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ZUSAMMENFASSUNG

Untersuchungen zum Einfluss leukozytédrer Faktoren terminal
niereninsuffizienter Patienten auf Endothelzellen
Frieler, Fabian

Bei Menschen mit terminaler Niereninsuffizienz treten vielfach haufiger
atherosklerotisch bedingte kardiovaskuldre Komplikationen auf als in der
nierengesunden Bevolkerung gleichen Alters. In der multifaktoriellen
Pathogenese atherosklerotischer Gefdlverinderungen spielen inflammatorische
Prozesse im und am GefidBBendothel eine herausragende Rolle. Es wird eine
fehlerhafte ~Wachstumsregulation der Endothelzellen fiir die erhohte
kardiovaskuldre Morbiditét der Dialysepatienten verantwortlich gemacht.

Diese Studie untersuchte in vitro das Wachstumsverhalten immortaler
Endothelzellen  (EAhy 926) nach  96-stiindiger  Inkubation  mit
Leukozyteniiberstinden aus 50ml Vollblut nierengesunder und urdmischer
Probanden, indem durchflusszytometrisch das Apoptose- und
Proliferationsverhalten der Endothelzellen gemessen wurde. Dabei zeigten sich
folgende signifikante Unterschiede:

Nach Inkubation mit Leukozyteniiberstinden Nierengesunder konnte in 62% von
Apoptose und in lediglich 19% der Proben von Proliferation der Endothelzellen
ausgegangen werden, demgegeniiber fand sich nach Inkubation mit Uberstiinden
von Dialysepatienten in nur 24% Apoptose, allerdings in 55% der Proben
deutliche Proliferation.

AuBlerdem wurde gepriift, in welchem Ausmall Endothelzellen von diesem
Wachstumsverhalten abwichen, nachdem die Leukozyten nierengesunder und
dialysepflichtiger Probanden stimulierenden Immunmediatoren (LPS und TGF-
) ausgesetzt waren. Diese Versuche belegten, dass bei Endothelzellen nach
Inkubation mit Uberstinden stimulierter Leukozyten Nierengesunder eine
deutliche Proliferationssteigerung nachweisbar war, wihrend diese Effekte in der
Gruppe der Dialysepatienten nicht auftraten.

Im Rahmen dieser Arbeit konnten signifikante Unterschiede im endothelialen
Wachstumsverhalten  nach  Einwirkung  leukozytdrer = Faktoren  von
Dialysepatienten und Nierengesunden nachgewiesen werden, die auf eine
gestorte Wachstumsregulation des Gefidflendothels in der Urdmie hinweisen.

Tag der miindlichen Priifung: 17.03.2007
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I. Einleitung

Die stetige Zunahme des durchschnittlichen Lebensalters sowie ein verédndertes
Erndhrungs- und Bewegungsverhalten in den Industrienationen beeinflussen zunehmend
die Inzidenz vieler Krankheitsentititen dieser Gesellschaft. Der menschliche Korper
musste im Laufe seiner Evolution Mechanismen entwickeln, um Zeiten des
Nahrungsmangels zu iiberstehen. So befanden sich frither stets die Menschen im
Vorteil, die kurze Zeiten des Uberflusses effektiv nutzen und wertvolle
Nahrungsbestandteile in ihrem Korper speichern konnten. Vor diesem Hintergrund sind
Stoffwechselwege zu verstehen, die Mitglieder der Wohlstandsgesellschaft hiufig vor
Probleme stellen. Insbesondere die Speicherung komplexer Lipidverbindungen in der
Wand der Blutgefiae fiihrt tiber Jahrzehnte zu Atherosklerose und verursacht oft
lebensbedrohliche Komplikationen. Diese vor allem in tierischen Fetten enthaltenen
Stoffe standen in fritheren Zeiten nur sporadisch und in kleiner Menge zur Verfiigung,
stellen allerdings die Grundlage zur Synthese lebensnotwendiger Hormone (z. B.
Steroide) dar. So kann von allen Saugetieren Cholesterol als Grundbaustein auf
verschiedene Weise aufgenommen, gebildet und seine Zwischenstufen schnell
verfiigbar gespeichert werden, interessanterweise existiert jedoch im Stoffwechsel kein
bekannter Abbauweg des Steroidgeriistes (25). Seit dem 20. Jahrhundert beschiftigen
pathophysiologische Zusammenhinge zwischen Lebensgewohnheiten und verdnderten
Morbiditits- und Mortalitdtsraten zunehmend die medizinische Forschung in den
Industrienationen. Den kardiovaskuldaren Erkrankungen misst man hier eine besondere
Bedeutung zu; stehen sie doch in kausalem Zusammenhang mit vielen Erkrankungen in
einer modernen Gesellschaft. Bis vor etwa 15 Jahren beurteilte man Atherosklerose
vorwiegend als passiven Prozess im Rahmen des natiirlichen Alterns; durch intensive
Forschung ist es gelungen, neben den klassischen Risikofaktoren der Framinghamstudie
(1) (Adipositas, Nikotinabusus, Dyslipoproteindmie, Familienanamnese, arterieller
Hypertonus u.a.) neue, davon unabhingige Faktoren zu benennen. Heute begreift man
den Formenkreis der kardiovaskuldren Erkrankungen als multifaktorielles Geschehen,
in dem verschiedene Faktoren an unterschiedlichen Organen krankhafte Verdnderungen
bewirken. Letztlich stehen hier zwei pathophysiologisch zusammenhingende, in ihrer

Entstehung und Therapierbarkeit jedoch unterschiedliche Prozesse im Vordergrund:



Bei manifester Dyslipoproteindmie in Kombination mit oxidativem Stress in Form
freier Radikale entstehen unter anderem oxidierte Lipoproteine (,,oxLDL*), welche
dann durch Makrophagen aufgenommen und unterhalb der Endothelzellschicht in der
Intima der Blutgefdfle zunidchst in Form sogenannter Schaumzellen abgelagert werden.
Diese freien Radikale konnen mit Stickoxidverbindungen das Endothel zur Proliferation
anregen sowie die Leukozytenadhidrenz und die Thrombozytenaggregation am Endothel
fordern (5, 43). Bei Persistenz dieser Bedingungen entstehen so wachsende Plaques

innerhalb der Gefdflintima mit langsam fortschreitender Einengung des Gefdfllumens.

SchlieBlich setzen aktivierte Leukozyten in der Gefi3wand weiter Proteinasen frei, die
ihrerseits die stabilisierende extrazellulire Matrix abbauen. Gleichzeitig werden
zunehmend proinflammatorische Botenstoffe (Zytokine) produziert, die eine erneute
Kollagensynthese unterbinden und zusidtzlich zur Destabilisierung der Plaques
beitragen. Kommt es dann zur Plaqueruptur, werden von nun freiliegenden Strukturen
der GefdaBwand massenhaft Gerinnungsaktivatoren freigesetzt. Innerhalb kurzer Zeit
bilden sich Thrombozytenaggregate, die einen akuten GefdBverschluss und —je nach

Organ- die Infarzierung des dahinter liegenden Stromgebietes bewirken (10, 35, 44, 46).

Die chronische Niereninsuffizienz ist definiert als irreversibel fortschreitende
Funktionseinschrankung der Niere. Der zunehmende Untergang funktionierenden
Nierengewebes duflert sich in der Abnahme des Glomerulumfiltrats, messbar an
steigenden Retentionsparametern im Blut wie Harnstoff und Kreatinin.

Die statistisch hiufigsten Ursachen chronischer Niereninsuffizienz stellen diabetische
Nephropathie, chronische Glomerulonephritis, hypertoniebedingte Nierenschéaden,
interstitielle Nephritis bzw. chronische Pyelonephritis, polyzystische
Nierendegeneration und weitere urologische Erkrankungen dar (71). Nach klinischer
Symptomatik hat sich eine Einteilung in vier Stadien etabliert (40), deren Endstadium
als ,terminale Niereninsuffizienz® oder ,,Urdmie” bezeichnet wird. Ohne eine
angemessene Organersatztherapie ist ein Uberleben nicht moglich (76).

Fiir Menschen mit terminaler Niereninsuffizienz stehen verschiedene therapeutische
Alternativen zur Verfiigung: Die erfolgreiche Transplantation einer Spenderniere ist aus

unterschiedlichen Griinden einer Minderheit vorbehalten. Die Mehrheit der terminal



niereninsuffizienten Patienten ist dauerhaft auf kiinstliche Blutreinigungsverfahren wie
Héamo- oder Peritonealdialyse, Himodiafiltration oder Himofiltration angewiesen.

In Deutschland waren zur Jahrtausendwende durchschnittlich etwa 7 von 10.000
Einwohnern auf eine Nierenersatztherapie angewiesen (22); die Himodialyse stellte als
weltweit idltestes und am hiufigsten eingesetztes Verfahren allein in Deutschland fiir
iiber 55000 Patienten das Verfahren der Wahl dar (39). Auf die Charakteristika der
einzelnen Eliminationsverfahren soll hier nicht im Einzelnen eingegangen werden.
Durch stindige Forschung, Weiterentwicklung und Optimierung dieser Techniken
stellen sie bereits eine sehr erfolgreiche Organersatztherapie dar, allerdings bleiben mit
ihr akute und chronische Komplikationen verbunden (51). Technischer Fortschritt,
engmaschige Uberwachung und stindig wachsendes Wissen um pathophysiologische
Zusammenhinge machen heute akute Zwischenfille wie Hypersensitivititsreaktionen
oder ultrafiltrationsbedingte Blutdruckabfille weitgehend beherrschbar (28).

Die Langzeitkomplikationen der chronischen Dialysetherapie sind — bedingt durch
vielfiltige Komorbiditdat der Patienten und vielfache technische Einflussgroflen — in
ihrer Genese ungleich schwieriger einzuschitzen, stellen allerdings hinsichtlich der
Langzeitiiberlebenszeit und Lebensqualitit bei terminaler Niereninsuffizienz die
entscheidenden Faktoren dar.

