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Zusammenfassung

1 Zusammenfassung

1.1 Abstrakt

Hintergrund: Eine chronische Niereninsuffizienz geht mit einer exzessiven Zunahme an
Morbiditdt und Mortalitat einher. Insbesondere bei Kindern und jungen Erwachsenen mit einer
Niereninsuffizienz seit dem Kindesalter ist die Lebenserwartung im Vergleich zu gesunden
Gleichaltrigen deutlich eingeschrankt. Dies ist vor allem der Zunahme an kardiovaskuléren
Erkrankungen geschuldet. Zu einer frihen Manifestation kardiovaskularer Erkrankungen z&hlt
eine endotheliale Dysfunktion. Die Rolle der Mikrozirkulation als strukturelle Basis der

endothelialen Funktion ist bisher in diesem Zusammenhang nur wenig untersucht worden.

In dieser Arbeit wurde die Kapillardichte im omentalen Gewebe terminal niereninsuffizienter
Kinder untersucht, um die Bedeutung struktureller Veranderungen der Mikrozirkulation im

Rahmen der chronischen Niereninsuffizienz im Kindesalter naher zu beleuchten.

Patienten und Methoden: Omentales Gewebe wurde von 32 gesunden Kindern im Alter von 0-18

Jahren wahrend elektiver abdomineller Operationen entnommen, sowie von 23 gleichaltrigen
terminal niereninsuffizienten Kinder zum Zeitpunkt der initialen Katheteranlage vor Beginn
einer Peritonealdialysetherapie. Die Kapillaren wurden mit Hilfe der CD 31-Immunhistochemie
dargestellt und mit einem Digitalmikroskop und einer Analyse-Software ausgewertet.
Zur ldentifizierung von Pathomechanismen mdglicher Verdnderungen der Kapillardichte bei
chronischer Niereninsuffizienz wurden Apoptose- und Autophagie-Marker sowie der interne und
externe Anteil des Vascular endothelial growth factor (VEGF)-Rezeptors 2 mit

immunhistochemischen Methoden quantifiziert.

Ergebnisse: Es zeigte sich eine signifikant reduzierte Kapillardichte bei chronisch
niereninsuffizienten Kindern im Vergleich zu gesunden gleichaltrigen Kindern. (mediane
Kapillardichte bei den Kontrollen 0,95 % der Gesamtfliche vs. 0,61 % bei den
niereninsuffizienten Kindern, p= 0,0021). Bei den niereninsuffizienten Kindern war die
Kapillardichte invers mit den Kreatinin- und Harnstoffwerten korreliert (Kreatinin: r= -0,57, p=
0,0286; Harnstoff: r=-0,54, p= 0,0479). In der multivariaten Analyse waren die GroRe und das
Vorhandensein einer Niereninsuffizienz die einzigen signifikanten unabhangigen Pradiktoren der

Kapillardichte und erklarten 42% der Varianz. Bei den niereninsuffizienten Kindern war die
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KorpergroRe der einzige signifikante unabhangige Préadiktor und konnte 66% der Varianz der

Kapillardichte erklaren.

Es zeigten sich weder Hinweise flr Autophagie oder Apoptose bei den niereninsuffizienten
Kindern, noch lieRen sich Unterschiede des intra-oder extrazellularen Anteils des VEGF-

Rezeptors 2 zwischen den beiden Gruppen erkennen.

Schlussfolgerung: In dieser Arbeit konnte eine signifikante Rarefizierung der Mikrovaskulatur

im omentalen Gewebe chronisch terminal niereninsuffizienter Kinder nachgewiesen werden.
Dies ist wahrscheinlich Ausdruck einer generalisierten mikrovaskuldaren Erkrankung und ein
frihes Zeichen kardiovaskuldrer Veranderungen bei chronischer Niereninsuffizienz. Eine
Stimulierung der Angiogenese konnte einen zukinftigen therapeutischen Ansatz zur

Verbesserung der Prognose bei Patienten mit chronischer Niereninsuffizienz bieten.
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1.3 Abstract

Background: Chronic kidney disease (CKD) is associated with a high cardiovascular morbidity
and mortality. Especially children with end stage renal disease (ESDR) have a significantly
diminished life expectancy compared to an aged-matched general population. One of the leading
causes for death is cardiovascular disease. Endothelial dysfunction is an early manifestation of
cardiovascular disease and can be seen even at early stages of CKD. However, only few studies
have analyzed the morphology of the microcirculation, which provides the structural basis of the
endothelial function.

To investigate the role of structural alterations of the microcirculation in pediatric ESRD, this
study examined capillary density in omental biopsies.

Patients and Methods: Omental tissue was obtained from 32 healthy children (0-18 years)

undergoing elective abdominal surgery and 23 age-matched cases with stage 5 CKD at the time
of catheter insertion for initiation of peritoneal dialysis.

To examine capillary density, omental biopsies were stained with CD 31-antibody and evaluated
manually by a digital microscope and analyzer software. To assess potential mechanism of
structural changes of the microcirculation, quantitative immunohistochemistry was performed
for markers of autophagy and apoptosis, and for abundance of the intra-and extracellular

domains of the receptor for the vascular endothelial growth factor (VEGF), VEGFR2.

Results: Microvascular density in omental biopsies was significantly reduced in uremic children
compared to healthy age-matched children. Median capillary surface area was 36% lower in
CKD 5 (median surface area in controls 95% of total surface area vs. 0,61% in CKD, p= 0,0021.
In CKD, capillary density was also inversely correlated with serum creatinine and urea levels
(creatinine r=-0,57, p= 0,0286; urea r=-0,54, p= 0,0479). In multivariate analysis, the presence
of CKD and height were the only independent significant predictors of capillary density and
explained 42% of the variability. For the CKD group, the only significant independent predictor

was height and this variable explained 66% of the capillary density.

There was no evidence for autophagy or apoptosis in omental biopsies of CKD patients and no
significant differences for the intra- or extracellular domain of the VEGF receptor 2 between

both groups.
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Conclusions: We found profound capillary rarefaction in omental biopsies of children with stage
5 CKD. Rarefaction of the microvasculature of the omentum could indicate generalized
microvascular disease as an early systemic manifestation of CKD-induced cardiovascular
disease. Stimulation of angiogenesis might be a future therapeutic target to improve the long-

term outcome of children with CKD.
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2 Einleitung

2.1 Chronische Niereninsuffizienz

Die chronische Nierenerkrankung ist wegen ihrer zunehmenden Inzidenz und Prévalenz und
ihres ungunstigen  klinischen Verlaufs (mit chronischer Progredienz, Dialysepflichtigkeit,
zahlreichen Komorbiditaten und einer hohen Mortalitat) weltweit von grolRer Bedeutung fiir das
offentliche Gesundheitssystem (Cirillo et al., 2012). International definiert wird die chronische
Nierenerkrankung (CKD, chronic kidney disease) laut KDIGO (Initiative Kidney Disease:
Improving Global Outcomes) als eine Anomalitat der Nierenstruktur oder Nierenfunktion, die
langer als drei Monate anhalt und von gesundheitlicher Relevanz ist (KDIGO, 2013). Zu den
Zeichen einer Nierenschadigung gehdren hiernach eine Albuminurie, Verdnderungen des
Urinsedimentes, tubuldre Stoérungen wie Elektrolytimbalancen, Verénderungen der
Nierenstruktur (histologisch oder durch bildgebende Verfahren nachgewiesen) oder eine
Nierentransplantation in der Vorgeschichte, unabhdngig wvon einer Einschrankung der
glomeruléren Filtrationsrate (Stadium 1). Als weiteres wesentliches Kriterium einer
héhergradigen chronischen Niereninsuffizienz wird eine Einschrdnkung der glomeruldren

Filtrationsrate auf weniger als 60 ml/min/1,73 m? genannt, die langer als drei Monate besteht.

Die erste international anerkannte Definition der chronischen Nierenerkrankung wurde 2002 von
der ,National Kidney Foundations Kidney Disease Outcomes Quality Initiative* (NF-KDOQI)
verfasst  (National-High-Blood-Pressure-Education-Program-Working-Group-on-High-Blood-
Pressure-in-Children-and-Adolescents, 2004) und 2004 von der ,,Kidney Disease: Improving
Global Outcomes® (KDIGO) (Levey et al., 2005) bestétigt. Durch die international verwendete
gemeinsame Definition und Stadieneinteilung wurde die Implementierung klinisch-praktischer
Leitlinien sowie der Vergleich zwischen verschiedenen Studien zur chronischen
Niereninsuffizienz erstmals moglich, wodurch die wissenschaftliche Forschung auf diesem
Gebiet einen wichtigen Fortschritt erreichte. Die Stadieneinteilung der chronischen
Niereninsuffizienz erfolgt dabei auf der Basis der glomeruléren Filtrationsrate in CKD-Stadium
1-5, s. Tabelle 1.
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Tabelle 1: Stadieneinteilung der chronischen Niereninsuffizienz (Chronic Kidney Disease, CKD) nach der National
Kidney Foundation in flnf Stadien anhand der glomeruldren Filtrationsrate (GFR). Eine CKD-Dauer Uber 3 Monate ist
fUr die Diagnose notwendig.

Stadium Beschreibung GFR (ml/min/1,73m?)
1 Nierenschadigung mit normaler oder erhdhter >90
GFR
2 Nierenschadigung mit milder 60-89

Nierenfunktionseinschrankung

3 Nierenkrankheit mit moderater 30-59
Nierenfunktionseinschrankung

4 Nierenkrankheit mit schwerer 15-29

Nierenfunktionseinschrankung

5 Chronisches Nierenversagen < 15 oder Dialyse

In der 2013 veroffentlichten aktualisierten internationalen KDIGO Leitlinie (KDIGO, 2013),
einer Revision der urspringlichen NF-KDOQI Leitlinie, wurde die CKD-Stadieneinteilung
anhand der GFR durch das Niveau der Albuminurie ergénzt, s. Abbildung 1. Damit sollte dem
Ergebnis einer Metaanalyse des CKD Prognose Konsortiums Rechnung getragen werden, die
einen Zusammenhang der GFR sowie dem Ausmal} der Albuminurie mit dem Risiko fir Tod
und Nierenversagen, unabhangig voneinander und von traditionellen kardiovaskularen
Risikofaktoren, gezeigt hatte (Cirillo et al., 2012).

10
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Prognose von CKD nach GFR- und
Albuminurie-Kategorien:
KDIGO 2012 (KDIGO, 2013; Inker

Persistierende Albuminurie-Kategorien

Beschreibung und Bereich

Al A2 A3
et al., 2014)

Normal bis Moderat erhéht | Massiv erhéht
mild erhoht
< 30 mg/g 30-300 mg/g > 300 mg/g
<3 mg/mmol 3-30 mg/mmol > 30 mg/mmol

G1 Normal oder

hoch
G2 Leicht
vermindert

G3a Leicht bis
moderat

vermindert

G3b Moderat bis

stark vermindert

GFR-Kategorien (ml/min/1,73m?)

G4 Stark vermindert

G5 | Nierenversagen

Abbildung 1: Prognose der chronischen Nierenerkrankung (CKD) nach GFR- und Albuminurie-Kategorien: KDIGO
2012 (Inker et al., 2014). Die Farben stellen Risikokategorien mit &hnlichem relativem Risiko bezuglich der CKD-Folgen
dar. Griin: geringes Risiko (keine CKD, wenn keine anderen Zeichen einer Nierenschéddigung vorhanden sind). Gelb:
moderat erhéhtes Risiko. Orange: hohes Risiko. Rot: sehr hohes Risiko

Eine terminale Niereninsuffizienz (ESRD,

Verringerung der GFR auf weniger als 15 ml/min/1,73 m* oder die Notwendigkeit einer Dialyse
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endstage

renal

disease), definiert als eine
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(Eckardt et al., 2009), lag Ende 2004 laut einer internationalen Untersuchung weltweit bei
1.783.000 Menschen und europaweit bei 473.000 Menschen vor; darlber hinaus zeigt sich eine
Tendenz zur weiteren Zunahme (Grassmann et al., 2005). Dass eine terminale Niereninsuffizienz
trotz Behandlungsfortschritten nicht nur mit der Abnahme von Lebensqualitat, sondern auch mit
einer Zunahme der Gesamtmorbiditat und —Mortalitat verbunden ist, konnte in mehreren Studien
nachgewiesen werden (Henry et al.,, 2002; Go et al., 2004); bereits milde bis moderate
Erh6hungen des Serumkreatinins — als Ausdruck eingeschrénkter Nierenfunktion - sind mit einer
Zunahme der Gesamtsterblichkeit verbunden (Go et al., 2004).

Zu den haufigsten Ursachen der terminalen Niereninsuffizienz mit der Notwendigkeit einer
Nierenersatztherapie in Deutschland zahlt mit 28% die diabetische Nephropathie, gefolgt von
Glomerulonephritiden mit 19% (Frei & Schober-Halstenberg, 2008).

2.1.1 Chronische Niereninsuffizienz im Kindesalter

Die chronische Nierenerkrankung im Kindesalter ist eine gravierende progrediente Erkrankung
mit im Prinzip schlechter Prognose wegen ihrer zahlreichen Auswirkungen auf Wachstum und
Entwicklung, vorzeitigem Tod im Vergleich zu gesunden Gleichaltrigen und deutlich erhdhter
Morbiditat und Mortalitét (Groothoff, 2005). Zur Definition der chronischen Nierenerkrankung
im Kindesalter ist die internationale Definition der KDIGO der chronischen Niereninsuffizienz
auch fir Kinder meist anwendbar (Hogg et al., 2003). Allerdings ist das Kriterium, dass
Anomalien der Nierenstruktur oder Nierenfunktion Gber drei Monate bestehen mussen, fir
Sauglinge unter drei Monaten nicht anwendbar. Das Kriterium einer GFR unter 60 ml/min/1,73
m? ist ebenfalls fiir Kinder unter zwei Jahren nicht anwendbar und sollte durch den Vergleich
mit altersentsprechenden Normwerten, wie auch bei der Bestimmung von Albuminurie und

Elektrolytimbalancen, ersetzt werden (KDIGO, 2013).

Die Préavalenz einer terminalen Niereninsuffizienz mit der Notwendigkeit einer chronischen
Nierenersatztherapie bei Kindern (0-18 Jahre) lag 2006 in Deutschland bei 57 pro Million der
Altersgruppe (Frei & Schober-Halstenberg, 2008) und bewegte sich weltweit zwischen 18-100
pro Million der Altersgruppe mit einer Inzidenz von 9 pro Million der altersbezogenen
Bevolkerung (Harambat et al., 2012).

Die Ursachen der chronischen Niereninsuffizienz bei Kindern unterscheiden sich stark von den
Ursachen bei Erwachsenen und veréndern sich mit dem Lebensalter. Die haufigste Ursache der

chronischen Nierenkrankheit sowie der terminalen Niereninsuffizienz bei Kindern sind

12
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angeborene Storungen (CAKUT, congenital anomalies oft the kidney and urinary tract),
insbesondere bei jingeren Kindern, gefolgt von Glomerulonephritiden und hereditéren
Nephropathien (Harambat et al., 2012). Durch Fortschritte in der Behandlung wahrend der
letzten Jahrzehnte erlebt ein Grofteil der niereninsuffizienten Kinder das Erwachsenenalter.
Doch trotz dieser Fortschritte in der Nierenersatztherapie bleibt die Uberlebensrate
niereninsuffizienter Kinder 30-mal geringer als bei gesunden Gleichaltrigen (Harambat et al.,
2012). Bei jungen Erwachsenen, die an einer terminalen Niereninsuffizienz seit der Kindheit
leiden, ist die Lebenserwartung deutlich eingeschréankt im Vergleich zur altersbezogenen
gesunden Population (Mitsnefes, 2012).

2.2 Kardiovaskulare Erkrankungen und endotheliale Dysfunktion bei

chronischer Niereninsuffizienz

2.2.1 Kardiovaskulare Morbiditat und Mortalitat

Bereits vor 40 Jahren wurde erstmals ein erhdhtes Risiko fur kardiovaskuldre Komplikationen
bei Patienten gefunden, die eine Nierenersatztherapie erhielten (Lindner et al., 1974). In einem
Review aus dem Jahr 2005 (Vanholder et al., 2005), in dem 85 Studien aus der ganzen Welt
untersucht und analysiert wurden, zeigte sich ein universeller Zusammenhang zwischen einer
gestorten Nierenfunktion und einem erhdhten kardiovaskuldaren Risiko. Schon eine milde bis
moderate Abnahme der Nierenfunktion ist mit einem erhohten Risiko fir kardiovaskuldre
Morbiditat und Mortalitat verbunden (Henry et al., 2002; Sarnak et al., 2003; Go et al., 2004;
Vanholder et al., 2005; Herzog et al., 2011). Diesen Erkenntnissen wurden in den Statements
und Leitlinien verschiedener Gesellschaften wie der American Heart Association Councils on
Kidney in Cardiovascular Disease, High Blood Pressure Research, Clinical Cardiology, and
Epidemiology and Prevention (Sarnak et al., 2003), der National Kidney Foundation-Kidney
Disease Outcomes Quality Initiative (NKF-KDOQI) (Inker et al., 2014) und der Joint National
Committee on Prevention, Detection, Evaluation and Treatment of High Blood Pressure
(Chobanian et al., 2003) Rechnung getragen, indem sie Menschen mit chronischer
Nierenerkrankung als Hochrisikogruppe fiir kardiovaskuldre Erkrankungen einstufen. Dabei ist
fur Menschen mit chronischer Nierenerkrankung die Wahrscheinlichkeit hdéher, durch
kardiovaskuldre Ursachen zu versterben als eine terminale Niereninsuffizienz zu erleiden
(Shulman et al., 1989; Dennis, 2005), d.h. die kardiovaskulare Komorbiditat ist bereits in friihen

Stadien der Niereninsuffizienz in vielen Fallen lebenslimitierend.
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Insbesondere bei Kindern ist eine terminale Niereninsuffizienz mit einer exzessiven Zunahme
der kardiovaskuldren Mortalitdt verbunden mit einem ca. 700-fach erhdhten Risiko eines
kardialen Todes im Vergleich mit gleichaltrigen gesunden Kindern (Lilien & Groothoff, 2009).
Diese erhohte kardiovaskuldare Morbiditdt und Mortalitdt spiegelt sich auch in der
Risikostratifizierung des Konsensus des American Heart Association Expert Panel wider, die
Kinder mit chronischer Nierenerkrankung/terminaler Niereninsuffizienz in die Hochrisikogruppe
fur kardiovaskulare Erkrankungen einteilt (Kavey et al., 2007). So fanden sich bei Kindern mit
terminaler Niereninsuffizienz (Civilibal et al., 2006) und jungen Erwachsenen mit chronischer
Nierenerkrankung seit dem Kindesalter (Groothoff et al., 2002a; Oh et al., 2002) bereits
Veranderungen des kardiovaskuldren Systems im Sinne einer kalzifizierenden Arteriopathie.
Diese subklinischen Veranderungen beginnen schon frith im Krankheitsverlauf und nehmen bei
fortschreitender Niereninsuffizienz zu (Shroff et al., 2011). Zu diesen friihen Verdnderungen
gehdren neben GeféalRverdnderungen (Shroff et al., 2008) auch eine systolische oder (h&ufiger)
diastolische Dysfunktion (Mitsnefes et al., 2004) und eine linksventrikuldre Hypertrophie
(Mitsnefes, 2008), die bereits bei milder bis moderater chronischer Niereninsuffizienz
nachweisbar sind. In einer niederlandischen Kohorten-Studie zeigte sich eine 30-fach erhéhte
Mortalitat bei Patienten mit Nierenersatztherapie seit der Kindheit im Vergleich zu gesunden
Gleichaltrigen, von der mehr als 40% eine kardiovaskuldre Ursache hatte (Groothoff et al.,
2002b). Auch Daten aus anderen L&ndern wie der Australia and New Zealand Dialysis and
Transplantat (ANZDATA) Registry (McDonald et al., 2004) sowie dem United States Renal
Data System (USRDS) (Chavers et al., 2002; Parekh et al., 2002) konnten zeigen, dass
kardiovaskulare Erkrankungen bei Kindern mit terminaler Niereninsuffizienz eine hohe Inzidenz
haben und fir einen GroRteil der erhohten Morbiditat und Mortalitét in dieser Patientengruppe

verantwortlich sind.

2.2.2 Endotheliale Dysfunktion

Veranderungen der Mikro-und Makrozirkulation bei chronischer Niereninsuffizienz und ihr
Einfluss auf die erhdhte kardiovaskulare Morbiditdt und Mortalitdt bei dieser Patientengruppe
sind schon seit langerer Zeit Gegenstand wissenschaftlicher Forschung. Eine endotheliale
Dysfunktion als Schlisselelement kardiovaskularer — Erkrankungen bei  chronischer
Nierenerkrankung (Fliser et al., 2011) ist in den letzten Jahren immer mehr in den Fokus
geriickt. Eine Vielzahl von Risikofaktoren fir kardiovaskuldre Erkrankungen gehen mit einer
gestdrten endothelialen Funktion einher, was dazu geflhrt hat, dass die endotheliale Dysfunktion
als ,ultimatives Risiko der Risikofaktoren (Bonetti et al., 2003) betrachtet wird. Die
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endotheliale Dysfunktion betrifft als systemische Stérung neben den groflen Arterien auch
periphere Widerstandsgefalle und das Kapillarbett und gilt als unabhé&ngiger Pradiktor fur
kardiovaskuldre Erkrankungen (Anderson et al., 1995; Bonetti et al., 2003). Bei Patienten mit
chronischer Nierenerkrankung kann eine endotheliale Dysfunktion als klinisches Merkmal
kardiovaskularer Erkrankungen regelmaRig beobachtet werden. Sie ist bereits bei milder
Niereninsuffizienz vorhanden (Thambyrajah et al., 2000; Stam et al., 2006) und ihr Ausmaf}
korreliert mit dem Schweregrad der Niereninsuffizienz (Ghiadoni et al., 2004). Auch bei
Kindern mit chronischer Niereninsuffizienz zeigt sich bereits friih eine endotheliale Dysfunktion
(Lilien & Groothoff, 2009).

Verénderungen der endothelialen Funktion und Struktur treten im Allgemeinen in der
Mikrozirkulation (mikrovaskuldre Dysfunktion) friihzeitig auf, bevor sich Erkrankungen der
grollen GefaRe sowie Endorganschaden klinisch manifestieren (Musa et al., 2014; Clough,
2015). Doch trotz dieser Erkenntnisse gibt es nur wenige Studien, die sich mit der Morphologie
der Mikrozirkulation als strukturelle Basis der endothelialen Funktion beschéftigt haben.
Insbesondere im Kindesalter findet man nur sehr wenige klinische Beobachtungen und keine
systematischen Studien zu diesem Thema. Eine Studie aus dem Jahr 2014 von Edwards-Richards
et al. untersuchte die Mikrozirkulation bei padiatrischen Hamodialyse-Patienten anhand der
Nagelbett-Mikroskopie und fand eine signifikante Abnahme der Kapillardichte im Vergleich zu
gesunden Kontrollen (Edwards-Richards et al., 2014). Ahnliche Ergebnisse zeigten Studien von
Erwachsenen mit chronischer Niereninsuffizienz und im Tiermodell der Urdmie. So zeigte sich
im Tiermodell der Urdmie sowohl im Myokard (Térnig et al., 1996; Amann et al., 1997) als
auch im Skelettmuskel (Flisinski et al., 2008) eine signifikante Abnahme der Kapillardichte.
Studien bei Erwachsenen mit fortgeschrittener chronischer Niereninsuffizienz konnten diese
Ergebnisse auch fiir die periphere Mikrozirkulation mit Hilfe der Nagelbett-Mikroskopie
bestatigen (Nissel et al., 2009; Thang et al., 2011). In einer postmortalen Studie war die
Kapillardichte bei Dialysepatienten im Myokard um beinah 50% reduziert im Vergleich zu
normotensiven nierengesunden Kontrollen (Amann et al., 1998). Zudem ist eine kapillare
Rarefizierung in der Niere ein typisches Merkmal einer chronisch fortschreitenden
Niereninsuffizienz (Mayer, 2011) wie auch eines chronischen Transplantatversagens (Adair et
al., 2007). Ebenso fanden alle Studien zur retinalen Mikrozirkulation bei Patienten mit
chronischer Nierenerkrankung einen Zusammenhang zwischen chronischer Nierenerkrankung
und einer gestorten Mikrozirkulation (Baumann et al., 2009; Sabanayagam et al., 2009; Deva et

al., 2011; Ooai et al., 2011). Zusammenfassend zeigen diese Daten, dass eine gute Evidenz fur
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einen Zusammenhang von chronischer Nierenerkrankung mit einer Storung der lokalen
Mikrozirkulation in zahlreichen ganz verschiedenen Organen besteht. Ob diese Verdnderungen
systemischer Natur sind und ob sich dhnliche Veranderungen auch bei Kindern finden, ist bis
zum heutigen Zeitpunkt ungeklart und sollte Gegenstand weiterer Forschung sein.

2.3 Zielsetzung der Arbeit

Es ist bekannt, dass eine chronische Nierenerkrankung mit einer exzessiv erhohten
kardiovaskularen Morbiditat und Mortalitat verbunden ist. Verdnderungen der Makrozirkulation
konnten bereits gezeigt werden. Stérungen der Mikrozirkulation, insbesondere eine kapillare
Rarefizierung, kdnnten durch eine Unterversorgung der Gewebe mit Sauerstoff und N&hrstoffen
zu Schéden an einzelnen Geweben oder ganzen Organen fuhren und somit zu der erhdhten
Morbiditdt und Mortalitat bei chronischer Niereninsuffizienz beitragen. Bisherige Studien zu
Verénderungen der Mikrozirkulation stammen von Geféal3bereichen bei Erwachsenen, die leicht
zuganglich sind, z.B. dem Kapillarbett der Retina oder der Haut, sowie von Tiermodellen. Die
Frage, ob eine chronische Nierenerkrankung auch ohne den Einfluss einer Dialyse-Therapie zu
einer Stérung der Mikrozirkulation fiihrt, ist insbesondere fir das Kindesalter bisher nicht
geklart. Ebenfalls ungeklart ist die Frage, ob Veranderungen der Mikrozirkulation auf bestimmte

GefaRgebiete begrenzt sind oder systemischer Natur sind.

Hypothese dieser Arbeit war, dass eine chronische Nierenerkrankung mit einer systemischen
Stérung der Mikrozirkulation verbunden ist, die den pathologischen Verédnderungen der
Makrozirkulation vorangeht. Um das Ausmall der ,urdmischen Mikroangiopathie“ zu
untersuchen, wurde die Kapillardichte von urdmischen Kindern analysiert und mit gesunden
gleichaltrigen Kindern verglichen. Dafur wurden omentale Gewebebiopsien untersucht, da dieses
Gewebe gut vaskularisiert und im Rahmen abdomineller Operationen leicht erreichbar ist. Als
Studienpopulation wurden Kinder (0-18 Jahre) mit chronisch terminaler Nierenerkrankung
(CKD 5) gewdhlt, eine Population ohne Storfaktoren (confounders) wie Alter und andere
zusétzliche Komorbiditaten (z.B. Diabetes, Nikotinabusus, etc.), die die Mikrozirkulation
beeinflussen kénnen. Die Gewebeentnahme erfolgte vor Beginn einer Peritonealdialyse-Therapie
zu dem Zeitpunkt der initialen operativen Anlage eines Tenckhoff-Katheters, um einen Einfluss
der Dialyse auf die GefaBe der Mikrozirkulation auszuschlieRen. Zur Untersuchung der
Mikrozirkulation wurde die Methode der CD-31 Immunhistochemie mit dem monoklonalem
Antikdrper JC70 als endothelialer Marker von Gefél3zellen gewdhlt. Dieses stellt ein etabliertes

Verfahren zur histologischen Aufarbeitung und Quantifizierung des mikrovaskuldren
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GefaBbettes dar (Parums et al., 1990; Orre et al., 1998) mit guter Spezifitdt und Sensitivitét
(Kuzu et al., 1992).

