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Zusammenfassung

Hintergrund

Patientinnen und Patienten mit chronischem Nierenversagen leiden unter oxidativem Stress,
der zu einer oxidativen Verdnderung am Cystein-34 des Albuminmolekiils fiihren kann.
Cystein-34 kann als Thiol, als Disulfid oder als Sulfin- und Sulfonséure vorliegen. Man
spricht vom humanem Mercaptalbumin (HMA), humanem Nonmercaptalbumin-1 (HNA-1)
und humanem Nonmercaptalbumin-2 (HNA-2). Plasma-Thiole und Disulfide, die mangels
Nierenfunktion ebenfalls verdndert sind, stehen in einem stindigen Austausch mit dem
Cystein-34 (Thiol-Disulfid-Austausch). Sie konnen im Gegensatz zu Albumin durch Dialyse
entfernt werden. Die daraus resultierende dynamische Situation ermdglicht, den Einfluss
einer Dialyse auf den Redoxzustand von Albumin in Abhingigkeit der Plasma-

Thiole/Disulfide zu untersuchen.

Methodik

Um den moglichen Zusammenhang zwischen dem Redox-Zustand von Albumin und der
Thiol-/Disulfid-Konzentration im Plasma zu erforschen, wurden bei zwanzig Patientinnen
und Patienten Blutproben vor und nach der Dialyse-Behandlung abgenommen. Die Proben
wurden  mittels  High-Performance-Liquid-Chromatography  im  Hinblick  auf
Thiole/Dislufide, sowie HMA, HNA-1 und HNA-2 untersucht und die daraus resultierenden

Daten statistisch analysiert.

Resultate

Dass bei Dialysepatienten der Anteil an HMA gegeniiber gesunden Personen verringert ist
und eine Dialysebehandlung den Redox-Zustand von Albumin in Richtung HMA verschiebt,
konnte bestdtigt werden. Die in der Literatur beschriebene Methode zur Bestimmung der
Plasma Thiole/Disulfide konnte trotz zahlreicher und langwieriger Versuche keine
ausreichend reproduzierbaren und verlésslichen Daten liefern. Deshalb konnte der mogliche
Zusammenhang zwischen dem Redox-Zustand von Albumin und den Plasma-Thiolen und

Disulfiden leider nicht geklédrt werden.

Conclusio

Wie erwartet ndhert sich der Redoxzustand von Albumin durch die Dialysebehandlung dem
physiologischen Zustand an. Es ist anzunehmen, dass sich die Plasma-Thiole und Disulfide
ebenso verhalten. Die verwendete Methode erwies sich jedoch iiberaschenderweise als

ungeeignet.




Abstract

Background

Patients with chronic renal failure suffer from oxidative stress, which can lead to oxidative
changes at the cysteine-34 of the albumin molecule. Cysteine-34 can exist as thiol, disulfide,
or sulfinic/sulfonic acid. One speaks of human mercaptalbumin (HMA), human
nonmercaptalbumin-1 (HNA-1), and human nonmercaptalbumin-2 (HNA-2). Plasma thiols
and disulfides, which are altered due to lack of kidney function as well, are in constant
exchange with cysteine-34 (thiol-disulfide-exchange). Unlike albumin they can be removed
through dialysis. The resulting dynamic situation allows observing the influence of dialysis

on the redox-state of albumin in dependence of the plasma-thiols/disulfides.

Method

To assess a possible association between the redox-state of albumin and the thiol/disulfide
concentration in plasma, blood samples of twenty patients were taken before and after
dialysis. The samples were examined using high-performance-liquid-chromatography with
regard to thiols/disulfides as well as HMA, HNA-1, and HNA-2 and the resulting data were

statistically analyzed.

Results

Within this study it was confirmed that in dialysis patients the proportion of HMA is reduced
compared to healthy persons and that dialysis treatment shifts the redox state of albumin
towards HMA. Despite numerous and effortful attempts, the method for determining the
plasma thiols/disulfides described in the literature could not provide sufficiently
reproducible and reliable data. Therefore, unfortunately, the association between the redox-

state of albumin and the plasma-thiols/disulfides could not be elucidated.

Conclusion
As expected, the redox state of albumin approaches the physiological state through dialysis-
treatment. It can be assumed that the plasma thiols and disulfides behave the same way.

However, the method applied surprisingly proved to be inappropriate.
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1 Einleitung

1.1 Die Nieren

Die Nieren sind im menschlichen Korper die wichtigsten Organe zur Entfernung von
Stoffwechselendprodukten und weiteren Abbauprodukten, wie zum Beispiel von
Medikamenten (1-3). Kreatinin, das als Endprodukt des Energiestoffwechsels anfillt, spielt
als harnpflichtige Substanz eine besondere Rolle. Da es fast ausschlieBlich filtriert und nicht
riickresorbiert wird, dient es als Marker fiir die Berechnung der Glomeruldren Filtrationsrate

(GFR) (siche Kap. 1.1.2) (2).

Als vielfdltige Organe sind die Nieren auch an der Glukoneogenese, der Regelung des
Blutdrucks (Renin-Angiotensin-Aldosteron-System RAAS) und des Siure-Basen-Haushalts
(H'-Ionen-Ausscheidung), dem Knochenstoffwechsel (letzter Schritt der Vitamin-D-
Bildung) sowie iiber die Erythropoietinsynthese an der Blutbildung beteiligt (1-4). Die
Nieren bendtigen ca. 10% des aufgenommen Sauerstoffs und sind daher anfillig fiir

oxidativen Stress (5).

Im Falle eines Nierenversagens (siehe Kapitel 1.1.3) kann die Kompensierung einer
verminderten  bis  vollstindig  ausgefallenen  Filtration der Nieren durch

Nierenersatzverfahren (siche Kapitel 1.1.4) erforderlich sein.

Im Folgenden wird auf den makroskopischen und mikroskopischen Aufbau sowie die

Funktion der Niere eingegangen.

1.1.1 Makroskopischer Aufbau

Die Nieren liegen beidseits der Wirbelsdule in einer Fettkapsel im Retroperitoneum.
Wihrend sich die linke Niere in etwa von der Hohe des zwolften Brustwirbels bis zum dritten
Lendenwirbel erstreckt, ist die rechte Niere durch die Leber etwa 4 c¢cm nach unten
verschoben (6). Das Nierenparenchym wird in eine duflere Schicht, die Nierenrinde und in
eine innere Schicht, das Nierenmark, gegliedert (2—4). Die Blutversorgung erfolgt zufithrend
iiber die Arteria renalis und abfiihrend iiber die Vena renalis. Uber das Nierenbecken und

den Harnleiter wird der gebildete Harn Richtung Harnblase abtransportiert (4).




Cortex renalis
(Nierenrinde)

Medulla renalis
(Nierenmark)

A. renalis
V. renalis
Pelvis renalis

Harnleiter
(Ureter)

Abbildung 1: Makroskopische Anatomie der Niere, adaptiert (73)

1.1.2 Mikroskopischer Aufbau

Jede Niere enthilt 1-1,5 Millionen Nephrone (3). Sie stellen die eigentliche funktionelle
Einheit der Niere dar. Ein Nephron besteht aus dem Nierenkdrperchen (Glomerulum) und
aus dem daran angeschlossenen Tubulus, der wiederum in ein Sammelrohr miindet. Mehrere
Sammelrohre verbinden sich zu immer groBBeren Gangen und enden schlieBlich iiber einen

Nierenkelch im Nierenbecken (3,7).

Sdmtliche Nierenkorperchen sind in der Nierenrinde zu finden. Jedes Glomerulum wird tiber
eine zufithrende Arteriole mit Blut versorgt, der Abtransport erfolgt iiber je eine abfiihrende
Arteriole. Im Glomerulum bilden die Arteriolen ein kleines Gefalblindel, das von der
Bowman-Kapsel umschlossen wird. Hier wird der Primdrharn gebildet, der iiber das
Tubulussystem weitertransportiert wird. Dieser ist weitgehend proteinfrei und enthélt neben
Wasser auch Elektrolyte und kleinere Molekiile. Er entsteht durch Ultrafiltration des
Blutplasmas iiber einen dreilagigen Filter, der aus Endothelzellen, der Basalmenbran und
den Podozyten besteht (2,3,7). Stoffe mit einem Molekiilradius von r < 1,8 nm werden frei
hindurchgelassen. Mit steigender Grof3e erfolgt der Durchtritt zunehmend schlechter. Ab

einem molekularen Radius von r > 4,4 nm ist der Filter undurchléssig (1,7).

Die gesunde Niere filtert Stoffe nicht nur, wie eben beschrieben, nach ihrer Molekiilgrofe,
sondern auch nach ihrer Ladung. Die Fullfortsidtze der Podozyten sind mit einer negativ
geladenen Glykokalix iiberzogen und reduzieren den Ubertritt von negativ geladenen
Molekiilen wie zum Beispiel Plasmaproteinen (2). Albumin ist mit einem Molekiilradius von

3,4 nm (1) bis 3,6 nm (7) und seiner negativen Ladung normalerweise nahezu unfiltrierbar.
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Am weiteren Weg des Harns werden im Tubulussystem viele Stoffe wie Wasser, HarnstofT,
Na" und Cl-Ionen zu einem GroBteil riickresorbiert. Filtrierte Glukose und Aminosiuren
werden normalerweise fast vollstindig wiederaufgenommen. Dadurch kommt es bei einem
gesunden erwachsenen Menschen abhingig von der Erndhrung und der Trinkmenge

schlussendlich zu einer Harnmenge von 0,5-2 1/Tag (1-3).

1.1.3 Pathophysiologie der Niere

Nierenschddigungen werden nach ihrer Dauer in chronische und akute Verldufe unterteilt
(6,8,9). Die Nierenfunktion kann durch eine eingeschriankte Durchblutung oder durch eine
Schiadigung der Glomeruli und/oder der Tubuli gestort werden (6,9). Ebenso ist eine
Schiadigung durch Verdnderungen im Niereninterstitium oder einen Verschluss der
ableitenden Harnwege, z.B. durch Harnsteine oder Tumore und dem daraus folgenden
Riickstau des Harns, moglich (6). Da in der vorliegenden Studie ausschlieBlich Patientinnen
und Patienten mit chronischer Niereninsuffizienz eingeschlossen wurden, wird auf die akute

Niereninsuffizienz in der Diplomarbeit nicht weiter eingegangen.

Die Storung der ausscheidenden Nierenfunktion zeigt sich nach einem Austfall von etwa 60%
des Nierenparenchyms. Anfinglich kommt es zu einem Anstieg der harnpflichtigen
Substanzen im Korper, der aber durch eine erh6hte Harnproduktion kompensiert wird (6,8).
Wird der glomeruldre Filter weiter geschidigt, ist es moglich, dass Plasmaproteine und
Erythrozyten in den Primérharn gelangen. Die Proteinurie ist bei den Serumproteinen vor
allem durch die Verminderung der Albuminkonzentration sichtbar. Zusétzlich gehen bei
einer Nierenschddigung wichtige Substanzen wie Glukose und/oder Elektrolyte verloren (9).
Im weiteren Verlauf gehen immer mehr Nephrone zu Grunde, was schlussendlich zu einem

vollkommenen Verlust der Harnbildung fiihrt (6).

Die Folgen der chronischen Niereninsuffizienz zeigen sich in einer erhohten
kardiovaskuldren Mortalitdt. Das Risiko, an einem kardiovaskuldren Ereignis zu sterben, ist
bei Himodialyse-Patientinnen und Patienten zehn- bis zwanzigfach erhoht (10). Das Risiko
eines 30-jdhrigen Patienten mit ESRD (End-Stage-Renal-Disease) an einem

kardiovaskuldren Ereignis zu sterben, entspricht dem eines 80-jdhrigen ohne Erkrankung

(11).
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1.1.3.1 Chronische/terminale Niereninsuffizienz

In Osterreich sind ca. fiinf Prozent der Bevédlkerung (~400.000 Personen, Stand 2015) von
einer signifikanten, chronischen Einschriankung ihrer Nierenfunktion betroffen (GFR < 60
ml/min/1,73 m?). Die Hauptursachen fiir eine chronische bzw. terminale Niereninsuffizienz
sind Diabetes mellitus Typ I/Il und Hypertonie. Andere Ursachen fiir chronische
Niereninsuffizienz sind Glomerulonephritiden, hereditire Erkrankungen (vor allem
Autosomal Dominant Polycystic Kidney Disease (ADPKD)) und interstitielle
Nierenerkrankungen (12). In Westeuropa betrdgt die Inzidenz der chronischen

Niereninsuffizienz 10/100.000/Jahr, in den USA 60/100.000/Jahr (8).

