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ZUSAMMENFASSUNG

Zusammenfassung

Entwicklungsgrundlage der arteriellen Mediaverkalkung

Hintergrund: Patienten mit chronischer Niereninsuffizienz weisen ein erhdhtes Ausmaf}
an GefdBverkalkung auf, welches mit einem erhdhten kardiovaskuldren Risiko
vergesellschaftet ist. Dieser Kalzifizierungsprozess in diesem Patientengut betrifft vor
allem die Tunica muscularis bzw. die glatten Muskelzellen dieser Schicht. Es scheint ein
aktiv regulierter Vorgang zu sein, der Ahnlichkeiten mit der Osteogenese zeigt. Dabei
spielt die Herkunft der glatten Muskelzellen eine entscheidende Rolle.

Methoden: 8 Wochen alte DBA/2N Miuse erhielten in einem Beobachtungsintervall von
5-14 Tagen entweder eine Standard-Didt (SCD) oder eine Hochphosphatdiit (HPD).
AnschlieBend wurde die Aorta der Mause entnommen und mittels Massenspektrometrie,
Myographie, Array, qRT-PCR, Histochemie und Immunhistochemie analysiert und die

Ergebnisse statistisch ausgewertet.

Ergebnisse: Die DBA/2N Maiuse auf HPD entwickelten am fiinften Tag des
Beobachtungszeitraums eine Niereninsuffizienz und wurden urdmisch (Harnstoff
197+24mg/dL, Phosphat 197+24mmol/L). Die Mause auf SCD wiesen keine derartigen
Verdanderungen auf (Harnstoff 53+5mg/dL, Phosphat 18.6+1,5mmol/L). In der Alazarin
Red S Farbung wies die abdominale im Gegensatz zur thorakalen Aorta der Méuse auf
HPD Ablagerungen in der Tunica media auf. In der Massenspektrometrie zeigte sich ein
signifikant erhohter Kalzium- und Phosphatgehalt der abdominalen Aorta (Kalzium
29,4+10,1pg/mg, Phosphat 7,4+0,4pg/mg), der sich auch auf funktioneller Ebene in der
Myographie widerspiegelte, wobei die abdominale Aorta einen signifikant geringeren
Spannungsaufbau zeigte. Mittels einer Arrayanalyse und der Bestdtigung der Ergebnisse
mittels qRT-PCR zeigte sich eine Herunterregulierung kontraktiler Proteine (Myoglobin,
Calsequestrin-1 und Kollagen Typ II al Isoform) und einer Hochregulierung von Runx-2

und Vcam 1.

Fazit: Auf den gleichen Reiz einer phosphatreichen Diét reagiert der Abschnitt der
abdominalen Aorta mit einer stirkeren Mediakalzinose als der thorakale. Die
mesenchymale Herkunft der glatten Muskelzellen der abdominalen Aorta scheint die
Zellen anfilliger fiir die Entwicklung von Kalzifizierungen zu machen als der Ursprung der

thorakalen glatten Muskelzellen aus der Neuralleiste.

Vil



ABSTRACT

Abstract

Mechanism of vascular calcification in patients with CKD

Background: Vascular calcification is common in patients with chronic kidney disease and
is associated with a particular high cardiovascular mortality. The vascular smooth muscle
cells seem to be actively involved in the process of vascular calcification which has
similarities to osteogenesis. Therefore, we analysed the development of media calcification
in different arterial segments such as the abdominal aorta, which derives from the
mesenchyme, and the thoracic aorta, which mostly derives from the neuronal crest.

Methods: 8-week old DBA/2N mice were fed over 5 to 14 days with standard chow or
high-phosphat diet. The aorta was obtained and analysed by inductively coupled mass
spectrometry, myography, microarray, quantitative Real Time-PCR, histochemisty and

immunohistochemistry, respectively.

Results: The DBA/2N mice fed with high-phosphate diet developed kidney failure and
uremia on the fifth day of the observation interval (urea 197+24mg/dL, phosphorus
197£24mmol/L;) Mice on standard chow did not show these changes (urea 53+5mg/dL,
phosphorus 18.6+£1,5mmol/L) whereas mice on SCD did not show any pathologic changes
(urea 53+5mg/dL, phosphorus 18.6+1,5mmol/L). The abdominal aorta from the mice on
high-phosphate diet showed a clear phenotype of media calcification in the Alizarin Red
staining. The inductive coupled mass spectrometry demonstrated significantly higher
calcium and phosphorus contents of the abdominal aorta and the vascular wire myography
experiments showed an impaired contraction of the abdominal aorta. The transcriptional
profile of the abdominal aorta revealed a down-regulation of contractile proteins
(myoglobin, calsequestrin-1, collagen type III al isoform) and an up-regulation of Runx-2

and Vcaml.

Conclusion: The thoracic and abdominal aorta responded in different ways to high-
phosphate diet. The abdominal aorta developed significantly more media calcification
when compared to the thoracic aorta. Together, the embryological origin of the vascular
smooth muscle cells seems to play an important role in the development of media

calcification.



EINLEITUNG

1. Einleitung

Patienten mit chronischer Niereninsuffizienz weisen eine stark erhohte kardiovaskulédre
Mortalititsrate auf. Bereits 1974 hat man mit dem Begriff ,accelerated
atherosclerosis® versucht diesem Phidnomen einen Namen zu geben. Der Begriff der
Monckeberg'schen Mediasklerose wurde hingegen bereits 1903 an diabetischen Patienten
geprigt, die ebenso wie Patienten mit chronischer Niereninsuffizienz ein erhohtes Risiko
fiir eine Sklerose und Verkalkung der Tunica media aufweisen. In den letzten Jahren wurde
zunehmend klar, dass die Gefd3verkalkung keine passive Prazipitation von Mineralien,
sondern ein aktiver Prozess ist, in dem die glatten Muskelzellen (VSMC) der Tunica media
eine Hauptrolle spielen (1-4). In folgender Arbeit wird die Pathophysiologie der
chronischen Niereninsuffizienz mit besonderem Augenmerk auf potenziell kalzifizierenden
Risikofaktoren niher beleuchtet und die pathophysiologischen Unterschiede zwischen der
Atherosklerose und der (urdmischen) Mediasklerose herausgearbeitet, die sowohl
Risikofaktoren, zeitlichen und rdumliche Pridilektionsstellen und klinische Endpunkte
betreffen. Formal wird vorzugsweise die mannliche Form verwendet (z.B. der Patient).
Dies ist nicht als besondere Auf-/Abwertung dem einen oder anderen Geschlecht, sondern

lediglich als eine Form der Ausdrucksweise zu sehen.

1.1 Aufgaben der Niere

Die Niere ist in ihrer Grundform ein iiber viele Stufen der Evolution erhaltenes
Organsystem, welches essentiell fiir die Homdostase ist. IThre Aufgaben sind komplexer als
die eines reinen Ausscheidungsorgans. Sie reguliert den Wasser-, Sdure-Basen- und
Elektrolythaushalt und damit die Zusammensetzung und das Volumen des
Extrazellularraums. Als endokrines Organ produziert sie Erythropoietin (EPO) und
metabolisiert 25-Hydroxycholecalciferol (Kalzidiol) zu 1a,25(OH)2-Cholecalciferol
(Kalzitriol). Sie nimmt durch das Renin-Angiotensin-Aldosteron System (RAAS-System)
bzw. Kinin-Kallikrein System FEinfluss auf die Blutdruckregulation, sowie auf den
Knochenstoffwechsel. Als Ausscheidungsorgan reinigt sie das Blut von wasserloslichen,
harnpflichtigen Substanzen, Endprodukte des EiweiBmetabolismus. Eine verminderte

Funktion der Niere hat eine starke Auswirkung auf den Gesamtorganismus (5).

1|Seite



EINLEITUNG

1.2 Chronische Nierenerkrankung (CKD)

1.2.1 Definition

Eine Definition der chronischen Nierenerkrankung (CKD) erfolgte 2002 durch die
National Kidney Foundation (NKF) im Rahmen der Kidney Disease Outcomes Quality
Initiative (KDOQI). Bis dato gilt diese Definition mit zum Teil kleinen Modifikationen (6—
8). Man spricht von einer chronischen Nierenerkrankung, wenn seit > 3 Monaten
funktionelle Einschriankungen oder strukturelle Nierenschiddigungen bestehen, die, seit der
Definition der KDIQO Guidelines 2012, auch eine gesundheitliche Relevanz haben (9).
Dabei muss die Ursache nicht bekannt sein, um die Diagnose zu stellen, da
unterschiedliche ~ Atiologien zum letztendlichen Zustandsbild der chronischen

Nierenerkrankung fiihren (siehe Tab. 1).

Criteria for CKD (either of the following present for >3 months)

Markers of kidney damage (one or more) Albuminuria (AER =30 mg/24 hours; ACR =30mag/g [ = 3 mg/mmaol])
Urine sediment abnormalities
Electrolyte and other abnormalities due to tubular disorders
Abnormalities detected by histology
Structural abnormalities detected by imaging
History of kidney transplantation

Decreased GFR GFR <60 ml/min/1.73 m” (GFR categories G3a-G5)

Abbreviations: CKD, chronic kidney disease; GFR, glomerular filtration rate.

Tab. 1 KDIGO Diagnosekriterien der chronischen Nierenerkrankung 2012

1.2.2 Parameter zur Bestimmung der Nierenfunktion

1.2.2.1 GFR

Die glomerulire Filtrationsrate (GFR) gibt das Plasmavolumen an, das innerhalb einer
festgelegten Zeiteinheit von einer bestimmten Substanz gereinigt wird (10). Dabei ist sie
unter anderem von einer hohen Anzahl an Glomeruli und einem hohen renalen Blutfluss
(20% des Herzzeitvolumens) abhéngig (11). Der Normalwert der GFR eines jungen,
gesunden Erwachsenen liegt in Abhiingigkeit bestimmter Faktoren bei 125mL/min/1.73m?
Korperoberfliche (9). Mittels exogener, d.h. von aullen zugefiihrten oder endogener, d.h.
korpereigener Stoffen kann die GFR bestimmt werden. Der Goldstandard ist die direkte
Messung mittels der Inulin-Clearance. Inulin ist ein exogener Marker, der im Glomerulum
frei filtriert wird und im Tubulussystem weder resorbiert, sezerniert, metabolisiert, noch
synthetisiert oder gespeichert wird (12). Das ausgeschiedene Inulin entspricht der

gefilterten Harnmenge. Die Bestimmung ist komplex und aufwendig. Im klinischen Alltag
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wird die rechnerische Anndherung der GFR mittels endogener Marker bevorzugt, die
direkte Messung bei Bedarf als Bestétigung der Ergebnisse durchgefiihrt.

Die GFR wird mittels dem endogenen Serummarker Kreatinin (SCr) rechnerisch geschétzt.

Es wird im Korper anndhernd konstant gebildet und o COOH
wird, wie Inulin, im Glomerulum frei filtriert und im H.N'-':f-“ b E'H
£H, & coo”
Tubulussystem  nicht riickresorbiert.  Kreatinin i 5";\_ | HN'-c-H
:

entsteht aus Kreatin, welches liber Zwischenprodukte ; e
aus Arginin und Glycin in der Niere und Leber .
entsteht. Kreatin liegt als Energielieferant von ATP,
gebunden an Phosphor im Muskel gespeichert vor.
iiber die

Niere ausgeschieden (siche Abb.l und 2) (13). Der

Sein Abfallprodukt Kreatinin wird nur

Kreatininwert ist abhingig von der Muskelmasse,

demnach auch dem Geschlecht und dem Alter, der

Biochemie des Menschen: Das
Lehrbuch fiir das Medizinstudium.
Auflage: 5., korrigierte Auflage.
Stuttgart: Thieme; 2012, Seite 590

Mobilitdt, der Eiweilaufnahme, als auch der
ethnischen Herkunft (14). Diese Kenntnis ist wichtig,
um zu  verstehen, dass  unterschiedliche

Referenzwerte bestehen, als auch das der Kreatininwert nur dann verldsslich auf die GFR
schlieBen ldsst, wenn der Patient keine pldtzliche Anderung seines Stoffwechselmilieus
aufweist, Nahrung mit konstantem Eiweiflgehalt zu sich nimmt, sowie seine Muskelmasse

konstant bleibt.

ATP

H,C - €00° H,C - c00°
M N
HyC @ﬁ—NH-@ - CNH
NH, NH,
Kreatin-Phosphat Kreatin

ADP

Abb. 2 Chemische Reaktionsgleichung Kreatin-Phosphat< Kreatin aus Horn F. Biochemie des
Menschen: Das Lehrbuch fiir das Medizinstudium. Auflage: 5., korrigierte Auflage. Stuttgart: Thieme,

2012
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Die geschitzten Normwerte (s. Einflussfaktoren oben), sind der Tabelle zu entnehmen (15).

0.93

Mainner: 1.25 |Frauen: 1.01
Mainner: 1.16 |Frauen: 0.97
Mainner: 1.07 |Frauen: 0.86

Tab. 2 Serumkreatininwerte nach Geschlecht und ethnischer Herkunft. Data from Jones CA, McQuillan GM,
Kusek JW. Serum creatinine levels in the US population: Third National Health and Nutrition Examination

Survey. Am J Kidney Dis 1998; 32:992

Zwischen dem Serumkreatininwert und der GFR besteht ein nichtlinearer Zusammenhang.

Bleiben die oben genannten Faktoren konstant,

so steigt das SCr erst an, wenn die GFR

um etwa 50% vermindert ist. Eine

Fritherkennung anhand des
Serumkreatinins ist somit nicht moglich
(siche Abb. 3) (16). Bei Patienten mit
mildem Krankheitsverlauf, siehe
Einteilung unten, bedeutet eine geringe
Anderung des SCr einen starken Abfall
der GFR, wihrend ein hoher Anstieg des

SCr bei Patienten mit fortgeschrittener

kleinen

Der

Nierenerkrankung mit einer

Abnahme der GFR einhergeht.
geringe Anstieg der Serumkreatininwerte

bei GFR Werte >50mL/min/1.73m?

Kreatinin - Plasmakonzentration [ umol/1]
800

o T T T T T v ¥ T
'] 0 20 13 50
GFR [ % der Norm |

Abb.3 Graphische Darstellung von SCr im mg/dl zur
GFR(ml/min) aus Schmidt RE, Lang F, Heckmann M.
Physiologie des Menschen: mit Pathophysiologie.
Auflage: 31. Aufl. 2011. Heidelberg: Springer; 2010.
979 p. S. 660
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entsteht durch eine gesteigerte Sekretion von Kreatinin im proximalen Tubulussystem, der
einen initialen Anstieg maskiert. Sobald der Serumkreatininwert >2mg/dL {ibersteigt, ist

dieser pathway ausgelastet (17).

1.2.2.3 CKD-EPI Formel

Um nun die GFR abzuschitzen wurden Formeln etabliert, die sich auf den Kreatiningehalt
im Serum beziehen. Die Formel nach CKD Epidemiology Collaboration (CKD-EPI) (2009)
ist als Weiterentwicklung der Modification of Diet in Renal Disease (MDRD) (1999) zu
sehen, die vor allem bei einem GFR Wert > 60mL/min/1.73m?> der MDRD Formel
vorzuzichen ist (siche Tab. 3) (7,18,19). Sie schitzt die GFR genauer, kann das
Erkrankungsstadium besser zuordnen und gibt exaktere Privalenzdaten wieder (18,20,21).
Wie Eingangs schon erwéhnt, ist der Serumkreatininwert von unterschiedlichen Faktoren,
sog. non- GFR determinants beeinflusst. Deshalb sind die Formeln nicht universell
anwendbar. Bei diabetischen Patienten mit einer hohen GFR (22), bestimmten ethnische
Gruppen (z.B. Asiaten in den USA lebend), Schwangeren und Menschen mit
ungewOhnlichen Habitus, Muskelbau und Gewicht (krankhafte Fettleibigkeit, Bodybuilder,
Amputationen, chronisch Erkrankte) ist eine Messung einer Abschitzung vorzuziehen (23)

Dennoch liefern die Formeln genauere Werte, als die alleinige Messung des SCr (24).

Raceand Sex Serum Creatinine pmol'L (mg/dL) Equation
Black

Female <62(<0.7) GFR =166 x (Scr U,?)'O 3, © 993)-'\?
62 (50.7) GFR = 166 x (Scr/0.712% x (0.003A2

Male <$0(09) GFR =163  (5ar/0.0y 4L & (0 ooz hee
>80 (>09) GFR - 163 * (3cr0.9) 1209 x (0 953,42

White or other

Female — <62(<07) GFR = 144 x (Scr/0.7y 0329 x (0 9382¢
62 (50.7) GER = 144  (5cr/0.7y 1209 x (0 00322¢

Male <80 (<09) GFR =141 » (Scr0.9) 041 x (p gg3Aee
>80 (-09) GER = 141 x (Scr0.9 1209 x (0.9932¢

CKD-EPI = Chronic Kidney Disease Epidemiology Collaboration; GFR. = glomerular filtration rate

*Exp:esscd for specified race, sex, and serum creatinine level. To convert GFR. from mL/min per 1.73 m2 to mL/s per 1.73 m2, multiply by
0.0167. We derived equation coefficients from pooled development and internal validation data sets.

The CKD-EPI equation, expressed as a single equation. is GFR = 141 x min(Scric. 1) x max(Ser', 1).1_:0Q x 0.9934%€ x 1 018 [if female] _
1.159 [1f black], where Ser 1s serum creatinine, « 15 0.7 for females and 0.9 for males, «1s -0.329 for females and -0 411 for males, min
indicates the mnimum of Ser/xor 1, and max indicates the maximum of Scr/x or 1. In this table, the multiplication factors for race and sex are

incorporated into the intercept, which results in different intercepts for age and sex combinations.

Tab. 3 Berechnung der GFR nach CKD-EPI aus Levey AS, Stevens LA, Schmid CH, Zhang YL, Castro AF
3rd, Feldman HI, u. a. A new equation to estimate glomerular filtration rate. Ann Intern Med. 5. Mai
2009;150(9):604—12
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1.2.2.4 Albuminurie

Eine Proteinurie beschreibt eine vermehrte Exkretion von Proteinen im Harn. Bis zu
150mg/24h sind im Harn physiologisch. Man unterscheidet zwischen klein- und
hochmolekularen Proteinen. Albumin wird mit seinem Molekulargewicht von 69 kDa (13)
zu den hochmolekularen Proteinen gezihlt. Liegt eine vermehrte Albuminausscheidung vor,
so ist das ein pathognomisches Zeichen fiir einen glomeruldren Schaden. Die
Albuminkonzentration im Urin kann von unterschiedlichen Faktoren beeinflusst werden,
wohingegen Kreatinin {iber den Tag kontinuierlich ausgeschieden wird. Kreatinin ist der
Referenzwert auf den das ausgeschiedene Albumin hin normalisiert wird. Um die
Schidigung zu quantifizieren wird von den KDIGO Guidelines 2012 die Messung der
Albumin/Kreatininratio im Harn (ACR) in mg/mmol oder mg/g empfohlen. Ubersteigt
dieser Wert 30mg/g in der ACR, so schlieBt man auf eine gesteigerte Permeabilitdt der
Blut-Harn-Schranke. Die ACR Messung einer zufilligen Urinprobe ist vergleichbar mit
einer 24h Messung der Albuminexkretion im Harn (24).

