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1. Zusammenfassung

1.1. Vaskuléare Effekte von High-Density Lipoprotein bei Kindern mit

chronischer Nierenerkrankung und nach Nierentransplantation

Die chronische Nierenerkrankung geht einher mit einer Gberproportional hohen Inzidenz und
Pravalenz kardiovaskularer Ereignisse. Selbst in frihen Stadien der chronischen
Nierenerkrankung besteht bereits ein deutlich erhéhtes kardiovaskulares Risiko verglichen
mit Nierengesunden. Durch die hohe Koinzidenz traditioneller Risikofaktoren wie arterieller
Hypertonie und Diabetes Mellitus lasst sich das erhdhte kardiovaskulare Risiko chronisch
nierenkranker Patienten jedoch nur teilweise erklaren.

High-Density Lipoprotein von Gesunden vermittelt neben seiner Rolle im reversen
Cholesteroltransport zahlreiche weitere Effekte, die zur Wahrung der Integritat des
GefalRendothels beitragen und dadurch der Entstehung von Atherosklerose entgegenwirken.
Bei Erwachsenen mit chronisch eingeschrankter Nierenfunktion konnte gezeigt werden, dass
High-Density Lipoprotein seine antiatherogenen Eigenschaften verliert und sogar
schadigende Effekte am GefaRendothel vermittelt.

Ziel dieser Arbeit war es, die vaskularen Effekte des High-Density Lipoproteins von Kindern
in unterschiedlichen Stadien der chronischen Nierenerkrankung sowie nach
Nierentransplantation mit denen von nierengesunden Kindern zu vergleichen.

Im Gegensatz zu High-Density Lipoprotein nierengesunder Kinder fuhrte die Inkubation
humaner aortaler Endothelzellen mit High-Density Lipoprotein chronisch nierenkranker
Kinder zu einer ausgepragten Hemmung der Stickstoffmonoxid-Produktion, einer deutlich
gesteigerten  Superoxid-Produktion, einer vermehrten Expression des vaskularen
Zelladhesionsmolekiil-1 auf humanen aortalen Endothelzellen sowie zu einem verminderten
Cholesterol-Efflux aus Makrophagen.

Diese Effekte lassen sich bereits bei Kindern mit leicht eingeschrankter Nierenfunktion
nachweisen, nehmen mit fortschreitender Nierenfunktionseinschréankung zu und zeigen sich
am starksten bei Kindern mit terminaler, dialysepflichtiger Niereninsuffizienz. Ferner zeigte
sich eine Assoziation zwischen der Abnahme der High-Density Lipoprotein-Funktion,
gemessen an der Fahigkeit zur Induktion der Stickstoffmonoxid-Produktion, und einer
erhdhten aortalen Pulswellengeschwindigkeit.

In einem dreimonatigen Follow-up von acht Kindern vor und nach Nierentransplantation
zeigte sich eine signifikante Verbesserung von High-Density Lipoprotein-induzierter
Stickstoffmonoxid-Produktion, eine Reduktion der Superoxid-Produktion sowie der

Expression von vaskularem Zelladhesionsmolekul-1.
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Zusammenfassend zeigen die Ergebnisse, dass es bei chronisch nierenkranken Kindern
ohne zusatzliche kardiovaskulare Risikofaktoren bereits in frihen Stadien der chronischen
Nierenerkrankung zu einer Einschrankung der antiatherogenen Effekte von High-Density
Lipoprotein kommt. Diese Einschrankung nimmt unter Progression der Nierenerkrankung zu

und zeigte sich durch eine Nierentransplantation nur teilweise reversibel.

1.2. Vascular effects of high-density lipoprotein in children with

chronic kidney disease and after kidney transplantation

Chronic kidney disease is associated with a substantially elevated incidence and prevalence
of cardiovascular disease. Even in incipient chronic kidney disease, there is already a
markedly increased cardiovascular risk compared to healthy patients.

Chronic kidney disease patients are characterized by a high prevalence of traditional
cardiovascular risk factors such as diabetes mellitus and arterial hypertension. However, the
presence of these risk factors does only partially explain the high cardiovascular burden in
these patients.

Besides its role in the reverse cholesterol transport, high-density lipoprotein from healthy
subjects exerts several vasoprotective effects to maintain the integrity of the vascular
endothelium and to prevent the development of atherosclerosis. In adults with impaired renal
function it has been shown that high-density lipoprotein loses its antiatherogenic properties
and even mediates proatherogenic effects on the vascular endothelium.

The aim of this thesis was to examine the vascular effects of high-density lipoprotein from
children with different stages of chronic kidney disease, including children on dialysis, and
after kidney transplantation. Compared with high-density lipoprotein from healthy children,
the incubation of human aortal endothelial cells with high-density lipoprotein from children
with chronic kidney disease resulted in marked inhibition of nitric oxide production, increased
superoxide production, increased expression of vascular cell adhesion molecule-1 on human
aortic endothelial cells, and reduced cholesterol efflux from macrophages. These effects
were already present in children with mild renal impairment, and progress in a graded
manner as renal function declines, with the most profound changes induced by high-density
lipoprotein from children on dialysis. Furthermore, there was an association between an
impaired high-density lipoprotein function, which was measured by the ability of high-density
lipoprotein to induce nitric oxide production, and a higher aortal pulse wave velocity.

In a longitudinal follow-up of eight children undergoing kidney transplantation, high-density
lipoprotein-induced production of endothelial nitric oxide, superoxide, and vascular cell

adhesion molecule-1 improved significantly 3 months after kidney transplantation.



In summary, the results suggest that in children with chronic kidney disease without
concomitant diseases affecting the properties of high-density lipoprotein, the antiatherogenic
effects of high-density lipoprotein are already impaired in early chronic kidney disease with a
further progress as renal function declines and a partial recovery after kidney transplantation.



2. Einleitung

2.1. chronische Nierenerkrankung

Die chronische Nierenerkrankung (CKD) ist hach KDIGO (Kidney Disease Improving Global
Outcomes) definiert als:

» Anomalien der Nierenstruktur oder -funktion, die langer als 3 Monate anhalten und
Auswirkungen auf die Gesundheit haben.“*

Dabei gelten die in der folgenden Tabelle aufgefiihrten Diagnosekriterien®:

Tabelle 1: Kriterien fur die Diagnose einer chronischen Nierenerkrankung (gefordert ist das
Vorhandensein mindestens eines der Kriterien fiir > 3 Monate)

Marker fur e Albuminurie (Albuminausscheidungsrate [AER] = 30 mg /
Nierenschéaden (einer 24 Stunden; Albumin-zu-Kreatinin-Verhaltnis [ACR] = 30
oder mehrere) mg /g [2 3 mg/ mmol])

e Anomalien im Urinsediment

o Elektrolyt- und andere Anomalien aufgrund von tubularen
Storungen

e histologische Anomalien

o Strukturelle Anomalien, die durch Bildgebung festgestellt
werden

e nach Nierentransplantation

Verminderte glomerulare e GFR<60mMI/min/1,73 m?
Filtrationsrate (GFR)

Die Klassifikation der CKD wird nach Ursache, glomerularer Filtrationsrate (GFR) und

AusmafR der Albuminurie vorgenommen’.

Anhand der GFR lasst sich die CKD in 6 Stadien unterteilen. Zudem werden 3 Stadien der

Albuminurie unterschieden®:
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Chronische Nierenkrankheit Albuminurie-Kategorien

Kategorien der glomerularen Filtrationsrate (GFR) A1 Ao A3
und der Albuminausscheidung

Normal bis Moderat Stark
leicht erhoht erhoht erhoht

<3mg/mmol | 3-3omg/mmol | >30mg/mmol
<3omg/g 30-300mg/g >300mg/g

G1 normal oder hoch =90
& ag G2 leicht eingeschrankt 60-89
s Q0 . L -
g “E: G3a | leicht bis massig eingeschrankt 45-59
:2 ‘'E | G3b | maéssig bis stark eingeschrankt 30-44
@ =
s £ G4 schwer eingeschrankt 15-29
Gs Nierenversagen <15

Grun: niedriges Risiko; wenn keine zusatzlichen krankheitsrelevanten Auffalligkeiten in Struktur oder Funktion der Nie-
ren vorliegen, besteht kein Anhalt fiir das Vorliegen einer chronischen Nierenkrankheit.

Gelb: moderat erhéhtes Risiko; Orange: hohes Risiko; Rot: sehr hohes Risiko

Abb.1: Einteilung der CKD nach GFR und Albuminurie®

Ruckblickend lasst sich in den letzten Dekaden ein stetiger Anstieg der Préavalenz der CKD

konstatieren?.

In der Bevdlkerung der USA zeigte sich ein Anstieg der kumulativen Pravalenz der CKD in
den Stadien 1-4 in den Jahren von 1988-1994 zu 1999-2004 von 10% auf 13,1%?. Die Zahl
der dialysepflichtigen Patienten hat sich im gleichen Zeitraum mehr als verdoppelt®. In den
Jahren 2005-2010 wird die Prévalenz der CKD mit ca. 14% beziffert’. Aktuelle Daten zeigen
einen weiteren Anstieg der Prévalenz der CKD auf 14,8% in der Bevélkerung der USA®.

Dabei ist CKD-Stadium 3 mit 6,6% am haufigsten vertreten®.

Die stetig steigende Prévalenz der CKD in der westlichen Bevdlkerung ist zumindest
teilweise auf eine steigende Préavalenz von Diabetes Mellitus und arterieller Hypertonie, den
Hauptrisikofaktoren der CKD der erwachsenen Bevélkerung, zuriickzufiihren®™°. Auch zeigt
sich mit steigendem Alter eine Zunahme der Préavalenz der CKD. Aktuellen Schatzungen zur
Folge liegt die Pravalenz der CKD in der Bevolkerung der USA im Kollektiv der 18-44-
jahrigen bei 7%, bei den 45-64-jahrigen bei 13% und im Alter von 65 Jahren oder alter bei
38%"".

Die Kausalitdt der CKD bei Kindern ist eine andere. Daten des NAPRTCS (North American
Pediatric Renal Trials and Collaborative Studies), einem Register, das Daten von tber 7000

Kindern im Alter bis 21 Jahren aus verschiedenen nephrologischen Zentren in den USA
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enthalt, zeigen, dass kongenitale Anomalien der Nieren sowie des ableitenden Harntrakts
und hereditare Nephropathien fir zwei Drittel der CKD-Falle im Kindesalter verantwortlich
sind'®. Glomerulonephritiden sind in 14% der Falle ursachlich und stellen bei Kinder ab
einem Alter von Uber 12 Jahren die haufigste Ursache der CKD dar'®. Die verfiigbaren

europaischen Register spiegeln eine vergleichbare Datenlage wider*>**,

2.2. Chronische Nierenerkrankung und kardiovaskulares Risiko

Die chronische Nierenerkrankung ist mit einer hohen Morbiditat und Mortalitat assoziiert'>™8,

Hauptursache hierfir sind kardiovaskulare Ereignisse wie Myokardinfarkte, plotzlicher
Herztod, Herzinsuffizienz, Schlaganfalle bzw. Transiente Ischamische Attacken und

1923 Bei Patienten im Stadium der terminalen

periphere Arterielle Verschlusskrankheit
Niereninsuffizienz lassen sich in 40% eine koronare Herzkrankheit (KHK) und in etwa 75%
eine linksventrikulare Hypertrophie nachweisen®’. Ferner liegt die Pravalenz einer
Herzinsuffizienz bei Hamodialyse- und Peritonealdialysepatienten bei annéhernd 40%?2*. Des
Weiteren konnte gezeigt werden, dass nach Adjustierung fur Alter, Geschlecht, Rasse und
Diabetes Mellitus, Dialysepatienten verglichen mit der Normalbevdlkerung eine 10 bis 20

fach hohere kardiovaskulare Mortalitat aufweisen?”.

Daten aus dem U.S. Renal Data System (USRDS) dokumentieren einen Abfall der
adjustierten Mortalitat (berechnet pro 1000 Patientenjahre in Risikokonstellation) bei
Patienten mit terminaler Niereninsuffizienz von 187 aus dem Jahre 2001 um 28% auf 138 im
Jahr 2015%. Dies ist u.a. durch eine verbesserte Erkennung der CKD und damit eine friihere
Erkennung und Therapie kardiovaskularer Komplikationen zu erklaren. Die Mortalitdt von
Dialysepatienten ist im Vergleich zur Normalbevélkerung jedoch weiterhin extrem hoch®. So
leben Patienten mit terminaler Niereninsuffizienz, die junger als 80 Jahre alt sind, im Mittel
noch weniger als ein Drittel so lange verglichen mit Gleichaltrigen aus der
Allgemeinbevélkerung®. Vergleichend bedeutet dies fiir Dialysepatienten im Alter von 20-44
Jahren eine durchschnittlich um etwa 35 Jahre verminderte Lebenserwartung®. Ebenfalls
Ausdruck der hohen kardiovaskularen Mortalitdit bei Patienten mit chronischer
Nierenerkrankung ist, dass die Mehrheit der Patienten noch vor Erreichen des Stadiums der

terminalen Niereninsuffizienz verstirbt®’.

Retrospektiv erhobene Daten an der US Bevilkerung zeigen, dass bereits eine moderat
verminderte GFR (GFR <60 ml/min/1.73 m?) als auch eine Albuminurie, als Ausdruck eines
strukturellen  Nierenschadens, unabhdngige Pradiktoren sowohl einer erhdhten

Gesamtmortalitat als auch einer erhéhten kardiovaskularen Mortalitat darstellen?.
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Nicht nur erwachsene CKD-Patienten sondern bereits Kinder mit terminaler
Niereninsuffizienz gehoren einem kardiovaskularen Hochrisikokollektiv an. Auch bei Kindern
mit terminaler Niereninsuffizienz stellen kardiovaskuldre Ereignisse die fihrende
Todesursache dar®>*. Daten zahlreicher internationaler Studien dokumentieren, dass 40%-
50% der Todesfélle dieses Kollektivs auf kardiovaskuléare bzw. zerebrovaskulare Ereignisse
zuriickzufiihren sind®°%*, Beachtlich in diesem Zusammenhang ist auch, dass Kinder mit
terminaler Niereninsuffizienz ein tber 700-fach h6heres Risiko aufweisen an einem Tod aus
kardialer Ursache zu versterben als Nierengesunde in gleichem Alter**. Insgesamt ist die
altersspezifische Mortalitatsrate dieses Kollektivs etwa 30 mal héher im Vergleich zu Kindern

ohne terminale Niereninsuffizienz*.

Die Ursachen fir die Uberproportional hohe Rate an kardiovaskuldren Ereignissen bei
Patienten mit chronischer Nierenerkrankung sind vielfaltig und teilweise noch nicht

vollstandig geklart.

Die bereits in der Framingham Studie®* identifizierten klassischen kardiovaskuldren
Risikofaktoren wie Nikotinkonsum, Diabetes Mellitus, arterielle Hypertonie, mannliches
Geschlecht und Alter finden sich zum Teil Uberproportional haufig bei CKD-Patienten im
Vergleich zur Normalbevélkerung®. Einige davon stellen wiederum selbst Risikofaktoren fiir
einen Progress der CKD dar®’. Jedoch lasst sich das deutlich erhohte kardiovaskulare Risiko
bei CKD-Patienten, insbesondere bei Patienten mit terminaler Niereninsuffizienz, nicht in
ausreichendem Malfle allein durch die hohe Pravalenz der klassischen kardiovaskularen

Risikofaktoren erklaren®,

Es wurden weitere, meist durch das urdmische Milieu bedingte, sogenannte nicht-
traditionelle Risikofaktoren identifiziert, die mit zunehmender Einschrankung der
Nierenfunktion an Bedeutung gewinnen*’. Zu diesen zahlen unter anderem
Hyperhomocysteinamie, Proteinurie, Andmie, Malnutrition, Inflammation, oxidativer Stress
oder ein anormaler Calcium-Phosphat-Metabolismus®’. Diesen Faktoren wird ebenfalls ein
bedeutender Beitrag zum hohen kardiovaskuldaren Risikoprofil der CKD-Patienten

zugeschrieben® 3%,

2.3. Dyslipidamie bei chronischer Nierenerkrankung

Die Dyslipidamie als klassischer kardiovaskularer Risikofaktor, die sich bei Nierengesunden
in Form eines hohen Low-Density Lipoprotein (LDL)-Plasmaspiegels und/oder eines
verminderten High-Density Lipoproteins (HDL) abbildet, stellt sich bei Patienten mit

terminaler Niereninsuffizienz sowohl in quantitativ als auch in qualitativ anderer Form dar.

13



Merkmale der ,uramischen“ Dyslipidamie sind hohe Serum-Triglyceridspiegel und ein
niedriges HDL. Gesamtcholesterin und LDL sind h&ufig normwertig beziehungsweise
lediglich moderat erhéht*.

In zahlreichen prospektiven randomisierten Placebo-kontrollierten Studien konnte gezeigt
werden, dass durch den Einsatz von Statinen in der Allgemeinbevolkerung (bei Patienten mit
entsprechendem Risikoprofil) eine signifikante Reduktion der Inzidenz kardiovaskularer

Ereignisse erzielt werden kann®.

