1. Zusammenfassung

1.1. Der Verlauf atherogener Risikofaktoren, oxidativer
Marker und antioxidativer Mechanismen in

verschiedenen Stadien der diabetischen Nephropathie

Diabetes mellitus gilt als hoher Risikofaktor fur die Entwicklung kardiovaskularer
Erkrankungen. Medizinisch und ©6konomisch stellt er eine zunehmende
Herausforderung fur unser Gesundheitssystem in dar. In der Nephrologie machen
Typ 2 Diabetiker heute bereits eine Fraktion von 30 — 50 % aller Patienten aus, bei
denen erstmals mit der Dialysebehandlung begonnen wird. Gleichzeitig stellen
Diabetiker die Patientenpopulation mit der héchsten kardiovaskularen Mortalitat unter
den Dialysepatienten dar. Eine verminderte renale Funktion verstarkt bei Diabetikern
die Atherosklerose zusatzlich. Dabei spielen sowohl Diabetes mellitus- bedingte
Faktoren, als auch Faktoren, die ihre Ursache in der zunehmenden
Nierenfunktionseinschrankung haben, eine Rolle. Um das kardiovaskulare Risiko von
Diabetikern langfristig zu senken, erscheint es daher sinnvoll, kardioprotektive
Massnahmen nicht erst spat nach Beginn der Dialyse-Einleitung zu ergreifen,
sondern bereits friher im Verlauf der diabetischen Nephropathie.

Neben den bekannten traditionellen kardiovaskulédren Risikofaktoren, wie Rauchen,
Hypertonie und Hypercholesterinamie spielen gerade bei dialysepflichtigen Patienten
sogenannte nicht-traditionelle Faktoren eine bedeutende Rolle. Hierzu werden neben
erhohten Homozystein-Spiegeln auch oxidativer Stress und ein inflammatorischer
Zustand gezahlt. Bislang gibt es nur wenige Untersuchungen, die sich mit
Entstehung und Entwicklung dieser nicht-traditionellen Risikofaktoren im Verlauf der
diabetischen Nephropathie beschaftigt haben. Kenntnisse Uber den Zeitpunkt des
Auftretens dieser Risikofaktoren sind der erste Schritt zur rechtzeitigen Behandlung
dieser Risikofaktoren.

Bei der vorliegenden Arbeit handelt es sich um eine Querschnittsuntersuchung an
110 Patienten mit Typ 2 Diabetes und nachgewiesenere diabetischer Nephropathie

in allen Stadien der Niereninsuffizienz. In einer umfangreichen Analyse wurden die

1



bedeutenden nicht-traditionellen Risikofaktoren Hyperhomozysteinamie, oxidativer
Stress, chronische Inflammation und deren Einflussfaktoren hinsichtlich ihres
Vorliegens und ihrer Auspragung in Relation zur Einschrankung der Nierenfunktion
untersucht.

Die kontinuierliche Zunahme der medianen Konzentrationen des atherogenen
Risikofaktors CRPus bei gleichzeitigem Abfall des Serum- Albumin- Spiegels in
Relation zur fortschreitenden Nierenfunktionseinschrénkung weist, gemeinsam mit
einer frihzeitig bestehenden Hyperhomozysteinamie auf ein deutlich erhdhtes
atherogenes Risiko bei diabetischer Nephropathie hin. Gleichzeitig fallen die Spiegel
wichtiger im Homozystein-Stoffwechsel involvierter Vitamine (Folsaure und Vitamin
B6) ab. Diese Ergebnisse lassen den Schluss zu, dass oxidativer Stress bereits in
einem frlhen Stadium der diabetischen Niereninsuffizienz vorliegt. Ein
kontinuierlicher Abfall der GSH Konzentration in Leukozyten, bei gleichzeitig
stabilen, im Normbereich liegenden Vitamin E- und TAS-Konzentrationen, sowie
einer sogar uber dem Normalbereich liegenden Vitamin A- Konzentration, unterstitzt
die These komplexer, ineinander greifender Mechanismen, die zu einem erhdhten
atherogenen Risiko bei diabetischer Nephropathie fihren.

Zusammenfassend zeigen die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit, dass im Verlauf
der diabetischen Nephropathie mit zunehmender Einschréankung der Nierenfunktion
nicht-traditionelle Risikofaktoren zunehmend nachweisbar werden, die zu einem
gesteigerten kardiovaskularen Risiko dieser Patientengruppe beitragen kénnen. Die
Ergebnisse dieser Arbeit stellen erstmals dar, ab welcher Einschrankung der
Nierenfunktion mit einem Anstieg von Risikofaktoren gerechnet werden kann. In
dieser Hinsicht sind die Daten von grol3em Interesse, da eine frihzeitige
medikamentdse Intervention die Entwicklung dieser Risikofaktoren positiv
beeinflussen konnte.



1.2. Alterations in atherogenic risk facors, markers of
oxidative stress and plasma antioxidative mechanisms
in diabetics with various stages of chronic kidney

disease

Diabetes mellitus is a strong risk factor for cardiovascular disease. The proportion of
patients with diabetes as the presumed cause of end- stage renal disease reaches
about thirty percent in Germany, as wel as in many other countries. On patients with
decreased renal function the progression of atherosclerosis is highly increased. This
process includes diabetes mellitus- associated factors, as well as factors associated
with the decline of renal function. To reduce the long-term cardiovascular risk in
diabetes it seems to be favorable to take cardioprotective measures in an early stage
of diabetic nephropathy.

Besides the well- known traditional cardiovascular risk- faktors such as smoking, high
blood pressure ad hypercholesterol, a varity of non-traditional factors are involved in
CVD especially in non dialysis- dependent diabetic nephropathy. These non
traditional risk factors are hyperhomocysteinemia, oxidative stress and
inflammmatory reaction. So far only few studies investigated the development and
progress of those non traditional risk- factors. Knowledge about the time of their
appearance are a first step in treating these risk- factors at an early stage or chronic
renal failure.

The present study was undertaken to investigate oxidative stress, inflammarory
reaction and antioxidative capacity in patients with different stages of chronic renal
insufficiency, caused by type- 2 diabetes mellitus. 110 patient were included in this
cross-sectional study. To obtain a comprehensive profile we measured markers of
oxidative stress, inflammation and the activity of antioxidants in CRF patients in
different stages of chronic kidney disease and in patients on regular maintenance
hemodialysis, as well as their correlation to the stage of renal dysfunction.

We found an inflammatory reaction at an early stage of renal impairment, measured
in an increase of c-reactive proteine, going along with a decrease of the albumine-
concentration. We also observed an increase in the concenration of homocysteine,
together with a decrease of co-vitamins of the homocysteine metabolism (folate and

vitamin B6). Homocysteine itself is regarded as an oxidative stress factor. A
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correlation with other stress Factors (MDA and GSH) can be seen as increased
oxidative stress in these patients.

Our results demonstrate an increase in nornttraditional risk-factors for cardiovascular
disease along with the decline of renal function in diabetic nephropathy. These risk
factors contribute to a higher cardiovascular risk in these patients. To the best of our
knowledge, this study is the first to show in which stages of diabetic nephropathy
there is an increase of cardiovascular risc factors and gives the opportunity to gain
more knowledge about the best time of intervention to retard the development and

progression of cardiovascular diseases in diabetic nephropathy.



2. Abklrzungen

AGE .o advanced glycation end- products
AL .ttt it et ittt e e e aaaaaas Albumin
CRIPUS e C- reaktives Protein
CVD oo, Kardiovaskluare Erkrankung (cardiovascular disease)
DM e Diabetes mellitus
ESRD ..coooiiiii, terminale Niereninsuffizienz (end- stage renal disease)
GF Wachstumsfaktor (growth factor)
G R e ———————— glomerulare Filtrationsrate
GSH Glutathion in den Leukozyten
H Y e e Homocystein
o | 5 OO USPPPPPIN Hamodialyse
- HNE ..o 4- Hydroxynonenal
[ ) T PPPPPPPP Harnstoff
IDDM oo s insulinabhangiger Diabetes mellitus

(insulin- dependent diabetes mellitus)

G- L e Insulin growth factor - 1
KREA .o Kreatinin
B 5 Low- Density- Lipoprotein
IMAC e e e e e e membrane attack complex
D A e aaan Malondialdehyd
P O e Myeloperoxidase

NIDDM ... e nicht insulinabhéngiger Diabetes mellitus

(non insulin- dependent diabetes mellitus)

03 I Oxidiertes LDL
PO e Platelet derived growth factor
ROS .o, freie Sauerstoffradikale (reactive oxygen species)
TAK e Totale antioxidative Kapazitat
TS e e a e e Totales antioxidatives System



3. Einleitung

3.1. Diabetes mellitus

Der Diabetes mellitus ist als eine der grofdten Herausforderungen fur die
Gesundheitssysteme der nahen Zukunft anzusehen. Voraussagen der
Weltgesundheitsorganisation (WHO) gehen von einer weltweiten Zunahme der
Diabetiker von 135 Mio. (995) auf 300 Mio. (2025) aus (WHO, Pressemitteilung
WHO/ 63 14.9.1998). Die Verteilung von Typ 1- zu Typ 2- Diabetes betragt 1:19. In
Deutschland sind ca. 8 Mio. Typ 2- Diabetiker bekannt, die geschatzte ,Dunkelziffer*
liegt bei weiteren 4 Mio. Europaweit zeigt die Entwicklung der letzten Jahre eine
dramatische Zunahme des Typ-2-Diabetes (Zimmer et al., 1997).

Der Diabetes mellitus selbst ist sowohl als mikro-, als auch als makrovaskularer
Risikofaktor anerkannt. Hinzutretende Folgeerkrankungen des Diabetes haben einen
grofRen Einfluss auf die Behandlung und Prognose der Patienten. Aul3er der 2- 4fach
erhohten Pravalenz eine kardiovaskulare Erkrankung zu entwickeln (Kannel et al.,
1979) gehodrt zu den schwerwiegendsten Spatfolgen des Diabetes mellitus die
diabetische Nephropathie.

3.2. Diabetische Nephropathie

Die diabetische Nephropathie ist die haufigste Ursache der chronischen
Niereninsuffizienz in Deutschland und anderen Industrienationen. In den letzten zwei
Jahrzehnten wurde ein kontinuierlicher Anstieg der diabetischen Patienten mit
terminaler Niereninsuffizienz verzeichnet (Ritz et al., 1999)

Etwa ein Drittel aller Diabetiker in Deutschland entwickeln eine diabetische
Nephropathie, davon sind 10-20% dialysepflichtig. Sie stellen mit 40- 50% den
Hauptanteil neuer Dialysepatienten (Ritz et al., 1999). Die diabetische Nephropathie
mit ihren hohen Kosten einschliel3lich der Dialysetherapie und der

Nierentransplantation hat damit epidemiedhnliche Ausmal3e angenommen.



3.2.1. Verlauf

Uber einen Zeitraum von 20- 25 Jahren entwickelt sich die Erkrankung tiber mehrere
Stadien (Ismail et al., 1999):

Im Initialstadium kommt es zunachst zu einer supranormalen glomeruléaren

Hyperfiltration und einer Nierenhypertrophie.

Im Stadium der frihen Nierenbeteiligung (subklinisch) kommt dann die
histologisch nachweisbare Verdickung der glomerularen Basalmembran

hinzu.

Das klinische Initialstadium mit beginnender Nephropathie st
gekennzeichnet durch eine kontinuierliche Mikroalbuminurie bis auf 30-
300mg/d. Dies entspricht dem Klinischen Frihstadium und kann bei NIDDM-
Patienten bereits zum Zeitpunkt der diabetischen Diagnose, bei IDDM-
Patienten ab dem zweiten Jahr der Erstdiagnose des Diabetes mellitus

nachgewiesen werden.

Mit Nachweis einer Albuminurie von mehr als 300mg/d und progredienter
Niereninsuffizienz (d.h. GFR- Abfall um monatlich mindestens 1ml/min),
gemessen in zwei Proben in 2- bis 4wochigem Abstand, ist das Stadium der
klinischen diabetische Nephropathie erreicht. Es manifestiert sich, innerhalb
von ca. 10- 20 Jahren nach der diabetischen Erstdiagnose, durch eine
arterielle Hypertonie und zunehmende Proteinurie bis hin zum nephrotischen

Syndrom.

Im Endstadium (ESRD) droht die terminale Niereninsuffizienz mit
vollstandigem Verlust der glomerularen Filtrationsrate (GFR<15ml/min) und

Tod innerhalb von 8-10 Jahren.



3.2.2. Kontrolle und Therapie

In beiden Diabetestypen entwickelt sich die Erkrankung ahnlich (Ritz et al., 1999 B).
Die Progression der Nephropathie wird bei Typ-2- Diabetes ab beginnender
Erkrankung und bei Typ-1- Diabetes ab dem 7. Erkrankungsjahr, durch ein jahrliche
Untersuchung auf Albuminurie, tberwacht. Die Untersuchung des 24- Stunden
Sammelurins stellt dabei die sensitivste Methode dar. Aus praktischen Grinden wird
aber meist die Albumin/Kreatinin- Ratio durchgefuhrt. Bei Werten unter 30mg/d kann
die Messung im Jahresabstand wiederholt werden.

Nach den Praxis- Leitlinien der Deutschen Diabetes- Gesellschaft (2002) stellt die
wichtigste therapeutische MalRnahme die optimale Blutzuckereinstellung dar. Der
HbALl.- Wert sollte unter 7% liegen. Normotensive Typ 1- und Typ 2- Diabetiker mit
persistierend erhéhter Albuminausscheidung sind mit einer Salzrestriktion und einer
antihypertensiven Therapie, vorzugsweise mit ACE- Hemmern (Alternative AT;-
Blocker), zu behandeln. Bei hypertensiven Diabetikern sollte ein Zieldruck von
125/75 mmHg angestrebt werden. Wenn die Therapie mit ACE- Hemmern dazu
alleine nicht ausreicht, ist eine Kombination mit Diuretika, (3- Blockern oder Calcium-
Antagonisten angezeigt. Ritz et al. betonen aul3erdem die Bedeutung begleitender
TherapiemalRnahmen. Dazu gehéren: Die Optimierung des Lipidstoffwechsel (LDL-
Cholesterol <100mg/dL), das Rauchen sollte eingestellt werden und eine protein
arme Diat eingehalte n werden, die nicht mehr als 0,89 taglicher Eiweil3zufuhr pro Kg
Korpergewicht erlaubt (Ritz et al., 1999 B).

3.2.3. Prognose

Die Mikroalbuminurie sagt nicht nur einen Verlust der renalen Funktion vorher,
sondern gilt auch als Risikofaktor fur die Entwicklung einer CVD.

Diabetiker mit terminaler Niereninsuffizienz haben ein exzessives Risiko, eine
kardiovaskulare Erkrankung zu entwickeln. Die Uberlebensrate bei Diabetikern ist
bereits vor Entwicklung einer terminalen Niereninsuffizienz dramatisch reduziert und
fallt noch einmal auf 6% (in Deutschland) mit Erreichen der terminalen Nierenin
suffizienz. Das entspricht der einer 5- Jahresuberlebensrate der Patienten mit

metastasiertem gastrointestinalem Karzinom (Ritz et al., 1999 B)



3.3. Diabetische Nephropathie und Atherosklerose

Diabetes mellitus gilt als hoher Risikofaktor fir die Entwicklung kardiovaskularer
Erkrankungen (CVD). Epidemiologische Studien zeigen, dass Diabetiker, im
Vergleich zu Nicht- Diabetikern, eine 2- bis 4- fach erhdhte kardiovaskulare Mortalitat
aufweisen (Kannel et al., 1979). Die alterskorrigierte Pravalenz einer KHK bei
Diabetikern liegt bei 45%, im Vergleich zu etwa 25% bei Nicht- Diabetikern (Wingard
et al., 1995). 70 % aller Diabetiker sterben an den kardiovaskularen Komplikationen
ihrer diabetischen Erkrankung (Laakso, 1999).

Die Entwicklung der Atherosklerose ist ein sehr komplexer und multifaktorieller
Prozess, der auch in der Literatur noch nicht abschlieRend geklart werden konnte.
Bei der diabetischen Nephropatie spielen sowohl DM- bedingte Faktoren, als auch
Faktoren, die ihre Ursache in der zunehmenden Nierenfunktionseinschrankung
haben, eine Rolle. Diese beiden Pathomechanismen lassen sich nicht immer
eindeutig von einander abgrenzen. Im folgenden sollen nun die Mechanismen
beschrieben werden, deren Ursache vor allem in der diabetischen Grunderkrankung
liegt, und die in der aktuellen Literatur im Vordergrund stehen. Aronson et al.
(Aaronson et al.,, 2002) haben in einem Ubersichtsartikel diese Mechanismen

zusammengefasst.

3.3.1. Advanced glycolysation end- products

Einer der wichtigsten Mechanismen, die zu anhaltender Atheroskerose bei
Diabetikern fuhrt ist die nicht- enzymatische Reaktion zwischen Glukose und
Proteinen oder Lipoproteinen in der Arterienwand (Maillard Reaktion). Die
Endprodukte dieser Reaktion, die sogenannten AGEs sind extrem stabil und in der
Lage den atherosklerotischen Prozess rezeptorvermittelt oder rezeptorunabhéngig zu

fordern.

Rezeptorunabhangige Mechanismen

Rezeptorunabhangig kommt es zum Beispiel zu einer Glykolysierung des Apoprotein
B auf der Oberflache des Low- Density- Lipoproteins (LDL). Dieser Prozess fuhrt zu
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funktionellen Veranderungen des LDL. Die Folge ist eine verstarkte Akkumulation in
Intimazellen und Makrophagen, sowie ein Umbau letzterer zu Schaumzellen, in
direkter Abhangigkeit vom Glukosespiegel. Dieser Mechanismus wurden als
entscheidend in der Pathogenese der Atherosklerose identifiziert (siehe auch Kapitel
AGES).

Die Glykolysierung von Aminoguanid- haltigen Phospholipiden auf der LDL-
Oberflache fuhrt, in Korrelation zur Glucose- Konzentration, zu einer Oxidation
ungesattigter Fettsaurereste der LDL- Struktur. Glykolysierung erhéht also die
Empfindlichkeit fur oxidative Modifikation des LDL, ein wichtiger Schritt der
Atherogenese.

Ein weiterer nicht- Rezeptor vermittelter Mechanismus der Atherogenese bei
Hyperglykamie betrifft die Modifikation des Komplement regulierenden Proteins
CD59, das nach seiner Glykolysierung eine Ablagerung des sogenannten
““membrane attack complex* (MAC) in der GefalBwand zuldsst. MAC lagert sich im
Endothel ab und stimuliert die Proliferation von Fibroblasten und glatten
Muskelzellen.

Die Glykolysierung verschiedener Matrixkomponeneten wie Kollagen 1V, Laminin
oder Vitronectin stimuliert die kompensatorische Uberproduktion anderer
Komponenten.

Rezeptor- vermittelte Mechanismen

Die zellularen Wirkungen der AGE werden vermittelt durch den spezifischen AGE-
Rezeptor (RAGE), ein Mitglied der Immunglobulin Familie. RAGE konnte in allen
Zellen, die am atherosklerotischen Prozess beteiligt sind, einschlie3lich der
Endothelzellen, Makrophagen und glatten Muskelzellen, nachgewiesen werden.
Normalerweise ist die RAGE- Synthese sehr gering, unter pathologischen
Bedingungen wie dem DM, konnten hohe RAGE- Konzentrationen in der Gefal3wand

nachgewiesen werden. Zu den RAGE- vermittelten Veranderungen gehdoren:

# Eine Reduktion der endothelialen Barrierefunktion. Diese vermehrte

Durchlassigkeit der Endothelzellen bereitet den Boden fir eine
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transendotheliale Migration durch Lipide, den initialen Prozess der

Atherogenese.

& Eine AGE-RAGE Interaktion veranlasst mononukleare Zellen zu einer
Infiltration intakter Endothelzellschichten und einer Ablagerung dieser Zellen in
der Intima. Monozyten- Makrophagen Interaktion mit AGE resultiert auch in
einer Produktion von IL-1, TNF- a, PDF, und des IGF- 1, die eine
Schlusselrolle in der Pathogenese der Atherosklerose haben (siehe auch

Kapitel ,C- reaktives Protein®).