1.2.3 Einteilung und Prognose

Die Einteilung nach KDIGO Guidelines richtet sich nach der Ursache der
Nierenschiddigung, der GFR und der Albuminurie (Abb.4). Ist die Ursache bekannt, so
kann eine spezifische Therapie der Grunderkrankung die Prognose entscheidend

beeinflussen. Die GFR und die Albuminurie wirken weitgehend als unabhéngige

prognostische ~ Faktoren, die Persiotont slbumine e cobog
et s e . - -
Gesamtmortalitdt, die Mortalitéit S — 1
. . and Albuminuria Categories: Nﬂn"r_";l'h Moderalely Soverely
aufgrund kardiovaskularer KDIGO 2012 incraasad
Ereignisse und die Progression mgmes | s mgmmt | 230 mon
der  Erkrankung  betreffend | € |e1 | Nomalornion 290
R
. . - 8, il
(25,26). Es ergibt sich folgende | gg | |™&oe=== oo
g E Gaa | Mildly to moderately 4560
. . decreased
Matrix, das sog CGA-Staging | Sz
£ | 0 | sovoroy sboronsos | 044
. . . &t
(siche Abb. 4). Dabei sind den £3 | o0 | sowoysocmams | 1520
o
. o
einzelnen Zellen Farben | & |es | Kneytaire <15

Zugeordnet, die das relative A4bb.4 Prognose der CKD anhand des CGA-Staging aus Levey AS,
de Jong PE, Coresh J, El Nahas M, Astor BC, Matsushita K, u. a.

Risiko kiinftiger Ereignisse bzw. 7y definition, classification, and prognosis of chronic kidney

disease: a KDIGO Controversies Conference report. Kidney Int.

Komplikationen widerspiegeln. ;. 1:80(1)-17-28.

6|Seite



EINLEITUNG

In den vertikalen Spalten ist die Albuminurie in ACR aufgetragen. Die Albuminurie wird in

drei Grade unterteilt (siche Tab. 4)

Albuminuria categories in CKD

AER ACR (approximate equivalent)
Category (mg/24 hours) (mg/mmol) (mg/g) Terms
Al <30 <3 <30 Normal to mildly increased
A2 30-300 3-30 30-300 Moderately increased*
A3 >300 >30 >300 Severely increased™

Abbreviations: AER, albumin excretion rate; ACR, albumin-to-creatinine ratio; OKD, chronic kidney disease.
*Relative to young adult level.
**including nephrotic syndrome (albumin excretion usually >2200mg/24 hours [ACR >2220mg/g; > 220 mg/mmol]).

Tab. 4 Einteilung der CKD nach ACR aus KDIGO 2012 Clinical Practice Guideline for the Evaluation and
Management of Chronic Kidney Disease.

Das Auftreten einer Albuminurie geht mit einem Fortschreiten der Erkrankung einher. Die
GFR-Rate verschlechtert sich doppelt so schnell bei einer Albuminurie >300 mg/g im
Vergleich zu einer Albuminexkretion im physiologischen Bereich (27,28).

Bei einer 8-fachen Erh6hung der Albuminexkretion erhoht sich das Risiko einer terminalen
Niereninsuffizienz (end-stage renal disease, ESRD) um das 3-fache (26). Mit der
Progression der Erkrankung steigt das relative Risiko fiir Komplikationen. Die
ausgeschiedene Albuminmenge korreliert mit dem Auftreten kardiovaskuldrer Ereignisse
(29). Die Mortalitét erhoht sich bei einer 8-fache Erhohung der Albuminexkretion um 40%
(26).

Die glomeruldre Filtrationsrate (GFR) gilt als der Wert, der am Besten mit der
Nierenfunktion, sowohl im gesunden, wie auch krankem Zustand, korreliert (23,30).

Anhand der GFR Abschétzung werden fiinf Grade unterschieden (siehe Tab. 5).

GFR categories in CKD

GFR category GFR (ml/min/1.73 m%) Terms

G1 =90 Normal or high

G2 60-89 Mildly decreased*®

G3a 45-59 Mildly to moderately decreased
G3b 30 44 Moderately to severely decreased
G4 15-29 Severely decreased

G5 <15 Kidney failure

Abbreviations: CKD, chronic kidney disease; GFR, glomerular filtration rate.
*Relative to young adult level
In the absence of evidence of kidney damage, neither GFR category G1 nor G2 fulfill the criteria for CKD.

Tab. 5 Einteilung der CKD nach GFR aus KDIGO 2012 Clinical Practice Guideline for the Evaluation and
Management of Chronic Kidney Disease.
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Dabei steigt das Mortalititsrisiko mit einer GFR-Abnahme von <15mL/min/1.73m? um
47% und das Risiko einer Progression zu ESRD um das 6-fache (25).

Vor allem innerhalb der chronischen Niereninsuffizienz des dritten Grades kommt es zu
einem besonderen Anstieg der Sterblichkeitsrate, daher wird es in Stadium 3a und 3b
unterteilt. Wie in Abb. 5 sichtbar, steigt das relative Risiko innerhalb der Gruppe von
mittlerem (3a) zu hohem relativen Risiko (3b) fiir kardiovaskuldre Ereignisse, sowie

vorzeitiges Sterben.

A
4
. 40+ 36,60

1136

476

1 076 108
6_ | moess | [_-— |

=60 45-59 30-44 15-29 <15

Age-Standardized Rate of Death
from Any Cause (per 100 person.yr)
00
Events (per 100 person-yr)
=

Age-Standardized Rate of Cardiovascular

=60 45-59 30-44 15-29 <15
Estimated GFR (ml/min/1.73 m?) Estimated GFR (mlfmin/1.73 m?)
MNo.of Events 25803 11,569 7802 4408 1842 No. of Events 73 108 34630 18580 8309 3824

Abb.5 A) Zusammenhang der eGFR und dem Mortalitdtsrisiko B) Zusammenhang der eGFR und dem
Auftreten kardiovaskuldrere Ereignisse. Daten altersstandardisiert aus Go AS, Chertow GM, Fan D,
McCulloch CE, Hsu C. Chronic Kidney Disease and the Risks of Death, Cardiovascular Events, and
Hospitalization. N Engl J Med. 2004;351(13):1296-305

Im Stadium 5 wird die Erkrankung als end-stage renal disease (ESRD) bezeichnet.
Harnpflichtige Substanzen akkumulieren im Blut, man spricht von einem urdmischen
Syndrom. Ein Nierenersatzverfahren (Dialyse, Transplantation) sichert das Uberleben des

Patienten.

1.2. 4 Epidemiologie

Die chronische Nierenerkankung wird als ein weltweit schwerwiegendes
Gesundheitsproblem betrachtet und betrifft 10-16% der Erwachsenenpopulation in Asien,
Europa und den USA (6,8,31-34).

Nach der Framingham Offspring Studie liegt die Anzahl der Neuerkrankten in den USA bei
9,4% (Beobachtungszeitraum 18,5 Jahre, 2585 Teilnehmer, Messung nach MDRD eGFR
<59 mL/min/1,73m?) (35).
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1.2.5 Ursachen

Dabei fiihren unterschiedliche Erkrankungen zum gleichen Definitionsbild der chronischen

Nierenerkrankung (siche Abb. 6).

Verschiedene  Zystennieren

| — 5 :
Viaskulare Nephmopathe T
24 % y
__I'."
[
I I [Mabeates Typ I
12 B
nbekannie Gpmose / i D@abetes Ty
B W L]
Syslemerkrankundg an 4 |
4% /

Hereditarnongenital ™ !
| %
Interstitielle Nephntis

B2 % Glormismulon -|||-l--_ f B.B63 Palenten

I
3

Abb. 6 Diagnoseverteilung bei Patienten zu Therapiebeginn aus Quasi-Niere Jahresbericht 2006

Die weltweit stirksten Ursachen fiir die Entwicklung einer ESRD stellen Hypertension und
die diabetische Nephropathie dar (siche Abb. 6). Wihrend die anderen Ursachen in ihrer

Préavalenz iiber die letzten Jahre stabil blieben, steigt die Inzidenzrate von

Diabetespatienten, die in amerikanische ESRD-Programme aufgenommen werden (siehe
Abb. 7) (36).

Incidence of diabetes in ESAF
Aiestralia 1980 - 2000

Number of diabelics Mumber of new patients

= Type 2 (ins requinng)

= Type 2 (non insuling
Type 1

=i Total new patients

Year of entry

Abb. 7 Inzidenz von Diabetespatienten mit ESRD aus Atkins RC. The epidemiology of chronic kidney disease.
Kidney Int. April 2005,67(594):514-S18.
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1.2.6 Mortalitit

Die chronische Nierenerkrankung geht mit einer erhohten Mortalitdt einher, die
Lebenserwartung nimmt mit verminderter GFR ab (sieche Abb. 8) (37). Studien zeigen, dass
das Mortalitétsrisiko bei chronischer Niereninsuffizienz S5fach hoher ist als die
Wahrscheinlichkeit des Fortschreiten der Erkrankung in ein terminales dialysepflichtiges
Nierenversagen (ESRD) (38).

B GFER = D
O =GFR A5-50
OGP R 30-34

B eOFR 1520

L] L1 ] 1510 0.0 250 0 350 40,0 a5 0.0
Life exnectancy lweard

Abb. 8 Lebenserwartung anhand der eGFR aus Turin TC, Tonelli M, Manns BJ, Ravani P, Ahmed SB,
Hemmelgarn BR. Chronic kidney disease and life expectancy. Nephrol Dial Transplant. 8. Januar
2012;27(8):3182—6
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Dabei sind es vor allem kardiovaskuldre Komplikationen, an denen Patienten versterben.

Die Hauptursachen der CKD (Diabetes und Hypertension), als auch die sich entwickelnden

metabolischen Verdnderungen im Rahmen der CKD sind Hochrisikofaktoren fiir die

Entwicklung kardiovaskuldrer Komplikationen. Das Mortalitéitsrisiko bei Patienten im

Stadium G5 (ESRD) ist um das 10-20fache gegeniiber der Normalbevolkerung erhoht

(39,40).

Dieser Zusammenhang ist unabhdngig vom Alter am Dialysebeginn und steigt mit

zunehmender Dialysedauer (Abb. 9). Die kardiovaskuldre Gesamtmortalitdt pro Jahr liegt

bei 9,7% bei Peritonealdialyse und 9,5% bei Himodialyse (41).

100 |'
" } .
g |
E 1 L-- — —_— ﬂ_,{,w.‘} e
E | ¥
L ]
| i .
E 01 j= - ‘7:._';.- | s —
E ” - ]
< SN
001 |——vir— R -

— - 1 _— — 1

25-M 3544 45-54 55-64 6574 7584 85

Age (years)

- —— mm—

#-GF Male
B~ GP Femala
4~ GP Black

-8~ GP White

< Dialysis Male
{3~ Dialysis Famale
tv— Dhalysis Black
O Dinlysis Vihite

Abb.9 Kardiovaskuldres Morbiditdtsrisiko nach Alter, ethnischer Herkunft, Geschlecht. Im Vergleich
Normalbevélkerung und Dialysepatienten aus Foley RN, Parfrey PS, Sarnak MJ. Clinical epidemiology of
cardiovascular disease in chronic renal disease. Am J Kidney Dis Off J Natl Kidney Found. November

1998;32(5 Suppl 3):S112-119

Um die Pathomechanismen dieser hohen kardiovaskuldre Morbiditit und Mortalitdt der

Patienten mit chronischer Niereninsuffizienz besser zu verstehen, haben wir eine

tierexperimentelle Studie an Méusen mit einer Niereninsuffizienz durchgefiihrt und dabei

ein besonderes Augenmerk auf die Verdnderungen an den arteriellen Gefdllen gelegt.
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1.2.7 Pathophysiologie der chronischen Niereninsuffizienz

Unterschiedliche Atiologien scheinen in eine gemeinsame Endstrecke zu fiihren, bei der es
zu einer Schidigung des Nephrons, der Funktionseinheit der Niere, kommt. Die
verbleibenden gesunden Glomeruli iibernehmen kompensatorisch die Filterfunktion (42).
Die GFR Abnahme féllt nur gering aus. Dabei flieit pro Zeiteinheit ein hoheres Volumen
durch die verbleibenden Glomeruli (Hyperfiltration). Mit dem hoheren intrakapillaren
Volumen erhoht sich der intrakapilldre Druck, da der Querschnitt des Kapillarlumens als
konstant gesehen werden kann. Das bedeutet, dass der effektive Filtrationsdruck in den

verbleibenden Glomeruli erhoht ist. Es kommt zur Druckdiurese.

GFR = Filtrationskoeftizient (KF) - effektiver Filtrationsdruck(Pefr)

Abb. 10 Berechnung der GFR

Die aufgrund des Drucks resultierende Kraft, die auf die Blut-Harn-Schranke (BHS) wirkt,
ist erhoht und schidigt die Schranke. Das Glomerulum versucht dem Druckaufbau
autoregulatorisch entgegen zu wirken. Durch autonome myogene Vasokonstriktion
(Bayliss-Effekt) im Vas afferens wird der Kapillarlumendurchmesser kleiner und die
Geschwindigkeit des Blutflusses erhoht sich (Kontinuititsgesetz fiir inkompressible Fluide,
Venturi Effekt). Durch die erhohte GFR mit konsekutiver Zunahme der Filtrationsfraktion
erhoht sich die in der Macula densa gemessene Na'-Cl-Konzentration. Es kommt im
Abschnitt  des ~ Vas  afferens  zur  Vasokonstriktion  (tubuloglomerulérer
Feedbackmechanismus). Das Renin-Angiotensin-Aldosteron System wird aktiviert, sobald
der Blutdruck unter den der myogenen Autoregulation fillt. Die folgenden Abschnitte des
Vas efferens, die die Grundlage der Versorgung und des Gegenstromprinzips sind, weisen
einen geringeren hydrostatischen Druck auf. Der Osmolarititsgradient, der Antrieb der
Harnkonzentrierung und der Reabsorptionsprozesse, wird ausgewaschen. Es kommt zur
Hypoxie des Nierenmarks. Mit fortschreitender Zeit verliert das Vas afferens die Féhigkeit
der myogenen Vasokonstriktion, der Druck und das passierende Blutvolumen flie3en
ungehindert durch das Glomerulum und schddigen weiter das Endothel. Die Poren der
BHS erweitern sich, die Permeabilitét steigt, hochmolekularere Proteine werden filtriert.
Das Interstitium, als auch das Tubulussystem wandeln sich im Rahmen eines

inflammatorischen Prozesses fibrotisch um und es kommt zum Remodelling (43,44).
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Im Stadium G4-GS5 der chronischen Niereninsuffizienz treten erstmals klinische Symptome

auf, wobei der histomorphologische Prozess schon weitaus frither beginnt.

1.2.8 Dialyse

Als Nierenersatztherapie stehen die Himodialyse, die Hamofiltration, die Peritonealdialyse
und die Nierentransplantation zur Verfligung. Die Entscheidung, ob ein Ersatzverfahren
notig ist, hdngt dabei nicht von einem bestimmten Kreatinin-Wert ab. Vielmehr sind es
konservativ nicht kontrollierbare Symptome im Rahmen der CKD wie Hyperhydratation
oder Hypertension, Beeintrachtigung kognitiver Fahigkeiten oder eine Verschlechterung
des Erndhrungszustandes trotz didtischer MaBnahmen. Diese treten vor allem bei einer
GFR Rate von 5-10ml/min/1,73m? (G5, ESRD) auf. Eine Nierentransplantation sollte in
Betracht gezogen werden, wenn sich die GFR bereits im Stadium G5 befindet und sich die
Nierenfunktion innerhalb der nichsten 6-12 Monate nachweislich progressiv

verschlechtern wird (9).

1.2.9 Klinik

1.2.9.1 Natrium- und Wasserhaushalt

Die fraktionelle Ausscheidung von Natrium steigt exponentiell mit der Abnahme der GFR.
Ab einer Filtrationsrate von 10-20ml/Min (ESRD) ist diese Funktion erschopft (10). Es
kommt zur Retention von Na'. Der Na'-Gehalt macht mit seiner Konzentration von
140mmol/l etwa die Hailfte der Gesamtosmolaritit des Extrazellularraums (EZR) aus und
bestimmt somit maB3geblich sein Volumen (45). Durch die Ansammlung von Na im EZR
und somit steigender Osmolaritdt shiftet kompensatorisch Wasser aus dem
Intrazellularraum (IZR) in den EZR. Es kommt zu Volumensexpansion im intravasalen und

interstitiellen Raum mit Hypertension und Odembildung (46).

1.2.9.2 Sympathikusaktivierung

Patienten mit CKD weisen hohere Plasmakonzentrationen an Katecholaminen und eine
erhohte Sensitivitdt gegeniiber Noradrenalin auf (47-49). Die Plasmakonzentrationen von
Noradrenalin  korrelieren dabei mit dem Gesamtiiberleben und dem Auftreten
kardiovaskuldrer Ereignisse (50). Ursachen konnten unter anderem Natriumretention,
sowie eine gesteigerte Reninausschiittung sein (51). Das urdmische Stoffwechselmilieu als
Ursache fiir die gesteigerte Aktivitit konnte nicht bewiesen werden, denn auch nach akuter
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Nierenschiddigung und renaler Ischdmie war eine gesteigerte Aktivitit zu beobachten
(52,53). Bei Patienten unter Nierenersatztherapie, bei denen die Urdmie im Blut nicht mehr
nachweisbar war, nahm die Sympathikusaktivitit dennoch nicht ab (54). Die
Sympathikusaktivierung fiihrt zu einer Zunahme der Hypertension mit konsekutiver
linksventrikuldrer Hypertrophie (55). Die linksventrikuldre Hypertrophie ist wiederum ein
Risikofaktor fiir die Entwicklung von Arrhythmien, einem plotzlichen Herztod, einer
Herzinsuffizienz und einem Myokardinfarkt (56,57). Die Aktivierung hat synergistische
Effekte auf die Progression der Erkrankung. Sie steigert den Blutdruck und im weiteren

Verlauf die Proteinurie mit konsekutiver interstitiellen Fibrose und Glomerulosklerose (58).

1.2.9.3 RAAS System

Das Renin-Angiotensin-Aldosteron System, kurz RAAS-System, ist ein Regelkreis, der
regulierend auf den GefdBwiderstand und Salz- und Wasserhaushalt eingreift (5). Die
Aktivitdt des Systems wird durch die Natriumkonzentration im Harn definiert, welche
wiederum mit dem Volumenhaushalt korreliert. Es gibt keine festgelegten Plasmawerte fiir
Renin, Angiotensin II (AT II) oder Aldosteron (59). Neben dem systemischen Renin-
Angiotensin-System gibt es auch lokale, gewebeabhidngige Angiotensin II Bildungsorte,
deren systemischer Einfluss noch unklar ist (60). Renin ist ein Enzym, das hauptséchlich
von den juxtaglomeruldren Zellen im Vas afferens freigesetzt wird. Sie sind neben dem
extraglomeruldren Mesangium und der Macula densa ein Teil des juxtaglomeruldren

Apparats (JGA) der Niere (Abb. 11) (61).

- Macula-densa- )
Was efferens
S Fellen des distalen
. — g Tusbaghus
Vard alferend E F
= Polkissen

{extraglomerulare [

Mesangiumzellen)
J'._ granulierte Zellen
in der Wand des

Vas afferens

GeliBpol

auBere Wand

der Bowman-Kapsel

justaglomeruldrers
Apparat

Mesanglumzellen o
. “— Kapillaren des Glomerulus

inmere Wand der
Bowrnan-Kapsel

—— Spaltraum (nimmt den
{Pn:ll:lr:f‘lrrll

Primdarharn auf)

Hampol (Anfang des
Nierenkanalchens)

Abb. 11 a) schematische Darstellung eines Glomerulum b) Semidiinnschnitt eines Nierenkorperchens (Ratte,
Férbung Hamatoxylin-Sdurefuchsin, 300-fache Vergrofferung) aus Behrends J, Bischofberger J, Deutzmann
R. Duale Reihe: Physiologie. Auflage: 1. Stuttgart: Thieme; 2009. S. 295
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Stimuli fiir die Freisetzung sind ein verminderter Nierenperfusionsdruck, eine erhohte
NaCl- Konzentration gemessen durch die Macula densa und eine erhohte
Sympathikusstimulation. Durch einen negativen Feedbackmechanismus wird die
Reninfreisetzung durch Angiotensin II (AT; und AT> Rezeptor) direkt gehemmt (62).
Messpunkte befinden sich an der afferenten Arteriole, den kardiopulmonalen

Barorezeptoren und den Zellen der Macula densa (59).