Bei den so gefarbten GeféalRen stand die Analyse der Kapillaren im Vordergrund, da sie aufgrund
ihrer groflen Gesamtflache, den Hauptteil der Mikrovaskulatur darstellen. Bei der
mikroskopischen Untersuchung des Gewebes wurden hierzu groRere GefélRe mit nicht-kapillarer
Struktur sorgfaltig ausgeschlossen (s. 3.2.4.3). Da die Mikrovaskulatur als Sammelbegriff fur ein
Kontinuum von Kleinsten Kapillaren bis hin zu Arteriolen und Venolen jedoch keiner
einheitlichen Definition anhand anatomischer Kriterien unterliegt (Levy et al., 2001) wird in
dieser Arbeit deshalb vereinfachend der Begriff ,Kapillaren“ fir die Mikrozirkulation

verwendet.
Folgende Fragestellungen sollten geklart werden:

e Gibt es Unterschiede der Kapillardichte zwischen urdmischen und nierengesunden
Kindern?

e Sind Verénderungen der Kapillardichte mit VVeradnderungen von laborchemischen und
klinischen Daten assoziiert?

e Kann ein Pathomechanismus etwaiger Verdnderungen der Mikrozirkulation identifiziert
werden (Apoptose, Autophagie, VEGF-Achse)?
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3 Material und Methoden

3.1 Material
3.1.1 Omentale Biopsien

3.1.1.1 Studienpopulation
Einschlusskriterium fur die Kontrollgruppe war eine geplante elektive abdominelle Operation
bei einem nierengesunden Kind im Alter von 0-18 Jahren.

Ausschlusskriterien waren eine eingeschréankte Nierenfunktion, maligne Neoplasien,
Hyperinsulinismus,  gutartige  GefaRneubildungen  sowie die  Vorbehandlung  mit
Chemotherapeutika und Kortikosteroiden.

Nach Identifizierung von potentiellen Studienteilnehmern anhand des OP Plans wurde zundchst
nach Aufklarung der Teilnehmer und ihrer Erziehungsberechtigten durch einen Arzt die
schriftliche Einwilligung der Eltern eingeholt. MalRgebend fiir die Mdglichkeit einer Teilnahme
von gesunden Kindern war dabei die Unschéadlichkeit des Eingriffes, bei dem lediglich sehr
geringe Anteile des Bauchfells (ca. 0,5-2cm®) und des Omentums (ca. 0,5-3cm®) fiir die Studie
verwendet wurden (Aufklarungsschrift im Anhang, s. Anlage 1). Dabei erfolgte die Rekrutierung
als Kontrollgruppe zu einer laufenden internationalen Studie der ,International Pediatric
Peritoneal Biopsy Study in Children* zur morphologischen Charakteristik der peritonealen
Membran und des Omentums (Schaefer et al., 2016) im Zeitraum von Februar 2011 bis Mai
2013 aus der Klinik der Kinderchirurgie und Kinderurologie der Charité-Campus Virchow
Klinikum sowie aus der Klinik fir Kinderchirurgie und Urologie des Universitatsklinikums
Heidelberg. Die Studienzentrale dieser Studie (Leiter: Prof. Claus Schmitt) ist die Universitats-
Kinderklinik Heidelberg mit dem International Pediatric Dialysis Network (IPDN). Die Studie
wurde durch die zustdndige Ethik-Kommissionen der medizinischen Fakultdt Heidelberg

(Zeichen:  S-487/2010) wund aller teilnehmenden Zentren genehmigt und unter

www.clinicaltrials.gov (NCT01893710) registriert. Sie wird in allen Aspekten gemaR den ICH-
GCP-Richtlinien und den nationalen gesetzlichen Bestimmungen auf Grundlage der Deklaration
des Weltédrztebundes von Helsinki durchgefiihrt. Die Entnahme von omentalem Gewebe erfolgte

intraoperativ nach Er6ffnung der Peritonealhéhle durch Teilexzision mit dem Skalpell. Danach
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erfolgte die sofortige Verarbeitung der Proben nach einem standardisiertem \orgehen (s.
Abbildung 3).

Zu diesen nierengesunden Kindern (Kontroll-Population) wurden in einer Fall-Kontroll Studie
(matched case control study) Kinder mit terminaler Niereninsuffizienz aus der Biobank der
Internationalen Peritonealbiopsie Studie (IPPN) selektioniert, denen in etwa demselben Alter
omentales Gewebe bei einer Tenckhoff-Katheteranlage zur initialen Dialyse entnommen worden
war (Patientenpopulation). Es galten, bis auf die eingeschréankte Nierenfunktion, die gleichen
Ausschlusskriterien wie fur die gesunden Kontrollen (Aufklarungsschrift im Anhang, s. Anlage
2).

In Abbildung 2 ist die Rekrutierung schematisch zusammengefasst.

Match nach Alter

Nierengesunde Kontrollen ]—) Urémische Patienten (CKD V) ]
Auswahl
/ A |
[ Berlin ] [Heidelberg] [ PD-Biobank (IPPN) ]

Abbildung 2: Rekrutierung der Studienteilnehmer

3.1.1.2 Erfasste klinische Parameter
Es wurden folgende Parameter anhand der medizinischen Akten, Arztbriefe oder PD-Datenbank
(IPPN) erhoben:

e Geburtsdatum
e Alter zum Zeitpunkt der Gewebeentnahme
e Geschlecht
e Diagnosen
e Operations-Datum
e Durchgeflihrte Operation zum Zeitpunkt der Gewebeentnahme
e \oroperationen
e Medikamente
= Kortikosteroidtherapie

= Vorbehandlung mit Chemotherapeutika
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= Antihypertensiva
e Gewicht
e Korpergrolie
e Blutdruck
e Blutwerte (Blutentnahme vor der Gewebebiopsie)
= Leukozyten
= CRP
= H&moglobin
= Kreatinin
= Harnstoff

= Bikarbonat

= Kalium
= Albumin
= Phosphat

Bei den niereninsuffizienten Kindern wurden zusatzlich noch folgende Werte ermittelt:

= Glomeruldre Filtrationsrate nach Schwartz fiur Kinder > 1Jahr (Schwartz-
Bedside) (Schwartz et al., 2009):
(GFR [ml/min/1,73m?] = (0,413 x Korperlange [cm])/ Kreatinin [mg/dl]

= Glomerulédre Filtrationsrate nach Schwartz fir Kinder <1 Jahr (Reifgeborene)
(Schwartz et al., 1976) :
(GFR [ml/min/1,73m?] = 0,45x Korperlange [cm]/ Kreatinin [mg/d])

= Calcium

=  Parathormon

Fur beide Gruppen wurde anhand der KorpergrofRe und dem Korpergewicht zusétzlich die
Korperoberflache (body surface area) (Mosteller, 1987) sowie der alters- und
geschlechtsbezogene  Body-Mass-Index  Standardabweichungs-Score  (BMI-SDS)  nach
Kromeyer-Hauschild (Kromeyer-Hauschild et al., 2001) berechnet.

= BSA (body surface area [m?]) = J GeWiCht[ka]g(fé"g elem]

=  BMI und BMI-SDS ms = ([BMI/M(t)]L(t)-1/(L(t)S(t))
o BMI [kg/m?] = Korpergewicht [kg]/ KorpergroRe [m]?

20



Material und Methoden

o M(t), L(t) und S(t) stellen die geschlechts- und altersentsprechenden
Parameter der LMS-Methode nach Cole dar (Box-cox-power-
Transformation (L), Median (M), Variationskoeffizienten (S)) (Cole et al.,
1998)

o Berechnung durch den von der Arbeitsgemeinschaft Adipositas im
Kindes-und Jugendalter (AGA) auf der Homepage ,,my BMI 4 kids*
(http://aga.adipositas-gesellschaft.de/mybmi4kids/) zur Verfligung

gestellten Rechner

3.1.2 Gerate
Digitalmikroskop Biorevo BZ-9000, Keyence,
Mechelen, Belgien
Dampfgarer Typ 3216 Braun, Kiefersfelden, Deutschland
Mikrotom (Rotationsmikrotom HM 325) Thermo Scientific Microm™,
Walldorf, Deutschland
Einbettungsautomat Shandon Citadel 2000, Thermo Fisher Scientific
Waltham, Massachusetts, USA
Ofen/Trockenschrank TS 100 Heraeus Holding GmbH, Hanau, Deutschland

Pipette Eppendorf Research®(100-1000u1+0,5-10pul) Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland

3.1.3 Verbrauchsmaterial
Adhasions-Objekttrager SuperFrost®plus R. Langenbrinck, Labor-und Medizintechnik

Emmendingen, Deutschland
Einbettkassetten Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland

Mikroskopische Deckglaser R. Langenbrinck, Labor-und Medizintechnik,

Emmendingen, Deutschland

Falcon® Konische Reagenzglaser (15ml) Becton Dickinson, Heidelberg, Deutschland
Eppendorf Save-Lock Tubes (2ml) Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland
Féarbekuvetten VWR International GmbH, Darmstadt, Deutschland
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Pipettenspitzen Biosphere®Filter Tips Sarstedt AG & Co, Niumbrecht, Deutschland

3.1.4 Antikorper
Monoclonal Mouse Anti-Human CD 31, Clone JC70A Dako, Glostrup, Ddnemark

Mouse monoclonal anti-KDR/VEGFR 2(LS-C122532) LifeSpan Biosciences Inc.,
Washington,USA

Rabbit polyclonal anti-VEGFR-2 (FIk-1,KDR) ZYTOMED®SYSTEMS,
Berlin, Deutschland

Cleaved Caspase-3 (Aspl75) Antibody Cell Signaling Technology®,
Massachusetts, USA

LC3A/B (D3U4C) XP® Rabbit mAb Cell Signaling Technology®,
Massachusetts, USA

3.1.5 Chemikalien

Paraffin, Roti Plast® Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland
Ethanol Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland
Chloroquine diphosphate salt Sigma-Aldrich, Inc., Missouri, USA
Aceton Merck Millipore, Darmstadt, Deutschland
Neo Clear® Merck Millipore, Darmstadt, Deutschland
H,0, Merck Millipore, Darmstadt, Deutschland
Meyer’s Hematoxylin (Lillie"s Modifikation) Dako, Glostrup, Danemark
Milchpulver Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland

3.1.6 Puffer und Losungen

4% gepufferte Formalinlosung Merck Millipore, Darmstadt, Deutschland
TBS (Tris-Buffered Saline) Dako, Glostrup, Danemark
HIER T-EDTA Buffer pH 9,0 ZYTOMED®SYSTEMS, Berlin, Deutschland
Citratpuffer (Target Retrieval solution) pH 6,0-6,2 Dako, Glostrup, Dédnemark
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PBS (phosphate buffered saline) Dako, Glostrup, Danemark
Antibody Diluent with Backround reducing components Dako, Glostrup, Danemark
TBST (Tris-Buffered Sialine with Tween 20) Dako, Glostrup, Danemark
BSA (Bovines Serum Albumin, Fraktion V) Merck Millipore, Darmstadt, Deutschland

3.1.7 Konjugat

REAL™EnVision™/HRP,Rabbit/Mouse (ENV) Dako, Glostrup, Danemark
Polyclonal Goat Anti-Mouse Immunoglobulins/AP Dako, Glostrup, Danemark
Polyclonal Goat Anti-Rabbit Immunglobulins/AP Dako, Glostrup, Danemark
3.1.8 Kits

Vector®Nova Red Substrate kit for Peroxidase Vector Laboratories, Kalifornien, USA
New Fuchsin Kit ScyTek Laboratories, Utah, USA
Liquid Permanent Red Dako, Glostrup, Danemark

3.1.9 Eindeckmedium

Non-aqueos mounting medium Roti®-Mount Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland

3.1.10 Software
GraphPad PRISM ™ Version 6.0 GraphPad Software, San Diego, USA

IBM SPSS Statistics for Windows, Version 23.0 IBM Corp., Armonk, New York, USA

3.2 Methoden

3.2.1 Gewebeentnahme und Aufbewahrung der Biopsien
Die Aufklarung der Eltern und Kinder fand am Vortag der Entnahme statt und beinhaltete das
Ziel der Studie, den Ablauf der Entnahme und mdgliche Risiken der omentalen

Gewebeentnahme.

Es wurden gemal der Standardprozedur der ,International Pediatric Peritoneal Biopsy Study in

Children*  (Abb. 3) bis zu drei omentale Gewebeproben mit der Zielgrélie einer
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Gewebsoberflache von 1x1cm, mindestens jedoch 0,5x 0,5cm (Dicke nicht standardisierbar)
entnommen. Bereits im OP-Saal wurde die Probe fir die weitere Immunhistochemie in eine 4%
formalingepufferte LOsung gegeben und bis zur weiteren Bearbeitung bei Raumtemperatur
gelagert. Fir weitere Analysen wurden ein Teil der Biopsien in flussigen Stickstoff in ein
transportables Stickstoffgefall gegeben und nach dem Transport aus dem OP-Saal zur
langerfristigen Aufbewahrung im Labor bei -80°C eingefroren. Ein anderer Teil wurde primar in
2,5ml RNAIlater-zugesetzten GeféalRen flr 24h-30d aufbewahrt und dann bei -20°C gelagert, s.a.
Abbildung 3.

SOP (Standard Operating Procedure)

icm

| @ =H
& i

Parietal peritoneal tissue

¢

Buffered Formalin 4 %

(fixed on cork: histomorphometry,
IHC...), store at 4°C

Liquid nitrogen

(if unavailable dry ice; microarray,
WB...), store at -80° C

Omental tissue >1cm
-

Buffered Formalin 4 %

|

cm
-

—
Al

l

|

EnE

store at 4°C

Liquid nitrogen
(dry ice), store at -80°C

RNA later (2,5 ml)

store at 4°C (for up to 1 month
then at -20°C or below)

Abbildung 3: Schema der Gewebeentnahme (Peritoneum und Omentum) und der weiteren Aufbewahrung

3.2.2 Vorbereitung der Biopsien, Paraffineinbettung

Das Gewebe wurde aus der 4% gepufferten Formalinlésung fiir die Paraffineinbettung in
Gewebekassetten platziert. Die weitere Verarbeitung erfolgte mittels eines Gewebeeinbettungs-
automaten (Shandon Citadel 2000® von Thermo Fisher Scientific). Zunachst wurden die Proben
zur Gewebeeinbettung durch eine aufsteigende Alkoholreihe entwéssert (40 Minuten H,O, 1h30
70% Ethanol, 1h30 80% Ethanol, 1h30 95% Ethanol, 1h30 96% Ethanol, 2h 100% Ethanol, 45
Minuten 10%Aceton in 100% Ethanol). Anschlielend wurde der Alkohol mit Neo-Clear®
(Merck Millipore) als Xylol-Ersatz wieder entfernt (jeweils 2h Neo-Clear®). Die so

vorbehandelten Gewebeproben wurden nun per Hand ausgegossen. Dazu wurde die
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Gewebekassetten mit erwadrmten flissigen Paraffin (Roti Plast® von Roth, Schmelzpunkt 56°-
58°C) vollstandig geflllt und die Proben bis zur Erhéartung bei 4°C gekuhilt.

Es wurden Dinnschnitte der gekuhlten Gewebeblocke mit einer Schnittdicke von 3-8um mit
dem Mikrotom HM 325 (Rotationsmikrotom mit Blockkihlung, Scientific Microm™)
angefertigt, diese in 45-50°C warmen Aqua dest.- Bad fiir 2 Minuten zur Glattung belassen und
auf adhasive Objekttrager (R. Langenbrinck) aufgezogen.

3.2.3 Immunhistochemie
3.2.3.1 CD 31-Immunhistochemie

3.2.3.1.1 Vorbehandlung
Der Trocknungsprozess wurde durch Lagerung der Paraffin-Schnitte Gber Nacht im Ofen bei
60°C durchgefiihrt.

3.2.3.1.2 Entparaffinisierung und Rehydratasierung

Die Gewebeschnitte wurden nacheinander dreimal fur jeweils 10 Minuten mit dem Xylol-Ersatz
Neo-Clear® (Merck Millipore) und anschlieBend fir 10 Minuten mit Aceton (Merck Millipore)
behandelt. Daraufhin wurde fiir jeweils 1-2 Minuten eine absteigende Alkoholreihe verwendet
(100% Ethanol — 95% — 80% — 70% — 50%). Abschliefend wurden die Schnitte zweimal in
Aqua dest. gespult.

3.2.3.1.3 Demaskierung

Die thermische Vorbehandlung zur hitzeinduzierten Epitopdemaskierung fand in einem T-EDTA
Puffer mit einem pH-Wert von 9,0 (,HIER T-EDTA Buffer pH 9,0, ZYTOMED®SY STEMS)
im Dampfgarer statt. Dazu wurde eine gebrauchsfertige Arbeitslésung durch Verdiinnung des T-
EDTA Puffer-Konzentrats 1:10 mit Aqua dest. hergestellt und in eine Kivette gefillt. Der
Dampfgarer wurde nach Befiillung mit Aqua dest. 5 Minuten vorgeheizt und die Objekttrager
mit den Gewebeschnitten in die Kivette mit der Pufferlosung fur 20 Minuten inkubiert.
AnschlieBend wurde die Kiivette mit den Objekttragern in der Pufferlésung fur 15 Minuten bei
Raumtemperatur abgekihlt. Nach Abgieen der Arbeitsldsung wurde eine Abkihlphase im

Leitungswasserbad fir 10 Minuten durchgefihrt sowie die zweifache Spllung in Aqua dest.

3.2.3.1.4 Blockierung der endogenen Peroxidase
Die Inhibition der gewebseigenen Peroxidase-Téatigkeit wurde durch Inkubation der

Gewebeschnitte mit 3% H,O, (Merck Millipore) (Arbeitslosung frisch angesetzt: 20 ml H,0,
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und 180 ml Aqua dest.) fur 10 Minuten durchgefiihrt. Daran schloss sich eine zweimalige
Spulung in Aqua dest. sowie die zweimalige Spilung fiir jeweils 5 Minuten in TRIS- gepufferter
Kochsalzlésung (TBS von Dako).

3.2.3.1.5 Primarantikorper

Der konzentrierte Primarantikorper, ein monoklonaler Maus-Antikorper (,,Dako Monoclonal
Mouse Anti-Human CD 31(PECAM-1), Clone JC70A*) wurde in einer Verdinnung 1:20 mit
einer Pufferldsung (,,Dako Antibody Diluent with Backround Reducing component®) angesetzt.
Die mitgefiihrten Negativkontrollen wurden im TBS-Puffer belassen. Die Gewebeschnitte
wurden nun fir 35 Minuten in einer feuchten Kammer bei Raumtemperatur mit dem
Primérantikorper inkubiert. Nach erfolgter Inkubation wurden die Objekttréger zweimal flr
jeweils 5 Minuten in TBS-Puffer gespilt. Die nachfolgenden Schritte wurden nun wieder mit
allen Gewebeschnitten inklusive Negativkontrollen durchgeftihrt.

3.2.3.1.6 Link mit Sekundarantikérper

Die Objekttrager wurden mit ,,Dako REAL™EnVision™/HRP, Rabbit/Mouse (Env)*“ bedeckt,
einem peroxidasekonjugierten Polymer, an das sekundare Antikérper (Kaninchen-/Maus-
Immunglobuline) gekoppelt sind. Die Inkubation erfolgte fir 30 Minuten in einer feuchten
Kammer bei Raumtemperatur. Dann wurden die Gewebeschnitte fur 2-3 Minuten zur Reduktion
der Hintergrundfarbung in TRIS-gepufferter Salzldsung mit Tween, pH 7,6 (,,Dako TBST Tris

buffered sialine with Tween 20%), gespilt sowie zweimal in TBS fir jeweils 5 Minuten.

3.2.3.1.7 Entwicklung/Visualisierung

Das Substratchromogen Vector®NovaRED™ (,Vector®NovaRED™ Substrate Kit for
Peroxidase“, Vector Laboratories) wurde auf die Objekttrager gebracht und die Gewebeschnitte
bei Raumtemperatur in einer feuchten Kammer inkubiert. Nach einer Entwicklungszeit von 25
Minuten erfolgte die zweimalige Spulung in  Aqua dest., um (berschissiges
Entwicklungssubstrat zu entfernen und den Reaktionsprozess zu beenden. Das entstandene

Reaktionsprodukt stellte sich rot dar.

3.2.3.1.8 Zellkern-Gegenfarbung
Fur die Gegenfarbung (nukleére Blaufarbung) wurden die Objekttrager fur 10 Sekunden in einer
H&matoxylin-Losung nach Meyer, pH 7,2-7,6 (,Dako Mayer's Hematoxylin (Lillie"s

Modification) Histological Staining Reagent*) gebracht. Nach der Farbung wurden die
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Gewebeschnitte zweimal in Aqua dest. gespult und fur 5 Minuten unter flieRendem
Leitungswasser geblaut.

3.2.3.1.9 Eindecken

Vor Eindecken der Objekttrager wurde die Gewebeschnitte mit Hilfe einer aufsteigenden
Alkoholreihe (50% —70%—80%—95%—100% Ethanol) dehydriert. Dann wurden die
Objekttrager fur 2 Minuten in Neo-Clear® gebracht, bevor sie mit Roti®-Mount
Eindeckmedium (,,Roti®-Mount Xylol-und toluolfreies Eindeckmedium fiir die Mikroskopie®,
Carl Roth) und einem Deckglas blasenfrei eingedeckt wurden.

3.2.3.2 Apoptose
Vorbehandlung, Entparaffinisierung und Rehydratasierung erfolgten analog der CD 31-
Immunhistochemie (s. 3.2.3.1.1 und 3.2.3.1.2).

Fur die Epitop-Demaskierung wurden die Objekttrager in einem Citratpuffer pH 6,1 (,,Target
Retrieval solution®, Dako) fir 10 Minuten in einem Dampfgarer inkubiert, 15 Minuten bei
Raumtemperatur abgekuhlt und anschlielend zweifach in Aqua dest. fur jeweils 5 Minuten
gespult.

Die Blockierung unspezifischer Bindungen wurde durch eine dreimalige Spilung in TBS fir 5
Minuten eingeleitet. Nun wurden die Objekttrager fir 30 Minuten in eine Losung, bestehend aus
2% Milchpulver geldst in TBST (0,1%) (“Tris buffered saline with Tween 20%, Dako), gebracht.
Darauffolgend schloss sich eine zweimalige Spilung in TBST fur 5 Minuten sowie eine 5

minutige Spulung in TBS an.

Der Primarantikorper, ein polyklonaler Caspase-3-Antikorper (“Cleaved Caspase-3 (Aspl75)«,
Cell Signaling Technology®), wurde in einer Verdinnung 1:300 mit einer Pufferlosung
(“Antibody Diluent with Backround Reducing component“, Dako) angesetzt, auf die
Objekttrager gebracht und tber Nacht bei 4°C inkubiert. AnschlieRend wurden die Objekttrager
dreimal in TBST gespult sowie 5 Minuten in TBS-Puffer.

Der Sekundarantikérper, ein polyklonales enzymkonjugiertes Anti-Kaninchen-Immunglobulin
(“Polyclonal Goat Anti-Rabbit Immunglobulins/AP*, Dako), wurde 1:40 mit der Pufferldsung
(“Antibody Diluent with Backround Reducing component®, Dako) angesetzt. Nach Benetzung
der Gewebeschnitte mit dem Sekundérantikdrper wurden diese fiir 30 Minuten in einer feuchten
Kammer inkubiert. Abgeschlossen wurde dieser Schritt durch zweimalige Spllung der
Gewebeschnitte in TBS fir 5 Minuten.
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Zur Visualisierung wurden die Objekttrager mit dem nach Herstellerangaben frisch angesetzten
permanenten roten Substrat-Chromogen-System (“Liquid Permanent Red*, Dako) bedeckt und
fur 10-20 Minuten inkubiert. Dieser Prozess wurde durch Spullung in Aqua dest. beendet.

Die Zellkern-Gegenfarbung (s. 3.2.3.1.8) und das Eindecken der Objekttrager erfolgte
entsprechend der CD 31-Immunhistochemie (s.3.2.3.1.9).

Als Positiv-Kontrolle wurden aortale Gewebeschnitte von 5/6 nephrektomierten und mit
Calcium behandelten Ratten aus einer friiheren Versuchsreihe der eigenen Arbeitsgruppe (Hecht
et al., 2016) genutzt.

3.2.3.3 Autophagie
Vorbehandlung, Entparaffinisierung und Rehydratasierung wurden entsprechend der Schritte bei
der CD 31-Immunhistochemie (s. 3.2.3.1.1 und 3.2.3.1.2) durchgefihrt.

Die Epitop-Demaskierung erfolgte durch Inkubation der Objekttrager in einem Citratpuffer pH
6,1 (,,Target Retrieval solution“, Dako) fir 15 Minuten in einem Dampfgarer. Die 30 mindtige
Abkuhlphase teilte sich in eine 15 mindtige Abkihlung bei Raumtemperatur, sowie einer 15
minutigen Phase in einem Wasserbad. AnschlieRend erfolgte eine Spllung der Objekttréger fir 5

Minuten in Aqua dest.

Die Blockierung der endogenen Peroxidase-Tatigkeit wurde mit frisch angesetzter 3%-igen
H,0,-Losung (s. 3.2.3.1.4) durchgefiihrt. Nach Spulung fiir 5 Minuten in Aqua dest., wurden die

Gewebeschnitte zweimal in TBS sowie einmal in TBST fur jeweils 5 Minuten gesplilt.

Unspezifische Proteinbindungsstellen wurden durch 30 mindtige Inkubation der Objekttrager in
2% BSA (Losung: ,,Bovines Serum Albumin®, Merck Millipore geldst in TBST, Dako) bei

Raumtemperatur gesattigt, um eine Reduktion der Hintergrundfarbung zu erreichen.

Der priméare Antikorper, ein monoklonaler Antikorper gegen die Leichtketten Isoformen 3A und
3B (,LC3A/B (D3U4C) XP® Rabbit mAb*, Cell Signaling Technology®), einer Untereinheit
des Mikrotubulus-assoziierten Proteins 1A und 1B, wurde in einer Verdiinnung 1:1000 angesetzt
und die Gewebeschnitte nach Benetzung mit dem Antikorper bei 4°C Uber Nacht inkubiert.
Der sekundare Antikorper, ein polyklonales enzymkonjugiertes Anti-Kaninchen-lmmunglobulin
(,,Polyclonal Goat Anti-Rabbit Immunglobulins/AP*, Dako), wurde in einer Verdinnung von

1:100 angesetzt und die Gewebeschnitte hiermit fir 30 Minuten bei Raumtemperatur in einer
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feuchten Kammer inkubiert. Nun folgte eine jeweils 5 mindtige Spulung, einmal in TBST sowie

zweimal in TBS.

Die Visualisierung mit Substratchromogen Vector®NovaRED™ (,,Vector® NovaRED™
Substrate Kit for Peroxidase“, Vector Laboratories) (s. 3.2.3.1.7) wurde nach einer
Entwicklungszeit von 5-15 Minuten beendet. Die Zellkerngegenfarbung (s. 3.2.3.1.8) und das
Eindecken der Objekttrager (s. 3.2.3.1.9) erfolgten entsprechend dem bei der CD 31-
Immunhistochemie beschriebenen VVorgehen.

Als Positiv-Kontrolle wurden Paraffinschnitte von HeLa (human epithelial carcinoma cell line)-
Zellen genutzt, die laut Herstellerempfehlung mit 50uM Chloroquin (,,Chloroquine diphosphate
salt®, Sigma-Aldrich, Inc.) Uber Nacht vorbehandelt wurden.

3.2.3.4 VEGF-R-lIl Immunhistochemie

3.2.3.4.1 Intrazellularer Anteil des VEGF-Rezeptor-2: VEG Fr-2 (Flk-1)
Die Vorbehandlung, Entparaffinisierung und Rehydratasierung erfolgte auch hier wie bei der CD
31-Immunhistochemie beschrieben (s. 3.2.3.1.1 und 3.2.3.1.2).

Bei dem nun folgenden Schritt der Demaskierung wurden, abweichend zur CD 31-
Immunhistochemie, die Objekttrager in einen Citratpuffer pH 6,0 (,,Target Retrieval solution®,
Dako) fur 10 Minuten in einem Dampfgarer inkubiert. Es folgte eine Abkihlphase fir 20

Minuten bei Raumtemperatur sowie die zweimalige Spulung der Objekttrager in Aqua dest.

Die Blockierung der endogenen Peroxidase wurde entsprechend der CD 31-Immunhistochemie
mit 3% H,O, durchgeflhrt (s. 3.2.3.1.4).

Der konzentrierte Primarantikorper ,,Rabbit anti-VEGFR-2(Flk-1,KDR)*“ (Zytomed Systems),
ein polyklonaler Kaninchen Antikorper gegen den C-Terminus des humanen FIk-1/KDR/VEGF-
Rezeptor 2, wurde mit einer Pufferlésung (,,Dako Antibody Diluent with Backround Reducing
component®) im Verhéltnis 1:60 angesetzt und die Gewebeschnitte fir 30 Minuten bei
Raumtemperatur in einer feuchten Kammer inkubiert. Die mitgefiihrten Negativkontrollen
wurden im TBS-Puffer belassen. AnschlieBend wurden die Gewebeschnitte dreimal in TBS-
Puffer gespult. Die nachfolgenden Schritte wurden nun wieder mit allen Gewebeschnitten

inklusive Negativkontrollen durchgefihrt.