Der Benefit einer lipidsenkenden Therapie bei insbesondere CKD-Patienten in
fortgeschrittenen Krankheitsstadien ist jedoch eingeschrankt und offensichtlich abhé&ngig
vom Schweregrad der Nierenfunktionseinschrankung**’. Bei CKD-Patienten mit leicht bis
moderat eingeschréankter Nierenfunktion (Stadien 1-3) lasst sich durch Statineinnahme eine
signifikante Reduktion der kardiovaskuldren Morbiditat und Mortalitdt unabhangig der
Ausgangslipidspiegel erzielen*“®2, In einer aktuellen Metaanalyse, die 327.037 Patienten
aus 52 randomisiert kontrollierten Studien einschloss, konnte durch eine Senkung von LDL
um 38,7% eine relative Risikoreduktion fir kardiovaskulare Ereignisse von 19 % erzielt
werden®®. Im Gegensatz hierzu kann bei Hamodialysepatienten durch die Einnahme von
Statinpraparaten trotz potenter Senkung des LDLs um dber 40% keine signifikante

Reduktion der kardiovaskuldren Morbiditat und Mortalitat erlangt werden****,

2.4. High-Density Lipoprotein (HDL)

High-Density Lipoproteine stellen eine heterogene Gruppe an Lipoproteinen dar, die sich
durch eine hohe Dichte (1.063 bis 1.21 g/mL) und einen geringen Durchmesser (5 bis 17 nm)
auszeichnen®. Reife HDL-Partikel bestehen aus einem Protein- und einem Lipidanteil. Ein
einzelnes HDL-Molekul setzt sich dabei aus uber 80 verschiedenen Proteinen und tber 200
verschiedene Lipidspezies zusammen®®. Das quantitativ bedeutsamste Protein ist
Apolipoprotein A-I (Apo A-1)>". Weitere strukturell und funktionell bedeutsame Proteine sind
u.a. Apolipoprotein A-ll (Apo A-Il), Apolipoprotein C (Apo C), Apolipoprotein E (Apo E),
Lecithin-Cholesterin-Acyltransferase (LCAT), Paraoxonase (PON) oder Platelet-Activating
Factor Acetylhydrolase (PAF-AH)*. Zusammen mit Phospholipiden und unverestertem
Cholesterol bilden die amphiphilen Lipoproteine die wasserlésliche Hulle der HDL-Partikel.
Im Kern befinden sich fettldsliche Cholesterinester und in geringeren Mengen auch
Triglyceride®™*®. Durch Unterschiede in der Protein- und Lipidzusammensetzung lassen sich
mehrere Subklassen an HDL-Partikeln charakterisieren, die sich in Dichte, Gré3e, Form und

Oberflachenladung unterscheiden®®°*,
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2.4.1. HDL-Metabolismus und reverser Cholesterintransport

Lipidated apoA-|
(pre-p-HOL)

VLOL
Chylomicrons ABCG1

ABCA1

Peripheral tissues
(e.g. macrophages)

Mature HDL

Abb. 2: HDL: Stadien der HDL-Reifung und dessen zentrale Rolle im reversen
Cholesterintransport (Nephrol Dial Transplant. 2013 Oct; Speer et al.)

HDL spielt eine entscheidende Rolle beim reversen Cholesterintransport (RCT) aus den
peripheren Geweben zur Leber®. Apolipoprotein A-1 wird in Leber und Darm synthetisiert. Es
erfolgt dann die Aufnahme von unverestertem Cholesterin (UC) und Phospholipiden (PLS) in
die noch Lipid-armen Apo A-l-Partikel. Vermittelt wird dieser Lipidtransfer durch ein ubiquitar
exprimiertes zellulares ATP-abhéngiges Transportprotein an der Aullenseite der
Zellmembran, den ATP-Binding-Cassette-Transporter-A1l (ABCA1)****. Hierdurch entstehen

|65

die sogenannten pré-beta-HDL-Partikel™, die vermittelt durch das Phospholipid-Transfer-

Protein (PLTP) weitere UCs und PLs aus peripheren Geweben aufnehmen®. Mit Hilfe der
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Lecithin-Cholesterin-Acyltransferase(LCAT)®, einem Enzym, das die Veresterung eines
Fettsaurerestes von Lecithin und Cholesterin katalysiert, entstehen aus den UCs lipophile
Cholesterinester (CE)®, die in den Kern der HDL-Partikel wandern und so aus den diskoiden
pra-beta-HDLs die ,reifen”, kugelférmigen HDL-Partikel entstehen lassen®. Diese sorgen
nun fur den RuUcktransport der Cholesterinester zur Leber, wo deren Aufnahme in
Hepatozyten und schliel3lich die Ausscheidung Uber die Gallenflissigkeit in den Darm
erfolgen. Dies kann uber zwei unterschiedliche Wege vermittelt werden: Zum einen gelingt
dies durch direkte Interaktion der HDL-Partikel mit dem auf Hepatozyten exprimierten
Scavenger Receptor Class B | (SR-BI)®. Andererseits kénnen die CEs durch das
Cholesterinester Transferprotein (CETP) im Austausch fir Triglyceride auf Apolipoprotein B
(Apo B)-haltige Lipoproteine wie VLDL und LDL ubertragen werden, die Uber LDL-

Rezeptoren mit den Hepatozyten interagieren®*°.

2.4.2. Direkte vasoprotektive Eigenschaften von HDL

Der reverse Cholesterintransport ist der am langsten und am besten bekannte
atheroprotektive Mechanismus, bei dem HDL eine Schliisselrolle einnimmt™. Dariiber hinaus

.I:71

weist HDL eine Reihe weiterer potentiell antiatherogener Eigenschaften auf’". Hierzu zahlen

73-75 76,77

unter anderem HDL-vermittelte vasodilatiative’?, anti-oxidative , anti-inflammatorische™*’,

78,79 79,80

anti-thrombotische und anti-apoptotische Effekte

2.4.2.1. HDL vermittelte NO-Produktion

Stickstoffmonoxid (NO) ist ein wichtiges Signalmolekil, das am Endothel als potenter
Vasodilatator die Relaxation der glatten Muskelzellen und weitere atheroprotektive Effekte
wie Verhinderung von Leukozytenadhdrenz und Thrombozytenaktivierung vermittelt®.
Endotheliale Dysfunktion (ED) aufgrund einer verminderten Bioverflgbarkeit von NO fiihrt zu
beschleunigter Anreicherung von Makrophagen in der arteriellen GefaBwand, fordert die
Thrombusbildung und beeintrachtigt eine adaquate Vasodilatation als Reaktion auf diverse
Stimuli®®®3, HDL von Nierengesunden induziert am Endothel die Produktion von NO"848°,
Bisher konnten mehrere Signalwege indentifiziert werden, durch die HDL Uber Aktivierung
der endothelialen NO-Synthase (eNOS) die Bioverfligbarkeit von NO erhdht:
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eNOS
uncoupling

Abb. 3: Signalwege der HDL-vermittelten NO-Produktion in Endothelzellen (Nephrol Dial
Transplant. 2013 Oct; Speer et al.)

Durch Interaktion von HDL Uber Apo A-I mit Scavenger-Rezeptor B1 (SR-BI), der in
sackférmigen Ausbuchtungen der Plasmamembran, sogenannten Caveolae, kolokalisiert mit
eNOS vorzufinden ist, bewirkt SR-Bl die Aktivierung einer Thyrosinkinase (cSrc), die
nachfolgend die Phosphoinositide-3-Kinase (PI3K) aktiviert®*. Diese wiederum induziert die
voneinander unabhangige Aktivierung von einerseits Proteinkinase B (PKB, Akt) und
andererseits einer Mitogen-aktivierten Proteinkinase (MAPK, ERK1/2). PKB und MAPK
bewirken ihrerseits die Phosphorylisierung von eNOS am Serinrest 1177, die, hierdurch

aktiviert wird und NO produziert®®°

. Bei einem weiteren Signalweg, Uber den HDL die
eNOS-vemittelte NO-Produktion induziert, interagiert Sphingosin-1-Phosphat (S1P), ein
Lipidbestandteil des HDLs mit dem endothelialen Sphingosin-1-Phosphat-Rezeptor 3
(S1P3). Dies fuhrt einerseits indirekt zur Aktivierung von eNOS uber die Aktivierung von
PI3K und andererseits direkt durch Phosphorylisierung von eNOS am Serinrest 1177
vermittelt durch die Phosphatidylinositol-spezifische Phospholipase C (PI-PLC)"%. Uber einen

ebenfalls SR-B1 unabhéngigen Signalweg sorgt der ATP-Binding-Cassette-Transporter-G1
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(ABCG-1) fiur die Ausfuhr von 7-Ketocholesterol (7-KC) aus den Endothelzellen und dessen
Aufnahme in HDL-Partikel®. Dies bedingt eine Reduktion der durch 7-KC bewirkten
Produktion reaktiver Sauersofspezies (ROS), was letztlich zu einer Stabilisierung der
enzymatisch aktiven Dimerform von eNOS fiihrt®’.

2.4.2.2. Weitere gefal3protektive und antiatherogene Eigenschaften von HDL

Das Endothel spielt eine bedeutende Rolle in der Aufrechterhaltung der vaskularen
Homdoostase durch Produktion einer Vielzahl verschiedener Substanzen, die fur die
Regulation von GeféaRtonus, Inflammation und endothelialer Integritat wichtig sind®®. Durch
mechanische oder biochemische Stressoren, u.a. induziert durch die klassischen
kardiovaskularen Risikofaktoren®®, entstehen Verletzungen am Endothel, die zu einer
Stérung der physiologischen Homéostase filhren®. Diese Veranderungen am Endothel
werden auch als endotheliale Dysfunktion bezeichnet und stellen den ersten Schritt fur die
Entstehung atherosklerotischer L&sionen (Plaquebildung) dar®*®?. Das HDL Gesunder
vermittelt protektive Effekte am Endothel, die zur Verhinderung der Entwicklung einer

endothelialen Dysfunktion beitragen®*®*. Neben dem Einfluss auf die NO-Bioverfiigbarkeit ist

73-75,95 76,96

HDL assoziiert mit anti-oxidativen und anti-inflammatorischen Eigenschaften
Oxidiertes LDL (oxLDL) induziert ED?. Durch den hohen Gehalt an Antioxidantien, die
antioxidativen Eigenschaften von Apo A-I und mit Hilfe verschiedener Enzyme wie
Paroxonase (PON), Platelet-Activating Factor Acetylhydrolase (PAF-AH) oder
Glutathionperoxidase (GPX) verhindert HDL eine Oxidierung der LDL-Partikel®®. Ein
inflammatorisches Milieu stimuliert Endothelzellen zur Expression von
Zelladhasionsmolekilen (CAMs) wie Vascular Cell Adhesion Molecule-1 (VCAM-1),
Intercellular Adhesion Molecule-1 (ICAM-1) oder E-Selectin, die die Anhaftung von
Leukozyten und insbesondere von Monozyten an die arterielle Gefallwand und schlieZlich
deren Migration in den subendothelialen Raum vermitteln®. Dies stellt einen wichtigen Schritt
in der Pathogenese der atherosklerotischen Plaqueentstehung dar'®. HDL Gesunder
vermindert die Expression dieser Zelladhasionsmolekille und reduziert somit den Transfer
der Monozyten in die GefaBwand®*%. Ebenfalls eine bedeutende Rolle in der Pathogenese
der Atherosklerose spielt der programmierte Zelltod der Endothelzellen, die Apoptose'® %,
Bisher konnten mehrere Faktoren identifiziert werden, welche Apoptose induzieren. Dazu
zahlen beispielsweise oxLDL, Angiotensin Il, Tumornekrosefaktor a (TNFa), Homocystein,
Hyperglykéamie oder reaktive Sauerstoffspezies (ROS)'%*'%°. Sphingosylphosphorylcholine
(SPC) und Lysosulfatide (LSF), beides Bestandteile von HDL, vermitteln antiapoptotische
Efekte®. Bei Verletzungen der Endothelschicht tragt HDL entscheidend zur Rekrutierung von

endothelialen Vorlauferzellen, sogenannter Progenitorzellen, in die Intima bei und beeinflusst
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so deren Reendothelialisierung. Von Bedeutung ist hierbei die Interaktion von HDL mit SR-
Blllo'lll.

2.5. Ziel dieser Doktorarbeit

Unter bestimmten Bedingungen bif3t HDL seine vasoprotektiven Eigenschaften ein. Dies
konnte unter anderem gezeigt werden bei Patienten mit einer koronaren Herzerkrankung und
einem Diabetes Mellitus'***3. Auch bei Patienten mit chronischer Nierenerkrankung verliert
HDL seine gefal3schitztenden Effekte und induziert dartberhinaus endotheliale
Dysfunktion''*. In diesem Patientenkollektiv ist jedoch eine hohe Préavalenz an klassischen
kardiovasularen Risikofaktoren koexistent, die ebenfalls zur hohen kardiovaskularen

Morbiditat und Mortalitét beitragt®® und Einfluss auf die Eigenschaften von HDL nimmt'*2,

Auch Kinder, die chronisch nierenkrank sind, versterben am haufigsten an kardiovaskularen

Ereignissen®'*®

. Sie weisen jedoch im Gegensatz zu erwachsenen Patienten mit CKD
nahezu keine klassischen kardiovaskuldren Risikofaktoren auf. Dies ermdglicht es, den
Einfluss der CKD auf die Eignschaften von HDL am Endothel in Abwesenheit der

interferierenden klassisschen kardiovaskulédren Riskofaktoren zu untersuchen.

In dieser Arbeit sollen deshalb die vaskularen Effekte von HDL bei Kindern in
unterschiedlichen Stadien der CKD, an Dialyse und nach erfolgreicher Nierentransplantation

untersucht und mit denen von nierengesunden Kindern verglichen werden.
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3. Material und Methodik

3.1. Material

3.1.1. Substanzen

Tabelle 2: Auflistung der verwendeten Substanzen

0,05% Trypsin-EDTA

0,4% Trypan Blue Solution
1,4-Dithiothreitol (DTT)

30 % Acrylamid
Ammoniumpersulfat (APS)
Anti-Goat-Antikorper
Anti-Mouse-Antikorper

Aqua dest.

Bovines Serum Albumin (BSA)

Bradford Reagenz (Protein Assay Dye Reagent)

Bromphenolblau

CMH (1-hydroxy-3-methoxycarbonyl -2,2,5,5-

tetramethylpyrrolidine)

Deferoxamine Methansulfonatsalz (DF)

Diethyldithiocarbamic Acid Sodium Salt (DETC)

Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM)

Dulbecco’s Posphate Buffered Saline 1x (PBS)

EBM (Endothelial Basal Medium)
EBM-2 (Endothelial Basal Medium-2)
EBM-2 Single Quots

Eisensulfat

Ethylendiamintetraacetat (EDTA)
Fetal Bovine Serum (FBS)
Fibronektin

GAPDH-Antikorper

Glycerol

Glycin

Halt 100x Protease/Phosphatase Inhibitor
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Gibco, USA

Sigma Aldrich, Deutschland
Sigma Aldrich, Deutschland
Roth, Deutschland

Sigma Aldrich, Deutschland
Millipore, USA

Millipore, USA

Braun, Deutschland

PAA Laboratories, Deutschland

Bio-RAD, Deutschland
Serva, Deutschland

Noxygen, Deutschland

Noxygen, Deutschland
Noxygen, Deutschland
Gibco, USA

Gibco, USA

Lonza, Schweiz

Lonza, Schweiz

Lonza, Schweiz

Sigma Aldrich, Deutschland
Sigma Aldrich, Deutschland
Gibco, Deutschland

Sigma Aldrich, Deutschland
Millipore, USA

Serva, Deutschland

Fisher Scientific, Deutschand
Thermo Scientific, USA



Hank's Balanced Salt Solution (HBSS)
Human Aortic Endothelial Cells (HAECS)
IGEPAL CA-630

Isopropanol

Kaliumbromid (KBr)
Krebs-Hepes-Puffers (KHP)

Luminata Forte Western Chemiluminescent
HRP Substrate

Magermilchpulver

Mercapto-Ethanol

Methanol

Natronlauge

Page Ruler Prestained

Salzséure

SDS

TEMED

TNFa

Tris Base

Tween 20

VCAM-1-Antikorper

Gibco, USA

Lonza, Schweiz

Sigma Aldrich, Deutschland
Hedinger, Deutschland
AppliChem, Deutschland
Noxygen, Deutschland
Merck Millipore, Deutschland

AppliChem, Deutschland
Roth, Deutschand

VWR, Deutschland
Roth, Deutschland
Thermo Scientific, USA
Roth, Deutschland

Roth, Deutschland
AplliChem, Deutschland
Peprotech, USA

Fisher Scientific, Deutschland
AppliChem, Deutschland
R&D systems, USA

3.1.2. Materialien

Tabelle 3: Auflistung der verwendeten Materialien

C-Chip Disposable Hemocytometer
Cryo Pure Gefal 1,8 mL

NanoEnTek, USA
Sarstedt AG & Co, Deutschland

Eppendorf-Réhrchen

Falcon-Rohrchen 15 mL

Falcon-Réhrchen 50 mL

Filterpapier

GelgieRapparatur

Glaskapillaren

Lab Tek Chamber Slide (8-Well Zellkammer)
Mikroplatten (96-Well-Plates)
Pasteurpipetten 10 mL
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Eppendorf, Deutschland
Greiner Bio-One, Deutschland
Greiner Bio-One, Deutschland
VWR, Deutschland