Renin wandelt das vor allem in der Leber gebildete Angiotensinogen in Angiotensin I um.
Angiotensin I wird durch das Angiotensin-Converting-Enzym (ACE) in Angiotensin II
umgewandelt. Neben der Umwandlung von AT I zu AT II inaktiviert ACE Bradykinin
(siche Abb. 12) (63). AT II bindet an vier Rezeptoren, wobei die zwei folgenden ndher
besprochen werden: AT- und AT>-Angiotensinrezeptor (Abb. 12) (64).

Der ATi- Rezeptor kommt im Gewebe am héufigsten vor. Durch die Bindung von AT II
kommt es zu den typischen Effekten mit Vasokonstriktion der Gefdle und konsekutiver
Erhohung des peripheren Widerstands. In der Niere wird vermehrt Na® und Wasser
zurlickgehalten, indem im proximalen Tubulusabschnitt durch endokrine, autokrine und
parakrine Prozesse Na retiniert wird und die Nebennieren zur Aldosteronsynthese
stimuliert werden. Die Sympathikusaktivitit wird gesteigert und die Reninsekretion wird

mittels negativem Feedback gehemmt (65,66).

Aldosteron wird hauptséchlich in der Zona glomerulosa der Nebennierenrinde gebildet. Es
ist ein Steroidhormon und bindet an einen intrazelluldren Rezeptor, der direkt mit der DNA
interagiert. In der Niere bedingt Aldosteron eine erhdhte Expression der Gene, die fiir die
basolateralen Na'-K*-ATPasen und luminalen Na* - und K*- Kanile kodieren. Na" wird
verstarkt riickresorbiert, K und H" im distalen Tubulus vermehrt ausgeschieden

(13,59,67,68).

Die Funktion des AT»- Rezeptors ist noch unklar. Man geht davon aus, dass er trotz seiner
geringen postnatalen Expression vasodilatatorisch, antiproliferativ und proapoptotisch
wirkt. Der Rezeptor fordert unter anderem die Apoptose von glatten Muskelzellen und

vermindert die regenerative, neointimale Angiogenese (69).

Die Aktivierung des RAAS-Systems spielt eine zentrale Rolle in der Progression der
chronischen Nierenerkrankung. Die Niere ist zum einen der Aktivator des RAAS-Systems,

gleichzeitig schidigt sie sich selbst durch seine Aktivierung. Die durch AT 11
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hervorgerufene Vasokonstriktion mit konsekutivem Hypertonus betrifft auch die afferente
und efferente Glomeruluskapillare. Es erhoht sich der intrakapilldre Druck. Es kommt zur
Druckdiurese und folglich zur Schiadigung der Blut-Harn-Schranke (70). Die Proteinurie
fordert das fibrotische Remodelling (71). Die Verwendung von ATi- Rezeptorblocker bzw.
ACE- Hemmer hat renoprotektive Wirkung (72).

AT II hat weiters fibroproliferative und proinflammtorische Wirkung, die den fibrotischen
Remodellingprozess in der Niere, durch u.a. das Ausschiitten von Chemokinen oder die

Produktion von reaktiven Sauerstoffspezies (reactive oxygen species, ROS), fordern (73).

Aldosteron scheint ein unabhéngiger Faktor im Prozess des fibrotischen Remodellings in
der Niere zu sein. Im Herzen ist bereits bekannt, dass eine exzessive Aldosteronproduktion
nach einem Herzinfarkt die Myokardfibrosierung fordert (74). In der Niere scheint
Aldosteron durch Signalwege des transforming growth factor B (TGF-B) die
Kollagensynthese hoch zu regulieren und proliferativ auf Fibroblasten zu wirken (75). Die
aldosteron-abhingige Bildung von ROS und demnach von oxidativem Stress in den
proximalen Tubuluszellen fordert deren Apoptose (76), AT II und Aldosteron steigern die
Bildung des Plasminogen-Aktivator-Inhibitor ~1(PAI-1), einem Mediator der

Glomerulosklerose und interstitiellen Fibrose (77).

Angiotensinogen Kininogen
 [Renin | [Kallkrein
Angiotensin | Bradykinin
| > E=m— G
Li
Angiotensin |1 Inaktive Spaltprodukte
/ \
AT,- Rezeptor AT~ Rezeptor
= Vasokonstriktion «  Vasodilatation
= Salz-u Wassemglention = Apoptose
* Aldosteronfreisetzung
= Zellprodiferation-
U differenzierung
*  Flbose
# [nflammation

Abb. 12 Schematische Darstellung des RAAS- Systems
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1.2.9.4 Kalium

Wihrend Natrium vorwiegend extrazellular vorkommt, befindet sich sein Gegenspieler
Kalium (K") zu 98% intrazellulir. Im Blutplasma befinden sich lediglich 0,4% des
Korperkaliums, welches 3,5-5,5mmol/l entspricht. Aufgenommen wird Kalium {iber die
Nahrung, ausgeschieden wird es zu 90% renal und zu 10% fikal. Wéhrend der
Nahrungsaufnahme wird Insulin freigesetzt. Insulin stimuliert die Na"-K"-ATPase zur
erhohten K*-Aufhahme. Ein Stimulus, der den K™-Shift vom EZR in den IZR bewirkt. In
der Niere wird K frei filtriert und im proximalen Tubulus durch parazelluldren Transport,
sowie im dicken aufsteigenden Ast der Henle Schleife durch den Na" K 2Cl Kotransporter
fast ginzlich riickresorbiert. Das ausgeschiedene K entspricht weitestgehend der Leistung
der aldosteron-abhéngigen K'-Ausscheidung im Sammelrohr. Die Aldosteronsynthese
steigt schon bei gering gradigen extrazelluliren K'-Konzentrationsinderungen und kann

die renale Ausscheidung von durchschnittlich 65mmol/Tag auf 500mmol/Tag steigern.

Die Aktivitit der basolateralen Na"-K"-ATPase erhoht sich, zusitzlich kommt es zu einer
vermehrten Bildung von apikalen Na'- und K'-Transportkanilen. Dieser Prozess ist wie
oben bereits erwdhnt hormonell, aber auch pH-abhédngig reguliert. Bei einer erhohten
extrazelluldren Protonenkonzentration (Azidose) kommt es zu einer K'-Retention. Die
extrazelluldire K'-Konzentration wird in strengen Grenzen gehalten, da das
Kaliumkonzentrationsgefdlle ~ zwischen [ZR  und EZR die Basis des
Ruhemembranpotenzials und damit auch Aktionspotenzials ist. Kleinste Anderungen im
Kaliumhaushalt haben bereits Auswirkungen auf das Erregungspotential der Zelle. Eine
Storung im K'-Haushalt ist eng mit dem Séure-Base Haushalt vergesellschaftet, da K und
H" gegeneinander zwischen IZR und EZR ausgetauscht werden koénnen. Da K™ das
osmotisch wirksamste Kation der IZR ist, bestimmt seine Konzentration wesentlich das

Zellvolumen.

Eine Verdnderung der K*-Plasmaspiegel bei Patienten mit CKD tritt meist erst in spateren
Stadien (ESRD) auf. Ausnahmen sind u.a. der hyporenindmische Hypoaldosteronismus,
Diabetes, metabolische Azidose oder tubulointestitielle Erkrankungen, die vor allem den
distalen Nephronabschnitt betreffen. Bei einer Verminderung der GFR {iberwiegt die
Hyperkalidmie (>5,5mmol/l) gegeniiber der Hypokalidmie. Hyperkalidmie fiihrt zu einer
erhohten Erregbarkeit der Zellen. Besonders am Herzen fiihrt dies zu

Herzrhythmusstorungen, die bis zum Herzstillstand fiihren konnen (13,45,59,78,79).
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1.2.9.5 Kalzium-und Phosphat

1.2.9.5.1 Kalzium
99% des Korperkalziums (Ca®") liegt an

Phosphat gebunden im  Knochen vor ,W:; '_ _r:.;,-ﬂ;__.r\ﬂ
(Kalziumphosphat, Ca3(POy4),). Die restlichen . ‘ . .
1% verteilen sich auf den Extra- und e el e
Interzellularraum. Im Blut liegt Ca** in drei e e
verschiedenen Formen vor (Abb. 13). avg;zcli:;:r- 4[.. 13,6%

Fast 40% des Plasma-Ca’" sind an Proteine [ 0 i

(z.B. Albumin, Fetuin) gebunden, ca. 14% sind o > ";f;';j}*'
an niedermolekulare, organische Stoffe als Glam %) 05 30

Komplex gebunden und 47% liegen frei e J

(ionisiert) vor. Rund 60% des Ca®" sind n=29]

diffusibel, d.h. sie konnen in das Interstitium Abb. 13 Verteilung des Korperkalziums aus
. Loffler G, Petrides PE, Heinrich PC. Biochemie
eintreten. und Pathobiochemie. Auflage: 8., véllig neu

Insgesamt entsprechen 1% 2,2—2,6mmol/l im bearb. Aufl. 2007. Heidelberg: Springer; 2006.

Blutplasma, wobei dieser physiologische Bereich streng reguliert wird und nur geringen
Schwankungen unterliegt. Nur 47% davon sind frei und somit regulierbar.

Ca?" hat eine Reihe an Aufgaben im Kérper. Als Kalziumphosphat (Caz(POgy)y )baut es

Knochen und Zidhne auf. Gleichzeitig dient der Knochen als mobilisierbarer Speicher fiir
Ca®*. Ca*' aktiviert die Blutgerinnung der Aktivierung und ist essentiell fiir die
Muskelkontraktion. Ca** ist zudem ein wichtiger zweiter Botenstoff (second messenger) in

der Zellsignaltransduktion.

Aufgenommen wird Kalzium zu 30% durch den Kalzitriol-abhdngigen
Transportmechanismus im Duodenum und zu 8-23% durch passive Diffusion im
Diinndarm (Illeum). Ausgeschieden wird Ca*" renal und fikal. In der Niere wird Ca*"
parathormonabhingig im distalen Tubulus riickresorbiert bzw. ausgeschieden. Den an der
Kalziumausscheidung bedeutenderen Anteil hat der unregulierte Verlust iiber die Faezes

(13,78,80,81).
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1.2.9.5.2 Phosphat

85% des Korperphosphats (P) kommt gebunden an Ca** in Knochen und Zihnen vor
(siche oben). 14% verteilen sich in Form von Phosphorester, Phosphorproteine und freien
Phosphationen in Zellmembranen und Bindegewebe. Die restlichen 1% befinden sich in
der Extrazellularfliissigkeit, wobei P frei und anorganisch vorliegt.

Im Gegensatz zur Plasma-Ca’**-Konzentration unterliegt die Plasma-P-Konzentration
grofleren Schwankungen mit einem physiologischen Bereich von 1-2mmol/I.

Phosphat baut als Kalziumphosphat den Knochen auf. Zusitzlich kommt Phosphat
praktisch in jeder Zelle vor. Unter anderem als Bestandteil der Nukleinsdure (DNA/RNA),
des Adenosintriphosphats, der Phospholipiden der Zellmembran und des sekundiren
Signalstoffs zyklisches Adenosinmonophosphat (cAMP). Im Blut und Urin wirkt P als
Puffer. Insgesamt hat P im Blut durch sein vor allem intrazellulires Vorkommen nur eine
geringe Pufferkapazitdt. Im Urin stellt es das wichtigste Puffersystem dar.

Anorganisches Phosphat wird im Jejunum resorbiert. Uber 90% des Plasmaphosphats wird
in der Niere filtriert, wobei 80% wieder iiber einen Na'-P-Kotransporter (NaPi)
riickresorbiert werden. P wird in Form von HPO4* im Kotransport mit Na" mittels
spezifischer Transporter im proximalen Tubulus resorbiert. Die Anzahl der Transporter ist
hormonell reguliert durch Parathormon (PTH), Kalzitriol, Fibroblast Growth Factor-23
(FGF23) bzw. dessen Korezeptor Klotho.

Da P im Blut, im Gegensatz zu Ca?*, vor allem in seiner freien Form vorliegt, entspricht
die gefilterte Menge der Plasma-P-Konzentration. Auf Anderung der Plasma-P-
Konzentration kann die Niere somit rasch reagieren und stellt den wichtigsten Regulator in

der Phosphathomdostase dar (13,78,82).

1.2.9.5.3 Loslichkeitsprodukt
Die freie Ca** und P- Konzentration im Blutplasma hingen {iber ein gemeinsames
Loslichkeitsprodukt (Kr) zusammen. Steigt die Phosphatkonzentration vermindert sich die

Konzentration an freien, ionisieren Ca*" im Blut (Abb. 14) (13).

Ki= [Ca* ] [PO4*

Abb. 14 Loslichkeitsprodukt von Ca3(POy)
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1.2.9.5.4 Hormone des Kalzium- und Phosphathaushalts
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Abb. 15 Kalzium- und Phosphathaushalt- die Haupteinflussfaktoren aus Hu MC, Shiizaki K, Kuro-o M, Moe
OW. Fibroblast growth factor 23 and Klotho: physiology and pathophysiology of an endocrine network of
mineral metabolism. Annu Rev Physiol. 2013;75:503—-33

1.2.9.5.4.1 Parathormon

Parathormon (PTH) ist ein Peptidhormon, gebildet in den Epithelkorperchen der
Nebenschilddriise (Glandula parathyroidea). Messen Ca** sensitive Rezeptoren der
Epithelzellen ein Absinken des freien Ca**, so wird vermehrt PTH gebildet. Ein alleiniger
Anstieg des freien Phosphats fiihrt auch ohne Anderung des Serum-Ca?" oder Kalzitriols

zu einer vermehrten Synthese von PTH (83-85). Wie das freie Phosphat gemessen wird ist
jedoch unklar. Angenommen wird, dass Anstieg des freien Serumphosphors zu einem
erniedrigten Serum-Ca?" fiihrt (siehe Kapitel 1.2.9.5.3 Léslichkeitsprodukt) (86).

PTH stimuliert den Knochenabbau, hemmt die renale Phosphatriickresorption (fordert die
Phosphaturie), erhoht die FGF23 Synthese und erhdht die Ca** Resorption im Darm durch
Interaktion mit dem  Vitamin D-Haushalt. Dabei besteht ein negativer

Feedbackmechanismus zwischen FGF23 und PTH, sowie Kalzitriol und PTH (Abb. 15).

In der Niere wird dieser Effekt durch Hemmung des Na'-P Transporters erreicht.
PTH ist lediglich fiir eine rasche Gegenregulierung bei einer Hypo-Ca®" sinnvoll. Da es
primir das Ca®" aus dem Knochen mobilisiert, wird im Zuge der PTH Ausschiittung

Vitamin D vermehrt synthetisiert (13,78,82).
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1.2.9.5.4.2 Vitamin D3

Synonyme: Kalzitriol, Cholecalciferol, 10,25 Dihydroxy-Cholecalciferol, 10,25 Dihydroxy-
Vitamin D3

Kalzitriol gehort zu den Steroidhormonen. Seine Biosynthese beginnt in der Leber aus
Cholesterin. Hier wird Cholesterin durch die Cholesterin-Dehydrogenase in 7-
Dehydrocholesterin umgewandelt. In der Haut entsteht unter Einfluss von UV-Strahlung
Cholecalciferol. Nach einer erneuten Passage durch die Leber und der Umwandlung zu 25-
Hydroxy-Cholecalciferol (Calcidiol) wird das Produkt in der Niere durch die la-
Hydroxylase zu 10,25 Dihydroxy-Cholecalciferol (Kalzitriol) aktiviert.

Sekretionsstimuli fiir die Vitamin D-Synthese sind ein erhoéhter PTH und ein erniedrigter
Ca?" und Phosphatspiegel im Plasma. Dabei besteht ein Wechselspiel mit PTH. Ein
erhohtes PTH ist zwar ein Sekretionsreiz, ein erhohter Vitamin D Spiegel senkt den PTH
Spiegel.

Kalzitriol bindet an einen intrazelluliren Vitamin D Rezeptor, der im Zellkern die
Transkription bestimmter Gene beeinflusst. Im Darm ermdglicht Kalzitriol die Absorption
von Ca*" und Phosphat durch die Synthese von Transportkanilen (TRPV5/6, Calbindin D
und Na'-P-Kotransporter). In der Niere erhoht es die Ca?’-Resorption im proximalen
Tubulus und beschleunigt die PTH-abhingige Ca®’-Riickresorption. Im Knochen induziert
Kalzitriol die Bildung von Osteocalcin in Kombination mit Vitamin K. Es fordert den
Einbau von Ca’*" und damit die Knochenmineralisation (13,78,87). Weiters stimuliert
Kalzitriol die Bildung von Klotho. Die la-Hydroxylase wird nicht nur in der Niere
gebildet, sondern wurde auch in Geweben der Prostata, der Brust, des Darms, der Lunge,
der B-Zellen des Pankreas, der Schilddriise, als auch in Monozyten gefunden. Das
extrarenal gebildete Kalzitriol hat vor allem autokrine/ parakrine Aufgaben, die u.a. das
Zellwachstum und die -proliferation, sowie die Modulation von immunologischen

Prozessen betreffen (Abb. 15) (88).

Kalzitriol wird durch die 24 Hydroxylase zur wasserldsliche Calcitroinsdure abgebaut.

Eine erhdhte Phosphat-Plasmakonzentration steigert die Aktivitdt, PTH senkt sie (89,90).

1.2.9.5.4.3 Calcitonin
Calcitonin ist ein Peptidhormon und wird in den C-Zellen der Schilddriise (Glandula
thyroidea) gebildet. Es kann als direkter Gegenspieler des PTH gesehen werden, dessen

Sekrektionsstimulus die Hyperkalzdmie ist. In der Niere wirkt es synergistisch zu PTH. Es
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steigert die Phosphatausscheidung und erhdht die Ca?" -Resorption. Im Knochen wirkt es
jedoch als Antagonist zu PTH, indem es die Osteoklastenaktivitdt herunter reguliert. Es

fordert die Knochenmineralisation (Abb. 15) (13,78).

1.2.9.5.4.4 FGF23/Klotho

1.2.9.5.4.4.1 FGF 23

Die Fibroblasten-Wachstumsfaktoren (FGF) erfiillen wichtige Aufgaben in der
Entwicklung und im Metabolismus des Menschen (91,92). Der Fibroblasten-
Wachstumsfaktor-23 (FGF 23) gehort gemeinsam mit FGF19/ (FGF15) und FGF21 einer
Subfamilie der Fibroblasten-Wachstumsfaktoren an. Diese Subfamilie zeichnet sich durch
ithre vor allem endokrinen Eigenschaften und ihre hormonelle Wirkung aus (91,93). FGF23
spielt dabei u.a. eine wichtige Rolle im Phosphatstoffwechsel (94).

FGF23 zeigt dariiber hinaus Eigenschaften eines CKD Biomarkers und Prognosefaktors
(95). FGF23 wird schon in friihen Stadien der CKD exprimiert (G2) und korreliert
dosisabhdngig mit der Progression der CKD (96-99). Weiters gilt FGF23 als unabhéngiger
Risikofaktor fiir einen erhohten left ventricular mass index und geht signifikant mit einer
erhohten Prdvalenz an linksventrikuldrer Hypertrophie einher (100). Beide Faktoren
beeinflussen die kardiovaskulidre Mortalitit. Im ersten Jahr der Hadmodialysetherapie
korreliert FGF 23 positiv mit der Mortalitétsrate (101). Unklar ist, ab welchem definierten
Schwellenwert FGF23 als erhoht bezeichnet werden kann (95).