So liegen die kardiovaskuldren Erkrankungen als hiufigste Todesursachen in der
Uramie noch vor todlich verlaufenden Infektionen (47, 79). Epidemiologische Studien
der 90°er Jahre konnten fiir Dialysepatienten der westlichen Industrienationen ein um
50% erhohtes Risiko eines frithzeitigen Todes an kardiovaskuldren Erkrankungen
nachweisen (21), das mit dem klassischen Risikoprofil allein nicht zu erkldaren war (11).
Die Forschung widmete sich deshalb dem Studium pathophysiologischer
Zusammenhinge gehduft auftretender Atherosklerose und anderen hiufigen
medizinischen Problemen dieser Gruppe wie Mangelerndhrung,
Fettstoffwechselstorungen,  gesteigertem  oxidativem  Stress und  erhohter

Entziindungsaktivitét bei gehduften Infektionen (29, 55, 72).

Die prominente Rolle der kardiovaskuldren Mortalitdt als Komplikation der
Dialysetherapie konnte belegt werden (69, 72, 79); in weitergehenden Studien

kristallisierten sich dann zunehmend Zusammenhinge zwischen der Pathogenese der



GefiBsklerose und systemischer entziindlicher Aktivitit heraus; nach Ross wird sie
insgesamt vielfach als ,,mikroinflammatorischer Prozess* bewertet (62). Man konnte
bereits verschiedene Mechanismen chronischer Gefid3degeneration auf molekularer
Ebene beschreiben (78). Eine besondere Bedeutung misst man hier durch
Fehlfunktionen verursachten Endotheldefekten und den damit persistierenden chronisch
entziindlichen Prozessen an der GefiaBBinnenwand und ihren Unterstrukturen bei (17, 18,
19).

Durch Malnutrition, monozytire Rezeptordefekte (38, 64) und urdmische Faktoren ist
bei Dialysepatienten die Immunantwort eingeschrinkt. Eine signifikante Suppression
bestimmter Zellfunktionen (Phagozytose, Degranulation oder Chemotaxis) kann mit
Anreicherung inhibitorischer Proteine im Blut erklart werden (26, 31, 32, 52).
Insbesondere Zellen der unspezifischen Immunabwehr (Monozyten, Granulozyten)
sowie T-Lymphozyten sind von der Fehlsteuerung zellulirer Immunmechanismen
betroffen (58, 80). Zusammenfassend stehen diesen abwehrschwichenden Faktoren
allerdings multiple relevante proinflammatorisch wirkende urdmische Toxine gegeniiber
(80).

Als klinisch besonders bedeutsam erscheint hier das C-reaktive Protein (CRP).

Man ordnet dieses aus fiinf identischen Untereinheiten zusammengesetzte, nicht
glykolysierte polymere Protein den ,,Akute Phase Proteinen zu und findet es bei den
meisten Sdugetieren (8). Im klinischen Alltag konnte sich CRP als gingiger Marker fiir
Entziindungen und Infektionen durchsetzen (53). Die Bindung von CRP an die
Zellwand aktiviert das Komplementsystem und stimuliert Makrophagen und andere
Zellen zur Phagozytose. Die Ausschiittung von CRP selbst wird iiber Zytokine wie IL-6
vermitttelt, welches Hepatozyten zur Bildung weiterer Akute Phase Proteine veranlasst
(42). Insbesondere bei Dialysepatienten misst man dem CRP hinsichtlich der
kardiovaskuldren Morbiditit eine besondere Bedeutung zu (4), ferner lieBen sich bereits
signifikante ~ Korrelationen = zwischen  sonografisch  ermittelten  arteriellen
Plaquedurchmessern - als Marker kardiovaskuldrer Morbiditdt, subakuter CRP-
Erhohung und Malnutrition nachweisen (79); ferner bestehen Zusammenhénge mit der
Dialysemembran und dem CRP-Spiegel (66). Weiterhin konnte bereits eine
Kolokalisation von CRP und Komplementaktivierungskomplexen in sklerosierten

Koronararterien nachgewiesen werden (75).



Eine entscheidende Rolle in der Aktivierung entziindlicher Abldufe spielen die
extrakorporalen Komponenten bei der Dialyse. Durch sie konnen verschiedene
proinflammatorische Signale hinsichtlich der Zytokinaktivierung synergistisch
zusammenwirken (z. B. Endotoxine aus dem Dialysat, Komplementaktivierung,
Thrombinbildung durch Aktivierung des Gerinnungssystems an der Membran,
Granulozyten-inhibierende Proteine (GIP I und GIP II)) (24, 31, 34). Wihrend der
Dialyse erfolgen durch den Blut-Membrankontakt hohe Komplementumsitze, die
verschiedene Leukozytengruppen wie Granulozyten, NK-Zellen und Monozyten direkt
stimulieren konnen (9, 16). Das Komplementsystem hat — vereinfacht dargestellt — die
Aufgabe, korpereigene von korperfremden Oberflichenmolekiilen zu unterscheiden und
andere Komponenten des Immunsystems bei Antreffen korperfremder Strukturen im
Blutkreislauf zu alarmieren. Zum Teil besteht eine messbare Korrelation zwischen
verwendeter Dialysemembran und der Freisetzung bestimmter
Komplentfreisetzungsprodukte, Zytokine wie Interleukin-18 und Tumor-Nekrose-
Faktor TNF (66, 67). Das Ausmal} granulozytdrer und monozytirer Aktivierung durch
Dialysemembran-induzierte Komplementaktivierung wurde an Hand der freigesetzten
Proteasen und ansteigendem intrazellulirem Calzium ebenfalls quantifiziert und in
einen klaren Zusammenhang gebracht (26). Patienten mit Nierenversagen reagieren
allerdings deutlich empflindlicher auf zusitzliche proinflammatorische FEinfliisse als
Nierengesunde, da Akute-Phase-Proteine wie CRP, Fibrinogen, Serum-Amyloid A und
Komplementfaktor D ohnehin schon signifikant erhoht sind (z. B. Faktor D etwa 10-
fach hoher als bei Gesunden) (80). Die Ergebnisse dieser Studien konnten bereits zu
einer deutlichen Optimierung der Dialysemembranbeschaffenheit in Form minimaler
Komplementaktivierung genutzt werden. So ldsst sich unter Einsatz moderner Polyflux-
Membranen eine Komplementfaktor D-Reduktion von im Mittel 37% erreichen (36).
Dies reicht bei 3 Dialysesitzungen pro Woche nicht aus, um zu normalen Blutspiegeln
zu gelangen; fiir andere Substanzen hingegen konnten bereits nach 24 Stunden wieder
pradialytische Konzentrationen erreicht werden (Pentosidin) (50). Sehr wichtig
erscheint der Zusammenhang zwischen dem Vorhandensein von Endotoxinen / LPS (als
Bestandteil der Bakterienmembran) nach Komplementinduktion fiir die Freisetzung

proinflammatorischer Zytokine (68), der in der vorliegenden Arbeit untersucht wurde.
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In der zusammenfassenden Einschitzung der Atherosklerose wird deutlich, dass den
Endothelzellen in den BlutgefidBen eine zentrale Bedeutung zukommt: Diese Zellschicht
ist der primédre Angriffspunkt aller im Blut enthaltenen Stoffe — die Entstehung
atherosklerotischer GefidBBverinderungen steht daher mit diesen Zellen in engem
Zusammenhang. Eine fehlerhafte endotheliale Wachstumsregulation mit gesteigerter
Apoptose fiihrt zu Gefdldefekten, die dann bereits beschriebene Kaskaden
pathologischer ~ Prozesse =~ wie  atheromatdse  Plaquebildung,  Freisetzung
inflammatorischer Mediatoren und letztlich die intravasale Thrombenbildung mit
GefiBverschluss in Gang setzen (12, 17, 18, 19, 63). Bei dialysepflichtigen Menschen
stehen die (Fehl-) Funktionen des Gefidllendothels in besonderem wissenschaftlichen
Interesse, da man hier die Ursachen fiir die signifikant erhohte kardiovaskulére
Morbiditit vermutet (2, 72; 79, 69).

Es gibt keine ausreichenden  Untersuchungen zur  Verdnderung  des
Wachstumsverhaltens von Endothelzellen nach Einwirkung leukozytirer Faktoren
Nierengesunder und urdmischer Probanden. Daher sollten an geeigneten Endothelzellen
entsprechende  Untersuchungen erfolgen. Unter Beriicksichtigung mehrerer
Charakteristika fiel die Wahl auf die Hybridzelllinie EAhy 926. Diese Zelle entstand
aus Fusion menschlichen Nabelschnurvenenendothels (,HUVEC*) und einer
immortalisierten Bronchialkarzinomzelle (,,A549%). Insbesondere die verhiltnisméBig
einfache labortechnische Handhabung sowie die relativ hohe Toleranz dieser Zelle
hinsichtlich des Entzugs von Wachstumsfaktoren waren wesentliche Argumente fiir
diese Zelllinie. Im Rahmen &hnlicher Fragestellungen konnten verschiedene Arbeiten
bereits eine gewisse Uberlegenheit der EAhy gegeniiber HUVECs durch stabilere
Zellkulturergebnisse mit dennoch vergleichbaren Ergebnissen hinsichtlich der
untersuchten Einfliisse belegen (6, 74). Die dort verwendeten HUVECs reagierten in
ithrem Wachstumsverhalten ungleich sensibler auf den Entzug exogener
Wachstumsfaktoren, die zuvor zur Kultivierung zugegeben werden mussten. Mit der
Verwendung einer in unserer Arbeitsgruppe bereits etablierten Zelllinie konnte ich so
auf erprobte Kulturprotokolle und weitreichende Erfahrungen mit der Kultivierung der

EAhy 926 zuriickgreifen.
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Die hier durchgefiihrten Versuche bestanden aus je zwei Phasen: Zunichst inkubierte
man die aus 50ml Vollblut nierengesunder und urdmischer Probanden isolierten
leukozytiren Zellen fiir 48 h in Standardmedium zunédchst ohne Zusatz von
Wachstumsfaktoren. In einer spiteren Versuchsreihe (,,Stimulationsversuche®) setzte
man diesem Medium LPS oder TNF-B zu. Nachdem dann diese Serumiiberstinde
sorgfiltig von zelluldren Bestandteilen gereinigt waren, dienten sie fiir 96 h als
Testmedium fiir die Endothelzellen ,,EAhy 926°. Unmittelbar im Anschluss an diese
Inkubation erfolgte die Préaparation, Firbung und durchflusszytometrische Messung des
Wachstumsverhaltens der Endothelzellen. Dieser Versuchsaufbau sollte in-vitro das
Wachstumsverhalten endothelialer Zellen unter dem Einfluss leukozytenvermittelter

Mediatoren Nierengesunder und urdmischer Patienten vor Dialysebeginn untersuchen.
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I1. Material und Methoden

1.1) Auswahl der Probanden
ausgewihlt wurden Patienten mit terminaler Niereninsuffizienz, die sich seit
mindestens 6 Monaten in Hémodialysetherapie befanden sowie klinisch
Nierengesunde. Fiir beide Gruppen durften keine klinisch relevanten Infekte

vorliegen.

