor 2 ist ein Transkriptionsfaktor, der endotheliale Entziindungs-
prozesse steuert. Endothelin-1 fungiert als hochpotenter Vasokonstriktor. Im
Gegensatz zu geringen Scherstressbedingungen (0,1 N/m2) konnte bei hohen
Scherstressbedingungen (3 N/m2) (ber einen Zeitraum von finf Tagen eine
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vermehrte Expression des Krlppel-like-Faktors 2 und eine verminderte Expression
von Endothelin-1 nachgewiesen werden (Abbildung 9a).

Zusétzlich wurden Medienuberstdande aus Mono- und Kokulturen mittels MALDI-
Massenspektirometrie auf die Freisetzung von Uridin-Adenosin-Tetraphosphat
untersucht. Uridin-Adenosin-Tetraphosphat ist ein Dinukleosidpolyphosphat, das
nach mechanischer Stimulation von Endothelzellen freigesetzt wird und
vasokonstriktiv wirkt?®>. Bei hohem Scherstress (3,0 N/m2) konnte im Vergleich zu
geringem Scherstress (0,1 N/m?) die Sezernierung von Uridin-Adenosin-
Tetraphosphat nachgewiesen werden (Abbildung 9b).

a) b)
. i
210 .
5 5 | P
77 .
2 4 £ I J 2
w i = 3,0 N/m
—_ () i ’
m S
11 x 0,1 N/m?
0,1 3,0 0,1 3,0 0,1 3,0 800 830
N/m? Molekulargewicht (m z'")
VWF KLF2 EDN1

Abbildung 9: a) Expression des von-Willebrand-Faktors (VWF), des Kriippel-like-Faktors 2 (KLF2) und
Endothelin-1 (EDN1) in Endothelzellen in Kokultur unter geringem (0,1 N/m2) und hohem
(3 N/m?) Scherstress Uber 5 Tage
b) Sezernierung von Uridin-Adenosin-Tetraphosphat (UpsA) aus Endothelzellen in Monokultur
nach Stimulation durch hohen (3 N/m?2) Scherstress
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4 Diskussion

Im ersten Teil der Dissertation wurde Albumin chronisch-niereninsuffizienter
Patienten und nierengesunder Probanden massenspektrometrisch beziglich
posttranslationaler Modifikationen analysiert. Im Gegensatz zu Nierengesunden war
Albumin chronisch-niereninsuffizienter Patienten an mehreren Positionen in der
Polypeptidkette guanidinyliert. Daher wurde der Einfluss der Guanidinylierungen des
Albumins auf die Bindung reprasentativer hydrophober Metabolite untersucht. Diese
Experimente dienten zur Klarung der offenen Frage, warum die Bindungskapazitat
von hydrophober Liganden an Aloumin bei chronisch-niereninsuffizienten Patienten
verringert ist**?8. Hierzu werden in der Literatur verschiedene Hypothesen postuliert:

1. Unterschiede in den Albumin- und Ligandenkonzentrationen bei in-vitro-
Ansatzen oder im Plasma chronisch-niereninsuffizienter Patienten und
nierengesunder Probanden resultieren in unterschiedlichen Bindungs-
kapazitaten und damit in einer unzureichenden Vergleichbarkeit der Daten
zwischen den Vergleichsgruppen®2°*.

2. Die Akkumulation endogener, um die Bindungsstelle konkurrierender Liganden
im Plasma chronisch-niereninsuffizienter Patienten flUhrt zur Séttigung der
Bindungsstelle und reduziert die Bindungskapazitat®'-2.

3. Durch  strukturelle  Veranderungen in  der Bindungsstelle  oder
Konformationsénderungen des Albumins durch auBerhalb der Bindungsstelle
lokalisierte Modifikationen®® kann der Ligand nicht mehr spezifisch binden.
Konformationsanderungen kénnen z.B. durch posttranslationale Modifikationen

wie Oxidation, Glykosylierung und Carbamylierung entstehen®®.