FGF23 wird hauptsdchlich im Knochen von den Osteozyten und Osteoblasten, von den
endothelialen Zellen der vendsen Sinusoide des Knochenmarks, aber auch vom Thymus
gebildet (92,102). Unterschiedliche Stimuli, wie u.a. eine erhdhte Plasma-P-Konzentration,
eine erhdhte PTH- und Kalzitriolkonzentration, ein erniedrigtes Serum-Ca®" und auch
niedriges Klotho flihren zu einer vermehrten FGF23 Synthese (Abb. 15, Abb. 16) (82,103—
105).
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Abb. 16 Stimuli der FGF23 Sekretion aus Silver J, Naveh-Many T. FGF-23 and secondary
hyperparathyroidism in chronic kidney disease. Nat Rev Nephrol. November 2013,;9(11):641-9.
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Die Modulation der FGF23 Plasmakonzentration ist jedoch komplex. Wahrend i.v.
Injektionen von Phosphat keinen FGF23 Anstieg nach sich zogen, zeigen sich diese Effekte
bei anhaltender phosphatreicher Erndhrung (106—-108). Dabei ist unklar, wie und wodurch
die Phosphatkonzentration im Kdorper bestimmt wird (95). Die Plasma-P-Konzentration als
Stimulus allein geniigt nicht. Eine moglicher Stimulus ist das Verhiltnis von
anorganischem Phosphat zu Pyrophosphat im Knochen (109). PTH wirkt, trotz seiner
konsekutiven Erhohung des Kalzitriolspiegels, auch direkt als unabhédngiger Faktor der
FGF23 Synthese (110-112). PTH erhoht zeit- und konzentrationsabhingig die Bildung von
FGF23 mRNA (113). Dies geschieht aber nur, wenn sich durch den PTH-Anstieg eine
Normokalzédmie einstellt. Bleibt eine Hypokalzdmie <4mg/dl bestehen, dann folgt kein

Anstieg der FGF23 Synthese (114).

Erhohte FGF23 Spiegel sind auch mit Osteomalazie und Rachitis assoziiert (115). Die
vermehrte Expression fithrt zu einer verminderten Phosphatresorption in der Niere (und
einer vermehrten Phosphaturie) durch Hemmung des Na'-P-Kotransporters (NaPi-2a,
NaPi-2c) im proximalen Tubulus (116-118). Gleichzeitig hemmt FGF23 die
Hydroxylierungsprozesse im Vitamin D Metabolismus sowohl in der Leber, als auch in der
Niere und fordert den Abbau von Vitamin D, indem es die Aktivitit der 24-Hydroxylase
steigert (117,119-121). Weiters inhibiert FGF23 die PTH Synthese, indem es in der

Schilddriise die Expression der Ca®" sensitiven Rezeptoren, als auch die der Vitamin D
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Rezeptoren erhoht, sowie die Zellproliferation hemmt (122,123). Die Expression von

Klotho wird in der Schilddriise ebenfalls durch FGF23 gesteigert (122).

1.2.9.5.4.4.2 FGF23-Klotho-Rezeptorkomplex

Um dieser Wirkungen zu entfalten bindet FGF23 an den membranstéindigen Rezeptor der
FGF-Familie. Die Bindung der endokrinen FGF Subfamilie an ihren Rezeptor (FGFR) ist
jedoch nur von geringer Affinitdt, denn den endokrinen FGFs fehlt die heparin-bindende
Domine. Diese ist zwar von Vorteil um die Sekretion zu férdern, andererseits wird es sich
negativ auf das Bindungsvermdgen aus (124-126). Bedingt durch diese geringe
Bindungsaffinitit bendtigt FGF23 a-Klotho als Korezeptor (124,127). FGFR und a-Klotho
bilden einen Komplex (klotho fibroblast growth factor receptor 1 complex) (109), der
FGF23 nun mit einer hoheren Affinitét bindet als eines der Faktoren es allein wiirde (128).
Dennoch  scheint FGF23 auch unabhingig zu wirken, indem es die
Osteoblastendifferenzierung, sowie die Knochenmineralisierung hemmt (129). Eine direkte
Wirkung von FGF23 ohne Klotho auf den Phosphatstoffwechsel konnte bisher nicht
festgestellt werden (130).

1.2.9.5.4.4.3 Klotho

Das Klotho Gen kodiert jeweils fiir drei Typ-I Transmembranproteine (a-Klotho, $-Klotho,
v-Klotho), die einen extra, sowie intrazelluldren Teil besitzen. Sie werden gewebeabhéngig
exprimiert und bilden mit unterschiedlichen FGF Komplexe. Da die meisten Gewebe
FGFR exprimieren, bestimmt die gewebeabhingige Exprimierung von Klotho die
endokrine Aktivitit der FGF (131,132). FGF23 bildet mit a-Klotho einen Komplex.
a-Klotho wird in der Niere und in der Schilddriise exprimiert und hemmt beispielsweise
die PTH Sekretion (122). In der Niere wird a-Klotho vor allem in Zellen des distalen
Tubulussystems, exprimiert (133,134). Obwohl es den Anschein hat, dass die meiste
FGF23 Wirkung im proximalen Tubulus stattfindet, wird dort a-Klotho vergleichsweise
wenig exprimiert (135). Mogliche Erkldrungsmodelle konnten ein direkter Signalweg
durch FGF23 im proximalen Tubulus sein, sodass schon wenige FGF23-Klotho Komplexe
ausreichen und/oder FGF23 und Klotho gehen den Komplex im distalen Tubulus ein und
wirken iiber parakrine Faktoren auf den proximalen Tubulus zuriick (125,136). Stimuli fiir
die renale Klothoexpression ist eine erhohte CYP27bl Aktivitidt (kodiert fiir die a-

Hydroxylase), so u.a. eine phosphatreiche Diét (137).
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Klotho kodiert zwar fiir ein Typ-I Transmembranprotein, doch kann Klotho durch
alternatives SplieBen auch als 16sliches Protein synthetisiert werden. Weiters kann -
Klotho, im Gegensatz zu B-Klotho und y-Klotho, seine extrazellulire Doméne in die
Zirkulation abgeben und ist im Blut, im Urin und in der zerebrospinalen Fliissigkeit
detektierbar (125). In seiner zirkulierenden Form hat Klotho regulatorische Funktionen und
wirkt als glykanmodifizierendes Enzym (125). Es erhoht unter anderem die Ca?* und K*
Aufnahme und vermindert die P-Resorption, indem es die Endozytose der Rezeptoren
inhibiert  bzw. stimuliert ~ (138-140).  Durch  Interaktion @ mit  Insulin,
Insulinwachstumsfaktor-1 (IGF-1)und TGF-$ oder ihren Rezeptoren hemmt Klotho ihre
Aktivitdit und wirkt so u.a. der renalen Fibrosierung entgegen (141). Dabei ist unklar
welchen Rezeptor und welche Signalkaskade das zirkulierende Klotho verwendet (125).
Den Einfluss von Klotho auf den Kalzium- und Phosphathaushalt zeigt sich insbesondere
bei Klotho knock-out Miusen (Klotho”"). Sie weisen eine Hochregulierung der o-
Hydroxylase und eine Herunterregulierung der 24- Hydroxylase auf und demnach hohe
Kalzitriolplasmaspiegel (142). Das Uberangebot an Kalzitriol scheint sich verschlechternd
auf den bestehenden Alterungsprozess auszuwirken und fordert die ektope Kalzifizierung
(143). In Wildtypmausen fiihrt eine Vitamin D Gabe zu einer Hochregulierung der renalen
Klotho Expression (144).

1.2.9.6 Mineral bone disorder (MBD)

Die chronische Nierenerkrankung ist gekennzeichnet durch Stérungen im Kalzium- und
Phosphathaushalt mit einem begleitenden Ungleichgewicht der regulierenden Hormone,
welche schon in frithen Stadien der CKD auftreten.

Im klinischen Bild imponieren Frakturen, Osteoporose und Osteomalazie. Die Patienten
weisen vermehrt Gefa3verkalkungen auf, die zu einem erhohten kardiovaskuldren Risiko
beitragen (145—-147). Diese Verdnderungen im Rahmen der CKD werden als Chronic
Kidney Disease- Mineral and Bone Disorder (CKD-MBD) bezeichnet und beschreiben die
im Rahmen der CKD auftretende Komplikationen: renale Osteodystrophie (ROD) und
ektope (vaskuldre) Kalzifizierung. Unterschiedliche CKD Stadien weisen eine
unterschiedlichen Schweregrad der CKD-MBD auf (9,148). Die ROD ist ein
Sammelbegriff fiir unterschiedliche ossdre Verdnderungen, so wu.a. fiir die

hyperparathyreote Osteopathie (,,high-turnover®), die gemischte Knochenldsion, die
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Osteomalazie und die adyname Knochenerkrankung (10). Die héufigste Form in CKD
Patienten ist die hyperparathyreote Osteopathie (149).

Im Stadium 3 der CKD ist die Niere nicht mehr fahig Phosphat in ausreichenden Mengen

auszuscheiden. Die FGF23 mediierte Ausscheidung von Phosphat erfolgt durch die
Hemmung der Na/Pi Kotransporter NaPi2a und NaPi2 ¢ im proximalen Tubulus (150,151).
Bedingt durch die Hyperphosphatdmie wird zudem vermehrt PTH synthetisiert und die
Nebenschilddriisenzellproliferation angeregt (152). Es entwickelt sich ein sekundérer

Hyperparathyreoidismus (9).

Die FGF23 Synthese wird zum einen durch die Hyperphosphatdmie selbst, als auch durch
das gesteigerte PTH- und Kalzitriolsynthese stimuliert. Dennoch ist ein Anstieg des FGF23
vor einem Anstieg des PTH zu verzeichnen (99). Eine mdgliche Erklarung dafiir ist, dass
schon geringe Mengen an PTH ausreichen, um einen FGF23 Anstieg zu bewirken (109),
eine andere dass mit zunehmender Progression der CKD die Expression von Klotho sinkt
und die Niere eine Resistenz gegeniiber dem zirkulierenden FGF23 entwickelt (153,154).
Die gesteigerte FGF23 Aktivitdt fiihrt zu keiner Supprimierung der PTH Produktion im
Sinne eines negativen Feedbackmechanismus. Die Hauptzellen der Nebenschilddriisen
werden 1m Laufe der Erkrankung gegeniiber FGF23 resistent (155). Die
Hyperphosphatdamie bleibt bestehen.

Vor einer Erhhung des PTHs tritt eine Erniedrigung der Kalzitriolplasmakonzentration auf
(156). Studien zeigen, dass diese Erniedrigung durch FGF23 ausgel6st wird (157).
Gleichzeitig stimuliert die niedrige Kalzitriolkonzentration, vielmehr der niedrige Ca*'-

Serumspiegel, die PTH Synthese (149,158).

Insgesamt stellt sich in einer hormonellen Dysbalance eine positive Phosphorbilanz im
Korper ein. Der iiberschiissige Phosphor wird nun nicht mehr nur im Knochen, sondern

auch in Weichteilen und dem Gefél3system abgelagert (159).
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Das Saure-Basen Gleichgewicht wird sowohl respiratorisch durch die Lunge, als auch

metabolisch durch die Niere reguliert.

Hinweis auf eine metabolische Azidose sind ein niedriger pH Wert <7.36 und eine niedrige

Bikarbonatkonzentration ([HCO37]) im Serum (10,160). Man unterscheidet hauptséchlich

zwei Formen der metabolischen Azidose, die durch Berechnung der Anionenliicke

unterschieden werden: vergroflerte Anionenliicke liegt bei normochlordmischer Azidose,

eine normale Anionenliicke bei hyperchlordamischer Azidose vor (10). Die Anionenliicke

berechnet sich aus der Differenz der hadufigsten messbaren Kationen und Anionen und

betrigt normalerweise ca. 12mmol/l (Abb. 17) (161).

Anionenliicke (mmol/l) = [Na+] — ([CI"I+[HCO37])

Abb. 17 Berechnung der Anionenliicke

Die angegeben Kationen und Anionen sind lediglich Vertreter und geben nicht die gesamte

Menge an Anionen und Kationen im Blut
wieder (Tab. 6). Kalium, ein weiteres Kation,
wird in dieser Formel beispielsweise auller
Acht gelassen, da es vor allem intrazelluldr
vorkommt (16). Eine metabolische Azidose
mit vergroBerter Anionenliicke entsteht, wenn

zusitzliche, nicht gemessene Sduren im Blut
zu einem Abfall von HCO3~ fiihren. Solche
zusdtzlichen Séduren konnen beispielsweise
Ketonkorper und Acetylsalycylat sein (Abb.

18) (5,10). Bei einer metabolischen Azidose

mit normaler Anionenliicke kommt es auch zu

einem HCO3~ Abfall, der jedoch durch eine

hohe Chloridkonzentration [Cl~] ausgeglichen
wird (Abb. 19).

gl mwall mmolkg Mlasmawasser
Elektrolyte
Kationen
Matrism L 147 152
Kalum 016 4 a4
Kalyum oo g E |
Magnesaum 003 3 16
Irspesanmt 154
Arionen
Chiond 165 103 110
Bikarbwonat 1,65 ) M
Phosphat 0,10 F 1
Suilfat 0os 1 1
Organische Sauren 5
Proteine B4-80 L[
Irraggesarmsd 154
Nichtelektrolyte
Glukose 07-11 5
Harrsolf 0,40 7

Tab. 6 Mittlere Konzentration der Elektrolyte
und Nicht-Elektrolyte im menschlichen
Blutplasma aus Schmidt RF, Lang F, Heckmann
M. Physiologie des Menschen: mit
Pathophysiologie. Auflage: 31. Aufl. 2011.
Heidelberg: Springer; 2010. 979 p. S. 479

27 |Seite



EINLEITUNG

CAUSES OF HIGH-ANION-GAP METABOLIC ACIDOSIS

Lactic acidosis Toxins
Ketoacidosis Ethylene glycol
Diabetic Methanol
Alcoholic Salicylates
Starvation Propylene glycol
Pyroglutamic acid
Renal failure (acute and chronic)

Abb. 18 Ursachen fiir eine normocholdrmische Azidose aus Jameson JL, Loscalzo J. Harrison's
Nephrology and Acid-Base Disorders. Auflage: 0002. New York: Mcgraw Hill Medical; 2013. S. 46

CAUSES OF NON-ANION-GAP ACIDOSIS

l. Gastrointestinal bicarbonate loss
A Diarthea
B. External pancreatic or small-bowel drainage
D. Drugs
1. Calcium chioride (acidifying agent)
2. Magnesium sulfate (diarrhea)
3. Cholestyramine (bile acid diarrhea)
Il. Renal acidosis
A :
1. Proximal RTA (type 2)
2. Distal (classic) RTA {type 1)
B. Hyperkalemia
1. Generalized distal nephron dysfunction
{type 4 RTA}
a Mineralocorticoid deficiency
b. Mineralocorticoid resistance (autosomal
dominant PHA 1)
¢. Voltage defect (autosomal dominant PHA |
and PHA I
d. Tubulointerstitial discase
lil. Drug-induced hyperkalemia (with renal insufficiency)
A Potassium-sparing diuretics (amiloride, triamterene,
spironolactone)
B. Trimethoprim
C. Pentamidine
D. ACE-ls and ARBs
E. Nonsteroidal anti-inflammatory drugs
F Cyclosporine and tacrolimus

Abb. 19 Ursachen fiir eine hypercholdrmische Azidose aus Jameson JL, Loscalzo J. Harrison's
Nephrology and Acid-Base Disorders. Auflage: 0002. New York: Mcgraw Hill Medical; 2013. S. 49

Bei Patienten mit fortgeschrittener CKD bildet sich eine Azidose als Ergebnis einer
verminderten Bildung von Bicarbonat und der Retention von H+ Ionen aus. Beide Formen
der metabolischen Azidose konnen auftreten. Bei ca. 20% der Patienten konnen die
Parameter des Saure-Basenhaushalts sogar im Normalbereich liegen, selbst wenn die GFR

Rate bereits um 20% abgefallen ist (162).
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Die Regulation des pH-Werts ist fiir die Funktion von Enzymen, fiir die tertidre
Proteinfaltung und die Funktionsweise von Hormonen elementar wichtig (163). Folgen
einer metabolischen Azidose wirken sich neben der Atmung, dem Herzen und dem
Nervensystem auf den Erndhrungszustand und den Knochenstoffwechsel aus (79,160).
Metabolische Azidosen fiihren in der Regel zu einer respiratorischen Gegenregulation. Es
kommt je nach Schwere der metabolischen Azidose zu einer vertieften regelméfigen
Atmung, die sogenannte Kussmaulatmung. Weiters zeigen sich Herzrhythmusstérungen
und zerebrale Storungen wie Kopfschmerz, Lethargie, Somnolenz bis hin zum Koma

(5,10).

rsLulir

_l,-'. Reduced
f sarum leptin

'.r" /f‘? Protective
J effect

FProtein-energy malnutrition

Abb. 20 Metabolische Azidose und ihr moglicher Einfluss auf Protein-Energie Mangelerndhrung aus
Mehrotra R, Kopple JD, Wolfson M. Metabolic acidosis in maintenance dialysis patients: Clinical
considerations. Kidney Int. Dezember 2003,;64(588):513—S26.

Die metabolische Azidose hat einen Einfluss auf den Erndhrungszustand durch eine sich
entwickelnde Dysbalance zwischen Proteinsynthese und- abbau, einer erhohten
Insulinresistenz, der Aufrechterhaltung einer chronischen Inflammation, sowie eine

verminderte Serumleptinkonzentration im Blut (Abb.20) (164).

Die metabolische Azidose erhoht die renale Kalziumausscheidung ohne eine
kompensatorisch vermehrte intestinale Resorption (165,166).Es kommt einer negativen
Kalziumbalance. Kalzium kommt zu 99% an Phosphor gebunden in Knochen und Zdhnen
vor (13). Ein Kalziumverlust wird durch eine Freisetzung aus Knochen und Zéhnen
ausgeglichen. Die Azidose induziert eine Knochendemineralisation (Abb. 21) (167). In

vitro Studien haben gezeigt, dass im Rahmen einer metabolischen Azidose Kalzium aus
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dem Knochen freigesetzt wird (167). Das freigesetzte Kalzium und Phosphat dient als
extrazelluldres Puffersystem, um das Séure-Base Gleichgewicht aufrecht zu erhalten (168—
171). Ursache sind zum einen eine direkte Schidigung der Knochenoberflache als auch die

Stimulation von Osteoklasten und die Inhibition von Osteoblasten auf Zellebene (172—174).

Die Osteoblasten werden stimuliert Prostaglandine (PG) freizusetzen (175). PG sind
multifunktionale Regulatoren, die im Knochen sowohl die Resorption durch aktivierte
Osteoklasten stimulieren oder inhibieren konnen. Sie werden nicht ausschlieBlich von
Osteoblasten gebildet, wodurch ihre Bildung und Funktion von vielen verschiedenen
Faktoren abhingig sein kann (176,177). In vivo Studien zeigen, dass der Haupteffekt
exogener PG, hier vor allem Prostaglandin E> (PGEz ), in der Knochenresorption liegt,
indem sie Differenzierung und Bildung von Osteoklasten stimulieren (178,179). Dabei
korreliert der durch die Azidose induzierte Kalziumausstrom direkt mit der PGE»
Konzentration (180). Die Inkubation in azidotischem Milieu stimuliert zudem in
Osteoblasten die vermehrte Expression von RANKL (180).0b jedoch eine Korrektur der

metabolischen Azidose zu einem gegenteiligen Effekt fiihrt ist bisher unklar.