Die Kriterien fiir die Diagnosestellung einer chronischen Niereninsuffizienz sind eine
Verminderung der estimatedGFR (eGFR) von < 60 ml/min/1,73 m? und zusitzlich Zeichen
einer Nierenschddigung in Serum/Urin, Bildgebung oder Histologie liber einen Zeitraum
von mehr als drei Monaten (8,13). Die eGFR berticksichtigt Alter, Geschlecht und Hautfarbe

bei der Berechnung. Sie wird anhand der folgenden Formel berechnet:

eGFR(ml/min/1,73 m?) = Serumkreatinin=115* x Alter~%2%3 x Faktor

Bei konventionellen Einheiten (mg/dl) lautet der Faktor 186, bei SI-Einheiten (umol/l)
32.788. Bei Frauen ist das Ergebnis mit 0,742, bei Menschen mit schwarzer Hautfarbe mit

1,21 zu multiplizieren (8).

Abhingig von der GFR wird die chronische Niereninsuffizienz (CKD, Chronic Kidney
Disease) nach den KDIGO-Leitlinien 2012 (KDIGO, Kidney Disease - Improving Global
Outcomes) in fiinf Stadien eingeteilt. Ab Stadium 4 (schwere Niereninsuffizienz, GFR 15 —
29 ml) wird die Nierenersatztherapie vorbereitet und ab Stadium 5 (Nierenversagen, GFR <

15 ml) durchgefiihrt (8,14).

1.1.4 Arten von Nierenersatzverfahren

Sowohl bei akuter Niereninsuffizienz als auch bei fortgeschrittener chronischer
Niereninsuffizienz gibt es die Moglichkeit verschiedener Nierenersatzverfahren (6,8). Bei
den extrakorporalen Methoden der Himodialyse und Himodiafiltration (s.u.) wird das Blut

auflerhalb des Korpers der Patientin/des Patienten {iber ein Schlauchsystem zum Dialysator

11



(s. Kap.1.1.5) geleitet und von dort wieder zuriick zur Patientin/zum Patienten. Im Gegensatz

dazu steht die Peritonealdialyse, auf die in Kapitel 1.1.4.3 eingegangen wird.

1.1.4.1 Hamodialyse (HD)

Die Hamodialyse folgt dem Prinzip der Diffusion entlang eines Konzentrationsgradienten
iiber eine semipermeable Membran, die je nach Indikation und Bauart fiir unterschiedlich
grole Molekiile durchldssig ist. Wie in Abbildung 2 dargestellt, stromt das Blut als
hypertone Losung an der Innenseite und das Dialysat (s. Kap. 1.1.6) hypoton auf der
AuBenseite der Membran eines Dialysators (s. 1.1.5). Um den Konzentrationsgradienten
moglichst groB zu halten, wird zusitzlich das Gegenstromprinzip ausgenutzt (6). Die
wasserloslichen, nieder- bis mittelmolekularen Teilchen wandern entlang des osmotischen
Gradienten in das Dialysat, bis deren Konzentrationen auf beiden Seiten der semipermeablen
Membran isoton sind. Es kann zwischen zwei Arten der Himodialyse unterschieden werden.
Wihrend Abbildung 2 das Fluss-Schema der Low-flux-Dialyse (Ultrafiltrationskoeffizient
< 10 ml/h/mmHg) darstellt, zeigt Abbildung 3 das Fluss-Schema der High-flux-Dialyse
(Ultrafiltrationskoeffizient > 10 ml/h/mmHg). Durch den erhohten Wasseriibertritt auf die
Dialyseseite ist es erforderlich, den Volumesverlust der Patientin/des Patienten
auszugleichen. Dies geschieht bei der HD im Gegensatz zur Hamofiltration bzw.

Hémodiafiltration durch einen erhéhten Druck auf der Dialysatabflussseite (15).

Druckregler
Abfluss % E
£
<
B ©
= E g 3
3 E 2 2
5 2 5 9
@ 5 G =
a a
Zufluss :‘I
1 l Zufluss
Abbildung 2: Fluss-Schema der Abbildung 3: Fluss-Schema der
Hdmodialyse, nach (15), der High-flux-Dialyse nach (15).
Stoffaustausch erfolgt iiber Diffusion Strichlierte Pfeile stellen die
(strichlierte Pfeile) Diffusion dar, durchgezogene die

Konvektion.
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1.1.4.2 Hamofiltration (HF) und Hamodiafiltration (HDF)

Bei der Hamofiltration erfolgt die Stoffausscheidung durch Konvektion iiber eine
grof3porige, semipermeable Membran (s. Abbildung 4) (15). Der Stoffaustausch wird {iber
einen Druckunterschied erreicht. Indem auf der Dialysatseite ein niedrigerer Druck vorliegt
als auf Patientenseite, werden die auszuscheidenden Molekiile durch die semipermeable
Membran gezogen (16). Auf diese Weise wird reines Plasma abfiltriert (13). Der erhohte

Volumsverlust muss in Form von Substitutionsldungen wieder ausgeglichen werden (13,15).

Bei der Hamodiafiltration werden Himodialyse und Hamofiltration kombiniert, um so die
Vorteile von beiden Verfahren (Diffusion — Entfernung niedermolekularer Substanzen und
Konvektion — Entfernung groflerer Molekiile) auszunutzen (s. Abbildung 5) (6,8,17). Der

Vorteil dieses Verfahrens liegt in einer geringeren Kreislaufbelastung (13).

1 Substituat 1 Substituat
Abfluss i
] oo ] 9
= g & 3
g ® E %
@ =] @ =
[ L
Zufluss
Abbildung 4: Fluss-Schema der Abbildung 5:  Fluss-Schema der
Hdmofiltration, nach (15), Der Hdmodiafiltration nach (15),
Stoffaustausch erfolgt tiber Stoffaustausch ~ mittels  Diffusion
Konvektion (durchgezogene Pfeile) (gestrichelte Pfeile) und Konvektion

(durchgezogene Pfeile)

1.1.4.3 Peritonealdialyse

Ein weiteres Dialyse-Verfahren stellt die Peritoneal-Dialyse dar. Hier werden mehrmals
taglich 1,5 bis 2 Liter einer glukosehaltigen Dialysat-Losung iiber einen Katheter in die
Bauchhohle gebracht (6,17). Das Peritoneum dient als semipermeable Membran. Nach
einigen Stunden wird die Dialysatlosung iliber den Katheter abgelassen und durch eine

frische Losung ersetzt (18).
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1.1.5 Dialysatoren und Biokompatibilitat

Der Dialysator stellt den Filter im Dialyseverfahren dar. In Kapillar- bzw.
Hohlfaserdialysatoren besteht dieser aus einem Kunststoffgehduse mit Biindeln von
Kapillarrohren. Durch diese flieBt das Blut, wiahrend an der AuBenseite das Dialysat
zirkuliert (17,19).

Die eingesetzten Membranen bestehen entweder aus synthetischen Materialien wie etwa
Polyamid oder aus semisynthetischen Derivaten der Zellulose. Generell werden die
Membranoberflachen bei ihrem Kontakt mit Blut als kérperfremd erkannt. Dies zieht eine
Aktivierung der humoralen und zelluldiren Immunantwort, vor allem des
Komplementsystems nach sich. Bei Membranen aus unmodifizierter Zellulose ist die
Aktivierung des Komplementsystems besonders stark ausgeprédgt, da sich innerhalb des
Zellulose-Polymers Hydroxyl-Gruppen an den Glukosemolekiilen befinden. Diese binden
kovalent mit dem Komplementfaktor C3 und kénnen so die Komplementkaskade auslosen

(20).

Aufgrund ihrer Bioinkompatibilitdit und ihrer schlechten Stofftrennungseigenschaften
werden unmodifizierte Zellulosemembranen heutzutage nicht mehr eingesetzt. Stattdessen
werden Membranen aus modifizierter Zellulose verwendet. So ist bei Hemophan-
Membranen an einige der Hydroxylgruppen Diethylaminoethyl gebunden, was die

Komplementaktivierung verringert (19,21).

1.1.6 Dialysat

Das Dialysat besteht aus einer wissrigen Losung von Elektrolyten und Glukose sowie
Puffersubstanzen. Als Puffersubstanz wird vor allem Bikarbonat benutzt. Dies dient zum
Ausgleich der metabolischen Azidose der Patientinnen und Patienten. Die, in Kapitel 1.1.4.2
angesprochenen, Substitutionsldsungen weisen eine vergleichbare Zusammensetzung wie

das Dialysat auf (19).
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1.2 Reaktive Spezies, antioxidative Strategien und oxidativer
Stress

Als reaktive Spezies (reactive species - RS) werden Molekiile bezeichnet, die aufgrund ihrer
ungepaarten Elektronen die Fihigkeit haben, anderen Atomen oder Molekiilen ihre
Elektronen zu entziehen, um Elektronenpaare zu bilden. Die Molekiile, die ihre Elektronen
verlieren, werden oxidiert. Jene Molekiile, die die Elektronen aufnehmen, werden reduziert.

Somit werden diese Reaktionen als Redoxreaktionen bezeichnet (22,23).

Zu den reaktiven Spezies gehoren unter anderem reaktive Sauerstoffspezies (reactive oxygen
species (ROS)) und reaktive Stickstoffspezies (reactive nitrogen species (RNS)). RS kénnen
weiter in freie Radikale und Nicht-Radikale eingeteilt werden (5). Als freie Radikale werden
alle Molekiile bezeichnet, die ein oder mehrere ungepaarte Elektronen besitzen (5,24,25).
Zu den freien Radikalen der ROS zdhlen zum Beispiel das Superoxid- bzw. Hyperoxid-
Anion/Radikalanion (O2”) und das duBlerst reaktive Hydroxyl-Radikal (‘OH) (5,22,26-30).
Zu den freien Radikalen der RNS zdhlen u. a. Stickstoffmonoxid (NO-) sowie
Stickstoffdioxid (NOy’), bei den Nicht-Radikalen sei als Beispiel Peroxinitrit (ONOO")
genannt (5).

ROS entstehen bei vielen zelluldiren Vorgédngen, die Sauerstoff bendtigen. Dazu zéhlt etwa
die mitochondriale Atmungskette (27,29). ROS entstehen auch physikalisch durch die
Einwirkung von UV-Licht, Rontgen- oder Gammastrahlen (27) oder aber auch durch
Hyperoxie bei tagelanger Beatmung mit reinem Sauerstoff (28). Eine weitere Moglichkeit
fiir die Entstehung von ROS ist im Rahmen der sogenannten Fenton-Reaktion mdglich. Hier
wird Wasserstoffperoxid (H20>), welches selbst nicht zu den Radikalen zéhlt (27,30), in
Anwesenheit von Fe** in das hochreaktive Hydroxyl-Radikal (‘OH) gespalten (5,27,31).

Jede Gewebsschidigung, z.B. durch Sonneneinstrahlung oder auch durch Reperfusion nach
Ischémie, fiihrt zu einer Erh6hung der reaktiven Verbindungen (5,28). Als Griinde werden
die Schiadigungen der Mitochondrien oder ein Defizit von Antioxidantien wie etwa der
Plasma-Thiole (s. Kapitel 1.4) bei erhohtem Verlust von extrazelluliren Fliissigkeiten

diskutiert (5).