1.2) Das Kulturmedium fiir Leukozyten und Endothelzellen
RPMI 1640 Medium, 2mM L-Glutamin, 50 IE/ml Penicillin / 50 pg/ml
Streptomycin, 10 uM Mercaptoethanol, 5 mM Hepes-Buffer, Fetales Kilberserum
(FCS) 5% (Endothelzellen) bzw. 0% (Leukozyten)

2.) Puffer
PBS — Puffer: PBS w Ca**/ Mg** ; PBS w/o Ca”*/ Mg** / beide Firma Seromed
Natriumazid 0,1% (FACS-Analyse): 0,1 pg/ml NaN3;, 500 ul FCS ad 500 ml PBS
w Ca®* /Mg ,pH=174
Paraformaldehyd — Losung (FACS-Analyse): 4% Paraformaldehyd in 100 ml PBS
w Ca** / Mg**, pH =74
Saponin Puffer: PBS mit Ca®* und Mg**; 2% Hepes, 1% Rinderalbumin (BSA)
(Merck); 0,1% Saponin (Sigma) in Aqua bidestillata ;pH:7,4
FACS-Pufferlésung: 500 ml PBS mit Ca®* und Mg**; 0,05% Natriumazid NaNj;
(Merck), 0,05% FCS, pH: 7,4

3.) Reagenzien

BD Pharmingen: Proliferating cell nuclear antigen (PCNA)-Antikorper,

Fluorescein-Isothiocyanat (FITC) — markiert, Klon: PC 10 ; Isotypenkontrolle:
FITC-markiertes IgG-2a (Maus), Klon: MOPC — 173

Seromed / PAA Laboratories, Linz, A. : Antibiotikum ( Penicillin / Streptomycin);
Ficoll; Hepes; PBS w Ca®* / Mg”* und PBS w/o Ca** / Mg”* ; serumfreier RPMI
1640 Kulturmedium(PAA Laboratories)

Sigma: Beta-Mercaptoethanol; Natriumazid (NaN3); LPS (strain 0127:B8);
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BD PharMingen, San Diego, USA: PCNA (Anti Human Clone PC10, IgGa,, «);
Maus, monoklonal, FITC-markiert, Verdiinnung 1:20 ; / PCNA (Isotypenkontrolle,
Clone MOPC-173, IgG;,x); Maus, monoklonal, FITC-markiert, 1:20 Annexin V-
FITC, rekombinant, Verdiinnung 1:40

4.) Arbeitsmaterialien:
Sarstedt, Niimbrecht, D.: Zentrifugenrohrchen; Eppendorf-Pipetten 1,5 ml

PAA Laboratories, Linz, A.: Zentrifugenrohrchen (mit / ohne Polyestermembran )

Falcon: 24-Well-Platten, Zentrifugenrohrchen
Greiner Labortechnik: Zentrifugenrohrchen Cellstar, 24well-Platte mit Flachboden

Becton Dickinson, USA: FACS-Zentrifugenrohrchen (5ml Polystyrene Falcon)

5.) Geriite:
Beckman: TJ-6 Zentrifuge
Becton Dickinson: FACScan flow cytometer; Software Lysis Il
Janke & Kunkel, D.: IKA-Vibrax-VXR (Riittler)
Zeiss, Jena, D.: Mikroskop Televal 31

Greiner: Pipettenspitzen

Heraeus Diisseldorf: Sterile Werkbank ,.Laminair*; Kiihlzentrifuge (Biofuge 28
RS);

Melay: Brutschrank Typ 605, Atmosphire: 5% CO, /95 % Luft

Biometra, : Volt-Amperé-Meter, pH-Meter und TB1-Thermoblock

6.) Leukozytenpréaparation und Zellkultur

6.1 Zellkultur der Endothelzelle EAhy 926
Die zur FACS-Analyse verwendeten Endothelzellen werden in RPMI 1640 —
Medium mit Zusatz von 5 % FCS kultiviert. Es zeigte sich, dass ein optimales
Wachstum der Zellen dann erfolgte, wenn sie alle 3 bis 4 Tage passagiert
wurden, d. h. das Medium erneuert wurde. Bei dichter Zellvegetation wurden die

Zellen 5 Minuten mit Trypsin-EDTA und PBS w/o Ca** / Mg** bei 37° C
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inkubiert und anschlieBend in 5% FCS haltigem Medium gewaschen. Im
Anschluss erfolgte das erneute Einbringen in Kulturflaschen bzw. 24-Well-
Platten in entsprechender Vegetationsdichte. Nach 12 solcher Passagen verwarf
ich die Kulturen, um einer Ergebnisbeeinflussung durch mogliche
Kontamination oder Entdifferenzierung vorzubeugen und ein moglichst

konstantes Wachstumsverhalten der Endothelzellen zu erhalten.

6.2 Leukozytenpriparation
Fiir die Versuche verwendete ich humane Leukozyten aus einer max. 2 Stunden
alten peripheren Venenblutspende von 50 ml. Die Blutentnahme erfolgte steril in
einer heparinisierten 50 ml- Perfusorspritze. Zur Praparation wurden die 50 ml
Blut auf zwei sterile 50 ml — Zentrifugenrohrchen verteilt, mit PBS w/o Ca>* /
Mg** aufgefiillt und 15 Minuten bei 400 x g zentrifugiert. Nach dem Verwerfen
des iiberstehenden Plasmas resuspendierte ich das Sediment erneut mit PBS w/o
Ca™ / Mg”* und zentrifugierte zwei weitere Male 10 Minuten bei 400 x g.
AnschlieBend wurden die nun gewaschenen zelluldren Anteile mit PBS w Ca”* /
Mg* auf 40 ml aufgefiillt und bei 4° C gekiihlt. Ein spezielles
Zentrifugenrohrchen, das bei 15 ml eine Polyestermembran enthilt, wurde nun

mit 15 ml 4° C kaltem Ficoll gefiillt und 2 Minuten bei 400 x g zentrifugiert.

Abb. Nr.1:  Dichtegradientenzentrifugation

vor Zentrifugation: nach Zentrifugation:
Blut- PBS

suspensio S~ Interphase JE—
\v

I~
Ficoll ~

\\

- Polyestermembran \\

1co = -

[ S — ——

~_ Erythrozyten \\
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Dadurch gelangte das Ficoll unter die Membran und fiillte den
darunterliegenden Raum vollstindig aus, so dass jetzt 20 ml der zuvor
gewaschenen Erythrozyten-Leukozyten-PBS-Suspension vorsichtig
iiberschichtet werden konnten. Die Polyestermembran diente hier dazu,
Vermischungen beim Uberschichten zu vermeiden.In den nun folgenden 20
Minuten Zentrifugation bei 600 x g galt es zu beachten, dass die
Zentrifugenbremse deaktiviert war, da es andernfalls zu Verwirbelungen und
daher Vermischungen der Interphase mit dem iibrigen Uberstand kommen

konnte. (s. Abb. Nr. 1)

Die hier beschriebene Dichtegradientenzentrifugation trennt nukleédre Zellen von
Erythrozyten. Lympho- und Monozyten stellen sich wegen ihrer geringeren
Dichte gegeniiber dem Ficoll als scharf abgrenzbare Interphase dar, die ich
vorsichtig mit einer 1 ml Pipette entnahm. Diese Interphasezellen wurden nun
zweimal mit PBS w Ca®* / Mg®* aufgefiillt und bei jeweils 400 x g zentrifugiert,
um sie weitgehend von Ficollresten zu reinigen. Zur Ermittlung der
Gesamtzellzahl wurden vor der letzten Zentrifugation 10 pl Suspension
entnommen und in der Neubauer-Zihlkammer ausgezidhlt. Nach dem letzten
Waschen erfolgte die Einstellung der Zellen in einer Konzentration von 5 x 10°

Zellen /ml in Kulturmedium ohne Zusatz von fetalem Kélberserum (FCS).

Bei den Stimulationsversuchen im spiteren Verlauf der Arbeit wurde dieser
Abschnitt im Versuchsaufbau modifiziert: = Nach dem Ausbringen der
lymphozytiren Zellen auf der Kulturplatte (Konzentration ebenfalls 5 x 10’
Zellen /ml) erfolgte der Zusatz von drei verschiedenen Kulturmedien.

Entweder:

a) RPMI- Kulturmedium ohne Zusatz von fetalem Kéilberserum (0% FCS) als
Vergleichsgruppe, oder

b) mit Zusatz von LPS (1 ug/ ml), oder

¢) mit Zusatz von TGF- ( 10 ug/ ml) als Stimulantien der Leukozyten
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Nach dem Ausbringen in einer 24-Well-Platte (1 Well = 1 ml) erfolgte die
Inkubation bei 37° C unter 5%iger CO, Atmosphire fiir 48 Stunden.

6.3 Inkubation der Endothelzellen mit Leukozyteniiberstinden

Das wesentliche Experiment stellt nun die Inkubation der Endothelzelle EAhy
926 mit den oben genannten Leukozyteniiberstanden dar. Hierzu werden 3 Tage
im Voraus die Endothelzellen der Kultur entnommen und in eine 24-Well —
Platte iiberfiihrt. Nach 24 Stunden in 5 % FCS haltigem Medium waren die
Zellen bodendeckend adhidrent, so dass nun die FCS — Konzentration im
Medium schrittweise auf 0 % gesenkt wurde (1. Tag: 5%; 2. Tag: 2%, 3. Tag:
0%), um das FCS als Wachstumsfaktor zu minimieren.

Am vierten Tag ersetzte ich das Standardmedium zweimal vorsichtig mit der
Pipette durch PBS w/o Ca®* / Mg** , um die Wells vom Medium zu befreien.
Anschliefend wurden nun die von Zellen gereinigten Leukozyteniiberstinde
anstelle des Standardmediums in die 24-Well-Platte eingebracht und
anschliefend fiir 120 Stunden bei 37° C unter 5 % CO, inkubiert.