Die metabolische Azidose hat neben der direkten Wirkung auch auf indirektem Wege

Einfluss auf die Knochenmineralisation.

Eine metabolische Azidose fithrt zur Hyperkalziurie, einer hoheren Serumkonzentration an
ionisiertem Kalzium (181,182) und einem Anstieg der PTH- Plasmakonzentration
(183,184). Die Kombination von metabolischer Azidose und Hyperparathyreoidismus
wirkt synergistisch auf den ossdren Kalziumabbau (185-187). Zudem wird auch die
Signaltransduktion iiber den PTH Rezeptor im sauren Milieu verstirkt, indem die
Konzentration der PTH/PTHrP-Rezeptor mRNA steigt, die Bindung von PTH an seinen
Rezeptor  verstirkt und  die Generierung ~ PTH-abhédngigen  zyklischen
Adenosinmonophosphat (cAMP) gefordert wird (188,189).

Im Rahmen einer metabolischen Azidose ist die Aktivitit der 1-o-Hydroxylase im
Tubulussystem bei Ratten vermindert. Was dies fiir das Stoffwechselprodukt 1,25-
Dihydroxycholecalciferol im Serum bedeutet ist unklar (190,191). Studien prédsentieren
unterschiedliche Ergebnisse. So hat das saure Milieu (k)einen Einfluss bzw. nur unter

bestimmten Rahmenbedingungen (akute metabolische Azidose) (192—-195).

Eine Korrektur der metabolischen Azidose wirkt dem Knochenabbau entgegen (196-200).
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Ein niedrige Bikarbonatkonzentration im Serum fiihrt zu einer verminderten eGFR, einer

vermehrten Proteinurie und somit zur Progression der Niereninsuffizienz (201,202).

Der respiratorischen Azidose liegt eine andere Pathophysiologie zu Grunde, die zu einer
Erhohung des arteriellen CO, Partialdrucks fiihrt und das Sdure-Basen Gleichgewicht
verschiebt (12). Obwohl auch hier das Stoffwechselmilieu ein saures ist, kommt es zu
keinem Kalziumausstrom aus dem Knochen, weder durch direkte, noch durch indirekte

Faktoren (203-207).

Metabolic acidosis

L 9

Direct Indirect
effects effects

. Vitamin D
Parathyroid hormone .

v L J i
Increased Increased receptor Increased binding nacreased 1o

Phymcochermc:al Inhibition of Stimulation of . : I :
dissolution of octeoblasts osteoclasts  Circulating levels — expression 0 receplor hydroxylase
bone |

Bone disease

Abb. 21 Metabolische Azidose und ihr Einfluss auf den Knochenstoffwechsel aus Mehrotra R, Kopple JD,
Wolfson M. Metabolic acidosis in maintenance dialysis patients: Clinical considerations. Kidney Int.
Dezember 2003,64(S88):S13-S26

1.2.9.8 Uréamie

Die Urdmie bezeichnet ein metabolisches Zustandsbild, das entsteht, wenn harnpflichtige
Substanzen nicht mehr mit dem Urin ausgeschieden werden. Urdmie tritt bei Patienten mit
CKD auf. Von den harnpflichtigen Substanzen unterscheidet man sogenannte
Urdmietoxine, die im Gegensatz zu den harnpflichtigen Substanzen, schéddlich auf den
Korper wirken. Sie akkumulieren im Blut und fiihren zum Symptomenkomplex des
urdmischen Syndroms (208). Dabei 16st nicht eine Substanz allein die urdmischen

Symptome aus. Vielmehr ist es ein Zusammenspiel mehrerer (209).
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Um als Urdmietoxin zu gelten, miissen gewissen Kriterien erfiillt werden. Nur wenige
harnpflichtige Substanzen erfiillen all diese Kriterien und koénnen dennoch als toxisch
gesehen werden (z.B. Phosphat und Kalium) (209). Eine Einteilung der
Retentionsparameter erfolgt nach physikochemischen Verhalten unter Dialysetherapie in
kleine, wasserlsliche Verbindungen (nicht-protein gebunden) (z.B. Harnstoff), protein-
gebundene Verbindungen (z.B. Homocystein) und mittlere Molekiile (z.B. Po-
Microglobulin, PTH) (208,210). Die European Uremic Toxin Work Group (EUTox) hat
2003 insgesamt 90 verschiedene Retentionswerte beschrieben und nach oben genannter
Einteilung klassifiziert (211). Harnstoff und Kreatinin werden meist als typische

Retentionswerte genannt.

Das urdmische Syndrom umfasst eine Vielzahl von biologisch verdnderten Prozessen, so
uv.a.: Immundysfunktion und Inflammation (212,213), Andmie (214,215),
GefaBwandverkalkungen (216,217), Osteodystrophie (218), Malnutrition (219,220) und
Gerinnungsstorungen (221,222).

Neben diesen toxischen Effekten ist das erhohte kardiovaskuldre Risiko selbst in frithen
Stadien der CKD von grofiter Bedeutung (223). Dabei ist unklar welcher Retentionswert
genau dafiir verantwortlich ist. Vielmehr resultiert die hohe kardiovaskulidre Morbiditit und
Mortalitdt aus dem Zusammenspiel der durch die Urdmie verdnderten biologischen

Prozesse.

1.2.9.9 Chronische Inflammation

In ESRD Patienten weisen hohere Konzentrationen an Inflammationsmarkern und Zeichen
des oxidativen Stresses auf. Viele Faktoren spielen beim Erhalt des chronisches
Inflammationsprozesses eine Rolle: Die Ursache der CKD, vor allem Diabetes mellitus
(224) oder Hypertension (225,226), Urdmietoxine (227-229), die Aktivierung des RAAS-
Systems (225,230,231), Infektionen (212) , Eiseniiberladung (232,233), verminderte
antioxidative Eigenschaft (234,235) und die Dialysebehandlungen (236-238).

Chronische Inflammation spielt auch eine wichtige Rolle in der Pathophysiologie der
Atherosklerose (239,240) und ist mit einer hohen kardiovaskuldren Mortalitat
vergesellschaftet (241-243).
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1.2.9.10 Aniimie

Die KDIGO Guidelines von 2012 definieren eine Andmie bei einem CKD Patienten bei
einer Himoglobinkonzentration von <13,0 g/dl (Ménner) bzw. <12,0 g/dl (Frauen) (9).

Die Privalenz der Andmie steigt mit abnehmender GFR Rate und steigender Proteinurie
(244,245). Die Ursachen fiir die Blutarmut sind mannigfaltig und betreffen sowohl eine
gestorte Synthese als auch eine verminderte Lebensdauer der Erythrozyten. Es entsteht das

typisch klinische Bild mit Blédsse, Abgeschlagenheit und Mattigkeit.

Die Niere ist die wichtigste Bildungsstitte von Erythropoetin (EPO). EPO ist ein
Wachstumsfaktor fiir die Bildung der Erythrozyten (45). Im Rahmen der CKD kommt es
zu einer verminderten Bildung von EPO bzw. einer Hyposensitivitit der Zielzellen im
Knochenmark (246,247). Es zeigt sich das Bild einer normozytiren, normochromen

Anéimie.

Eine Analyse des National Health and Nutrition Examination Survey IV ergab, dass rund
50% der CKD Patienten einen absoluten oder relativen Eisenmangel aufweisen, welche mit

abnehmender Kreatinin-Clearance zunimmt (Abb. 22 (248).

ng/ml or TSAT < 20%

404 | Men
304 Women
204
104

0

0-14.99 15-29.99 30-59.99 60-90 >3
(n=41) (n=202) (n=2579) (n=5300) (n=18020)

Percentage with Serum Ferritin < 100

Creatinine Clearance (ml/min)

Abb. 22 Prozentzahl an Mdnnern und Frauen mit einem Serumferritin < 100 ng/ml oder einer
Transferritinsdttigung(TSAT) < 20% nach Creatinin-Clearance aus Fishbane S, Pollack S, Feldman HI, Joffe
MM. Iron indices in chronic kidney disease in the National Health and Nutritional Examination Survey 1988-
2004. Clin J Am Soc Nephrol CJASN. Januar 2009;4(1):57—61.

Die Griinde fiir den Eisenmangel sind vielfdltig. Einerseits spielen die verminderte
Eisenaufnahme, die erhohte FEisenausscheidung (249) wund der chronische
Inflammationsprozess (Andmie chronischer Erkrankungen) eine Rolle. Andererseits fiihrt

die Retention harnpflichtiger Substanzen zu einem urdmischen Stoffwechselmilieu,
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welches die mechanischen Eigenschaften der Erythrozytenmembran (Deformitét und
Fragilitat) beeinflusst (250). Die Lebensdauer der Erythrozyten verkiirzt sich durch die
Sequestration der Milz (251,252). Der sekundire Hyperparathyreoidismus fiihrt letztlich zu
einer Knochenmarksfibrose im Rahmen der renalen Osteopathie, sodass das Knochenmark
weniger Raum fiir die Erythropoese vorfindet (253). Auch koénnen therapeutische

Arzneimittel einen Einfluss auf die Blutbildung nehmen (254,255).

Das klassische Bild der Andmie wirkt sich stark auf die Lebensqualitit der Patienten aus.
Sie fiihlen sich miide, abgeschlagen und matt. Klinische Studien belegen, dass sich eine
Steigerung des Hamatokrits positiv auf die Lebensqualitét, die kognitiven Fahigkeiten und
die Muskelkraft auswirken (256-258). Welchen Einfluss die Anidmie auf die
Gesamtmortalitdt hat ist unklar. Neben den kausalen Ursachen der Andmie, die die
Mortalitdt beeinflussen, kompensiert das Kreislaufsystem das niedrige Sauerstoffangebot
mit erhohtem kardialen Output und linksventrikuldrer Hypertrophie (259). Die
linksventrikuldre Hypertrophie ist ein Risikofaktor flir erhdhte kardiovaskuldre Mortalitét
(260,261). Driieke et al. konnten keine verminderte Rate an kardiovaskuldren Ereignisse
bei korrigierter Andmie feststellen (262). Weiters hat die Andmiekorrektur keinen Einfluss
auf die Progression und Riickbildung einer linksventrikuldren Hypertrophie (263,264). Ob
die Andmie ein unabhingiger Risikofaktor fiir die Progression der Erkrankung ist, ist
unklar. Der Sauerstoffmangel konnte die Hypoxie im Nierenmark erhéhen, wobei dies zu
weiteren fibrotischen Umwandlungen fiihrt (265). Andererseits fiihrt eine Behandlung mit
EPO zu Hypertonie mit konsekutiver Druckdiurese und damit zur progressiven Schidigung

der Glomeruli (266).
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1.3. GefifBverkalkung in der chronischen Niereninsuffizienz

1.3.1 Histologischer Gefiflaufbau

Die GefdBBwand ist in drei Schichten aufgebaut. Im Arterienaufbau ist diese Dreischichtung
besonders deutlich erkennbar. Die innerste Schicht, die Kontaktflache von Intravasal- und
Extravasalraum, bildet die Tunica intima. Sie besteht aus einem einschichtigen Belag
platter, polygonaler Zellen (Endothel), einer Basalmembran und einem sog. Stratum
subendotheliale. Die Basallamina besteht aus Kollagen Typ IV, sog. nicht-fibrilldrem
Kollagen. Die subendotheliale Schicht enthilt kaum Zellen und extrazelluldre Matrix
(EZM). Teilweise sind glatte Muskelzellen nachweisbar. Diese entstammen der Tunica
media. Auf die Tunica intima folgt die Membrana elastica interna. Diese Schichte wird
von den glatten Muskelzellen der Tunica muscularis synthetisiert und besteht aus
elastischen Fasern. Formal gehort diese der Tunica intima an. Die Membrana elastica
interna ist gefenstert, wodurch Kontakte zwischen Tunica intima und media bestehen. Die
Tunica media, auch muscularis genannt, besteht aus glatten Muskelzellen (vascular smooth
muscle cell, VSMC), die ihre umgebende extrazelluldre Matrix (Kollagen I und III) selbst
synthetisieren. Je nach Arterientypus sind mehr oder weniger elastische Fasern eingelagert.
Es folgt die Membrana elastica externa. Die dullerste Schichte ist die Tunica externa, auch
Adventitia genannt. Sie besteht aus Bindegewebe mit kollagenen, sowie elastischen Fasern.
Diese Schicht dient zum einen der Versorgung des Gefélles als auch seiner Verankerung im

umliegenden Gewebe.

Es gibt zwei Subtypen von Arterien: Arterien vom muskuldren Typ und Arterien vom
elastischen Typ. Die Unterscheidung erfolgt histomorphologisch. Der Grundaufbau ist
ident, doch zeigen sich unterschiedliche Auspriagungsgrade der elastischen Komponente,
angepasst an die zu erfiillende Funktion. In einem Arterienabschnitt selbst kann dabei ein
wesentlicher Unterschied im Anteil der kollagenen Fasern bzw. glatten Muskelzellen

bestehen.

Zu den Arterien vom elastischen Typ gehdren u.a. die groen Blutgefile, die direkt aus
dem Herzen entspringen (Aorta ascendens, Truncus pulmonalis), aber auch die ersten
Abginge (A. subclavia, A. vertebralis, Truncus thyreocervicalis), sowie das proximale
Segment der A. iliaca communis. Zu den Arterien vom muskuldren Typ zdhlen primér die
peripheren Arterien, als auch die Koronararterien. Der Ubergang der zwei verschiedenen

Typen wird als Arterienstrecke vom hybriden Typ bezeichnet (61,267).
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1.3.2 VSMC
Durch ihre Fahigkeit zu kontrahieren bzw. zu relaxieren besteht die Hauptfunktion der
VSMC in der Regulation des GefaBtonus. Sie proliferieren nur wenig und weisen eine
geringe synthetische Aktivitit auf. Sie exprimieren eine Reihe an typischen kontraktilen
Proteinen, die eine phanotypische Zuordnung ermdglichen (268,269).

Die VSMC entstammen sieben unterschiedlichen, nicht-iiberlappenden Gewebetypen ab
(Abb. 23), darunter dem Mesoderm (270,271). Dabei ist das Mesenchym in seinem
Ursprung nicht konform, sondern weist eine z.T. hohe intraindividuelle Variabilitit auf.
Dabei konnen in einer GefdBstrecke unterschiedliche VSMC-Typen vorkommen. Die
VSMC der herznahen Gefille (dorta ascendens, Arcus aorticus, A. brachiocephalica (A.
innominata), A. subclavia dextra, A. carotis communis) entstammen der Neuralleiste (270).
Die Neuralleiste besteht aus Neural Crest
Zellen des Ektoderms, die im
Zuge der Neurulation (Bildung
des Neuralrohrs) die
Verbindung zZu thren
Nachbarzellen verlieren und
sich zwischen dem Ektoderm
und dem Neuralrohr als
Neuralleiste ausspannen (272).
Die VSMC des Anfangsteils

der Aorta (Bulbus aorticus)

und des Truncus pulmonalis

enstammen dem sekundirem

Herzfeld (270). Das  A4bb. 23 Farbliche Darstellung der unterschiedlichen Urspriinge
der VSMC aus Majesky MW. Developmental Basis of Vascular
sekunddre (oder anteriore)  Smooth Muscle Diversity. Arterioscler Thromb Vasc Biol. 6. Januar

Herzfeld beschreibt einen 2007:27(6):1245-35

Mesodermabschnitt um die Schlundbogenarterien, der in der Entwicklung fiir die
Verbindung der Schlundbogenarterien an den arteriellen Pol des Herzens (7Truncus
arteriosus) beteiligt ist (272). Dem Proepikard enstammen die VSMC der Herzkranzgefélle
(Aa. coronariae dextra et sinistra). Die Herzkranzgefille entwachsen nicht dem Bulbus

aorticus (273), sondern verbinden sich erst mit diesem, nachdem sie dem Subepikard
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entsprungen sind (274,275). Das Proepikard ist mesodermalen Ursprungs (272). Die
VSMC der Aorta descendens entwickelt sich in nichster Ndhe der Somiten (276). Die
Somiten, auch Urwirbel genannt, entspringen am Ende der dritten Entwicklungswoche
dem paraxialen Mesoderm. Sie sind ein Zeichen fiir die erste metamere Gliederung des
Korpers (craniocaudal) und bilden zwei Stringe seitlich des Neuralrohrs. Zunichst
imponieren sie als kugelformige Gebilde bis sie sich in der vierten Woche beginnen
abzuflachen. Man unterscheidet einen ventromedialen (Sklerotom) von einem
dorsolateralen (Dermomyotom) Anteil (272). Dabei entstammen die VSMC vor allem von
den Vorlduferzellen des Sklerotoms (276). Die Gliederung bleibt auch in der Bildung der
VSMC erhalten. Je Somit entsteht ein bestimmter Vorldaufertypus an VSMC (270). Aus der
thorakalen Aorta konnte eine weitere Zellart bestimmt werden und zwar die
Mesangioblasten. Sie exprimieren sowohl myogene, als auch endotheliale Proteine (277).
Sie besitzen die Eigenschaft sich in quergestreifte Muskelzellen, glatte Muskelzellen und
andere mesenchymale Gewebe differenzieren zu konnen, wobei sie im Kreislauf
zirkulieren konnen (277-279) Ab dem Durchtritt durch das Zwerchfell (Hiatus aorticus)
wird der aortale Anteil als Aorta descendens bezeichnet. Sie entspringt dem
Seitenplattenmesoderm, welches sich im weiteren Verlauf der Entwicklung in eine
Somatopleura (parietales Mesoderm) und Splanchnopleura (viszerales Mesoderm oder
splanchnisches Mesoderm) unterteilt (270,272)Weitere Urspriinge kdnnen zum einen
variabel sein bzw. sind noch unklarer Genese oder kann das Mesothel sein (270). Das
Mesothel entstammt dem Mesoderm und bedeckt in Form eines einschichtigen
Plattenepithels die meisten inneren Organe (61,270). Gefdle des Intestinums zeigen
Expressionsmarker auf, die auf einen Ursprung aus dem Mesothel riickschlieen lassen
(270,280).VSMC besitzen die Fahigkeiten des ,,phenotypic switching®. Sie kdnnen in jeder
Entwicklungsstufe eine Bandbreite an Phédnotypen entwickeln. Selbst im adulten
Organismus sind die glatten Muskelzellen nicht terminal differenziert (268,281). Stimuli
fiir eine Anderung des Phinotyps, mit konsekutiver Anderung der Genexpression kann u.a.
eine Anderung des umgebenden Milieus sein (269,282). Die Reaktion der VSMC auf diese
Verdnderung ist abhidngig vom Ursprungsgewebe. Obwohl der gleiche Reiz gesetzt wird
verdndern sich die VSMC je nach Ursprungsgewebe (283). Abb. zeigt, dass die VSMC
der Aorta thoracica (Bulbus aorticus, Aorta ascendens, Aorta descendens bis Hiatus

aorticus) von anderen Vorlduferzellen abstammen, als die VSMC der Aorta abdominalis.
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1.3.2.1 Ossifikation und Gefiflverkalkung

Die Ossifikation beschreibt den Prozess der Bildung von Knochengewebe und
unterscheidet sich von der Osteogenese, der Bildung des Knochens. Beide Prozesse sind
physiologischer Natur, wihrend eine ektope Kalzifizierung im Weichteilgewebe oder im
GefaBBsystem  aufgrund von  Stoffwechseldysbalancen (z.B.  Hyperlipiddmie,
Hyperphosphatdmie) auftritt. Dennoch dhnelt der Prozess der Osteogenese, wobei es zu
einer direkten Ossifkation ohne knorpelige Zwischenstufe kommt. Die vaskulére
Kalzifikation (vascular calcification, VC) ist ein aktiv regulierter Prozess, reguliert von

einer Reihe an Signalkaskaden, die zu einer direkten Ossifikation fiihren (284-287).