Indem Albumin aus dem Plasma nierengesunder Probanden und chronisch-
niereninsuffizienter Patienten isoliert wurde, konnte das Albumin in den vorliegenden
Bindungsstudien in gleichen Konzentrationen eingesetzt und mit jeweils identischen
Indoxylsulfatkonzentrationen inkubiert werden. Somit konnten Unterschiede bzgl. der
Albumin-und Ligandenkonzentrationen zwischen den Vergleichsgruppen vermieden
und damit als eine potentielle Ursache fir die verringerte Bindungskapazitat bei
chronisch-niereninsuffizienten Patienten ausgeschlossen werden (Hypothese 1).

Durch Erhéhung der lonenstarke wahrend einer 48-stiindigen Dialyse gegen 1 M
NaCl-Lésung wurden Liganden aus der Bindungsstelle des Albumins chronisch-
niereninsuffizienter Patienten und nierengesunder Probanden vollstdndig entfernt.
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Die Bindungskapazitat des Albumins chronisch-niereninsuffizienter Patienten blieb
auch nach vollstandiger Entleerung der Bindungsstellen fir Indoxylsulfat verringert.
Damit konnte eine kompetitive Bindung mehrerer Liganden um die Bindungsstelle als
Ursache der verringerten Kapazitat ausgeschlossen werden (Hypothese 2).

Die endogene, posttranslationale Guanidinylierung des Albumins chronisch-
niereninsuffizienter Patienten wurde durch eine in-vitro-Guanidinylierung von
unmodifiziertem Albumin, isoliert aus dem Serum nierengesunder Probanden,
simuliert. Das derart in-vitro-modifizierte Albumin flhrte zu vergleichbaren
Anderungen in den Intensitaten des Massenspektrums wie beim Albumin chronisch-
niereninsuffizienter Patienten. Das in-vitro-modifizierte Aloumin zeigte ebenfalls eine
verringerte Bindungskapazitat fur Indoxylsulfat in Abhangigkeit von der Dauer der in-
vitro-Modifikation. Weiterhin war die Bindungskurve des in-vitro-modifizierten
Albumins mit der Bindungskurve des Albumins chronisch-niereninsuffizienter
Patienten vergleichbar.

Lysin-Aminosauren des Albumins chronisch-niereninsuffizienter Patienten und des
in-vitro-modifizierten Albumins waren in den Positionen 249, 468, 548, 565 und 588
der Polypeptidkette guanidinyliert. Demnach tragt mindestens eine dieser
Modifikationen zur Verringerung der Bindungskapazitat von Indoxylsulfat an Albumin
bei. Die dreidimensionale Struktur von Albumin ist fir die Bindung von Liganden
essentiell®®. Jedoch ist keines der modifizierten Lysine Teil der Sudlow-
Bindungsstelle 11**, an der Indoxylsulfat bindet*. Daher fiihrt die Guanidinylierung an
einer oder mehreren der genannten Positionen zur Konformationsanderung des
Albumins und beeinflusst dadurch indirekt die Bindungsstelle (Allosterie).
Infolgedessen kann Indoxylsufat nicht mehr spezifisch an die Sudlow-Bindungsstelle
Il binden. Eine &hnliche Hypothese wurde in der Vergangenheit bereits flr oxidiertes
Albumin postuliert®,

Somit konnte diese Studie zeigen, dass Guanidinylierungen des Albumins chronisch-
niereninsuffizienter Patienten eine direkte Wirkung auf die Bindungskapazitat von
hydrophoben Metaboliten wie Indoxylsulfat und Tryptophan haben. Da nur das
Albumin chronisch-niereninsuffizienter Patienten, aber nicht das Albumin
nierengesunder Probanden modifiziert war, kdnnte auBerdem guanidinyliertes