7.) Durchflusszytometrie (FACScan Analyse)
7.1 Prinzip der Durchflusszytometrie:
Die Durchflusszytometrie macht sich die Eigenschaft zu Nutze, dass Zellen
mittels unterschiedlicher Lichtqualititen (gestreut oder emittiert) detektiert
werden. Sie werden dazu durch eine Glaskapillare gepresst und einzeln — etwa
wie die Perlen einer Perlenkette - an einem fokussierten Laserstrahl (Argonlaser,
488 nm) vorbeigefiihrt. Durch die dabei entstehende Lichtstreuung kommt es
zur Entstehung von Streusignalen in Vorwirts- oder Seitwirtsrichtung. Die
Vorwirtsstreuung entspricht dabei der Grole der einzelnen Zelle, die
Seitwirtsstreuung der Granularitit. Photorohren und Photodioden konvertieren
die optischen Signale in elektrische Impulse, die mit der Intensitit des
Lichtsignals korrelieren. Mit Hilfe eines Schwellenwertes werden Rausch- und

Storsignale eliminiert (57). Ferner lassen sich spezifische Substanzen mit Hilfe
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von Antikorpern identifizieren, die mit einem Fluorochrom (z. B. FITC)
markiert wurden, welches nach Anregung durch den Laser fluoresziert. Das hier
verwendete FITC emittiert bei einer Wellenldnge von 539 nm. Die Bestimmung
der Fluoreszenzemission mittels Durchflusszytometrie ermoglicht Aussagen
iiber die Konzentration der jeweiligen Substanz in der Zelle. Abb. Nr.2
ermoglicht  einen  Uberblick iiber das optische System eines

Durchflusszytometers:

Abb. Nr. 2 : Darstellung des optischen Systems eines DurchfluBzytometers

Detektor: Fluoreszenz

Lichtfilter
Teilerspiegel

Detektor:
Seitwartslicht

Sammellinse

Sammellinse

Blocker-
streifen

Laserstrahl ===@)

Detektor:
Vorwarts-
streulicht

Messkammer
mit Zellen

7.2.1 Praktische Durchfithrung der Markierung der Zielantigene mit Antikorpern

Nach Ablauf der Inkubationszeit von 120h (s. 6.3) entfernt man aus den 24-Well
— Platten die Leukozyteniiberstinde, fiillt die Wells mit PBS w/o Ca** / Mg** auf
und stellt sie auf Eis. Um ausreichend Zellen fiir die Messung zu gewinnen,
werden je 2 Wells fiir eine Messung verwendet. Nach 20 Minuten lassen sich
die zuvor adhidrenten Zellen unter mehrfachem Spiilen mit einer 100 ul —Pipette

ablosen und in ein FACS — Rohrchen iiberfiihren, in dem sie zunichst 2 Minuten
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bei 400 x g zentrifugiert werden. Im Anschluss entfernt man Mediumriickstéinde
durch zweimaliges Waschen mit PBS w Ca®* / Mg** .

Samtliche noch folgenden Waschschritte werden in &hnlicher Weise
durchgefiihrt. Dann wird das Pellet in 1 ml Natriumazidlosung (NaNs; 0,1
pg/ml) resuspendiert und die Losung abzentrifugiert. Die mit PCNA zu
markierenden Proben erhalten nun eine 10 miniitige Permeabilisierung und
Fixierung in 100 ul Paraformaldehyd (4 %) bei 4° C. Nach Zugabe von 1000 ul
NaNj3 und Zentrifugation bei 300 x g fiir 2 Minuten kann das Pellet in der
entsprechenden Antikorper enthaltenden Férbelosung resuspendiert und dann fiir
30 Minuten bei 4° C gelagert werden (41, 49). Nach 30 Minuten wird erneut mit
1000 ul NaN3 gewaschen und abschlieBend mit 500 ul NaN5 resuspendiert. Nun
wird die Messung mit dem ,Becton Dickinson FACScan flow cytometer*

durchgefiihrt.

Diese Firbelosungen enthalten im Einzelnen:
Annexin V: 3 ul AnnexinV + 100 ul NaNj3
PCNA: 5 ul PCNA- AK + 100 pl Saponinpuffer

7.2.2 Farbung mit FITC - markiertem Annexin V:

Im Verlauf der Apoptose kommt es zu Verdnderungen in der Plasmamembran:
Die Lipiddoppelmembran vitaler Zellen zeichnet sich durch eine asymmetrische
Verteilung von bestimmten Phopholipiden aus. Phosphatidylserine sind hier nur
auf der inneren, der dem Zytoplasma zugewandten Lipidschicht zu finden.
Wihrend der frithen ,,Exekutionsphase® der Apoptose geht diese Asymmetrie
verloren, so dass diese Phosphatidylserine nun auch in der du3eren Membran zu
finden sind (20). Diese Eigenschaft apoptotischer Zellen dient in vivo den
Makrophagen zur spezifischen Identifikation und fiihrt letztlich zur Phagozytose
der Zelle. Auf Grund der hohen Affinitdt von Annexin V zu diesen exponierten
Phosphatidylserinen auf der d&ufleren Membran der Lipiddoppelschicht kommt es
in Gegenwart von Calzium (Ca* )zu einer Bindung zwischen Annexin V und
den Phosphatidylserinen. Durch Fluoreszenzmarkierung des Annexins (FITC)

wird es so moglich, apoptotische Zellen mittels Durchflusszytometrie zu
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erfassen und quantitativ von vitalen Zellen abzugrenzen. Demnach konnen
Zellen mit einer hohen Lichtemission bei Annexinmarkierung (= ,,Annexin —
positiv*) als apoptotisch eingestuft werden. Als Negativkontrolle wurde hier ein

Ansatz ohne Annexinzusatz verwendet.

X
:
.
72
dussere Membran i
&

o
S

lembran

innera

vitale Zelle Zelle in Apoptose
ﬁ = Phosphatidylserine * = Ca*

Abb. Nr. 3: Schematische Darstellung der duBeren und inneren Membran von
vitalen und apoptotischen Zellen und dem Verlust der Asymmetrie der
Lipiddoppelschicht wéhrend der Apoptose und der Exposition von
Phosphatidylserinen (PS, graue Kreise) auf der &uBeren Membran (20).

Abb. Nr.4: Durchflusszytometrischer Apoptosenachweis mittels Annexin V: links
21%, rechts 35% apoptotische Zellen. Jeweils links von der Markierung sind die

vitalen, Annexin - negativen Zellen zu finden.
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7.2.3 Féarbung mit FITC — markierten PCNA — Antikorpern

Das ,,Proliferating cell nuclear antigen* (PCNA) spielt bei der Verdopplung des
genetischen Materials der Zelle (DNA — Replikation) wihrend der Zellteilung
eine entscheidende Rolle: Das PCNA — Protein bildet einen Ring, der die DNA
umschlieft. Wihrend des Replikationsprozesses fihrt es quasi im Geleit mit
dem fiir die Verdoppelung zustindigen Enzym, der Polymerase, den DNA-
Strang ab. Trifft das Duo auf eine Stelle, an der die DNA beschidigt ist, hélt es
an, um eine Reparatur des Schadens zu ermoglichen. Durch Verkniipfung mit
verschieden Proteinen (z.B. Ubiquitin) fungiert PCNA quasi als zelluldrer
Schutzschalter der DNA — Replikation und —Reparatur (30).

PCNA- Signale steigen somit wihrend der GIl- Phase im Zellzyklus an,
erreichen ein Maximum in der S- Phase und fallen dann in der G2-/M- Phase
wieder ab. Auf Grund dieser Eigenschaft stellt sich PCNA als bewihrtes
Markerprotein fiir Zellproliferation dar (41, 54; 70).

Abb. Nr.5: Darstellung des ringférmigen PCNA-Molekiils (dunkelblau), an das 3
Ubiquitin-Proteine (hellblau) zur Aktivierung der DNA-Reparatur gekniipft sind.
(nach: Groll M, Max Planck Institut fiir Biochemie, Martinsried)

Der zur Messung verwendete menschliche PCNA-Antikorper gelangt in die
zuvor mit Paraformaldehyd permeabilisierten Zellkerne und bindet dort an
vorhandene PCNA- Molekiile. Proliferierende Zellen in der G1- / S- Phase des
Zellzyklus stellen sich so in der FACS- Messung PCNA- positiv dar:
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Abb. Nr.6: Proliferationsnachweis mittels PCNA: links 56%, rechts 86% Zellen in

der Proliferationsphase

Als Negativkontrolle diente hier ein Ansatz mit einer Isotypenkontrolle
bestehend aus FITC-markierten IgG2a-Antikorpern der Maus, der bei jeder
Férbereihe mitgemessen wurde. Nach erfolgreicher Durchfithrung der Farbung
sollte der ,,Peak* in der Isotypenkontrolle definitionsgemaiss deutlich im PCNA-

negativen Bereich liegen.

7.3.1 Auswertung

Zu Beginn der Auswertung erfolgt die Darstellung von Foreward- (FSC) und
Side- Light- Scatter (SSC) Messungen. Hier lassen sich einzelne Populationen
der Endothelzellen abgrenzen:

In der frithen Apoptose befindliche Zellen stellen sich im Vorwirtslicht (FSC)
mit verminderter Streuung dar, wihrend sich die Intensitdt des Seitwirtslichtes
(Granularitit) bei ihnen erhoht bzw. gleich bleibt. Zellen in der spiten
Apoptosephase zeigen eine Herabsetzung des Streulichts in beide Richtungen
(14). Vitale Zellen sind an einer hohen Streuung in beide Richtungen (FSC und
SSC) zu erkennen. Diese Eigenschaften sind bedingt durch eine Abnahme der
ZellgroBe im Verlauf der Apoptose. Im Vorwirts- und Seitwirtsstreulicht lassen
sich auch nekrotische Zellen und deren Zelltriimmer zuverldssig abgrenzen und
durch Markieren einer solchen Signalgruppe aus der weiteren Auswertung
ausschliefen. Die quantitative Auswertung der Apoptose und der Proliferation

erfolgte folgendermaBen: In jeder Versuchsreihe wurde eine Probe von
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Endothelzellen nicht mit Leukozyteniiberstinden versetzt, sondern mit dem
Standardmedium ohne Zugabe von Wachstumsfaktoren (= 0% FCS) inkubiert.
Das Histogramm dieses Ansatzes diente als Basis fiir die Abgrenzung des
Apoptose- bzw. Proliferationsanteils der mit echten Uberstinden versehenen
Proben: Die Abgrenzungen der Annexin- bzw. PCNA- positiven Peaks in
diesem 0% FCS- Medium dienten als Referenzmarkierung fiir alle anderen

Probenhistogramme in diesem Ansatz.
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Abb. Nr. 7: Histografische Darstellung der FACS- Analyse von Endothelzellen
nach 120 - stiindiger Inkubation bei 37°C

So lieBen sich quantitative Verhéltnisse ermitteln, ob in einer mit
Leukozyteniiberstand inkubierten Probe mehr oder weniger apoptotische bzw.
proliferierende Endothelzellen enthalten waren.