Bio-RAD, Deutschland
Hirschmann, Deutschland
Thermo Scientific, USA
Greiner Bio-One, Deutschland
Starlab, Deutschland



Pasteurpipetten 25 mL
Pipettenspitzen

PVDF-Membran

Reaktionsgefalie 1,5 mL

Tube Topper

Zellkulturflasche (T 75 flask)
Zellkulturplatten

Zellschaber S

Zentrifugationsfilter Amicon Ultra-4
Zentrifugationsfilter Ultrafree-MC

Zentrifugations-Tube 13 mL

3.1.3. Gerate

Tabelle 4: Auflistung der verwendeten Geréte

Autoclav 2540 EL

Capillary Holder

Dichtemessgerat DMA 500

e-scan Spektrometer

Eismaschine AF80

Feinwaage

Heizblock Thermomix comfort
Inkubator Mini Galaxy A

Low Temperature Finger Dewar (Sample holder)
Magnetruhrer

Mini-PROTEAN Tetra Cell System
pH-Messgerat S220 SevenCompact
Prézisionswaage PCB

Schuttler

Semi-dry Blottingkammer TEXP77
Tecan Sunrise (Magellan Plate Reader)
Tischzentrifuge 5424 R

Ultrazentrifuge Optima XPN-90

Vortex MS1 Minishaker

Wasserbad
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Starlab, Deutschland

Starlab, Deutschland
Millipore, USA

Sarstedt AG & Co, Deutschland
Beckman Coulter, USA
Greiner Bio-One, Deutschland
Techno Plastics AG, Schweiz
Techno Plastics AG, Schweiz
Merck Millipore, Irland

Merck Millipore, Irland
Beckmann Coulter, USA

Biomedis, Deutschland
Noxygen, Deutschland
Anton Paar, Osterreich
Bruker, Deutschland
Scotsman Ice Systems, USA
neolLab, Deutschland
Eppendorf, Deutschland
RS Biotech, UK

Noxygen, Deutschland
VWR, Deutschland
Bio-RAD, Deutschland
Mettler Toledo, USA

Kern & Sohn, Deutschland
neolLab, Deutschland
Hoefer, USA

Tecan, Schweiz
Eppendorf, Deutschland
Beckmann Coulter, USA
Eppendorf, Deutschland

Koéttermann, Deutschland



Licor, USA
Eppendorf, Deutschland

Westernblot Fluorszenzscanner Odyssey SA
Zentrifuge 5804 R

3.1.4. Medien, Losungen, Puffer, Gele

Tabelle 5: Auflistung der verwendeten Medien, Losungen, Puffer und Gele

Hungermedium

Wachstumsmedium

10%-ige SDS-
Losung

Fibronectinlésung

KBr-Ldsung
(d=1,006 g/cm?3)

KBr-Ldsung
(d=1,063 g/cm?3)

KBr-Ldsung
(d=1,210 g/cm?3)

KHP-

Chelatorenlésung

1 M Tris-

Pufferlésung

497,5 ml Endothelial Basal Medium (EBM) + 2,5 ml Fetale Bovine
Serum (FBS)

450 ml Endothelial Basal Medium-2 (EBM-2) versetzt mit EBM-2
Single Quots + 50 ml Fetale Bovine Serum (FBS)

5 g SDS in 50 ml ddH20 geldst

2 ml Dulbecco’s Posphate Buffered Saline (PBS) + 5 mg
Fibronectin, Inkubation im Wasserbad (37°C) bis sich Fibronectin
vollstandig aufgeldst hat, dann 2 ml der Losung in 500 ml

Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM) geben

4,37 g Kaliumbromid in 500 ml ddH20 geldst

47,13 g Kaliumbromid in 500 ml ddH20 geldst

168,68 g Kaliumbromid in 500 ml ddH20 gelost

DETC (5 pM) und Deferoxamin (25 puM) werden in KHB gel6st (pH

7,4)

12,114 g Tris in 100 ml ddH20 geldst (pH 6,8)
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1,5 M Tris-
Pufferldsung

10x LAmmli-Sample

Puffer

10x Transferpuffer

Blocking-Puffer

HDL-Puffer

Laufpuffer

Lysepuffer

Transferpuffer-

Gebrauchslosung

Waschpuffer

Sammelgel

Trenngel

18,171 g Tris in 100 ml ddH20O geldst (pH 8,8)

5ml 1M Tris (pH 6,8) + 2 g SDS + 20 mg Bromphenolblau + 2 ml
Glycerol + 1 ml R-Mercapto-Ethanol vermischen, dann mit ddH20
auf 10 ml auffullen

58,15 g Tris + 29,27 g Glycin + 3,7 g SDS in 1 L ddH20 gelost

7,5 g Magermilchpulver in 150 ml Waschpuffer geldst

8,766 g NaCl und 0,112 g EDTA mit ddH20 auf 1 Liter aufgefullt
(pH 7,4)

3,028 g Tris + 14,41 g Glycin + 1 g SDS in 1 L ddH20 geldst

5ml 1M Tris (pH 8,0) + 3 ml 5 M NaCl + 200 ul 0,5 M EDTA (pH
8,0) + 100 I 1 M DTT + 5 ml 10%-iges IGEPAL CA-630 in 83,5 ml
destilliertem Wasser gelost; unmittelbar vor Verwendung
Hinzugabe von Halt 100x Protease/Phosphatase Inhibitor

100 ml 10x Transferpuffers + 200 ml Methanol + 700 ml ddH20

1000 ml 1x PBS + 500 ul Tween (0,05%)

6,8 ml ddH20 + 1,7 ml 30%-iges Acrylamid + 1,25 ml 1 M Tris-
Pufferlésung (pH 6,8) + 0,1 ml 10%-ige SDS-L6sung; dann 0,1 m|
10%-ige APS-L6sung + 0,010 ml TEMED zugeben und
vermischen; Gellésung in die Kammern tber das
auspolymerisierte Trenngel geben, Kdmme einbringen und das
Gel auspolymerisieren lassen (ca. 30 min); dann Kamme

entfernen

7,9 ml ddH20 + 6,7 ml 30%-iges Acrylamid + 1,5 ml 1,5 M Tris-
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Pufferlosung (pH 8,8) + 0,2 ml 10%-ige SDS-L6sung; dann 0,2 ml
10%-ige APS-LOsung + 0,008 ml TEMED zugeben und
vermischen; Kammern mit dieser Gellésung befiillen und mit 2-
Propanolol Uberschichten; Gel auspolymerisieren lassen (ca. 30

min); 2-Propanolol entfernen

3.2. Patientenseren und Patientencharakteristika

Die Rekrutierung der Kinder fir die Studie erfolgt im Rahmen einer Kooperation am
University College London, UK, Institute of Child’s Health durch Dr. Rukshana Shroff. Die
Seren wurden im Zeitraum von Januar 2010 bis Dezember 2012 gewonnen. Sie entstammen
von insgesamt 82 Kindern mit CKD im Alter zwischen 5 und 18 Jahren sowie von 12
nierengesunden Kindern. Von den chronisch nierenkranken Kindern lassen sich 10 dem
CKD Stadium 2, 13 dem CKD-Stadium 3 und 16 den CKD-Stadien 4-5 zuordnen. 20 Kinder
waren dialysepflichtig und 23 wurden nierentransplantiert. Kinder mit einer
zugrundeliegenden entzindlichen Erkrankung wie beispielsweise einer Glomerulonephritis
oder einer Vaskulitis wurden nicht bertcksichtigt. Ferner mussten eine Infektion in den
letzten 3 Monaten vor Probengewinnung, ein Diabetes Mellitus sowie ein Nikotinabusus

ausgeschlossen sein.

3.3. Gewinnung von HDL aus Patientenserum (HDL-Isolation)

Die Isolation von HDL erfolgte mittels Dichtegradienten-Ultrazentrifugation. Der

Dichtegradient wurde mittels Kaliumbromid (KBr)-Lésungen erzeugt.

3.3.1. HDL-Isolation
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1,063 gicm®

d=1,210 g/cm?®

KBr-Losung,
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Abb. 4: Schematische Darstellung der HDL-Isolation mittels Ultrazentrifugation

Zunachst werden 5 ml Patientenserum in ein Zentrifugations-Tube Uberflhrt, das nun restlos
mit der Kaliumbromid-Dichtelésung 1,006 g/cm3 aufgeflillt und luftdicht verschlossen wird.
AnschlieRend erfolgt die Ultrazentrifugation fir 15 h bei 4 °C mit 50.000 RPM. Nach
Entnahme aus der Ultrazentrifuge wird der Uberstand (enthalt Chylomikronen und VLDL)
abpipettiert und kann nach weiterer Aufbereitung (Konzentration, Sterilisation) flr weitere
Untersuchungen verwendet werden. Der Unterstand (enthélt LDL, HDL und Albumin) wird in
ein 50 ml Falcon uberfuhrt und auf Eis gelagert. Nun erfolgt eine Dichtemessung des
Unterstands. Zum Erreichen einer vorgegebenen Zieldichte von 1,063 g/cm3 fur den
nachfolgenden Zentrifugationsschritt wird die hinzuzufigendene Kaliumbromid-Menge nach
folgender Formel berechnet:

Volumen[ml]x (Zieldichte [cm%] — Messdichte [cm%])

1 — (0,312[cm3/g]xZieldichte[g/cm?]
Nach Zugabe der errechneten Kaliumbromid-Menge wird die Lipoprotein-Suspension analog

benotigte KBr — Menge[g] =

des initialen Procederes in ein Zentrifugations-Tube Uberfiihrt, das nun vollstdndig mit der
Kaliumbromid-Dichtelésung 1,063 g/cm3 aufgefillt und luftdicht verschlossen wird.
AnschlieRend erfolgt die Ultrazentrifugation flr 24 Stunden bei 4 °C mit 50.000 RPM. Nach
Entnahme aus der Ultrazentrifuge wird der Uberstand (enthélt LDL) abpipettiert und in ein
Falcon zur Weiterverarbeitung Uberfiihrt. Der Unterstand (enthalt HDL und Albumin) wird in
ein 50 ml Falcon dberfuhrt und auf Eis gelagert. Nun erfolgt eine Dichtemessung des
Unterstands. Zum Erreichen einer Zieldichte von 1,063 g/cm3 erfolgt die Berechnung der zu

erganzenden Menge an ddH20 (double-distilled water) nach folgender Formel:

Volumen[ml]x (Messdichte [%] — Zieldichte [%D

benoétigte Menge an ddH20[ml] =

ieldi -
(Zleldlchte[cm3] 1)
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Nach Zugabe der errechneten Menge an ddH20 wird die Lipoprotin-Suspension analog des
initialen Procederes in ein Zentrifugations-Tube dberfihrt, das nun restlos mit der
Kaliumbromid-Dichtelosung 1,063 g/cm?® aufgefullt und luftdicht verschlossen wird.
AnschlieRend erfolgt die Ultrazentrifugation fiir 24 Stunden bei 4 °C mit 50.000 RPM.Nach
Entnahme aus der Ultrazentrifuge wird der Uberstand (enthalt residuelles LDL) abpipettiert
und verworfen. Der Unterstand (enthalt HDL und Albumin) wird in ein 50 ml Falcon tberfihrt
und auf Eis gelagert. Nun erfolgt eine Dichtemessung des Unterstands. Zum Erreichen der
Zieldichte von 1,210 g/cm? erfolgt die Berechnung der zu ergdnzenden Kaliumbromid-Menge
nach folgender Formel:

Volumen[mi]x (Zieldichte | 55| — Messdichte [-£5])

1 — (0,312[cm3 /g]xZieldichte[g/cm?]

benotigte KBr — Menge[g] =

Nach Zugabe der errechneten Kaliumbromid-Menge wird die Lipoprotein-Suspension analog
des initialen Procederes in ein Zentrifugations-Tube Uberfuhrt, das vollstandig mit der
Kaliumbromid-Dichtelosung 1,210 g/cm?® aufgefullt und luftdicht verschlossen wird.
AnschlieRend erfolgt die Ultrazentrifugation flr 24 Stunden bei 4 °C mit 50.000 RPM. Nach
Entnahme aus der Zentrifuge wird der Uberstand (enthalt HDL) zur Konzentrierung in ein
Amicon-Roéhrchen dberfuhrt. Nun wird das Amicon-Réhrchen mit HDL-Puffer bis zur weil3en
Markierung beftllt und fiir 10 min bei 4 °C mit 3000 RPM zentrifugiert. Dieser Vorgang wird
insgesamt dreimal wiederholt. Ziel ist es, die Lipoproteine zu konzentrieren als auch
residuelles Kaliumbromid zu entfernen. Anschlielend erfolgt eine Sterilfiltration. Hierzu wird
die Lipoprotein-Suspension in ein Filter-Rohrchen tberfuhrt und fir 3 min bei 4°C mit 3000
RPM zentrifugiert. Bis zur Messung der HDL-Konzentration/Proteinbestimmung werden die
Proben bei 4°C gelagert.

3.3.2. Messung der Protein-Konzentration des HDLs

Die Bestimmung der Proteinkonzentration des HDLs erfolgt mittels Bradford-Reagenz
(Protein Assay Dye Reagent). Zur Herstellung der Messlosung wird das Bradford Reagenz
mit ddH20 im Verhaltnis 1:5 gemischt (z.B. 30 ml = 6 ml Bradford Reagenz + 24 ml ddH20).
Nun erfolgt zundchst das Aufnehmen der Standardkurve. Hierfir bendtigt man Bovines
Serum Albumin (BSA, Stock 1 pg/pl). Das Pipettieren der Standardreihe erfolgt nach

folgendem Schema (in Eppendorf-Rohrchen):

Tabelle 6: Standardreihe (BioRAD und BSA) zur Messung der HDL Konzentration

BioRAD | 1,000 0,998 0,996 0,994 0,992 0,990
[mi]
BSA[W] |0 2 4 6 8 10
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BioRAD | 0,988 0,986 0,984 0,982 0,980
[mi]
BSA[W] |12 14 16 18 20

AnschlieRend werden die Eppendorf-Rohrchen gevortext (- Reaktion beginnt) und fir 5 min
bei Raumtemperatur inkubiert. Zur Messung der Proben werden je 0,999 ml der BioRAD-
Losung zusammen mit 1 pl der jeweiligen Probe in ein Eppendorf-Rohrchen gegeben.
AnschlieRend werden die Eppendorf-Rdhrchen gevortext und fir 5 min bei Raumtemperatur
inkubiert. Zur Proteinbestimmung werden nun je 200 pl der Proben als auch der
Standardreihe jeweils in Duplikaten in Wells einer 96-Well-Platte mittels pipettiert. Die

Messung der Extinktion erfolgt nun im Magellan Plate Reader (Messwellenlange: 595 nm).

3.4. Kultivierung von Humanen Aortalen Endothelzellen (HAECS)

3.4.1. Anlegen einer Zellkultur

3.4.1.1. Aussaat der HAECs

Zur Kultivierung der HAECs wird zunachst der Boden einer T-75-Zellkulturflasche (T 75
flask) mit Fibronectin-Losung beschichtet, was eine Adhasion der HAECs ermdoglicht. Die T-
75-Zellkuturflasche wird nachfolgend fur 15 Minuten bei 37°C inkubiert. AnschlieBend wird
die Fibronectin-Losung abpipettiert und verworfen. Nun werden 20 ml des
Wachstumsmediums hinzugegeben. Die Phiole mit den tiefgefrorenen HAECs wird im
Wasserbad aufgetaut (bei 37°C). Sobald die Phiole aufgetaut ist, wird der Inhalt mittels
steriler Pipette in die T-75-Zellkulturflasche tberfuhrt, die nun erneut bei 37°C inkubiert wird.
Wenn 80% Konfluenz erreicht ist, kbnnen die Zellen weiter gesplittet werden.

3.4.1.2. Splitten der HAECs

Zunéchst wird das Medium abgesaugt, das die HAECs in der T-75-Zellkulturflasche bedeckt.
Anschlieen werden die Zellen mit 6 ml einer EDTA-LOsung gewaschen. Zum Ablésen der
Zellen vom Boden der T-75-Zellkulturflasche werden dann 4 ml der 0,05%-igen Trypsin-
EDTA-LOsung hinzugegeben. Die T-75-Zellkulturflasche wird anschlieRend fir 5 Minuten bei
37°C inkubiert. Zur Neutralisierung der 0,05%-igen Trypsin-EDTA-L6sung werden nun 4 ml
des Wachstumsmediums hinzugegeben. Das Medium mit den darin enthaltenen Zellen
(HAECSs) wird nun mittels Pipette in ein 50 ml Falcon tberfuhrt und fir 5 Minuten bei RT mit

300 G zentrifugiert. Der Uberstand wird abpipettiert und verworfen. Das Zellpellet
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resuspendiert man nun mit 2 ml des Wachstumsmediums. Zur Zellzahlung werden zunachst
10 pl der Zellsuspension zusammen mit 10 pl der Trypan Blue Lésung in ein Eppendorf-
Roéhrchen gegeben. Diese Uberfihrt man dann in eine Zahlkammer (C-Chip Disposable
Hemocytometer). Es werden nun nur die vitalen Zellen (avitale Zellen farben sich blau) in
allen 4 Kammern ausgezahlt und nach folgender Formel die Anzahl der Zellen/2 ml

berechnet:

Summe der vitalen Zellen in den 4 Kammern

Anzahl der Zellen/2 ml = " x2x2x10000

Die Zellen werden nun in einer Dichte 150.000 Zellen/Well in einer Fibronektin-beschichteten
6-Well Platte ausgesat. Am Vortag der Experimente erfolgt ein Mediumwechsel vom
Vollmedium zum Hungermedium. Am Tag des Experimentes erfolgt eine entsprechende
Stimulation der Zellen mit HDL. Hierzu wird HDL in einer Konzentration von 50 pg/ml

eingesetzt.