& In glatten Muskelzellen fuhrt die Bindung von AGE an RAGE zu einer

verstarkten Proliferation dieser Zellen.

Park et al. zeigten die Rolle des RAGE im atherogenen Prozess bei Diabetikern. Er
konnte in GefalRwanden diabetischer Mause eine vermehrte Expression von RAGE in
Anwesenheit von AGE zeigen. Eine Blockade der AGE- RAGE Interaktion resultierte
in einer deutlichen Suppression beginnender und fortgeschrittener athero-
sklerotischer Lasionen. Diese Effekte zeigten sich unabhangig von Glukose- und
Lipidkonzentrationen (Park et al., 1998)

3.3.2. Protein- Kinase C

Zur Familie der Protein- Kinase C gehtren 12 Isoformen. In Gefalizellen wurden
mehrere PKC- Isoformen nachgewiesen. In den Zellen der Aorta, Herz und Retina
wurde bei diabetischen Ratten vor allem die PKC (32 gefunden, in Glomeruli
hingegen die PKC 1. Die PKC beteiligt sich an der Transkription von Wachstums-
faktoren und der daraus resultierenden Signaltransduktion.

In glatten Muskelzellen und anderen Gefal3zellen (Endothelzellen, Monozyten
Makrophagen) konnte als Folge einer PKC Aktivierung eine verstarkte
Wachstumsrate der Zellen, Modifikationen der DNA- Synthese und eine verstarkte
Expression des PDF 3- Rezeptors nachgewiesen werden.

PKC erhoht die Expression von TGF- 3, dem wichtigsten Regulationsprotein fir die

Produktion extrazellularer Matrix. Eine Aktivierung fiihrt zu verstarkter Proteoglykan
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und Kollagen- Synthese und hemmt die Produktion proteolytischer Enzyme. Die
Folge ist ein Verdickung der kapillaren Basalmembran - eine der frithen strukturellen

Abnormalitaten, die bei Diabetikern in fast allen Zellen gefunden werden.

3.3.3. Oxidativer Stress

Die Rolle des oxidativer Stress in der Pathogenese der Atherosklerose ist inzwischen
weitgehend unumstritten. Hyperglykdmie erhoht den oxidativen Stress Uber
verschiedene Wege.

Den Hauptmechanismus stellt die Hyperglykédmie induzierte intrazellulare ROS
Produktion dar. Sie entstehen durch einen Elektronengradienten, der durch den
mitochondrialen Elektronentransport entsteht und in einer vermehrten Superoxid-
Synthese resultiert.

Zwei Mechanismen werden in der Literatur diskutiert die erklaren helfen wie der

Zustand der Hyperglykéamie zur ROS- Entstehung beitragt.

1. Freie Glucose autooxidiert metall- katalysiert und setzte so Radikale (v.a.
O, und H20,) frei.

2. Der zweite Mechanismus umfasst die metallkatalysierte Autooxidation
proteingebundener Amadori- Produkte , die ebenfalls zu einer massiven
Freisetzung von Superoxid- und Hydroxyl- Radikalen, fuhrt. AufRerdem
entstehen bei der Reaktion von Proteinen mit Glukose bei oxidativem Stress,

Glycolysationprodukte, wie N°- carboxymethyl-lysine (CML) und Pentosidine.

Oxidativer Stress bei chronischer Niereninsuffizienz spielt nicht nur bei diabetischer
Nephropathie eine wichtige Rolle, sondern bei Nierenerkrankungen im Allgemeinen.

(Siehe dazu auch unser Kapitel ,,Oxidativer Stress*)

AuRRer den hier dargestellten Mechanismen eines verstarken atherosklerotischen
Prozesses, die vor allem in Zusammenhang mit einer Hyperglykamie zu sehen sind,
werden in der Literatur noch zahlreiche weitere Pathomechanismen und

Risikofaktoren bei Diabetikern und chronisch niereninsuffizienten Patienten diskutiert.
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Die Beschreibung dieser Mechanismen wirde den hier gegebenen Rahmen
sprengen. In Tabelle 1 sind die wichtigsten beteiligten Faktoren zusammengestellt.
Auf die Rolle einzelner Faktoren in der Atherogenese, die fur diese Arbeit von

Bedeutung waren, wird in den folgenden Kapiteln noch gesondert eingegangen.

Arterielle Hypertension

Hyperglykéamie

Pathologischer Lipoproteinmetabolismus
Oxidativer Stress

Chronische Inflammation

Pathologische Homocystein- Konzentratrationen
Zigaretten-Abusus

Stérungen des Calciumphosphat- Metabolismus
(Hypercalciamie, Hyperparathyreodismus)

Vitamin E Defizit

Lokale Wirkung pro- oder anti- atherogener Substanzen
(NO, Angiotensinogen, Endothelin- 1, Thromboxan, Cyokine)

Virale Infektionen
Ostrogen Defizit

Medikamente (Heparin, Antihypertensiva, Immunsuppressiva)

Tabelle 1: Atherogene Mechanismen und Risikofaktoren bei chronischer Niereninsuffizienz

3.4. Pathophysiologie des oxidativen Stress

3.4.1. Sauerstoffradikale und Lipidperoxidation

Reaktive Sauerstoffmetaboliten (ROS) stellen unter Normalbedingungen ein potentes
Defensivsystem gegen zellulare Antigene (Bakterien, Viren) und neoplastische Zellen
dar. Sie werden standig produziert und mit Hilfe antioxidativer Mechanismen
neutralisiert. Oxidativer Stress entsteht damit erst bei einer Stérung des
Gleichgewichts zwischen oxidativen und antioxidativen Kraften. Das Ergebnis sind

Gewebeschaden.
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3.4.1.1. Metabolismus der Sauerstoff- Radikale

Zu den Vertretern der reaktiven Oxidantien gehéren die Hydrogen- Peroxide (H20,)
und Wasserstoffchlorid (HOCI) sowie das Hydroxyl-Radikal (OH), Nitritoxid (NO'),
und das Superoxid— Anion (O») als das wichtigste freie Radikal. Wéahrend
Mitochondrien die Hauptquelle fir ,zufallig® entstehenden Radikale sind, setzen
Phagozyten und Neutrophile unter Sauerstoff-Verbrauch ,absichtlich* Radikale, als
Verteidigung gegen Pathogene, frei. In der Niere werden ROS durch aktivierte
Makrophagen, Leukozyten, vaskuldren und glomerulare Zellen (v.a. Fibroblasten)
gebildet (Ichkawa et al., 1994).

Neutrophile Granulozyten reagieren bei Aktivierung durch Phagozytose oder mittels
l6slicher Entzindungsmediatoren mit dem sogenannten ,respiratory burst®. Dabei
nimmt der nicht- mitochondriale Sauerstoff- Verbrauch innerhalb von Sekunden auf
das 100- fache zu und es werden Uber die membranassoziierte NADPH- Oxidase
sowohl Oy als auchH,O; gebildet.

2 0, + NADPH _ Oxidase | 2 0," + NADP" + H"

Der grof3te Teil des O wird entweder spontan oder durch die Superoxiddismutase
(SOD) schnell zu H»0O, umgewandelt. Weiterhin reagieren O, in der
metallkatalysierten Haber- Weiss- Reaktion und H;O; in einer eisen- oder
kupferabhangigen Fenton Reaktion und bilden das hochreaktive Hydroxylradikal ‘OH
(Galle, 2001).
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.. SOD Catalase
Oa > H0; > H,0

Hzo Fez-l-
g;Fenton)

(Haber-Weiss)
OH’

Abbildung 1: Haber- Weiss-Reaktion und Fenton- Reaktion

Die Myeloperoxidase (MPO) in den azurophilen Granula der segmentkernigen
Granulozyten bildet auRerdem HOCI aus H;O, und CI. HOCI reagiert mit

biologischen Aminen zu noch toxischeren Formationen (Himmelfarb et al., 2002).

H,O, + CI __MPO | HOCI + OH

Weitere freie Radikale werden auch beim mitochondrialen Elektronentransport

(“electron leacage”) und im Prostaglandin- und Leukotrien- Stoffwechsel gebildet.

3.4.1.2. Entstehung der Lipidperoxidation

Freie Sauerstoff- Radikale konnen auf der Ebene von ungesattigten Bindungen oder
Thiol- Gruppen mit allen zellularen Bestandteilen reagieren. In Proteinen sind
manche Aminoséauren (Lysin, Histidin, Cystein) besonders anféllig gegeniber diesen
Reaktionen, die dann Veranderungen der enzymatischen Aktivitdt oder
Konformationsdnderungen nach sich ziehen konnen. Auch Nukleinsduren und

Nukleotide sind Ziel fur den Angriff freier Radikaler. Dies kann zu Strangbrichen oder
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Punktmutationen in der DNA fuhren. (Himmelfarb et al., 2002). Andere Wirkungen
der Radikale sind Stérung der Calcium- Homoostase, Glutathion- Verbrauch,
Veranderungen der mitochondrialen Atmung und Hemmung zahlreicher Enzyme
(Siems et al., 2002).

Die wichtigste Schadigung durch reaktive Sauerstoff- Radikale ist jedoch die
Lipidperoxidation von Zellmembranen, die wesentliche Veranderungen in der
Ultrastruktur der Membranen und damit Aktivitatsdnderungen ihrer Enzyme und
Stérungen des Membrantransportes bewirken.

Initiert wird die Peroxidation einer Membran oder einer vielfach ungesattigten
Fettsaure durch die Abspaltung eines Wasserstoff- Atoms (H") von einer
Methylengruppe (-CH;-). Die Doppelbindungen in den Fettsduren schwéachen die
C-H- Bindung und erleichtern die H- Abspaltung. Zuriick bleibt ein ungepaartes
Elektron am C-Atom (-CH-). In der Folge kommt es zu einer Umstrukturierung des
Molekils zu einem konjugierten Dien. Dieses kann mit Sauerstoff ein Hydroxylradikal
bilden, was wiederum ein Wasserstof-Atom abspalten kann. So wird eine
Kettenreaktion mit Bildung vom Lipidperoxiden ausgelést. Durch stufenweise
Polyensaurenabbau entsteht ein komplexes Gemisch aus Malondialdehyd, n-
Alkanen, n Alkanalen, Hydroxyalkanalen, 2-Alkanalen, Hydroxyalkenalen, Ketonen
Epoxiden und Alkoholen (Lucchi, 1993 und Siems et al., 2002).

AN NN

o SR,

Abbildung 2: Lipidperoxidation
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3.4.1.3. Nachweis einer Radikalenwirkung

Der direkte Nachweis freier Radikaler ist aufgrund der niedrigen Konzentration, die
meist unter der Nachweisgrenze liegt, sehr schwierig. In dieser Arbeit wird daher das
Ausmald des oxidativen Stress indirekt durch Bestimmung der Endprodukte der
Lipiperoxidation evaluiert.

Malondialdehyd (MDA) und 4-Hydroxynonenal (HNE) sind die am haufigsten
bestimmten Endprodukte der Lipidperoxidation. Sato et al. beschrieben 1979
erstmals die Messung der MDA- Konzentration durch die Thiobarbitursaure (TBA)-
Methode zur Bestimmung des Lipidperoxidationsausmalies. Spatere Studien zeigten,
dass der Farbkomplex bei der TBA- Methode aufRer durch MDA auch durch
verschiedene andere Lipidperoxidationsprodukte gebildet wird (Janero, 1990).
Deshalb wird die Methode jetzt als TBA-RS- Methode (Thiobabitursiure- reaktive
Substanzen) bezeichnet. Dabei reagieren alle aliphatischen Verbindungen folgender

Summenformel

HO — (CR=CH), — CH=0

x=0,1,2,3,4 R=H CH3, COOH und evtl. andere Gruppen

mit Thiobarbitursdure unter Abspaltung von Wasser zu einem pinkfarbenen
Trimethin- Farbstoff, dessen Absorptionsmaximum im sauren Milieu bei 532- 535 nm
liegt. Interferenzen in Plasma Proben durch Aminosduren, Dikarbonsauren,
Pyrimidine, Pyridine, Zucker, etc. konnen durch entsprechende Leerwerte korrigiert
werden.

Die TBA- Reaktion an sich hat eine geringe Spezifitdt. Der Vorteil der Methode liegt
jedoch in ihrer einfachen und kostengiinstigen Durchfiihrung. Bei unserer Methodik
wurde versucht durch Leerwerte und die Umrechnung auf den Plasma-
Gesamtproteingehalt sowie durch leichte Modifikationen der urspriinglichen Methode

von Yagi (1976), mdgliche Interferenzen auszuschalten (siehe Methodikteil).
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3.4.1.4. Die Rolle freier Radikaler in der Atherosklerose

Die Lipidperoxidation spielt eine wichtige pathogenetische Rolle bei einer ganzen
Reihe von Erkrankungen wie Diabetes mellitus (Hendra et al., 1991 und Mooradian
et al., 1991), Alkoholismus (Fink et al., 1986), rheumatoide Arthritis (Lunec et al.,
1986) und vieler anderer (Halliwell, 1987).

Zahlreiche Studien haben gezeigt, dass es bei Patienten mit chronischer
Niereninsuffizienz Zu einer signifikant erhohten Konzentration an
Lipidperoxidationsendprodukten kommt (Siems et al.,, 2002; Lucchi et al, 1993,
Loughrey et al., 1994). ROS spielen eine bekannt wichtige Rolle sowohl in der
Pathogenese als auch in der Progression renaler Erkrankungen.

Die Oxidation von Lipiden, aber auch Proteinen und Kohlenhydraten, steigt mit dem
Fortschreiten der Nierenerkrankung und erreicht ihren H6hepunkt im terminalen
Nierenversagen. Eine der Folge ist eine sich schnell und vorzeitig entwickelnde
Atherosklerose.

In der Literatur finden sich folgende Mechanismen zur Erklarung der Rolle der
Oxidantien bei der Entstehung der Atherosklerose:

& LDL- Oxidation durch freie Radikale.
Bei dieser Oxidation entstehen MDA und 4-HNE, die mit Lysin-Resten in apoB
reagieren. Diese Reaktionsprodukte wurden sowohl in oxidiertem LDL(oxLDL),
als auch in atherosklerotischen Plaques selbst nachgewiesen (Driicke et al.,
2001). Auch Salomon et al. konnte 4- HNE in atherosklerotischen Plaques und
im Plasma atherosklerotischer Patienten nachweisen (Salomon et al., 2001).
Die Rolle oxidierter Lipide und Lipoproteinen wurde als Schlusselereignis im

atherogenen Prozess identifiziert (Ross, 1999).

& ROS- Produktion durch oxLDL schéadigt Endothelzellen und Nierenzellen
Atherogene Lipoproteine, wie LDL und Lp(a) werden durch Radikale nicht nur
oxidiert, sondern zusatzlich angeregt, selbst ROS via Stimulation der
NADH/NADPH- abhangigen Oxidase zu produzieren. Verstarkte O,-
Produktion resultiert schlieBlich in einer Zellproliferation oder Apoptose (in

Abhé&ngigkeit von Konzentration und Expositionszeit). Dieser Prozess wurde in
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Endothelzellen, glatten Muskelzellen, juxtaglomerularen und mesangialen

Zellen nachgewiesen (Heinloth et al., 2000 und Galle et al., 1995).

Akkumulation der Myeloperoxidase in atherosklerotischen Lasionen
Daugherty et al. wiesen in atheromattsen Plagues die Akkumulation der MPO,
die aus H»O, HOCI generiert, zusammen mit HOCI-induzierten Protein
Schéden, nach (Daugherty et al.,1994).

Advanced glycation end- products

Autooxidation von Kohlenhydraten, Lipiden und Vitamin C, fihrt bei
Diabetikern zur Formation von AGEs oder Glycoxidations-Produkten. Bei der
Glycoxidation und der Lipidperoxidation entstehen Carbonyle, die in der
atheromatds verdickten Intima nachgewiesen werden konnten (Miyata et al.,
1998).

Peroxynitrit- Formation schadigt den endothelialen Stoffwechsel

O, reagiert in Endothelzellen mit dem Vasodilatator NO. Das
Reaktionsprodukt Peroxynitrit (ONOQ") ist an der Synthese weiterer ROS, wie
OH, in der GefaBwand beteiligt. Die Folgen sind endotheliale Dysfunktion und

Storungen der Zellerneuerung. (Halliwell et al., 1999).

Induktion der Entziindungskaskade durch freie Radikale

Ward et al. konnte nachweisen, dass durch Urdmie aktivierte Phagozyten
verstarkt ROS und Zytokine freisetzten. Die Folge ist eine Induktion der Akute-
Phase- Antwort und ein Anstieg der CRP- Produktion (Ward et al., 1995).

(Siehe auch Kapitel ,,C-reaktives Protein)

3.4.1.5. Oxidativer Stress bei Nierenerkrankungen

Die Frage nach vermehrtem oxidativen Stress bei pré- Dialyse und Dialyse Patienten

war Thema zahlreicher Studien der letzten Jahre. Keine der Studien befasste sich

jedoch ausschlie3lich diabetischer Nephropathie in verschieden Stadien der

Niereninsuffizienz.
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Richard et al. fanden eine signifikant erhdhte MDA- Konzentration bei
hamodialysierten Patienten im Vergleich zur Kontrollgruppe, und eine leicht erhdhte
Konzentration von MDA bei pra- Dialyse Patienten (Richard et al., 1991). Mimic- Oka
et al. untersuchten 36 nicht dialysierte chronisch niereninsuffiziente Patienten (Keine
Diabetiker!) in verschiedenen Stadien der Niereninsuffizienz und 10 hamodialysierten
Patienten (keine Diabetiker). Sie fanden signifikant erhdhte MDA- Konzentrationen
bei allen Gruppen, sowie eine negative Korrelation zwischen MDA und der Kreatinin
Clearance (Mimic- Oka et al., 1999). Ihre Ergebnisse stehen damit im Einklang mit
den Ergebnissen anderer Studien. Auch Dasgupta et al. zeigten einen signifikant
erhohte TBA-RS- Spiegel bei hamodialysierten Patienten (Dasgupta et al., 1992). Fur
pra-Dialyse Patienten (Taccone- Gallucci et al., 1987) und CAPD- Patienten
(Taccone- Gallucci et al., 1986) fanden sich ahnliche Ergebnisse.

Paul et al. hingegen fanden normale MDA —Level in hamodialysierten Patienten
(Paul et al., 1993). Auch Erdogan et al. fanden weder bei Hamodialyse- Patienten
noch bei CAPD Patienten erhohte MDA- Werte im Vergleich zu gesunden
Kontrollgruppen (Erdogan et al., 2002).

Lucchi et al. konnten zeigen, dass es bei ihren Patienten mit eine G, > 20 ml/min
keine signifikanten Unterschiede in der MDA-Konzentration im Vergleich zur
Kontrollgruppe kommt. Erst bei ihren Patienten mit C¢; < 20 ml/min steigt die MDA-
Konzentration des Plasma signifikant an. Eine Normalisierung der MDA- Werte
wurde bei den Hamodialyse- Patienten berichtet (Lucchi et al., 1993).

Miyata et al. fanden signifikant erhdhte MDA - Konzentrationen im Plasma nicht-
diabetischer und diabetischer Hamodialyse- Patienten. Die Konzentration zwischen
Diabetikern und Nicht- Diabetikern war nicht signifikant unterschiedlich (Miyata et al.,
1998).

3.4.2. Glykolisierungsstoffwechsel

3.4.2.1. HbA,. als Zwischenprodukt der Glykolisierung

Einer der wichtigsten Mechanismen, der verantwortlich ist fur die beschleunigte

Atherosklerose bei Diabetikern ist die Maillard oder Browning-Reaktion (Maillard,
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1912). Dabei reagiert Glukose nicht-enzymatisch mit Proteinen oder Lipoproteinen in
den arteriellen GefalRwanden. Glukose bildet mit reaktiven Aminogruppen auf der
Oberflache frei zirkulierender oder in der GefaBwand ansassiger Proteine (Schiff-
Basen). Es entstehen noch vollkommen reversible sogenannte frihe
Glykolisierungsprodukte, die sich anschlieBend zu weitaus stabileren Amadori-
Produkten umformen. Das bekannteste Amadori- Produkt ist Hamoglobin Asc.. Das
Ausmal3 der nicht- enzymatischen Glycation ist vor allem abhéngig von der
Glukosekonzentration, sowie der Expositionszeit (Brownlee et al., 1988).