Als Konjugat wurde ,,.Dako Polyclonal Goat Anti-Mouse Immunoglobulins/AP* verwendet, ein

alkalischer Phosphatase-konjugierter sekundarer Antikorper, in einer Verdinnung 1:100. Nach
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Benetzung der Gewebeschnitte mit dem Konjugat wurden diese fir 30 Minuten bei
Raumtemperatur in einer feuchten Kammer inkubiert und anschlieRend dreimal in TBS gespuilt.

Die Visualisierung erfolgte durch Inkubation der Gewebeschnitte mit dem Substratchromogen
Vector® NovaRED™  (“Vector®NovaRED™  Substrate Kit for Peroxidase®, Vector
Laboratories) fur 10-20 Minuten in einer feuchten Kammer und wurde durch zweimalige
Spulung in Aqua dest. beendet. Das entstandene Reaktionsprodukt stellte sich rot dar.

Die Zellkernfarbung wurde entsprechend der CD 31-Immunhistochemie (s. 3.2.3.1.8) mit
Hamatoxylin-Ldsung nach Meyer, pH 7,2-7,6 (,Dako Mayer’s Hematoxylin (Lillie’s
Modification) Histological Staining Reagent®) fir 30 Sekunden durchgefiihrt mit nachfolgender
Blauung der Zellkerne durch ein fiunfmindtiges Leitungswasserbad.

AbschlieBend wurden die Gewebeschnitte mittels einer aufsteigenden Alkoholreihe dehydriert
und mit Roti®-Mount Eindeckmedium (,,Roti®-Mount Xylol- und toluolfreies Eindeckmedium
fur die Mikroskopie*, Carl Roth) und einem Deckglas blasenfrei eingedeckt (s. 3.2.3.1.9).

3.2.3.4.2 Extrazellularer Anteil des VEGF-Rezeptor-2: Anti-KDR/VEGF-R-II
Immunhistochemie (LS-C122532)

Nach Trocknung der Gewebeschnitte Gber Nacht im Ofen bei 60°C wurde zur

Entparaffinisierung und Rehydratasierung der Gewebeschnitte die Objekttrager dreimal fur 5

Minuten in Neo-Clear®, fir 15 Minuten in Aceton und nachfolgend in eine absteigenden

Alkohol-Reihe (100% Ethanol—95%—80%—70%—50%) gebracht. Nun wurden die

Gewebeschnitte zweimal fir 5 Minuten in Aqua dest. gesplilt.

Die hitzeinduzierte Demaskierung wurde durch eine zehnminitige Inkubation der Objekttrager
in einem Citratpuffer (,,Dako Target Retrieval solution®) pH 6,1 im Dampfgarer durchgefiihrt. Es
schloss sich eine Abkihlphase bei Raumtemperatur von 20 Minuten, eine Spulung der
Objekttrager fur 5 Minuten in Aqua dest. sowie die dreimalige Spiilung in TBS und einmal in

TRIS-gepufferter Salzlésung mit Tween, pH 7,6 (Dako) an.

Zur  Reduktion  der Hintergrundfarbungen  durch  Sattigung unspezifischer
Proteinbindungsstellen wurden die Objekttrager bei Raumtemperatur fur 30 Minuten in 2% BSA
(Loésung: ,,Bovines Serum Albumin®, Merck Millipore geldst in TBS, Dako) gebracht. Es folgte
die einmalige Spilung mit TBS fiir 5 Minuten.
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Der primére Antikorper ,,Anti-KDR/VEGFR2 Antibody (Extracellular Domain LS-C122532)
(LifeSpan BioSciences, Inc.), ein monoklonaler Maus-Antikorper gegen die extrazellulare
humane VEGF-Rezeptor-1l Domane, wurde in einer Verdinnung 1:100 mit der Pufferlosung
(“Dako Antibody Diluent with Backround Reducing component®) angesetzt. Die
Gewebeschnitte wurden bei 4°C tber Nacht mit dem Antikdrper inkubiert.

Nach erfolgter Inkubation mit dem Priméarantikorper wurden die Objekttrager fur 15 Minuten bei
Raumtemperatur erwérmt, bevor sie dreimal in TBS sowie einmal in TBST fir jeweils 5
Minuten gespult wurden. Nun wurde der Sekunddrantikorper ,,Polyclonal Goat Anti-Mouse
Immunoglobulins/AP* (Dako) in einer Verdiinnung 1:50 angesetzt und die Gewebeschnitte mit
diesem fiir 30 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Es folgte die dreimalige Spilung in TBS

sowie einmal in TBST fir jeweils 5 Minuten.

Zur Visualisierung der gebundenen Antikérper wurden die Gewebeschnitte fir 10-25 Minuten
bei Raumtemperatur mit dem Chromogen ,,New Fuchsin Kit* (ScyTek Laboratories) inkubiert.
Durch nachfolgende Spulung der Objekttrdger in TBS stellte sich das Chromogen intensiv rot

dar. Der Féarbeprozess wurde durch Spulung der Gewebeschnitte in Aqua dest. beendet.

Die Zellkernfarbung wurde wie oben (s. 3.2.3.1.8) mit Hamatoxylin-Lésung nach Meyer, pH
7,2-7,6 flr 40 Sekunden durchgefuhrt.

Nach Blauung der Zellkerne durch ein funfmindtiges Leitungswasserbad wurden die
Gewebeschnitte mit einer aufsteigenden Alkoholreihe dehydriert und mit Roti®-Mount
Eindeckmedium (,,Roti®-Mount Xylol-und toluolfreies Eindeckmedium fiir die Mikroskopie®,
Carl Roth) und einem Deckglas blasenfrei eingedeckt (s. 3.2.3.1.9).

3.2.3.5 Erganzende immunhistochemische Untersuchungen

Durch die kooperierende Arbeitsgruppe von Prof. Dr. med. C. P. Schmitt (Zentrum fiir Kinder-
und Jugendmedizin, Universitatsklinikum Heidelberg) wurden im Rahmen einer gemeinsamen
Publikation zu diesem Thema (Burkhardt et al., 2016) erganzende immunhistochemische
Untersuchungen durchgefiihrt und die Ergebnisse zur Verfligung gestellt. Zur Vollstandigkeit der

eigenen Arbeit werden diese Untersuchungen nun im Folgenden erwahnt.

3.2.3.5.1 Podopolanin, VEGF-A, Angiopoietin 1 und 2
Die immunhistochemischen Untersuchungen wurden nach den dblichen Standardmethoden an

Formalin-fixierten Gewebeschnitten entsprechend den Herstellerempfehlungen durchgefihrt.
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Dies beinhaltete eine Entparaffinisierung und Rehydratasierung sowie eine Blockierung der
endogenen Peroxidase in 3%-H,0, und eine Hitze-induzierte Antigen-Demaskierung in einem
Dampfdrucktopf unter Verwendung eines Citratpuffers (“Target Retrieval Buffer”, Dako). Zur
Darstellung der LymphgefaBe wurde der monoklonale Antikdrper Podoplanin D2-40
(“Monoclonal Mouse Anti-Human Podoplanin Clone D2-40%, Dako, Glostrup, Danemark) in
einer Verdiinnung von 1:50 verwendet. Die immunhistochemische Analyse von VEGF-A
erfolgte mit einem polyklonalen Antiképer (Abcam, Cambridge, UK) in einer Verdiinnung
1:1000, Angiopoietin 1 mit einem polyklonalen Antikérper (Sigma Aldrich, Missouri, USA) in
einer Verdunnung 1:50 und Angiopoietin 2 mit einem polyklonalen Antikdrper (Thermo Fisher,
Rockford, USA) in einer Verdinnung 1:200. Die Gewebeschnitte wurden fiir jeweils eine Stunde
bei Raumtemperatur mit dem Primdrantikbrper inkubiert. Nach Verwendung des
Immunoperoxidase System ABC Reagenz (“VECTASTAIN® ABC KIT*, Vector Laboratories,
Kalifornien, USA) wurden die Gewebeschnitte mit einem biotinylierten Sekundarantikdrper
(Vector Laboratories) fir 30 Minuten inkubiert. Zur Darstellung wurde 3,3"Diaminobenzidin-
tetra-hydrochlorid (DAB) gewahlt. Die Zellkernfarbung wurde mit Hamatoxylin-Eosin (HE)
durchgefuhrt. Als Negativ-Kontrollen wurden Gewebeschnitte ohne Applikation des

Primarantikérpers mitgefihrt.

3.2.4 Auswertung der CD 31-Immunhistochemie

3.2.4.1 Aufnahme der Bilder

Die Quantifizierung der Kapillaren in den Gewebeschnitten erfolgte mit Hilfe des
Digitalmikroskops BZ-9000 und Analyzer Software®-11 (Keyence). In einem ersten Schritt
wurde die Gewebeschnitte auf eine homogene Farbdarstellung der CD 31-markierten Gefal3e
uberprift. Die so selektionierten Schnitte wurden nach erfolgtem WeiRRabgleich der Kamera mit
einem Objektiv mit 4facher VergroBerung im Farbbildmodus bei einer Belichtungszeit von
1/350s aufgenommen (“Auto Range Photo”). Durch Benutzung der Z-Synchronisierungs-
Funktion (“z-sync”) konnten Unterschiede der Gewebedicke automatisch korrigiert werden,
indem die zugehorige Z-Achsen Position gespeichert wurde und der betreffende Ausschnitt voll
fokussiert blieb. Fur die Analyse der Schnitte wurde ein hochauflésendes Gesamtbild des
omentalen Gewebes mittels der Bildzusammensetzungsfunktion (“Merge”) erzeugt. Dafir
wurden bis zu 9 Positionen markiert, innerhalb derer Grenzen sich das Gesamtgewebe befand.

Um  ungleichmédRige  Kontraste der  Teilbilder zu  vermeiden, wurde die
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Schattenentfernungsfunktion (“using image for correction”) benutzt. Aus bis zu maximal 1200

Teilbildern wurde so das Gesamtbild fur die weitere Analyse zusammengesetzt.

3.2.4.2 Festlegung des Gesamtgewebes

Das Bild wurde mit der ,,Hybrid-Zell-Z&hl* (“Hybrid Cell Count®) - Funktion analysiert. Der
erste Schritt bestand in der Festlegung des zu untersuchenden Gesamtgewebes (“Single
Extraction®) lber die Extraktion unterschiedlicher Helligkeitsbereiche (“Brightness®). Das
omentale Gewebe, das durch die Hamatoxylin-Féarbung eine blauliche Farbung angenommen
hatte, konnte auf diese Weise bestimmt werden. Als Helligkeitsschwelle wurde ein Bereich von
150-169 eingestellt. Unter der Option ,Einstellung des extrahierten Gewebes* (“Adjust
Extracted Area“) wurde mit Hilfe verschiedener Korrekturoptionen (“Remove Unwanted Areas”,
“Fine Edit”, “Select On Image”) die vorher ausgewahlte Flache optimiert, indem Artefakte
entfernt sowie Gewebeliicken aufgefillt wurden (“Fill Cracks”).

3.2.4.3 Festlegung der CD 31 markierten Kapillaren

Zur Bestimmung der CD 31 markierten Flache wurde die Option Farbextraktion (“Hue”)
gewahlt. Dann wurden in einem vergroRerten Bild (“Zoom”) bis zu 20 Farbwerte in
unterschiedlichen Bereichen des Gewebeschnittes markiert (“Add Area”), die in die weitere
Analyse einbezogen werden sollten. Dies erméglichte die weitgehend vollstandige Erfassung der
rotlich angefarbten Bereiche, die durch die CD 31-Immunhistochemie detektiert worden waren.
Unter der Option ,.Einstellung des Gewebes“ (“Adjust Extracted Area”) wurden Artefakte
ausgeschlossen (“Remove Unwanted Areas”) und Farbliicken aufgefullt (“Fill Cracks”). Da der
CD 31-Antikérper Endothelzellen bzw. Gefalle jeder Grofie detektiert, wurden die markierten
Bereiche hinsichtlich GefaRgroRe und Wandaufbau kontrolliert. GefaRe, die aufgrund ihrer
Morphologie Klar als Arterie, Vene oder Arteriole identifiziert werden konnten, wurden von der
weiteren Auswertung ausgeschlossen. Um Unterschiede in der Auswahl der Gefdle zu
minimieren, wurden in einem ersten Durchgang alle Gewebeschnitte durch den gleichen
Untersucher analysiert. Pro Patient wurden nach oben genannten Analyseverfahren jeweils drei
Schnitte ausgewertet (165 Gewebeschnitte) und, zur Reduktion zufélliger Messfehler, der

arithmetische Mittelwert pro Patient gebildet.

Zur Bestimmung der Intraobserver Variabilitit wurden in einem zweiten Durchgang 18
Gewebeschnitte (10,9% der gesamten ausgewerteten Schnitte) noch einmal verblindet, nach
dem gleichen Schema ausgewertet, sowie, zur Bestimmung der Interobserver Variabilitat,

ebenfalls verblindet, von einem zweiten Untersucher analysiert.
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Die gemessenen Ergebnisse beinhalteten die Flache des Gesamtgewebes, die Kapillarflache,
sowie den prozentualen Anteil der CD 31 markierten Kapillarflache am Gesamtgewebe.

Zur Prifung der Validitat der oben genannten Messmethode wurde die Kapillardichte zusétzlich
mit einer vollautomatisierten Messmethode durch eine kooperierende Arbeitsgruppe (Prof. Dr.
med. C. P. Schmitt, Zentrum fiur Kinder-und Jugendmedizin, Universitatsklinikum Heidelberg)
quantitativ bestimmt. Daflr wurde an einer Stichprobe von 30 Gewebeschnitten, davon 13
Kontrollen und 17 niereninsuffiziente Kinder, die Kapillardichte, d.h. die kapillare endotheliale
Flache bezogen auf die Gesamtfliche, mit ,,Aperio Precision Image Analysis Software (Aperio®
Technologies, Inc. Vista, CA, USA) bestimmt und die Ergebnisse beider Analyseverfahren

miteinander verglichen.

3.2.5 Auswertung der Apoptose- und Autophagie-Immunhistochemie

Die Analyse der Apoptose (Caspase-3)- und Autophagie (LC3A/B) -Immunhistochemie erfolgte
nach dem oben beschriebenen Vorgehen der CD 31-Auswertung (s. 3.2.4). Fir die
immunhistochemische Darstellung der Autophagie und Apoptose wurden jeweils
Gewebeschnitte von 20 Kindern ausgewdhlt, altersgematcht 10 aus jeder Gruppe

(niereninsuffizient vs. nierengesund).

3.2.6 Auswertung der VEGF-Rezeptor 2-Immunhistochemie

Die quantitative Auswertung der VEGF-Rezeptor-2-Dichte erfolgte analog zur CD 31-
Auswertung mit Hilfe des Digitalmikroskops BZ-9000 und Analyzer Software®-11 (Keyence).
Die einzelnen Schritte setzten sich, wie oben beschrieben, aus folgenden Einzelschritten
zusammen: 1.Aufnahme des Bildes, 2.Festlegung des Gesamtgewebes, 3.Festlegung der
immunhistochemisch markierten VEGF-R-2-Flache und Berechnung der prozentualen VEGF-R-
2- Dichte bezogen auf die Gesamtflache. Nach diesem Schema wurden insgesamt 20
Gewebeschnitte aus beiden Gruppen ausgewertet, indem 10 etwa gleichaltrige Studienteilnehmer
aus der Gruppe der nierengesunden Kontrollen und 10 aus der Gruppe niereninsuffizienter
Patienten miteinander verglichen wurden. Hierbei wurde auch auf eine ausgeglichene und

homogene Auswahl der Altersklassen aus beiden Gruppen geachtet.

3.2.7 Auswertung der erganzenden immunhistochemischen Untersuchungen
(VEGF-A, Podoplanin, Angiopoietin 1und 2)
Die quantitative Analyse der erganzenden immunhistochemischen Untersuchungen der

Arbeitsgruppe von Prof. Dr. med. C. P. Schmitt (Zentrum fur Kinder-und Jugendmedizin,
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Universitatsklinikum Heidelberg) wurde mit ,,Aperio Image Analysis Software (Aperio®
Technologies, Inc., Vista, Kalifornien, USA) und der Bildbetrachtungssoftware ,,Image Scope*
Version 11(Image Scope, v11.2.0.780, Aperio® Technologies, Inc., Vista, Kalifornien, USA)
durchgefiihrt. Hierfur wurde der Anteil der positiven Pixel pro eingescanntem Objekttrager
quantifiziert, nachdem die immunhistochemischen Farbungen mit dem Algorithmus ,,Aperio
Positive Pixel Count Algorithm* (Version 9) evaluiert worden waren. Dafir wurde fir jede
spezifische immunhistochemische Féarbung der Intensitdtsbereich fir schwache, mittlere und
starke Signale validiert, ebenso wie der Bereich fiir negative Pixel. Die Ergebnisse wurden als
Verhéltnis der positiven Pixel bezogen auf die Gesamtzahl an Pixel dargestellt und als Positivitat
bzw. Positiv-Ratio bezeichnet. Die nach diesem Algorithmus ausgewerteten Gewebeschnitte
umfassten fur die VEGF-A Immunhistochemie 31 Kinder der in dieser Arbeit untersuchten
Stichprobe (11 Kontrollen und 20 urdmische Patienten), fur Podoplanin 13 Kinder (3 Kontrollen
und 10 urdmische Patienten), 15 Kinder fir Angiopoetin 1 (6 Kontrollen und 9 urdmische
Patienten) und fir die Angiopoietin 2 Immunhistochemie 16 Kinder (6 Kontrollen und 10

urdmische Patienten).

3.2.8 Statistik

Die statistische Analyse wurde mit Hilfe der GraphPad PRISM ™ (Version 6.0) Software und
IBM® SPSS® Statistics for Windows (Version 23.0) durchgefiihrt. Aufgrund der GruppengréRe
wurden nicht-parametrische  zweiseitige Testverfahren benutzt, da nicht wvon einer

Normalverteilung ausgegangen werden konnte.

Als statistisch signifikant wurden Testergebnisse gewertet, bei denen bei einer

Irrtumswahrscheinlichkeit von o= 5% der p-Wert <0,05 war.

Zur Untersuchung von Unterschieden in der Kapillardichte, VEGF-Rezeptor 2-Dichte und
Unterschieden hinsichtlich der anthropometrischen Daten zwischen den urdmischen und
nierengesunden Kindern (Kontrollen) wurde der nicht-parametrische Test fir unverbundene
Stichproben, U-Test nach Mann und Whitney, verwendet, der die Verteilung von Réngen
zwischen zwei Gruppen untersucht. Zusatzlich wurde die VEGF-Rezeptor 2/CD 31-Ratio fiir
den intra-und extrazellularen Anteil des VEGF-Rezeptors 2 bestimmt und mit Hilfe des U-Testes
nach Mann und Whitney auf Unterschiede zwischen den urdmischen Kindern und der

Kontrollgruppe hin untersucht. Zusammenhénge der patientenspezifischen Parameter mit der
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Kapillardichte  wurden mit  einer  Korrelationsanalyse nach  Spearman, einem
Rangkorrelationskoeffizient r, der weder eine Normalverteilung noch eine lineare Beziehung
voraussetzt, analysiert. Konfidenzintervalle fir den Korrelationskoeffizienten nach Spearman
wurden bei einer StichprobengroBe n > 10 angegeben (Wei8, 2013). Zudem wurden
Zusammenhdnge der einzelnen Parameter mit der Kapillardichte durch ein lineares
Regressionsmodell betrachtet. Fir Parameter, die eine signifikante Korrelation mit der
Kapillardichte zeigten, wurde zusatzlich in einem multiplen linearen Regressionsmodell die
Vorhersagekraft dieser Prédiktoren auf die Kapillardichte analysiert. Hierfir wurde ein
rickwarts gerichtetes lineares Regressionsmodell verwendet. Hierbei wird nach Einschluss der
Pradiktoren sequenziell die unabhdngige Variable ausgeschlossen, die die kleinste
Teilkorrelation mit der abhdngigen Variablen hat und somit die geringste VVorhersagekraft fur die
abhéngige Variable. Dieser Vorgang wird abgebrochen, sobald der Ausschluss einer
unabhingigen Variable (Pradiktor) zu einer signifikanten Anderung der erklarten Varianz fithren
wirde (Wahrscheinlichkeit von F-Wert fiir Ausschluss >= 0,100).

Die Variabilitdt der Untersuchungsergebnisse zwischen zwei Untersuchern (Interobserver
Variabilitat) sowie eines Untersuchers zu zwei Zeitpunkten (Intraobserver Variabilitat) wurde
mit Hilfe der Bland-Altman Methode (Bland & Altman, 1986) Uberprift. Bei dieser Methode
wird die Differenz der beiden Messungen gegen den Mittelwert beider Messungen aufgetragen.
Dabei gilt der Mittelwert der beiden Messungen als beste Anndherung an den unbekannten
,wahren“ Wert. Es stellt damit eine graphische Methode dar, die durchschnittliche
Ubereinstimmung sowie die Streuung der einzelnen Messwertdifferenzen abzubilden und so eine
Aussage Uber quantitative Unterschiede zweier Messungen bzw. den Grad ihrer
Ubereinstimmung zu liefern. Zusatzlich wurde fir die Bestimmung der Intra- und Interobserver

Variabilitat das prozentuale Mittel der Differenz beider Messdurchgange nach folgender Formel

1.Messung—2.Messung

errechnet: x 100, sowie in einer Korrelationsanalyse nach Spearman und

1.Messung

einem linearen Regressionsmodell miteinander verglichen.

Der Methodenvergleich der eigenen Auswertungsmethode mit der vollautomatisierten
Bildanalyse durch eine kooperierende Arbeitsgruppe (BioQuant, Heidelberg) erfolgte mit Hilfe
der Bland-Altman Methode (Bland & Altman, 1986), s.o.

3.2.8.1 Graphische Darstellung
Die graphische Darstellung der Gruppenunterschiede zwischen den Kontrollen und den

nierengesunden Kindern, die wie oben beschrieben mit Hilfe des U-Tests nach Mann und
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Whitney untersucht wurden, erfolgte als Box-and-Whiskers-Plot. In dieser Darstellung umfasst
die Box die 25.-75. Perzentile und der Median ist als Linie in der Mitte der Box gezeigt. Die
Antenne (whiskers) reicht von den geringsten bis zu den hochsten Werten (Min-to-Max-
Einstellung). Zur besseren Vergleichbarkeit wurden diese Einstellungen bei allen Box-and-
Whiskers-Plots gewahlt.
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4 Ergebnisse

4.1 Ubersicht Giber die Studienpopulation

Nierengesunde Kinder wurden in der Klinik der Kinderchirurgie und der Klinik der
Kinderurologie der Charité-Campus Virchow Klinikum sowie in der Klinik fir Kinderchirurgie
und Urologie des Universitatsklinikums Heidelberg in dem Zeitraum vom 29.09.2012-
28.05.2013 rekrutiert. Es konnten insgesamt 41 nierengesunde Kinder mit elektiver abdomineller
Operation eingeschlossen werden. Davon stammten 27 aus der Klinik der Kinderchirurgie und
der Klinik der Kinderurologie der Charité-Campus Virchow Klinikum und 15 Kinder aus der
Klinik fur Kinderchirurgie und Urologie des Universitatsklinikums Heidelberg. Nach erneuter
Prufung bezuglich der Ausschlusskriterien (s.0.) mussten 9 Kinder ausgeschlossen werden. Die
haufigste Ausschlussursache waren maligne Neoplasien in der Anamnese (7/9). Eine Ubersicht
gibt Abbildung 4.

/
Gesunde Kontrollen
n=41

Uberpriifung

Ausschlusskriterien Gesunde Kontrollen

n=32

(9 Kinder ausgeschlossen)/

Ausschlussursache (Anzahl ):
e Nephroblastom (n= 3)
e Maligner Keimzelltumor (n=1)
e  Hyperinsulinismus (h=1)
e Neuroblastom ( n=2)
¢ Intraabominelles kaverndses Lymphangiom (n=1)

e Retroperitonealer Tumor (n=1)

Abbildung 4: Selektion der gesunden Kontrollen

Zu den 32 nierengesunden Kindern wurden 24 gleichaltrige Kinder aus der Biobank der
Internationalen Peritonealbiopsie Studie mit terminaler Niereninsuffizienz selektioniert. Ein
Patient musste aufgrund einer VVorbehandlung mit Kortikosteroiden und einem Zytostatikum aus
der weiteren Analyse ausgenommen werden, so dass insgesamt 23 omentale Proben urdmischer

Patienten zur weiteren Untersuchung zur Verfiigung standen (s. Abbildung 5).
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) . _ ~
Uramische Uberprifung Uramische
Patienten Ausschlusskriterien Patienten
n=24 ) (1 Kind ausgeschlossen) n=23

Ausschlussursache (Anzahl):

e  Z.n. Cyclophosphamid-und Urbasontherapie (n=1)

Abbildung 5: Selektion der niereninsuffizienten Kinder

Knapp 40% (9/23) der urédmischen Patienten stammte aus Deutschland (Heidelberg).
Zweithdufigstes Ursprungsland war mit 17% (4/23) Spanien (Barcelona), gefolgt von Litauen
(Vilnius), Ungarn (Budapest), Italien (Mailand und Genua) und Frankreich (Lyon), aus denen
jeweils 7% (2/23) der niereninsuffizienten Kinder stammten. Aus den USA (Kansas City) und
der Turkei (Adana) wurde jeweils ein Patient aus der Biobank selektioniert. Insgesamt war der
uberwiegende Anteil der urdmischen Patienten mit 65% (15/23) kaukasischer Abstammung. 22%
(5/23) der Patienten waren arabischer Volkszugehdorigkeit und bei 13% (3/23) fehlten Angaben

zur Ethnizitat.

In Tabelle 2 ist eine Ubersicht der untersuchten Kinder beziiglich ihres Geschlechts, Alters und

der anthropometrischen Daten dargestellt.
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Tabelle 2: Ubersicht tber die Studienpopulation. Die prozentuale Haufigkeitsverteilung wurde fiir die Variablen
Stichprobe, Geschlecht und Alter angegeben (%o).

Nierengesunde Niereninsuffiziente p-Wert
Gesamt Kinder (Kontrollen) = Kinder
Anzahl der 55 32 (58%) 23 (42%)
untersuchten Kinder Berlin: 19 (60%)
Heidelberg:13 (41%)
Geschlecht
mannlich 30 (55%) 14 (44%) 16 (70%)
weiblich | 25 (45%) 18 (56%) 7 (30%) p = 0,0987
Alter (Jahre)
0-2 . 19 (35%) 13 (41%) 6 (26%)
3-6 11 (20%) 6 (19%) 5 (22%)
7-12 . 15 (27%) 8 (25%) 7 (30%)
13-18 . 10 (18%) 5 (16%) 5 (22%)
Median 5,2 4,37™ 7" p = 0,4953
Mittelwert Alter (£SD) 6,7 (£5,7) 6,2 (£5,7) 7,3 (£5,7)
Gewicht (kg)
Min 2,35 3 2,35
Max 92 92 53
Median 17,3 15"™ 22" p =0,6579
Mittelwert Gewicht 22,37 22,5 (+20,77) 22,03 (+=14,41)
(+SD) (+18,61)
GroRe (cm)
Min 50,5 52 50,5
Max 171 171 170
Median 102,5 95™ 108™ p = 0,5263
Mittelwert Grofe (£SD) 104,9 102,5 (£37,15) 108,6 (£34,35)
(+35,78)
BMI
Min 11,07 11,07 13,7
Max 31,46 31,46 20,4
Median 16,67 16,65™ 17,1™ p =0,8217
Mittelwert BMI (£SD) 17,31 17,61 (£5,12) 16,94 (£1,86)
(+3,95)
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Nierengesunde Niereninsuffiziente p-Wert
Gesamt Kinder (Kontrollen) = Kinder
BMI-SDS
Min -4,41 -4,41 -1,78
Max 2,58 2,58 1,70
Median -0,34 -0,34™ -0,34™ p =0,9301
Mittelwert BMI-SDS -0,28 -0,27 (£1,68) -0,27 (£1,06)
(xSD) (£1,41)
BSA (m°)
Min 0,18 0,21 0,18
Max 2,09 2,09 1,58
Median 0,69 0,62"™ 0,82"™ p = 0,5508
Mittelwert BSA (£SD) 0,78 0,77 (£0,51) 0,8 (£0,4)
(+0,46)

" Mann Whitney Test: Kontrollgruppe vs. niereninsuffiziente Kinder p>0,05

Wie in Tabelle 2 zu sehen ist, bestand insgesamt ein ausgewogenes Geschlechterverhaltnis. In
der Gruppe der urdmischen Kinder war der Anteil der Jungen mit knapp 70% jedoch deutlich
fuhrend. Die Altersverteilung zwischen den Kontrollen und den niereninsuffizienten Kindern
war bis auf die Altersgruppe der 0-2jahrigen homogen. Diese war bei den nierengesunden
Kindern mit 41% am stérksten vertreten. Da in dem Entnahmezeitraum die Anzahl der Kinder
zwischen 0-2 Jahren in der Biobank nur begrenzt vertreten waren, konnten zu den 13 Kontrollen
dieser Altersgruppe nur 6 niereninsuffiziente Kinder rekrutiert werden. Hieraus leitet sich auch
die Differenz in der Anzahl der urdmischen und nierengesunden Kontrollen ab (23 vs. 32
Kinder). Das durchschnittliche Alter (Mittelwert) lag bei den nierengesunden Kontrollen bei 6,2
(£5,7), bei den niereninsuffizienten bei 7,3 (£5,7) und in der gesamten untersuchten Population
im Durchschnitt bei 6,7 (£5,7). Hinsichtlich der anthropometrischen Daten zeigten sich in
keinem der Parameter statistisch signifikante Unterschiede zwischen den niereninsuffizienten
Kindern und der Kontrollgruppe (p>0,05). Ein Trend war nur in Bezug auf die BMI-Mittelwerte
zwischen den beiden Gruppen zu erkennen, mit einem hdéheren BMI bei den nierengesunden
Kindern (Mittelwert): Kontrollgruppe 17,61 (£5,12) vs. 16,94 (£1,87) in der CKD-Gruppe,
erreichte aber keine statistische Signifikanz. Jedoch zeigte sich bei dem alters- und
(BMI-SDS)

geschlechtsbezogenem Body-Mass-Index  Standardabweichungs-Score kein
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Unterschied zwischen den Gruppen (Mittelwert (Mean): Kontrollgrupppe -0,27 (£1,68) vs.
-0,27 (£1,06) CKD-Gruppe).