3.5. NO-Messung

3.5.1. Vorbereitung der ,,Spin Probes*

3.5.1.1. Herstellung einer Eisensulfat-Losung

Zur Herstellung einer Fe-Sulfat-Losung mit einer Fe-Sulfat-Menge von 4,5 mg/10 ml NacCl
werden zunachst moglichst 4,5 mg Fe-Sulfat mittels Prazisionswaage abgewogen. Die
Berechnung des bendétigten NaCl-Volumens zur Resuspension des Fe-Sulfats erfolgt nach
folgender Formel:

benotigtes NaCl-Volumen[ml] = 10 ml x 228ewogenes Fe—Sulfatimg]

4,5 mg

3.5.1.2. Herstellung einer DETC-L6sung

Die Herstellung der DETC (Diethyldithiocarbamic Acid Sodium Salt)-Lésung erfolgt analog
der Herstellung der Fe-Sulfat-Losung. Dabei betragt die Ziel-DETC-Menge in der Endprobe
7,2 mg/10 ml NaCl.

3.5.1.3 Begasung der Endproben
Nun werden sowohl die Fe-Sulfat- als auch die DETC-LAdsung mit Stickstoff fir mindestens

20 Minuten begast, um Sauerstoff aus der Losung zu entfernen.

3.5.2. Vorbereitung der Zellen

Die Zellen (HAECs) werden zunachst zweimal mit kaltem Krebs-HEPES-Puffer (pH 7.4)
gewaschen. Dann gibt man pro Well je 900 pyl KHB hinzu. Nun werden je 600 pl der Fe-

Sulfat-Loésung und der DETC-L6sung zusammen in ein Eppendorf-Réhrchen geben und
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vorsichtig gemischt. Die Losung verfarbt sich nun braun, was anzeigt, dass sich die
Spinprobe, kolloidales Fe-(DETC)2, bildet. Hiervon werden nun 300 pl auf die Zellen verteilt,
leicht vermischt und die Zellen fir 1 Stunde im Brutschrank (37°C) inkubiert. Nach der
Inkubation wird ein gefrorener Zylinder aus KHB und den Zellen hergestellt, der fir die
nachfolgende Messung von NO verwendet wird. Bis zur Messung werden die Zylinder in
flissigem N2 gelagert.

3.5.3. ESR (Elektronenspinresonanz)-Messung

Nun erfolgt die NO-Messung mittels ESR-Spektroskop. Hierzu wird der gefrorene Zylinder
zunachst in einen mit flissigem Stickstoff geflllten Messzylinder eingelegt, der in das
Spektroskop eingebracht wird. Die Aufzeichnung der ESR-Spektren erfolgt mit der Software
Bruker eScan Research nach Anregung mit einer Mikrowellenleistung von 36,14 mW und
einer Modulationsamplitude von 8,18 G. AnschlieBend wird die Feineinstellung des
Magnetfeldes vorgenommen: centre field 3434 G, sweep time 5,24 s, field sweep 80 G. An
jeder Probe wurden insgesamt 50 Messungen durchgefiihrt.

3.5.4. Normalisierung

Zur Vergleichbarkeit werden die Ergebnisse der ESR-Messung auf den Proteingehalt der
jeweiligen Probe normalisiert. Hierzu wird der gefrorene Proben-Zylinder aufgetaut und fir 5
min bei 4°C mit 5000 RPM zentrifugiert. Nach Absaugen des Uberstands wird das Zellpellet
in 70 pl Lysepuffer resuspendiert und nach 10 min Lagerung auf Eis fir 10 min bei 4°C mit
14000 RPM zentrifugiert. Die Messung der Proteinkonzentration erfolgt nun aus 4 ul des

Uberstands mittels Bradford-Reagenz wie oben beschrieben.

3.6. Superoxid-Messung

3.6.1. Vorbereitung der Proben

Die entsprechend stimulierten Zellen werden zunadchst wie oben beschrieben mit Hilfe von
Trypsin abgeldst und mittels Zentrifugation (5 min, 4°C, 1400 RPM) pelletiert. Das Zellpellet
wird nun in jeweils 48,5 ul der KHP-Chelatorenldsung resuspendiert und bis zur Messung auf
Eis gelagert. Unmittelbar vor der Messung erfolgt die Zugabe von 1,5 ul der CMH-L6sung, so

dass sich die Spinprobe bildet.

3.6.2. ESR-Messung

AnschlieRend werden die suspendierten Zellen mittels Kapillare aspiriert, die dann in den
Capillary Holder eingelegt wird. Zur Messung wird dieser in das ESR-Spektroskop
eingebracht. Analog zur NO Messung werden die ESR-Spektren mit der Software Bruker

eScan Research aufgezeichnet. Hierbei erfolgt die Anregung mit einer Mikrowellenleistung
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von 18,11 mW und einer Modulationsamplitude von 2,3 G mit anschlieBender
Feineinstellung des Magnetfeldes: center field 3484,5 G, sweep time 5,24 s, field sweep 16
G. An jeder Probe werden insgesamt 5 Messungen durchgefuhrt. Zudem erfolgt eine
.Background-Messung“ mit 48,5 uyl der KHP-Chelatorenlésung und 1,5 ul CMH (ohne
Zellpellet), die von den gemessenen Proben subtrahiert wird. Schliel3lich werden die
Ergebnisse auf die Zellzahl normalisiert.

3.7. Messung der endothelialen VCAM-1-Expression

3.7.1. Zelllyse als Vorbereitung fur den Western Blot

Die Zelllyse erfolgt durch Zugabe von 80 pl eiskaltem Lysepuffer pro Well. Nach Scrapen der
Zellen wird das Lysat in ein Eppendorf-Réhrchen tberfihrt und zentrifugiert (10min, 4°C,
14000 RPM). Es erfolgt dann die Bestimmung der Proteinkonzentration wie bereits oben
beschrieben unter Verwendung des Bradford-Reagenz. Nach Zugabe von 10X Lammli-
Sample Puffer werden die Lysate fir 10 min bei 95°C gekocht, anschlieRend auf Eis gekuhlt

und bis zur weiteren Verwendung bei -80°C gelagert.
3.7.2. Westen Blot (Semi-Dry)

3.7.2.1. Elektrophorese
Zunachst werden die Proben (Zelllysate) aufgetaut, gevortext und auf Eis gelagert. Dann
werden die Geltaschen mit 8 ul des Markers (Pageruler Prestained Protein ladder) bzw. mit
den Proben beflillt. Hierbei werden 20 pg Protein/Well geladen. Die verbleibenden leeren
Taschen werden mit 1x LA&mmli-Sample Puffer gefllt. AnschlieRend wird die Elektrophorese
gestartet (54 mA, 90 min).

3.7.2.2. Blotten

Zunachst wird die Membran (PVDF-Membran) entsprechend der Filterpapiergrofie
zugeschnitten, fir 5 min in Methanol aktiviert und schlief3lich in Transferpuffer Uberfiihrt. Das
Filterpapier wird ebenfalls in Transferpuffer angefeuchtet. Das Sammelgel wird nun entfernt
und es wird ein Sandwich aus 2 Filterpapieren, Membran, Gel und zwei weiteren
Filterpapieren gebildet. Dieses wird nun in der Blotting-Kammer platziert und der Blot
gestartet (50 mA, 90 min).

3.7.2.3. Blocken
Nach Beendigung des Blottings wird die Blotting-Kammer gedéffnet und die Membran in

Blocking-Puffer gegeben und auf dem Schiittler fiir 1 Stunde bei Raumtemperatur inkubiert.
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3.7.2.4. Antikdrperinkubation

Nun erfolgt die Inkubation der Membran mit dem Priméarantikérper (Goat anti-human VCAM-
1 Antikorper, Verdinnung 1:2000 in Blocking-Puffer) auf dem Schiittler fur 1 h bei RT. Nach
drei Waschschritten wird die Membran fir 1 h bei RT mit dem Sekundarantikdrper (anti-
Goat-Antikorper, Verdunnung 1:4000 in Blocking-Puffer) inkubiert. Als Referenzprotein
wurde in den Versuchen Glycerinaldehyd-3-Phosphat-Dehydrogenase (GAPDH) verwendet,
das in den verwendeten Zellen eine hohe Expression aufweist. Es dient zur Normalisierung
des Expressionslevels des untersuchten Proteins (VCAM-1) und stellt sicher, dass die
Proteinmengen in den einzelnen Proben gleichmafig verteilt sind. GAPDH weist ein
Molekulargewicht von 37 kDa, VCAM-1 von 110 kDa auf. Somit liegen deren Proteinbanden
ausreichend weit voneinander entfernt, so dass die Membran zur Markierung und Detektion
auseinandergeschnitten werden kann, ohne dass die Proteinbanden beschadigt werden. Die
Markierung von GAPDH erfolgt analog und parallel zur Markierung von VCAM-1. Als
Primarantikérper wird Mouse anti-human GAPDH-Antikérper (Verdiinnung 1:20000) und als

Sekundarantikorper anti-Mouse-Antikorper (Verdinnung 1:20000) verwendet.

3.7.2.5. Detektion

Die Detektion erfolgt mit der Chemilumineszenz-Methode. Nach drei Waschritten erfolgt die
Zugabe der ECL-L6sung (2 ml Luminata Forte Western Chemiluminescent HRP Substrate,
Inkubation der Membran flr 2 min). Der Sekundarantikérper ist mit HRP (horseradish
peroxidase) markiert. HRP fihrt zur Oxidation von Luminol wodurch ein Lichtsignal frei wird,
das nach Einbringen des Western Blots in das FUSION Kamera-System (CCD-Kamera
Fusion Fx7) gemessen wird. Die Kamera erstellt digitale Bilder, die fur die relative

Quantifizierung der Proteinmengen gespeichert werden.

3.7.2.6. Auswertung

Die Auswertung des Western Blots erfolgt mit der Software ImageJ durch densitometrische
Quantifizierung der von der Kamera aufgenommenen Proteinbanden anhand deren
Grauabstufungen. Dabei wird auch der Hintergrund gemessen und von der
Proteinbandenintensitdt abgezogen um genauere Messwerte zu erhalten. Die
Quantifizierung erfolgt pro Blot jeweils fir VCAM-1 und GAPDH, das als Ladekontrolle dient.
Aus VCAM-1 und GAPDH wird eine Ratio gebildet, die als Grundlage der weiteren

Auswertung dient.
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3.8. Weitere Messungen

Die Bestimmung des Cholesterin-Effluxes sowie der aortalen Pulswellengeschwindigkeit
(@aPWV) erfolgten im Rahmen einer Kooperation durch Dr. Rukshana Shroff am University

College, London, UK, Institute of Child’s Health und wurden uns zur Verfliigung gestellt.

3.9. Statistische Auswertung

Die klinischen Daten der Kohorte wurden als Mittelwert £+ SD (Standard Deviation) fir
normalverteilte oder Median und Interquartilbereich flr nicht-normalverteilte Daten
dargestellt. Zum Vergleich der Ergebnisse der verschiedenen HDL-Funktionsassays wurde
zunachst eine One-Way ANOVA durchgefiihrt. Vergleiche zwischen den einzelnen Gruppen
erfolgten mittels Dunnett’'s Posthoc Test. Vergleiche von HDL-Funktionalitats-Assays bei
Kindern vor und nach Dialyse sowie vor und nach Nierentransplantation wurden unter
Verwendung des gepaarten t-Tests durchgefuhrt. Die Korrelation zwischen den Ergebnissen
der HDL-Funktionsassays, verschiedenen endothelialen Markern sowie vaskuldren
Messungen wurde mittels Pearson’s oder Spearman’s-Korrelationskoeffizienten quantifiziert.
Fur alle Analysen wurde ein zweiseitiger P-Werte von <0,05 als statistisch signifikant
angesehen. Alle Analysen wurden mit GraphPad Prism (Version 4.0; GraphPad Software
Inc) bzw. IBM SPSS (Version 24) durchgefuhrt.
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4. Ergebnisse

Zwischen den Kindern mit CKD und den nierengesunden Kindern bestanden keine
Unterschiede in Bezug auf Alter, Geschlechterverteilung und ethnischer Herkunft. Die
chronisch nierenkranken Kinder wiesen einen vergleichsweise hoheren systolischen
Blutdruck SD (Standardabweichung)-Score und hohere Phosphatspiegel im Serum auf.
Nierentransplantierte Kinder hatten einen héheren Body Mass Index, einen hoheren
systolischen Blutdruck SD-Score sowie hohere Triglycerid-Spiegel als die dialysepflichtigen
Kinder und die Ubrigen Kinder mit CKD. Interleukin-6-Spiegel waren lediglich bei den
dialysepflichtigen Kindern erhoht. Interessanterweise zeigten sich keine signifikanten
Unterschiede bezuglich der Gesamtcholesterin-, HDL- sowie LDL-Spiegel zwischen
nierengesunden Kindern und Kindern mit CKD sowie zwischen Kindern in unterschiedlichen
CKD-Stadien. Die vollstandigen erhobenen Grundcharakteristika der Kinder sind
nachfolgender Tabelle zu entnehmen:

Tabelle 7: Charakteristika der Kinder

Charakteristikum | Kontrollen | CKD2 | CKD3 | CKD4/5 | Dialyse | Transplant | p-Wert
(N=12) (N=10) | (N=13) | (N=16) (N=20) | (N=23)

Demografische

Faktoren

Alter (in Jahren) 13,3+3,7 12,7+2,1 | 11,3+3,3 | 12,4+0,9 14,239 | 14,4+4,0 0,72

Mannlich 6(50%) 7(70%) | 7(54%) | 9(56%) 13(65%) | 15(65%) 0,88

Ethnische Herkunft

Kaukasisch 7 6 8 11 12 15

Asiatisch 4 3 4 4 6 6

Afroamerikanisch 1 0 1 0 1 1

Andere 0 1 0 1 1 1

Renale 0,82

Erkrankung

Hypodysplasie 7 8 10 13 14

Glomerulopathien 2 5 4 6 6

Andere 1 0 2 1 3

Klinische

Faktoren

eGFR 103+4,8 68+6,1 41+10,7 14487 - 47+14,2 <0,001

(ml/min/1,73m?)

Dauer der CKD (in | - - 6,8+4,1 6,2+2,2 7,945,1 6,2+4,6 0,74

Jahren)

Art der Dialyse - - - - PD: 11, - -

HD: 9
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BM1I SD Score 1,2+0,3 0,9+0,2 1,1+0,1 0,9+0,4 0,23+0,6 | 1,3+0,6 0,06*
Systolischer BP SD | 0,7+0,3 0,8+0,1 | 0,8+0,4 1,1+0,2 1,2+0,5 1,6+0,2 0,02*
Score

Diastolicher BP SD | 0,4%0,1 0,8+0,2 1,3+0,1 0,8+0,4 1,0+0,4 1,4+0,4 0,07
Score

Antihypertensiva 0 0 1 2 1 9 <0,001
einnehmende

Kinder

Antihypertensiva - - -
ACE-Hemmer 1 2 - 2
Kalziumkanalblocker - - 1 7

Diuretika - - - 6

Biochemische

Faktoren

Gesamtcholesterin 187+13 182+21 188+22 202442 190+29 211+34 0,51
(mg/dl)

HDL-Cholesterin 44471 4545,9 41+9,2 43+8,2 41+11,2 | 44495 0.29
(mg/dl)

LDL-Cholesterin 131+13 127+18 145+24 151+39 151+50 144423 0,12
(mg/dl)

Triglyceride (mg/dl) | 91+11 93+17 90+19 127432 119+40 140+65 0,08*
Phosphat (mmol/L) | 1,540,1 1.6+0,4 1,4+0,6 1,6+0,3 1,4+0,7 1,1+0,3 0,04
High-sensitivity 2,4+0,4 1,3+0,2 1,6+0,8 2,2+1,0 2,946,8 1,7+1,3 0,07
CRP (mg/L)

Interleukin-6 6,2+3,9 - - 7,1+3,1 11,9484 | - 0,01**
(pg/ml)

Alle Daten sind dargestellt als Mittelwert (MW) + SD (Standardabweichung), N, N (%) oder
Median (Interquartilbereich). Die p-Werte dienen dem Vergleich aller Gruppen miteinander;
*p-Werte zwischen Transplantierten und CKD- + Dialyse-Gruppen: fir BMI SD Score p=0,03,
fur systolischen BP SD Score p=0,002, fur Triglyceridspiegel SD Score p=0,01; **p-Werte
zwischen CKD 4 und CKD5 und der Dialyse-Gruppe.