Einige der frihen Glykolisierungsprodukte reagieren weiter, bis sie nach mehreren
komplexen chemischen Reaktionen die AGE bilden (Brownlee et al., 1988). Zu den
bekanntesten Vertretern der AGE gehort das N°- Carboxymethyllysin (CML).

AGEs sind sehr stabil und werden irreversibel gebildet. Sie akkumulieren in den
GefaBwanden mit zunehmendem Alter und vermehrt bei Diabetikern (Brownlee et al.,
1988). (Siehe auch Kapitel 3.3.1.)

Wir haben bei unseren Patienten den HbAi.- Wert bestimmt, um ihn als Marker fur
des Glykolisierungsstoffwechsel bei diabetischer Nephropathie auszuwerten. Seine

Bestimmung ist einfach und gehort bei Diabetikern zur Routineuntersuchung.

3.4.2.2. Die Rolle der Glykolisierungssprodukte in der Atherogenese

Uber die Rolle der AGEs in der Atherogenese wurde bereits in Kapitel 3.3.1.
berichtet.

3.4.2.3. Die Glykolisierungsprodukte bei Nierenerkrankungen und
Diabetes

Makita et al. konnten in ihrer Studie zeigen, dass Diabetiker mit persistierender
Proteinurie im Stadium der terminalen Niereninsuffizienz einen signifikant erhéhten
HbAi.- Wert, im Vergleich zu nicht diabetischen hamodiaysierten Patienten,
gesunden Kontrollen und Diabetikern mit unauffalliger Nierenfunktion, haben (Makita
et al., 1991). Aso et al. konnte fiir Diabetiker eine Korrelation zwischen HbA;. und
Serum- AGEs feststellen und zeigt damit, dass eine schlechte Blutzuckereinstellung
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zur verstarkten Entstehung der AGEs wesentlich beitragt. Die Folge ist die friihzeitige
Entwicklung mikro- und makroangiopathischer Schéden bei Diabetikern (Aso et al.,
2000). Shimoike et al. hingegen kann diese Korrelation zwischen HbA;. und AGEs
nicht finden. Dies legt den Schluss nahe, dass die erhbhten AGE- Konzentrationen
und ihre Folgen, bei Diabetikern eher Ursache einer verminderten renalen Exkretion
sind (Shimoike et al., 2000).

Die meisten Studien, in denen AGES bei Nierenpatienten und/oder Diabetikern
bestimmt wurden, fokussieren auf die Endprodukte des Glycolysationstoffwechsel
und bestimmen Pentosidine und CML.

Die Pentosidin- Konzentrationen im Plasma und Kollagenzellen sind bei uramischen
Patienten und Diabetikern erhéht (Odetti et al., 1992; Sell et al., 1990), genauso die
CML- Konzentrationen der Plasmaproteine chronisch niereninsuffizienter Patienten
(Degenhardt et al.,1997). Die Pentosidin- und CML- Konzentrationen zeigten keinen
Unterschied zwischen hdmodialysierten und nicht- dialysierten Diabetikern (Miyata et
al., 1996; Miyata et al. 1998 B).

3.5. Pathophysiologie der Antioxidantien

Um sich gegen den Angriff durch freie Radikale zu schitzen hat der Organismus
verschiedene antioxidative Systeme entwickelt: zum einen niedrig-molekulare
antioxidative Molekile wie a- Tocopherol (Vitamin E), ?- Carotin (Vitamin A),
Ascorbinsaure (Vitamin C), Glutathion und Harnsaure, zum anderen die intrazellular
vorkommenden antioxidativen Enzyme Superoxiddismutase (SOD), Catalase und
Glutathion- Peroxidase (GPX). Zusatzlich halten enzymatische Hilfsmechanismen die
Konzentration reaktiver Sauerstoffspezies niedrig. Dazu gehdren GlutathionS-
Transferasen, Glucoronyltransferasen, u.s.w.

Vielen Antioxidantien gemeinsam ist die Ruckflihrung reaktiver Sauerstoffspezies zu
Wasser oder die Reduktion von Lipidperoxidationsprodukten zu Alkohol oder
Hydroperoxiden. Unter physiologischen Bedingungen sorgen diese
Abwehrmechanismen fir eine gleichbleibend niedrige Konzentration an freien

Radikalen in der Zelle und eine prazise Regulation ihrer Aktivitat (Harris, 1992).

22



3.5.1. Glutathion

3.5.1.1. Metabolismus und Rolle als Antioxidans

In vorliegender Arbeit wurde die Konzentration an totalem und oxidiertem Glutathion
in den Leukozyten gemessen. Glutathion ist ein Tripeptid, das in einer reduzierten
(Sulfhydryl) und einer oxidierten (Disulfid-) Form vorkommt. In vivo liegt Glutathion
hauptséachlich, durch die Aktivitat der Glutahion- Reduktase (GR), in reduzierter Form
vor. Der Sulhydryl- Rest funktioniert als Redox- Puffer und stabilisiert die
Proteinstruktur und — funktion. Den GSH- Gehalt in den Leukozyten zu messen
schien uns sinnvoll, da diese tber den ,respiratory burst* and der Freisetzung freier
Sauerstoffradikale beteiligt sind. Gleichzeitig besitzen sie mit ihrem hohen Gehalt an
Glutathion einen sehr effektiven antioxidativen Mechanismus, der sie vor dem Angriff
der ,eigenen” Radikalen schutzt.

Bei der von uns durchgefiihrten GSH- Bestimmung wird nun eigentlich der
Gesamtgehalt an GSH, sowie dem in den Zellen bereits vorhandenem GSSG
gemessen. Dieser ist im allgemeinen bei nicht gestressten Zellen sehr gering. GSSG
und GSH liegen im Verhaltnis 1:500 vor, so dass in der Literatur haufig die Begriffe
GSH und ,total glutathione” gleichgesetzt werden.

Das Prinzip der GSH- Bestimmung beruht auf der zunéchst nicht-enzymatischen
Oxidation von zwei Molekilen GSH zu einem Molekul GSSG durch Reaktion mit
DTNB (5,5 -dithio-bis (2)-nitrobenzoat) (= Ellman’s Reagenz), wobei zwei Molekile
TNB (2-nitro-5-thiobenzoat) entstehen. Die Glutathionreductase (GR) wandelt nun
unter Reduktion von NADPH+H" das GSSG wieder zu GSH um.

2 GSH + DTNB 1 GSSG+2TNB

v

GR + NADPH+H+

v

1 GSSG+2TNB GSH + TNB

Diese Reaktion ist nur in einem saurem Milieu, in dem freie Protonen ungebunden

vorliegen, méglich. Das fortlaufende Entstehen von TNB, das im genauen Verhaltnis
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zum GSH-Gehalt steht, kann photometrisch bei 412nm gemessen und mit Hilfe einer
Kalibrationskurve die Glutathionkonzentration errechnet werden (siehe dazu auch im
Methodikteil: 4.3.6 GSH).

3.5.1.2. Glutathion bei Nierenerkrankungen

Bei hamodialysierten Patienten wurden erhdhte (Mimic- Oka, 1992; El- Rashidi et al.,
1984) aber auch erniedrigte GSH- Konzentrationen gemessen (Ceballot- Picot et al.,
1996,). Ceballot- Picot et al. fanden aul3erdem, dass die GSH- Konzentration mit
dem Ausmald des chronischen Nierenversagens korreliert. Selvaraj et al. fanden
erniedrigte GSH- Spiegel bei nicht- dialysierten CRF-Patienten (Selvraj et al., 2002).
Mimic- Oka et al. hingegen erhdhte GSH- Spiegel bei nicht dialysierten CRF-
Patienten (Mimic- Oka, 1992).

Schettler at al. zeigten einen GSH- Verlust in Granulozyten bei h&dmodialysierten
Patienten, sowie einen Verlust der granulozytaren GSH- Konzentration wahrend

einer Dialyse Therapie (Schettler at al., 1998)

3.5.2. Vitamin E

3.5.2.1. Metabolismus

Vitamin E (Tocopherol) ist, zusammen mit Vitamin C, einer der wirksamsten natirlich
vorkommenden Antioxidantien. Bei den Tocopherolen handelt es sich um eine relativ
umfangreiche Gruppe von lipophilen Substanzen, die aus einem Chromanring und
einer isoprenoiden Seitenkette bestehen. Der Chromanring und mindestens eine
Methyl- und Hydroxylgruppe sind fur die biologische Wirkung verantwortlich. Die
verschiedenen Tocopherole unterscheiden sich durch die Anzahl und Stellung der
Methylgruppen. In dieser Arbeit wurde, wie in vielen anderen, das a Tocopherol

gemessen, weil dieses die hdchste biologische Aktivitat aufweist.
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3.5.2.2. Die Rolle des Vitamin E als Antioxidans

Die wichtigste Funktion der ?- Tocopherole ist die als Radikalfangers. Sie reagieren
mit organischen Peroxylradikalen und wandeln sie in Lipidperoxyde um, wobei das
Tocochinonradikal ensteht. Dies zeichnet sich dadurch aus, dass es mit Hilfe von
Ascorbat oder Thiolen zum Tocochinon reoxidiert wird. Vitamin E unterbricht so die

Kettenreaktion der Lipidperoxidation (Burton et al., 1989).

10 e
CH, CH
Tocopherol Tocopherol-Radikal

H,C— OH H,C—OH
i
HC— OH HC—OH
0

<« ﬂ/ﬂ

HO 0" HO  OH

Ascorbat-Radikal Ascorbat

Abbildung 3: Vitamin E- Stoffwechsel

Vitamin E spielt also eine wichtige Rolle beim Schutz des LDL vor Oxidation, ein
Vorgang, der als entscheidender Mechanismus bei der Entstehung der
Atherosklerose identifiziert wurde (Suzukawa et al., 1998). Der empfohlene tagliche
Bedarf an Vitamin E liegt bei 65- 78 pmol (25-30 mg) und steigt mit der Zufuhr

ungesattigter Fettsduren, da diese besonders leicht Peroxylradikale bilden.

3.5.2.3 Vitamin E bei Nierenerkrankungen und Diabetes

Clermont et al. konnten keine Unterscheide des Vitamin E-Spiegels zwischen

chronisch niereninsuffizienten- , und Hamodialyse- Patienten sowie der gesunden
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Kontrollgruppe finden. Alle Patientengruppen lagen mit dem Median ihrer Vitamin E-
Konzentration im physiologischen Bereich (Clermont et al., 2000). Porrini et al. und
Stein et al. bestatigen die normalen Vitamin E Spiegel im Plasma chronisch
niereninsuffizienter Patienten (Porrini et al., 1989 und Stein et al., 1983).

Hulquist et al. (Hultquist et al., 1997) sowie andere Arbeitsgruppen (Pastor et al.,
1993; Paul et al., 1993; Nguyen- Khoa et al., 1999) bestéatigen die Ergebnisse fur
Hamodialyse-Patienten. Sie fanden keine Unterschiede der a-Tocopherot
Konzentration im Plasma zwischen HD-Patienten und den Kontrollgruppen. Lediglich
Triolo et al. fanden bei HD- Patienten niedrigere a- Tocopherol Konzentrationen als
bei den Kontrollgruppen (Triolo et al., 1994). Eine Studie, die sich mit Konzentration
und Verlauf des a-Tocopherol in verschiedenen Stadien der diabetischen

Nephropathie befasst, konnten wir in der Literatur nicht finden.

3.5.3. Vitamin A
3.5.3.1 Metabolismus und Rolle als Antioxidans

Vitamin A ist ein aus 4 Isopreneinheiten zusammengesetzter Alkohol. Es wird
entweder als solcher, oder in Form des Provitamins ?- Carotin mit der Nahrung
zugefuhrt.

Die Bedeutung des Retinols liegt vor allem in seiner Rolle in der Photorezeption. Als
aktivierte Form (Retinal) ist es wichtigster Bestandteil des in den stdbchenférmigen
Sinneszellen der Retina vorkommenden Sehpigments Rhodopsin. Das Provitamin
gehort zur Gruppe der fettléslichen Carotinoide, die formal aus 8 Isoprenresten
bestehen und nur im Pflanzenreich synthetisiert werden. Die Carotinoide (3Carotin
und Lycopene wirken antioxidativ als sehr effektive Quencher, fangen vor allem den

reaktiven Singulett-Sauerstoff ab und unterbrechen Radikalketten.

£ -;‘\‘\\ .'/“:V/J b /’"\\/‘l' \\J/\\\ .
. 4
/7

p-Carotin

Abbildung 4: - Carotin
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3.5.3.2. Vitamin A bei Nierenerkrankungen

Einige Studien der letzten Jahre untersuchten die Vitamin A- Plasmaspiegel bei
chronischer Niereninsuffizienz. Allman et al. und Werb et al. fanden Plasma Retinol
Konzentrationen bei hamodialysierten Patienten Gber dem Normalwert. (Allmann et
al., 1989; Werb et al., 1979). Stein et al. und Ono (Stein et al., 1985 B; Ono K, 1984)
konnten zeigen, dass diese erhohte Vitamin A- Konzentration hamodialysierter
Patienten signifikant Uber dem Niveau der Kontrollgruppen liegt. Eine Studie, die sich
mit Konzentration und Verlauf des a-Tocopherol in verschiedenen Stadien der

diabetischen Nephropathie befasst, konnten wir in der Literatur nicht finden.

3.5.4. Totales antioxidatives System

3.5.4.1. Definition

SchlieR3lich haben wir in dieser Arbeit noch den totalen antioxidativen Status (TAS) im
Plasma unserer Patienten bestimmt. Halliwell et al. haben gezeigt, dass protein
gebundene Thiole (SH Reste) und Ascorbinsdure zu den wichtigsten Verteidigungs-
mechanismen gegen oxidativen Stress im Plasma gehoéren (Halliwell et al.,1987).
Weitere Antioxidantien des Plasmas sind:

Billirubin, Albumin, Harnstoff, a- Tocopherol, Vitamin A, Carotinoide und Flavonoide.
Caeruloplasmin, Transferrin, Ferritin und Myoglobin tragen zur antioxidativen
Kapazitat bei, indem sie die Eisen- Verflugbarkeit erniedrigen. Aul3erdem wirken die

Spurenelemente Mangan, Selen, Kupfer und Zink bekanntermal3en antioxidativ.

3.5.4.2. TAS bei Nierenerkrankungen

Das totale antioxidative System (TAS) wurde nach unseren Recherchen weder bei
Patienten mit diabetischer Nephropathie, noch in verschiedenen Stadien der
Niereninsuffizienz bisher gemessen. Andere Studien haben sich vor allem mit der

Dokumentation der totalen antioxidativen Kapazitat (TAK) befasst.
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Jackson et al. fanden eine erhohte totale antioxidative Kapazitat (TAK) bei
Hamodialyse-Patienten. Sie zeigten einen signifikanten Abfall der TAK nach einer
einzelnen Dialyse Therapie. Die erhéhte Konzentration an TAK vor der Hamodialyse
konnte sie allein auf einen relativ hohen Serum Harnstoff Spiegel zuriick fuhren
(Jackson et al., 1995). Diese Ergebnisse bestatigen Fiorello et al. die ebenfalls bei
ihren hdmodialysierten Patienten eine, im Vergleich zu gesunden Kontrollen, erhdhte
antioxidative Kapazitat im Plasma, sowie spezifischer antioxidativer Molekile, fanden
(Fiorello et al., 1998). Annuk et al. fanden bei ihren nicht dialysierten CRF- Patienten
(Crea-Clearance mean ? SD?25.1 ? 16.2) keinen Unterschied in der totalen
antioxidativen Aktivitat im Vergleich zu Kontrollgruppe (Annuk et al., 2001).

Das totale antioxidative System (TAS) wurde nach unserem besten Wissen bisher
weder bei Patienten mit diabetischer Nephropathie, noch in verschiedenen Stadien

der Niereninsuffizienz gemessen.

3.6. C-reaktives Protein

3.6.1. Aktivierung der Akute- Phase- Antwort

Das C-reaktive Protein, ein Mitlied der Pentraxin- Familie, ist das klassische Akute-
Phase- Protein auf eine entziindliche Reaktion. Die Synthese erfolgt hauptsachlich in
der Leber und unterliegt der Regulation einer Reihe von Zytokinen. Vor allem IL -6, IL-
1 und TNF-a und IFN- ?, werden nach einer Gewebswerletzung, Infektion oder
Entzindung durch Makrophagen, Fibroblasten, Monozyten und Endothelzellen
freigesetzt, um die hepatische Synthese der Akute Phase-Proteine zu induzieren.
C-reaktives Protein ist der empfindlichste Reaktant der Akuten Phase und seine
Konzentration steigt in Gegenwart inflammatorischer Prozesse innerhalb von 6-48 h
bis auf das 1000- fache seiner urspriinglichen Konzentration an. Da die Halbwertszeit
mit 19 h sehr kurz ist, machen sie entztindliche Verdnderungen sehr kurzfristig in der
CRP- Konzentration bemerkbar.

CRP initiilert die Opsonierung und Phagozytose eingedrungener Zellen, seine
Hauptaufgabe liegt jedoch in der Aktivierung des Komplementsystems, beginnend
bei C1q.
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3.6.2. Die Rolle des CRP in der Atherogenese und Thrombogenese

CRP gilt heute als starker und unabhangiger Vorhersagewert fur CVD und ein
groRBerer Risikofaktor fur KHK als die Lipid-Risikofaktoren (Ridker et al., 1998).
Mehrere Studien haben den pathogenetischen Zusammenhang zwischen CRP und
der Atherosklerose unterstrichen. So findet sich ein Zusammenhang zwischen CRP
und dem Ausmald der Arteriosklerose koronarer, peripherer und extrakranieller
Hirnarterien (Heinrich et al., 1995). Ridker et al. konnten zeigen, dass Patienten mit
hohen CRP-Spiegeln ein dreifach erhbhtes Risiko haben einen Myokardinfarkt zu
entwickeln und ein zweifach erhéhtes Risiko eine Hirninfarkt zu erleiden (Ridker et
al.,1997). Zimmermann et al. konnten zeigen, dass mit Hilfe des CRP-Levels eine
Vorhersage uber die Mortalitat von hamodialysierten Patienten gemacht werden kann
(Zimmermann et al., 1999).

CRP ist an der Pathogenese der Atherosklerose und ihrer Komplikationen durch eine

Reihe von Mechanismen beteiligt:

& CRP bindet an untergehendem Gewebe und aktiviert Komplement.
Grisseli et al. (Grisseli et al., 1999 )postulieren eine potentiell
pathogenetische Rolle des CRPs an der Entstehung von Schaumzellen
und damit der Unterstitzung der Atherogenese. Torzewski et al.
(Torzewski et al., 1998) zeigten, ein positive staining des CRP an
subendothelial gelegenen Schaumzellen. Sie weisen eine diffuse
Ablagerung von CRP und eine Komplementaktivierung in fibroelastischen
und fiboromuskularen Intima- Schichten nach. Lagrand et al. fanden CRP in
infarziertem Myokardgewebe, zusammen mit aktiviertem Komplement
(Lagrand et al., 1997)

& CRP bindet und aggregiert calcium-abhangig LDL und VLDL.
Bhakdi et al. konnten zeigen dass CRP an LDL und VLDL bindet und sich
mit diesen Lipiden in frihen atherosklerotischen Lasionen ablagert (Bhakdi
et al., 1999)
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&« CRP st ein potenter Stimulator der Gewebsfaktorproduktion durch
Monozyten (Cermak et al.).Dieser Effekt wird noch verstarkt durch weitere

inflammatorische Mediatoren (Nakagomi et al., 2000).