Abb. Nr. 7 verdeutlicht dieses Vorgehen an einem Beispiel: Im Standardmedium
ohne FCS— Zusatz zeigten 53% ein Annexin- positives und 55% ein PCNA-
positives Signal. Diese Werte dienten in diesem Versuch als Basis der

Interpretation aller weiteren Ansitze; in Probe Nr. 47 findet sich bei 86% der
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Zellen ein positives Signal in der Annexinfarbung und bei lediglich 20% ein
positives PCNA-Antikorpersignal. Die Differenz in Probe Nr. 47 zur
Referenzpopulation betrdgt also 33% mehr apoptotische und 25% weniger
proliferierende Zellen. Nimmt man nun eine systemimmanente Ungenauigkeit
von 5% an, so lassen sich die einzelnen Proben in verschiedene Kategorien

einteilen:

. Differenz
Kategorie iy
zur Referenzpopulation
APOPTOSE Apoptoserate > 5%
Apoptoserate /
INDIFFERENZ

Proliferationstendenz von
kein signifikanter Unterschied
+ 5% bis —5%

PROLIFERATION Proliferationsrate > 5%

Abb. Nr.8: Bewertungsschema zur Kategorisierung des Wachstumsverhaltens
von Endothelzellen

Gemiss dieser Klassifikation wurden die Ergebnisse der einzelnen Proben
kategorisiert und waren so einer vereinfachten statistischen Auswertung besser

zuganglich.

8.) Statistik
Die Ergebnisse wurden als Mittelwerte + Standardabweichung angegeben. Zur
statistischen Analyse fand fiir die unabhéngigen Daten der T-Test nach Student
Anwendung. Unterschiede auf dem Niveau von p < 0,05 erachtete man als

signifikant.

24



IV. Ergebnisse

1. Apoptose und Proliferation von Endothelzellen in unterschiedlichem Milieu

Vor Beginn der Untersuchungen mit humanen Leukozyten wurden Apoptose und
Proliferationsverhalten der Endothelzellen in RPMI- Medium mit unterschiedlichen
Eigenschaften untersucht. Diese Versuche dienten als Basis fiir die Interpretation
spaterer Ergebnisse mit echten Leukozyteniiberstinden. Ferner flossen die hier
gewonnenen Erkenntnisse in die Gestaltung des Versuchsaufbaus mit
Leukozyteniiberstinden ein.

So wurde unter anderem gezeigt, dass eine schrittweise Reduktion der FCS-
Konzentration im Endothelzellmedium binnen 72 h auf letztlich 0% FCS ausreichte,
um das FCS als unerwiinschten Wachstumsfaktor im Ansatz soweit zu minimieren,

dass hierdurch eine stabile Apoptoserate erreicht wurde.

Apoptoserate bei FCS- Reduktion

50 -
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s gl
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Oh/5% 24h/2% 48h/0% 72h/0% 96h/0% 120h/0%

Inkubationszeit / FCS- Konz.

Apoptose (%)

Abb. Nr. 9a: Wachstumsverhalten von EAhy 926 bei schrittiweiser Reduktion des
FCS-Gehaltes

Wie in Abbildung Nr. 9a verdeutlicht, weist die Annexinfirbung einen deutlich
zunehmenden Anteil an Annexin — positiven Endothelzellen (= Zellen in Apoptose)
nach, wenn man die Konzentration an Wachstumsfaktor (FCS) reduziert.

Zunachst stieg die Apoptoserate der Kulturzellen linear an, nach etwa 72 Stunden

lag sie in etwa konstant bei 40%.
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Proliferation bei FCS-Reduktion
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Abb. Nr. 9b : Wachstumsverhalten von EAhy 926 bei schrittweiser Reduktion des
FCS-Gehaltes

Um diese mit dem Apoptosemarker ,,AnnexinV* gemachte Beobachtung zu
validieren, wurde unter gleichem Versuchsautbau die Proliferation in Abhingigkeit
von der Inkubationszeit bei Reduktion der FCS- Konzentration als Wachstumsfaktor
gemessen. Hierzu dienten FITC — gefirbte Antikorper, die spezifisch an PCNA
(= ,,proliferating cell nuclear antigen*) einer sich teilenden Zelle binden und sie so
in der FACS- Analyse quantitativ nachweisbar machen. Die Firbungen mit PCNA —
Antikorpern (Abb. Nr. 9b) zeigten, dass sich die Proliferationsrate der
Endothelzellen anndhernd proportional zum Gehalt an Wachstumsfaktor FCS

verhilt.

2. Wachstumsverhalten der Endothelzellen nach Inkubation mit Leukozyteniiberstanden

nierengesunder Probanden

Nachdem die Leukozyten aus 50 ml Vollblut nierengesunder Probanden isoliert,
tiber 48 Std. in Medium inkubiert und aus der Losung entfernt wurden, dienten die
Uberstinde als Versuchsmedien fiir die Endothelzellen EAhy 926. Nach 120-
stiindiger Inkubation wurde das Verhalten der Endothelzellen untersucht. Nach
Inkubation mit Leukozyteniiberstinden gesunder Kontrollpersonen konnten

folgende Ergebnisse gefunden werden:
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Im Mittelwert proliferierten Endothelzellen nach Inkubation mit leukozytdren
Mediumiiberstinden Nierengesunder um 10,6 % weniger als im RPMI-
Standardmedium,

wohingegen die Apoptoserate 4,6 % dieser Endothelzellen iiber der

Referenzpopulation in RPMI- Standardmedium lag.

Abb. Nr. 10 a: Prozentuale Darstellung des Wachstumsverhaltens der Endothelzellen
nach Inkubation mit Leukozyteniiberstidnden nierengesunder Probanden
Referenzansatz: Standardmedium mit 0% FCS

Gesunde weniger gleich mehr
Proliferation 73% 10% 16%
Apoptose 46% 10% 43%

Abb. Nr. 10 b: Zusammenfassende graphische Darstellung nach Einteilung in drei
Kategorien

Gesunde: Wachstumsverhalten der Endothelzellen
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3. Wachstumsverhalten der Endothelzellen nach Inkubation mit Leukozyteniiberstinden

dialysepflichtiger Probanden

Die Blutproben der Probanden mit dialysepflichtiger chronischer Niereninsuffizienz
wurden direkt vor Dialysebeginn unter sterilen Bedingungen entnommen und
danach in analoger Vorgehensweise wie die Proben der Nierengesunden untersucht.
Die Auswertung der FACS — Ergebnisse dieser Probengruppe zeigte folgende

Ergebnisse:

Im Vergleich zu den mit Standardmedium ohne Wachstumsfaktorzusatz inkubierten
Endothelzellen lag die Proliferationsrate im Mittel um 0,71 % hoher,
die Apoptoserate allerdings um 5,6 % niedriger. (Abb. 11)

Abb. Nr. 11a: Prozentuale Darstellung des Wachstumsverhaltens der Endothelzellen
nach Inkubation mit Leukozyteniiberstidnden dialysepflichtiger Probanden
Referenzansatz: Standardmedium mit 0% FCS

Patienten weniger gleich mehr
Proliferation 34% 28% 38%
Apoptose 69% 24% 7%

Abb. Nr. 11b: Zusammenfassende graphische Darstellung nach Einteilung in drei

Kategorien
Patienten: Wachstumsverhalten der Endothelzellen
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4. Vergleich des Wachstumsverhaltens von Endothelzellen nach Inkubation mit

Leukozyteniiberstinden Nierengesunder und dialysepflichtiger Probanden

Die hinsichtlich der Zielsetzung der Arbeit wesentliche Frage war nun, ob
Endothelzellen nach Inkubation mit leukozytiren Uberstinden urdimischer
Probanden ein signifikant anderes Wachstumsverhalten aufweisen als nach
Inkubation mit Uberstinden nierengesunder Probanden. Beim Vergleich dieser zwei

Gruppen zeigten sich folgende Ergebnisse:

Abb. Nr. 12a: Wachstumsverhaltens der Endothelzellen im Vergleich der
Leukozyteniiberstidnde Nierengesunder und von Dialysepatienten (Tabelle)

relativ(%) Apoptose Proliferation Indifferenz
Gesunde 62 19 19
Patienten 24 55 21

Abb. Nr. 12b: Wachstumsverhalten der Endothelzellen im Vergleich der
Leukozyteniiberstdnde Nierengesunder und von Dialysepatienten (Sdulendiagramm)
*p < 0,05 (T-Test)

Synopse Apoptose / Proliferation
80
* *
60 | T
- B Gesunde
% 40 - -
O Patienten
M| O
0 _
Apoptose Proliferation Indifferenz

Bei 62% der Proben Nierengesunder konnte insgesamt von einer Apoptose der
Endothelzellen ausgegangen werden, in der Gruppe der Dialysepatienten bei
lediglich 24%. Demgegeniiber fand sich bei lediglich 19% der mit nierengesunden
Leukozyteniiberstinden bebriiteten Endothelzellproben eine Proliferation, die

Gruppe der Dialysepatienten lag hier bei 55%. Fiir beide Wachstumsmarker lag die
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Gruppe der nicht klar einzustufenden Proben (= ,,Indifferenz*) bei 19% bzw. 21%.
Die im T-Test nach Student ermittelten Werte als Mal} fiir die Signifikanz der
Ergebnisse liegen im Einzelnen bei:

Vergleich der Proliferationsrate der Endothelzellproben nach Inkubation mit

Uberstinden Nierengesunder und von Dialysepatienten:

Unterschied im T-Test = 0,0011

Vergleich der Apoptoserate der Endothelzellproben nach Inkubation mit
Uberstinden Nierengesunder und von Dialysepatienten:

Unterschied im T-Test = 0,0039

5. Ergebnisse der Versuche mit stimulierten Leukozyten

Nachdem nun gezeigt werden konnte, dass Serumiiberstinde der Leukozyten
chronisch dialysepflichtiger Menschen eine signifikant hohere Proliferation und
niedrigere Apoptose bei Endothelzellen in vitro bewirken, stellte sich die Frage,
inwieweit diese Leukozyten noch auf Stoffe reagieren, die bekanntermallen eine
Stimulation der Zellen der korpereigenen Abwehr verursachen.