1.3.3 Atherosklerose

Die Atherosklerose ist ein inflammatorischer Prozess, in dem es ausgehend von der Tunica
intima zu strukturellen Verdnderungen der GefdaBwand mit Einlagerung von Lipiden, einer
lokalen Gerinnungsaktivierung, Endotheldysfunktion, VSMC Aktivierung und letztlich zu
einem fibroproliferativen Remodelling kommt (285,288,289). Die Verkalkung des
atherosklerotischen Plaques ist ein spites Ereignis in der Entstehung der Atherosklerose.
Atherosklerose tritt in bestimmten Gefdabschnitten gehduft vor und kann mit einer
kritischen Einengung des Gefdfllumens einhergehen. Klinisch imponiert die Atherosklerose
als periphere arterielle Verschlusskrankheit (pAVK), als koronare Herzkrankheit und in
Form eines Schlaganfalls (290). Pradilektionsstellen sind die Aufzweigungsstellen des
Gefallsystems (291).

1.3.3.1 Epidemiologie der Atherosklerose

Die Atherosklerose hat eine steigende Pridvalenzrate (292,293) mit einen Anteil von 44%
an der Gesamtmortalitit in den USA (294). Risikofaktoren wie Rauchen,
Fettstoffwechselstorung, Hypertonus, aber auch das Alter das Geschlecht und die ethnische
Herkunft bestimmen malgeblich das Auftreten atherosklerotischer Lisionen (285,295—
298). Die Koronararterien bei Patienten mit terminaler Niereninsuffizienz weisen vor allem

atherosklerotische Lasionen auf (299).
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1.3.3.2 Pathophysiologie der Atherosklerose

Der Befall der Tunica intima in der
Atherosklerose beruht auf einer priméren
Schadigung des Endothels. Hohe

Konzentrationen von Lipoproteinen im Blut wie
hohe LDL (low density lipoprotein) Werte flihren
zu einer lokalen Ablagerung von Lipiden in der
Tunica intima. Durch die Ablagerung dieser zum
Teil oxidierten LDL und von freiem Cholesterin
bzw. Cholesterinester im subendothelialen Raum
wird ein Entziindungsprozess in Gang gesetzt und
werden und

proinflammatorische ~ Zytokine

Chemokine freigesetzt. Dadurch wird wiederum

das  Endothel zur  Uberexpression  von
Leukozytenadhdsionsmolekiilen (Selektine,
Immunglobulin Superfamilie, Integrine)
angeregt. Insbesondere das vascular cell
adhesion protein-1 (Vcaml), ein
Adhasionsmolekiil aus der Familie der
Immunglobulin ~ Superfamilie, hat eine

bedeutsame Rolle und rekrutiert Monozyten und
T-Lymphozyten aus dem Blut. Die Monozyten
differenzieren lokal zu Makrophagen und
phagozytieren das LDL in der Gefdwand tiber
den Scavenger Rezeptor, der keinen negativen
Feedbackmechanismus besitzt.
Cholesteringefiillte Makrophagen werden auch
als Schaumzellen bezeichnet und werden in
weiterer Folge oft nekrotisch. Durch den

Prozess der Nekrose kommt es zur Freisetzung

thres Inhalts und der Bildung extrazelluldrer

Lipidflecken, streaks

auch fatty genannt.
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Myozyten aus der Tunica muscularis werden stimuliert, wandern ein, wandeln sich in
Myofibroblasten um und produzieren extrazellulire Matrix, um die toxischen Produkte
einzuschliefen. Diese Reaktion ist primdr als Heilungsversuch zu verstehen. Der
athoersklerotische Plaque besteht somit aus einem zentralen Lipidkern und einer
bindegewebigen Hiille, in die u.a. Monozyten, Leukozyten, aber auch glatte Muskelzellen
eingelagert sind. Atherosklerotische Plaques konnen sekunddr auch verkalken

(13,285,300-307).

1.3.4 Mediasklerose

Synonym: Mediakalzinose, Mediaverkalkung

Die Mediasklerose (MS) beschreibt Verkalkungsprozesse, die in der Tunica media
lokalisiert sind (300). Dabei scheinen unterschiedlichen Atiologien in die gemeinsame
Endstrecke der pathologischen Kalzifizierung der Tunica muscularis zu fiihren. Die
Monckeberg'sche Mediasklerose ist die hiufigste Form der MS und ist hiufig assoziiert

mit Diabetes mellitus Typ 2 (T2D) und terminaler Niereninsuffizienz (ESRD) (308,309).

Die Mediasklerose betrifft vor allem periphere Arterien des muskuldren Typs
(300,309,310). Die betroffenen Arterien weisen spangenartige Kalkablagerungen auf.
Makroskopisch imponieren sie ,geriffelt in Analogie zu den Trachelspangen
(Génselgurgel-Arterien) (300). Klinisch fiihrt die MS zu einem Elastitzitdtsverlust der
Arterien. Die GefaBsteifigkeit erhoht den peripheren Widerstand. Um die Versorgung der
Organe mit der gleichen Menge Blut zu gewihrleisten, muss durch die verhérteten Gefal3e
und damit erhohtem Afterload, ein hoherer Druck vom Herzen aufgebracht werden. Es

entwickelt sich eine systolische Hypertension und linksventrikuldre Hypertrophie (311).

1.3.4.1 Epidemiologie der Mediasklerose

Diagnostiziert mit Hilfe des ABI (Ankle-Brachialis-Index) liegt die Privalenz der MS bei
ca. 0,5% (309). Der ABI berechnet sich nach dem Quotienten der sytolischen
Blutdruckmessungen von Kndchel zu Arm. Der Normwert liegt zwischen 0,9 und 1,2 (10).
Durch die Mediasklerose kommt es zu einer Versteifung und somit zu einer verminderter
Elastizitit der Arterien, was zu ABI Werten von >1,2 fiihrt. Typ 2 Diabetiker haben die
hochste Privalenzrate. Typ 2 Diabetiker haben die hochste Privalenzrate. Bei T2D, die
bereits orale Antidiabetika einnehmen, liegt die Prdvalenz bei 41,5% (312,313). Laut

Herold et al. weisen 90% der Diabetiker eine MS Typ Monckeberg auf (10). Eine
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signifikantes Ausmall der MS zeigen CKD Patienten bereits bei geringem Anstieg des
Serumkreatinins (<1,5mg/dl) (2). Die Privalenz bei ESRD Patienten liegt bei 27% (309).

Dabei steigt die Pravalenz, sobald eine Dialysetherapie begonnen wird (314).

1.3.4.2 Histopathologie der Mediasklerose

Die Mediasklerose ist ein fortschreitender Prozess in dem vier Stadien histopathologisch
unterschieden werden konnen. Im ersten Stadium sind in der Hdmatoxylin-Eosin (HE-)
Farbung Ablagerungen mit feiner Granulierung in der Tunica media sichtbar. Bei weiterer
Betrachtung mittels spezifischer Farbungen kann nachgewiesen werden, dass es sich um
Ca’"-Ablagerungen handelt. Diese befinden sich intra- und extrazelluldr, wobei die
intrazelluldren Ablagerungen die VSMC betreffen und die extrazelluldren aus beschidigten
elastischen Fasern und extrazellulirer Matrix (Elastokalzinose) bestehen. Die
extrazelluliren Ca?’-Ablagerungen in muskuldren Arterien lagern sich der Membrana
elastica interna an, welche sich im weiteren Verlauf verdicken und eine Platte bilden. Hier
findet sich ein histomorphologischer Unterschied zum Knochen, wo die Ablagerungen sich
vorzugsweise an Kollagen Typ I ablagern. Im zweiten Stadium bildet sich die Platte {iber
die Grenzen der Media hin aus und betrifft bereits mehr als die Hilfte des
Gefallquerschnitts. Haben sich die Verdanderungen bereits auf den ganzen Umfang des
Gefidflabschnitts ausgebreitet, so spricht man vom dritten Stadium. Im vierten und letzten
Stadium finden sich ossdre Metaplasien mit nachweislicher Formierung von

Knochentrabekeln (309,315,316).

1.3.4.3 Pathophysiologie

1.3.4.3.1 Kalzium- und Phosphathaushalt

Bereits im hohen Normalbereich fiihren leicht erhéhte Serumphosphatwerte (3,5-4,5mg/dL)
zu einem erhohten kardiovaskuldiren und Gesamtmortalititsrisiko sowohl bei CKD
Patienten als auch bei der Normalbevilkerung (317). Dabei korreliert die
Hyperphosphatdmie mit der Pravalenz und der Progression vaskuldrer Verkalkung in CKD,
aber auch in nierengesunden Patienten (318-321).

Die extrazelluldre Phosphatkonzentration wird von einer Anzahl an Hormonen reguliert.
Im Zuge einer Hyperphosphatimie werden diese aktiviert (siehe Kapitel 1.2.9.5.2.
Phosphat). Eine Hyperphosphatimie fiihrt zur myokardialen Hypertrophie, zu einer

Progression der Niereninsuffizienz und osteoporosedhnlichen Knochenverdnderungen,
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jedoch in Abwesenheit von PTH nur selten zur vaskuldren Kalzifizierung (322,323). Nach
eine Studie von Jono et al. hat eine hohe PTH Konzentration jedoch eine inhibierende
Wirkung auf die VC (324). Die Kalzitriolkonzentration steht einem in kontroversem
Zusammenhang mit der VC, wobei dies abhdngig vom Vitamin D Spiegel und Zelltyp bzw.
seinem phinotypischen Differenzierungsgrad zu sein scheint (325-327). FGF23 korreliert
schon in frithen CKD Stadien mit dem Ausmal} der arteriellen Kalzifizierung (328,329).
Einen Einfluss auf den Verkalkungsprozess selbst scheint FGF23, selbst in Anwesenheit
von Klotho, nicht zu haben (330,331). Klotho hat eine inhibierende Funktion auf die
Entwicklung der VC, indem es die Phosphataufnahme der VSMC hemmt und protektiv der
Endotheldysfunktion entgegenwirkt (332,333). CKD Patienten weisen jedoch verminderte

Klothokonzentrationen auf, was die ektope Kalzifizierung fordert (334).

Der Einfluss von Kalzium auf die VC wirkt synergistsich auf den phosphat-induzierten
Kalzifizierungsprozess (308). Dabei scheint Ca®" im Vergleich zu Phosphat ein potenterer
Stimulus fiir die Mineralisation zu sein (335,336). Die Kalziumaufnahme der VSMC ist
abhiingig vom phinotypischen Zustand (337,338), der Exprimierung von Ca?" sensible
Rezeptoren und der Expression von spannungsabhiingigen Ca®" Kanilen (339). VSMC
detektieren mittels einem Kalzium messenden Ca®’-Rezeptor die extrazellulire
Kalziumkonzentration. In kalzifizierten Arterienabschnitten von CKD Patienten konnte
eine verminderte Expressionsrate dieses Rezeptors nachgewiesen werden (340).
Arzneimittel, die die Sensitivitit des Rezeptors erhohen reduzieren die VC (341). Eine
Therapie mit Kalziumkanalblockern verbessert die VC und verlangsamt ihre Progression

(342,343).

1.3.4.3.2 Metabolische Azidose

Die Metabolische Azidose nimmt Einfluss auf den Kalzium- und Phosphathaushalt und
fordert die Knochendemineralisierung (siehe Kapitel 1.2.9.7 Metabolische Azidose). Im
GefaBBsystem schiadigt das azidotische Milieu die GefiBwand und induziert
inflammatorische Prozesse, die synergistisch auf eine bestehende VC wirken konnen (344).
Eine induzierende Wirkung der metabolischen Azidose scheint es nicht zu geben.
Uberraschenderweise hemmt das saure Stoffwechselmilieu sogar die extraossire
Kalzifizierung (345). Tierexperimentellen Studien weisen in azidotischen Ratten
nachweislich weniger arterielle Ca’**-Ablagerungen auf (346,347). Mogliche Ursachen

konnten ein erhohtes Loslichkeitsprodukt, eine hemmende Wirkung auf die Ausbildung der
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PiT-1 Transporters in VSMC und eine direkte inhibierende Wirkung auf
osteoblastendifferenzierte VSMC sein (345,348,349).

1.3.4.3.3 Urimie

Die Urdmie beschreibt den Zustand, in dem harnpflichtige Substanzen im Blut retiniert
werden, da die Niere ihrer Ausscheidungsfunktion nicht mehr im ausreichendem Mal3e
erfiillen kann. Obwohl z.B. Phosphat und PTH auch als Urdmietoxine gelten, ist die
Urdmie ein metabolisches Mosaik und hat als solches vielfdltigere Wirkungen als die
alleinig durch Phosphat und PTH induzierten (siche Kapitel 1.2.9.8 Urdmie). VSMC, die
im urdmischen Milieu inkubiert sind, weisen im Vergleich zum Kontrollmedium erhdhte
Ablagerungen auf (350). Das urdmische Milieu wirkt unabhédngig von der
Phosphatkonzentration auf das ,,phenotypical switching™ der VSMC (351,352). Es nimmt
Einfluss auf die Genexpression der VSMC und induziert ihre Mineralisation, indem es die
Expression von osteoblastidren Proteinen (z.B. Runx2, BMP-2, Osteopontin) fordert. Im
urdmischen Serum ist Runx2 nachweislich erhoht. Runx?2 ist einer der wichtigen, initialen
Marker fiir die osteoblastire Differenzierung (353,354) und ist auch in kalzifizierten
Arterien von Patienten mit CKD nachweisbar (355). Im urdmischen Serum sowie
kalzifizierten GefdBabschnitten konnte weiters eine erhohte Konzentration des bone
morphogenic protein 2 (BMP-2) nachgewiesen werden. Dieses wird von VSMC sezerniert
und fiihrt zu einer erhohten Expression von Runx-2 in Osteoblasten und Perizyten
(353,356,357). Weiters erhoht es die Osteopontinexpression (OPN), ein weiteres
osteoblastéres Protein, das synergistische Effekte auf die Kalzifizierung hat (352).

1.3.4.3.4 Chronische Inflammation

Die terminale Niereninsuffizienz beschreibt einen Zustand chronischer Inflammation.
ESRD Patienten weisen erhdhte Konzentrationen an Inflammationsmarkern und Zeichen
des oxidativen Stress auf (siehe Kapitel 1.2.9.9 Chronische Inflammation). ROS, ein
Marker des oxidativen Stress, stimuliert das ,,phenotypic switching* der VSMC in dem es
die Expression von Runx 2 erhdht. Der Einfluss auf die Differenzierung scheint abhingig
vom Zelltypus zu verlaufen (358). C-reaktives Protein (CRP), ein Akut-Phase-Protein,
nimmt Einfluss auf die Genexpression der VSMC und stimuliert ithre Apoptose (359).
Dabei sind die VSMC selbst in der Lage CRP zu produzieren und den inflammatorischen

Prozess aufrecht zu erhalten (360).
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1.3.4.3.5 Verlust von Kalzifizerungsinhibitoren

Im Rahmen der ektopen Kalzifizierung kommt es zu einem Verlust von
Kalzifierungsinhibitoren. Dazu gehoren u.a. Fetuin-A (02-Hereman-Schmid Glykoprotein),
Matrix Gla Protein (MGP) und Osteoprotegerin (OPG) (361).

Fetuin-A ist ein Glykoprotein, das hauptsdchlich in der Leber gebildet wird und im
Knochen nachweisbar ist (362,363). Es agiert vor allem bei erhohten Kalzium- und
Phosphatwerten als Puffer im Blut (364). Bei Patienten mit terminaler Niereninsuffizienz
korreliert die niedrige Fetuin-A Konzentration mit der Gefdverkalkung, erh6hten
kardiovaskuldren Mortalitit (365-367) und fordert die vesikel-mediierte Kalzifizierung
(367). MGP scheint primér eine lokale Funktion zu haben, wobei es durch die Regulation
von BMP-2 Einfluss auf die VC nimmt (siche Kapitel 1.3.4.3.3 Urdmie) (368). Die Rolle
des OPG scheint paradox, da der Kalzifizierungsinhibitor in Patienten unter
Hamodialysetherapie vermehrt exprimiert ist und dabei mit der koronaren und aortalen
Kalzifizierung positiv korreliert (369). Angenommen wird u.a. das OPG von den
osteochondrogen differenzierten VSMC freigesetzt wird, damit die Bindungsmoglichkeiten

fiir osteoklastendhnliche Zellen belegt sind (364).

1.3.4.3.6 Die Rolle der glatten Muskelzellen

1.3.4.3.6.1 Osteochondrogene Differenzierung glatter Muskelzellen

Viele Faktoren beeinflussen die VC, wobei es scheint, dass Phosphat eine entscheidende
Rolle spielt (82). P gelangt mittels dem Na'-Phosphat Kotransporter ins Innere der
Korperzellen. Es gibt drei verschiedene Arten dieses Kotransportes, wobei Typ 11
vorzugsweise in der Niere exprimiert wird (sieche Kapitel 1.2.9.5.4.4.1 FGF23). Typ Il
wird ubiquitdr im Korper exprimiert und als Aufnahmemdglichkeit iiberschiissigen
Phosphats im Korper betrachtet (370). Man unterscheidet PiT-1 und PiT-2. In VSMC und
in der Nebenschilddriise ist PiT-1 das Haupttransportprotein fiir den intrazelluldren
Phosphattransport (134,371-373). Die Phosphataufnahme erfolgt zeit- und dosisabhéingig
(339). Hohe Phosphatspiegel nehmen Einfluss auf den Phénotyp glatter Muskelzellen.
Indem vermehrt Phosphat iiber den PiT-1 Kotransporter aufgenommen wird, fordert es das
»phenotypic switching®. Synergistisch auf die Verdnderung des Phénotyps wirkt sich die
phosphat-induzierte Elastokalzinose aus (339). Die glatte Muskelzelle verliert ihren
kontraktilen und entwickelt einen osteoblastiren Phénotyp (374-377). Auf Genebene ist
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nachweisbar, dass VSMC unter hyperphosphatdmischen Bedingungen weniger kontraktile
(SM 22 alpha, SM22 alpha-actin) und vermehrt osteogenetische (OPN, alkalische
Phosphatase (ALP), Runx2) Proteine exprimieren (378—382). Die Ergebnisse spiegeln sich
in Biopsien kalzifizierender Arterien von Patienten mit Niereninsuffizienz wieder
(383,384). Im Vergleich hat Ca®" keine induzierende Wirkung in der osteochondrogenen
Differenzierung, sondern wirkt synergistisch auf die phosphat-induzierten Wirkungen
(339). So wirkt eine erhdhte Ca?*-Konzentration z.B. auf eine erhdhte Expression von

PiT-1 (385).