Diese Reaktionen sind an der Entstehung und dem Wachstum atherosklerotischer
Lasionen beteiligt. Eine direkte Rolle des CRP an der Atherogenese ist somit sehr
wahrscheinlich, allerdings mussen noch weitere Studien die naheren

Zusammenhange untersuchen.

3.6.3. CRP bei Nierenerkrankungen

C-reaktives Protein wird klassischerweise als Marker akuter Infektionen oder als
Aktivitatsparameter inflammatorischer Prozesse bei Patienten mit terminaler
Niereninsuffizienz bestimmt. Mehrere Studien der letzten Jahre haben jedoch
gezeigt, dass CRP bei einer groen Anzahl von Patienten mit terminaler
Niereninsuffizienz auch bei Fehlen einer akuten Infektion, erhoht ist. Sethi et al.
(Sethi et al., 1988) zeigten als Erste, dass CRP bei einem Drittel ihrer Hamodialyse
Patienten erhoht war. Kario et al. konnten signifikant erhéhte CRP Werte bei
Patienten mit terminaler Niereninsuffizienz unter Dialysetherapie zeigen (Kario et
al.,1995). Stenvinkel et al. zeigten kurzlich, dass sich schnell entwickelnde
Athersklerose bei pra-Dialyse Patienten durch eine Reihe von Mechanismen wie
Malnutrition, oxidativer Stress, genetischen Faktoren und chronischer Inflammation
verursacht ist (Stenvinkel et al., 1999). Auch Ortega et al. fanden erhéhte CRP-
Spiegel bei pra-Dialyse Patienten. CRP korreliert negativ mit dem S-Albumin-Spiegel.
Keine Korrelation besteht zwischen der renalen Funktion und CRP (Ortega et al.,
2002).

Pecoits-Filho et al. teilten ihre Patienten anhand ihres GFR-Median in zwei Gruppen
auf. Sie konnten zeigen, dass Patienten mit niedrigerer GFR eine signifikant hohere
CRP- Konzentrationen aufweisen als die Patienten mit einer GFR >6,5ml/min. Eine
separate Untersuchung der Diabetiker dieser Gruppen zeigte, dass es keine
Unterschiede des CRPs zwischen Diabetikern und Nicht- Diabetikern gibt. Eine
inverse Korrelationen wurde zwischen CRP und dem Serum-Albumin Spiegel der
Patienten gefunden (Pecoits-Filho et al., 2003).
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Eine Studie die Verdnderungen des CRPs bei diabetischer Nephropathie in
verschiedenen Stadien der Niereninsuffizienz untersucht, gibt es nach unseren

Recherchen zum jetzigen Zeitpunkt noch nicht.

3.7. Homocystein

3.7.1. Metabolismus

Die toxische Aminosaure Homocystein wird wahrend der Verstoffwechselung der
essentiellen Aminosaure Methionin zu Cystein gebildet. Cystein spielt als
Redoxsystem und Stabilisator von Proteinstrukturen eine Rolle. Cystein und
Methionin sind als Aminosduren aufRerdem wichtiger Bestandteil vieler Proteine.
Beim Abbau der schwefelhaltigen Aminosaure Methionin entseht auch Sulfat,
welches durch Bildung von aktiviertem Sulfat (3-Phosphoadenosin- 5- Phosphosulfat)
fur Konjugationen und Biosynthesen in der Leber und zur Bildung von Cerebrosiden
und sauren Mukopolysachariden verwendet wird. Methionin gilt als wichtigster
Methylgruppendonator im Zellstoffwechsel. Homocystein selbst ist fir die

Proteinbiosynthese nicht von Bedeutung. (Loffler, 1997).
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Abbildung 5: Homocysteinstoffwechsel
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Wie in Abbildung 4 dargestellt, wird Methionin zu S-adenosyl-methionin aktiviert.
Unter Abspaltung einer Methylgruppe und eines Adenosinrestes entsteht dann
Homocystein. Dieses kann nun entweder zu Methionin remethyliert werden oder
kondensiert mit Serin zu Cystathionin. Ist Methionin in ausreichender Menge
vorhanden, werden etwa 50 % des Homocysteins kondensiert. Diese Reaktion ist
irreversibel. Sie wird von der Cystathion- R- Synthase (CBS) katalysiert und ist
Vitamin B6- abhéngig. Cystathionin wird nun irreversibel hydrolytisch gespalten,
katalysiert durch die ebenfalls Vitamin B6- abhéngige, Cystathionase. Es entsteht
Cystein und a- Ketobutyrat. Cystein wird Uber Cysteamin und dessen weitere
Oxidation zu Taurin abgebaut oder es wird stufenweise zu Cysteinsaure oxidiert,
transaminiert und danach zu Pyruvat hydrolisiert.

Wird jedoch, wie oben beschrieben, vermehrt Methionin vom Organismus benétigt,
so kann aus Homocystein durch Remethylisierung aus Methyltetrahydrofolsaure
wieder Methionin resyntethisiert werden. Fir diesen Schritt benétigt man die
Methioninsynthetase und die 5,10— Methyltetrahydrofolsaurereduktase. Die Reaktion
ist Vitamin B12- und Folsaure abhangig und kann in allen Geweben stattfinden. Eine
zweite Remethylisierung des Homocystein ist durch die ebenfalls Vitamin B12
abhangige Betain-Homocystein-Methyltransferase maoglich. Diese Reaktion ist jedoch

nur in der Leber und in den Nieren mdglich.

Die  Ursache erhohter Homocysteinserumspiegeln  bei  Patienten  mit
Nierenerkrankungen konnte noch nicht endgultig geklart werden. Eine Ursache
scheint der absolute oder relative Vitamin B6-, B12- und Folsduremangel in dieser
Gruppe zu sein. (Dennis, Robinson, 1996( a); Robinson et. al,1996b). Eine
verminderte renale Exkretion als Ursache einer Hyperhomocysteinamie scheint eher
von geringerer Bedeutung zu sein (Foreman et. al,1982).

Brosnan et al. gehen von einer entscheidenden Rolle der Niere im
Homocysteinmetabolismus aus. Sie sehen die Ursache fur eine
Hyperhomocysteinamie eher im verminderten Metabolismus in der Niere und nicht,
wie oft vermutet, in einer verminderten renalen Exkretion (Brosnan et al., 1995). Auch
Van-Gouldner et al. haben entdeckt, dass bei Patienten mit terminaler
Niereninsuffizienz die Remethylisierung von Homocystein zu Methionin um ca. 30%

geringer ist als in der Kontrollgruppe (Van-Guldner et al., 1995).
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3.7.2. Die genetisch bedingte Homocysteinurie

Eine extreme Hyperhomocysteinamie, wie sie bei der homozygoten Homocysteinurie
vorkommt, geht mit einer verzdgerten geistigen Entwicklung im Kindesalter
(Oligophrenie), Linsenektopie, ausgepragter Osteoporose, Skelettdeformitaten,
Thrombembolien, arterieller Hypertonie und Leberverfettung einher (Herold, 2000).
Ursache dieses Krankheitsbildes ist ein Defekt der Cystathion-R-Synthase. Die
fehlende oder verminderte Aktivitat dieses Enzyms hat zur Folge, dass sich
Homocystein im Koérper anhauft, nicht mehr in ausreichender Menge metabolisiert
werden kann und schliel3lich tUber die Nieren mit dem Urin ausgeschieden wird.
Dieser Enzymdeffekt wird autosomal-rezessiv vererbt und kommt mit einer Pravalenz
zwischen 1: 40 000 und 1: 332 000 in Europa vor (Kreutzig, 1994).

Klassischerweise kommt jedoch die heterozygote Homocysteindmie mit einer
Pravalenz von 1% in der europdischen Bevolkerung vor. Sowohl ein heterozygoter
Cystathion-3-Synthase-Defekt, aber auch ein Vitamin B 6, B12- oder Folsdure-
Mangel, verursachen moderate Hyperhomocysteindmien (Selhub, 1999). Meist wird
dieses Krankheitsbild erst durch einen Methionin- Belastungstest diagnostiziert, da
die Homocysteinblutspiegel normale Werte aufweisen. Die heterozygote
Homocysteinurie gilt als eine der haufigsten Ursachen flr frihzeitige Atherosklerose

und Thrombose.

3.7.3. Die Rolle des Homocysteins in der Atherogenese und
Thrombogenese

Erhéhte Homocysteinplasmaspiegel gelten heute als unabhangige Risikofaktoren bei
der Entstehung der Atherosklerose (Welch et al.,1998 und Nygard et al., 1995). Ein
erhéhter Homocysteinspiegel ist an der Entstehung folgender vaskulare

Erkrankungen beteiligt:

? Koronare Herzkrankheit (Glueck et al., 1995)
? peripher arterielle Verschlusskrankheit (Mélgaard et al.,1992)

? Phlebothrombosen (Falcon et al. 1994)
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? Atrterielle Hypertonie (Suttorn+ Tyrell, 1997 und Fiorina, 1998).

? kranielle Verschlusskrankheit

Die pathologischen Mechanismen, mit welchen Homocystein eine Atherosklerose
induziert, werden noch diskutiert. Folgende Mechanismen scheinen eine Rolle zu

spielen:

1. Homocystein reagiert chemisch mit den Intimazellen der Gefaldwand. Es
kommt zu einer Aktivierung der ERK2, was wiederum zu einer Proliferation der

glatten Muskelzellen in den GefalRwanden fuhrt (Brown, 1998).

2. Des weiteren kann Homocystein die Oxidation der Low- Density- Lipoproteine
(LDL) beschleunigen. Dies fuhrt zu einer Aufnahme dieser in Makrophagen,
die sich dann in  Schaumzellen umwandeln und bei der

Atheroskleroseentstehung eine Rolle spielen (Heinecke et al., 1987).

3. Homocystein nimmt auf vielfache Weise Einfluss auf das Gerinnungssystem.
So stimuliert Homocystein die Synthese des Vasokonstriktors und
gerinnungsfordernden Mediators Thromboxan A, (Graeber, 1982). Aul3erdem
blockiert Homocystein den Plasminogen- bindenden Rezeptor des Annexin Il
und verhindert damit dessen thromobolytischen Effekt und férdert so die

Thrombogenese (Hajjar, 1998).

4. Homocystein hemmt die Funktion von Thrombomodulin, ein
antikoagulatorisches Glykoprotein der Endotheloberflache, welches als
Kofaktor fur die Aktivierung von Protein C aus Thrombin zustandig ist (Lentz,
1991).

Von besonderem Interesse fiur diese Arbeit sind die oxidativen Effekte, die fir
Homocystein nachgewiesen wurden. In einem Autoxidationsprozess entsteht aus

Homocystein in Anwesenheit von Kupfer oder Caeruloplasmin Hydrogen- Peroxid,
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welches Endothelzellen schadigt (Starkebaum, 1993). Weiter werden durch
Homocystein Superoxidradikale angehauft, die die Relaxation von GefalRen hemmt
(Emsley, 1999). AulRer der Anhdufung von Peroxiden und Superoxid- Radikalen
konnte gezeigt werden, dass Homocystein intrazellulare antioxidative Enzyme
einschliellich der Glutathion- peroxidase (GPX) hemmt und damit die Fahigkeit der
Zelle, oxidative Radikale zu neutralisieren, vermindert (Upchurch, 1997).
Intrazellulares Glutathion, ein wirksames endogenes Antioxidans, wird durch

Homocystein signifikant vermindert (Hultberg, 1997).

3.7.4. Therapie der Hyperhomocysteinamie

Ziel der Behandlung einer Hyperhomocysteindmie ist die Entstehung
kardiovaskularer Komplikationen zu verhindern oder zumindest zu verringern.
Petersen et al. konnte zeigen, dass die Behandlung der Hyperhomocysteindmie
durch Vitamine zur Verkleinerung atherosklerotischer Plaques fluhrt (Petersen et al.,
1998)

Die homozygote Form der Hyperhomocysteinamie mit Cytathion-3-Synthase- Mangel
wird durch eine Methioninrestriktion und durch Gabe von Vitamin B6, B12, Folsaure
und Betain behandelt (Bostom, 1997).

Bei Patienten mit moderater Homocysteinerhohung und normaler Nierenfunktion ist
noch keine einheitliche Therapieempfehlung in der Literatur zu finden. Das folgende

Dosierungsschema geht auf Resch et al. (Resch et al., 1996) zurtick.

Vitamin B6: Prophylaxe 1.0 — 6.0mg/d Therapie: 6.0- 20mg/d
Vitamin B 12: Prophylaxe 25 — 150ug/d Therapie 150 — 500ug/d
Dauertherapie 1mg/Monat

Folsaure: Prophylaxe: 80-500ug/d Therapie: 0.5—-5.0mg/d

Bei Patienten mit Nierenerkrankungen reicht diese Therapie wohl nicht aus. Touam
et al. (Touam et al., 1999) konnten in einer dialysepflichigen Patientengruppe erst
durch einwéchige Gabe von 50 mg Folsaure und 250mg Vitamin B6 3x/Woche die

Homocysteinspiegel bei 78% der Patienten auf Normalwerte senken.
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3.7.5. Homocystein bei Nierenerkrankungen

In den letzten Jahren haben sich zahlreiche Wissenschaftler mit der Untersuchung
von Homocystein bei Patienten mit Nierenerkrankungen befasst. Tamura et al.
(Tamura et al., 1998) zum Beispiel fanden bei 42 von 48 Patienten, die sich einer
kontinuierlichen Hamodialyse unterziehen mussten, eine Hyperhomocysteinamie.
70% ihrer Patienten wiesen einen unzureichenden Folat- und/oder Vitamin B6-
Spiegel im Plasma auf. Man fand eine signifikant negative Korrelation zwischen dem
Homocystein- und Folatspiegel. Keine Korrelation wurde zwischen dem Homocystein
und dem Vitamin B6-Spiegel gefunden. Hong et al. bestatigte n diese Ergebnisse. Sie
fanden zusatzlich eine negative Korrelation von Hcy und Vitamin B12 (Hong et al.,
1998). Auch Moustapha et al. zeigen eine negative Korrelation zwischen tHcy und
Folsaure, Vitamin B12 und Vitamin B6 fur ha&modialysierte-, aber keine solche
Korrelationen fir peritonealdialysierte Patienten. Die Ursache sehen sie in einem
Verlust der Vitamine und der Folsaure tber die Dialysemembran. Der Mangel hemmt
dann im weiteren den Homocysteinmetabolismus. (Moustapha et al., 1999).

Auch bei Diabetikern konnte durch Wollensen et al. eine negative Korrelation
zwischen tHcy und Folsdure nachgewiesen werden. Sie zeigten aul3erdem, dass die
tHcy- Konzentration bei Diabetikern niedriger ist als bei Nicht-Diabetikern. Die
Ursache sehen sie in einer glomeruéaren Hyperfiltration (Wollensen et al.,1999).
Agullo- Ortuno et al. hingegen beobachteten bei Diabetikern eine hohere
Homocystein Konzentration als bei ihren gesunden Kontrollgruppen (Agullo- Ortuno
et al., 2002).

Oshi et al. fanden bei 87% ihrer hamodialysierten Diabetikern eine pathologisch
erhohte Homocystein Konzentration im Serum, die jedoch immer noch signifikant
niedriger lag als die Vergleichsgruppe von hamodialysierten Nicht-Diabetikern (Oshi
et al., 2000).

Parsons et al. teilten ihre Patienten in funf Gruppen anhand ihrer GFR auf. Alle
Gruppen zeigten eine signifikant hdhere Homocystein Konzentration im Plasma als
die gesunde Kontrollgruppe. Man fand einen zunehmenden Anstieg des
Homocysteins mit Abnahme der Nierenfunktion, aber keine signifikanten
Verdanderungen des Folats oder des Vitamin B12 innerhalb der 5 Gruppen.
Signifikante Korrelationen fanden sich mit der GFR, Kreatinin, Folsédure, C-reaktivem

Protein und eine grenzwertige Korrelation mit Vitamin B12 (Parsons et al., 2002).
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Henning et al. stellten bei ihren Hamodialyse- Patienten einen hoheren
Homocysteinspiegel fest, als bei einer Vergleichsgruppe mit einer GFR zwischen 10
und 30 ml/min (Henning et al., 2000).

Mieczyslaw et al. Untersuchten ebenfalls hdmodialysierte Patienten und Patienten
mit chronischer Niereinsuffizienz, die sie anhand ihrer GFR in 2 Gruppen einteilten.
Die Hamodialysegruppe wies auch hier die hochsten Konzentrationen auf. In allen
Gruppen lag der Median der Homocystein- konzentration Uber dem Median der
gesunden Kontrolle. Die Vitamin B12- und Folséure Spiegel lagen in allen Gruppen
innerhalb des physiologischen Bereichs, ohne Unterschiede zwischen den einzelnen
Gruppen. Nur die Folsaurespiegel lagen fur die Hamodialyse Patienten und die
Patienten mit einer GFR von 10-20 ml/min signifikant hoher als die der
Kontrollgruppe. Signifikante Korrelationen konnten zwischen Homocystein und der
GFR gezeigt werden, nicht aber zwischen Homocystein und Folsaure oder Vitamin
B12 (Mieczyslaw et al., 2001).

3.8. Fragestellung

In mehreren Studien wurden bereits atherogene Risikofaktoren und antioxidative
Marker bei dialysierten und nicht-dialysierten chronisch niereninsuffizienten Patienten
untersucht. Diabetiker waren in diesen Studien allerdings meist ausgeschlossen.
Bislang hat sich noch keine Studie damit befasst, die Risikofaktoren in verschiedenen
Stadien der diabetischen Nephropathie zu dokumentieren.

Im Rahmen dieser Arbeit sollten im Rahmen einer Querschnittsuntersuchung
ambulante Patienten mit nachgewiesener diabetischer Nephropathie in
verschiedenen Stadien der chronischen Niereninsuffizienz auf das Vorliegen diverser
nicht-traditioneller vaskularer Risikofaktoren untersucht werden. Im spezifischen

wurde dabei folgenden Fragestellungen nachgegangen:

o In welchen Stadien der Nierenerkrankung lassen sich laborchemisch Zeichen
einer chronischen Inflammation nachweisen?
o In welchen Stadien finden sich hinweise auf gesteigerten oxidativen Stress?

o Inwelchen Stadien ist eine Hyperhomcysteindmie nachweisbar?
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o Gibt es Hinweise fir einen Zusammenhang zwischen chronischer

Inflammation, oxidativem Stress und einer Hyperhomocysteinamie?
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4. Patienten, Materialgewinnung

und Methoden

4.1. Patienten

4.1.1. Auswahl und Ausschlusskriterien

Insgesamt nahmen 110 Patienten, 46 Frauen und 64 Manner, an dieser
Untersuchung teil. Der jliingste Teilnehmer war 31 Jahre, der &lteste 87 Jahre alt. Der
Mittelwert liegt bei 63, 6 Jahren. Im Zeitraum von Juni 2001 bis Dezember 2001
waren sie zur ambulanten Behandlung in der nephrologischen Abteilung der
Universitatsklinik des Saarlandes.

Vorraussetzung  fur  die  Aufnahme in diese Studie war eine
Nierenfunktionseinschrankung durch einer diabetische Nephropathie.

Ausschlusskriterien waren:

-~

Immunsupressive Therapie

-~

akute Infektion

-~

Schwangerschaft

)

Tumorerkrankung

4.1.2. Gruppeneinteilung

Die Patienten wurden entsprechend ihrer glomerularen Filtrationsrate in funf Gruppen

eingeteilt. Die epidemiologischen Daten der Gruppen sind in Tabelle 2

zusammengefasst.

In Gruppe 1 wurden die hamodialysierten Patienten zusammengefasst. Die

Hamodialyse ist ein extrakorporales Blutreinigungsverfahren. Uber eine

semipermeable Membran wird das Blut des Patienten mit einer Dialysatflissigkeit im
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Gegenstrom in BerUhrung gebracht. Entlang eines Konze ntrationsgefalles werden

harnpflichtige Substanzen und entlang eines osmotischen Druckgefélles, Wasser

entzogen. Die Hamodialyse erfolgte 3 x wdchentlich fur jeweils 3 bis 4 Stunden im

Dialysezentrum der Nephrologischen Klinik der Universitatskliniken des Saarlandes.
Zur Dialyse wurde die Gerate 4008B und 2008E (Fresenius, Bad Homburg,
Deutschland) sowie AK 100 (Gambro, Planegg, Deutschland) verwendet.