Reaktive Spezies sind fiir Schiden an vielen Biomolekiilen verantwortlich. Sie fiihren

beispielsweise zu Strangbriichen und Mutationen in der DNS (5,25,27,28). Diese sind
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mitverantwortlich fiir das beschleunigte Altern von Zellen (28,29) und die Entstehung von
Krebs (25,32). Ebenso kann die Struktur und Funktion von Proteinen durch die Oxidation
freier Thiol- (SH-) Gruppen zu Disulfiden (S-S-) beeinflusst werden (5,27,28). Das
Hydroxyl-Radikal hat die Fahigkeit, die Fettsduren in der Zellmembran der Erythrozyten zu
vernetzen und so den Aufbau und die Funktion der Lipiddoppelschicht zu storen (26,28).
ROS spielen zusétzlich eine Rolle bei der Entstehung von Atherosklerose, da sie Low
Density Lipoprotein (LDL) oxidieren. Makrophagen nehmen das oxidierte LDL (oxLDL)

auf und werden zu Schaumzellen (5).

Es muss aber auch darauf hingewiesen werden, dass RS einige wichtige Rollen im Korper
iibernehmen. So werden sie in phagozytierenden Immunzellen, wie beispielsweise
Makrophagen, beim sog. oxidative burst in grolen Mengen erzeugt, um die zuvor
aufgenommenen Keime abzutoten (5,33). ROS haben ebenso einen Einfluss auf die
Immunaktivierung, indem sie zum Beispiel die Synthese von IL-8 stimulieren und so
Neutrophile Granulozyten anlocken. Eine weitere Rolle von RS ist ihre Schliisselfunktion in
der intrazelluldren Signaltransduktion (Reaktion der Zelle auf Hormone oder
Wachstumsfaktoren) sowie beim interzelluldren signaling (interzelluldre Kommunikation
durch Stickoxid und Zytokine). Diese Regulationsmechanismen basieren auf der Oxidation

und Reduktion von Thiolgruppen, oder der Oxidation bzw. Reduktion von Eisen-Ionen (5).

1.2.1 Antioxidative Strategien

Der Korper hat einige Strategien um der tiberméfBigen Bildung von ROS entgegenzuwirken.

Man kann sie in enzymatische und nicht-enzymatische Mechanismen einteilen (27).

Enzyme stellen die wichtigsten antioxidativen Mechanismen dar. Die Superoxiddismutasen
(SODs) (5,30) wandeln zwei Superoxid- bzw. Hyperoxid-Radikalanionen (O2") in
Sauerstoff (O2) und Wasserstoffperoxid (H2O02) um (5). Wasserstoffperoxid wird durch
Katalasen (5,30) und Glutathionperoxidasen (GPx) (5,27) zu Wasser (H,0) und Sauerstoff
(O2) umgewandelt. Im Fall der Gluathionperoxidasen wird H,O, reduziert und Glutathion
(GSH) oxidert, sodass Glutathion-Disulfid (GSSG) entsteht (s. Abbildung 6). Dieses steht
nach einer Reduktion durch die Glutathion-Reduktase wieder zur Verfiigung (5,26,27,34).
Glutathion ist bei intrazelluliren Konzentrationen von 0,5-10 mmol/l das wichtigste

Antioxidans des menschlichen Organismus (35).
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Abbildung 6: Glutathion als Antioxidans, adaptiert (26);
Glutathion verfiigt in reduzierter Form iiber die Thiolgruppe (-
SH) und wird deshalb als GSH abgekiirzt (34).

Nicht enzymatische Strategien beruhen unter anderem auf den Wirkungen von Vitamin C
und E, auf die hier nicht weiter eingegangen wird (5,27,28). Als extrazelluldres Antioxidans
spielt Albumin (s. Kapitel 1.3) eine wichtige Rolle. Es ist in der Lage, Eisen- und Kupfer-
Ionen zu binden. Dies verhindert die oben genannte Fenton-Reaktion. Zusétzlich verfiigt
Albumin im Fall des humanen Mercaptalbumin (HMA) {iber eine freie Thiolgruppe (siche
1.3), die Hydroxylradikale binden kann (36).

1.2.2 Oxidativer Stress

Die klassische Definition von oxidativem Stress ist laut Sies ein Ungleichgewicht zwischen
Oxidantien und Antioxidantien zugunsten der Oxidantien, was Schiden als potentiell
mogliche Folge hat (37). Diese Definition wurde von Sies und Jones aktualisiert und um die

moglichen Stérungen im Redox-Signaling und der Redox-Kontrolle erginzt (38).

Oxidativer Stress wird bei vielen akuten bzw. chronischen Krankheiten/Stérungen
zumindest mitverantwortlich fiir deren Entstehung gemacht (39), darunter rheumatoide
Arthritis, AIDS und zystische Fibrose (5). Es wurde nachgewiesen, dass auch Patienten mit
chronischer Niereninsuffizienz im Endstadium erh6htem oxidativem Stress ausgesetzt sind
(20,40). Verschiedene Studien haben gezeigt, dass eine Korrelation zwischen weiter
fortgeschrittenen Stadien der CKD und erhdhten Anteilen der oxidierten Formen von
Albumin besteht (41,42). Urséchlich flir den erhohten oxidativen Stress sind eine reduzierte
Funktion der antioxidativen Ressourcen durch eine verminderte Konzentration von
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Glutathion, Vitamin-C und E sowie ein Selenmangel. Zusétzlich besteht durch das meist
fortgeschrittene  Alter, chronische Entziindungen, Urdmie und verminderte
Biokompatibilitit von Dialyse-Membranen und Dialysatlosung eine erhohte oxidative
Aktivitéit (40). Es konnte ebenso gezeigt werden, dass eine Himodialyse-Behandlung den

Redoxzustand des Albumins in Richtung des HMAs verindert (43).

Thiole und Disulfide werden ebenso durch oxidativen Stress beeinflusst (siche Kap. 1.4)
Himmelfarb et al. untersuchten die Auswirkung einer Himodialyse-Behandlung auf den
Redox-Status der Aminothiole. Sie stellten fest, dass bei Patienten mit chronischer
Niereninsuffizienz die Plasma-Konzentration von oxidierten Amino-Thiolen erh6ht ist. Eine
Hamodialyse-Behandlung konnte die normalen Konzentrationen der Plasma-Thiole
wiederherstellen (44,45). Es ist daher moglich, dass die oxidierten Formen der Amino-
Thiole fiir eine Urdmie mitverantwortlich sind (45). Weiters wird vermutet, dass ein
niedermolekulares Toxin existiert, welches fiir die Plasma-Protein-Oxidation verantwortlich

ist und durch eine HD-Behandlung entfernt werden kann (44).

1.3 Albumin

Blut besteht aus einem zelluldren und einem fliissigen Anteil. Der zelluldre Anteil setzt sich
aus Erythrozyten, Leukozyten und Thrombozyten zusammen. Im fliissigen Anteil des Blutes
stellt das Protein Albumin mit einer Konzentration von iiber 4,5 g/dl im Menschen die
Hauptkomponente dar (1,46,47). Es wird in der Leber in den Hepatozyten gebildet (47) und
iiber unterschiedliche Wege abgebaut und ausgeschieden, unter anderem tiiber die Niere, die
Leber und die Haut (46,48). Die Hauptfunktionen des Albumins bestehen in der Erhaltung
des kolloidosmotischen Drucks und des Transports hydrophober Substanzen wie etwa

Bilirubin, Vitamine, langkettige freie Fettsduren oder bestimmte Medikamente (5,46,48).

Die Normwerte von Albumin im Blutserum liegen bei einem Erwachsenen zwischen 35 und
50 g/l (48). Verminderte Werte (=Hypalbumindmie) kénnen Hinweise auf eine erhohte
Ausscheidung durch eine Schiddigung der Nieren bzw. Leber oder entziindliche
Erkrankungen sein (4,48). Eine Hypalbuminiimie fiihrt zu einem vermehrten Ubertritt von

Wasser in den interzelluldren Raum und somit zu interstitiellen Odemen (6,46).

Humanalbumin besteht aus 585 Aminoséduren (48) und hat eine molare Masse von 66 kDa.

Von den zwanzig proteinogenen Aminosduren ist 35-mal Cystein vertreten (48,49).
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Wihrend 34 der Cysteinreste mittels Disulfidbriicken (S-S) Cystin-Paare bilden (s. Kap.1.4)
und so dem Albuminmolekiil zu seiner rdumlichen Struktur verhelfen, hat das Cystein an
vierunddreifligster Stelle der Proteinsequenz eine endstdndige, freie Thiol- oder auch
Mercaptogruppe (-SH) (5,48). Diese kann mit anderen Thiolen und manchen
Oxidationsmitteln kovalente Bindungen eingehen (48). So reagiert sie etwa schnell mit dem
Peroxyl-Radikal (RO2) sowie dem Alkoxyl-Radikal (RO-) wund langsam mit
Wasserstoffperoxid (H202) (5).

3 !
Domain Il o~ Domain |

C-terminus

Domain IlI

Abbildung  7:  Drei-Dimensionale  Struktur — von  Albumin  mit
hervorgehobenem Cys-34 (74)

Abhidngig vom Oxidationszustand des Cys-34 kann humanes Serumalbumin in drei
verschiedene Formen eingeteilt werden. Die reduzierte Form des Albumins enthilt die freie
—SH-Gruppe und wird als humanes Mercaptalbumin (HMA) bezeichnet. Es liegt zu 70-80%
vor. Eine mild bzw. reversibel oxidierte Form liegt zu etwa 25% vor und wird humanes Non-
Mercaptalbumin-1 (HNA-1) genannt. In diesem Fall bildet das Cystein-34 eine Disulfid-
Briicke mit anderen Thiolen, wie zum Beispiel Cystein, Gluthathion oder Homocystein

(siehe Kapitel 1.4) (50,51).

Am weitaus hiufigsten wird die Disulfidbriicke mit Cystein gebildet (52). Wird das Cystein-
34 noch hoher zur Sulfin- (-SO2H) oder Sulfonsédure (-SO3H) oxidiert, liegt humanes Non-
Mercaptalbumin-2 (HNA-2) vor. Es handelt sich dabei um eine irreversibel oxidierte Form,
deren Anteil bei gesunden Erwachsenen nur gering ist (50,51). Durch das freie Cystein-34

ist Albumin mit bis zu 500 uM an den Plasma-Thiolen beteiligt (5) und liefert so den
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hochsten Anteil der freien Thiol-Gruppen im Plasma (50,52). Dies fiihrt dazu, dass Albumin

anfillig fiir die Auswirkungen von oxidativem Stress im Plasma ist (36,53).

1.4 Thiole und Disulfide

Thiole entsprechen Alkoholen, bei denen im Molekiil der Sauerstoff durch ein Schwefel-
Atom ersetzt ist (R-S-H) (23). Sie werden daher auch als Thioalkohole bezeichnet (22). Im
Korper unterscheidet man Thiole mit niedrigem und hohem molekularem Gewicht. Zu den
Thiolen mit niedrigem Gewicht, sog. low-molecular-weight thiols (LMW-SH), gehoren
Cystein (Cys), Homocystein (Hcys), Glutathion (GSH) und Cysteinylglycin (CysGly). Sie
liegen in reduzierter Form und als Disulfide (s.u.) vor. Die Disulfidbildung kann einerseits
zwischen zwei LMW-SH und andererseits zwischen einem LMW-SH und der SH-Gruppe
eines Proteins erfolgen. Letztere werden als gemischte Disulfide bezeichnet (52,54). Zu den

Thiolen mit hohem molekularem Gewicht gehort zum Beispiel Albumin (52).

Extrazelluldar kommt Cystein am haufigsten vor, jedoch wird hier der groBite Anteil der freien
Thiole von Protein-gebundenen SH-Gruppen gebildet (54). Intrazelluldr liegt am héufigsten
Glutathion vor (52).

Werden zwei Thiole mild oxidiert, kommt es unter Abspaltung von zwei Protonen und zwei
Elektronen zur Ausbildung einer Disulfidbriicke (siche Abbildung 8). Im Fall der
Aminosédure Cystein ist dies essentiell fiir die rdumliche Struktur (22,25,55) und Funktion
von vielen Proteinen, weil durch die Briickenbildung weit entfernte Teile der Proteinkette
verbunden werden konnen (22). Proteine kdnnen aber, wie oben beschrieben, ihre Struktur

und Funktion durch die Bildung von Disulfidbindungen verlieren.