Albumin als Biomarker der chronischen-Niereninsuffizienz dienen.
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Indoxylsulfat liegt im Plasma hauptsachlich (~90 %,®) proteingebunden vor. Indem
bei chronisch niereninsuffizienten Patienten (Stadium 5) nur der freie Anteil durch
Hamodialyse entfernt werden kann, findet eine Akkumulation im Plasma statt'. Da
hydrophobe Uramietoxine, wie z.B. Indoxylsulfat, mit erhéhter Morbiditat und
Mortalitdt chronisch-niereninsuffizienter Patienten assoziiert sind'™ '’ wird eine
gesteigerte Entfernung dieser Molekile aus dem Plasma angestrebt. Im zweiten
Abschnitt der vorliegenden Arbeit wurde daher eine Methode entwickelt, die den
freien Anteil hydrophober Urdmietoxine im Plasma erhdht, um ihn einer verbesserten
Entfernung wahrend der Dialyse zuganglich zu machen. In in-vitro-Experimenten
wurde der Einfluss einer erhdhten lonenstarke durch Anhebung der NaCl-
Konzentration im Plasma, einer Plasmaverdinnung sowie der Effekt einer
Temperaturerhbhung auf die Proteinbindung von Indoxylsulfat im Plasma
nierengesunder Probanden und chronisch niereninsuffizienter Patienten untersucht.
Eine Erhéhung der lonenstarke im Plasma resultierte in einem linearen Anstieg der
Dissoziationskonstante Kp fir Indoxylsulfat. Parallel sank der proteingebundene
Anteil von Indoxylsulfat. Dieses Ergebnis stimmte mit friiheren Studien Gberein®-’,
Diese zeigten ebenfalls, dass durch eine Erhéhung der lonenstéarke mit 0,30 M NaCl-
Lésung die Bindungsaffinitdt von Liganden wie p-Cresol, p-Cresylsulfat und
Naproxen an Albumin erniedrigt wird. Es wird vermutet, dass es durch die erhéhte
lonenstarke zu Anderungen elektrostatischer Wechselwirkungen innerhalb der
Bindungsstelle des Albumins oder an kritischen Bereichen auBerhalb der
Bindungsstelle kommt und daher Liganden nicht mehr so effektiv gebunden werden
kénnen.

Bei einer NaCl-Konzentration von 0,15 M und 0,30 M war im Plasma der chronisch-
niereninsuffizienten Patienten 4 % weniger Indoxylsulfat gebunden als im Plasma der
nierengesunden  Probanden. Dies kann z.B. auf oben beschriebene
Guanidinylierungen am Albumin mit der damit assoziierten verringerten spezifischen
Bindung von Indoxylsulfat an Albumin® zuriickgefiihrt werden.

Verdinnung des Plasmas flhrte ebenfalls zur Verringerung des proteingebundenen
Anteils von Indoxylsulfat im Plasma. Dieser Effekt war additiv zur Erhéhung der
lonenstarke und kann durch die Abnahme der Anzahl der Bindungsstellen Bpax im
Plasma durch die Verdinnung erklart werden. Klinische und experimentelle Studien
stiitzen diese Beobachtung®®®. Dieser Effekt unterstreicht die Notwendigkeit, bei

einem Vergleich der Bindungskapazitditen von Plasmen aus verschiedenen
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Experimenten oder auch klinischen Studien die vorliegenden Proteinkonzentrationen
und Plasmaverdiinnungen zu berlcksichtigen.

Eine Erhéhung der Temperatur von 25 °C auf 37 °C flhrte zu einer Verringerung des
proteingebundenen Anteils von Indoxylsulfat im Plasma. Diese Beobachtung
bestétigt Untersuchungen von Viaene et al.** und Bergé-Lefranc et al.*'. Sie hatten
berichtet, dass eine héhere Temperatur die Affinitdt von humanem Albumin fir p-
Cresol und p-Cresylsulfat verringert, ohne dass sich die Proteinstruktur andert. Auf
Grund der Durchfihrung unserer Studie bei Raumtemperatur kann geschlussfolgert
werden, dass die Bindungskapazitat und -affinitat von Indoxylsulfat im Plasma in den
vorliegenden Versuchsreihen geringfligig Uberbewertet wurde. Damit wéare der
Einfluss einer erhéhten lonenstarke und die damit verbundenen Freisetzung
hydrophober Uramietoxine wahrend der klinischen Dialyse (37 °C) gréBer als in den
entsprechenden Versuchsreihen beobachtet.