In Gruppe 2 wurden Patienten aufgenommen, die eine Restnierenfunktion von

weniger als 20 ml/min haben und nicht dialysiert werden. In Gruppe 3 wurden nicht

dialysierten Patienten, mit einer GFR von 20-50 ml/min eingeschlossen. Bei einer

GFR von 50- 80 ml/min wurde der nicht dialysierte Patient Gruppe 4 zugeordnet. Bei

einer GFR von Uber 80ml/min wurden die Patienten der Gruppe 5 angeschlossen.

Anzahl Alter Geschlecht
(mean ; range) (M/E)

Gruppe 1 21 68 10/11
(45-87)

Gruppe 2 16 68 9/7
(56-80)

Gruppe 3 23 66 14/9
(45-87)

Gruppe 4 23 64 16/7
(41-77)

Gruppe 5 9 59 4/5
(41-72)

Tabelle 2: epidemilogische Daten
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4.1.3. Berechnung der glomeruléren Filtrationsrate

Die glomerulare Filtrationsrate der Patienten wurde bestimmte durch folgende, von
LEVY (1999) aufgestellte Formel berechnet:

270 x (S-Krea) %7 x (Alter [J]) 28 x (SUN*)18% x (0,755 bei weiblichem Patient)

*SUN = Serumharnstoff (mg/ dl) / 2,14

Fur die hamodialysierten Patienten wurde keine GFR berechnet.

4.2. Materialgewinnung

Den Patienten wurde am Morgen ihrer ambulanten Behandlung, im niichternen
Zustand, nach Venenpunktion Vollblut entnommen (Sarstedt Monovettensystem). Bei
Patienten, die zur Hamodialyse kamen, wurde das Blut unmittelbar vor Begin der
Dialyse entnommen. Nach Abnahme wurden die Proben sofort auf Eis gelagert und
innerhalb von 45 Minuten in einer gekuhlten Zentrifuge (Hettich, Rotanda RPC,
Lorch) des Labors der nephrologischen Klinik zentrifugiert.

Das Serum fur die Bestimmung des Malondialdehyds wurde bei 3500 U/min 5
Minuten kahl (4°C) zentrifugiert. Aliquots zu 0.3 ml Plasma wurden in 1.5 ml
Eppendorfgefalie (Eppendorf, Hamburg, Deutschland) abgefullt, beschriftet und

bei —20 °C eingefroren.

Die GSH-Konzentration wurde in den Leukozyten gemessen. Dazu wurden auf
jeweils 3 ml Histopaque 1119 und 1077 (Sigma-Aldrich, Nr. 1119) 3 ml Citratvollblut
geschichtet und bei 2500 U/min 40 Minuten lang zentrifugiert. Die so isolierten
Granulozyten, mononuklearen Zellen und Thrombozyten wurden drei Mal mit kalter
PBS/EDTA- Losung gewaschen. Eine anschlieBende Zellzahlung in der Neubauer-
Kammer dient der spateren Umrechnung des gemessenen GSH- Gehalts auf die
Zellzahl.
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Das Pellet wurde in 500 ul Zitronensaurepuffer pH 6,95 aufgenommen. Der Puffer
halt das System stabil, und schafft ein saures Milieu, das fur die spéatere
enzymatische Reaktion mit NADPH+H Voraussetzung ist.

Die Proben wurden zwei Mal bei —70°C eingefroren und aufgetaut, um die Zellen zu
knacken. Die Zellsuspension wurde dann mit dem Dispensiergerat homogenisiert
und zentrifugiert. Alle Proben wurden vor Ablauf von 6 Monaten, im Zeitraum von
August 2001 bis April 2002, analysiert. Alle einmal aufgetauten Proben wurden am
selben Tag gemessen, um zu verhindern, dass die Messergebnisse durch
wiederholtes Auftauen und Einfrieren verfalscht werden.

Die Vollblutproben zur Bestimmung des Kreatinin, Harnstoff, HbA;., Protein,
Albumin, CRPus, Homocystein, totalem antioxidativen Status, Vitamin A, B6, B12, E,
und Folsaure wurden gekdhlt innerhalb von 30 Minuten nach Entnahme, an das
Zentrallabor Ubergeben. Die Messungen wurden im Zeitraum von Juni 2001 bis
Februar 2002 mit den taglich anfallenden Proben der Universitatsklinik Homburg,
bestimmt. Die Qualitatskontrollen unterliegen denen der Bundeséarztekammer flr
quantitative Bestimmungen in Laboratorien und kdénnen als solche im Zentrallabor
eingesehen werden.

CRPus und der totale antioxidative Status wurden, aufRerhalb der Routine, in den

Forschungslabors des Zentrallabors der Universitatskliniken Homburg, bestimmit.

4.3. Labormethoden

4.3.1. Kreatinin

Die Konzentration von Kreatinin im Serum wurden im Zentrallabor der
Universitatskliniken standardisiert bestimmt. Kreatinin wird nach der Methode von
Jaffé unter Berlcksichtigung des Probenleerwertes bestimmt. Die Methode nach
Jaffe ist eine kinetische Messung ohne Enteiweisung. Der Referenzbereich liegt bei
0,5-0,9 mg/dl fur Frauen und bei 0,7-1,2 mg/dl fir Manner (Verfahrensliste des
klinisch-chemischen Zentrallabors der Universitatskliniken des Saarlandes). Die

Bestimmung erfolgte standardisiert im Zentrallabor der Universitatskliniken.
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4.3.2. Harnstoff

Die Harnstoff-Konzentration wurde durch den enzymatischen UV-Test bestimmt, der
ebenfalls eine kinetische Messung erlaubt. Der Referenzbereich liegt bei 10-50 mg/d|
(Verfahrensliste des klinisch-chemischen Zentrallabors der Universitatskliniken des
Saarlandes). Die Bestimmung erfolgte standardisiert im Zentrallabor der

Universitatskliniken.

4.3.3. HbA,,

Die Konzentration an HbA;c wurde im EDTA-Blut mittels HPLC standardisiert im
Zentrallabor der Universitatskliniken bestimmt. Der Referenzbereich liegt bei 4,3-
5,8% (Verfahrensliste des klinisch-chemischen Zentrallabors der Universitatskliniken

des Saarlandes).

4.3.4. Protein und Albumin

Das Gesamteiwei? und Albumin im Plasma wurde im Zentrallabor der
Universitatskliniken des Saarlandes standardisiert bestimmt.

Die Bestimmung des GesamteiweiRes erfolgte nach der Biuret Methode mit
Probenleerwert. Eine Konzentration von unter 66 g/l und dber 87 g/l qilt als
pathologisch  (Verfahrensliste des  klinisch-chemischen  Zentrallabors  der
Universitatskliniken des Saarlandes). Die Bestimmung der Albuminkonzentration
erfolgte nach der Bromescolgrin- Methode plus. Der Referenzbereich liegt zwischen
34-48 g/l (Verfahrensliste des Klinisch-chemischen  Zentrallabors  der

Universitatskliniken des Saarlandes).



4.3.5. Malondialdehyd

Die Bestimmung erfolgte nach einer modifizierten Methode nach Nourooz-Zadeh
(Nourooz-Zadeh et al., 1995).

Das Prinzip beruht auf der Umsetzung von z.B. 1 Mol MDA mit 2 Mol TBA zu einem
rosa Pigment mit einem Absorptionsmaximum bei 532-535 nm. Die Reaktion verlauft
unter Energiezufuhr (90-100 Grad C).

MDA- Messung

Jeweils 100ul des wie oben beschrieben gewonnen und behandelten Plasmas
wurden mit 650pul 2-Thiobarbitursdure (Sigma-Aldrich, T-5500; C4H4N20,S FW144.1)
und 500l 2% Phosphorséure gemischt.

Die Thiobarbitursaure reagiert mit Malondialdehyd unter Energiezufuhr zu einem rosa
Farbkomplex. 0,67g wurden mit 100ml Aqua destillata unter Rihren und Erwarmen,
an jedem Tag einer Messung, frisch angesetzt.

Die Phosphorsauremethode ist eine Modifikation der MDA-Reaktion zur zusatzlichen
Erfassung proteingebundener TBARS, da unter diesen Bedingungen diese
Bindungen partiell reversibel erscheinen.

Nach 20 Minuten im Wasserbad bei 100°C und anschlieRendem Abkuhlen wurde

der entstandene Farbstoff durch Zugabe von 2ml n-Butanol (Roth, Art.Nr.7171.1,
C4H100), kraftigem Schitteln und 20 minutigem Zentrifugieren bei 3500 U/min in den
Uberstand gebracht. Auf diese Weise wird der Tyndall-Effekt vermieden. Dabei
kommt es im Photometer durch das in der Probe vorhandene Eiweil3 zu
Lichtstreuungen, die dann zu Verfalschungen der Werte fuhren.

Der farbige Uberstand wird in eine Kivette (Saarstedt, Nr.67.746) pipettiert und die

Extinktion bei 532nm im Photometer gemessen.

MDA- Standard

Eine Standardreihe fiur MDA wurde mit 1,1,3,3-Tetramethoxy-Propane (Sigma T-
1642 C;H1604 FW 164.2 d=0.997g/ml) und 1% Schwefelsaure angesetzt, zwei
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Stunden zur Hydrolyse stehen gelassen und in Doppelbestimmung mit den Proben
gemessen. Durch Anlegen einer linearen Regressionsanalyse konnte so die TBA-

Konzentration in den Proben bestimmt werden.

4.3.6. Glutathion in den Leukozyten

Die Bestimmung des zellularen Gehalts an Glutathion in Granulozyten und
mononukledren Zellen erfolgte nach einer modifizierten Methode nach Tietze (Tietze
et al., 1969).

Das Testprinzip beruht auf der zunachst nicht-enzymatischen Oxidation von zwei
Molekilen GSH zu einem Molekil GSSG durch Reaktion mit DTNB (5,5 -dithio-bis
(2-nitrobenzoat), wobei zwei Molekile TNB (2-nitro-5-thiobenzoat) entstehen. Die
Glutathionreductase (GR) wandelt nun unter Reduktion von NADPH+H das GSSG

wieder zu GSH um:

2GSH+ DTNB ? 1 GSSG +2TNB + GR +NADPHH  ? GSH + TNB

Fur diese Reaktion braucht man ein saures Milieu, in dem freie Protonen
ungebunden vorliegen. Das fortlaufende Entstehen von TNB, das im genauen
Verhéltnis zum GSH- Gehalt steht, kann photometrisch bei 412nm gemessen und
mit Hilfe einer Kalibrationskurve die Glutathionkonzentration errechnet werden.

Bei dieser GSH- Bestimmung wird nun eigentlich der Gesamtgehalt an GSH und
dem in den Zellen bereits vorhandenen vorhandenen GSSG gemessen. Dieser ist im
allgemeinen bei nicht gestressten Zellen sehr gering. GSSG und GSH liegen im
Verhdltnis 1:500 vor, so dass in der Literatur haufig die Begriffe GSH und ,total
glutathione” gleichgesetzt werden.

Zunachst mussen vier Losungen hergestellt werden:

(= Elmanns Reagenz)
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Lésung 1: 0,3 mmol/ll  NADPH-Lésung  (R-Nicotinamide  Adenine
Dinucleotide Phosphate reduced Form; Sigma-Aldrich, Nr. 1630)

in Citronensaurepuffer pH 6,95.
Losung 2: 6 mmol/l DTNB-L6sung (5°5 Dithiobis(2-nitrobenzoic acid);

Sigma- Aldrich, Nr. D 21,820-0) in Citronensaurepuffer pH 6,95.

Losung 1, Lésung 2 und Aqua dest. wurden im Verhéltnis 7:1:1 vorpipettiert

(= Messlosung) und fur die Dauer des Versuchs lichtgeschiitzt bei 4°C gelagert.

Loésung 3: 100 U/ml Glutathionreductase (Typ lll, Bakers Yeast; Sigma-
Aldrich, Nr. G-4751) in Citronensaurepuffer pH 6,95 und fur die

Dauer des Versuch bei 4°C gelagert.

LOosung 4: Natriumcitratpuffer mit EDTA aus 0,2 M Na-Phosphatpuffer mit
6,3mM EDTA + 0,1 M Citronensaure + Aqua dest. Mit 1N NaOH
wurde der pH auf 6,95 eingestellt.

Losung 1 und 4 konnten bei 4°c gelagert werden und waren Uber zwei Wochen

stabil. Lé6sung 2 und 3 wurden taglich frisch angesetzt.

GSH-Messung

Wie bereits oben beschrieben wurde die Zellensuspension vor der Messung zwei Mal
bei

—70°C eingefroren und aufgetaut, dann mit dem Dispensiergeréat homogenisiert. Auf
diese Weise wurden de Zellen geknackt und das GSH aus den Leukozyten frei
gesetzt. Die Suspension wurde zentrifugiert. Zur Messung der Konzentration wurde
zunachst pro Kivette (Saarstedt, Nr. 67.746) 900ul Messlésung 5 min lang auf 30°C
vortemperiert, dann 100ul Probe dazugegeben und erneut 5 min temperiert. Mit
Zugabe der Glutathionreduktase wurde die Uhr sofort gestartet und die Losung gut

gemischt. Die Anderung der Extinktion wurde nach 2 und 5 min gemessen.
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Wahrend der ersten 2 Minuten wird das GSH zu GSSG oxidiert. Erst danach beginnt
die Entstehung von TNB im Verhaltnis zur urspringlichen GSH Konzentration. Es

wurde flr jede Probe eine Doppelbestimmung durchgefihrt.

Standard

Fur die Erstellung der Kalibrationskurve wurde eine GSH- Standard-Lésung (L-
Glutathion red. Form 98%, Aldrich G470-5) von 20mmol/l-L6ésung in Aqua dest.
taglich frisch hergestellt und dann auf eine 1 mmol/l —Lésung weiterverdinnt. Dieser
GSH- Standard wurde mit Citratpuffer pH 6,95 auf Konzentrationen von 2-0,5nmol/ml
verdunnt. AufRerdem wurde ein Nullwert mit Aqua dest. angelegt. Diese Ldsungen
wurden in 900ul Messlésung , die bereits 5 Minuten auf 30°C vortemperiert war,
erneut 5 Minuten temperiert. Die Reaktion wurde dann durch die Glutathionreductase
gestartet, die Extinktion wiederum nach 2 und 5 Minuten abgelesen.

Die Differenz der Extinktionsanderung wurde durch die Zeit geteilt (dA/dt; t in min). In
einem Koordinatensystem wurde auf der X- Koordinate die jeweilige Standard-
Konzentration in nmol /ml angegeben und auf der Y- Achse die entsprechende dA/dt.
Durch diese Werte wurde mit linearer Regression eine Gerade gelegt. An dieser

konnte man die GSH- Konzentration der Proben ablesen.

4.3.7. C-reaktives Protein

C-reaktives Protein ultrasensitiv wurde im Serum Uber ein Komplettkitt der Firma
Roche (Best.-Nr. 1972855) bestimmt. Das Prinzip beruht auf einem immunologischen
Agglutationstest mit Reaktionsverstarkung durch Latex und tubidimetrischer
Messung. Als pathologisch gilt jede Konzentration tber 5 mg/l. Der Test wurde im
Zentrallabor der Universitatskliniken des Saarlandes durchgefuhrt.
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4.3.8. Homocystein

Homocystein wurde im EDTA-Plasma mittels HPLC (Agilent, 1100, Waldbronn)
routinemaRig im Zentrallabor der Universitatskliniken des Saarlandes gemessen.
Pathologische Werte liegen tber 12 pumol/l. (Verfahrensliste des klinisch-chemischen

Zentrallabors der Universitatskliniken des Saarlandes).

4.3.9. Totales antioxidatives System

Das TAS wurde nach einem Kit der Firma Randox (Kat. Nr. NX2332 5x 40 t) im
Serum bestimmt. Der Referenzbereich liegt bei 1,3-1,77 mmol/l. Die Bestimmung

erfolgte im Zentrallabor der Universitatskliniken des Saarlandes.

4.3.10. Vitamin A, B6, B12 und E

Die Konzentrationen der Vitamin A, B6 und E wurden mittels HPLC (Agilent, 1100,
Waldbronn) routinemafig im Zentrallabor der Universitatskliniken des Saarlandes
gemessen. Der Referenzbereich liegt fur Vitamin A bei 31,6-88 pg/dl, fur Vitamin B6
bei 4,8-36,9 ng/ml und fur Vitamin E bei 680-1840 pg/dl (Verfahrensliste des klinisch-
chemischen Zentrallabors der Universitatskliniken des Saarlandes).

Die Bestimmung der Vitamin Bl12-Konzentration erfolgte durch den kompetetiven
chemilumineszens Liganten- Immunoassay (chLIA komp.). Der Referenzbereich liegt
bei 211-911 pg/ml (Verfahrensliste des klinisch-chemischen Zentrallabors der
Universitatskliniken des Saarlandes). Die Bestimmungen wurden routinemassig im

Zentrallabor der Universitatskliniken des Saarlandes durchgefihrt.

4.3.11. Folsaure

Die Bestimmung der Folsdure-Konzentration erfolgte durch kompetetiven

chemilumineszens Liganten- Immunoassay (chLIA komp.). Die Bestimmung erfolgte
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routinemaflig im Zentrallabor der Universitatsklinik des Saarlandes. Der
Referenzbereich liegt bei 2,6-14,6 ng/ml (Verfahrensliste des klinisch-chemischen

Zentrallabors der Universitatskiniken des Saarlandes).
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5. Statistische Methoden

Die Analyse der Daten wurde mit Hilfe der Statistical Software for Social Science
(SPSS) 9.0 durchgefuhrt. Die Berechnung der Malondialdehyd- und GSH-
Konzentrationen wurde mit Hilfe des Programms Prism 3.0 berechnet.

Die deskriptive Analyse erfolgte in Form von Boxplots. Die fettgedruckte Linie zeigt
den Median. Die obere Grenze der Box entspricht dem 75% Perzentil, die untere
Grenze dem 25% Perzentil, wenn es keine Ausreil3er gibt. Finden sich Ausreil3er
entsprechen die Boxgrenzen der hochsten bzw. niedrigsten Nicht-Ausreil3er
Konzentration.

Der Kruskal-Wallis-Test wurde durchgefihrt, um mehrere unverbundene Stichproben
auf einen signifikanten Konzentrationsunterschied zwischen den Diagnosegruppen
zu untersuchen. Zur Testung zweier unverbundener Diagnosegruppe untereinander
wurde der Mann- Whitney- U- Test durchgefuhrt.

Ab einer Irrtumswahrscheinlichkeit von p = 0,05 wurde ein statistisch signifikanter
Unterschied in der Konzentration angenommen. Das Vorliegen eines solchen
Konzentrationsunterschieds wurde durch , *,, markiert.

Ab p = 0,01 wurde der Konzentrationsunterschied als hoch signifikant angesehen
und ist gekennzeichnet durch ,, ** . Statistisch héchst signifikant wird

p = 0,001 gewertet und ist markiert durch ,, *** .

Nicht signifikant (n. s.) sind Werte von p > 0,05.