35




4.1. Effekte von HDL auf die endotheliale NO-Freisetzung
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Abb. 5: Endotheliale NO-Produktion in HAECs nach Inkubation mit dem HDL (50 pg/ml, 1 hr)
nierengesunder Kinder und Kindern mit chronischer Nierenerkrankung. Die Messung erfolgte
mittels ESR Spektroskopie. Jeder Punkt stellt einen einzelnen
Probanden dar. N=10-23 pro Gruppe, MW+SD, *p<0,05 und ****p<0,0001 im Vergleich zu
HDL der Gesunden.

Nach Inkubation der HAECs mit HDL gesunder Kinder zeigte sich ein Anstieg der
endothelialen NO Produktion. Bereits bei Kindern mit nur leichtgradig eingeschrankter
Nierenfunktion (CKD G2) war dieser Effekt geringer. Demgegeniber fiihrte HDL von Kindern
mit starker eingeschrankter Nierenfunktion und dialysepflichtigen Kindern zu einer
signifikanten Hemmung der endothelialen NO Produktion, welche sich bei Kindern nach
erfolgreicher Nierentransplantation wieder verbesserte, aber nicht das Niveau der gesunden

Kontrollgruppe erreichte.
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4.2. Effekte von HDL auf die endotheliale Superoxid (SO)-

Freisetzung
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Abb. 6: Endotheliale SO-Produktion in HAECs nach Inkubation mit dem HDL (50ug/ml,1 hr)
nierengesunder Kinder und Kindern mit chronischer Nierenerkrankung. Die Messung erfolgte
mittels ESR-Spektroskopie. Jeder Punkt stellt einen einzelnen Probanden dar. N=9-22 pro
Gruppe, MW4+SD, *p<0,05, ***p<0,001 und ****p<0,0001 im Vergleich zu HDL der
Gesunden.

Nach Inkubation der HAECs mit HDL gesunder Kinder zeigte sich ein Anstieg der
endothelialen SO-Produktion. Bei Kindern mit geringgradig eingeschrankter Nierenfunktion
(CKD G2) war dieser Anstieg bereits signifikant groRer. Mit zunehmender Einschrankung der
Nierenfunktion zeigte sich ein weiterer stufenweiser Anstieg der endothelialen SO-Produktion
mit einem Maximum bei Stimulation der HAECs mit dem HDL von Kindern an Dialyse. Nach
erfolgreicher Nierentransplantation verringerte sich die SO-Produktion, ohne jedoch das

Niveau der gesunden Kontrollgruppe zu erreichen.
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4.3. Effekte von HDL auf die endotheliale Expression des

vaskularen Zelladhesionsmolektl-1 (VCAM-1)
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Abb. 7: Westernblot zur Darstellung der endothelialen VCAM-1-Expression auf HAECs, die
mit HDL (50ug/ml, 1 hr) nierengesunder Kinder und Kindern mit chronischer
Nierenerkerkrankung prainkubiert und anschliefend mit TNFa (0,1 ng/ml, 4 hr) stimuliert
wurden. Die Messung erfolgte mittels Western Blot und wurde auf die Expression von
GAPDH normalisiert. Jeder Punkt stellt einen einzelnen Probanden dar. N=10-18 pro
Gruppe, MW4+SD, *p<0,05 und ***p<0,001 im Vergleich zu HDL der Gesunden, n.s.=nicht
signifikant unterschiedlich im Vergleich zu HDL der Gesunden.

Die Stimulation der mit HDL gesunder Kinder prainkubierter HAECs mit TNFa fuhrte zu einer
Reduktion der VCAM-1-Expression. Im Gegensatz dazu zeigte sich bei Prainkubation mit
HDL chronisch nierenkranker Kinder eine mit abnehmender Nierenfunktion stufenweise
Zunahme der VCAM-1-Expression, welche sich bei Kindern nach erfolgreicher
Nierentransplantation wieder reduzierte und nicht signifikant von der der gesunden

Kontrollgruppe unterschied.
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4.4. Cholesterol-Efflux aus Makrophagen
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Abb. 8: Cholesterol-Efflux aus mit Cholesterol beladenen J774-Makrophagen in ein Apo B-
freies Serum (Inkubation fir 4 hr) nierengesunder Kinder und von Kindern mit chronischer
Nierenerkrankung. Die Messung erfolgte mittels Spektrophotometer. Jeder Punkt stellt einen
einzelnen Probanden dar. N=5-18 pro Gruppe, MW£SD, *p<0,05 und **p<0,01 im Vergleich
zu HDL der Gesunden.

Der Cholesterol-Efflux aus Makrophagen in ein Apo B-freises Serum von Kindern mit
geringgradig eingeschrankter Nierenfunktion zeigte sich bereits signifikant reduziert im
Vergleich zu gesunden Kindern. Mit zunehmender Einschréankung der Nierenfunktion kam es
zu einer weiteren Verminderung der Cholesterol-Efflux-Kapazitat, die sich auch nach

erfolreicher Nierentransplantaion nicht signifikant verbesserte.
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4.5. Effekte von HDL dialysepflichtiger Kinder auf die endotheliale

NO-Freisetzung in Abhangigkeit des Dialyseverfahrens
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Abb. 9: Endotheliale NO-Produktion in HAECs nach Inkubation mit HDL (50 pg/ml, 1hr) von
Kindern an Hamodialyse und Peritonealdialyse. Die Messung erfolgte mittels ESR-
Spektroskopie. Jeder Punkt stellt einen einzelnen Probanden dar. N=9-11 pro Gruppe,
MW+SD, *p<0,05.

Nach Inkubation der HAECs mit HDL von Kindern an Hamodialyse zeigte sich eine
signifikant starkere Hemmung der endothelialen NO-Poduktion im Vergleich zu Kindern an
Peritonealdialyse.
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4.6. Effekte von HDL von Kindern an Hamodialyse auf die
endotheliale NO-Freisetzung in Abhangigkeit des Zeitpunktes der

Probengewinnung
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Abb. 10: Endotheliale NO-Produktion in HAECs nach Inkubation mit HDL (50 pg/ml, 1hr) von
Kindern, das aus Proben vor und unmittelbar nach Hamodialyse gewonnen wurde. Die
Messung erfolgte mittels ESR-Spektroskopie. Miteinander verbundene Punkte
reprasentieren jeweils Proben eines Probanden. N=6, n.s.=nicht signifikant.

Nach Inkubation von HAECs mit HDL von Kindern an Hamodialyse zeigte sich kein
signifikanter Unterschied in der Stimulation der endothelialen NO Produktion, wenn man die
Proben, die vor mit denen, die unmittelbar nach Hamodialyse gewonnen wurden miteinander

vergleicht.
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4.7. Effekte von HDL auf die endotheliale NO-Freisetzung in

Abhangigkeit von der aortalen Pulswellengeschwindigkeit
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Aortale Pulswellengeschwindigkeit (m/s)

: Endotheliale NO-Produktion in HAECs nach Inkubation mit HDL (50 pg/ml, 1 hr) von
mit chronischer Nierenerkrankung in fortgeschrittenen Stadien (CKD G4-5) sowie an
in Abhangigkeit von der aortalen

Pulswellengeschwindigkeit (aPWV). Die

NO-Messung erfolgte mittels ESR-Spektrometrie. Die Messung der aPWV erfolgte mittels
Applanationstonometrie. Jeder Punkt stellt einen einzelnen Probanden dar. N=36, p=0,0019,

R2=0,25.

Die endotheliale NO Produktion in HAECs, die mit dem HDL chronisch nierenkranker Kinder

inkubiert wurden, korrelierte signifikant mit der aortalen Pulswellengeschwindigkeit (aPWV).

Eine hohere aortale Puswellengeschwindigkeit war hierbei mit einer starkeren Hemmung der

endothelialen NO-Prduktion assoziiert.
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4.8. Veranderungen der endothelialen Effekte von HDL von Kindern

an Dialyse und 3 Monate nach Nierentransplantation

4.8.1. Effekte von HDL auf die endotheliale NO-Freisetzung
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Abb. 12: Endotheliale NO-Produktion in HAECs nach Inkubation mit HDL (50 pg/ml, 1 hr) von
Kindern an Dialyse und 3 Monate nach Nierentransplantation. Die Messung erolgte mittels
ESR-Spektroskopie. Miteinander verbundene Punkte reprasentieren jeweils Proben
desselben Probanden. N=7, **p<0,01, R2=0,80.

Die Inkubation der HAECs mit HDL dialysepflichtiger Kinder fiihrte zu einer Hemmung der
endothelialen NO-Produktion, die sich nach erfolgreicher Nierentransplantation signifikant

verbesserte.
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4.8.2. Effekte von HDL auf die endotheliale SO-Freisetzung
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Abb. 13: Endotheliale SO-Produktion in HAECs nach Inkubation mit HDL (50 pg/ml, 1 hr) von
Kindern an Dialyse und 3 Monate nach Nierentransplantation. Die Messung erfolgte mittels
ESR-Spektroskopie. Miteinander verbundene Punkte reprasentieren Proben desselben
Probanden. N=7, **p<0,01, R2=0,66.

Nach Inkubation der HAECs mit HDL dialysepflichtiger Kinder zeigte sich ein Anstieg der

SO-Freisetzung, der sich nach erfolgreicher Nierentransplantation signifikant reduzierte.
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4.8.3. Effekte von HDL auf die endotheliale Expression des vaskularen
Zelladhesionsmolekul-1 (VCAM-1)
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Abb.14: Westernblot zur Darstellung der endothelialen VCAM-1-Expression auf HAECs, die
mit HDL (50ug/ml, 1 hr) von Kindern an Dialyse und 3 Monate nach Nierentransplantation
prainkubiert und anschlieBend mit TNFa (0,1 ng/ml, 4 hr) stimuliert wurden. Die Messung
erfolgte mittels Western Blot und wurde auf die Expression von GAPDH normalisiert.
Miteinander verbundene Punkte reprasentieren Proben desselben Probanden. N=6,
**p<0,01, R2=0,88.

Die Stimulation der mit HDL von dialysepflichtigen Kindern prainkubierten HAECs mit TNFa
fuhrt zu einer Zunahme der VCAM-1-Expression. Demgegniber zeigte sich nach
erfolgreicher Nierentransplantation wieder eine signifikante Reduktion der VCAM-1-

Expression.
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4.8.4. Cholesterol-Efflux aus Makrophagen
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Abb. 15: Cholesterol-Efflux aus mit Cholesterol beladenen J774-Makrophagen in ein Apo B-
freies Serum (Inkubation fir 4 hr) von Kindern an Dialyse und 3 Monate nach
Nierentransplantation. Die Messung erfolgte mittels Spektrophotometer. Miteinander
verbundene Punkte reprasentieren Proben desselben Probanden. N=8, n.s.=nicht signifikant.

Der Cholesterol-Efflux aus Makrophagen in ein Apo B-freises Serum zeigte sich bei
dialysepflichtigen Kindern vermindert und verbesserte sich nicht nach erfolgreicher

Nierentransplantation.
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5. Diskussion

In dieser Arbeit konnte demonstriert werden, dass das Vorliegen einer chronischen
Nierenerkrankung bei Kindern, in Abwesenheit der klassischen kardiovaskularen
Risikofaktoren, zu einer Beeintrachtigung der endothelialen Effekte von HDL fhrt.

Bereits in friihen Stadien der chronischen Nierenerkrankung zeigte sich eine verminderte
NO-Bioverfugbarkeit, eine erhéhte Superoxid-Freisetzung sowie eine erhthte Expression
von VCAM-1 auf HAECs. Zudem zeigte sich eine Einschrankung der Cholesterol-Efflux-
Kapazitat. Mit zunehmender Einschrankung der Nierenfunktion nahmen diese HDL-
vermittelten Effekte zu. Auch zeigte sich eine Assoziation zwischen HDL-Funktionalitat und
klinischen  Messungen vaskularer  Dysfunktion. Die Zunahme der aortalen
Pulswellengeschwindigkeit war mit einer progredienten Beeintrachtigung der HDL-
induzierten NO-Freisetzung assoziiert. Durch eine Verbesserung der Nierenfunktion nach
erfolgreicher Nierentransplantation konnte eine Verbesserung der endothelialen Effekte von
HDL erzielt werden, die jedoch nicht das Level von Nierengesunden erreichte.

5.1. Beeintrachtigung der Funktion und Zusammensetzung von HDL

unter inflammatorischen Bedingungen

In zahlreichen epidemiologischen und klinischen Studien konnte gezeigt werden, dass HDL-
Cholesterin (HDL-C) Plasmaspiegel invers mit dem Auftreten kardiovaskularer Ereignisse
korrelieren und niedrige HDL-C Plasmaspiegel einen Risikofaktor fur das Auftreten einer

koronaren Herzkrankheit darstellen'®*'’,

Ein kausaler Zusammenhang wurde jedoch
unlangst in Frage gestellt. Im Rahmen von zwei voneinander unabh&ngigen genetischen
Studien, die sich der Methode der mendelschen Randomisierung, d.h. Randomisierung von
Probanden anhand von genetischen Markern, bedienten, konnte keine Assoziation zwischen
genetisch determinertem HDL-Cholesterin und dem Risiko einen Myokardinfarkt zu erleiden

festgestellt werden''®**°

. So hatten beispielsweise Trager des LIPGSer-Allels ein um
durchschnittlich 0,14 mmol/L héheres HDL-Cholesterin, bei ansonsten vergleichbaren
Lipidkonzentrationen und gleichem kardiovaskularen Risikoprofil, verglichen mit Nicht-Allel-
Tragern. Es fand sich bei LIPGSer-Allel-Tragern jedoch keine Risikoreduktion fir einen
Myokardinfakt, gleichwohl die epidemiologischen Daten eine Risikoreduktion um 13%
erwarten lieRen'®. In den letzten Jahrzehnten konnten diverse molekulare Mechanismen,
welche die anti-atherogenen, gefal3protektiven Effekte von HDL beschreiben, identifiziert

120

werden™". Wie u.a. in dieser Arbeit gezeigt werden konnte, b3t HDL seine gefal3protektiven

Effekte bei chronischer Nierenerkrankung ein. Jedoch nicht nur bei chronischer
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Nierenerkrankung, sondern auch im Rahmen anderer Erkrankungen, die mit oxidativem

Stress und Inflammation einhegehen, sind die protektiven Effekte von HDL eingeschrankt.

Bei Patienten mit koronarer Herzkrankheit konnte gezeigt werden, dass die anti-
inflammatorischen und anti-atherogenen Effekte von HDL deutlich beeintréchtigt sind und die
Fahigkeiten zur Vermittlung endothelialer Reperaturmechanismen sowie zur Induktion der
NO-Synthese vermindert sind**. In einer prospektiven Follow-up-Studie, die 111 Patienten
mit Brustschmerzen einschloss, von denen 78 Patienten einen akuten Myokardinfarkt hatten
(33 waren ohne Myokardinfarkt), zeigte sich bei den in vitro durchgefiihrten Untersuchungen
mit dem isolierten HDL der STEMI-Patienten eine vergleichsweise verminderte Inhibition der
endothelialen VCAM-1-Expression und eine reduzierte Cholesterol-Efflux-Kapazitéat
unabhangig der HDL-Cholesterin-Spiegel im Plasma*?. Vergleichbare Ergebnisse lieferte
eine prospektive Studie von Dullaart et al., bei der 93 Patienten mit Brustschmerzen (65
davon hatten einen Myokardinfarkt) eingeschlossen wurden. Bei den Patienten mit
Myokardinfarkt zeigte sich, auch nach Adjustierung der HDL-C Plasmaspiegel und des
Apolipoprotein Al-Gehalts der HDL-Partikel, eine eingschrankte Fahigkeit des HDLs zur
Inhibition der endothelialen VCAM-1-Expression'?. In zahlreichen weiteren Sudien konnte
eine Assoziation von koronarer Herzkrankheit bzw. akutem Myokardinfarkt und
»<dysfunktionalem“ HDL demonstriert werden, wobei als ursachlich u.a. Veranderungen im
Lipidom und Proteom der HDL-Partikel postuliert werden'?. Beispielsweise konnte gezeigt
werden, dass Sphingosin-1-Phosphat (S1P), ein Lipidbestandteil von HDL, der u.a. an der
HDL-vermittelten eNOS-Aktivierung beteiligt ist, bei Patienten mit koronarer Herzerkrankung
vermindert ist'?*. Die S1P-armen HDL-Partikel sind in ihrer Fahigkeit zur Induktion einer
Vasodilatation eingeschrankt. Dieser negative Effekt konnte durch Beladen der HDL-Partikel
mit S1P aufgehoben werden'®. Des Weiteren konnten in einer Untersuchung von Bounafaa
et al. bei 205 Patienten mit akutem Myokardinfarkt ein verminderter Gehalt der HDL-Partikel
an der anti-oxidativ wirkenden Paraoxonase-1 (PON1) sowie eine verminderte Paraoxonase-
1-Aktivitdt als potenzielle Ursachen einer beeintrdchtigten HDL-Funktion identifiziert
werden®®. Diese Beobachtungen lieBen sich auch durch eine kleinere Studie von
Gomaraschi et al. bestatigen, in der bei 45 STEMI-Patienten die Fahigkeit von HDL zur
Stimulation der endothelialen NO-Synthase zur NO-Produktion, die Cholesterol-Efflux-
Kapazitat sowie die HDL-Zusammensetzung in Abhangigkeit der delta CRP-Werte (CRP bei
Aufnahme subtrahiert vom maximalen CRP wahrend des stationaren Aufenthaltes)
untersucht wurden. Hierbei war ein hohes delta CRP der STEMI-Patienten mit einem
reduzierten PON1- und S1P-Gehalt der HDL-Partikel sowie mit einer verminderten HDL-
vermittelten Stimulation der NO-Produktion assoziiert. Interessanterweise wies HDL von
STEMI-Patienten mit niedrigem delta CRP einen normalen PON1- und S1P-Gehalt auf. Die
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Fahigkeit zur Stimulation der NO-Produktion blieb in diesem Kollektiv erhalten. Die
Cholesterol-Efflux-Kapazitat blieb unabhéngig der inflammatorischen Antwort in beiden