4.1.1 Erkrankungsspektrum der niereninsuffizienten Kinder

Tabelle 3 zeigt die zugrundeliegenden Erkrankungen der chronischen Niereninsuffizienz. An
erster Stelle mit fast 90 % liegen die angeborenen Erkrankungen und hierunter vor allem die
Obstruktionen der ableitenden Harnwege sowie Nierenfehlbildungen.

Tabelle 3: Grunderkrankungen der niereninsuffizienten Kinder

Diagnosen Anzahl (n) Prozentualer Anteil (%)
Angeborene Erkrankungen 20 87
e  Obstruktive Uropathie 8 40
= Urethralklappen = 6 = 75
e Nierenhypoplasie/Nierendysplasie 6 30
e Syndromale Erkrankungen mit 2 10
Nierenbeteiligung =1 = 50
= Bardet-Biedl-Syndrom =1 = 50
= Joubert-Syndrom 2 10
e  Multizystisch-dysplastische Nierenerkrankung 1 5
o Methylmalonaziddmie mit Nephropathie 1 5
e Kongenitales nephrotisches Syndrom
Erworbene Erkrankungen 3 13
e  Glomerulonephritiden 2 66,7
= MPGN Typ 2 =1 = 50
= |gA-Nephropathie = 1 = 50
e Tubulopathien 1 33,3

4.1.2 Erkrankungsspektrum der nierengesunden Kinder
In Tabelle 4 sind die Erkrankungen der nierengesunden Kontrollen aufgefihrt, die zur

Krankenhausaufnahme und Operation Anlass gaben.
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Tabelle 4: Erkrankungen der nierengesunden Kinder

Diagnosen Anzahl (n) Prozentualer | Berlin Heidelberg
gesamt Anteil (%) (n) (n)
Angeborene Fehlbildungen 18 56,3 16 2
o Anorektale Fehlbildungen 13 72,2 11 2
=  Komplexe = 10 = 76,9 9 1
Fehlbildungssyndrome
= Morbus Hirschsprung = 3 = 231 2 1
o Blasenekstrophie 4 22,2 4 0
e Osophagusatresie 1 5,6 1 0
Erkrankungen des
Gastrointestinaltraktes H 344 ? °
o Gastrodsophagealer Reflux 8 72,8 1 7
e Cholezystolithiasis 2 18,2 1 1
e Hypertrophe Pylorusstenose 1 91 0 1
Sonstige Erkrankungen 3 9,4 1 2
e Sichelzellanamie 2 66,7 1 1
e Turner Syndrom 1 33,3 0 1

Wie der Tabelle 4 zu entnehmen ist, nahmen die angeborenen Fehlbildungen auch bei den
nierengesunden Kontrollen mit fast 60% die erste Stelle des Erkrankungsspektrums ein. Im
Gegensatz zu den niereninsuffizienten Kindern machten bei den Kontrollen aber vor allem die
anorektalen Fehlbildungen mit 72,2% den Hauptteil aus und nur ein geringer Anteil (22%) waren
Fehlbildungen der ableitenden Harnwege. 85% der Kinder mit anorektalen Fehlbildungen, und
dabei vor allem die Kinder mit komplexen anorektalen Fehlbildungen, stammten aus Berlin. Bei
den Erkrankungen des Gastrointestinaltraktes, wie der gastrodsphageale Refluxkrankheit, kamen

hingegen ber 80% der Kinder aus der Kinderchirurgie des Universitatsklinikums Heidelberg.
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Wie bereits in Abschnitt 3.2.1 erwahnt, wurde die omentale Gewebeentnahme bei den
nierengesunden Kontrollen wéhrend elektiver abdomineller Operationen durchgefiihrt. Eine
Ubersicht dieser Eingriffe gibt Tabelle 5.

Tabelle 5: Durchgefuhrte Operationen bei den nierengesunden Kindern

Anzahl (n) | Prozentualer | Berlin (n) | Heidelberg
Durchgefihrte Operationen ]
gesamt Anteil (%) (n)
Eingriffe am oberen Gastrointestinaltrakt 12 37,5 3 9
o Fundoplicatio/Hemifundoplikatio 8 66,7 1 7
o Cholezystektomie 2 16,7 1 1
e Osophagusrekonstruktion/ 1 8,3 1 0
Magenhochzug
e Pylorotomie 1 8,3 0 1
Eingriffe am unteren
Gastrointestinaltrakt 10 33 8 2
e Rickverlagerung Enterostoma 5 50 5 0
e Kolektomie/Hemikolektomie 3 30 2 1
e Laparoskopische 1 10 0 1
Durchzugsoperation
¢ Anlage Enterostoma 1 10 1 0
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Anzahl (n) | Prozentualer | Berlin (n) | Heidelberg
Durchgefihrte Operationen .
gesamt Anteil (%) (n)
Eingriffe an den ableitenden Harnwegen 7 21,9 7 0
e Harnblasenaugmentation 5 71,4
= Mit Anlage Vesikostomie/ = 2 = 40 5 0
Ureterzystoneostomie
e Harnblasenhalsplastik 2 28,6
= Mit Anlage Vesikostomie/ = 1 = 50 2 0
Ureterzystoneostomie
Sonstige Eingriffe 3 9,4 1 2
e Splenektomie 2 66,7 1 1
Diagnostische Laparoskopie 1 33,3 0 1

An erster Stelle der durchgefiihrten Operationen standen Eingriffe am oberen
Gastrointestinaltrakt mit knapp 40%, gefolgt von Eingriffen am unteren Gastrointestinaltrakt
(31,3%) sowie Operationen der ableitenden Harnwege (21,9%). 75% der Operationen am oberen
Gastrointestinaltrakt wurden an dem Universitatsklinikum Heidelberg durchgefihrt. Eingriffe am
unteren Gastrointestinaltrakt sowie an den ableitenden Harnwegen hingegen wurden

hauptsachlich an der Charité-Universitatsmedizin Berlin durchgefihrt.

4.1.3 Blutdruckwerte und antihypertensive Medikation

Die Blutdruckwerte der nierengesunden Kontrollen befanden sich im altersentsprechenden
Normbereich und keines der Kinder hatte einen behandlungsbedrftigen arteriellen Hypertonus.
Ein Kind wurde aufgrund eines angeborenen Herzfehlers mit einem Betablocker (Carvedilol)
behandelt. In Tabelle 6 sind nicht standardisierte Einzelmessungen nach Altersgruppen gezeigt

mit den entsprechenden Normbereichen (<90.Perzentile).
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Tabelle 6: Blutdruckwerte der Kontrollgruppe nach Altersgruppen (n=17)

Alter Blutdruckwerte [mmHg] | Altersentsprechender Normbereich
(<90. Perzentile bei Tagesmessung)

Systolisch | Diastolisch Systolisch Diastolisch

Min-Max Min-Max [mmHg] [mmHg]

(Mean) (Mean) Jungen/Médchen Jungen/Médchen
0-2 Jahre (n=8)* 80-104 36-64 <94/97 (1J.) - <49/52 (1J.) -

(91,3) (50,6) <106/105(2Jahre) <59/61(2Jahre)

96-100 51-67 <106/105 (3,5J.) — <66/67 (3,5J.) —
3-5 Jahre (n=2)**

(98) (59) <109/110 (5,5Jahre) <69/70 (5,5Jahre)

103-110 60-78 <107/107 (6,5J.) — <68/69 (6,5J.)-
6-9 Jahre (n=2)**

(106,5) (69) <115/117 (9,5Jahre) <72/72 (9,5Jahre)

116-117 57-74 <112/113 (10,5J.) — <71/71 (10,5J.) —
10-15 Jahre (n=2)**

(116,5) (65,5) <135/126 (15,5Jahre) <80/78 (15,5Jahre)

110-149 64-84 <131/124 (16,5J.) - <79/78 (16,5J.) -
16-17 Jahre (n=3)**

(129,3) (75) <141/127(17,5Jahre) <83/81 (17,5Jahre)

* Referenzwerte fur altersentsprechenden Normbereich 0-2 Jahre nach: National High Blood Pressure Education Program
Working Group on High Blood Pressure in Children and Adolescents, 2004, The fourth report on the diagnosis, evaluation, and
treatment of high blood pressure in children and adolescents (National-High-Blood-Pressure-Education-Program-Working-
Group-on-High-Blood-Pressure-in-Children-and-Adolescents, 2004)

** Referenzwerte fiir altersentsprechenden Normbereich 3-17 Jahre nach: Neuhauser, 2013, Referenzperzentile fir
anthropometrische Mafzahlen und Blutdruck aus der Studie zur Gesundheit von Kindern und Jugendlichen in Deutschland
(KiGGS) 2003-2006 (Neuhauser et al., 2011; Neuhauser, 2013)

In der Gruppe der niereninsuffizienten Kinder wurden vier Kinder antihypertensiv behandelt, bei
funf Kindern fehlten die Angaben bezuglich einer antihypertensiven Medikation, die restlichen
14 Kinder hatten keine behandlungspflichtige Hypertonie. Die Halfte der antihypertensiv

behandelten Kinder (2/4) erhielt eine Monotherapie mit einem Calziumkanalblocker, die andere
Hélfte (2/4) erhielt eine Dreifachkombination blutdrucksenkender Medikamente. Ein
Calziumkanalblocker und ein B-Blocker waren in beiden Féllen Bestandteil der Therapie, die in
einem Fall mit einem ACE-Hemmer/AT;-Rezeptor-Antagonisten und in dem anderen Fall mit

einem Diuretikum erganzt wurde.
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4.2 Kapillardichte

In Abbildung 6 sind beispielhaft zwei Gewebeschnitte mit CD 31 immunhistochemisch
markierter endothelialer Flache zur Darstellung der GefaRe nierengesunder und urédmischer
Kinder gegentibergestellt.

Kapillardichte im Omentum:

A gesunde Kontrollen ST '\ B urémischer Patient
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Abbildung 6: CD 31-IHC markierte Gefalle (rote Pfeile) in omentalen Gewebeschnitten (Objektiv mit 10facher
VergroRerung). A zeigt einen Gewebeschnitt von einer nierengesunden Kontrolle, B von einem uramischen Patienten

Die quantitative Messung der CD 31 markierten Kapillaren in den omentalen Gewebeschnitten
zeigte eine signifikante Reduzierung der Kapillardichte bei urdmischen Kindern. So lag der
Median der Kapillardichte der nierengesunden Kontrollen bei 0,95 % (der Gesamtflache)
gegenuber 0,61 % bei den niereninsuffizienten Kindern (p**=0,0021), entsprechend einer
Reduktion um 35,7% . Beziglich der Mittelwerte fand sich sogar eine Reduktion der
Kapillardichte um 48% bei den niereninsuffizienten Kindern (Mittelwert nierengesunde
Kontrolle= 1,31, Mittelwert niereninsuffiziente Kinder= 0,68). In Abbildung 7 sind die
Ergebnisse graphisch dargestelit.
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Vergleich der Kapillardichte
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Abbildung 7: Vergleich der Kapillardichte im omentalen Gewebe nierengesunder und niereninsuffizienter Kinder. Die
Kapillardichte bei niereninsuffizienten Kindern ist signifikant reduziert. Dargestellt als Box&Whiskers Plot mit Median.
Mann-Whitney Test: Median Kontrollen= 0,95% (der Gesamtflache), Median niereninsuffiziente Gruppe=0,61%,
p**=0,0021, n=55

In einer weiteren Analyse wurde die Kapillardichte in beiden Gruppen unter Ausschluss der
antihypertensiv behandelten Kinder untersucht, um einen moéglichen Einfluss der Hypertonie
bzw. der blutdrucksenkenden Therapie auf die Kapillardichte auszuschliefen. In Abbildung 8
sind die Ergebnisse dargestellt. Es zeigte sich weiterhin eine hochsignifikante Reduzierung der
Kapillardichte bei Niereninsuffizienz entsprechend einer Reduktion um 52% bezlglich der
Median-Werte (Mann-Whitney Test: Kontrollen Median = 0,95%, niereninsuffiziente Kinder
Median = 0,46%, p***= 0,0007, n= 51) und um 53,6% bezogen auf die Mittelwerte (Mean)

(Mittelwert nierengesunde Kontrolle= 1,31, Mittelwert niereninsuffiziente Kinder= 0,61).
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Vergleich der Kapillardichte
(Ausschluss der antihypertensiv behandelten Kinder)
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Abbildung 8: Vergleich der Kapillardichte im omentalen Gewebe nierengesunder und niereninsuffizienter Kinder.
Kinder mit antihypertensiver Medikation wurden aus der Auswertung ausgeschlossen. Die Kapillardichte bei
niereninsuffizienten Kindern war signifikant reduziert. Dargestellt als Box&Whiskers Plot mit Median.
Mann-Whitney Test: Median Kontrollen= 0,95% (der Gesamtflache), Median niereninsuffiziente Gruppe=0,46% (der
Gesamtflache), p***=0,0007, n=51

4.2.1 Reproduzierbarkeit der Messergebnisse
Die Zuverlassigkeit der Kapillardichte-Messung wurde durch die Bestimmung der Intra-und

Intervariabilitat der Messergebnisse Uberprift. Die Ergebnisse der beiden Messdurchgénge

1.Messung—2.Messung

wurden als prozentuale Mittel der Differenz ( x 100) und graphisch mit der

1.Messung
Bland-Altman Methode dargestellt und verglichen. Zusétzlich wurde in einer
Korrelationsanalyse und einem linearen Regressionsmodell der Grad der Ubereinstimmung

gepruft.

4.2.1.1 Intraobserver-Variabilitat

Die Intraobserver-Variabilitat, d.h. das MaB der Ubereinstimmung der Ergebnisse bei
wiederholter Messung durch den gleichen Untersucher, wurde bei einer Stichprobe von knapp
11% (18 Gewebeschnitte) der gesamten ausgewerteten Schnitte bestimmt. Hierflr wurden die

Stichprobe in einem zweiten Durchgang verblindet durch den gleichen Untersucher ausgewertet.

Betrachtet man die Ergebnisse beider Messvorgange, s. Tabelle 7, hinsichtlich des Mittelwertes
(1.Messung= 0,93 vs. 2.Messung= 0,92), Standardabweichung (1.Messung= 0,69 vs.
2.Messung= 0,69) und Standardfehler des Mittelwertes (1.Messung= 0,16 vs. 2.Messung= 0,16)
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sient man, dass die Werte in beiden Durchgéngen vergleichbar waren. Eine etwas groRere
Abweichung war nur bei den Median-Werten zu beobachten (1.Messung= 0,56 vs. 2.Messung=
0,66).

Tabelle 7: Intraobserver-Variabilitédt. Vergleich der Ergebnisse zweier Messdurchgénge durch den gleichen Untersucher.

Anzahl der verglichenen Schnitte (n) = 18 1.Messung 2.Messung
Minimum 0,21 0,29
25% Perzentile 0,45 0,42
Median 0,56 0,66
75% Perzentile 1,23 1,25
Maximum 2,71 2,78
Mittelwert (Mean) 0,93 0,92
SD-Abweichung 0,69 0,69
SD-Fehler von Mittelwert (Mean) 0,16 0,16

Das prozentuale Mittel der Differenz zeigte eine Abweichung der Messergebnisse im
arithmetischen Mittel (Mean) von 12,96% bei einem 95%-Konfidenzintervall von 7,68-18,23
und einem Median von 12,16%. In einer Korrelationsanalyse nach Spearman, s. Abbildung 9,
fand sich ein hochsignifikanter Zusammenhang der beiden Messvorgange (r-= 0,96,
p****<(0,0001) mit einer nahezu linearen Abhangigkeit (Regressionsgerade y = 0,9831* X
+0,006471, p****<0,0001).
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Intraobserver-Variabilitat
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Abbildung 9: Korrelationsanalyse der Intraobserver-Variabilitait. Es zeigt sich eine starke Ubereinstimmung der
Messergebnisse des 1.und 2.Messdurchgangs durch den gleichen Untersucher. Gezeigt sind der Korrelationskoeffizient
nach Spearman r = 0,96, p****< 0,0001 (95%-Konfidenzintervall 0,9 bis 0,99, n=18) und die lineare Regressionsgerade
y=0,9831*X+0,006471, p****<0,0001.

Fur die Uberpriifung der Variabilitat gilt jedoch die graphische Darstellung als Bland-Altman-
Diagramm als Methode der Wahl. Mit dieser Darstellung (Abbildung 10) lieR sich eine gute
Ubereinstimmung beider Messdurchgange mit nur geringer Schwankungsbreite der
Abweichungen und geringer Verzerrung (Bias= 0,01, Standardabweichung vom Bias= 0,1, 95%-

Ubereinstimmungsgrenze von -0,18 bis 0,2) nachweisen.

Intraobserver-Variabilitat
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Abbildung 10: Bland-Altman-Diagramm der Intraobserver-Variabilitat. Es zeigt sich eine gute Ubereinstimmung beider
Messdurchgange. Bias=0,01, Standardabweichung Bias=0,1, 95%-Ubereinstimmungsgrenze (gestrichelte Linie) von -0,18
bis 0,2.
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4.2.1.2 Interobserver-Variabiltat

Die Interobserver-Variabiltat, d.h. die Abhéngigkeit der Ergebnisse vom Untersucher, wurde an
einer Stichprobe von 10% (17 Gewebeschnitte) der gesamten ausgewerteten Schnitte gepruft.
Dies erfolgte durch eine verblindete Auswertung der Gewebeschnitte durch einen zweiten
Untersucher und die Ergebnisse bzw. die Abweichungen der beiden Messungen wurden analog
der Intraobserver-Variabilitat verglichen.

In Tabelle 8 sind die Ergebnisse der beiden Messdurchgange zusammengefasst. Die
Unterschiede bei den Mittelwerten (1.Messung= 0,95 vs. 2.Messung= 0,94), der
Standardabweichung (1.Messung= 0,71 vs. 2.Messung= 0,67) und Standardfehler des
Mittelwertes (1.Messung= 0,17 vs. 2.Messung= 0,16) zeigten nur geringe Abweichungen dieser
Werte zwischen den beiden Messdurchgangen. Eine stdarkere Abweichung war wie bei der
Intraobserver-Variabilitdt bei den Median-Werten zu beobachten (1.Messung= 0,57 vs.
2.Messung= 0,68).

Tabelle 8: Interobserver-Variabilitat. Vergleich der Ergebnisse einer zweiten Messung durch einen anderen Untersucher.

Anzahl der verglichenen Schnitte (n) = 17 1.Messung 2.Messung
Minimum 0,21 0,22
25% Perzentile 0,45 0,38
Median 0,57 0,68
75% Perzentile 1,23 1,31
Maximum 2,71 2,56
Mittelwert (Mean) 0,95 0,94
SD-Abweichung 0,71 0,67
SD-Fehler von Mittelwert (Mean) 0,17 0,16

Die mittlere prozentuale Abweichung der beiden Messdurchgénge ist in Abbildung 11 dargestellt
und zeigte eine Abweichung im Mittel (Mean) von 14,67% bei einem Konfidenzintervall von
7,22-22,12 und einem Median von 9,68. Die Unterschiede von Mittelwert und Median (14,67 vs.
9,68) begrundeten sich in dem Vorhandensein eines AusreilRers, wie auch in der graphischen
Darstellung (Abbildung 11) erkennbar ist. So lag das prozentuale Mittel der Differenz bei diesem
Ausreiler bei 56%, das heillit einer mehr als dreifach so hohen Abweichung als der
durchschnittlichen Abweichung der Messungen. In der Annahme, dass dieser Extremwert in

einem Messfehler begrtindet lag, wurde er in der weiteren Analyse nicht mehr berlcksichtigt.
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Abbildung 11: Darstellung der Interobserver-Variabilitét als prozentuale Mittel der Differenz der 1. und 2.Messung
durch einen zweiten Untersucher (1.Messung-2.Messung)/(1.Messung) x 100). Mean 14,67, Standardabweichung 14,49,
95%-Konfidenzintervall 7,22-22,12, Median 9,68, n=17.

In der Korrelationsanalyse nach Spearman, s. Abbildung 12, zeigte sich eine hochsignifikante
positive Korrelation der Ergebnisse beider Messvorgénge (r= 0,94, p****<0,0001).
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Abbildung 12: Korrelationsanalyse der Interobserver-Variabilitit. Es zeigt sich eine gute Ubereinstimmung der
Messergebnisse eines 2.Messdurchgangs durch einen zweiten Untersucher mit den Ergebnissen des 1.Messdurchgangs.
Gezeigt sind der Korrelationskoeffizient nach Spearman r = 0,94, p****< 0,0001 (95%-Konfidenzintervall 0,84 bis 0,98,
n=16) und die lineare Regressionsgerade y=0,9378*X+0,03080, p****<0,0001.
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Die Darstellung als Bland-Altman-Diagramm in Abbildung 13 veranschaulicht graphisch die
Ubereinstimmung der Ergebnisse beider Untersucher. Die Streuung der Messwertdifferenzen
(95%-Ubereinstimmungsgrenze von -0,26 bis 0,32) und eine Verzerrung (Bias) von 0,03
(Standardabweichung vom Bias= 0,15) erbrachten eine gute Ubereinstimmung, die nur

geringfugig schlechter als die der Intraobserver-Variabilitét (s.0.) war.
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Abbildung 13: Bland-Altman-Diagramm der Interobserver-Variabilitat. Es zeigt sich eine gute Ubereinstimmung beider
Messdurchgénge. Bias=0,03, Standardabweichung Bias=0,15, 95%-Ubereinstimmungsgrenze (gestrichelte Linie) von -
0,26 bis 0,32.

4.2.1.3 Validitat der Messmethode

Die Validitat der verwendeten Messmethode wurde zusatzlich durch einen Methodenvergleich
mit einer vollautomatisierten Bildanalyse (Aperio® Precision Image Analysis Software) an einer
Stichprobe von 30 der 55 Kinder tberprift. Die Ergebnisse sind in Abbildung 14 gezeigt.
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Abbildung 14: Kapillardichte (kapillare endotheliale Flache/Gesamtflache) nierengesunder Kontrollen und uramischer
Patienten, ausgewertet mit vollautomatisierter Bildanalyse (Aperio® Precision Image Analysis Software) durch eine
kooperierende Arbeitsgruppe (Prof. Dr. med. C. P. Schmitt, Zentrum fir Kinder-und Jugendmedizin,
Universitatsklinikum Heidelberg). Die Kapillardichte bei niereninsuffizienten Kindern ist signifikant reduziert.
Dargestellt als Box&Whiskers Plot mit Median.

Mann-Whitney Test: Median Kontrollen= 1,53% (der Gesamtflache), Median niereninsuffiziente Kinder=0,75% (der
Gesamtflache), p*=0,0216, n=30

Wie in Abbildung 14 zu sehen ist, fanden sich auch bei der vollautomatisierten Messmethode
eine signifikante Rarefizierung der Kapillardichte bei niereninsuffizienten Kindern. So lag die
Kapillardichte bei der Kontrollgruppe im Median bei 1,53% (der Gesamtflache), bei den
niereninsuffizienten Kindern hingegen nur bei 0,75% (der Gesamtflache) (p*= 0,0216),
entsprechend einer Reduktion um 51%. Auch hinsichtlich der Mittelwerte (Mean) zeigte sich
eine Reduktion der Kapillardichte um 51% (Mittelwert Kontrollgruppe= 1,94, Mittelwert

niereninsuffiziente Kinder= 0,95).

Im Vergleich der beiden Messmethoden mit Hilfe der Bland-Altman Methode, wie in Abbildung
15 gezeigt, sieht man dass die Differenz der beiden Messmethoden mit dem Mittelwert der
Messungen ansteigt. Das heilt, bei zunehmender Kapillardichte erhdhte sich die Variabilitat der
Differenzen der beiden Auswertungsverfahren. Die durchschnittliche Verzerrung (Bias) lag bei
-0,58 (SD=+0,99) und die 95%-Ubereinstimmungsgrenzen bei -2,52 bis 1,35.
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Abbildung 15: Methodenvergleich der eigenen Auswertungsmethode mit dem Digitalmikroskops BZ-9000 und Analyzer
Software®-11 und der vollautomatisierten Bildanalyse (Aperio® Precision Image Analysis Software). Man sieht eine
zunehmende Variabilitdt der Differenzen bei steigender Messwerthéhe bzw. bei ansteigenden Mittelwerten.
Bias= - 0,58, Standardabweichung Bias=0,99, 95%-Ubereinstimmungsgrenze (gestrichelte Linie) von -2,52 bis 1,35.

In der Gegenuberstellung der Ergebnisse, der mit beiden Methoden gemessenen Biopsieproben
(n=30), s. Abbildung 16, sieht man, dass der Median bei der Auswertung mit dem
Digitalmikroskop BZ-9000 und Analyzer Software®-I1 bei 0,65% (der Gesamtflache), bei dem
Analyseverfahren mit Aperio®Precision Image Analysis Software hingegen bei 1,14% (der
Gesamtflache) lag (p**= 0,0197, n= 30).

Methodenvergleich
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Kapillardichte [%]
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0 T T

Digitalmikroskop BZ-9000 Aperio® Precision
und Analyzer Software®-II Image Analysis Software

Abbildung 16: Methodenvergleich der Auswertungsmethode mit dem Digitalmikroskop BZ-9000 und Analyzer
Software®-11 und dem Analyseverfahren mit Aperio®Precision Image Analysis Software. Es zeigte sich ein signifikanter
Unterschied der beiden Auswertungsverfahren beziglich der Medianwerte. Dargestellt als als Box&Whiskers Plot mit
Median.

Mann-Whitney Test Digitalmikroskop BZ-9000: Median= 0,65% (der Gesamtflache), Aperio®Precision Image Analysis
Software: Median= 1,14% (der Gesamtflache), p**=0,0197, n=30
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4.2.2 Korrelation der Kapillardichte mit klinischen und laborchemischen

Parametern

4.2.2.1 Korrelation der Kapillardichte mit dem Alter

Das Alter zeigte in beiden Gruppen eine signifikante inverse Korrelation mit der Kapillardichte.
So war die Kapillardichte bei jungeren Kindern am héchsten und nahm mit zunehmendem Alter
ab, s.a. Abbildung 17 (Korrelationskoeffizient nach Spearman, nierengesunde Kontrollen: r =
-0,61, p=0,0002, urdmische Gruppe: r = -0,88, p<0,0001).
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Abbildung 17: Inverse Korrelation der Kapillardichte mit dem Alter, gezeigt sind die lineare Regressionsgerade und der
Korrelationskoeffizient nach Spearman. Signifikante inverse Korrelation in beiden Gruppen.

A Nierengesunde Kontrollen, r =-0,61, p***= 0,0002, 95%-Konfidenzintervall -0,79 bis -0,32, n=32.

Regressionsgerade y=-0,09513*X+1,895, p***=0,0015

B Uramische Patienten, r = -0,88, p****<0,0001, 95%-Konfidenzintervall -0,95 bis -0,73, n=23.