Die Kaorrelationen wurden mit Hilfe des Spearman-Rho-Tests zweiseitig
durchgefuhrt. Ein Korrelations-Niveau von p = 0,05 wird dabei als statistisch
signifikant angesehen. Je néher der Korrelationskoeffizient (r) bei 1,0 liegt, um so
starker ist die Korrelation. Ein Korrelationsniveau von p = kleiner 0,01 gilt als hoch

signifikant und p = 0,001 als héchst signifikant.
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6. ERGEBNISSE

1 2 3 4 5
Hamodialy- GFR <20 GFR 20-50 GFR 50-80 GFR >80
sierte ml/min ml/min ml/min ml/min
(n=21) (n=16) (n=23) (n=23) (n=9)
Alter, Jahre
mean +/-SD 68 +/- 9,6 68 +/- 7,2 66 +/- 8,6 64 +/-7,7 59 +/-11
range 45-87 56-80 45-87 41-77 41-72
Geschlecht
(M/F) (10/11) (9/7) (24/9) (16/7) (4/5)
GFR*
(ml/min) mean+/-

SD / 13 +/-2,7 32 +/-9,2 61 +/- 79 91 +/- 8,2
Kreatinin 8,1 4,5* 2,1* 1,1% 0,8
(mg/dl) n:0,7-1,2 (4,3/13) (3,0/6,2) (1,4/2,8) (0,8/1,5) (0,7/0,9)
Harnstoff 150* 133* 74* 40* 39
(mg/dl) n:10-50 (100/197) (119/186) (53/182) (26/52) (28/40)
Protein 70% 74 75 74 75
(9/) n:66-87 (61/75) (66/80) (58/81) (64/87) (67/77)
Albumin 35* 37 38 40 41
(g/l) n:34-48 (28/38) (33/42) (27144) (34/48) (32/42)1

Tabelle 3: Laborchemische Parameter dialysierter und nicht-dialysierter Diabetiker

Daten angegeben als Median (25./75. Perzentil); aul3er anders angegeben
*: signifikant an- oder abfallender Konzentrationsunterschied zu nachster Gruppe

1:hier n=7
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1 2 3 4 5
Hamodialy- GFR <20 GFR 20-50 GFR 50-80 GFR >80
sierte ml/min ml/min ml/min ml/min
(n=21) (n=16) (n=23) (n=23) (n=9)
MDA 0,30 0,33* 0,21 0,25*% 0,39
(nmol/ml) (0,11/0,71) (0,11/0,61) (0,11/0,43) (0,02/0,56) (0,18/0,49)
GSH 0,99* 0,70 0,93 1,13 1,56
(nmol/ml) (0,53/2,5) (0,35/1,5) (0,33/2,23) (0,58/4,71) (0,62/2,0)
HbAlc 6,2* 7,7 7,2 73 7,3
(%) n:4,3-5,8 (4,7/10) (5,5/9,6) (5,9/9,8)2 (5,2/10) (6,3/8,2)
CRPus 7,5% 3,6 3.4 3 2,2
(mg/l) n:0,0-5,0 (1,1/106) (0,5/13) (0,6/45) (0,7/19) (0,6/4,8)
TAS
(umol/T) 15 1,4% 13 1,3 1,3
n:1,3-1,77 (1,2/1,8) (1,3/1,6) (1,1/1,5) (1,2/1,5) (1,2/114)
Homocystein 22 22 20%+* 11* 9
(umol/l) n:<12 (8,5/87) (14/37) (11/41) (7/34) (6,3/11)
Vitamin A 107 99 98** 63 54
(ug/dl) n:31,6-88 (35/165) (57/117) (39/169) (40/154) (32/63)
Vitamin B6
(ng/ml) 7 8,5 11,4 9,7 12
n:4,8-36,9 (1,2/47) (1,5/13) (3,6/32) (3/95) (5,8/16)
Vitamin B12
(pg/ml) 462 400 399 416 526
n:211-911 (265/1554) (236/558) (196/177) (266/1779) (338/601)
Vitamin E
(Ho/di) 1255,7 1594,5 1738,7 1563,3 1443
n:680-1840 (673/1900) (911/2406) (673/3602) (949/4182) (500/1988)
Folsaure
(ng/ml) 7,4 8,3 9,3 9,7 9,9
n:2,4-14,6 (3,3/22)3 (5,3/13) (4,4/19) (5,9/36) (6/14)1

Tabelle 4: Laborchemische Parameter dialysierter und nicht-dialysierter Diabetiker
Daten angegeben als Median (5./95. Perzentil); au3er anders angegeben
*: signifikant an- oder absteigender Konzentrationsunterschied zu nachster Gruppe;

1:hiern=7 2:hier n=20 3: hier n=15

** hoch signifikant an- oder absteigender Konzentrationsunterschied zu nachster Gruppe;
**hochst signifikant an- oder absteigender Konzentrationsunterschied zu nachster Gruppe;
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6.1 Malondialdehyd

6.1.1 Verlauf

MDA (nmol/ml)
™~

31
2 1
1
O'O T L] L _-
1 2% 3 4% 5
Gruppen

Abbildung 6: MDA

Gruppe 1: Hamodialysierte Gruppe 2: GFR <20ml/min
Gruppe 3: GFR 20-50ml/min  Gruppe 4: GFR 50-80ml/min  Gruppe 5: GFR >80ml/min

*: Statistisch signifikanter Konzentrationsunterschied (p= 0,5) zu néchst hdherer Gruppe

In Abbildung 6 ist der Median der MDA- Konzentrationen in verschiedenen Stadien
der diabetischen Niereninsuffizienz als Boxplots dargestellt.

Die statistische Analyse mittels Kruskal- Wallis- und Mann- Whitney- U- Test weisen
den niedrigsten Median fur die Patienten mit einer GFR von 20-50ml/min (Gruppe 3)
auf. Der hochste Median findet sich bei Patienten mit einer GFR von >80ml/min
(Gruppe 5). Insgesamt zeigte sich keine einheitliche Tendenz. Bei den nicht-
dialysierten Patienten (Gruppe 2-5) kommt es zu einem signifikanter Abfall des
Medians von Gruppe 5 auf Gruppe 4. Fallt die GFR weiter auf Werte zwischen 50-
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20ml/min (Gruppe 3) fallt auch der Median der MDA- Konzentration nicht signifikant,
bevor sie erneut signifikant ansteigt, wenn die GFR auf <20ml/min (Gruppe 2) sinkt.
Bei den hamodialysierten Diabetikern findet sich dann ein Median, der wiederum
niedriger liegt als der Median der Gruppe 2.

6.1.2. Korrelationen

Die MDA- Konzentration wurde mit den anderen Markern korreliert. Die Ergebnisse

sind in den folgenden Tabellen zusammengefasst.

Alter Sex GFR Hst Krea Alb HbA1c
Keine Keine Keine Keine Keine
Korrelation* / Korrelation* | Korrelation* | Korrelation* | Korrelation*
(r=-0,125 | (r=-0,583 (r=-0,219 | (r=0,127 | (r=0,018 | (r=-0,122
p =0,591) p<0,01) p=0354) [ p=0,613) | p=0,938) | p=0,599)

CRPus| TAS | VitA | VitE | HCY | GSH
Keine Keine Keine Keine Keine
Korrelation* | Korrelation* | Korrelation* | Korrelation* Korrelation*
(r=0,213 | (r=0,036 | (r=-0,245 | (r=-0,267 (r=-0,166
p=0,626) | p=0,875) | p=0,285) | p=0,242) p=0,473)

Tab.5: Korrelationen der MDA- Konzentration hAmodialysierter Patienten (Gruppe 1)
r: Korrelationskoeffizient p: Signifikanzniveau /: entfallt
*Keine Korrelation auf dem Niveau von 0,05 oder 0,01.



Alter Sex GFR Hst Krea Alb HbA1c
Keine Keine Keine Keine Keine Keine Keine
Korrelation* | Korrelation* | Korrelation* | Korrelation* | Korrelation* | Korrelation* | Korrelation*
(r=-0,156 | (r=-0,213 | (r=0,103 | (r=-0,090 | (r=-0,024 | (r=0,211 | (r=-0,092
p=0,194) | p=0,075) | p=0,398) | p=0,457) | p=0,842) | p=0,082) | p=0,461)

CRPus | HCY TAS Vit A Vit E GSH
Keine Keine Keine Keine Keine
Korrelation* Korrelation* | Korrelation* | Korrelation* | Korrelation*
(r=-0,111 | (r=-0,243 | (r=0,067 | (r=-0,225 | (r=-0,028 | (r=0,042
p =0,364) p<0,05) p=0,580) | p=0,059) | p=0,814) | p=0,727)

Tab. 6: Korrelationen der MDA- Konzentration nicht dialysierter Diabetiker (Gruppe 2-5)
r: Korrelationskoeffizient p: Signifikanzniveau /: entfallt
*Keine Korrelation auf dem Niveau von 0,05 oder 0,01.



6.2. HbAlC

6.2.1. Verlauf

10

HbALC (%)

g ; 5 ; 3

Gruppen

Abbildung 7: HbA1¢

Gruppe 1: Hamodialysierte Gruppe 2: GFR <20ml/min
Gruppe 3: GFR 20-50ml/min  Gruppe 4: GFR 50-80ml/min  Gruppe 5: GFR >80ml/min

*: Statistisch signifikanter Konzentrationsunterschied (p= 0,5) zu néchst héherer Gruppe

In Abbildung 7 sind die Verteilungen des Medians der HbA;.- Konzentrationen in der

verschiedenen Stadien der diabetischen Niereninsuffizienz als Boxplots dargestellt.

Alle Gruppen zeigen einen uber dem Referenzwert von 5,8% liegenden Median. Die
statistische Analyse mittels Kruskal- Wallis- und Mann- Whitney- U- Test weisen den
hdchsten HbA;.- Median fur Gruppe 2 (7,7%) aus, den niedrigsten fur Gruppe 1
(6,2%).
Bei den nicht dialysierten Patienten (Gruppe 2-5) zeigt sich keine Tendenz zur
Veréanderung des HbA;. in Abhangigkeit von der Nierenfunktionseinschrankung.
Allen Gruppen zeigen einen annahernd gleichen Median. Erst bei der
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hamodialysierten Gruppe kommt es im Vergleich zur Gruppe 2 zu einem
signifikanten Abfall des HbA;.- Medians.

6.2.2. Korrelationen

Die HbAi.- Konzentration wurde mit anderen Markern Korreliert. Die Ergebnisse

wurden in folgenden Tabellen zusammengefasst.

Alter Sex GFR Hst Krea Alb
Keine Keine Keine Keine Keine
Korrelation* | Korrelation* / Korrelation* | Korrelation* | Korrelation*
(r=-0,020 | (r=0,095 (r=0,124 | (r=-0,211 | (r=-0,067
p=0,933) | p=0,683) p=0,602) | p=0,358) | p=0,774)

CRPus | HCY | TAS | VitA | VitE | MDA | GSH
Keine Keine Keine Keine Keine Keine Keine
Korrelation* | Korrelation* | Korrelation* | Korrelation* | Korrelation* | Korrelation* | Korrelation*
(r=-0,394 | (r=0,287 | (r=0,085 | (r=-0,066 | (r=-0,177 | (r=-0,122 | (r=0,206
p =0,077) | p=0,207) p=0,) p=0,777) | p=0,443) | p=0,599) | p=0,370)

Tab. 7: Korrelationen der HbAs-Konzentration hamodialysierter Diabetiker (Gruppe 1)
r: Korrelationskoeffizient

p: Signifikanzniveau

*Keine Korrelation auf dem Niveau von 0,05 oder 0,01.

/: entfallt
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Alter Sex GFR Hst Krea Alb
Keine Keine Keine Keine Keine Keine
Korrelation* | Korrelation* | Korrelation* | Korrelation* | Korrelation* | Korrelation*
(r=0,092 | (r=0,172 | (r=-0,001 | (r=0,038 | (r=-0,051 | (r=-0,117
p=0,460) | p=0,164) | p=0,996) [ p=0,758) | p=0,682) | p=0,352)

CRPus Hcy TAS Vit A Vit E MDA GSH
Keine Keine Keine Keine Keine Keine Keine
Korrelation* | Korrelation* | Korrelation* | Korrelation* | Korrelation* | Korrelation* | Korrelation*
(r=0,128 | (r=-0,011 [ (r=-0,049 | (r=-0,046 | (r=0,236 | (r=-0,092 | (r=-0,036
p=0,301) [ p=0,930) | p=0,697) [ p=0,709) | p=0,055) | p=0,461) | p=0,774)

r: Korrelationskoeffizient
*:Keine Korrelation auf dem Niveau von 0,05 oder 0,01

p: Signifikanzniveau

Tab. 8: Korrelationen der HbAic.-Konzentration nicht diaysierter Diabetiker (Gruppe 2-5)

58



6.3. Glutathion

6.3.1. Verlauf

GSH (nmol/ml)
N

==

—

Gruppen

Abbildung 8: Glutathion in den Leukozyten

Gruppe 1: Hamodialysierte Gruppe 2: GFR <20ml/min
Gruppe 3: GFR 20-50ml/min  Gruppe 4: GFR 50-80ml/min  Gruppe 5: GFR >80ml/min
In Abbildung 8 sind die Verteilungen der medianen GSH- Konzentration in

verschiedenen Stadien der diabetischen Niereninsuffizienz als Boxplots dargestellt.

Die statistische Analyse mittels Kruskal Wallis- und Mann- Whitney- U- Test weisen
den niedrigsten Median an Gluthation in den Leukozyten bei den Diabetikern mit
einer GFR von <20 ml/min (Gruppe 2) auf, den hochsten die Gruppe 5. Bei den nicht
dialysierten Diabetikern (Gruppe 2-5) zeigt sich tendenziell ein Abfall des GSH-
Medians von einer Gruppe zur anderen, mit sinkender GFR. Keine dieser
Anderungen ist statistisch signifikant sind. Bei den hamodialysierten Diabetikern

kommt es dann zu einem erneuten, nicht signifikanten Anstieg des GSH- Medians.
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6.3.2. Korrelationen

Die GSH- Konzentration wurde mit anderen Werten korreliert. Die Ergebnisse sind in
folgenden Tabellen zusammengefasst.

Alter Sex GFR Hst Krea Alb HbA1lc
Keine Keine Keine Keine Keine
Korrelation* | Korrelation* / Korrelation* Korrelation* | Korrelation*
(r=0,054 | (r=0,016 (r=0,210 | (r=0,553 | (r=-0,300 | (r=0,207
p=0,816) | p=0,946) p =0,375) p<0,01) p=0,187) | p=0,370)

CRPus | HCY TAS Vit A Vit E MDA
Keine Keine Keine Keine Keine Keine
Korrelation* | Korrelation* | Korrelation* | Korrelation* | Korrelation* | Korrelation*
(r=0,052 | (r=-0,066 | (r=0,073 | (r=-0,108 | (r=0,097 | (r=-0,166
p=0,823) | p=0,775) | p=0,754) | p=0,642) | p=0,674) | p=0,473)

r: Korrelationskoeffizient
*Keine Korrelation auf dem Niveau von 0,05 oder 0,01.

p: Signifikanzniveau

[ entfallt

Tab.9: Korrelationen der GSH- Konzentration in den Leukozyten hdmodialysierter Patienten (Gruppe 1)
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Alter Sex GFR Hst Krea Alb HbA1c
Keine Keine Keine
Korrelation* | Korrelation* Korrelation*
(r=-0,184 | (r=0,079 | (r=0,424 | (r=-0,439 | (r=0,399 | (r=0,334 | (r=-0,036
p=0,125) | p=0,510) | p<0,001) p<0,001) p =0,001) p<0,01) p=0,774)

CRPus | HCY TAS Vit A Vit E MDA
Keine Keine Keine Keine
Korrelation* Korrelation* Korrelation* | Korrelation*
(r=-0,062 | (r=-0,241 | (r=-0,010 | (r=-0,416 | (r=-0,041 [ (r=0,042
p=0,612) p<0,05) p=0,933) | p<0,001) p=0,737) | p=0,727)

(Gruppe 2-5)
r: Korrelationskoeffizient
*Keine Korrelation auf dem Niveau von 0,05 oder 0,01.

p: Signifikanzniveau

Tab. 10: Korrelationen der GSH- Konzentration in den Leukozyten nicht dialysierter Patienten
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6.4.Vitamin E

6.4.1. Verlauf
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Abbildung 9: Vitamin E

Gruppe 1: Hamodialysierte Gruppe 2: GFR <20ml/min
Gruppe 3: GFR 20-50ml/min  Gruppe 4: GFR 50-80ml/min  Gruppe 5: GFR >80ml/min

In Abbildung 9 sind die Verteilungen der medianen Vitamin E- Konzentration in

verschiedenen Stadien der diabetischen Niereninsuffizienz als Boxplots dargestellt.

Alle Gruppen liegen mit ihrem Median im Bereich der physiologischen Norm von 680-
1840ug/dl. den niedrigsten Median fur die Patienten mit einer GFR von 20-50ml/min
(Gruppe 3)

Die statistische Analyse mittels Kruskal Wallis- und Mann- Whitney- U- Test ergab
den niedrigsten Vitamin E- Median bei den hamodialysierten Patienten, den héchsten
bei Patienten mit einer GFR von 20-50ml/min (Gruppe 2). Bei den nicht- dialysieren

Diabetikern gibt es zwischen den einzelnen Gruppen keine Unterschiede im Median
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der Vitamin E- Konzentration im Serum. Erst bei den dialysierten Patienten kommt es

zu einem nicht signifikanten Abfall der medianen Vitamin E- Konzentration.

6.4.2. Korrelationen

Die Vitamin E-Konzentration wurde mit anderen Werten korreliert. Die Ergebnisse

sind in folgenden Tabellen zusammengefasst.

Alter Sex GFR Hst Krea Alb HbAlc
Keine Keine Keine Keine Keine
Korrelation* / Korrelation* | Korrelation* | Korrelation* | Korrelation*

(r=-0,511 | (r=0,205 (r=-0,111 | (r=0,039 | (r=0,232 | (r=-0,177

p<0, 05) | p=0,373) p=0643) [ p=0,867) | p=0,311) | p=0,443)
CRPus | HCY TAS Vit A MDA |[GSH

Keine Keine Keine Keine Keine

Korrelation* | Korrelation* | Korrelation* Korrelation* | Korrelation*
(r=-0,060 | (r=-0,388 | (r=-0,003 | (r=0,712 | (r=0,267 | (r=0,097
p=0,797) | p=0,082) | p=0,989) p<0,001) p=0,242) | p=0,674)

r: Korrelationskoeffizient
*Keine Korrelation auf dem Niveau von 0,05 oder 0,01.

p: Signifikanzniveau

Tab. 11: Korrelationen der Vitamin E- Konzentration hAmodialysierter Diabetiker (Gruppe 1)

/. entfallt
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Alter Sex GFR Hst Krea Alb HbA1¢
Keine Keine Keine Keine Keine Keine Keine
Korrelation* | Korrelation* | Korrelation* | Korrelation* | Korrelation* | Korrelation* | Korrelation*
(r=-0,003 | (r=0,077 | (r=-0,040 | (r=0,100 | (r=0,009 | (r=0,242 | (r=0,236
p=0,978) | p=0,521) | p=0,743) | p=0,407) | p=0,938) | p=0,244) | p=0,055)

CRPus | HCY TAS Vit A MDA GSH
Keine Keine Keine Keine Keine
Korrelation* | Korrelation* | Korrelation* Korrelation* | Korrelation*
(r=0,183 | (r=-0,022 | (r=0,109 | (r=0,305 | (r=-0,028 | (r=-0,041
p=0,132) | p=0,853) | p=0,367) p<0,01) p=0,814) | p=0,737)

Tab. 12: Korrelationen der Vitamin E-Konzentration nicht dialysierter Diabetiker (Gruppe 2-5)
r: Korrelationskoeffizient p: Signifikanzniveau /: entfallt
*Keine Korrelation auf dem Niveau von 0,05 oder 0,01.



6.5. Vitamin A

6.5.1. Verlauf
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Abbildung 10: Vitamin A

Gruppe 1: Hamodialysierte  Gruppe 2: GFR <20ml/min
Gruppe 3: GFR 20-50ml/min  Gruppe 4: GFR 50-80ml/min  Gruppe 5: GFR >80ml/min

**: Statistisch hoch signifikanter Konzentrationsunterschied (p=0,001) zu nachst hdherer

In Abbildung 10 sind die Verteilungen der medianen Vitamin A Konzentration in

verschiedenen Stadien der diabetischen Niereninsuffizienz als Boxplots dargestellt.