127 Dies unterstreicht den Einfluss von Inflammation auf

Gruppen unbeeintrachtigt
Funktionalitat und Zusammensetzung von HDL. Darlber hinaus konnten bei STEMI-
Patienten  Anreicherungen von  weiteren Lipiden und Proteinen wie u.a.
Lysophosphatidylcholin, Phosphatidsdure oder Serumamyloid A in den HDL-Partikeln
nachgewiesen werden, bei denen ein negativer Einfluss auf die HDL-Funktionalitat

propagiert wird*?>,

Auch fur Patienten mit Diabetes mellitus Typ 1 und Typ 2 konnte in zahlreichen Studien gut
belegt werden, dass HDL seine gefa3protektiven Effekte einbif3t und dadurch einen
bedeutenden Beitrag zum hohen kardiovaskularen Risiko von Diabetikern beisteuert?®%.
Es wurden mehrere strukturelle Veranderungen der HDL-Partikel identifiziert, die flr die
,Dysfunktionalitat® bei Diabetikern verantwortlich gemacht werden. In einer Untersuchung
von Denimal et al. wurde die Phospholipid- und Sphingolipid-Zusammensetzung des HDLs
von 54 Typ-1-Diabetikern mit dem von 50 gesunden Kontrollen verglichen. HDL2 bzw. HDL3
der Typ-1-Diabetiker wies hierbei einen um 11,7% bzw. 14,4% geringeren S1P-Gehalt sowie
einen um 23% bzw 24% geringeren Gehalt an Ceramiden auf, bei vergleichbaren HDL-C
Spiegeln beider Gruppen®. In einer Fall-Kontoll-Studie, die 41 Typ-2-Diabetiker und 41
gesunde Kontrollen mit vergleichbaren HDL-C-, LDL-C-, Gesamtcholesterin- und
Triglyceridspiegeln einschloss, zeigten sich bei Typ-2-Diabetikern die HDL- vermittelte
Stimulation der eNOS-Aktivitat sowie die anti-inflammatorischen Eigenschaften des HDLs
signifikant vermindert, verglichen mit der Kontrollgruppe. Von den Autoren wurde ein
Zusammenhang mit verminderten S1P-Plasmaspiegeln der Typ-2-Diabetiker vermutet'*.
Demgegentiber konnte in 2 kleineren Studien, die jeweils 15 Typ-2-Diabetiker und 15
gesunde Kontrollen einschlossen, in der Gruppe der Diabetiker ein signifikant hoherer S1P-
Gehalt in den HDL-Partikeln nachgewiesen werden'**!%. Seitens der Autoren wurde dies als
ein Versuch die dysfunktionalen Veranderungen von HDL zu kompensieren interpretiert.
Hierbei fuhrte die Inkubation von humanen Nabelvenenendothelzellen mit dem S1P-
reicheren HDL der Diabetiker, im Vergleich zur Inkubation mit dem HDL der Nicht-Diabetiker,
zur einer starkeren Induktion der Cyclooxigenase 2(COX2)-Expression und der Freisetzung
von Prostaglandin 12 (PGI2)'*®, einem potenten Vasodilatator. Zudem konnte demonstriert
werden, dass HDL, das nicht-enzymatisch glykiert wurde, eine deutlich eingeschrankte
Fahigkeit zur Induktion der COX2-Expression und PGI 2- Freisetzung aufwies. Durch
Rekonstitution des HDLs (glykiertes HDL wurde mit S1P inkubiert) konnten dessen
protektive Effekte dosisabhangig wiederhergestellt werden™. Im Rahmen von

Proteomanalysen konnte bei Typ-2-Diabetikern eine nicht-enzymatische Glykierung von
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Apolipoprotein A-l (Apo A-l), dem Hauptproteinbestandteil von HDL, das fir zahlreiche
protektive Effekte von HDL verantortlich zeichnet, nachgewiesen werden. Diese fuhrt im
Vergleich zu nicht glykiertem Apo A-l zu einer 3-fach kirzeren Halbwertszeit von Apo A-1**°,
Ferner konnte demonstriert werden, dass Myeloperoxidase, ein Enzym das mit oxidativem
Stress und Inflammation assoziiert ist, bei Diabetikern die Oxidation von Apo A-l katalysiert
und dadurch zu einer in vitro eingeschrankten Cholesterol-Efflux-Kapazitat und verminderten

136 Dartiber hinaus waren in Studien u.a. ein

anti-apoptotischen Effekten von HDL fuhrt
erhéhter Serumamyloid A-Gehalt der HDL-Partikel™®’ sowie eine verminderte PONI1-
Aktivitat'® mit einer Beeintrachtigung der HDL-Funktion bei Diabetikern assoziiert.

Auch bei einer Akute-Phase-Reaktion (APR), die Ausdruck einer systemischen Inflammation

139 In

bei diversen Krankheitsbildern ist, sind die protektiven Effekte von HDL vermindert
einer Untersuchung von Zimetti et al., bei der 59 Patienten mit einer APR aufgrund von
Infektionen, Tumor- und Autoimmunerkrankungen mit einem CRP von >1,5 mg/dl und 39
gesunde Kontrollen eingeschlossen wurden, zeigte sich bei den Patienten mit APR eine
verminderte Cholesterol-Efflux-Kapazitat und die HDL-Partikel wiesen einen signifikant

niedrigeren Apo A-l-Gehalt auf*®.

Auch bei Erkrankungen aus dem rheumatischen
Formenkreis, die mit einer chronischen Inflammation assoziiert sind, wie beispielsweise
rheumatoide Arthritis, Spondylitis ankylosans oder systemischer Lupus erythematodes,
konnte eine Beeintrachtigung der vasoprotektiven Effekte von HDL demonstriert werden, die
mit dem erhohten kardiovaskuldaren Risiko dieser Erkrankungsgruppe in Verbindung
gebracht wird****?. In einer Untersuchung von O'Neill et al. zeigte sich, dass bereits eine
geringgradige Inflammation zu strukturellen und funktionellen Veranderungen von HDL fihrt.
Hierbei konnte bei 26 Patienten mit einer Paradontitis, verglichen mit 26 Gesunden, eine
erhohte HDL-vermittelte VCAM-1-Expression auf Endothelzellen sowie eine verminderte
PONZ1-Aktivitat nachgewiesen werden. Bemerkenswerterweise rehabilitierte sich die HDL-
Funktion nach Auflésung des inflammatorischen Geschehens vollstandig'*, was die
dynamische Veranderbarkeit von HDL-Zusammensetzung und -funktionalitat in Abhangigkeit
des umgebenden Milieus unterstreicht. Dies geht konform mit den Beobachtungen in dieser
Arbeit, die eine teilweise Rehabilitation der HDL-Funktionalitit nach erfolgreicher

Nierentransplantation darlegen.

5.2. Endotheliale Effekte von HDL chronisch Nierenkranker

Sowohl Erwachsene als auch Kinder mit CKD haben ein tberproportional hohes Risiko fir
kardiovaskulare Ereignisse'*'*, das sich nicht in hinreichendem MaRe durch die hohe

Pravalenz an traditionellen kardiovaskularen Risikofaktoren erklaren lasst'*®. Die
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Atherosklerose, als zugrunde liegende Ursache der Mehrzahl der Herz-Kreislauf-
Erkrankungen, ist ein komplexer Prozess, der nur teilweise verstanden ist und einen
fortwadhrenden Gegenstand der Forschung darstellt. In ihrer Pathogenese wird die
endotheliale Dysfunktion (ED) als erster Schritt und fruhester Indikator eines vaskularen
Schadens angesehen'’. Dabei konnten v.a. oxidativer Stress und Inflammation, die beide
hochpravalent bei CKD sind, als Ausléser von ED identifiziert werden'*®. Oxidativer Stress
entsteht durch ein Ungleichgewicht zwischen (bermé&Riger Produktion reaktiver
Sauerstoffspezies (ROS) und/oder deren vermindertem Abbau bzw. einem Mangel an
Antioxidantien'*°. Superoxide reprasentieren die bedeutendsten ROS im Zusammenhang mit
oxidativem Stress. Sie werden hauptsachlich in Phagozyten und Endothelzellen durch
Nicotinamidadenindinucleotidphosphat (NADPH)-Oxidasen gebildet'®. Ihr Abbau erfolgt u.a.
mit Hilfe von Superoxid-Dismutasen (SOD) zu Sauerstoff und Wasserstoffperoxid*®>’. CKD ist
mit einer signifikanten Hochregualtion von NADPH-Oxidasen bei gleichzeitiger
Herabregualtion von SOD assoziiert'®?. Dariiber hinaus fithren Superoxide durch Reaktion
mit NO zu einer verminderten NO-Bioverfiigbarkeit und der Entstehung von Peroxinitrit'*,
das wiederum ein ROS verkorpert.

HDL von Gesunden vermittelt zahlreiche gefaRschiitzende und anti-atherogene Effekte’®*>*,

die u.a. der Entstehung von ROS und deren schadigendem Einfluss auf die
Endothelfunktionen entgegenwirken. Demgegeniiber konnte unsere Arbeitsgruppe
demonstrieren, dass HDL von erwachsenen Patienten mit CKD im Gegensatz zu Gesunden
seine gefalschitzenden Eigenschaften verliert und sogar pro-atherogene Effekte vermittelt,
in dem es die endotheliale Superoxid-Produktion steigert, die NO-Bioverfligbarkeit reduziert
und dadurch zu erhdhtem arteriellem Blutdruck fuhrt***. Jurek et al. konnten zeigen, dass
HDL von Dialysepatienten im Vergleich zu gesunden Kontrollen in seinen Fahigkeiten zur
Supression der VCAM-1-Expression auf Endothelzellen sowie zur Verhinderung der
Aufnahme von oxidiertem LDL in Makrophagen beeintréchtigt ist**°. Dariiberhinaus ist HDL
von Dialysepatienten deutlich eingeschrankt in der Verhinderung der oxidativen
Transformation von LDL'®, die Ausdruck von oxidativem Stress ist und zur Entstehung
der typischen  Schaumzellen mit  extrazellularer  Cholesterinablagerung in  den
atherosklerotischen  Plaques fihrt. Waéahrend HDL Gesunder die  Produktion
inflammatorischer Zytokine durch periphere Monozyten und glatte Muskelzellen der
GefalRwand inhibiert, verliert HDL von Dialysepatienten diesen Effekt und fuhrt teilweise

sogar zu einer gesteigerten Zytokinproduktion™"*%®,

Da erwachsene CKD-Patienten eine hohe Pravalenz an Begleiterkrankungen wie
beispielsweise koronare Herzkrankheit und Diabetes mellitus aufweisen, die, wie bereits

zuvor erwdhnt, ebenfalls die Funktionalitit von HDL beeinflussen, lasst sich die
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Beeintrachtigung der vasopotektiven Effekte von HDL nicht ausschlieBlich der

eingeschrankten Nierenfunktion zuschreiben.

In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass das Vorliegen einer chronischen
Nierenerkrankung bei Kindern, in Abwesenheit relevanter Begleiterkrankungen wie Diabetes
mellitus, koronarer Herzerkrankung oder eines anderweitigen inflammatorischen
Geschehens, zu einer Beeintrachtigung der endothelialen Effekte von HDL fihrt. Bereits bei
Kindern in frithen CKD-Stadien fuhrte HDL im Vergleich zu Gesunden zu einer signifikant
verminderten NO-Bioverfligbarkeit, einer erhthten Superoxid-Freisetzung sowie zu einer
erhéhten Expression von VCAM-1 in HAECs. Mit zunehmender Einschrankung der
Nierenfunktion nahmen diese schadlichen Effekte stufenweise zu und erreichten ein
Maximum bei Kindern an Dialyse. Einhergehend mit diesen Beobachtungen konnten auch
Kaseda et al. eine durch CKD bedingte Beeintrachtigung der HDL-Funktionalitat bei Kindern
demonstrieren™®. Sowohl das HDL von Kindern mit moderater CKD als auch von Kindern an
Dialyse filhrte im Gegensatz zu Gesunden zu einer erhdhten Expression von
inflammatorischen Zytokinen wie MCP-1, TNF-a und IL-1p auf Macrophagen®®. Dariiber
hinaus zeigte sich das HDL der Kinder mit CKD und an Dialyse weiniger effektiv in der
Reduktion der Expression von Zelladhasionsmolekilen wie ICAM-1, VCAM-1 und E-Selektin
auf Endothelzellen. Nach kiinztlich erzeugter Verletzung des Endothels vermittelte HDL von
Gesunden eine potente endotheliale Proliferation zur Reparatur des Schadens, wahrend das
HDL der Kinder mit CKD respektive der Kinder an Dialyse keine proliferativen Effekte

induzieren konnte®®.

5.3. CKD und Cholesterol-Efflux-Kapazitat

Durch eine Akkumulation von Cholesterolestern im Zytoplasma transformieren Makrophagen
im subendothelialen Raum zu sogenannten Schmaumzellen, die eine herausragende Rolle
bei der Entstehung von atherosklerotischen Lasionen spielen'®. HDL dient als wichtiger
Akzeptor fir freies Cholesterol aus Makrophagen der arteriellen GefalRwand. Dieser HDL-
vermittelte Cholesterol-Ausstrom aus den Makrophagen, der auch als Cholesterol-Efflux
bezeichnet wird, représentiert den initialen Schritt des reversen Cholesteroltransportes und
wirkt Uber Reduktion der Schaumzellbildung der Entstehung atherosklerotischer Lasionen

entgegen'®.

In mehreren Fall-Kontroll-Studien konnte gezeigte werden, dass bei Patienten mit manifester
koronaren Herzkrankheit, verglichen mit Herzgesunden, die Cholesterol-Efflux-Kapazitat

162,163

eingeschrankt ist Dariberhinaus war in L&ngsschnittstudien an unselektierten

Populationen, die frei von kardiovaskuldren Erkrankungen waren, die Cholesterol-Efflux-
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Kapazitat invers mit dem Auftreten von kardiovaskularen Ereignissen assoziiert’***%. Eine

jungst verdffentliche Metaanalyse, die 15 Studien mit insgesamt 16.364 Patienten
einschloss, bestatigte diese Ergebnisse: Eine verminderte HDL-vermittelte Cholesterol-
Efflux-Kapazitat war verbunden mit einem erhéhten Risko fiir kardiovakuldre Ereignisse™®’.