Oy O Oy, 0 NP N
N B N L .
HNEC—H + HN=C—H  ——= HN“C—H HN“C—H + 2H'+ 25
H,C CH, H,C CH,
SsHo HST g

Abbildung 8: Bildung einer Disulfid-Briicke zwischen zwei Cystein-Molekiilen nach (22)

1.5 Ziel der Diplomarbeit

Das Ziel der Studie ist, die Redoxzustinde des Albumins und die Konzentration der
niedermolekularen Thiole im Plasma zu untersuchen und einen eventuellen Zusammenhang

zu erforschen. Durch die Messung der Blutproben vor und nach der Dialyse ergibt sich die
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Moglichkeit einer Beobachtung der Verdnderung des Albumins und der Plasmathiole in
Abhéngigkeit der Behandlungsmethode. Wéhrend andere Studien die Gesamt-Thiole im
Plasma untersuchen (56), sollen im Unterschied dazu bei der hier vorliegenden Studie die
Plasma-Thiole und Disulfide gemessen werden. Dass eine HD-Behandlung auf die
Redoxzustinde von Albumin einen Einfluss hat, wurde bereits erforscht. Ebenso wurden die
Auswirkungen auf die Plasma-Thiol Konzentration untersucht. Gemeinsame Messungen

beider ZielgroBBen wurden bis dato noch nicht durchgefiihrt.

2 Studiendesign, Rekrutierung und Methoden

Fiir die hier vorgestellte Pilotstudie liegt ein positives Votum der Medizinischen Universtidt
Graz vor (EK-Nummer 28-319 ex 15/16). Die Rekrutierung der Patientinnen und Patienten
und die Probennahme erstreckten sich vom Friihling 2016 bis Herbst 2016. Die Ein- und
Ausschlusskriterien fiir diese Studie wurden durch ein Screening aller Patientinnen und
Patienten, die in diesem Zeitraum an der nephrologischen Abteilung der Universititsklinik
fiir Innere Medizin des LKH Graz mit Hdmodialyse und Hamodiafiltration behandelt

wurden, iliberpriift.

Eingeschlossen wurden Patientinnen und Patienten mit chronischem Nierenversagen unter
Dialysetherapie, Albuminwerten im Normbereich (3,5 — 5,3 g/dl), Leberwerten
geschlechtsabhédngig im Normbereich, CRP < 50 mg/l und einer Restdiurese von < 500
ml/24h. Nach diesen Kriterien wurden 21 Patientinnen und Patienten rekrutiert und
miindlich und schriftlich vom &rztlichen Personal iiber die Studie aufgeklart. Zwanzig
Personen gaben anschlieBend mit dem Informed Consent-Formular ihre schriftliche
Einwilligung. Die Patientinnen und Patienten erschienen zu drei Dialysetherapien/Woche,

wobei die Blutabnahmen jeweils nach dem langen Dialyseintervall erfolgten.

Der eingesetzte Dialysator aller Patientinnen und Patienten war ein Polyflux™ 210H der
Firma GAMBRO® mit einer Polyamix™-Membran aus Polyarylethersulfon,
Polyvinylpyrrolidon und Polyamid (57). HauptzielgroBen fiir die Pilotstudie waren die
Redox-Zustinde von Albumin, sowie die Konzentrationen der Thiole und Disulfide im
Plasma. Zusitzlich wurden bei der Blutabnahme vor der Dialyse mit einem Automaten der
Firma SYSMEX® (Gerit KX-21N™) ein Blutbild und mit Geréten der Firma EUROLyser®
(Eurolyser smart fiir die Bestimmung von HbAlc bzw. CRP, Vollautomat)

Routinelaborwerte gemessen.
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2.1 Albumin

2.1.1 Materialgewinnung

Fiir die Analyse der Redoxzustéinde von Albumin wurde den Patientinnen und Patienten vor
und vier Stunden nach Beginn der Dialysebehandlung ein 4,5 ml VACUETTE®
ROHRCHEN (K3;EDTA mit Ethylendiamintetraacetat (EDTA), Greiner Bio-one,
Kremsmiinster, Osterreich) abgenommen. Die Blutabnahme erfolgte aus dem
Schlauchsystem, in welchem das Blut der Patientinnen und Patienten zur Dialyse- bzw.
Héamodialysemaschine fliet. Die Proben wurden bei 2500 rpm und 4°C fiir 10 min
zentrifugiert, der Uberstand aliquotiert und bis zur Analyse bei -70°C gelagert.

2.1.2 Analyse

Die Bestimmung des Redoxzustands von Albumin erfolgte durch High Performance Liquid
Chromatography (HPLC) gemél3 dem Protokoll von Era ef al. (58). Mit dieser Methode ist
es moglich, Albumin nach seinem Redoxzustand in die freie Sulthydryl-Form (HMA), das
gemischte Disulfid (HNA-1) und die hoher oxidierte Form (HNA-2) aufzutrennen.
Sdmtliche HPLC-Messungen wurden von Frau Doris Payerl am Institut fiir Physiologische

Chemie der Medizinischen Universitit Graz durchgefiihrt.

Die Plasma-Proben wurden in einem Verhiltnis von 1:100 mit Probenpuffer (0,1 M
Natriumphosphat, 0,3 M Natriumchlorid, pH 6,87) auf ein Endvolumen von 1 mL verdiinnt
und anschlieBend durch einen Whatman 0,45 pum Nylon-Filter (Bartelt Labor- &
Datentechnik, Graz) gefiltert.

20 pL des oben genannten Filtrats wurden in das HPLC-System, bestehend aus einer Merck-
Hitachi L2130 Gradientenpumpe (VWR, Wien), einem Shimadzu SIL-20AC Autosampler,
einem Shimadzu CTO Séulenofen (Shimadzu Austria, Wien) und einem Jasco 821-FP
Fluoreszenz Detektor (Spectronex, Wien), injiziert und iiber eine Anionenaustauschsdule
(Shodex Asahipak ES-502N 7C, 7.5 x 100 mm, Bartelt Labor- & Datentechnik, Graz) mit
einer mobilen Phase (50 mM Natriumacetat, 400 mM Natriumsulfat, pH 4,85) getrennt.
Wihrend der Analyse wurde die Temperatur der Sdule kontinuierlich auf 35°C gewidrmt.
Die Eluierung erfolgte mittels eines Ethanolgradienten von 0 — 6 % und einer Flussrate von
1 ml/min. Hierfiir wurden zwei Laufmittel (Laufmittel A (Phosphatpuffer) und Laufmittel B

(Laufmittel A + 10% Ethanol)) wurden laut nachfolgendem Schema eingesetzt.
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Tabelle 1: Laufmittelzusammensetzung zu unterschiedlichen Zeitpunkten wdihrend der Analyse der Redoxzustdnde von
Albumin mittels HPLC.

0 min Laufmittel A 100 %
5 min Laufmittel A 100 %
25 min Laufmittel A 40 %, Laufmittel B 60 %
30 min Laufmittel A 40 %, Laufmittel B 60 %
35 min Laufmittel A 100 %
40 min Laufmittel A 100%

Fiir die Detektion wurde ein Fluoreszenzdetektor eingesetzt (Extinktionswellenldnge 280

nm, Emissionswellenldnge 340 nm).

Sédmtliche Ergebnisse der Albuminfraktionen beider Behandlungsverfahren wurden als eine
Gesamtgruppe zusammengefasst und auf einen signifikanten Unterschied iiberpriift. Ebenso
wurden beide Behandlungsverfahren separat auf einen signifikanten Unterschied

hinsichtlich der Albuminfraktionen untersucht.
2.2 Thiole

2.2.1 Materialgewinnung

Patientinnen und Patienten mit HD/HDF wurde unmittelbar vor der Dialyse und vier
Stunden nach Beginn der Dialyse je 8 ml Blut abgenommen. Die Abnahme erfolgte in 8 ml
VACUETTE® ROHRCHEN (Z Serum Gerinnungsaktivator, Greiner Bio-one) aus dem
Schlauchsystem, in welchem das Blut der Patientinnen und Patienten zur Dialysemaschine

flieB3t.

2.2.2 Probenaufarbeitung

Die Probenaufarbeitung erfolgte nach dem Protokoll von Jones und Liang (59). Unmittelbar
nach der Blutabnahme wurden 1350 pl Vollblut in vorbereitete Eppendorf-Gefafle mit 150
ul einer Boratpuffer-Stocklosung (0,53 g L-Serin, 25 mg Heparin (Natrium-Salz), 50 mg
Bathophenantrolindisulfonsdure (BPDS) und 300 mg lodessigsdure auf 10ml Boratpuffer
(0,5 M) mit Gamma-Glutamylglutamat (y-EE) als Internem Standard (IS) tiberfiihrt.

AnschlieBend wurden die Proben bei 4°C und 10.000 rpm zentrifugiert und 200 pl des
Uberstands in ein weiteres Eppendorfgefil iiberfiihrt, welches 200 pl einer 10%
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Perchlorsdurelosung mit Borséure (0,2 M) enthielt. Diese Aliquots wurden bis zur weiteren

Verarbeitung bei -70°C gelagert.

2.2.3 Derivatisierung der Proben

Die Proben wurden bei Raumtemperatur aufgetaut und danach fiir zwei Minuten bei 10.000
rpm zentrifugiert. 300 pl des Uberstands wurden abgehoben, der pH-Wert mittels einer
gesittigten Tetrahydroboratlosung mit KOH auf 9,0 +/- 0,2 eingestellt und fiir 20 min bei
Raumtemperatur inkubiert. Danach wurden 300 pul einer Losung aus 200 mg Dansylchlorid
auf 10 ml Aceton zugegeben und lichtgeschiitzt iiber Nacht inkubiert. Zu dieser Losung
wurden 500 pl Chloroform zugegeben, gevortext und fiir zwei Minuten bei 5000 rpm
zentrifugiert. Der Uberstand wurde abgenommen und 20 pl in die HPLC injiziert.

2.2.4 Analyse

Fiir die Bestimmung der Thiole wurde ebenso die in Kapitel 2.1.2 beschriebene High
Performance Liquid Chromatography eingesetzt. Die Analyse folgte einem adaptierten
Protokoll von Jones und Liang (59). Die Adaption bestand in der Verwendung von
Acetonitril anstelle von Methanol als Laufmittel. Samtliche HPLC-Messungen wurden von
Frau Doris Payerl am Institut fiir Physiologische Chemie der Medizinischen Universitdt Graz

durchgefiihrt.

Zwei Laufmittel, Laufmittel A (80% Acetonitril/dH,O) und Laufmittel B (Acetat-gepufferte
Acetonitrillosung; 640 ml Acetonitril, 200 ml Acetat Stocklésung, 125 ml Eisessig, 50 ml

dH2O, pH 4,6) wurden zu unterschiedlichen Gradienten eingesetzt.

Tabelle 2: Laufmittelzusammensetzung zu unterschiedlichen Zeitpunkten wihrend der Analyse der Thiole mittels HPLC.
0 min — 5 min Laufmittel A 95%, Laufmittel B 5%
5 min — 35 min Laufmittel A 20%, Laufmittel B 80%
35 min — 50 min Laufmittel A 20%, Laufmittel B 80%
50 min — 52 min Laufmittel A 95%, Laufmittel B 5%
52 min — 60 min Laufmittel A 95%, Laufmittel B 5%

Die Flussrate betrug 1,0 ml. Die Detektion erfolgte mittels eines Fluoreszenzdetektors bei

335 nm/ 518 nm (Ex/Em). Die Saulentemperatur betrug 25°C.
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2.3 Statistische Analyse

Fir die deskriptive Analyse der Patientlnnengruppe wurden Mittelwerte,
Standardabweichung, Ranges und Prozentrechnungen verwendet. Nach erfolgter Testung
auf Normalverteilung wurde ein nicht-parametrischer Test (Wilcoxon-Test) fiir die Priifung
der Unterschiedshypothesen fiir die Werte vor und nach der Dialyse gewihlt (60,61).
Gruppenunterschiede  zwischen den  Behandlungsmethoden Hidmodialyse und

Héamodiafiltration wurden mit Mann-Whitney U Tests (61) untersucht.