Die hochste mediane Konzentration an Vitamin A im Serum zeigen die
hamodialysierten Patienten (Gruppe 1), die niedrigste die Gruppe 5. Gruppe 4 und 5
liegen innerhalb des physiologischen Bereichs. Gruppe 2 und 3, sowie der Median

der hamodialysierten Patienten liegen Giber dem Normwert.
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Bei den nicht dialysierten Patienten (Gruppe 2- 5) kommt es von Gruppe 5 zu Gruppe
4 zu einem statistisch signifikanten Anstieg der medianen Vitamin A- Konzentration,
genauso von Gruppe 4 zu 3. Zwischen den Gruppen 2 und 3 zigt sich eine nahezu
gleiche mediane Konzentration. Bei den hamodialysierten Patienten kommt es dann

zu einem weitern nicht signifikanten Anstieg der medianen Vitamin A- Konzentration

6.5.2. Korrelationen

Die Vitamin A-Konzentration wurde mit anderen Werten korreliert. Die Ergebnisse

sind in folgenden Tabellen zusammengefasst.

Alter Sex GFR Hst Krea Alb HbAlc
Keine Keine Keine Keine Keine Keine
Korrelation* | Korrelation* / Korrelation* | Korrelation* | Korrelation* | Korrelation*
(r=0,193 | (r=-0,016 (r=-0,025 | (r=0,090 | (r=0,335 | (r=-0,066
p=0,401) | p=0,946) p=0,917) | p=0,697) | p=0,138) | p=0,777)

CRPus | HCY TAS Vit E MDA GSH
Keine Keine Keine Keine Keine
Korrelation* | Korrelation* | Korrelation* Korrelation* | Korrelation*
(r=-0,156 | (r=-0,112 | (r=0,361 | (r=0,712 | (r=-0,245| (r=-0,108

p=) p=0,630) | p=0,108) | p<0,001) p=0,285) | p=0,642)

r: Korrelationskoeffizient
*Keine Korrelation auf dem Niveau von 0,05 oder 0,01.

p: Signifikanzniveau

/. entfallt

Tab. 13: Korrelationen der Vitamin A-Konzentration hamodialysierter Patienten (Gruppe 1)
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Alter Sex GFR Hst Krea Alb HbA1c
Keine Keine Keine Keine
Korrelation* | Korrelation* Korrelation* | Korrelation*
(r=0,156 | (r=-0,077 | (r=-0,661 | (r=0,669 (r=0,641 | (r=-0,133 | (r=-0,046
p=0,194) | p=0,521) p<0.001) p<0,001) p<0,001) p=0,275) | p=0,709)

CRPus | HCY TAS Vit E MDA GSH
Keine Keine

Korrelation* Korrelation*

(r=0,063 | (r=0,557 | (r=0,279 | (r=0,305 | (r=-0,225 | (r=-0,416

p = 0,608) p<0,001) p<0,05) p<0,01) p = 0,059) p<0,001)

r: Korrelationskoeffizient
*Keine Korrelation auf dem Niveau von 0,05 oder 0,01.

p: Signifikanzniveau

Tab. 13: Korrelationen der Vitamin A-Konzentration nicht dialysierter Patienten (Gruppe 2-5)
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6.6. Totales antioxidatives System

6.6.1. Verlauf
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Abbildung 11: TAS

Gruppe 1: Hamodialysierte Gruppe 2: GFR <20ml/min
Gruppe 3: GFR 20-50ml/min  Gruppe 4: GFR 50-80ml/min  Gruppe 5: GFR >80ml/min

*: Statistisch signifikanter Konzentrationsunterschied (p= 0,001) zu néachst héherer Gruppe

In Abbildung 11 sind die Verteilungen der medianen TAS- Konzentration in

verschiedenen Stadien der diabetischen Niereninsuffizienz als Boxplots dargestellt.

Alle Gruppen liegen mit ihrer mittleren Konzentration im Bereich des Referenzwertes
von 1,30-1,77mmol/l. Die hochste mediane Konzentration findet sich bei der
hamodialysierten Gruppe (1), die niedrigste bei Gruppe 5. Die statistische Analyse
mittels Kruskal Wallis- und Mann- Whitney- U- Test ergab fiur die nicht dialysierten

Gruppen mit einer GFR von >20ml/min (Gruppe 3, 4, 5) eine gleiche hohe mediane
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Konzentration. Bei Gruppe 2 kommt es dann zu einem signifikanten Anstieg der

medianen Konzentration.

6.6.2. Korrelationen

Die TAS- Konzentration wurde mit anderen Werten korreliert. Die Ergebnisse sind in

folgenden Tabellen zusammengefasst.

Alter Sex GFR Hst Krea Alb HbA1c
Keine Keine Keine Keine
Korrelation* / Korrelation* Korrelation* | Korrelation*

(r=-0,479 | (r=-0,307 (r=0,285 (r=0,484 | (r=0,268 | (r=0,085

p<0,05) p=0,175) p =0,223) p<0,05) p=0,240) | p=0,713)
CRPus | HCY Vit A Vit E MDA GSH

Keine Keine Keine Keine Keine Keine

Korrelation* | Korrelation* | Korrelation* | Korrelation* | Korrelation* | Korrelation*
(r=0,081 | (r=0,163 | (r=0,361 | (r=-0,003 | (r=0,036 | (r=0,073
p=0,728) | p=0,481) | p=0,108) [ p=0,989) | p=0,875) | p=0,754)

r: Korrelationskoeffizient
*Keine Korrelation auf dem Niveau von 0,05 oder 0,01.

p: Signifikanzniveau

[ entfallt

Tab. 15: Korrelationen der TAS- Konzentration hdmodialysierter Patienten (Gruppe 1)
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Alter Sex GFR Hst Krea Alb HbA1c
Keine Keine Keine Keine
Korrelation* | Korrelation* Korrelation* | Korrelation*
(r=-0,015 | (r=-0,099 | (r=-0,358 | (r=0,314 | (r=-0,380 | (r=0,190 | (r=-0,049
p =0,900) | p=0,412) p<0, 01) p<0,01) p=0,001) | p=0,118) | p=0,697)

CRPus | HCY Vit A Vit E MDA GSH
Keine Keine Keine Keine Keine
Korrelation* | Korrelation* Korrelation* | Korrelation* | Korrelation*
(r=0,291 | (r=0,215 | (r=0,279 | (r=0,109 | (r=0,067 | (r=-0,010
p=0,117) | p=0,071) p<0,05) p=0,367) | p=0,580) | p=0,933)

Tab. 16: Korrelationen der TAS- Konzentration nicht dialysierter Patienten (Gruppe 2-5)

r: Korrelationskoeffizient
*Keine Korrelation auf dem Niveau von 0,05 oder 0,01.

p: Signifikanzniveau
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6.7. CRP ultrasensitiv

6.7.1. Verlauf
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Abbildung 12: C- reaktives Protein ultrasensitiv

Gruppe 1: Hdmodialysierte Gruppe 2: GFR <20ml/min
Gruppe 3: GFR 20-50ml/min  Gruppe 4: GFR 50-80ml/min  Gruppe 5: GFR >80ml/min

*: Statistisch signifikanter Konzentrationsunterschied (p= 0,001) zu n&achst héherer Gruppe

In Abbildung 12 sind die Verteilungen der medianen CRPus- Konzentration in

verschiedenen Stadien der diabetischen Niereninsuffizienz als Boxplots dargestellt.

Die Konzentration von CRP ultrasensitiv (CRPus) im Serum ist, bei einem
physiologischen Wert von < 5mg/l, nur bei den hamodialysierten Patienten (Gruppe
1) pathologisch erhéht. Bei allen nicht dialysierten Patienten (Gruppe 2-5) liegt der
Wert im physiologischen Bereich. Der Median ist bei dieser Gruppe am héchsten, am

niedrigsten bei Gruppe 5.
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Der Verlauf des CRPus- Medians zeigt tendenziell einen kontinuierlichen Anstieg von

einer Gruppe zur anderen.

6.7.2. Korrelationen

Die CRPus- Konzentration wurde mit anderen Werten korreliert. Die Ergebnisse sind

in folgenden Tabellen zusammengefasst.

r: Korrelationskoeffizient
*Keine Korrelation auf dem Niveau von 0,05 oder 0,01.

p: Signifikanzniveau

Alter Sex GFR Hst Krea Alb HbA1c
Keine Keine Keine Keine Keine Keine
Korrelation* | Korrelation* / Korrelation* | Korrelation* | Korrelation* | Korrelation*
(r=-0,139 | (r=-0,016 (r=0,063 | (r=0,116 | (r=-0,190 | (r=-0,394
p=0,547) | p=0,946) p=0,791) | p=0,615) | p=0,410) | p=0,077)

HCY TAS Vit A Vit E MDA GSH
Keine Keine Keine Keine Keine Keine
Korrelation* | Korrelation* | Korrelation* | Korrelation* | Korrelation* | Korrelation*
(r=0,231 | (r=-0,081]| (r=-0,156 | (r=-0,060 | (r=0,113 | (r=0,052
p=0,313) | p=0,728) | p=0,500) [ p=0,797) | p=0,626) | p=0,823)
Tab. 17: Korrelationen der CRPus - Konzentration hamodialysierter Patienten (Gruppe 1)

/. entfallt
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Alter Sex GFR Hst Krea Alb HbA1¢
Keine Keine Keine Keine Keine Keine Keine
Korrelation* | Korrelation* | Korrelation* | Korrelation* | Korrelation* | Korrelation* | Korrelation*
(r=0,053 | (r=0,023 | (r=-0,143 | (r=0,057 | (r=0,143 | (r=-0,194 | (r=0,128
p=0,664) | p=0,849) | p=0,245) | p=0,642) | p=0,241) | p=0,116) | p=0,301)

HCY TAS Vit A Vit E MDA GSH
Keine Keine Keine Keine Keine Keine
Korrelation* | Korrelation* | Korrelation* | Korrelation* | Korrelation* | Korrelation*
(r=0,102 | (r=0,191 | (r=0,063 | (r=0,183 | (r=-0,111 | (r =-0,062
p=0,404) | p=0,117) | p=0,608) | p=0,132) | p=0,364) | p=0,612)

r: Korrelationskoeffizient
*Keine Korrelation auf dem Niveau von 0,05 oder 0,01.

p: Signifikanzniveau

Tab. 18: Korrelationen der CRPus - Konzentration nicht hdmodialysierter Patienten (Gruppe 2-5)
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6.8. Albumin

6.8.1. Verlauf
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Abbildung 13: Albumin

Gruppe 1: Hdmodialysierte Gruppe 2: GFR <20ml/min
Gruppe 3: GFR 20-50ml/min  Gruppe 4: GFR 50-80ml/min  Gruppe 5: GFR >80ml/min

*: Statistisch signifikanter Konzentrationsunterschied (p= 0,001) zu néachst héherer Gruppe

In Abbildung 13 sind die Verteilungen der medianen Albumin- Konzentration in

verschiedenen Stadien der diabetischen Niereninsuffizienz als Boxplots dargestellt.
Die hochste mediane Konzentration an Albumin im Serum zeigt sich bei Gruppe 6,

der niedrigste bei Gruppe 1. Alle Gruppe liegen mit ihrem Median innerhalb ces

physiologischen Bereiches von 34-48 g/l.
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Die statistische Analyse mittels Kruskal Wallis- und Mann- Whitney- U- Test zeigt bei
den nicht dialysierten Gruppen (2-5) von Gruppe zu Gruppe zur anderen ein

tendenzielles, aber nicht signifikantes Absinken der medianen Albuminkonzentration.

6.8.2. Korrelationen

Die Albumin-Konzentration wurde mit anderen Werten korreliert. Die Ergebnisse sind

in folgenden Tabellen zusammengefasst.

Alter Sex GFR Hst Krea | HbA1c
Keine Keine Keine Keine Keine
Korrelation* | Korrelation* / Korrelation* | Korrelation* | Korrelation*
(r=-0,321 | (r=-0,088 (r=-0,079 | (r=0,168 | (r=-0,067
p=0,156) | p=0,705) p=0,741) | p=0,468) | p=0,774)

CRPus | HCY TAS Vit A Vit E MDA GSH
Keine Keine Keine Keine Keine Keine Keine
Korrelation* | Korrelation* | Korrelation* | Korrelation* | Korrelation* | Korrelation* | Korrelation*
(r=-0,190 | (r=-0,070 | (r=0,268 | (r=0,335 | (r=0,232 | (r=0,018 | (r=-0,300
p=0,410) | p=0,764) | p=0,240) | p=0,138) | p=0,311) | p=0,938) | p=0,187)

Tab. 19: Korrelationen der Albumin- Konzentration hAmodialysierter Patienten (Gruppe 1)
r: Korrelationskoeffizient p: Signifikanzniveau /: entfallt
*Keine Korrelation auf dem Niveau von 0,05 oder 0,01.
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Alter Sex GFR Hst Krea | HbA1.
Keine Keine Keine
Korrelation* | Korrelation* Korrelation*
(r=-0,058 | (r=-0,018 | (r=0,357 | (r=-0,365 | (r=-0,335 | (r=-0,117
p=0,637) | p=0,881) p<0,01) p<0,01) p<0,01) p =0,352)
CRPus | HCY TAS Vit A Vit E MDA GSH
Keine Keine Keine Keine Keine Keine
Korrelation* | Korrelation* | Korrelation* | Korrelation* | Korrelation* | Korrelation*
(r=-0,194 | (r=-0,130 | (r=0,190 | (r=-0,133 | (r=0,142 | (r=0,211 | (r=0,334
p=0,116) | p=0,287) [ p=0,118) | p=0,275) | p=0,244) | p=0,082) p<0,01)

Tab. 20: Korrelationen der Albumin- Konzentration nicht dialysierter Patienten (Gruppe 2-5)
r: Korrelationskoeffizient

p: Signifikanzniveau

*Keine Korrelation auf dem Niveau von 0,05 oder 0,01.
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6.9. Homocystein

6.9.1. Verlauf
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Abbildung 14: Homocystein

Gruppe 1: Hamodialysierte  Gruppe 2: GFR <20ml/min
Gruppe 3: GFR 20-50ml/min  Gruppe 4: GFR 50-80ml/min  Gruppe 5: GFR >80ml/min

*: Statistisch signifikanter Konzentrationsunterschied (p= 0,5) zu nachst héherer Gruppe
*%: Statistisch hdchst signifikanter Konzentrationsunterschied (p= 0,001) zu nachst hdherer Gruppe

In Abbildung 14 sind die Verteilungen der medianen Homocystein- Konzentration in

verschiedenen Stadien der diabetischen Niereninsuffizienz als Boxplots dargestellt.

In allen Gruppen mit einer GFR von < 50ml/min (Gruppe 1-4) ist die Homocystein-
Konzentration im Plasma signifikant Gber den Normalwert von 12 pmol/l erhéht. Nur
der Median der Gruppe 5 lieg innerhalb des physiologischen Bereichs.

Der hochste mediane Homocysteinspiegel wurde bei den hamodialysierten

Patienten (Gruppe 1) gemessen, der niedrigste bei Gruppe 5.
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Gruppe 1-3 zeigen einen annahernd gleichen Median. Der Median der Gruppe 4 fallt
dann statistisch héchst signifikant, liegt aber immer noch tber dem Normalwert. Bei

Gruppe 5 fallt der Median noch einmal statistisch signifikant bleibt aber ebenfalls

innerhalb des Normalbereichs.

6.9.2. Korrelationen

Die Homocysteinkonzentration wurde mit anderen Werten korreliert. Die Ergebnisse
sind in folgenden Tabellen zusammengefasst.

Alter Sex GFR Hst Krea Alb HbA:; |CRPus
Keine Keine Keine Keine Keine Keine Keine
Korrelation* | Korrelation* / Korrelation* | Korrelation* | Korrelation* | Korrelation* | Korrelation*
(r=-0,388 | (r=-0,409 (r=-0,003 | (r=-0,109 | (r=-0,070 | (r=0,287 | (r=0,231
p=0,082) | p=0,065) p=0,990) | p=0,639) | p=0,764) | p=0,207) | p=0,313)

Vit B6 TAS Vit A VitE |VitB12 Fol MDA GSH
Keine Keine Keine Keine Keine
Korrelation* | Korrelation* | Korrelation* Korrelation* | Korrelation*
(r=-0,758 | (r=0,163 | (r=-0,112 | (r=-0,388 | (r=-0,647 | (r=-0,579 | (r=0,062 | (r=-0,066
p<0,001) | p=0,481) [ p=0,630) | p=0,082) p<0,01) [p<0,05) p=0,790) | p=0,775)

Tab. 21: Korrelationen der Homocystein- Konzentration hAmodialysierter Patienten (Gruppel)
r: Korrelationskoeffizient
*Keine Korrelation auf dem Niveau von 0,05 oder 0,01.

p: Signifikanzniveau

/. entfallt
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Alter Sex GFR Hst Krea Alb HbA:. | CRPus
Keine
Keine Keine Keine Korrelation
Korrelation* Korrelation* | Korrelation* *
(r=0,313 | (r=-0,027 | (r=-0,688 [(r=0,663 (r=0,653 | (r=-0,130 | (r=-0,011 | (r=-0,102
p<0,01) p = 0,824) p<0,001) p<0,001) p<0,001) p=0,287) | p=0,930) | p=0,404)
Vit B6 TAS Vit A VitE |VitB12 Fol MDA GSH
Keine Keine Keine Keine
Korrelation* | Korrelation* Korrelation* Korrelation*
(r=-0,132 | (r=0,215 | (r=0,557 | (r=-0,022 | (r=-0,281 | (r=-0,225 | (r=-0,243 | (r=-0,241
p=0,274) | p=0,071) p<0,001) p =0,853) p<0,05) p =0,072) p<0,05) p<0,05)

Tab. 22: Korrelationen der Homocystein- Konzentration nicht dialysierter Patienten (Gruppe 2-5)
r: Korrelationskoeffizient

*Keine Korrelation auf dem Niveau von 0,05 oder 0,01.

p: Signifikanzniveau
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6.10. Vitamin B6

6.10.1. Verlauf
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Abbildung 15: Vitamin B6

Gruppe 1: Hamodialysierte  Gruppe 2: GFR <20ml/min
Gruppe 3: GFR 20-50ml/min  Gruppe 4: GFR 50-80ml/min  Gruppe 5: GFR >80ml/min

In Abbildung 15 sind die Verteilungen der medianen Vitamin B6- Konzentration im
Serum in verschiedenen Stadien der diabetischen Niereninsuffizienz als Boxplots

dargestellt.

Alle  Gruppen liegen mit ihrer mittleren Konzentration innerhalb des
Referenzbereiches von 4,8-36,9ng/ml.

Die niedrigste mediane Vitamin B6- Konzentartion im Serum finden wir mit 7ng/ml bei
Gruppen 1, den hdchsten bei Gruppe 5. Die statistische Analyse mittels Kruskal
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Wallis- und Mann- Whitney- U- Test zeigt keine einheitliche Tendenz im Verlauf der
medianen Vitamin B6- Konzentration. Zwischen Gruppe 1, 2 und 3 kommt es
zunachst zu einem statistisch nicht signifikanten Anstieg des Medians. Zwischen
Gruppe 3 und 4 zeigt sich dann ein nicht signifikanter Abfall, bei Gruppe 5 steigt der

Median auf seine hochsten Wert.

6.10.2. Korrelationen

Die Vitamin B6-Konzentration wurde mit anderen Werten korreliert. Die Ergebnisse

sind in folgenden Tabellen zusammengefasst.

Alter Sex GFR Hst Krea
Keine Keine Keine Keine
Korrelation* | Korrelation* / Korrelation* | Korrelation*
(r=0,248 | (r=0,110 (r=0,032 | (r=0,301
p=0,522) | p=0,634) p=0,895) | p=0,185)

HCY |VitB12 Fol Alb
Keine
Korrelation*
(r=-0,758 | (r=0,552 | (r=0,832 | (r=0,363
p<0,001) p<0,01) p<,001) p =0,106)

Tab. 23: Korrelationen der Vitamin B6- Konzentration hdmodialysierter Patienten (Gruppe 1)
r: Korrelationskoeffizient p: Signifikanzniveau /: entfallt
*Keine Korrelation auf dem Niveau von 0,05 oder 0,01.
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Alter Sex GFR Hst Krea
Keine Keine Keine Keine Keine
Korrelation* | Korrelation* | Korrelation* | Korrelation* | Korrelation*
(r=0,082 | (r=-0,232 | (r=0,205 | (r=-0,171 | (r=-0,139
p=0,498) | p=0,051) | p=0,088) | p=0,154) | p=0,248)
HCY |VitB12 Fol Alb

Keine Keine
Korrelation* | Korrelation*
(r=-0,132 | (r=-0,026 | (r=0,606 (r=0,322
p=0,274) | p=0,834) p<0,001) p<0,01)

Tab. 24: Korrelationen der Vitamin B6-Konzentration nicht dialysierter Patienten (Gruppe 2-5)
r: Korrelationskoeffizient p: Signifikanzniveau
*Keine Korrelation auf dem Niveau von 0,05 oder 0,01.