Bei Patienten mit terminaler Niereninsuffizienz konnte in mehreren Studien eine signifikante
Beeintrachtigung des HDL-vermittelten Cholesterol-Effluxes aus Makrophagen beschrieben
werden*®®'®°_ Dies lieR sich auch bei moderat verminderter Nierenfunktion nachweisen'’. In
unseren Untersuchungen zeigte sich die Cholesterol-Efflux-Kapazitat bereits bei Kindern mit
nur geringradig eingeschrankter Nierenfunktion signifikant vermindert im Vergleich zu
gesunden Kontrollen. Mit zunehmender Einschrankung der Nierenfunktion nahm dieser
Effekt stufenweise zu und zeigte sich unverandert auch nach Verbesserung der
Nierenfunktion durch eine erfolgreiche Nierentranplantation. Letzteres konnte auch in einer
Untersuchung von Kopecky et al. bestatigt werden, wobei sich die Cholesterol-Efflux-
Kapazitat von Nierentransplantierten, unabhangig der Transplantatfunktion, nicht von der
derjenigen Patienten mit terminaler Nierenfunktion unterschied'’*. Einige Untersuchungen
lassen vermuten, dass die verminderte Cholesterol-Efflux-Kapazitat bei Patienten mit CKD
nicht nur auf strukturelle und funktionelle Veranderungen von HDL zuriickzufihren sind. So
konnte sowohl bei einseitig nephrektomierten Mausen als auch bei Patienten mit CKD eine
verminderte Expression der Cholesteroltransporter ABCA1 und ABCG1 auf Monocyten bzw.
Makrophagen beobachtet werden'’#*"®. Durch Inkubation der Makrophagen mit einem Leber-
X-Rezeptor-Agonisten konnte eine Hochregulation der Cholesteroltransporter sowie eine
verbesserte Cholesterol-Efflux-Kapazitat erzielt werden'™. Im Gegensatz zu den bisherigen
Studien und auch den Ergebnissen dieser Arbeit konnte in einer Untersuchung von Meier et
al. bei Patienten mit CKD in den Stadien 3-5 verglichen mit Nierengesunden keine signifikant
unterschiedliche Cholesterol-Efflux-Kapazitat gemessen werden. Allerdings betrug die in den
Versuchen verwendete HDL-Konzentration nur etwa 20 % der sonst verwendeten Menge'™.
In einer kirzlich veroffentlichen Studie von Gipson et al. konnte sogar eine signifikant héhere
Cholesterol-Efflux-Kapazitat bei Patienten mit CKD in den Stadien 3-5 im Verglich zu
Gesunden und Patienten mit manifester koronarer Herzkrankheit gemessen werden'®.
Interessanterweise war der Cholesteroltransfer in die Hepatozyten, der letzte Schritt des
reversen Cholesteroltransports, in der Gruppe der CKD-Patienten signifikant vermindert. Um
maoglichst  physiologische  Bedingungen zu  simulieren, wurde eine humane
Makrophagenzelllinie (THP1-Makrophagen) mit verestertem Cholesterol (anstatt freiem
Cholesterol) sowie unveré&ndertes Patientenserum (anstatt Apo B-depletiertes Serum)
verwendet. Als einschrankend auf die Aussgekraft muss jedoch auf die geringe Zahl an

eingeschlossenen Patienten und Kontrollen hingewiesen werden. Bemerkenswert ist, dass,
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im Gegensatz zur Allgemeinbevélkerung, bei nicht dialysepflichtigen Patienten mit CKD
sowie bei Dialysepatienten die Cholesterol-Efflux-Kapazitat keinen prognostischer Marker fir

das Auftreten kardiovaskularer Ereignisse und die Gesamtmortalitat darstellt™’ "8,

5.4. Einfluss von HDL von CKD-Patienten auf klinisch messbare

vaskulare Funktionen

Die aortale Pulswellengeschwindigkeit (aPWYV) ist ein etabliertes, nicht-invasives Verfahren
zur Detektion der vaskularen Funktion bzw. Dysfunktion und gilt als ein Surrogat-Parameter
atherosklerotischer Lasionen'”®. In mehreren Studien konnte gezeigt werden, dass die aPWV
in der Allgemeinbevdlkerung einen starken unabhangigen Pradiktor fir das auftreten
kardiovaskularer Ereignisse darstellt’®*®, auch nach Adjustierung fiir traditionelle
kardiovaskulare Risikofaktoren'®”. Bei bereits erhohtem basalem kardiovaskuldrem Risiko
erhoht sich die Vorhersagekraft der aPWV fur das Auftreten kardiovaskularer Ereignisse, fur
kardiovaskulare Mortalitat und Gesamtmortalitat'®®. Im Vergleich zur Allgemeinbevélkerung
ist die aPWV bei Patienten mit CKD erhéht'®. Die aPWV ist sowohl bei nicht
dialysepflichtigen CKD-Patienten als auch bei dialysepflichtigen Patienten ein unabhangiger
Pradiktor fir das Auftreten kardiovaskularer Ereignisse, fur kardiovaskuldre Mortalitat und
Gesamtmortalitat'®>'%. Dariiber hinaus konnten Chen et al. zeigen, dass eine erhéhte aPWV
bei CKD-Patienten in den Stadien 3-5 mit einer rascheren Progression der CKD assoziiert
ist'. In unseren Untersuchungen zeigte sich bei Kindern mit praterminaler
Niereninsuffizienz und dialyseplichtigen Kindern eine Assoziation der HDL-vermittelten NO-
Freisetzung mit klinischen Messungen vaskularer Dysfunktion. Demnach korrelierte eine
verminderte endotheliale NO-Freisetzung in vitro mit einer erhéhten aPWV. Dies bekraftigt

den schadlichen Einfluss von HDL auf die vaskularen Funktionen bei Patienten mit CKD.

5.5. Veranderungen in der Zusammensetzung der HDL-Partikel bei

CKD und deren Auswirkungen auf die Funktionalitat von HDL

Reife HDL-Partikel setzen sich aus etwa 85-95 verschiedenen Proteinen, hunderten Lipiden
und ca. einem Dutzend micro-RNAs zusammen'®®!®. Je nach GréRe, Dichte, Form, Lipid-
und Proteinzusammensetzung kénnen je nach angewandter Untersuchungstechnik mehrere
HDL-Subklassen unterschieden werden.
Durch Dichtegradienten-Ultrazentrifugation lassen sich die Hauptfraktionen, HDL2 und

HDL3, separieren'®.
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CKD fuhrt zu einer veranderten HDL-Zusammensetzung, einhergehend mit einer Reduktion
der groRReren, weniger dichten lipidreichen HDL2-Partikel und einer Zunahme der kleineren,
dichteren, lipidarmen HDL3-Partikel™'%. Die reduzierte Aktivitit sowie verminderte
Plasmaspiegel der Lecithin-Cholesterin-Acyltransferase (LCAT) durch u.a. eine
Herabregulation der LCAT-Expression in der Leber'®, filhren zu einer verminderten Reifung

194 In der Mehrzahl der

der HDL-Partikel durch fehlende Veresterung freien Cholesterols
Studien war HDL2 im Vergleich zu HDL3 mit einem geringeren kardiovaskuléaren Risikoprofil
verbunden'®. Allerdings ist die Studienlage uneinheitlich. So war in einer Untersuchung von
Joshi et al. (The Framingham Offspring Study) HDL3 mit einer geringeren Rate an KHK-
assoziierten  Ereignissen wie Myokardinfarkt, Tod aufgrund von KHK und

Revaskularisationen assoziiert**®.

Der Verlust der gefa3protektiven Eigenschaften von HDL bei CKD, der u.a. in dieser Arbeit
demonstriert werden konnte, und die Transformation zu einem Molekil, das proatherogene
Effekte am Endothel vermittelt, l&sst sich zumindest teilweise Veranderungen im Lipidom und
Proteom der HDL-Partikel zuschreiben'®’. Dabei lassen sich Veranderungen von Art und
Menge der HDL-gebundenen Lipide und Proteine sowie posttranslationale Modifikationen

nachweisen.
Verédnderungen der Proteinzusammensetzung von HDL

Holzer et al. konnten bei Patienten an Hamodialyse eine vermehrte Akkumulation von
Serumamyloid A, Albumin, Lipoprotein-assoziierter Phospholipase A2 und Apolipoprotein
Clll in HDL nachweisen'®®. Diese Veranderungen im Proteom von HDL korrelierten mit einer
Beeintrachtigung der Cholesterol-Effluxkapazitat. Darlber hinaus wies HDL einen
reduzierten Gehalt an Phospholipiden, Lysophospholipiden sowie einen erhéhten Gehalt an
Triglyceriden auf. Weitere Studien, die sich mit quantitativen Proteomanalysen von HDL von
Dialysepatienten und gesunden Kontrollen befasst haben, zeigten ebenfalls Unterschiede in
der Proteinkomposition von HDL, mit u.a. signifikanter Akkumulation von Proteinen im HDL
der Dialysepatienten, die mit einem vemehrtem Auftreten von Atherosklerose™®® und einem
Riickgang der exkretorischen Nierenfunktion einhergehen®®. Vergleichbar zu HDL von
Hamodialysepatienten, zeigten Kompositionsanalysen auch bei Peritonealdialysepatienten,
im Vergleich zu gesunden Kontrollen, einen mehr proinflammatorischen Phanotyp von HDL,
der mit Veranderungen in der Lipid- und Proteinzusammensetzung verbunden war'®.
Darliber hinaus konnten Wang et al. im HDL von H&modialysepatienten im Vergleich zu
Patienten mit fortgeschrittener CKD eine hdhere Akkumulation von Serumamyloid Al, A2,
A3, Hamoglobin B, Haptoglobin-verwandtes Protein, Cholesterinester-Transferprotein

(CETP), Phospholipid-Transferprotein (PLTP) und Apolipoprotein E nachweisen®*. Dies
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lasst einen Effekt des Hamodialyseverfahrens selbst auf Funktion und Zusammensetzung
von HDL vermuten. Interessanterweise zeigte sich in dieser Arbeit eine signifikant starkere
Hemmung der endothelialen NO-Poduktion bei Kindern an Hamodialyse im Vergleich zu
Kindern an Peritonealdialyse, was auch einen Effekt des gewahlten Dialyseverfahrens selbst
nahelegt.

Apolipoprotein A-1 (Apo A-1), das Hauptstrukturprotein von HDL, spielt eine bedeutende Rolle

202

in der Vermittlung vasoprotektiver Effekte Proteomanalysen von HDL ergaben bei

Dialysepatienten einen reduzierten Gehalt an Apo A-I"". Auch bei nicht dialysepflichtigen

CKD-Patienten sind die Apo A-l-Spiegel vermindert®®

. In Untersuchungen an Ratten mit
CKD nach 5/6-Nephrektomie zeigte sich eine Herabregulation der hepatischen Apo A-I-
Geneexpression als Ursache der verminderten Apo A-l-Plasmaspiegel®®. Auch die
Inkubation von HepG2-Zellen mit dem Plasma dialysepflichtiger Patienten fihrte in vitro zu
einer reduzierten Apo A-I-mRNA-Expression und konsekutiv zu einer verminderten Apo A-I-
Produktion®®. Zudem tragt ein beschleunigter Katabolismus von Apo A-l Dbei
Dialysepatienten zu reduzierten Apo A-I-Spiegeln und somit auch zu verminderten HDL-C-

Siegeln bei®®. Dariiber hinaus wird ein verminderter Apo A-l-Gehalt in HDL im

inflamatorischen Milieu durch einen vermehrten Austausch mit Serumamyloid A erzeugt®®’.
Diese Umgestaltung des HDL-Proteoms im inflammatorischen Milieu korrelierte mit einer

Beeintrachtigung der HDL-vermittelten Cholesterol-Efflux-Kapazitat?’®.

Serumamyloid A (SAA) ist ein Akute-Phase-Protein, das unter inflammatorischen
Bedingungen vermehrt von der Leber gebildet wird®®, im Plasma mit HDL assoziiert**° und
hierbei Apo A-1 aus den HDL-Partikeln verdrangt®**. SAA-Plasmaspiegel sind bei Patienten
mit CKD deutlich erhéht im Vergleich zu gesunden Kontrollen'®. Schuchardt et al. konnten
demonstrieren, dass mit SAA angereichertes HDL, durch Interaktion von SAA mit den
Membranproteinen Toll-like-Rezeptor 2 (TLR2) und 4 (TLR4), zu einer Aktivierung von
Monozyten-Chemoattraktor-Protein-1 (MCP-1), einem Schlisselchemokin in der Regulation
von Migration und Infiltration von Makrophagen, in glatten GefaRmuskelzellen fiihrt®*,
Gleichwohl konnten Weichhart et al. zeigen, dass mit SAA angereichertes HDL analog zu
HDL von Patienten mit terminaler Niereninsuffizienz die Produktion inflammatorischer
Zytokine vermittelt’*’. Zu dem gleichen Ergebnis kamen auch Télle et al., wobei der SAA-
Gehalt in den HDL-Partikeln der Patienten mit terminaler Niereninsuffizienz invers mit den
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anti-inflammatorischen Eigenschaften von HDL Kkorrelierte . Dariiberhinaus tragt ein

erhohter SAA-Gehalt der HDL-Partikel zu einer Beeintrachtigung des Cholesterol-Effluxes
aus Makrophagen bei®*®, insbesondere bei dialysepflichtigen Patienten'®®. Ferner konnten
Zewinger et al. demonstrieren, dass HDL durch Akkumulation von SAA seine Fahigkeiten zur

Induktion der NO-Produktion, zur Supression der Superoxid-Produktion sowie zur Reduktion
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der Expression von VCAM-1 auf Endothelzellen einbiiRte®**. Zudem korrelierten erhéhte
SAA-Konzentrationen mit einer erhohten kardiovaskul&ren Mortalitdt und einer erhdhten
Gesamtmortalitat. Interessanterweise waren bei Patienten mit niedrigen SAA-
Konzentrationen hohe HDL-Plasmaspiegel mit einer geringeren kardiovaskularen Mortalitat
und Gesamtmortalitdt assoziiert und im Gegensatz dazu hohe HDL-Plamaspiegel bei
Patienten mit hohen SAA-Konzentrationen mit einer erhdhten kardiovasklaren Mortalitat und
Gesamtmortalitat assoziiert”*. Kopecky et al. konnten zeigen, dass bei dialysepflichtigen
Patienten hohere SAA-Konzentrationen mit einem gesteigerten Risiko fur kardiovaskulare
Ereignisse einhergehen®®. Dies Beobachtungen verdeutlichen, dass die Akkumulation von
SAA mit dazu beitragt, dass das eigentlich gefal3protektive HDL im ur&mischen Milieu in ein

pro-inflammatorisches und pro-atherogenes Molekil transformiert.
Posttranslationale Modifikationen von HDL

Posttranslationale Modifikationen von HDL wie Oxidation und Carbamylierung von Proteinen
fuhren zu einem Verlust der anti-inflammatorischen und anti-atherogenen Eigenschaften von
HDL.

Paraoxonase-1 (PON1), ein Enzym, das mit HDL assoziiert ist, vermittelt Gber die Hydrolyse
zahlreicher Substrate durch seine Arylesterase-Aktivitat bedeutende anti-oxidative Effekte
von HDL?®. Zum einen bewirkt PON eine Reduktion der Bildung und Akkumulation von
Lipidperoxiden in LDL und verhindert somit dessen oxidative Transformation, die eine
bedeutende Rolle in der Entstehung atherosklerotisher L&sionen spielt. Zum anderen
korreliert die PON-AKktivitat invers mit der Anfalligkeit von HDL selbst oxidiert zu werden.
PON verhindert die Peroxid- und Aldehydbildung in HDL, in dem es Lipidperoxide und
Cholesteryl-Linoleat-Hydroperoxide hydrolisiert*'®. Bei Patienten mit KHK, Diabetes mellitus
oder familidrer Hypercholesterindmie ist die PON-Aktivitat im Vergleich zu Gesunden
reduziert und wird mit einem Verlust der anti-inflammatorischen Effekte von HDL und einer
Beschleunigung des Atherosklerose-Prozesses in  Verbindung gebracht!?#7-21°,
DarlUberhinaus konnte in einer Metaanalyse von Zhao et al. demonstriert werden, dass eine
verminderte PON-Akitvitdt einen Risikofaktor fir das Auftreten einer koronaren
Herzerkrankung darstellt??®. Sowohl bei dialysepflichtigen Patienten als auch bei Patienten
mit nicht-dialysepflichtiger CKD Il&sst sich im Vergleich zu gesunden Kontrollen eine
verminderte PON-Aktivitat nachweisen????, die mit einem erhohten Risiko fiir das Auftreten
kardiovaskularer Ereignisse assoziiert ist®”®. Demgegeniiber zeigte sich in einer
Untersuchung von Dantoine et al. die PON-Aktivitdt bei Nierentransplantierten im Vergleich
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zu gesunden Kontrollen nicht vermindert®“. Dies deutet auf eine Rehabilitation der anti-

oxidativen Effekte von HDL nach Nierentransplantation hin. Auch in unseren
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Untersuchungen konnten wir demonstrieren, dass nach erfolgreicher Nierentransplantation
eine zumindest partielle Restitution der vaskularen Effekte von HDL erzielt werden konnte.
Neben PON, LCAT und Apo A-l tragt auch eine verminderte Glutathion-Peroxidase(GPX)-

Aktivitat zum Verlust der anti-oxidativen Eigenschaften von HDL bei Dialysepatienten bei®*.

Myeloperoxidase (MPO) ist ein Enzym, das hauptsachlich in neutrophilen Granulozyten
gebildet wird und eine bedeutende Rolle in anti-mikrobiellen, inflammatorischen und
oxidativen Prozessen spielt. MPO erzeugt chlorierende Oxidantien, insbesondere
Hypochlorsaure, und trAgt zur Bildung zahlreicher intermedidrer Sauerstoff- und
Stickstoffspezies bei®®. Hohe MPO-Plasmaspiegel sind mit dem Vorliegen einer koronaren
Herzerkrankung assoziiert und korrelieren mit dem Auftreten kardiovaskularer
Ereignisse?®??’. Ein Ziel-Molekil von MPO ist HDL. So konnte bei hohen MPO-
Plasmaspiegeln eine vermehrte Anreicherung von MPO-catalysierten Oxidationsprodukten in
zirkulierendem HDL nachgewiesen werden®®. Zudem konnte Apo A-l als ein Ziel MPO-
vermittelter oxidativer Modifikationen ausgemacht werden®?. MPO-bedingte Oxidationen von
HDL bzw. Apo A-l sind assoziiert mit einer Inhibition des ABCA-1-abhangigen Cholesterol-
Efluxes aus Makrophagen®”® sowie dem Verlust der anti-apoptotischen und anti-
inflammatorischen Eigenschaften von HDL?®. Bei Patienten mit dialysepflichtiger CKD sind
erhdhte Spiegel von oxidierten HDL mit einem erhdhten Risko fir kardiovaskulare Ereignisse
sowie kardiovaskularer Mortalitat assoziiert’**?**. Eine weitere posttranslationale Modifikation
von HDL stellt die Carbamylierung von Proteinen dar. Hierbei bindet Isocyanséaure, die
entweder als Abbauprodukt des Harnstoffs, insbesondere bei Harnstoff-Akkumulation bei

chronischer Nierenerkrankung entsteht®*

, oder durch die MPO-catalysierte Oxidation von
Thiocyanat in Gegenwart von Wasserstoffperoxid gebildet wird®*3, an Amminogruppen von
Lysin. Dies fihrt zu einer Anderung von Struktur und Funktion der cabamylierten Proteine.
Der Carbamylierungsgrad von HDL zeigte sich bei CKD-Patienten im Vergleich zu gesunden
Kontrollen erhéht und korrelierte mit den Harnstoff-Plasmaspiegeln®*. Cabamyliertes HDL
fuhrt zu einer nicht-produktiven Bindung von HDL an den SR-Bl-Rezeptor, einem
verminderten SR-B1l- vermittelten Cholesterol-Efflux sowie verminderten anti-
inflammatorischen®®, anti-oxidativen?*® und anti-apoptotischen®®*® Fahigkeiten von HDL.
Dariber hinaus tréagt carbamyliertes HDL zur Schaumzellbildung in atherosklerotischen
1237

Lasionen bei®>’ und prognostiziert ein erhdhtes kardiovaskuldres Risiko bei Patienten mit
ESRD*.