Regressionsgerade y=-0,06136*X+1,129, p***<0,0001

4.2.2.2 Korrelation der Kapillardichte mit anthropometrischen Parametern

Auch in der Korrelationsanalyse der Korperoberflache (BSA: body surface area), dem Gewicht
und der Korperldange zeigte sich ein signifikanter gegensinniger Zusammenhang mit der
Kapillardichte in beiden Gruppen, vergleiche Abbildung 18-Abbildung 20 (nierengesunde
Kontrollen BSA: r = -0,65, p***= 0,0003, 95%-Konfidenzintervall -0,83 bis -0,34, n= 26;
Korperlange r = -0,63, p***= 0,0005, 95%-Konfidenzintervall -0,82 bis -0,31, n= 26;
Korpergewicht r = -0,65, p****<0,0001, 95%-Konfidenzintervall -0,82 bis -0,37, n= 31.
Uramische Gruppe BSA: r = -0,76, p***<0,0007, 95%-Konfidenzintervall -0,91 bis -0,42, n= 17,
Korperlange r = -0,75, p***= 0,0007, 95%-Konfidenzintervall -0,91 bis -0,42, n= 17,
Korpergewicht r = -0,76, p***= 0,0007, 95%-Konfidenzintervall -0,91 bis -0,42, n= 17).

57



Ergebnisse

A Korrelation der Kapillardichte B Korrelation der Kapillardichte
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Abbildung 18: : Korrelationsanalyse der Korperoberflache (BSA) mit der Kapillardichte. Gezeigt sind die lineare
Regressionsgerade und der Korrelationskoeffizient nach Spearman. Signifikante inverse Korrelation in beiden Gruppen.
A Nierengesunde Kontrollen: r = -0,65, p***= 0,0003, 95%-Konfidenzintervall -0,83 bis -0,34, n=26.

Regressionsgerade y=-0, 2473*X+1,107, p**=0,0049

B Uramische Patienten, r = -0,76, p***<0,0007, 95%-Konfidenzintervall -0,91 bis -0,42, n=17.

Regressionsgerade y=-0,7694*X+1,220, p***=0,0004
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Abbildung 19: Korrelationsanalyse der Korperlange mit der Kapillardichte. Gezeigt sind die lineare Regressionsgerade
und der Korrelationskoeffizient nach Spearman. Signifikante inverse Korrelation in beiden Gruppen.
A Nierengesunde Kontrollen: r = -0,63, p***= 0,0005, 95%-Konfidenzintervall -0,82 bis -0,31, n=26.

Regressionsgerade y=-0, 01765*X+3,172, p**=0,0014

B Uramische Patienten, r = -0,75, p***=0,0007, 95%-Konfidenzintervall -0,91 bis -0,42, n=17.

Regressionsgerade y=-0,009225*X+1,607, p***=0,0002
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A Korrelation der Kapillardichte B Korrelation der Kapillardichte
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Abbildung 20: Korrelationsanalyse des Korpergewichts mit der Kapillardichte. Gezeigt sind die lineare
Regressionsgerade und der Korrelationskoeffizient nach Spearman. Signifikante inverse Korrelation in beiden Gruppen.

A Nierengesunde Kontrollen: r = -0,65, p****< 0,0001, 95%-Konfidenzintervall -0,82 bis -0,37, n=31.
Regressionsgerade y=-0, 02367*X+1,846, p**=0,0068

B Uramische Patienten, r = -0, 76, p***=0,0007, 95%-Konfidenzintervall -0,91 bis -0,42, n=17.
Regressionsgerade y=-0,02009*X+1,047, p**=0,0011

Der Body-Mass-Index (BMI) zeigte nur bei den gesunden Kontrollen eine signifikante inverse
Korrelation mit der Kapillardichte (Korrelationskoeffizient nach Spearman, nierengesunde
Kontrollen nierengesunde Kontrollen: r = -0,51, p*= 0,0386, 95%-Konfidenzintervall -0,80 bis
-0,02, n= 17). Bei den niereninsuffizienten Kindern zeigte sich hingegen kein signifikanter
Zusammenhang, s. Abbildung 21. Fir den BMI-SDS (alters- und geschlechtsbezogener Body-
Mass-Index Standardabweichungs-Score nach Kromeyer-Hauschild) (Kromeyer-Hauschild et
al., 2001) zeigte sich weder bei der Kontrollgruppe noch bei den niereninsuffizienten Kindern

eine signifikante Korrelation mit der Kapillardichte, s. Abbildung 22.
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A Korrelation der Kapillardichte B Korrelation der Kapillardichte
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Abbildung 21: Korrelationsanalyse des Body-Mass-Index (BMI) mit der Kapillardichte nierengesunder und uramischer
Kinder. Gezeigt ist der Korrelationskoeffizient nach Spearman. Es fand sich ein signifikanter inverser Zusammenhang
des BMI mit der Kapillardichte bei den gesunden Kindern, jedoch nicht bei den niereninsuffizienten Kindern.
A nierengesunde Kontrollen: r = -0,51, p*=0,0386, 95%-Konfidenzintervall -0,8 bis -0,02, n=17

B Uram.Kinder: r = -0,46, p™=0,0994, 95%-Konfidenzintervall -0,8 bis 0,11, n=14

A Korrelation der Kapillardichte B Korrelation der Kapillardichte
mit dem BMI-SDS: Kontrollen mitdem BMI-SDS: Uréam .Kinder
2.0 1.5

° * -
SN 3
2 ° 2 1.0
e [ ] ~
= ce
T8 = 3
o =% | ° s 9 °
éos- * . . éo's- o
LY [ J ° ° Q'
°
-6 -4 -2 0 2 4 -2 -1 0 1 2
BMI-SDS BMI-SDS

Abbildung 22: Korrelationsanalyse des alters- und geschlechtsbezogenen Body-Mass-Index Standardabweichungs-Score
(BMI-SDS) nach Kromeyer-Hauschild mit der Kapillardichte nierengesunder und uramischer Kinder. Gezeigt ist der
Korrelationskoeffizient nach Spearman. Es fand sich in beiden Gruppen kein signifikanter Zusammenhang mit der
Kapillardichte.

A nierengesunde Kontrollen: r = -0,38, p™=0,1387, 95%-Konfidenzintervall -0,73 bis 0,14, n=17
B Uram. Kinder: r =0,19, p™=0,5121, 95%-Konfidenzintervall -0,39 bis 0,67, n=14

4.2.2.3 Korrelation der Kapillardichte mit Blutdruckwerten
Die Priifung einer Assoziation der Blutdruckwerte mit der Kapillardichte ergab in beiden
Gruppen keine signifikante Korrelation, weder fur die systolischen noch fir die diastolischen

Werte (s. Abbildung 23). Die verwendeten Blutdruckwerte stammten von nicht standardisierten
Einzelmessungen.
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A Korrelation der Kapillardichte
mit RRsystolisch: Kontrollen

B Korrelation der Kapillardichte
mit RRsystolisch: Uram. Kinder
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Abbildung 23: Korrelationsanalyse systolischer und diastolischer  Blutdruckwerte (nicht-standardisierten

Einzelmessungen) mit der Kapillardichte nierengesunder und uramischer Kinder. Gezeigt ist der Korrelationskoeffizient
nach Spearman. Es fand sich in beiden Gruppen kein signifikanter Zusammenhang mit der Kapillardichte.

Systolischer Blutdruck:

A nierengesunde Kontrollen: r = -0,47, p™=0,0569, 95%-Konfidenzintervall -0,78 bis 0,03, n=17

B Uram.Kinder: r = -0,4, p™=0,75, n=4
Diastolischer Blutdruck:

C nierengesunde Kontrollen: r = -0,29, p™=0,2486, 95%-Konfidenzintervall -0,69 bis 0,23, n=17

D Uram.Kinder: r = -0,4, p™=0,75, n=4

4.2.2.4 Korrelation der Kapillardichte mit laborchemischen Parametern
In einer Korrelationsanalyse wurden in der Gruppe der urdmischen Kinder erfasste
laborchemische Parameter auf einen Zusammenhang mit der Kapillardichte gepruft. Es ergab
sich eine signifikante negative Korrelation mit den Hamoglobinwerten (r = -0,57, p*= 0,0351,

95%-Konfidenzintervall -0,85 bis -0,04 n=14), s.a. Abbildung 24.
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Abbildung 24: : Korrelationsanalyse der Hdmoglobinwerte mit der Kapillardichte bei der niereninsuffizienten Gruppe.
Gezeigt sind der Korrelationskoeffizient nach Spearman und die lineare Regressionsgerade. Es zeigte sich ein
signifikanter inverser Zusammenhang mit der Kapillardichte:

r =-0,57, p*=0,0351, 95%-Konfidenzintervall -0,85 bis -0,04, n=14.
Regressionsgerade y=-0,05448*X+1,199, p™=0,4359

Bei den Albumin-, Calcium-, Phosphat-, Parathormon- und Bikarbonat Werten zeigte sich

hingegen kein signifikanter Zusammenhang mit der Kapillardichte, s.a. Abbildung 25.
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C Korrelation der Kapillardichte
mit Phosphat: Uram .Kinder

D Korrelation der Kapillardichte
mit Parathormon: Uram .Kinder
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Abbildung 25: Korrelationsanalyse laborchemischer Parameter mit der Kapillardichte bei den niereninsuffizienten
Kindern. Gezeigt ist der Korrelationskoeffizient nach Spearman. Es fand sich kein signifikanter Zusammenhang mit der
Kapillardichte.

A Albumin: r = -0,24, p™=0,4434, 95%-Konfidenzintervall -0,73 bis 0,4, n=12

B Calcium: r =-0,46, p™=0,1150, 95%-Konfidenzintervall -0,81 bis 0,14, n=13

C Phosphat: r =0,002, p™>0,9999, 95%-Konfidenzintervall -0,54 bis 0,54, n=14

D Parathormon (PTH): r =0,13, p™=0,6595, 95%-Konfidenzintervall -0,44 bis 0,63, n=14
E Bikarbonat: r =0,13, p™=0,6646, 95%-Konfidenzintervall -0,47 bis 0,65, n=13

Bei beiden Gruppen wurden laborchemische Parameter der Inflammation, Leukozyten und C-
reaktives Protein, auf eine Korrelation mit der Kapillardichte untersucht. Es fand sich weder in
der Gruppe der niereninsuffizienten Kinder noch in der Gruppe der nierengesunden Kinder ein

signifikanter Zusammenhang mit der Kapillardichte, s.a. Abbildung 26.
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Abbildung 26: : Korrelationsanalyse laborchemischer Parameter der Inflammation mit der Kapillardichte bei gesunden
und niereninsuffizienten Kindern. Gezeigt ist der Korrelationskoeffizient nach Spearman. Es zeigte sich in beiden
Gruppen kein signifikanter Zusammenhang mit der Kapillardichte.

A C-reaktives Protein: nierengesunde Kontrollen: r =-0,12, p™=0,6239, 95%-Konfidenzintervall -0.57 bis 0,38, n=18
B C-reaktives Protein: niereninsuffiziente Kinder: r = -0,19, p™=0,3179, 95%-Konfidenzintervall -0,72 bis 0,48, n=11
C Leukozyten: nierengesunde Kontrollen: r =0,28, p™=0,1536, 95%-Konfidenzintervall -0,12 bis 0,6, n=28

D Leukozyten: niereninsuffiziente Kinder: r =0,28, p™=0,4630, n=9

4.2.2.5 Korrelation der Kapillardichte mit Parametern der Nierenfunktion bei
chronischer Niereninsuffizienz
Zur Prifung, ob ein Zusammenhang der Kapillardichte mit klinischen oder laborchemischen
Parametern der Nierenfunktion besteht, wurde eine Korrelationsanalyse mit der glomeruldren
Filtrationsrate (GFR) nach Schwartz, den Kreatinin- und Harnstoffwerten bei der urdmischen
Gruppe durchgefihrt. Es fand sich eine signifikante inverse Korrelation mit den Kreatinin- (r = -
0,57, p*= 0,0286, 95%-Konfidenzintervall -0,84 bis -0,07, n= 15) und Harnstoff- Werten (r = -
0,54, p*= 0,0479, 95%-Konfidenzintervall -0,84 bis 0,00, n= 14), hingegen war der
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Zusammenhang bei der GFR nicht signifikant (r = -0,25, p~= 0,3504, 95%-Konfidenzintervall -
0,54 bis 0,51, n=16), s.a. Abbildung 27.
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Abbildung 27: Korrelationsanalyse klinischer und laborchemischer Parameter der Nierenfunktion mit der Kapillardichte
bei den niereninsuffizienten Kindern. Gezeigt sind der Korrelationskoeffizient nach Spearman und die lineare
Regressionsgerade. Signifikante inverse Korrelation der Kapillardichte mit Kreatinin-und Harnstoffwerten, jedoch kein
signifikanter Zusammenhang bei der glomerularen Filtrationsrate (GFR).

A Kreatinin: r = -0,57, p*=0,0286, 95%-Konfidenzintervall -0,84 bis -0,07, n=15.

Lineare Regressionsgerade y=-0,1746*X+1,416, p**=0,0068

B Harnstoff: r = -0,54, p*=0,0479, 95%-Konfidenzintervall -0,84 bis 0,00, n=14.

Lineare Regressionsgerade y=-0,002184*X+0,8592, p»=0,1537

C GFR (glomerulére Filtrationsrate): r = -0,25, p™=0,3504, 95%-Konfidenzintervall -0,54 bis 0,51, n=16.

4.2.2.6 Korrelation der vollautomatisiert (Aperio®) gemessenen Kapillardichte
mit klinischen und laborchemischen Parametern
Die bei einer Stichprobe von 30 der 55 Kinder vollautomatisiert gemessene Kapillardichte mit

Aperio®Precision Image Analysis Software wurde auf ihren Zusammenhang mit klinischen und
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laborchemischen Parametern geprift. Es zeigte sich in beiden Gruppen, s. Tabelle 9 (Kontrollen)
und Tabelle 10 (niereninsuffiziente Kinder), fir keinen der Parameter eine signifikante
Korrelation mit der Kapillardichte.

Tabelle 9: Korrelationsanalyse klinischer und laborchemischer Parameter mit der vollautomatisiert (Aperio® Precision
Image Analysis Software) gemessenen Kapillardichte bei nierengesunden Kontrollen.

Kapillardichte
vollautomatisierte Bildanalyse
(Aperio® Precision Image Analysis Software)
Korrelation nach Spearman (r) -0,28
95%-Konfidenzintervall* -0,73 bis 0,34
Alter — -
Signifikanz (2-seitig) (p) 0,3554
n 13
Korrelation nach Spearman (r) -0,27
BSA 95%-Konfidenzintervall -0,74 bis 0,38
(body surface area) Signifikanz (2-seitig) (p) 0,4042
n 12
Korrelation nach Spearman (r) -0,19
_ 95%-Konfidenzintervall -0,68 bis 0,42
Gewicht — "
Signifikanz (2-seitig) (p) 0,5293
n 13
Korrelation nach Spearman (r) -0,36
95%-Konfidenzintervall -0,78 bis 0,29
GroRe — -
Signifikanz (2-seitig) (p) 0,2560
n 12
Korrelation nach Spearman (r) -0,35
95%-Konfidenzintervall -0,77 bis 0,26
Hamoglobin
Signifikanz (2-seitig) (p) 0,2288
n 13
c Korrelation nach Spearman (r) 0,06
RP
Signifikanz (2-seitig) (p) 0,8690
(C-reaktives Protein)
n 10
Korrelation nach Spearman (r) 0,3
95%-Konfidenzintervall -0,38 bis 0,77
Leukozyten
Signifikanz (2-seitig) (p) 0,3713
n 11
BMI-SDS Korrelation nach Spearman (r) 0,22
(Body-Mass-Index Signifikanz (2-seitig) (p) 0,5809
Standardabweichungs-Score) n 9

*95%-Konfidenzintervall nur angegeben, wenn Stichprobe >10
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Tabelle 10: Korrelationsanalyse klinischer und laborchemischer Parameter mit der vollautomatisiert (Aperio® Precision

Image Analysis Software) gemessenen Kapillardichte bei niereninsuffizienten Kindern

Kapillardichte

vollautomatisierte Bildanalyse

(Aperio® Precision Image Analysis Software)

Korrelation nach Spearman (r) -0,43
95%-Konfidenzintervall* -0,76 bis 0,07
Alter — -
Signifikanz (2-seitig) (p) 0,081
n 17
Korrelation nach Spearman (r) -0,08
BSA 95%-Konfidenzintervall -0,64 bis 0,53
(body surface area) Signifikanz (2-seitig) (p) 0,7940
n 12
Korrelation nach Spearman (r) -0,11
95%-Konfidenzintervall -0,66 bis 0,51
Gewicht — .
Signifikanz (2-seitig) (p) 0,7202
n 12
Korrelation nach Spearman (r) -0,09
95%-Konfidenzintervall -0,64 bis 0,53
Grolie — .
Signifikanz (2-seitig) (p) 0,7782
n 12
Korrelation nach Spearman (r) 0,36
Harnstoff Signifikanz (2-seitig) (p) 0,3063
n 10
Korrelation nach Spearman (r) 0,36
Kreatinin Signifikanz (2-seitig) (p) 0,2988
n 10
Korrelation nach Spearman (r) 0,05
H&moglobin Signifikanz (2-seitig) (p) 0,9005
n 10
Korrelation nach Spearman (r) -0,08
GFR — -
Signifikanz (2-seitig) (p) 0,8182
(glomerulére Filtrationsrate)
n 10
Korrelation nach Spearman (r) -0,5
Blutdruck — -
. Signifikanz (2-seitig) (p) >0,9999
(systolisch)
n 3
Korrelation nach Spearman (r) -1,0
Blutdruck o oo
Signifikanz (2-seitig) (p) 0,3333
(diastolisch)
n 3
Korrelation nach Spearman (r) -0,18
Albumin Signifikanz (2-seitig) (p) 0,5996
n 10
Korrelation nach Spearman (r) -0,34
Calcium Signifikanz (2-seitig) (p) 0,3241
n 10
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Kapillardichte

vollautomatisierte Bildanalyse
(Aperio® Precision Image Analysis Software)

Korrelation nach Spearman (r) 0,38
Inorgan. Phosphat Signifikanz (2-seitig) (p) 0,2818
n 10
Korrelation nach Spearman (r) 0,55
Parathormon Signifikanz (2-seitig) (p) 0,1062
n 10
Korrelation nach Spearman (r) -0,66
Bikarbonat Signifikanz (2-seitig) (p) 0,0544
n 9
Korrelation nach Spearman (r) 0,13
CRP
Signifikanz (2-seitig) (p) >0,9999
(C-reaktives Protein) . 5
Korrelation nach Spearman (r) -0,71
Leukozyten Signifikanz (2-seitig) (p) 0,0881
n 7
Korrelation nach Spearman (r) 0,23
BMI-SDS 95%-Konfidenzintervall -0,45 bis 0,74
(Body-Mass-Index Standardabweichungs-Score) Signifikanz (2-seitig) (p) 0,5034
n 11

*95%-Konfidenzintervall nur angegeben, wenn Stichprobe >10

4.2.2.7 Pradiktoren der Kapillardichte

In einer multiplen linearen Regressionsanalyse wurde der Zusammenhang der Kapillardichte als

abhéngige Variable mit mehreren unabhangigen Variablen berpriift, um die Vorhersagekraft

einzelner Parameter auf die Kapillardichte zu beurteilen.

4.2.2.7.1 Pradiktoren der Kapillardichte bei niereninsuffizienten und gesunden Kindern

In einem ersten Schritt wurden anthropometrische

Parameter der

Kontrollen und

niereninsuffizienten Kinder sowie die Gruppenzugehorigkeit (niereninsuffiziente Kinder vs.

Kontrollen) auf ihre Vorhersagekraft auf die Kapillardichte getestet, s. Tabelle 11 und Tabelle
12. Dieses Modell erklérte 42% (korrigiertes R?= 0,419) der Varianz der Kapillardichte.
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Tabelle 11: Modellzusammenfassung der multiplen linearen Regression anhand anthropometrischer Daten und
Gruppenzugehdrigkeit (niereninsuffiziente Kinder vs. Kontrollen). Das Modell 4 kann 42% der Varianz (korrigiertes
R?=0,419) der Kapillardichte erklaren.

Modellzusammenfassung

Korrigiertes  R- | Standardfehler
Modell | R R-Quadrat | Quadrat des Schéatzers
1 ,676% 457 ,384 , 75560
2 676" 457 ,400 74569
3 ,676° ,457 415 ,73631
4 ,669° 447 419 73359

a. EinfluBvariablen : (Konstante), Gruppe, Gewicht, Alter, Gro3e, BSA

b. EinfluRvariablen : (Konstante), Gruppe, Gewicht, Alter, Grol3e

c. EinfluBvariablen : (Konstante), Gruppe, Gewicht, Gro3e

d. EinfluBvariablen : (Konstante), Gruppe, Grof3e

Die Grolke (Korperhohe/Korperlange) und die Gruppenzugehorigkeit zeigten in diesem Modell
(Modell 4) die beste Vorhersagekraft fur die Kapillardichte (Grofe: Beta -0,55, p= 0,000;
Gruppenzugehorigkeit: Beta -0,34, p=0,006) auf hohem Signifikanzniveau. Sie erklarten
innerhalb dieses Modells 55% (GroRe) bzw. 34% (Gruppenzugehdrigkeit) der Varianz.
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Tabelle 12: Multiple lineare Regressionsanalyse. Zusammenhang der Kapillardichte mit anthropometrischen Daten und
der Gruppenzugehdrigkeit (niereninsuffizient vs. Kontrolle).

Die GrolRe und Gruppenzugehdrigkeit zeigten die beste Vorhersagekraft fur die Kapillardichte (Grof3e: Beta -0,55,
p=0,000; Gruppenzugehdrigkeit: -0,34, p=0,006).

Koeffizienten®
Standardisierte
Modell Nicht standardisierte Koeffizienten | Koeffizienten T Sig.
Regressions-
koeffizient B Standardfehler | Beta

1 (Konstante) 3,635 1,371 2,652 ,012
Alter -,009 ,068 -,056 -,139 ,890
GrofRe -,014 ,051 -,536 -,281 ,780
Gewicht ,025 ,121 ,503 ,206 ,838
BSA -,889 8,808 -,428 -,101 ,920
Gruppe -,615 ,257 -,316 -2,394 ,022

2 (Konstante) 3,744 ,833 4,493 ,000
Alter -,010 ,066 -,062 -,158 ,875
GrolRe -,019 ,011 -, 723 -1,777 ,084
Gewicht ,013 ,015 ,258 ,837 ,408
Gruppe -,613 ,253 -,315 -2,424 ,020

3 (Konstante) 3,837 ,582 6,590 ,000
GroRe -,021 ,008 -, 768 -2,645 ,012
Gewicht ,012 ,014 ,243 ,840 ,406
Gruppe -,626 ,236 -,322 -2,656 ,011

4 (Konstante) 3,535 ,456 7,752 ,000
GroRe -,015 ,003 -,545 -4,620 ,000
Gruppe -,668 ,230 -,343 -2,909 ,006

a. Abhéngige Variable: Kapillardichte

4.2.2.7.2 Pradiktoren der Kapillardichte bei niereninsuffizienten Kindern

Als zweiter Schritt wurden anthropometrische und laborchemische Parameter innerhalb der
Gruppe der niereninsuffizienten Kinder auf ihre Vorhersagekraft auf die Kapillardichte
Uberprift. Dabei stellte sich die GroRe als bester Pradiktor der Kapillardichte bei
niereninsuffizienten Kindern heraus (GroRe: Beta -0,83, p= 0,000), s. Tabelle 13 und Tabelle 14.
Mit Hilfe dieses Modells konnte 66% (korrigiertes R?= 0,66) der Varianz der Kapillardichte bei
niereninsuffizienten Kindern erklart werden, s. Tabelle 13.
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Tabelle 13: Modellzusammenfassung der multiplen linearen Regression anhand der GroRe, den Harnstoff- und
Kreatininwerten bei den niereninsuffizienten Kindern. Das Modell 3 konnte 66% der Varianz (Korrigiertes R?=0,662)
der Kapillardichte erklaren.

Modellzusammenfassung

R

Gruppe = 2,00 Korrigiertes  R- | Standardfehler
Modell (ausgewahlt) R-Quadrat | Quadrat des Schétzers
1 ,842° , 710 ,622 ,24139
2 ,842° ,708 ,655 ,23072
3 ,830° ,688 ,662 ,22824

a. EinfluBvariablen : (Konstante), Harnstoff, Grof3e, Kreatinin

b. EinfluRvariablen : (Konstante), Grol3e, Kreatinin

c. EinfluBvariablen : (Konstante), Gré3e

Tabelle 14: Multiple lineare Regressionsanalyse. Vorhersagekraft der GroRe, Harnstoff- und Kreatininwerte fir die
Kapillardichte bei niereninsuffizienten Kindern. Die GroRe zeigte die beste Vorhersagekraft fir die Kapillardichte
(GroRe: Beta -0,83, p=0,000).

Koeffizienten®®

Standardisierte
Nicht standardisierte Koeffizienten | Koeffizienten
Regressions-
Modell koeffizient B Standardfehler | Beta T Sig.
1 (Konstante) 1,776 ,240 7,388 ,000
Kreatinin -,055 ,069 -,216 -,799 ,443
GroRe -,008 ,003 -,715 -3,251 ,009
Harnstoff ,000 ,001 ,051 ,221 ,829
2 (Konstante) 1,760 ,219 8,050 ,000
Kreatinin -,046 ,054 -,181 -,862 ,407
GroRe -,008 ,002 -,715 -3,401 ,006
3 (Konstante) 1,702 ,206 8,268 ,000
GroRe -,010 ,002 -,830 -5,149 ,000

a. Abhangige Variable: Kapillardichte

b. Ausschlie3liche Auswahl von Fallen, bei denen Gruppe = 2,00

4.3 VEGF-Rezeptoren
Die immunhistochemische Detektion der VEGF-Rezeptor-2-Dichte in den omentalen

Gewebeschnitten erfolgte mit zwei unterschiedlichen Antikorpern, s. 3.2.3.4. Die Zielstruktur
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des ,rabbit anti-VEGFR-2* (Dako, Glostrup, Danemark) ist der zytoplasmatisch gelegene C-
Terminus des VEGF-R-2. Der Antikorper ,,Mouse monoclonal anti-KDR/VEGFR 2 (LS-
C122532)“ (LifeSpan Biosciences, Inc, Washington,USA) hat hingegen die extrazellulare
Doméne des VEGF-R-2 als Zielstruktur.

4.3.1 Intrazellularer Anteil des VEGF-Rezeptor-2

In der quantitativen Auswertung der VEGF-Rezeptor-2-Dichte mit dem Antikérper gegen das C-
terminale Epitop des Rezeptors zeigte sich kein signifikanter Unterschied zwischen der
Kontrollgruppe und der Gruppe der niereninsuffizienten Kinder, s. Abbildung 28 .

VEGF-RIl:Intrazellularer Anteil

VEGF-RII-Dichte [%]

0 1 T
Kontrollgruppe Uram.Patienten

Abbildung 28: Vergleich des intrazellularen Anteils des VEGF-Rezeptor-2 im omentalen Gewebe nierengesunder und
niereninsuffizienter Kinder. Es zeigte sich kein signifikanter Unterschied zwischen den beiden Gruppen. Dargestellt als
Box&Whiskers Plot mit Median.
Mann-Whitney Test: Median Kontrollen= 0,43% (der Gesamtflache), Median niereninsuffiziente Gruppe=0,67% (der
Gesamtflache), p™=0,6182, n=20

Die Verteilung des intrazelluldaren Anteils des VEGF-Rezeptors 2 bezogen auf die Kapillardichte
wurde mit Hilfe der VEGF-Rezeptor 2/CD 31-Ratio untersucht. Es zeigten sich diesbezlglich
keine signifikanten Unterschiede zwischen den uramischen und nierengesunden Kindern, s.
Abbildung 29.
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VEGF-Rezeptor 2/CD31-Ratio
intrazellularer Anteil
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Abbildung 29: Vergleich der VEGF-Rezeptor 2/CD 31-Ratio fur den intrazellularen Anteil des VEGF-Rezeptors 2 im
omentalen Gewebe nierengesunder und niereninsuffizienter Kinder. Es zeigte sich kein signifikanter Unterschied
zwischen den beiden Gruppen. Dargestellt als Box&Whiskers Plot mit Median.

Mann-Whitney Test: Median Kontrollen= 0,44% (der Gesamtflache), Median niereninsuffiziente Gruppe=1,31% (der
Gesamtflache), p™=0,4727, n=20

4.3.2 Extrazellularer Anteil des VEGF-Rezeptor-2

Die Analyse des immunhistochemisch markierten extrazelluldaren Anteils des VEGF-Rezeptor-2
zeigte ebenso wie die Analyse des intrazellularen Anteils keinen signifikanten Unterschied
zwischen der Kontrollgruppe und den urdmischen Patienten, s. Abbildung 30.
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Abbildung 30: Vergleich des extrazelluldren Anteils des VEGF-Rezeptor-2 im omentalen Gewebe nierengesunder und
niereninsuffizienter Kinder. Es zeigte sich kein signifikanter Unterschied zwischen den beiden Gruppen. Dargestellt als
Box&Whiskers Plot mit Median.