1.3.4.3.6.1 Apoptose glatter Muskelzellen

Hohe Phosphat, als auch hohe Kalziumkonzentrationen férdern nachweislich die Apoptose
der VSMC (308). Das verinderte Loslichkeitsprodukt fordert die Bildung von Ca®*-P-
Nanokristallen, die sich in der extrazelluliren Matrix um die VSMC anlagern (386—-388).
Indem VSMC die Nanokristalle phagozytieren verdndern sich die Zellen
nekrotisch/apoptotisch. VSMC weisen aufgrund ihrer kontraktilen Fahigkeit eine hohe
intrazellulire Ca®"-Konzentration auf. Die Nekrose/Apoptose filhrt zu einem lokalen
extrazelluliren Ca**-Anstieg und zur Freisetzung membranbegrenzter Vesikel (61,389).
Der hohe lokale Ca®’-Anstieg fiihrt zur vermehrten Apoptose/Nekrose (339). Die
freigesetzten Vesikel bestehen zum einen aus apoptotischen Zellresten (apoptotic bodies)
und aus Matrixvesikeln, die mit Apatit und kalzifizierten Kollagenfibrillen gefiillt sind, und
damit analog zum Knochen aufgebaut sind (siche Kapitel 1.3.4.2 Histopathologie) (390).
Indem Ca?* die Zusammensetzung der Bestandteile der Matrixvesikel mafBgeblich
bestimmt, spielt es eine wesentliche Rolle im apoptotischen Kalzifizierungsprozess (391).
Normalerweise beinhalten die Vesikel auch Mineralisationsinhibitoren (siehe Kapitel
1.3.4.3.5 Verlust von Kalzifizierungsinhibitoren), die jedoch im verdnderten Milieu nur
niedrig exprimiert werden (392). Das Hinzugeben von insbesondere Kalziuminhibitoren
vermindert die Kalzifizierung dieser Vesikel (339). Die Matrixvesikel werden von
umgebenden VSMC aufgenommen, die wiederum den Prozess der Apoptose/Nekrose
durchlaufen. Es bildet sich ein zentrale Stelle (Nidus) von der aus eine kalzifizierende
Kaskade beginnt (393). Zudem sind die Kristalle selbst ein Dedifferenzierungsstimulus fiir

die VSMC, die daraufhin vermehrt BMP-2 exprimieren. (394).
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1.3.4.3.7 Regression der Gefiflverkalkung

Fiir die Riickbildung der Gefallverkalkung sind Monozyten/Makrophagen beteiligt. In ihrer
Funktion dhneln sie Osteoklasten (395). Osteoklasten resorbieren mineralisierte Matrix und
sind mal3geblich am Remodelling des skelettalen Stiitzgewebes beteiligt. Blutmonozyten,
Makrophagen und Osteoklasten entstehen aus der gleichen Vorlduferzelle. Gemeinsam
gehoren sie dem mononukledren Phagozytosesystem an (61). In kalzifiziernden Geweben
konnte bei monozytiren Zellen die Expression von RANKL nachgewiesen werden (396).
RANKL gehort der Familie der Tumornekrosefaktoren an und ist der Hauptregulator der
osteoklastdren Differenzierung (397). In vitro Studien zeigen, dass sich ein
phosphatreiches Medium negativ auf die Differenzierung der Monozyten/Makrophagen in
einen osteoklastdren Phanotyp auswirkt (398), gleichzeitig wirkt es sich hemmend auf die
Knochenresorptionsfihigkeit von Osteoklasten aus (399). Die Dysbalance betrifft demnach

auch die Faktoren, die entstandene Kalzifierungen beseitigen konnten.
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2. Methoden

2.1 Mausexperimente

Alle Tierversuche wurden vom Osterreichischen Bundesministerium fiir Wissenschaft und
Forschung (BMWF-66.010/0047-11/3b/2012) genehmigt und nach den Richtlinien der
europdischen Kommission (86/609/EEC) durchgefiihrt.

Die Méause vom Typ Dilute-brown agouti 2 (DBA/2NCrl, kurz auch DBA/2) wurden von
Charles River (Sulzfeld, Deutschland) erworben.

Unterschiedliche Inzucht-Mausstimme reagieren unterschiedlich auf die Exposition mit
Spezialdidten (400). Mause vom Typ DBA/2 besitzen eine natiirlich vorkommende
Spleifivariante im Abcc6 Gen (401), welche sie anfilliger fiir ektope Verkalkung macht.
Fiir die Tierversuche wurden ausschlieBlich weibliche Versuchstiere verwendet, da sie in

vorherigen Versuchen eine erhohte Neigung zur Kalzifizierung zeigten (402).

Die Haltung in der Versuchstieranlage an der Medizinischen Universitidt Graz erfolgte in
virus- und antikorperfreien Umgebung. Ein Teil der 8 Wochen alten DBA/2 Miuse bekam
eine Standard-Diét (SCD), der andere Teil wurde auf eine Hochphosphatdiidt (HPD) gesetzt.
Anschliefend beobachteten wir sie iliber ein Zeitintervall von 5-14 Tagen. Die

Spezialdidten waren wie folgt zusammengesetzt.

Phosphor 7.0g 20.2g
Calcium 10.0g 0.4¢g
Magnesium 2.2g 0.7g

Vitamin D3 10001IU per kg 500IU per kg

Tab. 7 Nahrungszusammensetzung SCD und HPD

Letztlich wurden die Méuse unter Andsthesie mittels zervikaler Dislokation getotet, Blut
abgenommen und danach die abdominelle und thorakale Aorta entnommen. Im Serum
wurden anschliefend Harnstoff und Phosphat gemessen (Roche Digniostics, Mannheim,

Deutschland).
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2.2 Massenspektrometrie

Um die Verkalkung der GefaBwand exakt zu quantifizieren, wurde in Zusammenarbeit mit
Univ. Prof Dr. Walter Gossler vom Institut fiir Analytische Chemie der Karl-Franzens
Universitdt Graz eine induktiv-gekoppelte Plasma-Massenspektrometrie (ICP-MS)
(Agilent 7500ce, Agilent Technologies, Waldbronn, Germany) durchgefiihrt. Bei dem
Verfahren wird ionisiertes Argon mit dem zu analysierenden Material soweit erhitzt
(5000°C), bis sich die Bestandteile des Gewebes ionisieren. Dieses Plasma wird ins
Hochvakuumsystem des Massenspektrometers iiberfiihrt. Hier werden die Ionen nach
ihrem Masse/Ladungsquotienten (m/z) getrennt und qualitativ sowie quantitativ detektiert.
Selbst kleine Mengen konnen auf diese Weise exakt nachgewiesen werden.

Dafiir wurden die getrockneten aortalen Gewebsstiicke (n=10 je Gruppe) mit
Salpetersdure in einem Mikrowellenofen verdaut (UltraCLAVE III, EMLS, Leutkirch,
Deutschland). In 45 Minuten wurde dieser schrittweise auf 250°C erhitzt und diese
Temperatur fiir 45 Minuten gehalten. Nachdem die Proben abgekiihlt waren, wurden sie in
50mL Polypropylentubes gegeben. In der ICP-MS wurde die Calcium- und
Phosphatkonzentration mit einem Masse/Ladungsverhéltnis von 43 fiir Kalzium und 31 fiir
Phosphor bestimmt. Zur Validierung der Ergebnisse wurde Muskelgewebe vom Rind (RM
8414, NIST, Gaithersburg, ML, USA) als Referenz verwendet.

Sampler Tonenoptik Detektor
&
Ir'aigergas: / /|=| /
S o — Fackel | ./ Rechner
AT Skimmer ™~
Spule | \Mas'::en—
\\\ o spektrometer
& Vorvakuum
Plasma—[ Kiih1- Hochvakuum
gas gas
Hochfrequenz—- Uorvakuum- Hochvakuum-
generator Pumpe Pumpe

Abb. 26 Schematische Darstellung eines induktiv-gekoppelten Plasma-Massenspektrometers(ICP-MS)
aus Was ist ICP-MS? [Internet]. [zitiert 3. Juni 2014]. Verfiigbar unter: http://www.icp-ms.de/wasist.html
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2.3 Myographie

Die Myographie ist ein Verfahren, bei dem das zu analysierende GefafB3stiick mittels einer
depolarisierenden, kaliumreichen Losung zur Kontraktion stimuliert wird. Dabei
detektieren Sensoren die sich aufbauende Spannung. Da das Gewebestiick fest verankert ist,
ist es ihm nicht moglich, sich zu verkiirzen. Die Kontraktion l&duft somit isometrisch ab.
Nach neun Tagen auf HPD bzw. SCD wurden die DBA/2 Mause unter Anésthesie getotet
und die thorakale und abdominale Aorta im Ganzen entnommen (n= 7 Ringe je Gruppe).
Nach Entfernung der perivaskuldren Adventitia wurde die Aorta in Ringe von ca. 2mm
Lédnge geschnitten und mittels Dréhten in eine ,small wire myograph
chamber® aufgespannt (Danish MyoTechnology, Aarhus, Dinemark), welche
physiologische Salzlosung (PSS) (114mM NacCl, 4.7 mM KCI, 0.8 mM KH2PO4, 1.2 mM
MgCl2, 2.5 CaCl2, 25mM NaHCO3 und 11mM D- Glucose, pH 7.4) enthielt. Diese wurde
mit 5% CO2 und 95% O2 bei 37°C beliiftet. Die Dréhte fiihrten durch das Lumen des
Gefifles und wurden an einen Kréiftemesser zur Messung der isometrischen Spannung
angeschlossen (PowerLab, ADInstruments, Spechbach, Deutschland). Nach einer initialen
Spannung von 10 mN in den thorakalen und SmN in den abdominellen Ringen folgte eine
Stabilisationszeit von 30min. AnschlieBend wurde PSS mit 60mM KCI hinzugegeben, was

eine isometrische Muskelkontraktion bewirkte. Zur Relaxion wurde PSS Puffer eingesetzt.

2.4 Array

Die RNA Isolation aus den aortalen
Gewebsstiicken (n=4 je Gruppe)
erfolgte  mittels RNeasy Mini
Kit(Qiagen, Venlo, Niederlande) nach
dem Protokoll der Herstellers. Die
Gewebsstiicke wurden  zerkleinert
und in RNA Later Puffer mit
MagNA Lyzer Green Beads und
MagNA Lyzer Tissue Disruptor

homogenisiert (Roche, Basel,

Abb. 27 Mégliches Ergebnis eines DNA-Microarrays aus

Schweiz). Die RNA Qualitit wurde File:DNA microarray.svg - Wikimedia Commons [Internet].
[zitiert 3. Juni 2014]. Verfiighar unter:

http://commons.wikimedia.org/wiki/File:DNA_microarray.sv
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mittels Bioanalyzer 2100 (Agilent, Foster City, CA) ermittelt. Die RNA Qualitidt wurde
mittels der RNA integrity number (RIN) bestimmt. Es wurden nur Proben mit einem
RIN >8 verwendet. Nach dem Herstellerprotokoll wurden 200-250ng RNA in cDNA
umgewandelt, amplifiziert und gereinigt (Nugen Applause WT-Amp Plus ST System,
NuGEN Technologies, Inc., San Carlos, CA, USA). AnschlieBend wurden die cDNA
mittels Encore Biotin Module fragmentiert, markiert und hybridisiert. Die Durchfiihrung
der GeneChip Eukaryotic Poly-A RNA Controls, Hybridization Controls und die GeneChip
Hybridization, Wash and Stain Kit (Affymetrix) erfolgten gemdll Herstellerprotokoll.
AnschlieBend wurden die Proben auf den Affymetrix GeneChip Mouse Gene Array 2.0 ST
(Affymetrix, Santa Clara, CA, USA) fiir 18h iiber Nacht bei 45°C in einem rotierenden
(60rpm) GeneChip Hybridisierungsofen 645 hybridisiert. Der Affymetrix GeneChip
Mouse Gene Array 2.0 ST wurde geniitzt, um das Transkriptionsprofil der Proben zu
berechnen. Die Arrays wurden nach dem Affymetrix Protokoll in einer Affymetrix
GeneChip Station 450 gewaschen und gefarbt. Die Arrays wurden mittels GeneChip
Scanner GCS3000 gescannt. Die CEL Dateien mit den Probendaten wurden mit dem
robust multi-chip average (RMA) Algorithmus (mit Hintergrundkorrektur, Quantil-
Normalisierung in allen Arrays, median basierte Summierung basierend auf den
logarithmischen Werten der Expressionswerte) in der Partek Software v.6.5 (Partek Inc, St
Louis, MO) standardisiert, um einen Wert fiir das Expressionslevel der Probe zu generieren.
Die resultierenden Daten wurden log2-transformiert. Um stark (hinauf-/herunter) regulierte
Gene zu definieren, wurde ein mindestens 1,5facher Unterschied und ein

Signifikanzniveau von p <0,05 festgelegt.

2.5 ¢cDNA Synthese, qRT-PCR

Die quantitative Real Time PCR (qRT-PCR) wurde zur Bestitigung der im Array
regulierten Expressionswerte durchgefiihrt. In der qRT-PCR kommt es zur Amplifizierung
von bestimmten Nukleinsduresequenzen. Im Gegensatz zur PCR, ist es bei der RT-PCR
moglich in jedem Zyklus eine direkte Quantifizierung der vervielfiltigten DNA
nachzuvollziehen. Die Quantifizierung erfolgte {iber einen interkalierenden oder probe-
gebundenen Fluroeszenzfarbstoff im SYBR Green Master Mix und TagMan gene
expression master mix (Life Technologies, Wien, Osterreich).

Es wurde das relative Genexpressionslevel von Trp53inp1, Igftbp3, Casql, Mtmr14, Col3al

und Vcaml mittels den Genexpressions-Assays Mm00458142 g1, MmO01187817 ml,
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MmO00486725 ml, MmO01184733 ml1, Mm01254476 m1 und Mm01320970_ml ermittelt.
Fiir ihre Amplifikation wurde TagMan gene expressiom master mix (all Life Technologies,
Wien Osterreich) genutzt. Die RNA Isolation aus den aortalen Gewebestiicken erfolgte
nach obigem Schema. Insgesamt wurden 2pug GesamtRNA  mittels Superscript III
Transcription Kit (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) und Zufallsprimer (Roche, Basel,
Schweiz) in ¢cDNA umgewandelt (reverse Transkription). Die real-time PCR wurde
jeweils in Doppelwerten auf einem CF96 real time detection system (BioRad, Vienna,
Austria) durchgefiihrt. Das Hprt Gen diente als housekeeping Kontrolle. Folgende Primer
wurde verwendet: Forward 5° GCT TCC TCC TCA GAC CGG TTT TTG C 3’; Reverse 5’
ATC GCT AAT CAC GAC GCT GGG ACT G 3’. Folgende Primer fiir das Runx2 Gen
wurden verwendet: Forward 5> TCC TAT CTG AGC CAG ATG ACA TCC 3’. Reverse 5’
CCG GTCTCC CCCGGGTACC 3.

Mit Hilfe der AA Ct Methode wurde eine relative Quantifizierung durchgefiihrt, d.h. es
wurde die Expression des Zielgen bezogen auf ein nicht reguliertes und konstant
exprimiertes Referenzgen (housekeeping gene) bestimmt. Hierzu berechneten wir pro
Sample zundchst den Mittelwert beider gemessenen Ct-Werte. Anschliefend berechneten
wir den A Ct Wert (cycle of threshold). Der Ct-Wert ist der Schwellenwert bei dem sich das
gemessene fluoreszierende Signal von der Hintergrundstrahlung abhebt. Somit wurde die
Expression des Zielgens auf die des Referenzgens normalisiert. Im nédchsten Schritt wurde
der Mittelwert der Expressionwerte der Mause auf SCD als Referenz verwendet und die

berechneten A Ct Werte auf diesen Referenzwert hin normalisiert (AA Ct Wert). Im letzten

Schritt wurde die Ratio= 2 A4t Wert berechnet. Bei dieser Methode geht man von einer
optimalen Effizienz der Zyklen aus. Das bedeutet, dass es zu einer Verdopplung der DNA
Menge in jedem Zyklus kommt. Der resultierende Wert stellt den Expressionsunterschied
zwischen der thorakalen und abdominalen Aortenabschnitte dar, normalisiert zum

Referenzgen und bezogen auf die Standardprobe.

A Ci= C; Zielgen - C; Referenzgen

A A Ci= C; Zielgen - C; TA/SCD

Abb. 28 Prinzip der A A ¢ Methode
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2.6 Histochemie und Immunhistochemie

Mit Hilfe der Histochemie lassen sich mittels geeigneter Farbungen Zellkomponenten
aufgrund ihrer unterschiedlichen Oberflicheneigenschaften anfarben.

Zum Nachweis von bestimmten Antigenen, z.B. Oberflichenexpressionsmolekiilen,
bedient man sich der Immunhistochemie. Sie stiitzt sich auf die Antigen-Antikdrper
Reaktion. Dabei wird mittels eines 2. Antikorpers, der eine messbare Enzymaktivitit oder
einen fluoreszierenden Farbstoff trigt, die Bindung eines Antigens an einen 1. Antikdrper

sichtbar gemacht.

2.6.1 Alizarin Red S Firbung

Die Alizarin Red Farbung farbt kalziumreiche Ablagerungen rot an, indem es eine
Verbindung mit Kalziumionen eingeht. Es zeigt somit das Ausmal} der Verkalkung, sowie
die Lokalisation (403). Die jeweiligen Aortenabschnitte der DBA/2N Maiuse wurden
isoliert, von perivaskuldrer Adventitia manuell befreit, in Formalin fixiert und in Paraffin
eingebettet (iiber Nacht), sowie mit O.C.T. Compound (Sakura, Sakura Finetek Europe
B.V.,, Alpen an den Rijn, Netherlands) fiir Gefrierschnitte eingebettet.

Die Paraffinschnitte wurden anschlieend entparaffiniert und mit 2% Alizarin Red S
Losung (Sigma Aldrich, St. Louis, MO, USA) inkubiert (403). Gespiilt wurde mit einer

Aceton und einer Aceton Xylollosung.

2.6.2 Vcaml Firbung

b
Mittels immunhistologischen P "
Farbung wurde 1im  weiteren " conpagae - ° lored ¢
Verlauf die Vcaml Expression S P~
farblich dargestellt. Die o ;‘—(j —F. Dl
Paraffinschnitte wurden mit Xylol iy ' —
entparaffiniert und anschlieBend
mit einer absteigenden . | Chn
Alkoholreihe (je 2min 95%, 70%, Abb. 29 Schematische Darstellung der Firbung mittels
. ABC-Komplex aus Hermanson GT. Bioconjugate
50%, 30% Ethanol) rehydriert. Techniques. Academic Press; 2013. p. 467

Die Schnitte wurden in einer mit Antigen demaskierenden Losung gefiillten Kiivette bei
120°C fiir 30min und anschlieBend bei 85°C fiir 20 Sekunden gekocht. Nachdem die

Objekttrager (OT) mit Leitungswasser gesplilt wurden, wurden sie in eine
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phosphatgepufferten Kochsalzlosung (PBS) gefiillte Kiivette gegeben. Anschlielend folgte
eine Umrandung mit einem Fettstift (Dako-Pen, Aachen, Deutschland). Es folgte das
Blocken mit immunhistochemischer staining solution, bestehend aus 20% fetalem
Kélberserum (FCS Sigma-Aldrich Chemie), 10% Ziegenserum (Sigma-Aldrich Chemie)
und 70% PBS, fiir 1h bei Raumtemperatur. Ziel des Blockens ist es, unspezifische
Bindungsstellen zu besetzen und besonders diejenigen, die ein Bestreben haben

Ziegenantikorper zu binden.

Anschliefend wurden die Objekttriger mit dem Vector Avidin/Biotin Blocking Kit (1
Tropen/Objekttréger) fiir insgesamt 30 Minuten inkubiert (15 Minuten Avidin, 2x1 Minute
in PBS gewaschen, 15 Minuten Biotin, 2x1 Minuten in PBS gewaschen). Avidin bindet an
den mit Biotin gekoppelten 2. Antikorper. Um ein mdglichst storfreies Ergebnis zu erzielen,

sollen alle Bindungsstellen mit Affinitdt zu Avidin in diesem Schritt blockiert werden.

Dann wurden die Objekttriger mittels 2% Gelatine Waschlosung (0.8 g Gelatine, 100 mL
destilliertes Wasser, 300 mL PBS) einmal fiir 2 Minuten beschichtet.