So wurden Lipopolysaccharide (=,,LPS*) als Bestandteile von Bakterienmembranen
zugesetzt, die durch ihre Oberflichenstruktur eine Aktivierung des menschlichen
Immunsystems bewirken. Auch die zweite hier verwendete Substanz, der ,,tumor-
growth-factor-B, (= TGF-B), repridsentiert einen bekannten Mediator unseres
Abwehrsystems. Um die Stimulationswirkung dieser beiden Substanzen zu testen,
erfolgte eine Modifikation des zuvor verwendeten Versuchsaufbaus (s. Teil II, Kap.
6.2). Zundchst wurde gepriift, ob bei diesem Versuchsaufbau iiberhaupt
Unterschiede hinsichtlich einer Stimulation der Leukozyten nachweisbar sind.

Hierzu wurden zunichst Leukozyten von nierengesunden Probanden verwendet.

Die Auswertung der FACS-Analysen zeigte folgende Ergebnisse:
1.) Die Uberstinde der Leukozyten, die sich in reinem Kulturmedium befanden,
vermittelten offensichtlich keine proliferationsfordernde Wirkung auf

Endothelzellen. (s. Abb. Nr.13: “0% FCS”)
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2.) In keiner Endothelzellprobe nach Inkubation mit Uberstinden Nierengesunder
konnte nach Stimulation eine erhohte Apoptoserate (= > 5%) nachgewiesen

werden.

3.) Die Auswertungen zeigen eine deutlich gesteigerte Proliferationsrate, wenn die

Leukozyteninkubation mit Zusatz von LPS oder TGF-8 erfolgte (Abb. Nr.13).
So konnte bei 83% (= + LPS) bzw. 67% (= + TGF-B) Proben eine
Proliferationsrate > 5% im Vergleich zum 0%-FCS-Medium nachgewiesen
werden. Die Grundlage dieser Berechnungen bildeten 5 von 6 (+ LPS) und 4
von 6 (+ TGF-B) deutlich PCNA- positive Ansitze.

Abb. Nr. 13: Endothelproliferationsraten nach Inkubation mit Uberstianden
stimulierter Leukozyten nierengesunder Probanden

Gesunde: Proliferation stimulierter
Leukozyteniiberstande
6
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S 271 B+ TGF- B
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weniger gleich mehr

Die Untersuchungen von Endothelzellen nach Bebriitung mit Uberstinden

stimulierter Leukozyten dialysepflichtiger Menschen ergaben:

1.) Die Apoptoserate im ,,Referenzmedium® ohne Zusitze war bei keiner Probe
gesteigert. Unter Zusatz von LPS konnte bei 33% (2 von 6 Proben), bei Zugabe
von TGF-B bei 16% (1 von 6 Proben) eine Apoptoserate iiber 5% nachgewiesen
werden.

2.) Im Gegensatz zu den Versuchen mit Uberstinden nierengesunder Leukozyten
lieBen sich jetzt keine Proliferationssteigerungen der Endothelzellproben mehr
nachweisen. Vielmehr zeigten alle mit dem Referenzmedium inkubierten
Proben eine Proliferationsrate von < 5%, etwa ein Drittel der
Endothelzellproben, die zuvor mit Stimulantien behandelt waren, musste dem

Indifferenzbereich von -5 bis +5% zugeordnet werden.
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Abb. Nr. 14: Endothelproliferationsrate nach Inkubation mit Uberstinden stimulierter
Leukozyten dialysepflichtiger Probanden
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weniger gleich mehr

Im statistischen Vergleich der Versuchsergebnisse aus der Gruppe der
Nierengesunden und der Dialysepatienten ergaben sich folgende Werte (Abb. Nr.
15)

Vergleich Endothelzellproliferationsrate nach Inkubation mit Uberstinden LPS-
stimulierter Leukozyten Gesunder vs. Patienten: T-Test p = 0,000525

Vergleich Endothelzellproliferationsrate nach Inkubation mit Uberstinden TGF-
B- stimulierter Leukozyten Gesunder vs. Patienten: T-Test p = 0,00488

Bei einer zuvor festgelegten Signifikanzschwelle von p < 0,005 im T-Test nach
Student sind diese beiden Ergebnisse somit als signifikant zu betrachten.

Der statistische Vergleich der mit Referenzmedium (0%-FCS) inkubierten
Endothelzellen ergab ein — nicht als signifikant zu bewertendes- p = 0,0615.

Der Vergleich der Apoptoseraten Gesunder / Dialysepflichtiger erbrachte ebenfalls

keinen signifikanten Unterschied.
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Abb. Nr. 15: Vergleich der mittleren Endothelproliferationsraten nach Inkubation mit
Uberstinden stimulierter Leukozyten Nierengesunder und dialysepflichtiger
Probanden; *p < 0,05 (T-Test)
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Zusammenfassend zeigen die Stimulationsversuche daher Folgendes:

Leukozyten nierengesunder Menschen produzieren offensichtlich
proliferationsfordernde Substanzen fiir Endothelzellen, die Leukozyten terminal
niereninsiuffizienter Patienten nicht mehr freisetzen konnen.

Ein signifikant verdndertes Apoptoseverhalten von Endothelzellen nach Bebriitung
mit Uberstinden LPS- bzw. TGF-B- stimulierter Leukozyten Nierengesunder und

urdmischer Probanden konnte nicht nachgewiesen werden.

4. Kasuistiken
Zunachst hatte diese Arbeit zum Ziel, einen moglichen Unterschied in der durch
Leukozyten des peripheren Blutes vermittelten Proliferationstendenz von
Endothelzellen zwischen Dialysepatienten und nierengesunden Probanden
nachzuweisen. Nachdem hier in-vitro signifikante Unterschiede nachgewiesen
werden konnten, stellte sich die Frage, ob sich bei diesen Dialysepatienten bereits in
der Krankengeschichte eine Haufung kardiovaskuldrer Ereignisse fand, die auf eine
atherosklerotische Genese mit erhohter Proliferation des GefdBendothels
zuriickzufithren sind. Um einen solchen Zusammenhang nachzuweisen, wurden

einige Krankengeschichten (Patienten: n=14, Gesunde: n=26) der einzelnen
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Probanden sorgfiltig analysiert. Kriterien, die eine Klassifikation als
,,kardiovaskuldres Ereignis* erlauben sollten, waren:

e Dauer der Himodialysetherapie bis zum Versuchszeitpunkt

e CRP - Wert als Marker fiir eine entziindliche Aktivitit im peripheren Blut

e bereits stattgefundene kardiovaskuldre Ereignisse, die auf eine

atherosklerotische Genese schliessen lassen wie z. B.: periphere arterielle
Verschlusskrankheit (Stadium > Ila nach Fontaine), Myokardinfarkt,
cerebraler Insult, Mesenterialinfarkt, Horsturz und Ahnliches
Die bei fast allen dialysepflichtigen Probanden vorhandene arterielle Hypertonie
wird hier von vornherein als Kriterium ausgeschlossen, da sie bei diesen Patienten

pathogenetisch nicht als ,,kardiovaskuldres Ereignis‘ interpretiert werden kann.

Die Auswertung dieser Recherchen zeigte mit rund 30% eine wesentlich hohere
Inzidenz an kardiovaskuldren Ereignissen bei Dialysepatienten (4 von 14 Patienten)

im Vergleich zu 0% bei Nierengesunden (0 von 26 Probanden).
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IV. Diskussion

Die Bewertung der Pathomechanismen der Atherosklerose hat in den letzten Jahren eine
deutliche Wandlung erfahren. So werden die klassischen Risikofaktoren der
Framinghamstudie mit wachsendem Wissen um das Ineinandergreifenden verschiedener
Regelkreise unseres Stoffwechsels stindig erweitert.

Einen Fokus der medizinischen Forschung stellt die Hypothese dar, dass entziindliche,
vorwiegend leukozytenvermittelte Reaktionen in engem Zusammenhang mit der
Entwicklung atherosklerotischer Veridnderungen stehen (44, 59, 62). Als gemeinsame
Endstrecke vieler Risikofaktoren gelten hierbei zunidchst Endotheldysfunktionen, die
dann zur Bildung des atheromatdsen Plaque fiihren. Der akute Gefd3verschluss ist dann
letztlich meist Konsequenz eines instabilen, rupturierten Plaques mit Entstehung eines
okkludierenden Thrombus (46).

Insbesondere fiir Menschen mit terminaler Niereninsuffizienz, die iiber lingere Zeit an
eine Dialysetherapie gebunden sind, bedeuten kardiovaskulire Komplikationen ein
wesentliches, lebensbedrohliches Problem (72, 79). So werden mit Atherosklerose
assoziierte Ereignisse in Europa und Nordamerika fiir ca. 50% der vorzeitigen
Todesfille dieses Kollektivs verantwortlich gemacht (11, 21).

In diesem Kontext steht der Ausgangspunkt dieser Arbeit, an Hand eines in-vitro-
Modells das Wachstumsverhalten von Endothelzellen unter dem Einfluss leukozytérer

Faktoren verschiedener Kollektive zu untersuchen.

1.) EAhy 926 als Prototyp einer Endothelzelle

Der erste Abschnitt dieser Arbeit hatte zum Ziel, ein standardisiertes Zellkulturprotokoll
zu entwickeln, das fiir die spiteren Inkubationsversuche mit leukozytiren Uberstinden
eine konstante Anwendung finden sollte.