Mann-Whitney Test: Median Kontrollen= 0,43% (der Gesamtflache), Median uram.Patienten= 0,3% (der Gesamtflache),
p"™=0,7796, n=20
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Auch in der VEGF-Rezeptor 2/CD 31-Ratio fur den extrazellularen Anteil des VEGF-Rezeptors
2 fand sich kein signifikanter Unterschied zwischen den beiden Gruppen, s. Abbildung 31.

VEGF-Rezeptor 2/CD31-Ratio
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Abbildung 31: Vergleich der VEGF-Rezeptor 2/CD 31-Ratio fur den extrazelluldaren Anteil des VEGF-Rezeptors 2 im
omentalen Gewebe nierengesunder und niereninsuffizienter Kinder. Es zeigte sich kein signifikanter Unterschied
zwischen den beiden Gruppen. Dargestellt als Box&Whiskers Plot mit Median.

Mann-Whitney Test: Median Kontrollen= 0,54, Median niereninsuffiziente Gruppe=0,56, p™=0,5678, n=20

4.4 Apoptose und Autophagie
Die immunhistochemische Untersuchung des Omentums zeigte keinen Anhalt fir Apoptose oder

Autophagie, weder bei der Kontrollgruppe noch bei den chronisch niereninsuffizienten Kindern,
s. Abbildung 32.
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Abbildung 32 : Autophagie-lmmunhistochemie mit dem Antikdrper LC3A/B, 20fache VergroRerung. Es zeigt sich in
beiden Gruppen kein Hinweis fir Autophagie.

A Positiv-Kontrolle (HeLa-Zellen) B Kontrollgruppe C niereninsuffiziente Kinder
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Auch in der immunhistochemischen Analyse der Apoptose (Caspase-3-Antikorper) zeigte sich
kein Hinweis fir Apoptose im Omentum, s. Abbildung 33 (B). Als Positiv-Kontrolle dienten
aortale Gewebeschnitte von 5/6 nephrektomierten und mit Calcium behandelten Ratten aus einer
anderen Versuchsreihe der Arbeitsgruppe (Hecht et al., 2016). Hier war eine deutliche Apoptose
zu erkennen, s. Abbildung 33 (A).

Abbildung 33: Apoptose-Immunhistochemie mit einem Caspase-3-Antikorper, 20fache VergrofRerung. Es zeigte sich kein
Hinweis flr Apoptose im Omentum niereninsuffizienter Kinder.

A Positivkontrolle, Ratten-Aorta von einer 5/6 nephrektomierten Ratte nach Calciumgabe aus einem anderen Versuch
der Arbeitsgruppe mit deutlich zu erkennender Apoptose.

B Niereninsuffiziente Kinder, es zeigte sich kein Hinweis fiir Apoptose im Omentum.

4.5 Erganzende immunhistochemische Untersuchungen

Ergénzend wurden von einer kooperierenden Arbeitsgruppe (Prof. Dr. med. C. P. Schmitt,
Zentrum  fur  Kinder- und  Jugendmedizin,  Universitatsklinikum  Heidelberg)
immunhistochemische Analysen von Podoplanin sowie von den an der Angiogeneseregulation
beteiligten Proteinen VEGF-A, Angiopoietin 1 und 2 durchgefiihrt, um mdgliche Mechanismen
der kapillaren Rarefizierung naher zu untersuchen.

4.5.1 Podoplanin

Zur Darstellung der Lymphkapillaren im Omentum wurde eine immunhistochemische Analyse
der Gewebeschnitte mit einem Podoplanin-Antikérper (D2-40) durchgefiihrt. Da Podoplanin im
Endothel von Lymphkapillaren nicht jedoch im Endothel von Blutgefalen exprimiert wird,
erlaubt diese immunhistochemische Methode den selektiven Nachweis von Lymphkapillaren.
Es zeigte sich insgesamt nur eine geringe Anzahl Podoplanin positiver Bereiche, entsprechend

einer geringen Anzahl von Lymphkapillaren im omentalem Gewebe. Auch fanden sich keine
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Unterschiede in der Anzahl der Lymphkapillaren zwischen der Kontrollgruppe und den
niereninsuffizienten Kindern (s. Abbildung 34).
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Abbildung 34: Vergleich der Lymphkapillaren (Podoplanin positiver Bereiche) im omentalen Gewebe nierengesunder
und niereninsuffizienter Kinder. Es zeigte sich insgesamt nur eine geringe Anzahl Podoplanin positiver Bereiche,
entsprechend einer geringen Anzahl von Lymphkapillaren im omentalem Gewebe. Auch fanden sich keine Unterschiede
in der Anzahl der Lymphkapillaren zwischen der Kontrollgruppe und den niereninsuffizienten Kindern. Dargestellt als
Box&Whiskers Plot mit Median. Daten der Arbeitsgruppe Prof. Dr. med. C. P. Schmitt, Zentrum fir Kinder-und
Jugendmedizin, Universitatsklinikum Heidelberg.

Mann-Whitney Test: Median Kontrollen= 0,00% (der Gesamtflache), Median urdm.Patienten= 0,00% (der
Gesamtflache), p™=0,4965, n=13 (3 Kontrollen und 10 uram. Patienten).

45.2 VEGF-A

In der immunhistochemischen Analyse von VEGF-A zeigten sich keine signifikanten

Unterschiede zwischen den niereninsuffizienten und gesunden Kindern (s. Abbildung 35).
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Abbildung 35: Vergleich der VEGF-A Dichte (Positiv-Ratio) im  omentalen Gewebe nierengesunder und
niereninsuffizienter Kinder. Es fanden sich keine signifikanten Unterschiede zwischen den beiden Gruppen. Dargestellt
als Box&Whiskers Plot mit Median. Daten der Arbeitsgruppe Prof. Dr. med. C. P. Schmitt, Zentrum fiir Kinder-und
Jugendmedizin, Universitatsklinikum Heidelberg.

Mann-Whitney Test: Median Kontrollen=0,53% (der Gesamtflache), Median uram.Patienten= 0,4% (der Gesamtflache),
p™=0,8189, n=31 (11 Kontrollen und 20 uram. Patienten).

4.5.3 Angiopoietin 1 und 2
Auch in der Angiopoietin 1-Expression zeigten sich in der immunhistochemischen Analyse

keine signifikanten Unterschiede zwischen der Kontrollgruppe und den niereninsuffizienten
Kindern (p=0,3694), s. Abbildung 36.
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Abbildung 36: Vergleich der Angiopoietin 1 Dichte (Positiv-Ratio) im omentalen Gewebe nierengesunder und
niereninsuffizienter Kinder. Es fanden sich keine signifikanten Unterschiede zwischen den beiden Gruppen. Dargestellt
als Box&Whiskers Plot mit Median. Daten der Arbeitsgruppe Prof. Dr. med. C. P. Schmitt, Zentrum fur Kinder-und
Jugendmedizin, Universitatsklinikum Heidelberg.

Mann-Whitney Test: Median Kontrollen= 0,27% (der Gesamtflache), Median urdm.Patienten= 0,04% (der
Gesamtflache), p™=0,3694, n=15 (6 Kontrollen und 9 uram. Patienten).

Hingegen war die Angiopoietin 2-Expression im Omentum der niereninsuffizienten Kindern
signifikant niedriger als bei der Kontrollgruppe (p=0,0006), s. Abbildung 37.

Angiopoietin 2

1.519

L * k%
T
)
2 1.01
©
[ad
o
2
= 0.5+
2]
o
o
0.0 T T
uramische Patienten Kontrollen

Abbildung 37: Vergleich der Angiopoietin 2 Dichte (Positiv-Ratio) im omentalen Gewebe nierengesunder und
niereninsuffizienter Kinder. Es zeigte sich eine signifikant geringere Angiopoietin 2-Expression bei den uramischen
Patienten. Dargestellt als Box&Whiskers Plot mit Median. Daten der Arbeitsgruppe Prof. Dr. med. C. P. Schmitt,
Zentrum fur Kinder-und Jugendmedizin, Universitatsklinikum Heidelberg.

Mann-Whitney Test: Median Kontrollen= 0,71% (der Gesamtflache), Median urédm.Patienten= 0,17% (der
Gesamtflache), p***=0,0006, n=16 (6 Kontrollen und 10 uram. Patienten).
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Die Angiopoietin 1-/Angiopoietin 2-Ratio zeigte keine signifikanten Unterschiede (p™= 0,4709)
zwischen den beiden Gruppen (niereninsuffizient vs. gesund). Sie lag bei den
niereninsuffizienten Kindern im Mittel (Mean) bei 0,84+1,21 vs. 0,26%0,22 bei der
Kontrollgruppe, s.a. Tabelle 15 und Abbildung 38.

Angiopoetin 1/2-Ratio

47 | ns |

Angiopoetin 1/2-Ratio

Kontrollen uram.Patienten

Abbildung 38: Vergleich der Angiopoietin 1/2 -Ratio im omentalen Gewebe nierengesunder und niereninsuffizienter
Kinder. Es zeigte sich kein signifikanter Unterschied zwischen den beiden Gruppen. Dargestellt als Box&Whiskers Plot
mit Median. Daten der Arbeitsgruppe Prof. Dr. med. C. P. Schmitt, Zentrum fir Kinder-und Jugendmedizin,
Universitatsklinikum Heidelberg.

Mann-Whitney Test: Median Kontrollen= 0,26% (der Gesamtflache), Median urdm.Patienten= 0,29% (der
Gesamtflache), p™=0,4709, n=14 (6 Kontrollen und 8 uram. Patienten).

Tabelle 15: Angiopoietin 1-/Angiopoetin 2-Ratio niereninsuffizienter und gesunder Kinder. Es zeigten sich keine
signifikanten Unterschiede zwischen den beiden Gruppen.

Kontrollgruppe Niereninsuffiziente Kinder
Stichprobe (n) 6 8
Minimum 0,02 0,03
Median 0,26™ 0,29™
Maximum 0,55 3,29
Mean 0,26 0,84
SD 0,22 1,21

Mann-Whitney: p™=0,3129, n= 14
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5 Diskussion

In dieser Arbeit konnten strukturelle Veranderungen der Mikrozirkulation im Sinne einer
kapillaren Rarefizierung bei Kindern mit chronisch terminaler Niereninsuffizienz (CKD 5)
nachgewiesen werden. Es zeigte sich im Mittel eine fast 50%-ige Reduktion der Kapillardichte
bei chronisch niereninsuffizienten Kindern vor Initiierung einer Dialysetherapie als Zeichen
einer ausgepragten Rarefizierung des mikrozirkulatorischen Netzwerkes. Diese ausgeprégte
Rarefizierung der Mikrozirkulation bestétigte sich auch in einer zweiten Messung mit einer

anderen Methode durch einen unabhangigen Untersucher.

Verénderungen des kardiovaskularen Systems und ihr Einfluss auf die erhthte Morbiditat und
Mortalitat chronisch nierenkranker Menschen konnten in verschiedenen Studien gezeigt werden.
Die Rolle von Verénderungen der Mikrozirkulation in diesem Zusammenhang ist bisher nicht
ausreichend geklart, jedoch gibt es eine akkumulierende Evidenz daflr, dass die friihesten
Manifestationen kardiovaskularer Erkrankungen auf der Ebene der Mikrozirkulation stattfinden.
Die Mikrovaskulatur umfasst eine enorme endotheliale Oberflache und ist in viele Funktionen
des kardiovaskuldaren Systems eingebunden wie dem Flissigkeits- und Néahrstoffaustausch, der
Regulation der Perfusion, Hamostase und Koagulation, der Entziindungsreaktion sowie der
Angiogenese (Pries et al., 2000). Bei Patienten mit chronischer Niereninsuffizienz wurde eine
endotheliale Dysfunktion in zahlreichen Untersuchungen gefunden (Fliser et al., 2011), aber
morphologische Biopsie-basierte Untersuchungen der Mikrozirkulation fehlen bis heute. In
dieser Arbeit konnte zum ersten Mal gezeigt werden, dass eine chronische Niereninsuffizienz bei
Kindern mit einer ausgepragten Rarefizierung der Mikrozirkulation im Omentum verbunden ist.
Dieser Befund bestétigte sich auch in einer zweiten Untersuchung mit einer vollautomatisierten

Auswertungsmethode durch eine unabhéngige Arbeitsgruppe aus Heidelberg.

5.1 Studienpopulation

Die hier untersuchten niereninsuffizienten Kinder wurden préaterminal im Stadium 5 der CKD,
d.h. vor Beginn einer Peritonealdialyse-Behandlung rekrutiert. Hiermit konnte ein Einfluss der
Dialyse auf die untersuchte Mikrozirkulation als Storvariable ausgeschlossen werden.
Dass eine Dialysetherapie mit Veranderungen der Mikrozirkulation einhergeht, konnte in
verschiedenen Studien gezeigt werden. Chung et al. fanden bei Hauptbiopsien im Rahmen einer
Nierentransplantation eine erhdhte Steifigkeit der Arteriolen von dialysierten gegeniber

préemptiv transplantierten Patienten (Chung et al., 2010). In einer Studie von Farkas et al., die
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die endotheliale Funktion von Patienten mit essentieller Hypertonie und Hamodialysepatienten
mit Hypertonie im Vergleich zu normotensiven Kontrollen untersuchte, zeigte sich eine gestorte
endothelabhé&ngige Vasodilatation bei der Hamodialysegruppe im Vergleich zu gesunden
Kontrollen und Patienten mit essentieller Hypertonie (Farkas et al., 2005). Auch Ghiadoni et al.
konnten eine gestdrte endothelabhéngige Vasodilatation von Patienten mit Dialysetherapie nicht
nur im Vergleich zu gesunden Kontrollen, sondern auch zu Patienten mit chronischer
Niereninsuffizienz ohne Dialysetherapie zeigen (Ghiadoni et al.,, 2004). Diese Studien
unterstreichen die Notwendigkeit, Veradnderungen der Mikrozirkulation vor Beginn einer
Dialysetherapie zu untersuchen, um den Einfluss der Uramie ohne Beeinflussung durch eine
Dialysetherapie beobachten zu kénnen.

In der hier untersuchten Studienpopulation waren angeborene Erkrankungen mit Abstand die
haufigste Ursache der chronischen Niereninsuffizienz. Dies entspricht der in der Literatur
angegebenen Verteilung der haufigsten Ursachen der Niereninsuffizienz im Kindesalter
(Harambat et al., 2012) , wodurch eine gute Vergleichbarkeit mit Ergebnissen anderer Studien an
chronisch niereninsuffizienten Kinder besteht.

Durch die kontrollierte Auswahl der Studienteilnehmer im Sinne einer matched case-control
study (Kontrollgruppe vs. niereninsuffiziente Kinder) konnte eine gute Vergleichbarkeit der
Gruppen hinsichtlich der anthropometrischen Daten erreicht werden. So zeigte sich zwischen der
Kontrollgruppe und der Gruppe der niereninsuffizienten Kinder ein vergleichbares
durchschnittliches Gewicht, Korperoberfliche und ein vergleichbarer (alters- und
geschlechtsbezogener) BMI-SDS. Dies unterstreicht die Annahme, dass die gefundenen
Unterschiede in der Kapillardichte zwischen den beiden Gruppen auf die chronische
Niereninsuffizienz und nicht auf Unterschiede der anthropometrischen Daten zuruickzufiihren

sind.

Hinsichtlich der Grunderkrankungen und durchgefiihrten Operationen der nierengesunden
Kontrollen bestanden Unterschiede zwischen den Kindern, die in der Charité-
Universitatsmedizin Berlin und der Kinderchirurgie des Universitatsklinikums Heidelberg
rekrutiert wurden. Diese Unterschiede lassen sich mit den unterschiedlichen
Behandlungsschwerpunkten der Universitatskliniken erklaren. So gehdren u.a. anorektale
Malformationen zu den Spezialisierungsschwerpunkten der Kinderchirurgie der Charité-
Universitatsmedizin Berlin, weshalb der Hauptteil der Kinder mit dieser Diagnose von dort
stammte. Hingegen kamen die Kinder mit Erkrankungen des Gastrointestinaltraktes, wie der

gastroosphagealen Refluxkrankheit, hauptséchlich aus dem Universitatsklinikum Heidelberg.
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5.2 Methodik

Die in dieser Arbeit gewéhlte Methode der GefaRdarstellung mit Hilfe der CD 31-
Immunhistochemie mit dem monoklonalen Antikdrper JC70 findet eine breite Anwendung zur
Darstellung benigner und maligner vaskularer Prozesse (Parums et al., 1990; Kuzu et al., 1992),
und der Antikorper zeigt eine gute Sensitivitat und Spezifitat als endothelialer Marker (Orre et
al., 1998). Durch die zusatzliche immunhistochemische Analyse mit dem selektiven
lymphatischen Endothel-Marker Podoplanin (Breiteneder-Geleff et al., 1999) konnte die Anzahl
der Lymphgefae im Omentum untersucht werden. Die geringe Gesamtzahl an Lymphkapillaren
sowie die fehlenden Unterschiede zwischen den Gruppen spricht dafur, dass die in dieser Arbeit
gefundenen Ergebnisse zur Kapillardichte nicht durch den Einfluss von Lymphkapillaren
beeintrachtigt wurden. Ein Messfehler bei der Beurteilung der Kapillardichte durch den Einfluss
von Lymphkapillaren konnte damit beruicksichtigt bzw. weitgehend ausgeschlossen werden.

Zur Untersuchung der Apoptose in den omentalen Gewebeschnitten wurde eine
immunhistochemische Darstellung mit einem Caspase-3 Antikorper gewahlt, der die langen
Fragmente der aktivierten Caspase-3 erkennt, die nach Spaltung neben Asparaginsaure an der
Position 175 entstehen und eine der wichtigsten Effektorcaspasen in der Apoptose-Kaskade
darstellt. Die Aktivierung der Caspase-3 als gemeinsame Endstrecke der verschiedenen
Apoptosewege (Watanabe et al., 2002) gilt als ein spezifischer Indikator des Apoptoseprozesses.
Die Detektion eines gespaltenen Anteils der aktivierten Caspase-3 kann somit als sensitive und
spezifische Methode genutzt werden, um Apoptose in Gewebe darzustellen (Gown &
Willingham, 2002).

Als Marker der Autophagie im untersuchten Gewebe wurde ein Antikdrper benutzt, der die
Leichtketten-1soformen 3A und 3B des Mikrotubuli assozierten Proteins 1 erkennt (LC3A/B)
und gebréauchlich in der Darstellung von Autophagie in Geweben ist (Kabeya et al., 2000;
Kabeya et al., 2004). Die Limitation einer statischen Messung der Autophagie, wie der in dieser
Arbeit benutzten immunhistochemischen Analyse, als hochdynamischer Prozess muss in der

Interpretation der Ergebnisse jedoch beriicksichtigt werden.

5.2.1 Validitat und Reproduzierbarkeit der Messmethode

Die Reproduzierbarkeit der Messergebnisse der manuellen Auswertungsmethode durch den

gleichen Untersucher sowie durch einen zweiten Untersucher war mit einer akzeptablen

Variabilitat behaftet, wodurch eine gute Ubereinstimmung der Ergebnisse der

Kapillardichtemessung bei Wiederholung des Messvorgangs erreicht werden konnte. Dies
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bestatigte auch die Analyse mit der Bland-Altmann Methode, die eine geringe Streuung der
Messwertdifferenzen und der Intra- und Interobserver-Variabilitat (Bias) zeigte. Hierbei war die
Ubereinstimmung bei Messwiederholung durch den gleichen Untersucher besser als bei

Messwiederholung durch einen zweiten Untersucher.

Die manuelle Analyse der Mikrozirkulation respektive der Kapillaren mittels des
Digitalmikroskops BZ-9000 und Analyzer Software®-11, wie oben beschrieben, erbrachte
vergleichbare Ergebnisse wie die vollautomatisierte Bildanalyse (Aperio® Precision Image
Analysis Software) durch unabhéngige Untersucher der Heidelberger Arbeitsgruppe. Mit beiden
Auswertungsmethoden zeigte sich eine signifikant reduzierte Kapillardichte bei uré&mischen
Patienten im Vergleich zur Kontrollgruppe. Im Methodenvergleich mit Hilfe der Bland-Altmann
Methode lieR sich jedoch eine zunehmende Variabilitdt bei zunehmender Kapillardichte
zwischen den beiden Auswertungsverfahren erkennen. Unterschiede zeigten sich auch im
Median der unterschiedlichen Auswertungsverfahren. So waren der Median der Kapillardichte
bei der vollautomatisierten Messmethode hoher als bei der manuellen Auswertung. Dies kdnnte
sich darin begriinden, dass eine manuelle Auswahl der GefdRe eine genauere Selektion
ermdglicht als dies bei einer vollautomatisierten Auswahl mdglich ist, z.B. durch Ausschluss
moglicher Artefakte. Ein Nachteil der manuellen Auswertungsmethode gegeniber einer
vollautomatisierten Auswertung kdnnte - neben einem prinzipiellen subjektiven Fehler bei nicht-
verblindeter Auswertung - eine mogliche geringere Standardisierung der Auswahl-bzw.

Ausschlusskriterien der zu selektionierenden GefaRe darstellen.

5.3 Kapillardichte

Veranderungen der Mikrozirkulation funktioneller und struktureller Art koénnten eine der
zentralen Ursachen flr die erhdhte kardiovaskulédre Morbiditadt und Mortalitat bei Patienten mit
chronischer Niereninsuffizienz darstellen. Die untersuchte omentale Mikrozirkulation in dieser
Arbeit zeigte eine signifikant geringere Kapillardichte bei urdmischen Kindern im Vergleich zu
nierengesunden Kindern. Defizite der Mikrozirkulation, funktioneller oder struktureller Art,
fuhren durch eine defizitare Gewebeversorgung letztendlich zu Endorganschaden (Lockhart et
al., 2009).

Das Omentum stellt ein gut vaskularisiertes Gewebe mit hoher metabolischer Aktivitat dar und
dient als Quelle angiogener Faktoren (Singh et al., 2008; Collins et al., 2009). Bisher gibt es
keine Untersuchungen der GefaRdichte im omentalen Gewebe bei Kindern oder Erwachsenen

mit chronischer Niereninsuffizienz. Bei adipdsen Patienten und im Tiermodel der Adipositas
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wurde eine mikrovaskuldre Rarefizierung im Fettgewebe beschrieben. Es zeigte sich, dass die
Zunahme des Fettgewebes mit einer Gewebehypoxie verbunden ist, die durch eine gestorte
angiogene Antwort bedingt wird. Diese Storungen der Mikrozirkulation férdern eine
Inflammationsreaktion des Gewebes mit Makrophagen-Infiltration und einer erhéhte Expression
inflammatorischer Zytokine (Pasarica et al., 2009; Shimizu et al., 2014). Ebenso zeigen Studien
zu akutem Nierenversagen und chronischer Niereninsuffizienz, dass eine mikrovaskulare
Rarefizierung zu chronischer Gewebehypoxie, interstitieller Inflammation und Fibrose fiihrt
(Campanholle et al., 2013). Auf diesem Wege konnte die in dieser Arbeit gezeigte kapillare
Rarefizierung zu einer systemischen Inflammation fiihren, die als Kennzeichen einer chronischen
Niereninsuffizienz gilt und ein grundlegender Mechanismus bei der Entstehung eines
Lurdmischen Phénotyps® ist, der durch erhohten oxidativen Stress, Gefd3verkalkungen,
vorzeitiger Alterung und der hohen Mortalitdt infolge kardiovaskulare Erkrankungen
gekennzeichnet ist (Kooman et al., 2014).

Die kapillare Rarefizierung im Omentum bei Kindern aller Altersklassen konnte eine
systemische Urdmie-induzierte Pathogenese widerspiegeln. Unterstutzt wird diese Annahme von
Untersuchungen der kapillaren Gefalidichte in verschiedenen anderen Organen bei chronischer

Niereninsuffizienz.

So finden sich Veranderungen der Mikrozirkulation auch im Tiermodell der Urdmie. Amann et
al. untersuchten die myokardiale Mikrozirkulation bei 5/6 nephrektomierten Ratten und fanden
eine signifikante Abnahme der L&ngen- und Oberflachendichte der Kapillaren bei den
uramischen Tieren im Vergleich zur Kontrollgruppe (Amann et al., 1992). In einer weiteren
Studie von Amann et al., wiederum an 5/6 nephrektomierten Ratten, die jedoch dieses Mal eine
moderate Niereninsuffizienz Uber eine kurze Zeitspanne hatten, wurde die myokardiale
Mikrozirkulation im Vergleich zur Mikrozirkulation im Skelettmuskel analysiert (Amann et al.,
1997). Auch hier fand sich eine gestorte Kapillarisation im Herzmuskel, dagegen zeigten sich
keine Verdanderungen im Skelettmuskel. Hieraus leiteten die Autoren die Schlussfolgerung ab,
dass die gefundenen Verdnderungen der Mikrozirkulation aufgrund lokal wirkender
Mechanismen in diesem Gewebe auf das Myokard beschrankt seien. Dieser Theorie einer auf
das Herzmuskelgewebe beschriankten Verdnderung der Mikrozirkulation widersprechen die
Ergebnisse einer Studie von Flisinski et al. (Flisinski et al., 2008). Auch hier wurde die
Mikrozirkulation im Skelettmuskel bei 5/6 nephrektomierten Ratten untersucht. Zusétzlich gab

es auch eine Gruppe mit milder Niereninsuffizienz (1/2 nephrektomiert). Im Gegensatz zu der
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Studie von Amann et al. (Amann et al., 1997) fanden sich in beiden Gruppen, d.h. bereits bei
milder Niereninsuffizienz, eine kapillare Rarefizierung im Skelettmuskel. Ob diese
abweichenden Ergebnisse, wie von den Autoren vermutet, durch unterschiedliche experimentelle
Bedingungen und Analysemethoden begriindet sind, kann nur vermutet werden. Dass aber diese
Ergebnisse die Hypothese einer auf das Myokard beschrankten Stérung der Mikrozirkulation in
Frage stellen, scheint naheliegend.

Die Frage nach der Ubertragbarkeit der im Tiermodell gefundenen Veranderungen auf den
Menschen muss mit Recht gestellt werden und kann nur durch Studien, die diese Veranderungen
beim Menschen untersuchen, beantwortet werden. Mehrere Studien untersuchten die
Mikrozirkulation des Myokards beim Menschen. Amann et al. verglichen in ihrer Studie die
Kapillardichte post mortem bei Dialysepatienten, Patienten mit Hypertonie und normotensiven
Kontrollen (Amann et al., 1998). Es zeigte sich eine reduzierte Kapillardichte der
niereninsuffizienten Patienten im Vergleich zu den normotensiven Kontrollen sowie zu den
Patienten mit Hypertonie. Drei weitere Studien am Myokard (Tok et al., 2005; Chade et al.,
2006; Bozbas et al., 2009) beschéaftigten sich anhand der koronaren Flussreserve mit dem
funktionellen Status der Mikrozirkulation. Alle drei Studien fanden eine reduzierte koronare
Flussreserve bei Patienten mit chronischer Niereninsuffizienz als Zeichen einer gestorten
Mikrozirkulation. Dem gegeniiber stehen die Ergebnisse von einer Studie von Charytan et al.
(Charytan et al., 2010). Diese untersuchten in ihrer Studie zur koronaren Mikrozirkulation neben
der koronaren Flussreserve auch den myokardialen Blutfluss in Ruhe und nach Adenosingabe.
Sie fanden zwar ebenfalls eine verminderte koronare Flussreserve bei Patienten mit milder bis
moderater Niereninsuffizienz, dieser Zusammenhang blieb nach Adjustierung fur andere
kardiovaskulare Risikofaktoren jedoch nicht signifikant. Ebenfalls lieR sich kein signifikanter
Unterschied beim myokardialen Blutfluss in Ruhe und nach Adenosingabe zwischen Patienten
mit chronischer Niereninsuffizienz und der Kontrollgruppe finden. Doch in einer Follow-up
Untersuchung nach einem Jahr zeigte sich ein Trend zu einem geringeren myokardialen
Spitzenfluss bei zunehmender Niereninsuffizienz als auch eine Assoziation zwischen
abnehmender Kreatinin-Clearence und einem hoheren Riickgang der koronaren Flussreserve.
In  Anbetracht dieser z.T. widerspriichlichen Ergebnisse bezliglich Veranderungen der
myokardialen Mikrozirkulation bei chronischer Niereninsuffizienz missen verschiedene Aspekte
betrachtet werden. Die Messungen der myokardialen Mikrozirkulations-Parameter erfolgten in
den erwéhnten Studien z.T. mit unterschiedlichen Methoden. Die Studien von Tok et al. und

Bozbas et al. verwendeten die transthorakalen Echokardiografie, Charytan et al. benutzten die
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Positronenemissionstomografie und Chade et al. die invasive Koronarangiografie. Auch
hinsichtlich der Studienpopulation gibt es Unterschiede zwischen den erwahnten Studien. So
untersuchten Tok et al. und Bozbas et al. terminal niereninsuffiziente Patienten, Chade et al. und
Charytan et al. hingegen Patienten mit milder bzw. milder bis moderater Niereninsuffizienz.
Dass die gefundenen Verénderungen bei Patienten mit milder bis moderater Niereninsuffizienz
einen schwéacheren Zusammenhang mit der Nierenfunktion zeigen und z.T. bei Adjustierung fir
andere kardiovaskulare Risikofaktoren ihre Signifikanz verlieren, lasst vermuten, dass erst bei
fortgeschrittenen Niereninsuffizienz Stérungen der myokardialen Mikrozirkulation klinisch
nachweisbar sind. In diesem Zusammenhang waéren Studien sinnvoll, die differenziert die
unterschiedlichen Stadien der Niereninsuffizienz auf begleitende Verdnderungen der
myokardialen Mikrozirkulation hin untersuchen. Erwédhnenswert ist die Tatsache, dass bei den
erwéhnten Studien, mit Ausnahme der Studie von Charytan et al., Patienten ausgeschlossen
wurden, die bereits eine bekannte kardiovaskuldre Erkrankung hatten. Dies unterstiitzt die
Annahme, dass mikrovaskuldre Veranderungen bei chronischer  Niereninsuffizienz
makrovaskuldren Erkrankungen vorausgehen und sich vor einer klinischen Manifestation
nachweisen lassen. Auch die in dieser Arbeit gezeigten Verdnderungen der Mikrozirkulation
waren ausgepragter als Verdnderungen der Makrovaskulatur bei pédiatrischen Préadialyse-
Patienten, bei denen sich in arteriellen Biopsien die Gefal3e histologisch noch normal darstellten
(Shroff et al., 2008). Dies hat insbesondere in Hinblick auf eine frithe Diagnostik und damit
einer frihzeitigen Therapie vor Manifestation von makrovaskuldren Erkrankungen erhebliche

klinische Relevanz.