Im ndchsten Schritt wurde der 1. Antikorper, Anti-Maus Vcam1 Antikdrper (Kaninchen)
(EPR5047; Abcam, Cambridge, UK) aufgetragen (200ul/Schnitt, 1:200 Verdiinnung mit
IHC staining solution) und fiir 2h bei Raumtemperatur inkubiert. Er bindet an ein Epitop

des gesuchten Proteins.

Die Objekttrager wurden daraufhin drei Mal fiir 5 Minuten in PBS gewaschen, der 2.
Antikorper, ein biotinylierter Anti-Ratte IgG Antikorper (Ziege) (Jackson Immuno
Research Laboratories, West Grove, PA, USA) wurde aufgetragen (200u1/ alle OT) und fiir
45 Minuten in einer feuchten Kammer mit Deckel inkubiert. Der 2. Antikorper ist gegen
den ersten Antikorper gerichtet, d.h. er stammt aus einer Ziege, die mit Kaninchen

immunisiert wurde.

In der Zwischenzeit wurde der AB-Komplex (Avidin-Biotin-Komplex) aus einem
Vectastain ABC Kit (Elite PK-6100 Standard, Vector Laboratories Inc.) vorbereitet. Hierzu
fligte man 10ul Losung A in 1000u] PBS und in diese Losung 10ul Lésung B hinzu.

Anschliefend wurden die Objekttrager fiir 10 Minuten in PBS gewaschen und 200ul des
hergestellten Avidin-Biotin Komplexes pro Objekttriger aufgetragen. Bei Raumtemperatur

wurden die Objekttriager fiir 45 Minuten inkubiert.
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Der Avidin-Biotin Komplex besteht aus Avidin und Biotin. Avidin ist ein tetrameres
Glykoprotein und besitzt vier Bindungsstellen mit hoher Affinitit zu Biotin. Biotin ist ein
wasserldsliches Vitamin (Vitamin H). Avidin bildet einen Komplex mit dem biotinylierten
2. Antikorper. Dabei ist Avidin selbst mit dem Enzym Horseradish Peroxidase (HRP)
konjugiert. Die Enzymaktivitit sorgt fiir eine messbare Signalverstirkung. Danach wurde

mit Gill's Hematoxylin Nr. 3 (Sigma Aldrich) gegengetférbt.

2.7 Zellkultur

Die Aorta wurde aus den DBA/2N
Maiusen entnommen und vom
perivaskulidren Binde-und Fettgewebe
befreit. AnschlieBend wurden sie mit
einem Skalpell in Ringe von 2mm Dicke
geteilt und in PBS von Blutresten
gesdubert. Im nédchsten Schritt wurden sie

je nach Herkunft (thorakal/abdominal) in

die jeweilige Petrischalen platziert, ,
bedeckt von einem Tropfen Nahrmedium Abb. 30 Lichtmikroskopische Aufnahe der
DMEM/F12(Dulbecco’'s Modified Eagle achsenden glatten Muskelzellen

Medium, 20% fetales Kélberserum, 2% Penicillin/ Streptomycin, 4,5g/L Glukose Fisher
Scientific ) und fiir 3h bei 37° C bei einer Atmosphire von 100% Luftfeuchtigkeit und 5%
COz> in den Inkubator (Forma™ Series II 3110 Water-Jacketed CO2 Incubators) gegeben.
Mittels Lichtmikroskop wurde das Anheften des Rings am Boden der Schale beobachtet.
AnschlieBend wurden jeweils 3ml des Mediums hinzugefiigt und die Proben bei o.g.
Verhiltnissen in den Inkubator gegeben. Ein Wechsel des Kulturmediums erfolgte alle 2-3
Tage. Die Begutachtung erfolgte regelmidBig unter dem Lichtmikroskop. Bei

ausreichendem Zellwachstum wurden die Kulturen im Verhiltnis 1:2 gesplittet

(subkultiviert).

2.7.1 Splitten

Nach Absaugen des Mediums wurde 2mL erwidrmtes (37°C), steriles Dulbecco's
Phosphate-Buffered Saline (DPBS) hinzugefiigt. Dieses wurde wieder abgesaugt und ImL
einer Losung (1:10 Verdiinnung von 0,05%Trypsin /0,02 % EDTA in DPBS) fiir 2
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Minuten bei 37°C in den Inkubator gegeben. Anschlieend wurde die Trypsination durch
die Applikation von 2mL Ndhrmedium DMEM/F12 gestoppt. Anschliefend wurden die
Zellen bei 300g fiir 5 Minuten in 15mL Falcon Tubes bei Raumtemperatur zentrifugiert
(Centrifuge 5810R, Eppendorf, Hamburg, Deutschland). Der Kulturmediumiiberstand
wurde verworfen und die Zellen in ImL Ndhrmedium resuspendiert. Im letzten Schritt
wurde die Mediummenge auf 3mL aufgefiillt und die Zellen im Verlauf lichtmikroskopisch
beobachtet.

2.8 Statistik

Eine grobe funktionelle Analyse der Arraydaten wurde unter Zuhilfenahme des Panther-
Klassifikationssystem nach Mi ef al. angefertigt. Die in der thorakalen und abdominellen
Aorta  bei  Spezialdiiten  unterschiedlich  regulierten = Gene mit  einem
Genexpressionsverhdltnis von > 0,3 und einem Bonferroni korrigierten p-Wert <0,05
wurden fiir die Pathway Analyse herangezogen. Die Bonferroni Korrektur wurde
angewendet um den Fehler 1. Art zu neutralisieren. Der Fehler 1. Art beschreibt die
Ablehnung der Nullhypothese, obwohl diese wahr ist. Die Wahrscheinlichkeit, dass er
auftritt, liegt je nach Definition bei 5% oder 1% (Signifikanzniveau o) und steigt bei
mehrfacher Messung in der gleichen Stichprobe an. Um diese Irrtumswahrscheinlichkeit zu
reduzieren, teilt man das o-Niveau durch die Zahl an durchgefiihrten Tests. Die
Wahrscheinlichkeit wird nicht mehr auf die Gesamtzahl der Messungen projiziert, sondern
auf alle Einzelergebnisse und schliefSt damit mogliche falsch positive Ergebnisse aus.

Die biochemischen und myographischen Daten wurden mittels des Kolmogorov-Smirnov
Test mit Lillefors Korrektur auf Normalverteilung getestet. Die Kalzifizierungsdaten von
CKD Patienten wurden mittels einer Varianzanalyse (ANOVA) mit darauf folgendem
adjustierten Dunn Test auf signifikante Unterschiede zwischen den unterschiedlichen
GefaBlabschnitten getestet. Unterschiede zwischen zwei Gruppen wurden je nach
Verteilung mittels des nicht-parametrischen Mann-Whitney U Tests oder des Student’s T
Test auf signifikante Unterschiede getestet. Ein p-Wert < 0,05 wurde hierbei als signifikant
betrachtet.
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3. Ergebnisse

Die DBA/2 Miuse auf HPD entwickelten im Beobachtungsintervall von 5-14 Tagen

Nephrokalzinose und Niereninsuffizienz (402). Im Zuge dessen erhohten sich die

Serumwerte von Harnstoff und Phosphat, im Vergleich zu den Maiusen auf SCD,

signifikant (Tab. 8).

53+5mg/dL 1974+24mg/dL

13.320.4mmol/L  |18.6+1.5mmol/L |5 p=0,02

Tab. 8 Serumwerte am Tag 5 im Vergleich

Die DBA/2 Miause auf HPD waren somit uramisch.

Nach 14 Tagen wurde den Maiusen die Aorta entnommen und diese auf Objekttrager
histochemisch analysiert. In der Kontrollgruppe konnten keine Kalziumablagerungen
gefunden werden (nicht dargestellt). In der Gruppe der Mause auf HPD wies hingegen der
abdominale Anteil der Aorta Kalziumablagerungen auf (Abb. 31C und D), wihrend der
thorakale Anteil keine derartigen Verdnderungen zeigte (Abb. 31A und B). Dabei war

ausschlieBlich die Tunica media betroffen, wihrend die Tunica intima ausgespart blieb.

A Sl - ®

Abb. 31 Alizarin Red S Féirbung firbt Kalziumablagerungen in Tunica media der abdominalen
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Im néchsten Schritt wurde mittels dem induktiv-gekoppelten Plasma-Massenspektrometer
die Kalzium- und Phosphatkonzentration der thorakalen, sowie abdominalen Aorta im
Vergleich SCD zu HPD gemessen. Insgesamt lieen sich hohere Phosphatkonzentrationen
in den Gewebestiicken der Méduse auf HPD finden. Weiters fand sich ein deutlicher
Unterschied im Gehalt an Kalzium (5,1+1,8bzw. 29,4+10,1pg/mg Trockengewicht) und
Phosphat (7,44+0,4 bzw. 18,8 +4,1pug/mg Trockengewicht) innerhalb der Méusegruppe auf
HPD, wenn man den thorakalen und abdominalen Anteil der Aorta gegeniiberstellte. Dieser
Unterschied war bei den Mausen auf SCD nicht nachweisbar (siche Abb. 32A und B). Um
die funktionelle Auswirkung der Mediasklerose auf die Gefaldehnbarkeit (Compliance) zu
messen, wurde eine Myographie durchgefiihrt. Die glatten Muskelzellen der Tunica media
konnen sich aktiv kontrahieren und somit die Compliance mitregulieren. Die vorherigen
Alzarin Red S Féarbungen zeigten, dass es genau in dieser Muskelschicht bei den Méusen
auf HPD zu Kalziumablagerungen gekommen war (sieche Abb. 32C und D). Im néchsten
Schritt sollte geklart werden, welchen Einfluss diese Ablagerungen auf die Kontraktilitét
der glatten Muskelzellen haben. Die DBA/2 Miuse auf SCD bauten sowohl im thorakalen,
als auch abdominalen Abschnitt der Aorta eine dhnlich hohe isometrische Spannung als
Reaktion auf 60mM KCl auf. Bei den DBA/2 Miusen auf HPD hingegen zeigte sich ein
signifikanter (p<0,001) Unterschied, wo bei es im Bereich der abdominalen Aorta zu einer

deutlichen geringeren Spannungsaufbau kam (siehe Abb. 32C und B).

A Thoracic aorta 8 Abdominal acrta
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T 0
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Abb. 32 Chemische und funktionelle Analyse der Aortenabschnitte der DBA/2N Mduse auf HPD und SCD im
Vergleich
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Diese Ergebnisse lassen auf eine erniedrigte Compliance aufgrund der morphologischen
Verdnderungen in der GefiBwand bei Mediasklerose und somit auf eine zunehmende

Steiftheit des Gefaflabschnitts schlieflen.

Somit konnte histomorphologisch, chemisch und funktionell die urdmische Mediasklerose
nachgewiesen werden, die insbesondere die abdominelle Aorta betraf und die thorakale

Aorta weitgehend aussparte.

Im weiteren Verlauf untersuchten wir die molekulargenetischen Verdnderungen in der

GefalBwand, die mit der Entstehung der Mediasklerose einhergingen.

Mittels dem Affimetrix mouse gene 2.0 ST array wurde das gesamte transkriptionelle

Genprofil der DBA/2 Méuse auf SCD und HPD entschliisselt.

Dabei zeigte sich wiederum, dass das Transkriptionsprofil der GefdBstiicke in einem
starkeren Ausmal} durch die Lokalisation (thorakal/abdominal) als durch die verabreichte

Nahrung beeinflusst ist.

Die Resultate der Myographie spiegelten sich auch auf Genebene wieder. Der abdominale
Anteil der Aorta der Méuse auf HPD wies beispielsweise eine Herunterregulierung von
Myoglobin Mb, Calsequestrin-1 Casql und Kollagen Typ III al Isoform Col3al auf, die

allesamt essentiell fur eine normale GefaBBkontraktion sind.

Die Ergebnisse wurden mittels qRT-PCR bestitigt (Abb. 33A und B).
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Abb. 33 Genprofil im Vergleich auf SCD und HPD
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Abb. 34 Transkriptionsprofil von VCAMI im Vergleich auf SCD und HPD

Die vorherigen Ergebnisse spiegelten sich auch in der immunhistologischen Fiarbung wieder.
Die Abbildungen zeigen Aortenabschnitte von DBA/2 Méuse auf HPD (Abb.35). Wéhrend die
Vcaml Expression im thorakalen Abschnitt auf das Endothel beschrankt ist (Abb. 35A und B),
exprimieren die glatten Muskelzellen der Tunica muscularis im abdominalen Teil der Aorta

vermehrt Vcam1 (Abb. 35 C und D).
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Abb. 35 Immunhistochemische VCAM1 Férbung
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4. Diskussion

Die Ergebnisse unserer experimentellen Studie zeigen, dass die unterschiedlichen
Segmente der Aorta unterschiedlich stark verkalken. Der thorakale und der abdominale
Abschnitt der Aorta wurden den gleichen systemischen Reizen einer hohen
Phosphatkonzentration und einer Urdmie ausgesetzt und dennoch reagierten sie
unterschiedlich. Beide GefdBabschnitte wiesen —verglichen mit Kontrolltieren auf
Normaldidt- eine insgesamt hdhere Verkalkungsgrad auf. Dieser Verkalkungsgrad war
allerdings in der abdominalen Aorta im Vergleich zur thorakalen deutlich héher und
spiegelte sich einerseits in einem hdheren Gehalt an Kalzium und Phosphat im
Trockengewicht der Aorten und andererseits auch in einer deutlich reduzierten Compliance
in der vaskuldren Myographie wider. Die histologische Aufarbeitung der Aorten zeigte
deutlich, dass diese vaskuldren Verkalkungen in unserem Tiermodell in der Tunica media
und nicht in der Tunica intima liegen und dass somit keine Atherosklerose sondern eine
Mediaverkalkung vorliegt. Vorhergehende Studien hatten schon nachgewiesen, dass selbst
bei einer chirurgischen Transposition der abdominellen Aorta in den Thorax bzw. einer
Transposition der thorakalen Aorta in das Abdomen, der Ursprung des GefiBles mehr
Einfluss auf die Entwicklung einer Gefdlverkalkung hat, als die verénderte anatomische
Lage. Der chirurgisch versetzte Gefdabschnitt zeigte demnach die gleiche Reaktion auf
kardiovaskuldre Risikofaktoren, wie an seinem Ursprungsort (404,405). Ob der
Kalzifizierungsprozess auch in Form einer Kalzifizierungskaskade Einfluss auf die
Umgebung nimmt oder das umgebende Gewebe iiber gewebespezifische, protektive
Faktoren verfiigt, ist aus der Studie nicht ersichtlich.

Eine mogliche Erkldrung fiir dieses heterogene Verteilungsmuster der urdmischen
Mediaverkalkung konnte in der Embryologie liegen. Die glatten GefaBmuskelzellen
stellen ein heterogenes nicht-iiberlappendes Mosaik dar, das sich in den unterschiedlichen
Regionen des GefdBbaums aus unterschiedlichen embryologischen Urspriingen entwickelt.
Wihrend der Aortenbogen neuroektodermalen Ursprungs ist, entstammt der abdominale
Abschnitt der Aorta dem Mesoderm (siehe Kapitel 1.3.2.1 VSMC). Eine chirurgische
Transposition dieser GefiaBe dndert natiirlich nichts am embryologischen Ursprung und an
der intrinsischen Neigung der glatten GefaBmuskelzellen zu Entwicklung einer urdamischen
Mediaverkalkung, die offensichtlich in der abdominellen Aorta viel hoher als in der
thorakalen = Aorta zu sein scheint. Unsere eigenen Daten und die
transplantationschirurgischen Studien von Haimovici et al. legen nahe, dass ein
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mesodermaler Ursprung der glatten GefiaBmuskelzellen die Gefdl3verkalkung begiinstigen
kann. Interessanterweise sind auch die VSMC der Koronargefile mesodermalen
Ursprungs, was eine mogliche Erklarung fiir die hohe Prédvalenz kardiovaskuldrer

Erkrankungen bei Patienten mit chronischer Niereninsuffizienz sein konnte.

Auf Gen- und Proteinebene konnten wir in den aortalen Gewebestiicken zudem ein
deutlich verdndertes Expressionsmuster als Reaktion auf eine phosphatreiche Didt
nachweisen. So wurde beispielsweise Tumor protein 53-induced nuclear protein 1
(Trp53inpl) und Insulin-like growth factor-binding protein 3 (Igfbp 3) sowohl im
thorakalen und aortalen Segment der Aorta im Vergleich zur Kontrolltieren auf Normaldiét
stark erhoht. Die Stress-induzierte Uberexpression von Trp53inpl und Igfbp 3 steht in
Zusammenhang mit Zellzyklusarrest und Apoptose (406,407).

Dariiber hinaus zeigte abdominale Aorta im Vergleich zur thorakalen Aorta eine stirkere
Herunterregulierung der kontraktilen Proteine und eine Hochregulierung von Runx 2.
Runx 2 ist einer der wichtigsten Marker fiir die osteoblastdre Differenzierung der glatten
Muskelzellen (siche Kapitel 1.3.4.3.3 Urdmie). Dieses Ergebnis zeigt einmal mehr, dass
die glatte GefdBmuskelzellen nicht terminal differenzierte Zellen sind und die Fahigkeit
besitzen ihren Phénotyp als Reaktion auf exogene Reize zu verdndern. Weiters war die
erhohte Expression von vascular cell adhesion molecule- 1 (Vcaml) sowohl auf
Genexpressions-, als auch auf Proteinebene nachweisbar. Vcaml ist ein Adhdsionsmolekiil
aus der Familie der Immunglobulin Superfamilie, dass vor allem von Endothelzellen aber
auch auf glatten Muskelzellen exprimiert wird. Vcam-1 deutet auf einen entziindlichen
Prozess in der Tunica media hin, der in weiterer Folge zur Rekrutierung von Leukozyten

und Makrophagen fiihren kann (siehe Kapitel 1.3.2 Pathophysiologie).

Insgesamt scheint es, dass die glatten GefdBmuskelzellen der abdominale Aorta im
Vergleich zur thorakalen Aorta vermehrt Ca>" und Phosphat intrazellulir aufnehmen, was
zur Ablagerung von Apatitverbindungen fiihrt. Diese Kristallablagerungen fordern die
Apoptose, wodurch sie gleichzeitig in Form von apoptotic bodies in die EZM freigesetzt
werden. Diese sind ein Reiz fiir die Rekrutierung von Leukozyten und Makrophagen zur
Beseitigung dieser Kristalle. Gleichzeitig stellen sie jedoch auch einen Stimulus fiir die

Osteoblasten Differenzierung dar (siehe Kapitel 1.3.4.3.6.1 Apoptose glatter Muskelzellen).

Unsere Daten unterstreichen zudem auch die kausale Rolle hoher Phosphatkonzentrationen

in der Entstehung der urdmischen Mediaverkalkung. Die Regulierung des Kalzium- und
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Phosphathaushalts nimmt damit eine elementare Rolle in der Pravention der arteriellen
Kalzifizierung bei CKD Patienten ein. Priméres Ziel sollte eine phosphatarme Diét und
eine strenge Uberwachung des Kalzium- und Phosphatstoffwechsels sein. Inwieweit eine
Regression einer bestehenden Mediasklerose und Mediaverkalkung moglich ist, muss in
weitergehenden klinischen und experimentellen Studien untersucht werden. Die
phénotypische Modulation von glatten GefdBmuskelzellen mit der Ausbildung von
osteoblastdren Merkmalen wie eine vermehrte Runx 2 Expression spielt aber offensichtlich
in der Entstehung der urdmischen Mediaverkalkung eine ganz zentrale Rolle und sollte

daher Ansatzpunkt fiir zukiinftige therapeutische Interventionen sein.
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