Die aus einer Fusion von Endothelzellen menschlicher Nabelschnurvenen (HUVEC)
mit der Bronchialcarzinomzelle A549 entwickelte Hybrid-zelllinie ,,EAhy 926 ist
bereits mehrfach erfolgreich fiir in-vitro Studien mit immunologischen Fragestellungen

verwendet worden (45, 48). Ersetzte man das Kulturmedium alle 72h, lie} sich ein
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optimales Zellwachstum der EAhy beobachten. Um das Risiko einer Kontamination und
Entdifferenzierung zu reduzieren, wurden maximal 12 Passagen eingesetzt.

Im Hinblick auf die Fragstellung der Arbeit erwies sich der Zusatz von
Wachstumsfaktoren aus fetalem Kélberserum (5% FCS) als problematisch: Einerseits
ist es zur Kultivierung der Endothelzellen notwendig, da es den Zellen Hormone,
Bindungsproteine,  Anheftungsfaktoren, fiir die Proteinsynthese notwendige
Aminosduren, Salze und Albumin enthilt. Andererseits stellt es prinzipiell einen
systemischen Storfaktor dar, wenn die Wirkung von Faktoren menschlicher Leukozyten
untersucht werden soll. Die Losung diese Problems bestand in der schrittweisen
Reduktion der FCS-Konzentration iiber insgesamt 72 h bis auf 0% (Kap.Il, 6.1). In
wiederholt durchgefiihrten FACS- Messungen liel sich belegen, dass die Apoptoserate
nach ca. 72 h ein Plateau erreichte, wihrend der Anteil proliferierender Endothelzellen

in etwa linear abnahm (s.a. Kap. II.1).

2.) Wachstumsverhalten der Endothelzellen nach Inkubation mit leukozytidren
Uberstinden Nierengesunder und von Dialysepatienten

Aus 26 Proben nierengesunder Probanden erhielt man folgendes Ergebnis: Im
Mittelwert lag die Proliferationsrate des Endothels 11% unterhalb, die Apoptoserate
5% oberhalb der Standardmedium-Gruppe. Die Gruppe der Dialysepatienten (n=29)
zeigte eine im Mittel um 0,7% erhohte Proliferation bei 6% niedrigerer Apoptoserate.
Aus diesen Werten ist zundchst noch kein signifikantes Ergebnis zu erkennen,
allerdings handelt es sich um Mittelwerte mit einer erhohten statistischen
Storanfilligkeit gegeniiber einzelnen Proben mit extremen Ergebnissen (,,Ausreisser®).
Bei genauer Analyse der Histogramme der FACS-Messungen fielen einige Proben auf,
die sowohl eine apoptotische als auch eine proliferierende Zellgruppe enthielten. Im
Kontext der Fragestellung nach einem Unterschied im Wachstumsverhalten der
Endothelzellen nach Inkubation mit leukozytiren Uberstinden gesunder und
dialysepflichtiger Probanden lassen sich solche Proben jedoch nicht zweifelsfrei
verwerten. Um zu verwertbaren Ergebnissen zu gelangen, wurde jede Messung in drei
klar abgrenzbare Gruppen kategorisiert: a) mehr, b) gleich, ¢) weniger Apoptose /

Proliferation als die Vergleichsmessung mit Standardmedium ohne FCS-Zusatz. Proben
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mit unklarem Ergebnis (etwa die oben beschriebene ,,Doppel- Peak- Gruppe*) wurde als
,Indifferenzgruppe* benannt. Zusitzlich sind von allen Proben mehrere Messungen an
unterschiedlichen Tagen durchgefiihrt worden — falls die Zuordnung zu den oben
genannten Kategorien dadurch zweifelhaft wurde, flossen diese Proben nicht in die
statistische Auswertung ein.

Mit Hilfe dieses klaren ,,cut-offs* lieBen sich signifikante Ergebnisse ermitteln: Die mit
Leukozyteniiberstinden Nierengesunder inkubierten Endothelzellen lieBen weniger
Proliferation und mehr Apoptose erkennen als die Zellen aus dem Standardmedium.
Dieses Ergebnis entsprach den Erwartungen vor Versuchsbeginn; es zeigt, dass ohne
endotheliale Wachstumsfaktoren diese Zellen zunehmend starben.

Die mit Leukozyteniiberstinden  dialysepflichtiger = Probanden inkubierten
Endothelzellen entwickelten ein davon deutlich abweichendes Wachstumsverhalten:
Uber 2/3 dieser Proben (69%) wiesen einen signifikant kleineren Anteil apoptotischer
Zellen auf, bei immerhin 38% fand sich eine Mehrheit proliferierenden Endothels als in
den Referenzproben mit Standardmedium. Etwa % der Proben waren der
Indifferenzgruppe zuzuordnen (28% und 24%).

Der Vergleich der Probandenkollektive Nierengesunde / Dialysepatienten — gegliedert
nach den Gruppen ,Proliferation®, ,,Apoptose* und ,Indifferenz liel statistisch
signifikante Unterschiede nachweisen: 62% der mit Uberstinden nierengesunder
Leukozyten inkubierten Proben gingen in Apoptose (24% der Dialysegruppe; T-Test =
0,004), demgegeniiber standen 55% proliferierende Proben der Dialysepatienten (19%
der Nierengesunden; T-Test = 0,001).

Dieses Ergebnis einer gesteigerten Endothelproliferation bei urdmischen Patienten
(Blutentnahme unmittelbar vor Dialsysebeginn) fiigt sich iibereinstimmend in den
derzeitigen Literaturkontext hinsichtlich der Bedeutung des vaskuldren Endothels und
der Pathogenese der Atherosklerose ein. Libby beschrieb 2002 die enge Verkniipfung
zwischen Fettstoffwechselstorungen (Oxidation des LDL und Ablagerung in der
GefiBintima) und entziindlichen Prozessen, Ross ging bereits 1990 davon aus, dass
mehrere ,,nicht-klassische* Risikofaktoren wie Entziindungsaktivitit, Fehlernihrung
und oxidativer Stress als gemeinsame pathophysiologische Endstrecke die
Endotheldysfuntkion und damit Entstehung der atherosklerotischen Plaque begiinstigen

(44, 61). Diese Risikofaktoren sind bei terminaler Niereninsuffizienz gehéauft zu finden
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(29, 72). In einer neueren Arbeit beschreibt Ross die sklerotischen Gefd3verdanderungen
als mikroinflammatorischen Prozess (61), Zimmermann et al. konnte 1999 in einer
prospektiven Studie ein Ansteigen der Gesamt- und der kardiovaskuldren Mortalitit mit
steigendem Spiegel des C-reaktiven Proteins (CRP) als Marker der Mikroinflammation
belegen (79). Derzeit sieht man die Ursachen einer Plaqueruptur und GefdBokklusion
vor allem im Bereich inflammatorischer Effekte auf das Wachstums- und

Apoptoseverhalten der Gefdal3endothelzellen (3).

3.) Stimulationsversuche mit LPS und TGF-f

Vor diesem Hintergrund stehen die Messungen des endothelialen Wachstumsverhaltens
nach Stimulation mit inflammatorischen Mediatoren (LPS und TGF-8). Hierzu erfolgte
die 48-stiindige Leukozyteninkubation unter Zusatz dieser Substanzen. In Analogie zur
Hauptversuchsreihe ohne Stimulation priifte ich zundchst das Wachstum der
Endothelzellen unter Einfluss nierengesunder Leukozyteniiberstinde im Vergleich zum
Standardmedium, anschlieBend erfolgte der Vergleich mit Uberstinden
dialysepflichtiger Patienten . Die FErgebnisse aus den Messungen der Gruppe der
Nierengesunden entsprachen den Erwartungen: Unter LPS- und TGF-3- Zusatz war eine
deutliche Steigerung der Proliferation nachzuweisen, bei keiner Probe fand sich eine
erhohte  Apoptosefraktion. Dieses Ergebnis werteten wir als Beleg der
leukozytenvermittelten inflammatorischen Aktivitdt auf das Stoffwechselverhalten der
Endothelzellen. Der Vergleich mit Uberstinden dialysepflichtiger Probanden erbrachte
ein interessantes Ergebnis: Die endotheliale Proliferationsrate konnte durch den Zusatz
inflammatorischer Stimulanzien nicht weiter gesteigert werden. Wéihrend der Vergleich
der Apoptoserate des Endothels mit Uberstinden Nierengesunder keine signifikanten
Unterschiede zeigte, wiesen die Proben mit Uberstinden dialysepflichtiger Patienten
statistisch signifikant eine geringere Proliferation auf. Der Student’sche T-Test
ermittelte bei LPS ein p= 0,0005, bei TGF- ein p=0,0048. Im statistischen Vergleich
mit dem Standardmedium (ohne Leukozytenkontakt) fand sich erwartungsgemail} kein
signifikanter Unterschied der Proliferationsrate.

Nach Stimulation der Leukozyten mit LPS / TGF-B sind im Uberstand nierengesunder

Zellen offenbar Faktoren enthalten, die bei Endothelzellen Apoptose vermindern und
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die  Proliferationsrate  erhdhen. Im  Unterschied dazu  konnte  diese
Endothelzellaktivierung durch Leukozyten urdmischer Patienten hier nicht
nachgewiesen werden. Eine mogliche Erkldrung dieses Sachverhaltes konnte in
Richtung gestorter Reparaturvorginge bei reduzierter Proliferationspotenz gehen;
allerdings kann diese Erkldrung nicht an Hand hier gemachter Beobachtungen bewiesen
werden. Die derzeitige internationale Forschung zur Funktion des Immunsystems bei
terminaler Niereninsuffizienz unter Dialysetherapie stellt einen Forschungsschwerpunkt
dar. Einerseits muss von einer Einschrinkung der Immunkompetenz durch Defekte der
unspezifischen Immunabwehr auf zelluldrer Ebene (insbesondere bei Granulozyten,
Monozyten (38, 64) und T-Lymphozyten) durch Akkumulation inhibitorischer
Substanzen (z.B. Granulozyten-inhibiendes-Protein GIP I + II (25)) durch urdmische
Toxine ausgegangen werden (58, 79). Verschiedene Autoren konnten bereits
Einschriankungen  wichtiger =~ immunologischer  Zellfunktionen  (Phagozytose,
Degranulation, Chemotaxis und IgM-Synthese) beschreiben (26, 31, 52).