Die Hypothese einer generalisierten Stérung der Mikrozirkulation bei Niereninsuffizienz wird
durch Studien gestiltzt, die sich mit der Mikrozirkulation anderer Gefalgebiete als dem
myokardialen GefaRbett beim Menschen beschéftigen. Zu den am haufigsten untersuchten
Kapillargebieten gehort neben der Haut und Nagelfalz auch die Retina. Beiden Stromgebieten
gemein ist die gute Erreichbarkeit und somit die Mdglichkeit einer nicht-invasiven
Untersuchungstechnik. Zudem konnte fur verschiedene Erkrankungen gezeigt werden, dass
Veranderungen der Retina (Ooi et al., 2011) und der Haut (Stewart et al., 2004; Holowatz et al.,
2008) mit Veranderungen anderer GefaRgebiete einhergehen und somit als potentieller Surrogat-
Parameter flr die allgemeine Mikrozirkulation geeignet scheinen.

In einer Studie von Ooi et al. (Ooi et al., 2011) wurde die retinale Mikrozirkulation von
Patienten mit CKD Stadium 3-5 analysiert. Es zeigten sich Veranderungen der Mikrozirkulation

im Sinne verengter retinaler Arteriolen und Venolen, die sich mit zunehmender
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Verschlechterung der Nierenfunktion weiter verstarkten. Auch Sabanayagam et al
(Sabanayagam et al., 2009) fanden einen Zusammenhang von verengten retinalen Arteriolen und
chronischer Niereninsuffizienz. Neben einer Verengung retinaler Arteriolen konnten Baumann et
al. (Baumann et al., 2009) zeigen, dass diese Veranderungen der retinalen Mikrozirkulation auch
als Pradiktoren der renalen Funktion geeignet sind. Dass Veranderungen der Mikrozirkulation
nicht auf die Retina beschrankt sind, wird durch Studienergebnisse an dem Nagelfalz
untermauert. Nissel et al. (Nissel et al., 2009) fanden eine reduzierte maximale post-ischamische
Erythrozyten-Flussgeschwindigkeit bei Patienten mit CKD Stadium 3-5 im Vergleich zu
gesunden Kontrollen. Neben einer funktionellen Stérung der Mikrozirkulation konnten Thang et
al. (Thang et al., 2011) auch strukturelle Verdnderungen im Sinne einer reduzierten
Kapillardichte bei fortgeschrittener chronischer Niereninsuffizienz finden. Ahnliche Ergebnisse
zeigen auch Untersuchungen an der Haut des Unterarmes. In einer Studie von Farkas et al.
(Farkas et al., 2005) konnte eine gestorte endotheliale Funktion der Mikrozirkulation der
Unterarmhaut von Patienten mit essentieller Hypertonie und Dialysepatienten mit Hypertonie im
Vergleich zu gesunden Kontrollen nachgewiesen werden. Unterschiede zwischen den Patienten
mit essentieller Hypertonie und Dialysepatienten mit Hypertonie bestanden jedoch nur bei einem
Teil der durchgefiuhrten Untersuchungen zur endothelialen Funktion. So war die endothel-
unabhéngige Vasodilatation nach Nitropussidnatriumgabe und die endothel-abhangige
Vasodilatation nach zweifacher Gabe von Acetylcholin in der Gruppe der Hadmodialysepatienten
mit Hypertonie nicht nur im Vergleich mit der gesunden Kontrollgruppe, sondern auch im
Vergleich mit den Patienten mit essentieller Hypertonie verringert. Alle anderen funktionalen
Testungen zeigten keinen Unterschied zwischen diesen beiden Gruppen, wodurch der Einfluss
der Hypertonie auf die gezeigte endotheliale Dysfunktion an Bedeutung gewinnt. Stewart et al.
(Stewart et al., 2004) unterteilten die untersuchten Patienten mit terminaler Niereninsuffizienz in
Subgruppen mit Diabetes und/oder bekannten kardialen Erkrankungen und ohne diese beiden
Komorbiditaten. Zwar liel sich kein signifikanter Unterschied bei Patienten ohne Diabetes und
bekannten kardiovaskularen Erkrankungen erkennen, doch stellten sich bei knapp der Halfte
dieser Patienten Abnormitaten der gemessenen Parameter als Hinweis auf eine gestorte
endotheliale Funktion bei Patienten mit chronischer Niereninsuffizienz ohne begleitende

Komorbiditat im Sinne eines Diabetes oder einer kardialen VVorerkrankung dar.

Fasst man die Beobachtungen der verschiedenen Kapillargebiete zusammen, zeigt sich eine gute
Evidenzlage flr eine Pathologie der Mikrozirkulation bei chronischer Niereninsuffizienz bei

Erwachsenen und im Tiermodell der Urdmie. Im Uberwiegenden Anteil der Studien I&sst sich
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eine signifikante Verminderung der Mikrovaskulatur bzw. Kapillardichte bei chronischer
Niereninsuffizienz nachweisen. Und auch in Studien, denen dieser Nachweis nicht gelingt,
finden sich Abnormitéaten der Mikrozirkulation der niereninsuffizienten Patienten im Vergleich
zu gesunden Kontrollen. Diese Daten sprechen zusammengefasst fur das Vorliegen einer
systemischen urédmischen Mikroangiopathie. Diese Hypothese kdnnte ein wichtiger Baustein
sein, um die Pathophysiologie der extrem erhohten Mortalitat infolge kardiovaskulérer
Erkrankungen bei Patienten mit chronischer Niereninsuffizienz zu verstehen, die durch
traditionelle Risikofaktoren allein nicht zu erklaren ist und wichtige Unterschiede in Klinik und
Pathologie gegentber der klassischen Atherosklerose aufweist (Drieke & Massy, 2010). Eine
mikrovaskuldre Dysfunktion, struktureller oder funktioneller Art, konnte durch eine
unzureichende Sauerstoff- und N&hrstoffversorgung der Gewebe und einem unzureichenden
Abtransport von Stoffwechselprodukten und konsekutiver Schadigung des Gewebes, einen
wichtigen pathophysiologischen Erklarungsmechanismus liefern.

Bei Kindern gibt es bisher nur wenige Studien zu endothelialen Dysfunktion bzw.
Verdnderungen der Mikrozirkulation. Aber insbesondere diese Patientengruppe erscheint
wichtig, um die Pathophysiologie der mikrovaskuldren Veranderungen bei chronischer
Niereninsuffizienz besser verstehen zu kdénnen. Denn potentielle Einflussfaktoren auf die
Mikrozirkulation wie Rauchen, Diabetes und Alterungsprozesse spielen in dieser Population
faktisch keine Rolle. Zum anderen ist besonders in dieser Altersgruppe die kardiovaskuléare
Morbiditat und Mortalitat im Vergleich zur gesunden gleichaltrigen Population exzessiv erhoht
(Lilien & Groothoff, 2009) und fordert Verbesserungen im Verstdndnis und der Therapie

kardiovaskularer Veranderungen.

Eine Studie von Kari et al. (Kari et al., 1997) beschaftigte sich mit der endothelialen Funktion
bei Kindern mit chronischer Niereninsuffizienz anhand der endothel-abhéngigen Dilatation der
Arteria brachialis. Es zeigte sich eine endotheliale Dysfunktion bei den Kindern mit chronischer
Niereninsuffizienz im Vergleich zur gesunden Kontrollgruppe. Auch eine Studie von Briese et
al. bei jungen Erwachsenen mit terminaler Niereninsuffizienz seit dem Kindesalter konnte einen
um 40% reduzierten postischamischen Spitzenfluss als Zeichen einer endothelialen Dysfunktion
zeigen. Diese Verdnderungen zeigten eine signifikante Korrelation mit der Zeit der
Nierenersatztherapie (Briese et al., 2006). Da nach neueren Erkenntnissen Veranderungen der
Mikrozirkulation bei Patienten mit kardiovaskularen Erkrankungen meist friihzeitig zu sehen

sind, bevor sich Verénderungen der groflen GefdRe oder Endorganschédden manifestieren
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(Clough, 2015), ist in diesem Zusammenhang die Studienlage zur Mikrozirkulation von
besonderem Interesse. Edwards-Richards et al. (Edwards-Richards et al., 2014) untersuchten die
Mikrozirkulation padiatrischer Hamodialysepatienten anhand der Nagelfalz-Mikroskopie. Es
zeigte sich eine signifikante Rarefizierung der Kapillardichte bei den Hamodialysepatienten im
Vergleich zur Kontrollgruppe. Bei den funktionellen Parametern, wie der maximalen Perfusion
und dem Rekruitment nach Stimulation, fanden sich hingegen keine Unterschiede zwischen den
Gruppen. Diese Ergebnisse eines strukturellen kapillaren Defizits an dem Nagelfalz bei
padiatrischen Patienten mit terminaler Niereninsuffizienz unterstiitzen die in dieser Arbeit
gefundenen Ergebnisse einer kapillaren Rarefizierung im Omentum im Sinne einer systemischen
uramischen Mikroangiopathie bei chronischer Niereninsuffizienz. Wobei an dieser Stelle
angemerkt sei, dass in der Studie bei Edwards-Richards et al. die Patienten bereits eine
Dialysetherapie erhielten und somit ein Einfluss der Dialyse auf die Mikrozirkulation als
Storvariable (,,Confounder®) nicht ausgeschlossen werden kann. Auch waren die padiatrischen
Patienten deutlich alter (16,6+3,5 Jahre) als in der vorliegenden Arbeit (7,3 £5,7). Doch trotz
dieser Differenzen im Studiendesign lassen die Ergebnisse vermuten, dass die im Tiermodell der
Uramie und bei erwachsenen CKD Patienten gefundenen Stérungen der Mikrozirkulation auch

in der padiatrischen Population bei chronischer Niereninsuffizienz vorzuliegen scheinen.

5.3.1 Zusammenhang der Kapillardichte mit klinischen und laborchemischen
Parametern

Zum besseren Verstandnis der Pathophysiologie der mikrovaskuldren Rarefizierung bei

chronischer Niereninsuffizienz kann der Zusammenhang mit klinischen und laborchemischen

Parametern mogliche Hinweise liefern.

5.3.1.1 Einfluss des Alters und anthropometrischen Parameter auf die
Kapillardichte

In der vorliegenden Arbeit zeigte sich sowohl bei den niereninsuffizienten als auch bei den
gesunden Kindern eine altersabhédngige Abnahme der Kapillardichte. Demzufolge zeigte sich
auch bei den anthropometrischen Parametern wie der Kdrperoberflache, dem Gewicht und der
Korperlange eine inverse Assoziation mit der Kapillardichte. Dies zeigt einen wichtigen Einfluss
der korperlichen Entwicklung auf das Kapillarangebot im Omentum und scheint fir eine
altersabhéngige Abnahme der Kapillardichte zu sprechen, mit der héchsten Kapillardichte bei
jungeren Kindern und einer kontinuierlichen Abnahme im Alter. Wie sich diese Entwicklung im

Erwachsenenalter fortsetzt, ist fraglich. In der Literatur finden sich nur wenige Studien, die sich
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mit der Altersabhangigkeit der Kapillardichte beschaftigen. Eine Studie von Dolezalova et al.
(Dolezalova et al., 2003) untersuchte die Kapillardichte bei Kindern mit rheumatischer
Erkrankung, gesunden Kindern und gesunden Erwachsenen. Im Gegensatz zu den Ergebnissen
der eigenen Arbeit zeigte sich in dieser Studie eine zunehmender Kapillardichte mit dem Alter.
Einschrankend muss die geringe Gruppengrofle der gesunden Kinder von 17 in der Studie
genannt werden, die einen Grund fir die abweichenden Ergebnisse sein konnte. In einer
groReren Studie von Herrick et al. (Herrick et al., 2000) an 110 gesunden Kinder wurde ebenfalls
mit der Nagelbettmikroskopie der Einfluss des Alters auf das Kapillarbett untersucht. Im
Gegensatz zu der Studie von Dolezalova et al. zeigten sich hier keine Unterschiede der
Kapillardichte in den unterschiedlichen Altersgruppen. Jedoch wurden hier nur die
Altersgruppen zwischen 6-15 Jahren untersucht, im Gegensatz zur vorliegenden Arbeit, in der
die Altersgruppe bis 2 Jahre die grofite Zahl ausmacht.

In einer kirzlich publizierten Studie zur morphologischen Charakteristik des Peritoneums
bestétigte sich die in dieser Arbeit gefundene Altersabhéngigkeit der Kapillardichte. Es zeigte
sich eine U-formige Verteilung mit der hochsten Kapillardichte bei Kindern unter einem Jahr

und bei Erwachsenen (Schaefer et al., 2016).

In der eigenen Arbeit stellte sich in einer multiplen Regressionsanalyse jedoch nicht wie anfangs
vermutet das Alter als bester Pradiktor fir die Kapillardichte innerhalb der anthropometrischen
Parameter dar, sondern die GroRe. Bei den niereninsuffizienten Kindern zeigte sich neben der
GroRe auch die Korperoberflache als guter Pradiktor der Kapillardichte. Da diese Parameter eine
altersabhéngige Entwicklung zeigen, widersprechen diese Ergebnisse nicht einer
Altersabhéngigkeit der Kapillardichte im Kindesalter, aber die Grolie bzw. die Kérperoberflache
scheinen in diesem Zusammenhang einen groReren pradiktiven Wert zu besitzen als das Alter
selbst. Fir einen Einfluss des Alters auf die Kapillardichte spricht auch die fehlende Korrelation
der BMI-SDS-Werte mit der Kapillardichte, bei deren Berechnung bereits eine
Altersabhangigkeit berticksichtigt ist. Ob die GefaRdichte bei Kindern abhangig vom Volumen
des viszeralen Fettgewebes ist, kann nicht eindeutig beantwortet werden. Sowohl bei
Erwachsenen (Carroll et al., 2008) als auch bei Kindern (Brambilla et al., 2006) ist der BMI eng
verbunden mit dem Anteil des viszeralen Fettgewebes. In der vorliegenden Arbeit zeigte sich nur
bei der gesunden Kontrollgruppe ein Zusammenhang mit der Kapillardichte, bei den
niereninsuffizienten Kindern fehlte diese Assoziation. Da die alterskorrigierten BMI-SDS-Werte

weder in der vorliegenden Arbeit, noch in der bereits erwéhnten Studie von Schaefer et
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al.(Schaefer et al., 2016) an einem groReren Kollektiv (n= >100) eine Assoziation mit der
Kapillardichte zeigen, lassen diese Ergebnisse vermuten, dass die Kapillardichte unabhangig
vom Anteil des viszeralen Fettgewebes bei Kindern ist. Diese Vermutung wird auch durch die
Ergebnisse der multiplen Regressionsanalyse gestitzt, in der sich die GroéfRe und die
Niereninsuffizienz als einzige unabhangige Pradiktoren der Kapillardichte zeigten.

5.3.1.2 Einfluss des Blutdruckes auf die Kapillardichte

Eine arterielle Hypertonie ist bekanntermallen mit Verdnderungen der Mikrozirkulation
verbunden (Hansen-Smith et al., 1990; Kobayashi et al., 2005; Delano et al., 2011) und eine
hdufige Komorbiditdt bei chronischer Niereninsuffizienz (Sarnak et al., 2003; Levey et al.,
2005), auch im Kindesalter (Olowu, 2015). Ebenso kann eine antihypertensive Medikation,
neben ihrer indirekten Wirkung durch Beeinflussung der arteriellen Hypertonie, direkten
Einfluss auf die endotheliale Funktion nehmen (Bonetti et al., 2003; Goligorsky, 2015). In der
vorliegenden Arbeit konnte kein Zusammenhang des Blutdruckes mit der Kapillardichte
gefunden werden. Dies kdnnte sich an der geringen Anzahl an Kindern mit Hypertonie in dieser
Studie begriinden. Zum anderen wurden alle Kinder mit arterieller Hypertonie bereits
antihypertensiv behandelt. Bemerkenswert ist jedoch, dass die in dieser Arbeit gefundene
Rarefizierung der Kapillardichte bei niereninsuffizienten Kindern sich auf hochsignifikantem
Niveau auch nach Ausschluss der Patienten, die eine arterielle Hypertonie und/oder eine
antihypertensive Therapie erhalten hatten, bestatigte. Denn es ist bekannt, dass eine arterielle
Hypertonie von einer mikrovaskuldren Rarefizierung begleitet wird und zu Zielorganschaden
fuhrt (Feihl et al., 2009). Dadurch stellen diese Ergebnisse, da sie den potentiellen Einfluss der
Hypertonie bzw. der antihypertensiven Therapie auf die Kapillardichte ausschlieen, den
Einfluss der Urdmie auf die Mikrozirkulation in den Vordergrund. Nur wenige anderen Studien
zur Kapillardichte bei chronischer Niereninsuffizienz, wie oben dargestellt, beriicksichtigen
diese héaufige und wichtige Komorbiditadt einer arteriellen Hypertonie bei chronischer

Niereninsuffizienz in ihren Studien zur Mikrozirkulation bei Uramie.

5.3.1.3 Einfluss der Niereninsuffizienz auf die Kapillardichte

Das Hauptergebnis dieser Arbeit ist eine verringerte Kapillardichte bei Kindern mit chronischer
terminaler Niereninsuffizienz im Vergleich zu nierengesunden Kindern. Der Einfluss der
chronischen Niereninsuffizienz auf die Kapillardichte bestétigte sich auch in der multiplen
linearen Regressionsanalyse, in der sich die Gruppenzugehdrigkeit (niereninsuffizient vs.

gesund) als wichtiger Prédiktor fur die Kapillardichte herausstellte. Und auch fiir die
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Nierenretentionsparameter ~ Kreatinin und Harnstoff als Zeichen einer chronischen
Niereninsuffizienz lie} sich ein signifikanter inverser Zusammenhang mit der Kapillardichte
zeigen. Das heift, je schlechter die Ausscheidungsfunktion der Niere und damit je hoher die
Retentionsparameter Kreatinin- und Harnstoff waren, desto geringer war die Kapillardichte. In
der multiplen linearen Regressionsanalyse stellten sich die Kreatininwerte als gute Pradiktoren
der Kapillardichte heraus, konnten sie doch 96% der Varianz der Kapillardichte erklaren.
Hingegen lie} sich fur die (mit der sogenannten Schwartz-Formel) geschétzte glomeruldre
Filtrationsrate (Schwartz et al., 2009) keine signifikante Assoziation mit der Kapillardichte
darstellen. Da die geschatzte glomeruldre Filtrationsrate (eGFR) nur eine Anndherung der
wahren GFR darstellt, muss diese fehlende Assoziation zwar angemerkt sein, darf jedoch in ihrer
Bedeutung nicht Uberschatzt werden. Denn die Ungenauigkeit dieser Kreatinin-basierten
Bestimmung der geschétzten GFR im Kindesalter, insbesondere bei Kindern mit reduzierter
Muskelmasse wie sie z.B. bei chronischer Niereninsuffizienz vorkommen kann, ist bekannt
(Schwartz & Work, 2009).

5.3.1.4 Einfluss laborchemischer Parameter auf die Kapillardichte

Bei der Untersuchung des Zusammenhanges laborchemischer Parameter mit der Kapillardichte
zeigte sich ein inverser Zusammenhang mit den H&amoglobinwerten in der Gruppe der
niereninsuffizienten Kinder. Dies erscheint unverstdndlich, da man bei einer (mit niedriger
Kapillardichte assoziierten) schlechteren Nierenfunktion auch niedrigere Hamoglobinwerte
erwarten misste. Moglicherweise ist dieser Zusammenhang durch therapeutische Korrektur
niedriger Haimoglobinwerte zum Zeitpunkt der Biopsie, d.h. anlésslich der Nierentransplantation
(Transfusionen, Gabe von Erythropoietin) erklarbar; dieser Verdacht war jedoch nicht durch
Aktenstudium zu erharten. Bei allen anderen Werten, insbesondere der Inflammationsparameter
und Parameter des Mineralstoffwechsels, konnte kein Zusammenhang mit der Kapillardichte

gefunden werden.

Der Zusammenhang einer chronischen Inflammation und der Pathogenese kardiovaskularer
Erkrankungen konnte fur die Allgemeinbevélkerung, aber insbesondere auch flr Patienten mit
terminaler Niereninsuffizienz gezeigt werden (Oh et al., 2002; Kruger et al., 2006). Erhdhte C-
reaktive Protein (CRP)-Werte werden zu den urdmiebezogenen Risikofaktoren bei chronischer
Niereninsuffizienz gezahlt (Mitsnefes, 2012) und dienen als Surrogatmarker fir einen
chronischen Mikroinflammationszustand, durch den die Urdmie gekennzeichnet ist (Kumar et

al., 2014). So sind erhdhte CRP-Werte bei Patienten mit chronischer Nierenerkrankung mit einer
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erhéhten kardiovaskuldren Mortalitat verbunden (Himmelfarb et al., 2002; Kruger et al., 2006).
Zudem gibt es Hinweise, dass eine systemische Inflammation bei chronischer Niereninsuffizienz
im Zusammenhang mit einer endothelialen Dysfunktion steht (Flisinski et al., 2012). Jie et al.
(Jie et al., 2010) konnten eine negative Korrelation von zirkulierenden endothelialen
Progenitorzellen mit CRP-Werten bei Kindern unter H&modialysetherapie zeigen und
vermuteten, dass dies als Zeichen eines verminderten Potentials zur GefaRregeneration zu sehen
sei. Ob der chronische Inflammationszustand bei Urdmie einen Einfluss auf die Mikrozirkulation
hat, sollte in weiteren Studien untersucht werden. In der vorliegenden Arbeit zeigte sich kein
Hinweis eines Zusammenhangs der Inflammationsparameter (CRP) mit der Kapillardichte. Und
auch in einer anderen Studie zur Mikrozirkulation bei jungen Hamodialyse-Patienten (Edwards-
Richards et al., 2014) fand sich kein Anhalt eines Zusammenhanges der Kapillardichte mit
Inflammationsparametern.

Veranderungen des Mineralstoffwechsels bei chronischer Niereninsuffizienz sind eine bekannte
Komorbiditdt und werden, ebenso wie erhohte Inflammationsparameter, zu den
uramiebezogenen Risikofaktoren gezéhlt (Johnson et al., 2006; Kumar et al., 2014). Sie sind
auch bei Kindern mit chronischer Niereninsuffizienz haufig anzutreffen (Mitsnefes, 2012) und
standen vor allem wegen ihrer Rolle zu Geféal3verkalkungen bei CKD im Fokus (Shroff et al.,
2013a). Eine kirzlich publizierte Studie von Stevens et al. (Stevens et al., 2015) fand auch einen
Zusammenhang einer Phosphatexposition mit einer endothelialen Dysfunktion bei chronischer
Niereninsuffizienz. Einen unabhéngigen Einfluss erhdhter Bikarbonat- und Phosphatwerte auf
die funktionelle und strukturelle Kapillardichte zeigten Thang et al. (Thang et al., 2011) in ihrer
Studie zur Kapillarisation des Nagelbettes bei fortgeschrittener Niereninsuffizienz. Auch
Edwards-Richards et al. (Edwards-Richards et al., 2014) fanden in ihrer Studie zur
Kapillarisation des Nagelbettes bei jungen Hamodialysepatienten einen Zusammenhang von
Stérungen im Mineralstoffwechsel und der strukturellen Kapillardichte. Dass sich dieser
Zusammenhang in der vorliegenden Arbeit nicht darstellen lieR, kann daran liegen, dass nur bei
einem Teil der urdmischen Kinder entsprechende Laborwerte vorlagen. Auch koénnte das
Therapie-Stadium, Dialyse in der Studie von Edwards-Richards et al. vs. konservative Therapie

in der eigenen Arbeit, einen ursachlichen Einfluss auf die abweichenden Ergebnisse haben.

5.3.1.5 Zusammenhang der vollautomatisiert gemessenen Kapillardichte mit
klinischen und laborchemischen Parametern
Die durch eine kooperierende Arbeitsgruppe von Prof. C. P. Schmitt et al. vollautomatisierte

Messung der Kapillardichte an einer Stichprobe der Studienpopulation zeigte, wie bereits weiter
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oben erwahnt, ebenfalls eine signifikant reduzierte Kapillardichte bei den chronisch
niereninsuffizienten Kindern. In der weiteren Analyse konnten jedoch keine signifikanten
Zusammenhdnge mit klinischen und laborchemischen Parameter gefunden werden. Hierfur

scheint in Anbetracht der Stichprobe die geringe Fallzahl die naheliegendste Erklarung zu sein.

5.4 Potentielle Mechanismen der kapillaren Rarefizierung

Um den Mechanismus der kapillaren Rarefizierung bei chronischer Niereninsuffizienz besser zu
verstehen, wurden in dieser Arbeit verschiedene potentielle Faktoren untersucht. Verschiedene
Studien konnten bei Patienten mit chronischer Niereninsuffizienz oder im Tiermodell der Urédmie
zeigen, dass die chronische Niereninsuffizienz mit einer gestorten Angiogenese verbunden ist.
Im Tiermodell der Urdmie zeigte sich eine kapillare Rarefizierung und Gewebehypoxie infolge
einer progressiven experimentellen glomeruldren Schédigung (Shimizu et al., 1997) und das
Modell der Hinterlauf-Ischdmie bei subtotal nephrektomierten Ratten (Jacobi et al., 2006)
zeichnete sich durch eine gestorte angiogene Antwort aus, wie z.B. die fehlende
Hochregulierung des Wachstumsfaktors ,,vascular endothelial growth factor (VEGF) und seiner
Rezeptoren (VEGF-Rezeptoren). Wohingegen die Gabe von VEGF zu einem Erhalt der
Kapillardichte und einer verbesserten renalen Funktion fuhrt (Kang et al., 2001). Zudem sind
erhéhte Serumspiegel des l6slichen VEGF-Rezeptor 1(sFLT-1), eines VEGF Antagonisten, mit
endothelialer Dysfunktion bei Patienten mit chronischer Niereninsuffizienz verbunden (Di
Marco et al., 2009).