Abschlieend wurden Korrelationen zwischen den Ausgangswerten und Verschiebungen
der Albuminfraktionen und den Variablen Alter und Geschlecht als Einflussfaktoren
berechnet. Auch fiir die Leber betreffende Werte (y-Glutamyltransferase = GGT, Aspartat-
Aminotransferase = AST, Alanin-Aminotransferase = ALT) wurden Spearman
Korrelationsanalysen mit den Verschiebungen der Albuminfraktion durchgefiihrt (60). Fiir

alle Datenanalysen wurde die Software SPSS (Version 24, 2016, IBM) verwendet.

3 Ergebnisse

3.1 Beschreibung der Patientinnen und Patienten

Fiir die Studie wurden 20 Patientinnen und Patienten vor und nach einer Hamodialyse bzw.
Himodiafiltration untersucht. Von den rekrutierten 20 Patientinnen und Patienten gab es
keine Ausfille, es konnten somit vollstindige Datensdtze von allen Teilnehmenden in die
statistische Analyse einbezogen werden. Die Probandengruppe setzte sich aus zwolf Frauen
(60 %) und acht Ménnern (40 %) zusammen. Das Durchschnittsalter betrug 58 Jahre (SD
16,40; Range 23 - 82). Mit einer Hdmodialyse wurden elf (55%) der Patientinnen und

Patienten behandelt und neun (45%) unterzogen sich einer Himodiafiltration.

Beziiglich der Laborwerte wurden vor der Dialyse unter anderem das Gesamtprotein, das
Albumin sowie das Kreatinin gemessen. Die Ergebnisse sind in den beiden nachfolgenden
Tabellen dargestellt. Wie bei Dialysepatienten zu erwarten, zeigten sich durchwegs erhdhte

Kreatininwerte.
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Tabelle 3: Mittelwerte von Gesamtprotein und Albumin der Gesamtgruppe der Studie sowie in Abhdngigkeit des
Behandlungsverfahrens:

Gesamtprotein Albumin
Referenzbereich 6,585 g/dl (62) 3,5—-35,3g/dL (63)
Gesamtgruppe 6,56 £ 0,45 4,88 £0,55
HD 6,42 + 0,50 4,80 £ 0,54
HDF 6,73 £ 0,35 4,98 £ 0,57

Tabelle 4: Mittelwerte des Kreatinins der Patientinnen und Patienten der Studie:

‘ Kreatinin ‘Referenzbereich (63)

Frauen ‘ 8,03 + 2,98 ‘ < 1,00 mg/dL
Miinner ‘ 7.84 + 3,66 ‘ < 1,21 mg/dL

3.2 Ergebnisse der HPLC-Messungen der Albuminfraktionen

3.2.1 Chromatogramme

Durch die HPLC entstandene Chromatogramme ermdglichen eine qualitative und
quantitative Auswertung. Jede der Albuminfraktionen wird durch einen eigenen Peak
dargestellt. Die Quantifizierung basiert auf der Fliche unter den verschiedenen Peaks und

wird Uber Gaul}’sche Funktionen berechnet.

In Abbildung 9 sind am Beispiel von Patientin Nr. 18 zwei fiir die Methode typische
Chromatogramme vor (blau) und nach (rot) der Dialyse dargestellt. Wiahrend die Fraktionen
von HMA und HNA-1 im Sinne einer anndhernden baseline separation sehr gut getrennt
ausgebildet sind und so eine gute Quantifizierung ermdoglichen, ist die Auswertung von
HNA-2 durch seine geringe Menge und dementsprechende geringe Peak-Bildung nur
erschwert moglich. Die Verschiebung des HNA-2-Peaks in Richtung des Peaks von HNA-1
entspricht einer schlechteren Auftrennung und erschwert die Analyse zusitzlich. Im
Gegensatz zum HNA-1-Peak ist der HMA-Peak nach der Dialyse deutlich hoher ausgebildet

als davor.
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Abbildung 9: Typische HPLC-Chromatogramme am Beispiel von Patientin Nr.18 vor (blau) und nach (rot) der
Dialyse

3.2.2 Statistische Auswertung

Um die Anderung der Albuminfraktionen auf ihre Signifikanz zu iiberpriifen, wurde zuerst

eine Testung auf Normalverteilung mittels Kolmogorov-Smirnov-Test durchgefiihrt. Eine

Normalverteilung konnte damit nicht ausgeschlossen werden.

Im néchsten Schritt wurden Histogramme fiir die einzelnen Albuminfraktionen erstellt. Die

Messergebnisse folgen nicht eindeutig den Normalverteilungskurven, siche beispielsweise

die Histogramme der HMA-Fraktionen in Abbildung 10.
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Abbildung 10: Histogramme der HMA-Fraktionen vor und nach der Dialyse

Nachdem eine Normalverteilung durch beide Tests nicht sicher gegeben war, fiel die

Entscheidung auf ein nicht-parametrisches Untersuchungsverfahren zur Testung des

Unterschieds fiir verbundene Stichproben. Ein Wilcoxon-Test wurde fiir alle drei

Albuminfraktionen durchgefiihrt.
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Die Verteilung der HMA-Werte vor und nach der Dialyse sind in Abbildung 11 dargestellt.
Die HMA-Werte in Prozent waren nach der Dialyse signifikant hoher (Median = 72,91) als
davor (Median = 58,68; asymptotischer Wilcoxon-Test: z=-3,92, p <0,01; n = 20).
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Abbildung 11: Boxplot von HMA in Prozent am Gesamtalbumin vor und nach der Dialyse in der gesamten Gruppe

m=20)

Zur Uberpriifung eines Unterschiedes zwischen den Behandlungsverfahren Himodialyse
und Hamodiafiltration wurde anschlieBend zweimal ein Mann-Whitney U Test
durchgefiihrt. Wie in Tabelle 5 dargestellt, zeigten die HMA-Ergebnisse vor der Dialyse
keinen signifikanten Unterschied zwischen der Gruppe mit Himodialyse (Median 56) und
der Gruppe mit Himodiafiltration (Median 60). Auch nach der Dialyse zeigte sich fiir die
HMA-Prozentwerte kein signifikanter Unterschied zwischen der Gruppe mit Hamodialyse

(Median 72) und der Gruppe mit Himodiafiltration (Median 77).

Tabelle 5: Ergebnis der Mann-Whitney U Tests fiir HMA in Prozent am Gesamtalbumin vor und nach Dialyse bei
Hdmodialyse (n=11), Hamodiafiltration (n=9) und der Gesamtgruppe (n=20)

Héamodialyse Hémodiafiltration total
(n=11) n=9) (n=20)
Median Median Median Sig.(2-seitig)
HMA in % vor Dialyse 56 60 59 0,77
HMA in % nach Dialyse 72 77 73 0,20

Die Verteilung der HNA-1-Werte vor und nach der Dialyse sind nachfolgend in Abbildung
12 dargestellt. Die HNA-1-Werte in Prozent waren nach der Dialyse signifikant niedriger
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(Median = 19,98) als davor (Median = 32,05; asymptotischer Wilcoxon-Test: z =-3,92, p <
0,01 ; n=20).
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Abbildung 12: Boxplot von HNA-1 in Prozent am Gesamtalbumin vor und nach der Dialyse in der untersuchten Gruppe
m=20), 1... Ausreifier aufserhalb des 1,5 — fachen Interquartilabstands

Anschliefend wurden wieder Unterschiede zwischen den Behandlungsformen mittels
Mann-Whitney U Tests tiberpriift. Tabelle 6 fasst die Ergebnisse fiir HNA-1 zusammen. Vor
der Dialyse zeigte sich kein signifikanter Gruppenunterschied betreffend der HNA-1-Werte
zwischen Patientinnen und Patienten, die mit Hdmodialyse behandelt wurden (Median 33)
und der Gruppe, die mit Himodiafiltration behandelt wurden (Median 31). Auch nach der
der Dialyse war kein signifikanter Unterschied der Prozentwerte fiir HNA-1 zwischen der
Gruppe mit Himodialyse (Median 21) und der Gruppe mit Hdmodiafiltration (Median 18)

nachweisbar.

Tabelle 6: Ergebnis der Mann-Whitney U Tests fiir HNA-1 in Prozent am Gesamtalbumin vor und nach Dialyse bei
Himodialyse (n=11), Himodiafiltration (n=9) und der Gesamtgruppe (n=20)

Héamodialyse Hémodiafiltration total
(n=11) (n=9) (n=20)
Median Median Median Sig.(2-seitig)
HNA-1 in % vor Dialyse 33 31 32 0,77
HNA-1 in % nach Dialyse 21 18 20 0,46
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Die Verteilung der HNA-2-Werte vor und nach der Dialyse sind in Abbildung 13 dargestellt.
Die HNA-2-Werte in Prozent waren nach der Dialyse signifikant niedriger (Median = 6,38)
als davor (Median = 8,97; asymptotischer Wilcoxon-Test: z=-3,21, p < 0,01 ; n = 20).

|
5 p < 0,01
15,0 1

12,51

10,0 1

75 1 l
I

251

Anteil in Prozent

HNA-2 vor Dialyse  HNA-2 nach Dialyse

Abbildung 13: Boxplot von HNA-2 in Prozent am Gesamtalbumin vor und nach der Dialyse in der untersuchten
Gruppe (n=20); 5... Ausreifser aufserhalb des 1,5 — fachen Interquartilabstands

Auch die HNA-2 Werte in Prozent am Gesamtalbumin wurden hinsichtlich
Gruppenunterschieden zwischen den beiden Behandlungsverfahren untersucht. Hierfiir
kamen wiederum zwei Mann-Whitney U Tests zum Einsatz. Wie in Tabelle 7 dargestellt,
zeigten die HNA-2-Ergebnisse vor der Dialyse keinen signifikanten Unterschied zwischen
der Gruppe mit Himodialyse (Median 9) und der Gruppe mit Himodiafiltration (Median 9).
Nach der Dialyse zeigte sich fiir die HNA-2-Prozentwerte ebenfalls kein signifikanter
Unterschied zwischen der mit Himodialyse behandelten Gruppe (Median 7) und der Gruppe,
die mit Himodiafiltration behandelt wurde (Median 6).

Tabelle 7: Ergebnis der Mann-Whitney U Tests fiir HNA-2 in Prozent am Gesamtalbumin vor und nach Dialyse bei
Himodialyse (n=11), Himodiafiltration (n=9) und der Gesamtgruppe (n=20)

Héamodialyse Hiamodiafiltration total
(n=11) n=9) (n=20)
Median Median Median Sig.(2-seitig)
HNA-2 in % vor Dialyse 9 9 9 0,88
HNA-2 in % nach Dialyse 7 6 6 0,13

Mit zwei Korrelationsanalysen wurde anschlieBend {iberpriift, ob ein Zusammenhang

zwischen den Variablen Alter und Geschlecht und den Ausgangswerten des
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Gesamtalbumins fiir HMA, HNA-1 und HNA-2 in Prozent besteht. Wie aus Tabelle 8 und

Tabelle 9 ersichtlich, zeigten sich hierbei keine signifikanten Korrelationen.

Tabelle 8: Korrelationsanalyse fiir die Variable Alter und die Ausgangswerte der drei Albuminfraktionen in Prozent am
Gesamtalbumin.

Variable Alter
HMA Ausgangswert 0,105
HNA-1 Ausgangswert - 0,159
HNA-2 Ausgangswert 0,018

Tabelle 9: Korrelationsanalyse fiir die Variable Geschlecht und die Ausgangswerte der drei Albuminfraktionen in Prozent
am Gesamtalbumin.

Variable Geschlecht
HMA Ausgangswert 0,142
HNA-1 Ausgangswert -0,124
HNA-2 Ausgangswert - 0,035

Zusitzlich wurden nicht-parametrische Korrelationsanalysen durchgefiihrt, um einen
moglichen Zusammenhang zwischen den Verschiebungen in den Albuminfraktionen und
dem Verfahren, sowie dem Alter und dem Geschlecht der Patientinnen und Patienten
festzustellen. Hierfiir wurden die Differenzen zwischen HMA, HNA-1 und HNA-2 in
Prozent vor und nach der Dialyse berechnet. Diese Differenzen zeigten weder zur Variable
Verfahren (Tabelle 10), noch zur Variable Alter (Tabelle 11) bzw. Geschlecht (Tabelle 12)

eine signifikante Korrelation.
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Tabelle 10: Korrelationsanalyse fiir die Variable Verfahren und die Verschiebungen der drei Albuminfraktionen vor und
nach der Dialyse.