Andererseits finden sich bei terminaler Niereninsuffizienz eine Vielzahl
proinflammatorischer Faktoren wie gewebezell-aktivierende Substanzen (nachgewiesen
bei Hepatozyten, Myozyten und Endothelzellen (33, 60)), LPS, Endotoxine,
Komplementfaktor D und andere. Eine besondere Bedeutung kommt hier der
extrakorporalen Komponente unter Dialysebedingungen zu: Mehrere Studien
untersuchten die Zusammenhidnge zwischen Dialysemembranbeschaffenheit und
Dialysetechnik im Hinblick auf die Elimination proatherogener Faktoren (36, 50). Ziel
dieser Bemiihungen ist, die renale Restfunktion moglichst lange zu erhalten sowie
Komplikationen durch Komorbiditit und die Mortalitit zu senken. Durch den Einsatz
biokompatibler Membranen ist man diesem Ziel deutlich ndher gekommen, allerdings
sind die pathophysiologischen Zusammenhinge noch nicht hinreichend geklirt, um
konkrete therapeutische Bedingungen fiir eine giinstige Prognose zu formulieren (27,
28, 37).

Zusammenfassend ldsst sich nun feststellen, dass trotz technischer Verbesserungen
unter Hidmodialysebedingungen von einer chronischen Mikroinflammation mit
gesteigertem Komplementumsatz und erhohten Akute-Phase-Proteinen auszugehen ist,

die auf das Gefdllendothel einwirken und dort Fehlfunktionen begiinstigen.
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Die in dieser Arbeit durchgefiihrten Stimulationsversuche legen nahe, dass Leukozyten
dialysepflichtiger Probanden unmittelbar vor Dialysebeginn offenbar kaum weiter durch
LPS und TGF-B als inflammatorische Mediatoren stimuliert werden konnten, wihrend
dies bei Niergengesunden eindeutig der Fall war. Eine zweifelsfreie Interpretation
dieser Tatsache gestaltet sich in Anbetracht der geringen Fallzahlen (n = 6 aus jedem
Kollektiv) als schwierig, da mogliche Ausreifler hier eine hohe Gewichtung erhielten.
Allerdings wurden diese Versuche zweifach durchgefiihrt, und der Vergleich mit dem
Standardmedium blieb ohne signifikante Unterschiede. Aulerdem muss beriicksichtigt
werden, dass menschliches GefidB3endothel in vivo sicher noch andere Eigenschaften
besitzt als die hybridisierte Endothelzelle EAhy 926 (s.0.). Moglicherweise liele sich
eine gesteigerte leukozytire Aktivitit auch erst nach Aktivierung des
Komplementsystems durch korperfremde Oberflachen (=> Dialysemembran) erreichen.
Ein dhnlicher Zusammenhang —die Notwendigkeit einer LPS- / Endotoxinexposition zur
Zytokinfreisetzung nach Komplementaktivierung- ist bereits von Schindler 1993

beschrieben worden (67).

4. Kasuistiken

Im  Anschluss an das leukozytenvermittelte, signifikant unterschiedliche
Wachstumsverhalten endothelialer Zellen in vitro stellte ich mir die Frage, ob sich an
Hand der Anamnesen meiner Probanden ebenfalls signifikante Unterschiede finden
lieBen. Im Sinne des Themas der Arbeit wurde gepriift, ob bei den Dialysepatienten,
deren Leukozyten ich fiir meine Versuche verwendet habe, bereits kardiovaskulére
Komplikationen eingetreten waren. Um dies zu untersuchen, wurden einige zur
Verfiigung  stehende  Krankengeschichten = durchgearbeitet.  Die  genauen
Klassifikationskriterien hierzu finden sich im Kap. II1.4.

Im Ergebnis fanden sich bei etwa 30% der Dialysepatienten derartige Ereignisse, bei
den nierengesunden Probanden bei 0%. Dieses Ergebnis konnte —rein mathematisch
betrachtet- als signifikant angesehen werden, allerdings muss zum Einen die absolute
GroBe und zum Anderen die Altersstruktur der beiden Probandenkollektive mitbedacht
werden: Die fiir eine allgemeingiiltige Aussage hinsichtlich des moglicherweise

erhohten kardiovaskuldren Risikos notige Fallzahl konnte im Rahmen dieser Arbeit
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nicht erreicht werden (n = 14 Dialysepatienten // n = 26 nierengesunde Probanden),
zusitzlich waren weitergehende Untersuchungen (z. B. CRP- Bestimmung)
organisatorisch nicht moglich. Ferner bestand das Probandenkollektiv —der
Nierengesunden zu einem groBen Teil aus wesentlich jiingeren Personen als die
Dialysepatienten, was eine valide Aussage iiber das kardiovaskuldre Risiko im

Vergleich stark in Frage gestellt hitte.

5. Ausblick

Insgesamt betrachtet fiigen sich die Ergebnisse aus den im Rahmen dieser Arbeit in-
vitro gemachten Untersuchungen in den derzeitigen Literaturkontext ein; hier konnte
eine signifikant erhohte Proliferation an Endothelzellen unter dem Einfluss leukozytirer
Faktoren als Zeichen gesteigerter entziindlicher Aktivitit nachgewiesen werden.

Ein grundlegendes Problem liegt in der Vergleichbarkeit dieser in-vitro gemachten
Untersuchungen mit der Hybridzelllinie EAhy 926 und dem menschlichen
GefiBlendothel. Die internationale immunologische Forschung befindet sich stindig auf
der Suche nach validen Zelltypen, die eine Ubertragung von in-vitro gemachten
Beobachtungen auf den lebenden Menschen erlauben. Eahy 926 bietet wegen ihrer
monoklonalen Herkunft und ihrer verhiltnismiBig guten Kultivierbarkeit weitgehend
konstante Versuchsbedingungen. Im Vergleich zu anderen Endothelzellen konnte die
Vergleichbarkeit bei Reaktionen unter immunologischen Fragestellungen bereits belegt
werden (6, 74). Ein weiterer Vorteil gegeniiber vitalen Zelltypen wie z.B. die
menschlichen Nabelschnurvenenzellen (,HUVEC®) ist die Tatsache, dass man keine
Ergebnisbeeinflussung durch interindividuelle Unterschiede der Spenderorganismen
befiirchten muss.

Allerdings bildet EAhy nicht alle Facetten unseres Immunsystems naturgetreu ab; so
lieBen sich im Vergleich verschiedener immortaler Endothelzelllinien deutliche
Unterschiede in der Antwortmdglichkeit auf Zytokine, der Expression immunologisch
relevanter Oberflichenmolekiile (MHC I+II, V-CAM-1, E-Selektin) und der
transendothelialen Migrationsfihigkeit monozytirer Zellen nachweisen (45). Salmi et
al. kamen bereits 1995 zu einem &dhnlichen Ergebnis betreffend das ,,vascular adhesion

protein-1“ (VAP-1) (65).
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Das unterschiedliche Wachstumsverhalten der Eahy 926 nach Inkubation mit
Leukozyteniiberstinden verschiedener Probandengruppen ist als multifaktorieller
Prozess zu verstehen — welche Stoffe hierzu eine prominente Rolle spielen, lief sich an
Hand der hier gewihlten Versuchsanordnung zunichst nicht zeigen. Man konnte
analoge Versuche an anderen Endothelzellen (beispielsweise HUVECs) durchfiihren,
um die Ergebnisse zu vergleichen. Sollten sich dann Unterschiede im Ansprechen des
verwendeten Endothels auf leukozytire Faktoren nachweisen lassen, wiren
Riickschliisse hinsichtlich der Genese dieser Wachstumsmodulatoren und den
Charakteristika der verwendenten Endothelzelle denkbar.

Weiterhin boten genaue Proteinanalysen der hier verwendeten Proben mit anderen
Testverfahren (z. B. PCR, elektorphoretische Analysen etc.) die Mdoglichkeit, diese
Ergebnisse mit dem jeweiligen Wachstumsverhalten einzelner Probanden zu
vergleichen.

Eine Verkniipfung des Wachstumsverhaltens und den Krankengeschichten der
Probanden hinsichtlich kardiovaskuldrer Ereignisse wurde hier nach Abschluss der in-
vitro-Analysen versucht (s.0.). Die Daten konnen in Anbetracht der geringen Fallzahlen
und der unterschiedlichen Altersverteilung der Probanden noch kein eindeutiges Bild
liefern. Um hierzu verlidssliche Schliisse zu ziehen, miisste ein prospektives
Studiendesign gewihlt werden, bei dem parallel weitere Labordiagnostik (z. B. CRP-
Wert, Gesamteiweill, Retentionsparameter etc.) sowie einheitliche Analysen der
bisherigen Krankengeschichte durchgefiihrt werden miissten. Letztlich bliebe somit zu
klaren, durch welche Faktoren im Einzelnen hier die Weiche ,,Proliferation® oder
»Apoptose* der Endothelzellen gestellt wird. Die Entwicklung eines in-vitro-Modells
bote die Moglichkeit, weitere Marker zu isolieren, die eine Quantifizierung des
immunologischen Aktivierungszustands urdmischer Patienten vor Dialyse erlauben und

zur Evaluierung aktueller Dialysetechniken beitragen.
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VI. Abkiirzungen

Abkiirzung Bedeutung
Abb. / s. Abb. Abbildung / siche Abbildung
AK Antikorper
AG Antigen
Ca™ Kalzium
CRP C-reaktives Protein
d. h. das heif3t
FCS fetales Kélberserum (Wachstumsfaktoren)
GIPI+1I Granulozyten inhibierendes Protein I + II
h Stunde(n)
HUVEC human umbilical vein endothelial cell
IL-6 Interleukin 6
Kap. Kapitel
LPS Lipopolysaccharide
MHC major histocompatibility complex
max. maximal
Mio. Million
mM, uM Millimol, Mikromol
NK-Zellen natural-killer- Zellen
Nr. Nummer
oxLDL oxidized low-density-lipoproteins
PCNA proliferating cell nuclear antigen
s./s.a. siehe / siehe auch
TGF tumor growth factor
TNF Tumor Nekrose Faktor
V-CAM vascular cell adhesion molecule
z. B. zum Beispiel
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