Akkumulation niedermolekularer Substanzen im HDL

Dimethyarginin (SDMA) sind nicht-proteinogene Aminosauren, die durch posttranslationale

Modifikation gebildet werden®®. Sowohl ADMA als auch SDMA akkumulieren im Plasma von
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CKD-Patienten®*. ADMA konnte als starker endogener Inhibitor von NO-Synthasen (NOS)
identifiziert werden®', der mit endothelialer Dysfunktion, erhdhtem Blutdruck,
kardiovaskularen Erkrankungen und einer erhéhten Mortalitat assoziiert ist**#?*
insbesondere bei Patienten an Hamodialyse***. SDMA wurde lange Zeit als funktionell
inaktives Enantiomer von ADMA betrachtet. Es konnte jedoch gezeigt werden, dass SDMA
zwar nicht als direkter Inhibitor von NOS fungiert, jedoch mit dem L-Arginin-Transport zu
NOS interferriert, hierdurch das Substratangebot zur NO-Produktion reduziert und tber eine

24524 gowohl bei

Entkopplung von NOS zu einer vermehrten Superoxid-Poduktion fuhrt
Erwachsenen als auch bei Kindern sind SDMA-Plasmaspiegel invers mit der Nierenfunktion
assoziiert und erhéhte SDMA-Plasmaspiegel sind ein starker Pradiktor fir eine Progression
der CKD*"2*8_ Neben Induktion der Superoxid-Produktion durch NOS-Entkopplung, fiihrte
SDMA im Gegensatz zu ADMA bei Patienten mit CKD zu einer vermehrten Expression von
Interleukin-6 (IL-6) und Tumornekrosefaktor-a (TNF-a)?*°. Dies unterstreicht die Bedeutung
von SDMA als pro-oxidatives und pro-inflammatorisches Molekil insbesondere bei CKD.
Dartberhinaus konnte in zahlreichen Studien demonstriert werden, das erhdhte SDMA-
Plasmaspiegel mit einer erhdhten kardiovaskularen Mortalitat und Gesamtmortalitat sowie
einer hoheren Rate an kardiovaskularen Ereignissen assoziiert sind®**#*. Zudem konnten
Pihistram et al. zeigen, dass erhthte SDMA-Plasmaspiegel bei Nierentransplantierten ein
Pradiktor fiir den Verlust des Transplantates sind®?. Unsere Arbeitsgruppe konnte sowohl
bei Erwachsenen als auch bei Kindern mit CKD zeigen, dass erhdhte SDMA-Spiegel im
Plasma im Gegensatz zu ADMA mit einer Akkumulation von SDMA in den HDL-Partikeln
assoziiert sind"**?**, Sowohl HDL von Patienten mit CKD als auch HDL von Gesunden, das
mit SDMA beladen wurde, fihrten durch Interaktion mit TLR2 zu einer verminderten
endothelialen NO-Bioverfugbarkeit, beeintrachtigten endothelialen Reperaturmechanismen,
gesteigerter inflammatorischer Aktivitdt und einem erhohten arteriellen Blutdruck™*. Diese
Daten zeigen, dass die Akkumulation von SDMA zu einer Modifikation von HDLs hin zu
inflammatorischen, pro-oxidativen Partikeln beitréagt, die nicht nur ihre vasoprotektiven
Effekte einbiRen, sondern darlberhinaus endotheliale Dysfunktion induzieren. Analog zu
den Beobachtungen bei SAA waren bei niedrigen SDMA-Konzentrationen héhere HDL-
Spiegel mit einer geringeren Mortalitdt assoziiert und im Gegensatz dazu hohere HDL-
Spiegel bei gleichzeitig erhthter SDMA-Konzentration mit einer erhgdhten Mortalitat

assoziiert®*.
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5.6. Strategien zur Verbesserung der HDL-Funktionalitat

Wie bereits erwahnt, konnte in zahlreichen epidemiologischen Studien eine inverse
Korrelation zwischen HDL-C Plasmaspiegeln und dem Auftreten kardiovaskularer Ereignisse
beobachtet werden. Basierend auf diesen epidemiologischen Daten war zu erwarten, dass
eine Erhdhung der HDL-C Konzentration zu einer Reduktion kardiovaskularer Ereignisse
fuhrt. Bei Menschen, die einen genetisch bedingten Mangel an Cholesterinester-
Transferprotein (CETP) aufweisen, konnten vergleichsweise erhdéhte HDL-C Spiegel und
verminderte LDL-C Spiegel beobachtet werden®®. Dariiberhinaus konnte in Studien gezeigt
werden, dass Einzelnukleotid-Polimorphismen im CETP-Gen, die zu einem Mangel an CETP
fuhren, mit einem reduzierten Risiko fur kardiovaskuldre Erkrankungen und kardiovaskulare
Ereignisse assoziiert sind und mit einer verminderten Gesamtmortalitat einhergehen®%%’,
Diese Beobachtungen legten den Grundstein zur Entwicklung von CETP-Inhibitoren, die den
Transfer von Cholesterinestern (CEs) und Triglyceriden von HDL auf LDL und VLDL
unterbinden und dadurch die Konzentration von HDL-C im Plasma erhdhen und gleichzeitig
die LDL-Konzentration senken®®?*° Trotz signifikanter HDL-C Erhéhung konnte durch den
Einsatz von CETP-Inhibitoren in Kklinischen Studien, die Patienten mit hohem
kardiovaskularen Risiko einschlossen, zunachst keine Reduktion von kardiovaskularen
Ereignissen erzielt werden®®2%, Die erste groRere Studie, die ILLUMINATE-Studie, in der
der CETP-Inhibitor Torcetrapib eingesetzt wurde, musste bei einem Exzess kardiovaskularer
Erkrankungen und einer erhthten Gesamtmortalitat im Interventionsarm vorzeitig
abgebrochen werden®®. Als unerwiinschter Nebeneffekt des Torcetrapibs zeigte sich ein
Hyperaldosteronismus, der zu einer signifikanten Blutdruckerhéhung flihrte, und als
potenzielle Ursache der entduschenden Ergebnisse propagiert wurde. Trotz Abwesenheit
solcher Nebeneffekte konnte auch durch den Einsatz der CETP-Inhibitoren Dalcetrapib (Dal-
OUTCOMES-Studie)®* und Evacetrapib (ACCELERATE-Studie)®® keine Reduktion
kardiovaskularer Ereignisse erzielt werden. Einzig in der REVEAL-Studie, mit der im
Verlgeich zu den vorgenannten Studien langsten Studiendauer und hdchsten Zahl an
eingeschlossenen Patienten, konnte durch Einsatz des CETP-Inhibitoren Anacetrapib neben
einer potenten HDL-C Erhdhung von 104% und einer LDL-C Senkung von 17% eine
signifikante, wenn auch geringe Reduktion kardiovaskuldrer Ereignisse erzielt werden®®.
Allerdings lies sich dieser Effekt hinreichend durch die LDL-C Senkung erklaren. Auch bei
genetisch bedingtem Mangel an CETP korreliert das Ausmal der positiven Auswirkungen
auf die KHK mit dem Grad der LDL-C Senkung®’. Mehrere potenzielle Ursachen des
ausbleibenden positiven Effekts der HDL-C Erh6éhung durch CETP-Inhibitoren wie
beispielsweise interferierende Nebeneffekte der eingesetzten Therapeutika, eine zu geringe

HDL-C Erhdhung sowie eine zu kurze Studiendauer sind moglich. Zudem erscheint die reine
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HDL-C Erh6éhung bei fehlender Verbesserung der Funktionalitat von HDL eine plausible
Erklarung. Bei Dialysepatienten sind weder niedrige HDL-C Spiegel noch eine hohe CETP-

Aktivitat mit kardiovaskularen Ereignissen korreliert®®*

, SO dass eine Erhdhung der HDL-C
Plasmaspiegel in diesem Patientenkollektiv von hdchst fraglichem Nutzen ist. Gestutzt wird
diese Hypothese durch die bisherigen Beobachtungen, dass eine moderate HDL-C
Erhohung durch Fibrate oder Niacin bei CKD-Patienten das kardiovaskuldre Outcome nicht

verbessert hat und sogar mit einer erhthten Gesamtmortalitéat assoziiert ist?®>%°°,

Erfolgsversprechende Therapieansétze zielen daher auf eine Verbesserung der
Funktionalitat von HDL ab. Wie bereits erwahnt spielt Apo A-I eine unverzichtbare Rolle bei
zahlreichen protektiven Effekten, die durch HDL vermittelt werden, wie beispielsweise dem
Cholesterol-Efflux aus Makrophagen. Darauf basierend wurden, als potenziellem

267 Diese aus einer

Behandlungsansatz von Atherosklerose, Apo A-I-Mimetika entwickelt
Sequenz von 18 Aminosauren zusammengesetzten synthetischen Peptide unterscheiden
sich in der Aminosauresequenz deutlich von nativem Apo A-l, bilden jedoch eine
Helixstruktur, die der des nativen Apo A-l gleicht und imitieren so dessen physiologische
Funktionen®®%*. Die am besten untersuchten Apo A-l-Mimetika sind die 4F-Peptide (L-4F,
D-4F, rev-D-4F). In Untersuchungen an Mausen fihrte die Verabreichung von 4F zu einer
Verbesserung des  HDL-vermittelten  Cholesterol-Effluxes und des  reversen

210 sowie zu einer verminderten LDL-Oxidation und einer verminderten

Cholesterintransports
Expression von VCAM-1 und MCP-1%"*. Dariiber hinaus war die Gabe von D-4F und reverse-
D-4F mit einer Reduktion atherosklerotischer Lasionen bei Mausen assoziiert?’*?"2, In vitro
konnte durch die Gabe von 4F eine Stimulation der endothelialen Zellproliferation mit
beschleunigter Reendothelialisierung einer Endothelverletzung sowie eine erhéhte eNOS-
Aktivitat nachgewiesen werden®”®. Zudem fiihrte die Verabreichung von D-4F bei KHK-
Patienten zu einer Verbesserung der anti-inflammatorischen Eigenschaften von HDL?"*. In
einer kleinen Studie konnten Vaziri et al. demonstrieren, dass 4F in vitro die anti-

25 Inwieweit 4F oder

inflammatorische Aktivitat von HDL bei Dialysepatienten verbessert
andere Apo A-I-Mimetika eine therapeutische Option zur Reduktion kardiovaskularer
Morbiditat und Mortalitat bei CKD-Patienten darstellen, muss in groReren klinischen Studien
untersucht werden. In mehreren Studien wurde untersucht, inwiefern die Infusion
rekonstituierter HDL-Partikel (rHDLS), die als Kombination aus ApoA-1 und Phospholipiden
synthetisiert werden, zu einer Reduktion atherosklerotischer Plaques fiihrt. Mit Apo A-I-
Milano, einer nattrlich vorkommenden Isoform von Apo A-l, die sich als besonders potent in

der Vermittlung anti-atherogener Effekte herausgestellt hat*"®

, wurde in Kombination mit
Palmitoyl-Oleoyl-Phosphatidylcholin (POPC) mit ETC-216 erstmals ein entsprechender

Rekombinant synthetisiert. In Untersuchungen an Mausen fuhrte die Infusion von ETC-216
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zu einer signifikanten Plaque-Reduktion?”’. Dariiber hinaus konnten Nissen et al. in einer
kleineren klinischen Studie an Patienten mit akutem Koronarsyndrom eine signifikante
Reduktion der koronaren Atheromvolumina nach mehrmaliger Infusion von ETC-216
nachweisen®®, Allerdings kam es dosisabhdngig zu einem relevanten Anstieg der
neutrophilen Granulozyten sowie zu einem Abfall der Lymphozyten. MDCO-216, ebenfalls
ein Rekombinant aus Apo A-I-Milano und POPC, dessen Infusion zu keiner unerwiinschten
Imunstimulation fuhrte, bewirkte in Kombination mit Statinen keine Reduktion
atherosklerotischer  Lasionen der KoronargefaBe bei Patienten mit akutem
Koronarsyndrom?”®. CER-001, ein Rekombinant aus Apo A-l, Sphingomyelin und
Dipalmitoylphosphatidylglycerol bewirkte analog zu ETC-216 eine Reduktion der Volumina
atherosklerotischer Plaques im Mausmodel®®. Durch Infusion von CER-001 konnte jedoch
keine Reduktion der koronaren Atherosklerose bei Patienten mit akutem Koronarsyndrom
erzielt werden®". Eine weiteres rHDL, CSL-112, erhéhte signifikant den ABCA1-abhangigen
Cholesterol-Efflux aus Makrophagen in vitro sowie in vivo bei gesunden Probanden und

282283 nd stellt somit einen weiteren

Patienten mit stabiler atherosklerotischer Erkrankung
vielversprechenden Therapieansatz dar. Der Nutzen von CSL-112 wird gegenwartig in
grolBern randomisiert-kontrollierten Studien untersucht. Als Ursachen flr den bislang
ausbleibenden Erfolg der rHDLs werden eine zu kurze Studiendauer, eine zu geringe
verabreichte Dosis von rHDL sowie eine durch Inflammation und oxidativen Stress bedingte

strukturelle und funktionelle Modifikation von rHDL nach Infusion diskutiert.

Auch eine Verbesserung der Nierenfunktion durch eine erfolgreiche Nierentransplantation
fuhrt zumindest teilweise zu einer Verbesserung der HDL-Funktionalitat. In dieser Arbeit
konnte gezeigt werden, dass eine erfolgreiche Nierentransplantation zu einer signifikanten
Verbesserung der HDL-vermittelten endothelialen Effekte hinsichtlich NO-Bioverfigbarkeit,
Superoxid-Produktion und VCAM-1-Expression flhrt, die jedoch nicht das Niveau gesunder
Kontrollen erreichten. Demgegeniber hatte eine erfolgreiche Nierentransplantation keine
Verbesserung der Cholesterol-Efflux-Kapazitat zur Folge. Auch in einer Untersuchung von
Kopecky et al. waren Cholesterol-Efflux-Kapazitat und anti-oxidative Aktivitdt von HDL bei
Nierentransplantierten deutlich supprimiert, unabhéngig von der Translantatfunktion und
vergleichbar mit dem Niveau von Dialysepatienten'’*. Nitriertes Apo A-l gilt als valider Marker
fur dysfunktionales HDL?**?®°, Bakillah et al. konnten zeigen, dass sich 12 Monate nach
erfolgreicher Nierentransplantation eine signifikante Reduktion von nitriertem Apo A-l
nachweisen lasst. Hierbei korrelierten nitiriertes Apo A-I und MPO-Aktivitat miteinander®®®.
Diese Daten zeigen, dass sich durch eine Verbesserung der Nierenfunktion, zumindest
teilweise, die bei Dialysepatienten beobachteten schadlichen Modifikationen und

Einschréankungen der Funktionalitdt von HDL verbessern lassen.
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5.7. Zusammenfassung

In dieser Dissertation konnte gezeigt werden, dass es bei chronisch nierenkranken Kindern,
in Abwesenheit der klassischen kardiovaskularen Risikofaktoren, im Vergleich zu gesunden
Probanden, zu einer Einschrankung der gefal3protektiven Effekte von HDL kommt. Bereits in
frihen Stadien der chonischen Nierenerkrankung zeigten sich eine verminderte NO-
Bioverfugbarkeit, eine erh6hte Superoxid-Freisetzung, eine erhdhte Expression von VCAM-1
auf HAECs sowie eine eingeschrankte Cholesterol-Efflux-Kapazitat. Diese pro-atherogenen,
HDL-vermittelten Effekte nahmen mit zunehmender Einschrankung der Nierenfunktion zu
und konnten durch eine erfolgreiche Nierentransplantation teilweise reduziert werden, ohne
jedoch das Niveau von Nierengesunden zu erreichen. Zudem war eine Zunahme der
aortalen Pulswellengeschwindigkeit, als klinischer Paramter vaskularer Dysfunktion, mit einer

Beeintrachtigung der HDL-induzierten NO-Freisetzung assoziiert.

Diese Beobachtungen unterstreichen den Einfluss einer chronisch eingeschrankten
Nierenfunktion auf die Transformation von HDLs hin zu pro-atherogenen Partikeln, die
zumindest teilweise die mit chronischer Nierenerkrankung assoziierte hohe kardiovaskulare
Morbiditat und Mortalitat erklaren. Die Verhinderung bzw. Umkehr dieser Transformation

sollte, als therapeutischer Aspekt, perspektivisch Beachtung finden.
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