Variable Verfahren
HMA-Verschiebung 0,322
HNA-1-Verschiebung -0,305
HNA-2-Verschiebung -0,253

Tabelle 11: Korrelationsanalyse fiir die Variable Geschlecht und die Verschiebungen der drei Albuminfraktionen vor und
nach der Dialyse.

Variable Geschlecht
HMA-Verschiebung 0,177
HNA-1-Verschiebung -0,142
HNA-2-Verschiebung -0,177

Tabelle 12: Korrelationsanalyse fiir die Variable Alter und die Verschiebungen der drei Albuminfraktionen vor und nach
der Dialyse.

Variable Alter
HMA-Verschiebung -0,213
HNA-1-Verschiebung 0,310
HNA-2-Verschiebung - 0,080

AbschlieBend wurde ein moglicher Zusammenhang zwischen den Verschiebungen der
Albuminfraktionen vor und nach der Dialyse und den Leberwerten GGT, AST und ALT
iiberpriift. Hierfiir zeigte sich kein statistisch signifikanter Zusammenhang zwischen den
untersuchten Leberwerten und den Verschiebungen der Albuminfraktionen vor und nach der

Dialyse, siehe Tabelle 13.
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Tabelle 13: Korrelationsanalyse fiir die Variablen GGT, AST und ALT und die Verschiebungen der Albuminfraktionen vor
und nach der Dialyse

Variable GGT AST ALT
HMA-Verschiebung - 0,008 0,047 0,138
HNA-1-Verschiebung 0,032 -0,134 -0,012
HNA-2-Verschiebung 0,027 0,128 -0,131

3.3 Ergebnisse der HPLC-Messungen der Plasma-Thiole

3.3.1 Chromatogramme

Zur Analyse der Plasmathiole wurde das Protokoll von Jones und Liang adaptiert und
Acetonitril anstelle von Methanol als Laufmittel eingesetzt. Durch die HPLC werden die
Gesamt-Thiole im Plasma in ihre einzelnen Thiole aufgetrennt, was zu einem
Chromatogramm fiihrt, in dem jeder Peak eines der Thiole darstellt. So wird eine qualitative
und quantitative Auswertung der einzelnen Thiole/Disulfide ermoglicht. Gemessen wurden:
Cystin, Homocystein, Cystein, Cysteinyl-Glycin (CYS-GLY), Cysteinyl-Glutathion-
Disulfid (CYSSG), Glutathion (GSH) und Glutathion-Disulfid (GSSG). Als interner
Standard fiir die Quantifizierung wurde Gamma-Glutamylglutamat (y-EE (IS)) eingesetzt.
Die Quantifizierung basiert auf der Fliche unter den einzelnen Peaks und wird mittels

Gauf3’scher Funktionen berechnet.

Es folgt ein Chromatogramm mit Acetonitril als Laufmittel. Zu beobachten sind hier
zusitzliche Peaks sowie eine Verschiebung des Cystin-Peaks nach links in Richtung der
Laufmittelfront. Zur Kontrolle des internen Standardmix wurde die Messung ebenso mit
Methanol als Laufmittel durchgefiihrt (s. Abbildung 15). Bei der Verwendung von Methanol
ist sowohl eine gute Auftrennung als auch eine gute Peak-Bildung der einzelnen
Thiole/Disulfide zu sehen. Jedoch ist die Peakreihenfolge verdndert und beim Peak des

internen Standards kommt es zu einer Koeluierung mit einer anderen Verbindung.
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Abbildung 14: HPLC-Chromatogramm des Standardmix mit Acetonitril als Laufmittel. Zusdtzliche Peakbildungen
sowie eine Verschiebung des Cystin-Peaks in Richtung der Laufmittelfront erschweren die weitere Auswertung
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Abbildung 15: HPLC-Chromatogramm des Standardmix mit Methanol als Laufmittel. Es zeigt sich eine
gute Peakbildung, jedoch ist die Reihenfolge der Peaks ist im Vergleich zum Chromatogramm mit
Acetonitril verdndert. Beim Peak des internen Standards (y-EE (IS)) kommt es zu einer Koeluierung mit
einer anderen Verbindung.

Im Folgenden wurden die Proben von einem gesunden Probanden (s. Abbildung 16) und

einer Patientin (s. Abbildung 17) mittels Acetonitril aufgetrennt, was zu den nachfolgenden

Chromatogrammen fiihrte. Es zeigt sich in beiden Fillen eine schlechte Auftrennung der

einzelnen Thiol-/Disulfid-Verbindungen und eine Linksverschiebung der Peaks in Richtung

der Laufmittelfront. Eine weitere Auswertung ist somit unmoglich.
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Abbildung 16: HPLC-Chromatogramm eines gesunden Probanden mit Acetonitril als Laufmittel
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Abbildung 17: HPLC-Chromatogramm von Patientin Nr. 8 (vor der Dialyse) mit Acetonitril als Laufmittel.
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Da die Chromatogramme bei der Verwendung von Methanol als Laufmittel
vielversprechendere Ergebnisse lieferten, werden weitere Versuche durchgefiihrt. Jedoch
kommt es dabei zu einer Uberlagerung der Cysteinylglycin- und Cystin-Peaks. Diese ist im
nachfolgenden Chromatogramm verdeutlicht: Im Standardmix (blau) koeluieren
Cysteinylglycin und Cystin. Sie werden chromatographisch nicht getrennt und kénnen daher
nicht quantifiziert werden. Aufgrund der sehr raschen Anderung der Siuleneigenschaften ist
eine stabile Trennung iiber lingeren Zeitraum bzw. viele Analysen nicht moglich. Daher
kann eine verléssliche Analyse nicht gewidhrleistet werden. Da zum Zeitpunkt der Erstellung
dieser Diplomarbeit die Methodik nicht ausreichend etabliert war, musste auf die weitere

Auswertung der Ergebnisse verzichtet werden.

200 : : 200
| \ +EE (1S)
] | N CYSGLY |\
100 1 L
\ (I ||
] A N I| \ | '
Lk |
. ) U/ ) AV 0
| "
] \ Cys
| \\ :,I'r
200 - -
| \ | +EE ) A1
g | '\\ [l I 43
= 100 N T 100 2
E :. E
} \"'\J.fn.\ al _'
0 \ ——— 0
] c £| o g
\ £ 0 -5
200 I \\ g 1© < L o= = 200
= &= |
] \ 5 e, 18 @
\ I [|o ] I | @
100 1 || ﬁ |I T l-! ' 100
\ '| I \' (| N A
- \ A [l ‘N
'\f\fu" AW L YL
0 N/ N LS ok N4 AN DU I

0 25 5.0 75 100 125 150 175 200 225 250 275 300 325

Minuten

Abbildung 18: HPLC-Chromatogramme der Einzelstandards von Cysteinylglycin (rot) und Cystin (griin), sowie des
Standardmix (blau) mit Methanol als Laufmittel. Im Standardmix ist der Cysteinylglycin-Peak nicht mehr vom
Cystin-Peak zu unterscheiden.
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3.4 Ergebnisse des Zusammenhangs zwischen den Albumin-
fraktionen und den Plasmathiolen

Die mangelhafte Trennung der Plasmathiole ermdglichte aufgrund der beschriebenen
Koelutionen und sich rasch dndernder Trennleistung der analytischen Siule keine
verldsslichen Ergebnisse. Daher konnte der Zusammenhang zwischen dem Redoxzustand

des Albumins und den Plasma-Thiolen nicht untersucht werden.

4 Diskussion

Ziel der hier vorgestellten Pilotstudie war es, mogliche Zusammenhinge zwischen den
Plasma-Thiolen und dem Redoxzustand von Albumin wéhrend einer Dialyse zu erforschen.
An der Studie nahmen 20 Patientinnen und Patienten mit CKD unter Dialysetherapie teil.
Die Vorher-/Nachher- Messung der Redoxzustinde von Albumin zeigte fiir die untersuchte

Gruppe eine signifikante Anderung in Richtung des humanen Mercaptalbumins.

Signifikante  Gruppenunterschiede zwischen den Verfahren Héamodialyse und
Himodiafiltration waren dabei nicht zu beobachten. Weiters konnten durch
Korrelationsanalysen keine Zusammenhénge zwischen den Ausgangswerten des Albumins
sowie den Variablen Alter und Geschlecht festgestellt werden. Ebenso waren keine
Zusammenhdnge zwischen Verschiebungen der Albuminfraktionen und Alter, Geschlecht

sowie den Leberwerten GGT, AST und ALT beobachtbar.

Die quantitative und qualitative Messung der Thiole konnte trotz mehrmaliger Adaptierung
mit der verwendeten Methode nicht hinreichend erfolgen. Daher konnte aufgrund der
fehlenden Daten die Anderungen bei den Plasma-Thiolen in dieser Pilotstudie nicht beurteilt
werden. Die geplante Untersuchung des moglichen Zusammenhanges mit dem Redox-

Zustand von Albumin konnte daher ebenso nicht durchgefiihrt werden.

Im Vergleich mit gesunden Menschen (51,64) zeigten sich bei den Patientinnen und
Patienten dieser Studie niedrigere Anteile von HMA sowie erhohte Anteile von HNA-1 und
HNA-2. Es konnte in der hier vorliegenden Studie gezeigt werden, dass Dialyse einen
positiven Effekt im Sinne einer Verschiebung in Richtung des nicht oxidierten Humanen
Mercaptalbumins auf den Redox-Zustand von Albumin hat. Die Ergebnisse der
Albuminmessungen in Abhéngigkeit einer Dialysebehandlung in Richtung des HMAs

bestétigen eine Studie von Soejima et al. (43).
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Soejima et al. beschreiben in ihrer Studie vor der Dialyse Werte von 59.6£8.9 bei HMA,
38.248.7 bei HNA-1 und 2.2+0.5 bei HNA-2. Nach der Dialyse werden Werte von 76.0+8.4
(HMA) 21.7£8.0 (HNA-1). Somit sind die Werte fiir HMA und HNA-1 bei Soejima et al.
vergleichbar mit den Werten der Stichprobe dieser Studie. Die HNA-2-Werte fallen jedoch
bei Soejima et al. deutlich niedriger aus (beispielsweise HNA-2 vor der Dialyse: 2.2+0.5

versus 9.512.5).

Wihrend Soejima et al. die Albumin-Redoxzustdnde bei ihren dreizehn Patientinnen und
Patienten nur unter HD-Behandlung untersuchten, wurden im Vergleich dazu in der hier
vorliegenden Studie elf Patientinnen und Patienten mit HD und neun mit HDF behandelt.
Da allerdings kein signifikanter Unterschied zwischen den einzelnen Redoxzustinden in
Abhidngigkeit von den zwei unterschiedlichen Behandlungsverfahren filir unsere
Studienpopulation festgestellt werden konnte, spricht das fiir eine Vergleichbarkeit der

beiden Studiendesigns.

Bei der Auswertung der HPLC-Chromatogramme ist zu erwihnen, dass die Messung von
HNA-2 aufgrund seiner geringen Menge und dementsprechende geringe Peak-Bildung nur
erschwert moglich ist. Zusétzlich wird die quantitative Auswertung durch die unvollstdndige

Trennung des HNA-2-Peaks vom HNA-1-Peak erschwert.

Die Messergebnisse fiir den Redoxzustand von Albumin konnten durch weitere Faktoren
beeinflusst worden sein. Medikamente wie etwa Acetylcystein (65) oder eine Substitution
von Eisen (66) konnen einen Einfluss auf oxidativen Stress haben. Es gibt auch Evidenz
dafiir, dass Raucher einem erhdhten oxidativen Stress ausgesetzt sind (32,39). Die
Medikation sowie das Rauchverhalten wurden bei den an dieser Studie teilnehmenden
Patientinnen und Patienten nicht erhoben. Somit kdnnten sie bei zukiinftigen Studien zum

Redox-Zustand von Albumin einen zusétzlichen Fokus darstellen.