5.4.1 Apoptose und Autophagie

Eine potentielle Ursache einer kapillaren Rarefizierung konnte die verstarkte Aktivierung des
endothelialen Zelltodes sein. Die Apoptose ist neben der Nekrose die Hauptform des Zelltodes
und der Prozess der Autophagie ist bei beiden Formen des Zelltodes involviert (Nikoletopoulou
et al., 2013). Der regulierte Zelltod, die Apoptose, wird durch Aktivierung der Caspase-Kaskade
initiiert und fuhrt letztendlich zum Zellsuizid (Gown & Willingham, 2002). Der Prozess der
Autophagie als konstitutives Zellereignis, kann durch unterschiedliche Stimuli verstarkt werden
(Kabeya et al., 2000), zu denen unter anderem Hypoxie oder ein vermindertes Angebot an
Wachstumsfaktoren zahlen (Nikoletopoulou et al., 2013). Sowohl Apoptose als auch Autophagie
spielen eine zentrale Rolle bei der physiologischen Entwicklung, Aufrechterhaltung der
Homdostase, sowie bei verschiedenen Erkrankungen (Nikoletopoulou et al., 2013).
Die hochgradige Abnahme der Kapillardichte im Omentum terminal niereninsuffizienter Kinder

legt die Vermutung eines gesteigerten Abbaus von Kapillaren z.B. durch Apoptose- oder
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Autophagietatigkeit im Gewebe niereninsuffizienter Kinder nahe. Dies bestatigte sich in der
durchgefuhrten immunhistochemischen Analyse jedoch nicht. Weder bei der Kontrollgruppe,
noch bei den niereninsuffizienten Kindern konnten messbaren Apoptose- oder
Autophagieprozesse detektiert werden. In hypertensiven Ratten konnte gezeigt werden, dass eine
gesteigerte endotheliale Zellapoptose im Zusammenhang mit oxidativem Stress steht (Kobayashi
et al., 2005) und eine mogliche Ursache fir eine kapillare Rarefizierung, wie sie auch in dieser
Arbeit gefunden wurde, darstellen konnte. Zudem konnten reaktive Sauerstoffspezies sowie
chronische Hyperphosphatdmie eine verstarkte endotheliale Apoptose und Autophagie bei
Uramie bedingen (Hsu et al., 2015; Nussenzweig et al., 2015). Das diese Mechanismen in der in
dieser Arbeit gewahlten immunhistochemischen Methode nicht nachgewiesen werden konnten,
konnte zum einen daran liegen, dass die immunhistochemische Analyse nur eine
Momentaufnahme darstellen kann. Zum anderen ist die chronische Nierenerkrankung ein in den
meisten Féllen langsam voranschreitender Prozess, so dass Zelltodereignisse in der
Mikrozirkulation, die sich mdglicherweise tber einen langen Zeitraum vollziehen, durch die
gewahlte Untersuchungstechnik zum Untersuchungszeitpunkt nicht adédquat abgebildet werden
konnen (Gottlieb et al., 2015). Die Untersuchungen unserer Arbeitsgruppe kénnen deswegen
nicht mit letzter Sicherheit ausschlielRen, dass apoptotische und autophagische Prozesse an einer
Rarefizierung der Kapillardichte im Omentum ursachlich beteiligt sind. Jedoch kann die
physiologische Ruckbildung von mikrozirkulatorischen Netzwerken auch mit verschiedenen

anderen Mechanismen einhergehen (Pries & Secomb, 2014; Korn & Augustin, 2015).

5.4.2 VEGF-Familie und Angiopoietine

Die VEGF (vascular endothelial growth factor)-Familie, d.h. die VEG-Faktoren und ihre
Rezeptoren, sind potente Regulatoren und Schlisseldeterminanten der Angiogenese (Zhang et
al., 2012). VEGF ist ein wichtiger Angiogenesefaktor, der durch Bindung an den VEGF-
Rezeptor trophische und proliferative Wirkungen auf das Geféaliendothel hat und somit essentiell
fur den Erhalt der Mikrovaskulatur ist (Doi et al., 2010). Die VEGF-Rezeptoren werden primar
im GefaRendothel exprimiert und gehdren zur Superfamilie der Rezeptor-Tyrosin-Kinasen. Sie
besitzen eine extrazellulare Doméne, an die sich eine transmembrane Region, eine
juxtamembrane Region, sowie eine Tyrosin-Kinase Domane, die durch ein Kinase-Insert geteilt
wird, anschliet. Thr Abschluss bildet ein C-terminales Ende (Olsson et al., 2006). Der
uberwiegende Anteil der angiogenen Effekte wird durch Bindung von VEGF-A an den VEGF-
Rezeptor 2, auch als fetal liver kinase 1(flk-1) oder kinase insert domain receptor (KDR)

bezeichnet, vermittelt. Neben diesem angiogenen Effekt werden auch mitogene und anti-
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apoptotische Effekte durch ihn induziert (Zhang et al., 2012). Die Verfugbarkeit von VEGF
reguliert die Aktivitat des VEGF-Rezeptors und kann durch Korezeptoren (Splicevarianten von
VEGF-A und Neuropilin-1 und -2) moduliert werden (Olsson et al., 2006). Als potenter
endogener Antagonist von VEGF gilt sFlt-1 (soluble fms-like tyrosine kinase-1), eine Splice-
Variante des VEGF-Rezeptors 1, der die Signaltransduktion des VEGF-Rezeptors 2 durch
Bindung von VEGF und Besetzung der Bindungsstellen des Rezeptors vermindert (Di Marco et
al., 2009).

Kamba et al. (Kamba et al., 2006) konnten zeigen, dass nach Inhibition des VEGF-Signalweges
ein Rickgang der Kapillaren zu beobachten war und somit das normale Kapillarbett beim
Erwachsenen in verschiedenen Organen eine VEGF-abhdngige Plastizitat aufweist. Auch van der
Veldt et al. (van der Veldt et al., 2010) fanden in ihrer Studie eine Abnahme der Mikrovaskulatur
in der Haut wéhrend einer Therapie mit einem Tyrosinkinase-Inhibitor (Sunitinib) und
schlussfolgerten, dass eine Inhibition der VEGF-/VEGFR2-Signaliibertragung zu einer
Rarefizierung der Kapillardichte fiihrt. Ahnliche Ergebnisse lieferte auch eine Studie von Zhang
et al. (Zhang et al., 2012) zur peritonealen Vaskulatur bei urdmischen Patienten, in der sich eine
starke Korrelation der VEGFR 2-Expression und der Kapillardichte zeigte. Flisinski et al.
(Flisinski et al., 2012) fanden bei Ratten mit fortgeschrittener Niereninsuffizienz neben einer
reduzierten Kapillardichte eine signifikant verminderte mMRNA-Expression von HIF-1a, VEGF
und VEGF-Rezeptor 1 und 2 beim Bewegungsmuskel M. gastrocnemius, was von den Autoren
als Zeichen einer gestorten Antwort auf die durch die renale Andmie bedingte systemische
Hypoxie gedeutet wurde. In einer Studie an subtotal nephrektomierten Ratten (Koleganova et al.,
2009a; Koleganova et al., 2009b) fand sich neben einer erhdhten VEGF-Expression eine
geringere Expression des VEGF-Rezeptors 2 bei Uramie. Die Ergebnisse dieser Studien deuten
auf eine potente Rolle der VEGF-/VEGFR2-Signalachse in der kapillaren Rarefizierung bei
uramischen Patienten hin. Im Modell der spontanen hypertensiven Ratte, bei der regelhaft eine
Abnahme der kapillaren GefaRdichte zu beobachten ist, konnten Tran et al. (Tran et al., 2010;
Tran et al., 2011) eine Spaltung des VEGF-Rezeptors 2 zeigen, die mit einer erhthten Matrix-
Metalloproteinase (MMP)-Aktivitat assoziert war. Die VEGF-Rezeptor 2-Spaltung, ebenso wie
die kapillare Rarefizierung, lie sich durch chronische Inhibition der MMPs abschwéchen. Bei
Menschen konnten ldsliche Rezeptor-Fragmente im Plasma als indirektes Zeichen einer
Rezeptor-Spaltung gefunden werden (Delano et al., 2011). Durch Abspaltung des extrazellularen
Anteils des VEGF-Rezeptors und einer damit einhergehenden Stérung der VEGF-

Bindungsmoglichkeit an den Rezeptor konnte dieses Modell auch einen Erklarungsansatz fur die
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kapillare Rarefizierung bei urdmischen Patienten liefern. In der vorliegenden Arbeit konnten
jedoch weder signifikante Unterschiede der VEGF-A Expression im omentalen Gewebe
zwischen gesunden und urdmischen Kindern gefunden werden, noch Unterschiede des intra-oder
extrazelluldaren Anteils des VEGF-Rezeptors 2. Dies spricht gegen die Hypothese einer
eingeschrankten Angiogenese infolge einer quantitativen Storung auf Ebene des VEGF-
Rezeptors 2 und seines Liganden VEGF-A bei Urédmie. Ob sich jedoch die kapillare
Rarefizierung bei Urdmie infolge einer gestorten VEGF-/VEGFR2-Signaliibertragung vollizieht,

muss in weiteren Studien genauer untersucht werden.

Ein weiterer wichtiger Regulator der Angiogenese und des Gefdlumbaus ist das
Angiopoietin/Tie-System (Fukuhara et al., 2010). Die Angiopoietine-1 und -2 binden an den
endothelspezifischen Tie2-Rezeptor, der ebenso wie die VEGF-Rezeptoren zu den Rezeptor-
Tyrosin-Kinasen gehort (Asahara et al., 1998). Die Rolle von Angiopoietin-1 als proangiogener
Faktor, der durch Bindung an den Tie2-Rezeptor das endotheliale Uberleben und somit die
endotheliale Integritét fordert, erscheint klarer als die von Angiopoietin-2. Auch dieser bindet an
den Tie2-Rezeptor und galt lange Zeit als reiner Antagonist von Angiopoietin-1 und somit als
anti-angiogener Faktor (Lobov et al., 2002). Jedoch scheint Angiopoietin-2 eine duale, teils
kontroverse Funktion zu haben. Diese erscheint abhangig vom Kontext als Agonist oder
Antagonist der Angiogenese (Eklund & Olsen, 2006), worauf vor allem VEGF-A einen
wichtigen modulierendenden Einfluss nimmt (Lobov et al., 2002). Ebenso unterschiedlich wie
die Funktion sind auch die Studienergebnisse zu Angiopoietin-2. In einer Studie zu dem
Zusammenhang von Angiopoietin-2 und der Mortalitdt bzw. MACE (major adverse
cardiovascular events) bei erwachsenen Patienten mit chronischer Niereninsuffizienz stellte sich
Angiopoietin-2 als unabhangiger positiver Pradiktor fur die Mortalitat und MACE heraus (Tsai
et al., 2015). In einem Rattenmodell zeigte sich im M. soleus neben einer hohen VEGF-A-
Expression eine hohere Angiopoietin-2/Angiopoietin-1-Ratio als im superfiziellen M.
gastrocnemius, was mit einer htheren Anzahl an Kapillaren und Anastomosen verbunden war
und fur eine pro-angiogene Wirkung und den Erhalt des Kapillarnetzes in Anwesenheit von
VEGF-A spricht (Fujino et al., 2012). Hingegen zeigte sich bei einer Untersuchung an
niereninsuffizienten Kindern bei der Préadialyse-Gruppe kein Unterschied in der Angiopoietin-
2/Angiopoietin-1-Ratio im Vergleich zu gesunden Kindern. Nur in der Dialyse-Gruppe war eine
signifikant erhdhte Angiopoietin-2/Angiopoietin-1-Ratio zu verzeichnen (Shroff et al., 2013b).
Diese z.T. widersprichlichen Ergebnisse zeigen die Komplexitat des Angiopoietin-/Tie-Systems

auf.

97



Diskussion

In der vorliegenden Arbeit zeigte sich in der Angiopoietin-1-Expression kein Unterschied
zwischen den Kindern mit chronischer Niereninsuffizienz und der Kontrollgruppe, jedoch fand
sich eine signifikante Abnahme der Angiopoietin-2-Expression im Omentum bei terminal
niereninsuffizienten Kindern. Auf welchem Weg die Abnahme der Angiopoietin-2-Expression
zu einer Rarefizierung der Mikrovaskulatur bei Uramie fihrt und welche molekularen
Mechanismen in diesen Prozess involviert sind, kann nur durch weitere Studien beantwortet

werden.

5.5 Limitationen

Eine Limitation dieser Studie ist die begrenzte GruppengroRe der untersuchten Kinder. Die
Studienpopulation ist mit einer Teilnehmerzahl von 55 Kindern relativ klein. Dies ist zum
groten Teil der Schwierigkeit geschuldet, ausreichend gesunde Kinder fir die Kontrollgruppe
zu rekrutieren. Ein Grund daftr war die hohe Anzahl an Kindern, die aufgrund ihrer Erkrankung
bzw. deren Therapie aus der weiteren Untersuchung ausgeschlossen werden mussten oder von
vornherein nicht fir diese Studie in Frage kamen. Als universitére Einrichtungen werden in den
Rekrutierungs-Kliniken, Charité-Universitatsmedizin Berlin und dem Universitatsklinikum
Heidelberg, héaufig komplex erkrankte Kinder behandelt, die deshalb nicht als gesunde
Kontrollgruppe in Frage kamen. Zum anderen ist im Kindesalter jeder zusatzliche Eingriff
wéhrend einer Operation, so komplikationslos er sein mag, eine schwierige Entscheidung fur die
Eltern, die aufgrund der geplanten Operation haufig unter psychischer Anspannung stehen.
Zum anderen fand sich bei der altersbezogenen Auswahl der terminal niereninsuffizienten
Kindern aus der PD-Biobank in dem Rekrutierungszeitraum nur eine begrenzte Anzahl von
Kindern unter 2 Jahren, die bei den gesunden Kontrollen die am stérksten vertretende
Altersgruppe ausmachten. Hieraus ergab sich eine Differenz zwischen der Anzahl der gesunden
Kontrollen und der urdmischen Kinder in der Altersgruppe bis 2 Jahre und entsprechend in der

Gesamtzahl der Studienteilnehmer.

Insgesamt muss in Hinsicht auf die ,,gesunde” Kontrollpopulation angemerkt sein, dass der
Begriff der Gesundheit sich in diesem Zusammenhang zunéchst auf die Nierenfunktion bezieht.
Da die Gewebeentnahme nur wahrend eines operativen Eingriffes mdglich war, bestand bei
jedem dieser Kinder prinzipiell eine Erkrankung, die die Indikation zur Operation beinhaltete. Es
wurde durch die eingangs erwahnten Ausschlusskriterien (d.h. vor allem Ausschluss chronischer

Erkrankungen, nur elektive Operationen) jedoch versucht, Erkrankungen mit potentiellem
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Einfluss auf die Mikrozirkulation auszuschlielen und so den Einfluss mdglicher

Storungsvariablen (,,Confounder*) zu reduzieren.

Eine weitere Einschrankung in der vorliegenden Arbeit ist in den Abweichungen der
unterschiedlichen Messmethoden der Kapillardichte zu sehen. Dies ist wahrscheinlich durch die
unterschiedliche Berticksichtigung von CD31-gefarbten Strukturen mit der manuellen und
automatischen Messmethode zu erklaren. Es bleibt jedoch festzuhalten, dass mit beiden
Methoden eine signifikant verminderte Kapillardichte gefunden wurde. Die Mikrovaskulatur ist
ein Kontinuum von kleinsten Kapillaren bis hin zu Arteriolen und Venolen, d.h. ein Netzwerk
von kleinen GefaRen, deren Grolle mit einem Durchmesser von <150 (Levy et al., 2001) bis zu
<170 pm (Chilian et al., 1989) angegeben wird. Eine einheitliche Definition der
Mikrozirkulation anhand anatomischer Kriterien ist jedoch nicht gegeben. Obwohl allein wegen
der zahlenméal3ig weit Uberwiegenden Anzahl kleinster Gefalle davon auszugehen ist, dass es sich
bei den meisten erfassten GefaBen um Kapillaren handelte, stellt deswegen die Bezeichnung

,Kapillardichte* eine Vereinfachung dar.

5.6 Schlussfolgerung

Veranderungen der Mikrozirkulation bei chronischer Niereninsuffizienz, wie sie in der
vorliegenden Arbeit bei terminal niereninsuffizienten Kindern gezeigt werden konnten, sind
maoglicherweise Zeichen einer generalisierten mikrovaskuldren Erkrankung im Sinne einer
frihen kardiovaskuldaren Schadigung. Sie stellen eine potentiell reversible Veranderung mit
prognostischer und therapeutischer Relevanz dar. Das Verstandnis involvierter
pathophysiologischer Prozesse kdnnte als Angriffsort fiir therapeutische Interventionen dienen
und eine Maoglichkeit zur Verbesserung der Morbiditdt und Mortalitdat vor dem Zeitpunkt der

Manifestation makrovaskularer Erkrankungen bei chronischer Niereninsuffizienz bieten.
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10.1 Internationale Peritonealbiopsie-Studie bei Kindern

10.1.1 Anlage 1: Beispiel fur Aufklarungsschrift fur niereninsuffiziente
Jugendliche

Information fur Jugendliche an der Dialyse (14-17 Jahre)

Liebe/r ..o ,

leider arbeiten Deine Nieren so schlecht, dass Du eine Bauchfelldialyse (Peritonealdialyse)
bendtigst. Von Erwachsenen an der Peritonealdialyse weil man, dass sich im Verlauf der
Dialysebehandlung die Struktur des Bauchfells leider verandert und die Filtrationsleistung
(Ultrafiltration) schlechter wird. Auch bei Kindern und Jugendlichen scheinen Verdnderungen
des Bauchfells an der Peritonealdialyse aufzutreten. Entsprechende Gewebeuntersuchungen sind
jedoch bisher nur in Einzelféallen erfolgt. Wir wollen deshalb im Rahmen einer internationalen
Studie bei 300 Kindern an der Peritonealdialyse das Bauchfell untersuchen. Wir beabsichtigen
deshalb im Rahmen von aus anderen Griinden erforderlichen Operationen kleine Gewebeproben
aus dem Bauchfell zu entnehmen. Wir mdchten nun auch Dich fragen, ob Du an dieser Studie
teilnimmst. Sie wird im Folgenden genau beschrieben und mit Dir miindlich besprochen. Auch

im Verlauf kannst Du jederzeit Fragen zu der Studie stellen.

Wie wird die Studie durchgefiihrt?

Um die Bauchfelldialyse durchfiihren zu kénnen, benétigst Du einen Katheter. Im Rahmen der
Katheteranlage sollen kleine Gewebeproben entnommen werden. Eine Probe enthnehmen wir aus
dem sogenannten Netz, einer losen, dem Darm aufliegenden Struktur. Sie wird routinemaRig im
Rahmen der Operation teilweise entfernt, da sie den Katheter verstopfen kann, was eine erneute
Operation erforderlich machen wirde. Das entfernte Netz wird normalerweise entsorgt. Diese
Probenentnahme belastet Dich also nicht. Zwei weitere Proben entnehmen wir aus dem Bereich
der Eintrittstelle des Katheters in den Bauch. Sie sind ca. 1 x 1 cm gro und lediglich 3 mm dick.
Diese Entnahme geht sehr schnell und verlangert deshalb die Operation allenfalls um wenige
Minuten. Zusétzliche Schmerzen, Blutungen und die Entstehung eines Lecks in der Bauchhdhle

sind dadurch nicht zu erwarten. Der Operateur und der in der Regel bei der Operation anwesende
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Dialysearzt prufen wie auch sonst ublich noch wéhrend der Operation, dass das Bauchfell dicht
ist. Auch die Funktion des Bauchfells wird durch die Entnahme der Proben nicht beeintréchtigt.

Selten ist im Verlauf der Dialyse eine erneute Operation im Bereich der Bauchhohle erforderlich,
z.B. ein Katheterwechsel. Dann und ein letztes Mal im Rahmen einer hoffentlich bald
erfolgenden Nierentransplantation wollen wir Dir erneut 3 Gewebeproben entnehmen. Bei diesen
Operationen wird das Bauchfell er6ffnet, so dass der Operateur ohne zusatzlichen Aufwand an
das Bauchfell gelangt. Auch das oben beschriebene Netz wéchst mit Dir Kind mit, so dass wir
auch aus diesem wieder Proben entnehmen kdnnen.

Des Weiteren wollen wir Dir 10 ml Blut abnehmen (cirka 1 Essloffel). Diese Abnahme erfolgt
im Rahmen einer sowieso nétigen Blutabnahme, Du erhdltst dafir also keinen zusétzlichen
Stich. Die Blutmenge ist so gering, dass Du davon nichts merkst. Wir wollen im Blut u.a. Salze
und Eiweille bestimmen, die moglicherweise mit Verdnderungen des Bauchfells im
Zusammenhang stehen. Auch wollen wir schauen, ob Gene (Erbanlagen) einen Einfluss auf das
Bauchfell haben kénnen. Wir wollen diese, wenn Du einverstanden bist, hinsichtlich bereits
bekannter Verdnderungen (Mutationen), aber auch nach bisher noch nicht beschriebenen
Veranderungen untersuchen. Die Blutentnahme erfolgt bei jeder Operation mit Gewinnung von
Gewebeproben. Also vermutlich zweimal. Wenn Du weitere Operationen an der Bauchhdhle
bendtigst auch haufiger, maximal jedoch alle 3 Monate. Wir sammeln dartber hinaus
Dialysatproben (je 5 ml) aus einem Auslauf und einem sowieso bei Dir durchgefiihrten

Funktionstest (PET). So kénnen wir die Transportleistung des Bauchfells genauer analysieren.

Welchen Nutzen konnte die Teilnahme haben?

Da wir Dein Bauchfell genau unter dem Mikroskop untersuchen, kénnen wir Dir voraussichtlich
mitteilen, ob und wie sehr das Bauchfell durch die Dialyse in Mitleidenschaft gezogen wird und
kénnen moglicherweise die Behandlung entsprechend anpassen. Versprechen kénnen wir dies
aber nicht. Deine Ublichen Blutwerte kommst Du wie immer mitgeteilt. Bitte habe aber dafir
Verstandnis, dass wir Dir Untersuchungsergebnisse der Spezialuntersuchungen nicht mitteilen
konnen. Es handelt sich um wissenschaftliche Analysen deren Wert noch nicht bewiesen ist. Am
Ende der gesamten Studie, teilen wir Dir gerne die neuen Erkenntnisse mit.
Insgesamt hoffen wir, durch die Studie die Ursache firr die Verdnderungen des Bauchfells bei
Kindern und Jugendlichen besser zu verstehen und in Zukunft noch bessere Dialyselésungen

entwickeln zu kénnen.
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Wie wird der Datenschutz gewahrleistet?

Alle im Rahmen der Studie erhobenen Daten werden ohne Namensnennung ausschliel3lich mit
einem Code verschliisselt in eine Datenbank eingegeben und auf unbestimmte Zeit gespeichert.
Nur der Studienarzt ist in der Lage, die Daten Dir zuzuordnen. Auch auf den Blut-, Dialysat- und
Gewebeproben wird lediglich der Patienten-Code angegeben, so dass die Herkunft der Proben in
keinem Labor zurtickverfolgt werden kann.

Die Blut-, Dialysat und Gewebeproben werden nach Abschluss der Studie noch 20 Jahre

aufbewahrt (solange Du Deine Einwilligung nicht widerrufst) und dann vernichtet.

Weitere Hinweise fir Dich
Es liegt alleine an Deinen Eltern und Dir, eine Entscheidung zu treffen. Wenn Du zur Teilnahme

bereit bist, wirst Du gebeten, eine Einwilligungserklarung zu unterzeichnen.

Die Teilnahme an der Studie ist freiwillig. Du kannst jederzeit und ohne Angabe von Grinden
die Zustimmung zur Teilnahme an der Studie widerrufen, ohne dass sich dies nachteilig auf
Deine weitere medizinische Betreuung auswirkt. Auf Wunsch werden dann alle flr die Studie
gespeicherten Daten geléscht bzw. anonymisiert (d.h. diese Daten kdnnen definitiv nicht mehr
mit Dir in Verbindung gebracht werden) und alle noch vorhandenen Blut- und Gewebeproben
vernichtet, sofern Du das willst.

Wenn Du weitere Fragen hast, kannst Du Dich jederzeit an Deinen Dich betreuenden Arzt

wenden. Uber Deine Teilnahme wiirden wir uns freuen!

10.1.2 Anlage 2: Beispiel fur Aufklarungsschrift fur gesunde Jugendliche
(Kontrollgruppe)
Information fur Jugendliche (14-17 Jahre)

Liebe/r coovvviiiiiiiiii... ,

Kinder mit fehlender Nierenfunktion werden meist ber die Bauchhdhle dialysiert und so das
Blut gereinigt. Leider kommt es im Verlauf der Zeit zur Veranderung des Bauchfells (der
Innenwand der Bauchhohle), die Reinigungsleistung der Dialyse nimmt ab. Diese
Veranderungen wollen wir nun bei Kindern an der Bauchfelldialyse untersuchen. Allerdings

wissen wir leider bisher auch nicht genau wie bei gesunden Kindern das Bauchfell aufgebaut ist.
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Vermutlich nimmt z.B. die Dicke des Bauchfells mit dem Alter des Kindes zu. Deshalb wollen
wir bei Kindern und Jugendlichen, die eine Operation an der Bauchhohle bekommen kleine
Proben aus dem Bauchfell gewinnen. Wir mdchten nun auch Dich fragen, ob Du an dieser
Untersuchung teilnimmst. Sie wird im Folgenden genau beschrieben und mit Dir miindlich

besprochen. Auch im Verlauf kannst Du jederzeit Fragen zu der Studie stellen.

Wie wird die Studie durchgefthrt?

Im Rahmen der Dir vorgesehenen Operation wird die Bauchhohle eroffnet. In diesem Bereich
wollen wir zwei ca. 1 x 1 cm grof3 und lediglich 3 mm dicke Proben aus dem Bauchfell
entnehmen. Des Weiteren eine Probe aus dem sogenannten Netz, einer losen, dem Darm
aufliegenden Struktur. Diese Entnahme geht sehr schnell und verléngert deshalb die Operation
allenfalls um wenige Minuten. Zusdtzliche Schmerzen und Blutungen in die Bauchhohle sind
dadurch nicht zu erwarten. Die Gewebeproben sind diinn und oberflachlich. Auch die Funktion
des Bauchfells, das VVorbeigleiten von Darmstrukturen zu ermdglichen, wird durch die Entnahme
der Proben nicht nennenswert beeintrachtigt.

Des Weiteren wollen wir Dir 5 ml Blut abnehmen (cirka 1 Teeldffel). Diese Abnahme erfolgt im
Rahmen einer sowieso notigen Blutabnahme, Du erhdltst dafiir also keinen zusatzlichen Stich.
Die Blutmenge ist so gering, dass Du davon nichts merkst. Wir wollen im Blut u.a. Salze und

Eiweille bestimmen, die mit Veranderungen des Bauchfells im Zusammenhang stehen kénnen.

Welchen Nutzen konnte die Teilnahme haben?

Vermutlich wirst Du keinen personlichen Nutzen durch die Untersuchung haben, da Dein
Bauchfell gesund ist. Sollten wir jedoch wider Erwarten auffallige Befunde an Deinem Bauchfell
oder bei den Bestimmungen Deiner Blutwerte erheben, teilen wir Dir diese gerne mit. Insgesamt
hoffen wir durch die Studie die Ursache fur die Verdnderungen des Bauchfells bei Kindern und
Jugendlichen an der Bauchfelldialyse besser zu verstehen und in Zukunft bessere

Dialyselosungen entwickeln zu kénnen.

Wie wird der Datenschutz gewahrleistet?

Alle im Rahmen der Studie erhobenen Daten werden ohne Namensnennung ausschlieBlich mit
einem Code verschlisselt in eine Datenbank eingegeben und auf unbestimmte Zeit gespeichert.
Nur der Studienarzt ist in der Lage, die Daten Dir zuzuordnen. Auch auf den Blutproben wird
lediglich der Patienten-Code angegeben, so dass die Herkunft der Proben in keinem Labor

zurlickverfolgt werden kann.
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Die Blut-, Gewebeproben werden nach Abschluss der Studie noch 20 Jahre aufbewahrt (solange

Du Deine Einwilligung nicht widerrufst) und dann vernichtet.

Weitere Hinweise fir Dich
Es liegt alleine an Deinen Eltern und Dir, eine Entscheidung zu treffen. Wenn Du zur Teilnahme

bereit bist, wirst Du gebeten, eine Einwilligungserklarung zu unterzeichnen.

Die Teilnahme an der Studie ist freiwillig. Du kannst jederzeit und ohne Angabe von Grinden
die Zustimmung zur Teilnahme an der Studie widerrufen, ohne dass sich dies nachteilig auf
Deine weitere medizinische Betreuung auswirkt. Auf Wunsch werden dann alle fir die Studie
gespeicherten Daten geléscht bzw. anonymisiert (d.h. diese Daten kdnnen definitiv nicht mehr
mit Dir in Verbindung gebracht werden) und alle noch vorhandenen Blut- und Gewebeproben
vernichtet, sofern Du das willst.

Wenn Du weitere Fragen hast, kannst Du Dich jederzeit an Deinen Dich betreuenden Arzt

wenden. Uber Deine Teilnahme wiirden wir uns freuen!
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