Zusammengefasst fohrt sowohl eine Verdinnung des Plasmas als auch eine
Erhéhung von lonenstarke und Temperatur zu einer Erhéhung des freien Anteils
hydrophober Uramietoxine im Plasma und sollte damit zu einer verbesserten
Entfernung der Substanzen wahrend der Dialyse beitragen. Eine derart verstarkte
Entfernung von proteingebundenen Toxinen im Rahmen der Klinischen
Dialysesituation ware moglicherweise mit einer geringeren Morbiditadt und Mortalitat

chronisch-dialysepflichtiger Patienten verbunden.

Um Interaktionen und metabolische Funktionen von Mediatoren, gefaBschadigenden
Uramietoxinen, wie Indoxylsulfat'®, oder auch posttranslational modifiziertem Albumin
auf das kardiovaskulare System aufklaren zu kénnen, konnte im dritten Abschnitt der
Dissertation ein in-vitro-Perfusionsmodell einer kinstlichen Arterie etabliert und die
Funktionalitédt des Modells der kiinstlichen Arterie mittels Assays validiert werden.
Der Bioreaktor der kinstlichen Arterie erlaubt sowohl unter geringen (0,1 N/m?) als
auch hohen Scherstressbedingungen (3 N/m?2) eine Kokultivierung von Endothel-
zellen und vaskularen glatten Muskelzellen und somit eine Interaktion relevanter
Zelltypen des GefaBsystems. Damit grenzt es sich von den Arbeiten von Takei et
al.*?, Ballermann et al.*® und Ucuzian et al.** ab, die zur Simulation der in-vivo-
Situation kleiner Blutgefé3e nur Endothelzellen in Monokultur eingesetzt hatten.
Redmond et al.*® beschrieb ein in-vitro-Kokultur-Modell &hnlich dem der kiinstlichen

Arterie. Diesem Ansatz mangelte es jedoch an der funktionellen Validierung des
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Modells (biomechanisches Verhalten, Nachweis der Sekretion endothelialer
Mediatoren, Immunfluoreszenzféarbung endothelzell- bzw. muskelzellspezifischer
Proteine, Zellkernfarbung und mRNA-Expressionsanalyse). Auch beruhte das Modell
von Redmond auf Endothel- und Muskelzellen tierischen Ursprungs, wohingegen die
kUnstliche Arterie aus humanen primaren Zellen aufgebaut wurde.

Es ist beschrieben, dass Endothelzellen unter hohen Scherstressbedingungen
kontinuierlich, aber nicht vermehrt, VWF-mRNA exprimieren*®. Der Kriippel-like-
Faktor 2 wird dagegen durch Scherstress vermehrt in-vivo und in-vitro exprimiert*’,
wohingegen die mRNA Expression von Endothelin-1 unter hohen Scherstress-
bedingungen vermindert wird*®. Diese Befunde konnten auch in dem entwickelten
Kokulturmodell Uber einen Kultivierungszeitraum von fiinf Tagen nachgewiesen
werden. Darauf basierend wéare es in Zukunft vereinfacht mdglich, Langzeiteffekte
Uber mehr als flinf Tage zu untersuchen oder pulsatilen Scherstress zu simulieren.
Die kinstliche Arterie mit den in dieser Studie verwendeten Assays und
Endpunktanalysen stellt damit ein solides, validiertes in-vitro-Modell zur Testung von
Mediatoren bzw. pathophysiologischen Metaboliten und deren Auswirkungen auf das
vaskulare System dar. Damit kann zukiinftig die Anzahl von Tierexperimenten zu
vaskuldren Erkrankungen gemaB dem 3R-Prinzip von Russel und Burch ¥
verringert werden. Des Weiteren kdnnen auch Signalwege untersucht werden, um
Erkenntnisse im Zusammenhang mit medikamentdsen Interventionen bei vaskularen
Erkrankungen im Allgemeinen und bei chronisch-niereninsuffizienten Patienten zu

erlangen.
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