Der Redox-Zustand von Albumin kénnte durch die verwendete Dialysemembran beeinflusst
worden sein. Es gibt Evidenz dafiir, dass mit Vitamin-E beschichtete Membranen zu
geringerem oxidativem Stress und einer geringeren Konzentration des oxidierten Low
Density Lipoproteins (oxLDL) fiihren (67,68). Ebenso konnte gezeigt werden, dass diese
Membranen eine signifikante Verminderung von oxidativen DNA-Schédden nach sich ziehen

(69). Die in dieser Studie verwendete Membran war nicht mit Vitamin-E beschichtet, daher
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ist keine Beeinflussung der Studienergebnisse zu erwarten. Der Effekt einer solchen
Membran auf den Redox-Zustand von Albumin wurde bis dato noch nicht untersucht und

konnte daher einen Fokus zukiinftiger Forschung darstellen.

Im Vergleich zu Patientinnen und Patienten mit Leberzirrhose bzw. mit akut-auf-
chronischem Leberversagen (ACLF) (64) sowie Diabetes mellitus (70) zeigten sich bei den
Patientinnen und Patienten der hier vorliegenden Studie ebenso erhohte Anteile der
oxidierten Formen von Albumin bzw. niedrigere Anteile der nicht oxidierten Form. Stark
erhohte Anteile von HNA-2 wie bei ACLF (64) konnten bei den Patientinnen und Patienten

der aktuellen Studie mit Nierenversagen nicht gemessen werden.

Wihrend andere Studien die Gesamt-Thiole im Plasma untersuchen (56), sollten im
Unterschied dazu bei der hier vorliegenden Studie die einzelnen Plasma-Thiole und
Disulfide gemessen werden. Dazu wurde auf die von Jones und Liang beschriebene Methode
(59) zuriickgegriffen und diese adaptiert. Die Adaptierung bestand in der Verwendung von
Acetonitril anstelle von Methanol als Laufmittel. Dies ermdglicht einen geringeren Druck in
der Trennséule, da Methanol in Losungen mit Wasser einen hoheren Druck bendtigt (71).
Jedoch zeigte sich im Rahmen der Messungen unter Acetonitril eine Anderung der
Reihenfolge sowie eine Verschiebung der Peaks in Richtung der Laufmittelfront. Dies zeigt
sich vor allem bei Cystin und Homocystein. Erschwerend zeigten sich neue Peak- bzw.

Doppelpeak-Bildungen.

Um zu iiberpriifen, ob sich durch eine Verwendung von Methanol als Laufmittel bessere
Ergebnisse erzielen lassen, wurde die Analyse als Pilotversuch mit dem internen
Standardmix und einer Patientinnenprobe durchgefiihrt. Methanol diirfte sich als Laufmittel
besser zur Auftrennung der Thiole eignen. Jedoch zeigten sich nach zu Beginn
vielversprechenden Ergebnissen auch bei der Verwendung von Methanol Schwierigkeiten
im Sinne einer Uberlagerung der Peaks von Cystin und Cysteinylglycin. Dadurch, dass
Cysteinylglycin eines der hiufigsten Thiole darstellt (72), ist eine Uberlagerung dieser Peaks
nicht vernachléssigbar. Bei Jones und Liang wird dieses Problem interessanterweise nicht
beschrieben. Es muss jedoch erwihnt werden, dass in ihrer Arbeit das Cysteinylglycin nicht

gemessen wurde.
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Die unzureichende Trennleistung machte die qualitative und quantitative Auswertung
unmdglich. Nach zahlreichen Versuchen mit variierenden Konditionen, wie etwa einer
Erhohung der Saulentemperatur auf 45°C, konnte keine hinreichende Trennleistung erzielt

werden. Daher war die weitere Auswertung der Thiol-Messung nicht moglich.

Diese Studie sollte eine erste Grundlage fiir die Untersuchung des Zusammenhangs des
Redoxzustands von Albumin und den Plasma-Thiolen darstellen. Durch die
Dialysebehandlung ergab sich bei der untersuchten Patientengruppe die Gelegenheit einer
Messung zu zwei Zeitpunkten. Dies ermdglichte eine Beobachtung des Einflusses einer
Dialyse auf die Albuminfraktionen und die Plasmathiole. Nachdem mittels der hier
verwendeten Methode die Analyse der Thiole/Disulfide nicht zufriedenstellend gegeben
war, wird eine Auswertung der urspriinglich fiir diese Studie gewonnen Proben mit einer
adaptierten Methodik zu einem spiteren Zeitpunkt angestrebt. Die Methodik zur Thiol-
Auswertung soll in Vorversuchen weiter verfeinert und auf ihre Ergebnisqualitit gepriift
werden, um die Studiendaten bestmdglich auswerten zu konnen. Dies soll zukiinftig eine

vollstindige Beantwortung der Forschungsfrage ermoglichen.
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8 Rohdaten & Dokumente

8.1 Albuminmessung

Vor der Dialyse Nach der Dialyse
Pat ID HMA HNA-1 HNA-2 gesamt % HMA % HNA-1 % HNA-2 HMA HNA-1 HNA-2 gesamt % HMA % HNA-1 % HNA-2
1 5168 1613 458 7239 71,39 22,28 6,33 6000 576 382 6959 86,22 8,28 5,49
2 6285 2281 595 9162 68,60 24,90 6,50 7699 1810 1117 10626 72,45 17,04 10,51
3 5120 2696 745 8561 59,81 31,49 8,70 6583 1224 390 8197 80,31 14,93 4,76
4 5173 4841 1278 11292 45,81 42,87 11,31 6601 2793 939 10333 63,88 27,03 9,08
5 3780 2660 1180 7620 49,61 34,91 15,48 4083 1984 832 6898 59,18 28,75 12,06
6 4834 2859 1348 9040 53,47 31,63 14,91 5313 1718 838 7869 67,52 21,84 10,64
7 4641 1919 576 7136 65,04 26,89 8,07 5937 1333 496 7767 76,45 17,17 6,39
8 4617 2829 809 8255 55,93 34,27 9,80 5231 1994 491 7717 67,79 25,84 6,37
9 5013 2783 691 8487 59,06 32,79 8,14 6275 1814 685 8775 71,52 20,67 7,81
10 5339 3839 1029 10207 52,31 37,61 10,08 6640 2158 512 9310 71,32 23,18 5,50
11 4434 2711 844 7988 55,50 33,94 10,56 6123 1884 937 8944 68,46 21,06 10,48
12 3957 4066 744 8767 45,14 46,38 8,48 7628 2458 704 10789 70,70 22,78 6,52
13 3932 3189 914 8035 48,94 39,69 11,37 6713 2003 434 9151 73,36 21,89 4,75
14 5865 2749 562 9175 63,92 29,96 6,12 6769 1567 598 8934 75,76 17,54 6,70
15 5349 2369 616 8334 64,18 28,43 7,39 6650 1602 648 8899 74,72 18,00 7,28
16 5313 2731 871 8915 59,60 30,64 9,77 7041 1719 284 9044 77,86 19,00 3,14
17 5891 3281 932 10105 58,30 32,47 9,23 8337 2135 598 11069 75,31 19,29 5,40
18 3746 3397 650 7793 48,07 43,59 8,34 5007 2040 460 7506 66,70 27,17 6,12
19 5746 2718 1108 9572 60,03 28,40 11,57 8377 1130 630 10137 82,64 11,15 6,22
20 5878 2745 804 9427 62,35 29,12 8,53 7725 1577 589 9892 78,10 15,94 5,96

Tabelle 14: Rohdaten der Albuminmessung aller an der Studie teilnehmenden Patientinnen und Patienten, links vor der
Dialyse, rechts nach der Dialyse
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8.2 Blutbild

Pat ID wBcC! RBC? HGB? HCT* McCv® MCH® MCHC’ PLT®
1 7 4,23 12 0,378 89,4 28,4 31,7 291
6,4 4,48 14 0,427 95,3 31,3 32,8 65

3 6,2 4,25 12,6 0,388 91,3 29,6 32,5 234
4 53 3,61 11,9 0,346 95,8 33 34,4 151
5 3,5 3,44 10,8 0,325 94,5 31,4 33,2 203
6 5,9 2,83 9,6 0,274 96,8 33,9 35 259
7 10,7 3,33 10,4 0,324 97,3 31,2 32,1 210
8 9,6 2,74 7,7 0,240 87,6 28,1 32,1 371
9 3,2 3,37 9,5 0,298 88,4 28,2 31,9 126
10 7 3,38 10,9 0,320 94,7 32,2 34,1 341
11 6,2 3,52 11,1 0,350 99,4 31,5 31,7 139
12 6,7 3,56 11,7 0,354 99,4 32,9 331 115
13 11,4 3,2 10,6 0,315 98,4 33,1 33,4 316
14 6,8 4,67 12,8 0,408 87,4 27,4 31,4 244
15 8,4 2,69 8,5 0,257 95,5 31,6 33,1 175
16 4,5 3,68 11,7 0,359 97,6 31,8 32,6 164
17 8 3,8 11,5 0,343 90,3 30,3 33,5 215
18 3,7 3,12 11,3 0,325 104,2 36,2 34,8 164
19 2,1 3,94 9,7 0,279 70,8 24,6 34,8 138
20 2,7 4,2 12,3 0,387 92,1 29,3 31,8 270

Einheiten: ¥ x1073/uL, 2 x1076/uL,> g/dL, ¥ %, ' fL, ® pg, 7 g/dL, & x1073/uL

Tabelle 15: Blutbild aller an der Studie teilnehmenden Patientinnen und Patienten, Messzeitpunkt vor der Dialysebehandlung
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8.3 Routinelaborwerte

Total

LDH SCE

Pat ID GGT! AST? ALT? .4 UAS UREA UV® Albumin’ BiliT® Glu® Crea®l 1 CRP*?
Protein mod
1 65,06 37,63 38,82 6,79 7,16 73,47 4,36 0,67 75,55 5,72 392,25 >20
2 14,90 16,70 11,20 5,41 5,73 66,67 5,03 0,58 69,52 8,56 829,96 0,98
3 24,35 26,59 18,26 6,78 6,65 47,32 5,15 0,60 103,71 9,36 473,96 7,09
4 24,66 20,31 19,32 7,21 5,17 76,68 5,08 0,92 62,82 10,14 351,62 1,24
5 15,81 22,40 10,84 6,08 3,94 73,17 3,54 0,70 155,71 4,67 380,51 5,34
6 66,09 32,23 19,92 6,79 3,28 71,49 4,67 0,67 90,39 4,36 434,91 1,15
7 78,61 32,95 29,81 6,41 7,94 97,12 4,41 0,76 98,88 0,02 306,03 >20
8 49,00 21,62 21,51 6,84 7,71 62,88 4,99 0,82 134,44 10,45 345,84 13,76
9 17,48 21,24 15,32 6,56 7,43 66,38 5,10 1,13 156,09 5,70 365,41 7,50
10 61,46 52,21 47,13 7,09 7,41 79,83 5,82 1,34 121,21 9,84 401,85 7,49
11 40,72 30,81 31,15 6,00 7,09 16,13 4,90 0,30 80,79 4,25 323,68 6,63
12 60,67 51,88 32,46 6,72 8,17 75,77 5,21 1,11 113,87 13,66 546,34 1,47
13 15,91 21,26 10,62 7,02 6,94 56,78 5,27 0,89 78,35 11,87 407,57 6,31
14 50,52 30,57 14,02 6,90 6,90 60,95 4,97 0,85 73,91 9,75 322,97 9,36
15 26,05 31,15 27,18 5,95 4,73 72,00 4,36 0,60 88,43 8,48 490,67 1,47
16 18,21 12,27 117,74 6,81 6,41 50,71 5,10 0,31 114,85 6,69 311,82 1,79
17 31,94 18,41 142,50 6,44 8,58 63,04 5,37 0,37 189,83 7,85 533,07 2,69
18 13,34 20,16 9,86 6,18 7,97 73,93 4,07 0,48 111,02 7,67 424,78 14,31
19 37,43 24,26 18,80 6,85 6,23 56,47 571 0,69 100,16 11,23 446,33 <0,5
20 14,80 20,19 23,03 6,32 5,61 72,51 4,55 0,93 87,82 8,77 317,20 1,76

Einheiten: Y U/I, 2 U/I, @ U/I, ¥ g/dI, > mg/dl, ® mg/dl, 7 g/dl, ® mg/dl, ® mg/dl, 1® mg/dl, ) U/I, 2 mg/I

Tabelle 16: Routinelaborwerte aller an der Studie teilnehmenden Patientinnen und Patienten, Messzeitpunkt vor der

Dialysebehandlung
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8.4 Dokumente

8.4.1 Informed Consent

Informationsblatt fiir Patient/innen fiir die Pilotstudie:

»Einfluss einer Himodialyse-Behandlung auf den Redox-
Zustand' von Albumin? im Zusammenhang mit der
Konzentration der Plasma-Thiole und Disulfide®

Sehr geehrte Patientin, sehr geehrter Patient!

Wir freuen uns, dass Sie sich fiir die Teilnahme an dieser Studie interessieren. Fiir
eine solche Teilnahme ist die schriftliche Einversténdniserklarung jeder
Patientin/jedes Patienten notwendig. Wir bitten Sie daher, dieses Informationsblatt
aufmerksam durchzulesen. Es ist wichtig, dass Sie alles verstehen, was auf diesem
Informationsblatt vermerkt ist. Bitte zogern Sie daher nicht, die anwesenden
Studienmitarbeiter zu fragen, sollte es irgendwelche Unklarheiten geben.

Die Studie

Die Studie untersucht den Redoxzustand' von Albumin? in Abhzngigkeit von einer
Hamodialyse-Behandlung.

Patientinnen und Patienten mit chronischen Nierenerkrankungen sind einem
erhdhten oxidativen Stress ausgesetzt. Unter oxidativem Stress versteht man eine
Veranderung der chemischen Struktur (dem sogenannten Redoxzustand) von
Molekdilen im Koérper, die etwa auch bei Sport oder Sauerstoffmangel auftritt. Beim
Albumin sind von dieser Strukturanderung die Transporteigenschaften abhangig.

Bei der Dialyse werden verschiedene Stoffe aus dem Blut herausgefiltert, unter
anderem sogenannte Thiole und Disulfide®. Albumin selbst wird nicht herausgefiltert.

Die Konzentration der Thiole und Disulfide im Blut kénnen den Redoxzustand' des
Serumalbumins verandern. Um die Thiole, Disulfide® und das Albumin? messen zu
kénnen, wird lhnen im Rahmen |hrer Dialysebehandlung insgesamt 25ml (Milliliter)
Blut abgenommen (jeweils 12,5ml vor und 12,5ml nach der Dialyse).

" Redoxzustand: Beschreibt eine bestimmte chemische Struktur von Molekiilen

2 Albumin: Haufigstes EiweiRmolekiil im menschlichen Blut, das unter anderem fir den
Erhalt des Blutdrucks und den Transport von anderen Molekiilen zusténdig ist

3 Thiole und Disulfide: Gruppe von kleineren Molekiilen im Blut, die bei der Dialyse entfernt
werden
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Diese 25ml Blut entsprechen ca. 2 Essléffel Blut. Dadurch, dass ohnehin tber lhren
Shunt Blut aus dem Koérper entnommen wird, ist keine zusatzliche Punktion eines
BlutgefalRes notwendig. Das Blut wird nach der Abnahme am Institut fir
Physiologische Chemie der Medizinischen Universitat laborchemisch aufbereitet und
ausgewertet.

Um die héchstmégliche Qualitét der Studie zu erreichen und verschiedene
Stdrfaktoren, die etwa durch andere Krankheiten entstehen, auszuschlieRen, gibt es
verschiedene Kriterien, die eine Teilnahme an der Studie verhindern. Diese sind:

* Eine Nierenrestfunktion von mehr als 500ml/24h
* Lebererkrankungen

Mogliche Beschwerden, Risiken und Fragen

Dadurch, dass keine zusétzliche Punktion eines BlutgefaRes notwendig ist und die
Menge des abgenommenen Blutes gering ist, entstehen fiir Sie praktisch keine
Risiken.

Bei Fragen und Unklarheiten zdgern Sie bitte nicht, die Mitarbeiter der Studie zu
fragen. Wir werden am Tag der Blutabnahme vor Ort sein und lhnen jederzeit zur
Verfligung stehen.

Die verantwortlichen Mitarbeiter der Studie sind:

¢ Univ.-Prof. Dr.med.univ. Alexander Rosenkranz (Klinische Abteilung flr
Nephrologie)

* Ao.Univ.-Prof. Mag. Dr.rer.nat. Karl Ottl (Institut fiir Physiologische Chemie
der Medizinischen Universitdt Graz)

* Joachim Enzendorfer (Diplomand am Institut fir Physiologische Chemie der
Medizinischen Universitat Graz)

Des Weiteren erreichen Sie uns telefonisch:

¢ Univ.-Prof. Dr.med.univ. Alexander Rosenkranz (Klinische Abteilung fiir
Nephrologie): +43 316/385-12170

* Joachim Enzendorfer (Diplomand am Institut fir Physiologische Chemie der
Medizinischen Universitat Graz): +43 664/5326349

Wenn Sie beschlie3en, doch nicht an der Studie teilnehmen zu wollen, teilen Sie uns

diese Entscheidung bitte unverziiglich mit. Alle Proben und Daten, die bis zu diesem
Zeitpunkt von Ihnen erhoben wurden, werden dann vernichtet und nicht ausgewertet.
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Einverstandniserklarung fir Patientinnen und Patienten fiir die Pilotstudie:

»Einfluss einer Hadmodialyse-Behandlung auf den Redox-
Zustand von Albumin im Zusammenhang mit der
Konzentration der Plasma-Thiole und Disulfide”

Ich habe ein Informationsblatt flir Patientinnen und Patienten zur oben genannten
Studie erhalten, gelesen und verstanden.

Maoglicherweise aufgetretene Fragen meinerseits wurden von den zustéandigen
Studienmitarbeitern ausreichend und verstandlich beantwortet. Mit meiner
Unterschrift auf dieser Einverstéandniserklarung stimme ich der einmaligen Entnahme
von insgesamt 25ml (Milliliter) (jeweils 12,5ml vor und 12,5ml nach der Hamodialyse-
Behandlung) und somit der Teilnahme an der Studie zu.

Ich kann diese Einverstandniserklarung jederzeit und ohne Angabe von Griinden
zuriickziehen. Alle bis zu diesem Zeitpunkt gesammelten Daten und Blutproben
werden in diesem Fall vernichtet.

(Name der Patientin/des Patienten)

(Datum und Unterschrift der Patientin/des Patienten)

(Univ.-Prof. Dr.med.univ. Alexander Rosenkranz, Datum)
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8.4.2 Ethikvotum positiv

Ethikkommission

Medizinische Universitit Graz

Auenbruggerplatz 2, A-8036 Graz
ethikkommission@medunigraz.at
Tel.: +43 /316 / 385-13928, Fax: -14348

VOTUM
giiltig bis 07.04.2017

EK-Nummer: 28-319 ex 15/16
Studientitel: Pilot study: Influence of hemodialysis on the redox state of albumin in connection

with the concentration of plasma-thiols and disulfides
Priifer: Univ.-Prof. Dr.med.univ. Alexander Rosenkranz

Klinische Abteilung fir Nephrologie, Universitatsklinik Graz
Sponsor: Medizinische Universitat Graz, Institut fur Physiologische Chemie
Ansprechpartner:  Ao.Univ.-Prof. Mag. Dr.rer.nat Karl Ottl, 8010 Graz, Harrachgasse 21/I|
CRO: -
Antragsteller: Institut fiir Physiologische Chemie der Medizinischen Universitédt Graz

Ansprechpartner:  Joachim Enzendorfer

Die 0.a. Studie wurde von der Ethikkommission erstmals im 'expedited Review' am 21.03.2016 behandelt.
Die Ethikkommission ist zu folgendem Schluss gekommen:

Es besteht kein Einwand gegen die Durchfiihrung der Studie in der vorliegenden Form.
Kommissionsmitglieder, die fiir diesen Tagesordnungspunkt als befangen anzusehen waren und daher

gemdll Geschaftsordnung an der Entscheidungsfindung und Abstimmung nicht teilgenommen haben:
keine

Zur Beurteilung vorliegende Dokumente:
Dokumente eingegangen am 03.03.2016, begutachtet im 'expedited Review' am 21.03.2016

v Cover Letter Begleitschreiben Enzendorfer 01 03.03.2016
v' Antragsformular ECS 03.03.2016
Originalprotokoll Studienprotokoll Enzendorfer 01 03.03.2016
!Jn:ormed Consent Form Informationsblatt und Einversténdniserklarung Enzendorfer 03.03.2016
v~ Sonstiges: Antrag auf Gebiihrenerlass Enzendorfer 01 03.03.2016
Dokumente eingegangen am 15.03.2016, b AC htet im ‘expedited Review' am 21.03.2016 o
v Antragsformular ECS unterschrieben 09.03.2016
Dok i am 31.03.2016, im ‘expedited am 07.04.2016 N -
v" Originalprotokoll 02 31.03.2016
v Informed Consent Form 02 31.03.2016
v' Sonstiges: Ansuchen auf Gebiihrenerlass 02 31.03.2016

Die Ethikkommission geht - rechtlich unverbindlich - davon aus, dass es sich um keine klinische Priifung
nach AMG bzw. MPG handelt.

Es handelt sich um eine Studie im Rahmen einer Diplomarbeit.

Das Votum der Ethikkommission beriihrt in keiner Weise die alleinige Verantwortung der Priiferin / des
Priifers / der Priifer fur die ordnungsgemafe Durchfiihrung der Studie unter Einhaltung aller
einschlégiger gesetzlicher Bestimmungen und Richtlinien.

Weiters machen wir darauf aufmerksam, dass der Kommission unverziglich zu melden sind:

EK-Nummer: 28-319 ex 15/16 Votum (07.04.2016) S Seite 1 von 2
it Graz, Auanbruggerplatz 2, A-8036 Graz. www.medunigraz.at
f i Person Rechis gem, 2002, Informalion: Mittellungsblat! der Universitat und www.medunigraz.at. DVR-Nr. 210 9494,
UID: ATU 575 111 78, : Bank Austria C BLZ 12000 Konto-Nr. 500 948 400 04, Raiffeisen Landesbank Steiermark BLZ 38000 Konto-Nr. 49510,
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- Abweichungen vom Protokoll aus Sicherheitsgriinden oder Protokolldnderungen

- Anderungen, die das Risiko der Teilnehmer/-innen erhéhen oder die Durchfiihrung der Studie
wesentlich beeinflussen

- Mutmalliche unerwartete schwerwiegende Nebenwirkungen - SUSARs (AMG-Studien ab 1.5.2004)
oder schwerwiegende unerwlinschte Ereignisse - SAEs (andere Studien)

- Jegliche Information lber sonstige Umstande, die die Sicherheit der Teilnehmer/-innen oder die
Durchfiihrung der Studie beeintrachtigen kénnen

zusitzliche Auflagen: Vor Einschluss des Zentrums Dialyseinstitut Dr. Wallner Feldbach ist der
Ethikkommission eine Zustimmungerklarung des Dialyseinstitutes vorzulegen.

Dieses Votum gilt fiir ein Jahr ab dem Datum der Ausstellung. Bei léngerer Studiendauer ist rechtzeitig
vor Ablauf der Gilltigkeit des Votums ein Zwischenbericht vorzulegen (Berichtsformular), um eine etwaige
Verldngerung zu erlangen.

Graz, 07. April 2016

)‘/‘ y ¢

- //}-Su\ ( ,\l o -\ C’/\,
Univ.Prof.DI Dr.Josef Haas Univ|Prof.Dr.Hermanf
Vorsitzender Stv. Vorsitzend

Achtung: Bitte bei allen das Projekt betreffende Schreiben oder telefonischen Anfragen die EK-

Nummer angeben!
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