6.11. Vitamin B12

6.11.1. Verlauf
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Abbildung 16: Vitamin B12

Gruppe 1: Hamodialysierte Gruppe 2: GFR <20ml/min
Gruppe 3: GFR 20-50mI/min  Gruppe 4: GFR 50-80ml/min  Gruppe 5: GFR >80ml/min

In Abbildung 16 sind die Verteilungen der medianen Vitamin B12- Konzentration im
Serum in verschiedenen Stadien der diabetischen Niereninsuffizienz als Boxplots

dargestellt.

Der Median aller Gruppen liegt innerhalb des physiologischen Bereichs von 211- 911
pg</ml. Die héchste mediane Konzentration an Vitamin B12 im Serum wei3en die
Patienten mit einer GFR von > 80ml/min (Gruppe 5) auf, die niedrigste Gruppe 3.
Zwischen Gruppe 1 und 2 kommt es zu einem nicht signifikanten Abfall der medianen

Vitamin B12- Konzentration. Gruppe 2, 3 und 4 zeigen einen fast gleichen Vitamin
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B12- Median. Zwischen Gruppe 4 und 5 kommt es dann zu einem Anstieg der

Vitamin B12 — Konzentration auf den hochsten gemessenen Wert.

6.11.2. Korrelationen

Die Vitamin B12-Konzentration wurde mit anderen Werten korreliert. Die Ergebnisse

sind in folgenden Tabellen zusammengefasst.

Alter Sex GFR Hst Krea
Keine Keine Keine Keine
Korrelation* | Korrelation* / Korrelation* | Korrelation*
(r=0,231 | (r=0,220 (r=0,044 | (r=0,007
p=0,315) | p=0,337) p =0,855) | p=0,975)

CRPus | Hcy | VitB6 Fol Alb
Keine Keine
Korrelation* | Korrelation*
(r=0,074 | (r=0,074 | (r=0,552 (r=0,507 | (r=0,146
p<0,001) p<0,01) p<0,01) p=0,054) | p=0,529)

p: Signifikanzniveau

Tab. 25: Korrelationen der Vitamin B12-Konzentration hamodialysierter Patienten (Gruppe 1)
r: Korrelationskoeffizient
*Keine Korrelation auf dem Niveau von 0,05 oder 0,01.

/. entfallt



Alter Sex

GFR Hst Krea
Keine Keine Keine Keine Keine
Korrelation* | Korrelation* | Korrelation* | Korrelation* | Korrelation*
(r=-0,116 | (r=0,061 | (r=0,165 | (r=-0,190 | (r=-0,146
p=0,338) | p=0,615) | p=0,175) | p=0,115) | p=0,228)
HCY | VitB6 Fol Alb
Keine Keine Keine
Korrelation* | Korrelation* | Korrelation*
(r=-0,281 | (r=0,026 | (r=0,140 | (r=0,196
p<0,05) | p=0,834) | p=0,268) | p=0,108)

p: Signifikanzniveau

Tab. 26: Korrelationen der Vitamin B12-Konzentration nicht dialysierter Patienten (Gruppe 2-5)
r: Korrelationskoeffizient

*Keine Korrelation auf dem Niveau von 0,05 oder 0,01.

/: entfallt
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6.12. Folsaure

6.12.1. Verlauf
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Abbildung 17: Folsaure

Gruppe 1: Hamodialysierte Gruppe 2: GFR <20ml/min
Gruppe 3: GFR 20-50ml/min  Gruppe 4: GFR 50-80ml/min  Gruppe 5: GFR >80ml/min

In Abbildung 17 sind die Verteilungen der medianen Folsaure- Konzentration in

verschiedenen Stadien der diabetischen Niereninsuffizienz als Boxplots dargestellt.

Der Median aller Gruppen liegt innerhalb des physiologischen Bereichs von 2.4-14.6
ng/ml. Die hochste mediane Folsaure- Konzentration im Serum zeigt Gruppe 5, die
niedrigste Gruppe 1.

Die statistische Analyse mittels Kruskal Wallis- und Mann- Whitney- U- Test zeigt fur
die nicht dialysierten Patienten (Gruppe 2-5) eine Tendenz zu einem Abfall der
medianen Konzentration an Folsdure von einer Gruppe zu anderen. Diese

Veranderungen sind statistisch nicht signifikant.
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6.12.2. Korrelationen

Die Folsaure-Konzentration wurde mit anderen Werten korreliert. Die Ergebnisse

sind in folgenden Tabellen zusammengefasst.

Alter Sex GFR Hst Krea
Keine Keine Keine Keine
Korrelation* | Korrelation* / Korrelation* | Korrelation*
(r=0,289 | (r=0,217 (r=0,411 | (r=0,047
p=0,296) | p=0,438) p=0,144) | p=0,869)

HCY |VitB12| Vit B6 Alb
Keine Keine
Korrelation* Korrelation*
(r=-0,579 | (r=0,507 | (r=0,832 (r=0,513
p<0,05) p =0,054) p<0,001) p =0,051)

Tab. 27: Korrelationen der Vitamin Folsdure-Konzentration hdmodialysierter Patienten (Gruppe 1)

r: Korrelationskoeffizient p: Signifikanzniveau /: entfallt
*Keine Korrelation auf dem Niveau von 0,05 oder 0,01.
Alter Sex GFR Hst Krea
Keine Keine Keine Keine Keine
Korrelation* | Korrelation* | Korrelation* | Korrelation* | Korrelation*
(r=-0,039 | (r=-0,003 | (r=0,224 | (r=-0,220 | (r=-0,200
p=0,758) | p=0,979) | p=0,075) | p=0,078) | p=0,111)
HCY |VitB12| VitB6 Alb
Keine Keine
Korrelation* | Korrelation*
(r=-0,225 | (r=0,140 | (r=0,606 | (r=0,364
p=0,072) | p=0,268) | p<0,001) p<0,01)

Tab. 28: Korrelationen der Folsaure-Konzentration nicht dialysierter Patienten (Gruppe 2-5)
r: Korrelationskoeffizient p: Signifikanzniveau
*Keine Korrelation auf dem Niveau von 0,05 oder 0,01.
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7. Diskussion

Diabetes mellitus ist ein starker Risikofaktor flr das friihzeitige Fortschreiten eines
verstarkten atherosklerotischen Prozesses. Ishimura et al konnten zeigen, dass eine
verminderte renale Funktion bei Typ 2 Diabetikern die Atherosklerose zusatzlich
verstarkt und die chronische Niereninsuffizienz an sich ein signifikanter,
unabhéangiger Risikofaktor fur die Entwicklung einer Carotisstenose ist (Ishimura et
al., 2001).

Homocystein ist ein unabhéangiger Risikofaktor fur Herz- und Kreislauferkrankungen.
GSH und MDA sind Marker des oxidativen Stressstoffwechsels. MDA tragt selbst zur
Atherogenese bzw. zur Induktion einer, die Atherogenese unterhaltenden
Entztindung bei. Die Rolle der Entziindungsmediatoren, allen voran des CRP an der
Aherogenese wurde in den letzten Jahren zunehmend untersucht. Die
Supplementation antioxidativ wirkender Vitamine und Folsdure als anti-
atherosklerotische Prophylaxe bei chronisch niereninsuffizienten Patienten wird seit
vielen Jahren mit unterschiedlichen Ergebnissen, untersucht.

Die Hohe des HbA;. dient nicht nur der Langzeitkontrolle des Diabetes mellitus,
sondern lasst sich auch, als Produkt eines oxidativen Vorgangs, als Marker
heranziehen. Das totale antioxidative Potential dient zur Uberprifung der Fahigkeit
des Kdorpers sich gegen die oxidativen Angriffe zu wehren.

In dieser Arbeit soll gezeigt werden, wie sich die Konzentrationen dieser
unterschiedlichen Marker mit dem Stadium der Nierenfunktionseinschrankung bei

Diabetikern verandern.

7.1. Malondialdehyd

Studien der letzten Jahre lieRen keinen Zweifel an der Tatsache, dass es zu
verstarktem oxidativen Stress bei dialysierten und pra- dialysierten Patienten kommt.
Unsere Auswertung, die den Verlauf der MDA- Konzentration in verschiedenen
Stadien der diabetischen Nephropathie untersucht, ergab, dass es nicht zu einem

kontinuierlichen Anstieg der TBA-RS bei diabetischer Niereninsuffizienz kommt.
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Damit unterscheiden sich unsere Ergebnisse von denen von Mimic- Oka, der den
Verlauf der MDA- Konzentration bei nicht- dialysierten chronisch niereninsuffizienten
Patienten in verschiedenen Stadien der Niereninsuffizienz und bei hdmodialysierten
Patienten (alles keine Diabetiker!) untersuchte (Mimic- Oka et al.,1992 und Mimic-
Oka et al.,1999). Die Arbeitsgruppe konnte zeigen, dass es bei nicht- Diabetikern zu
einem signifikanten Anstieg der MDA- Konzentration von einer Gruppe zu anderen
kommt und die héchsten Werte bei HD- Patienten zu finden sind.

Unsere Ergebnisse zeigen die hdchsten MDA- Werte fir die Gruppe 5 (GFR
>80ml/min). Im weiteren Verlauf kommt es zu einem Abfall der medianen MDA-
Konzentration, bis diese erneut zwischen Gruppe 3 und 2 (GFR <20ml/min)
statistisch signifikant ansteigt. Die Gruppe der hdmodialysierten Diabetiker zeigt dann
wieder einen Abfall der medianen MDA- Konzentration. Damit stehen unsere
Ergebnisse im Einklang mit denen von Lucchi et al., die ebenfalls zeigen konnten,
dass es bei Patienten mit einer C¢, >20 ml/min keine signifikanten Unterschiede in der
MDA- Konzentration im Vergleich zur gesunden Kontrollgruppe kommt. Erst bei
Patienten mit C¢; <20 ml/min steigt die MDA- Konzentration des Plasmas signifikant
an. Uber eine Normalisierung der MDA- Werte wurde bei den Hamodialyse-
Patienten berichtet (Lucchi et al., 1993).

Uber die Ursachen dieser Beobachtung herrscht in der Literatur noch Uneinigkeit.
Der TBA- RS Test ist nicht spezifisch und zahlreiche Substanzen, wie Aminosauren,
Biliverdin, Prostaglandine, Hamoglobin und sogar Harnstoff kbnnen ebenso mit
Thiobarbiturséaure reagieren, wie MDA und 4- Hydroxynonenal. Allerdings wurde der
Test bei zahlreichen Studien angewandt. (Fink et al., 1986; Lunec et al., 1981;
Halliwell et al., 1987; Taccone- Gallucci et al., 1986). Auch alimentare Ursachen wie
die direkte Aufnahme von Lipidperoxidationsprodukten, z.B. Uber Fischdl werden
diskutiert (Patienten, die Fisch-Ol zu sich nehmen zeigten einen Anstieg des MDA-
Spiegel, nicht so sehr durch vermehrte endogene Lipidperoxidation, sondern eher
durch direkte MDA- Aufnahme uber das Ol). Auch der Verdacht, dass die MDA-
Veranderungen auf eine Dyslipoproteinamie zurtickzufiihren sind, Iasst sich hier nicht
halten. Der Anstieg des MDA wurde erst in der Gruppe mit der schlechtesten
Nierenfunktion festgestellt, wahrend sich Lipoprotein- Verdnderungen bei chronischer
Niereninsuffizienz bereits viel friher manifestieren (Altman et al., 1991). AuRerdem

konnte Lucchi zeigen, dass es zu einem Abfall der MDA- Konzentration bei
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hamodialysierten Patienten kommt, ohne dass sich Veranderungen im Lipidprofil
ergeben (Lucchi et al., 1993).

Die enge Beziehung zwischen dem CRP- Metabolismus und oxidativem Stress
wurde bereits oben beschrieben. Bei unseren Untersuchungen konnten wir keine
Korrelationen zwischen Malondialdehyd und HbAl., als Markern des oxidativen
Stress finden. Auch eine Korrelation zwischen Malonaldehyd und CRP, Homocystein
oder den Markern der antioxidativen Abwehr (TAS, Vitamin E, Glutathion) waren

nicht nachzuweisen.

Zahlreiche Studien der letzten Jahre konnten verstdrken oxidativen Stress bei
Dialyse und nicht dialysierten chronisch niereninsuffizienten Patienten zeigen. Dabei
stellt sich die Frage, ob es zu einem kontinuierlichen Anstieg der Endprodukte der
Lipidperoxidation in Korrelation zur zunehmenden Einschréankung der Nierenfunktion
bei Diabetikern kommt. Unsere Beobachtungen tber den Verlauf der Marker der
Lipidperoxidation haben nun gezeigt, dass es diesen kontinuierlicher Zunahme nicht
gibt. Erst in einem sehr spaten Stadium der chronischen Niereninsuffizienz (ab einer
GFR von unter 20ml/min) kommt es zu einem Anstieg der MDA-
Plasmakonzentration.

Wir haben verschieden mogliche Ursachen dafur diskutiert. Die wahrscheinlichste
scheint jedoch zu sein, dass der Anstieg der Endprodukte der Lipidperoxidation nicht
nur durch vermehrten oxidativen Stress, sondern auch durch eine verzbgerte
Ausscheidung, die zu einer Akkumulation der Aldehyde fihrt, verursacht ist.
Allerdings wurde keine Korrelation zwischen MDA und der GFR gefunden. Der
Konzentrationsabfall bei den hamodialysierten Patienten koénnte durch die

regelmalige Entfernung der MDA durch die Dialyse-Therapie zustande kommen.

7.2. HbA;¢

Die Rolle des HbA;; im Metabolismus der AGE wurde bereits erlautert. Mehrere
Studien haben sich mit der Rolle der AGEs bei Diabetikern, hAmo- und nicht-
dialysierten Patienten beschaftigt. Keine Studie war nach unseren Recherchen
jedoch zu finden, die sich mit dem Verlauf des HbA;; in verschiedenen Stadien der
diabetischen Nephropathie befasste.
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Aso et al. konnte fur Diabetiker eine Korrelation zwischen HbA;; und Serum- AGEs
feststellen und zeigt damit, dass eine schlechte Blutzuckereinstellung zur verstarkten
Synthese der AGEs wesentlich beitragt (Aso et al., 2000). Diese Ergebnisse werden
bestatigt durch Makita et al.. Dieser teilte seinen Diabetiker in 3 Gruppen ein
(Diabetiker mit normaler Nierenfunktion, Diabetiker mit erhéhtem Kreatinin,
hamodialysierte Diabetiker). Er konnte zeigen, dass es sowohl zu einem Anstieg des
HbA1¢, als auch der Serum AGEs mit abnehmender Nierenfunktion kommt (Makita et
al., 1991). Die Folge ist die frihzeitige Entwicklung mikro- und makroangiopathischer
Schéden bei Diabetikern. Shimoike et al. hingegen kann diese Korrelation zwischen
HbA1:. und AGEs nicht finden. Dies legt den Schluss nahe, dass die erhéhten AGE-
Konzentrationen und ihre Folgen, bei Diabetikern eher Ursache einer verminderten
renalen Exkretion sind (Shimoike et al., 2000).

Unsere Ergebnisse zeigen nun fir alle Patientengruppen eine mediane HbAjc-
Konzentration, die Gber dem fir Diabetiker angestrebten Zielwert von 5,8% liegt. Bei
den nicht dialysierten Patientengruppen ist der mediane HbA;. fur alle Gruppen
nahezu gleich. Bei den dialysierten Diabetikern kommt es dann zu einem
signifikanten Abfall des HbA;.. Da wir die AGEs in unserer Studie nicht gemessen
haben, ist keine Aussage dartber méglich, ob eine Korrelation zwischen ihnen und
dem HbA; .- Wert besteht. Wir kénnen nicht sagen, ob in den unterschiedlichen
Stadien der diabetischen Nephropathie die AGEs ansteigen, oder wie das HbA;.
annahernd gleich bleiben. Wir kénnen nur sehen, dass der HbA;¢ nicht assoziiert ist,
an das Ausmalfi der Nierenfunktionseinschrankung. Dieses Ergebnis spricht eher fur
die Theorie Shimoikes, lasst sich aber nicht mit absoluter Sicherheit untermauern.
Die unterschiedlichen Anséatze Shimoikes und Asos zur Erklarung erhdhter AGE-
Spiegel bei Diabetikern bedarf damit noch weiterer Abklarung.

Fur das HbA:. konnten, weder fur die dialysierten, noch fir die nicht- dialysierten

Diabetiker, Korrelationen mit anderen Marker nachgewiesen werden.

7.3. Glutathion

GSH gehort zu den wichtigsten und wirkungsvollsten physiologischen Thiol(SH-)-
Verbindungen der Zellen. Es ist ein nicht- enzymatisch wirkendes Antioxidans, das

die Zellen gegen die zerstérenden Einwirkungen der ROS und anderen toxischen
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Verbindungen schuitzt. Hat die Lipidperoxidation breites stattgefunden, spielt es als
wichtigster Thiolgruppendonator im Metabolismus der peroxidierten Aldehyde eine
entscheidende Rolle und schitzt biologische Strukturen gegen deren Angriff.

Keine Studie befasste sich nach unseren Recherchen bisher mit der Darstellung des
GSH- Verlaufs in verschiedenen Stadien der diabetischen Nephropathie. Selvaraj et
al. fanden erniedrigte GSH- Spiegel bei nicht- dialysierten CRF- Patienten (Selvraj et
al., 2002). Ceballot- Picot et al. konnten erniedrigte GSH- Konzentrationen bei
hamodialysierten Patienten nachweisen. AufRerdem fanden sie eine Korrelation
zwischen der GSH Konzentration und dem Ausmald des chronischen
Nierenversagens. (Ceballot-Picot et al.,, 1996). Die Ergebnisse unserer Studie
bestéatigen diese Beobachtungen. Sie zeigen einen Abfall der GSH- Konzentration
von einer Gruppe zur néchsten und eine Korrelation der GSH- Konzentration mit der
GFR bei den nicht- dialysierten Patienten. Die niedrigste mediane Konzentration an
GSH weisen die Leukozyten unserer hamodialysierten Patienten auf. Der
Konzentrationsabfall konnte sowohl an einer verminderten GSH- Synthese, als einem
Nebeneffekt der Urdmie, als auch an einem Anstieg des GSH- Verbrauchs, bei
verstarktem oxidativen Stress, liegen. Auch ein Mangel an NAD(P)H, welches zur
Reduktion des GSH essentiell ist, ware denkbar. NAD(P)H wird bei der Entstehung
von Radikalen, durch die NAD(P)H- Oxidase in Granulozyten massiv verbraucht. Es
steht damit der GSH- Reduktion nicht mehr zu Verfiigung (Babior et al., 1984). Eine
zunehmende ROS- Produktion, die mit der Abnahme der Nierenfunktion korreliert
konnte so indirekt einen Abfall des reduzierten GSH verursachen.

Schettler at al. zeigten einen GSH- Verlust in Granulozyten bei hamodialysierten
Patienten, sowie einen Verlust der granulozytdren GSH- Konzentration wahrend
einer Dialyse- Therapie (Schettller at al., 1998). Chronische Dialyse per se scheint
also ebenfalls zu einem intrazellularen GSH Verlust beizutragen und erklart die
niedrige Konzentration an GSH in den Leukozyten unserer hamodialysierten
Patienten.

Zusammenfassend ist zu sagen, dass wohl anscheinend sowohl die Uramie, als
auch das Verfahren der Dialyse zu einem Verlust an Glutathion in Leukozyten
beitragt. Die einzelnen Mechanismen bedirfen jedoch noch  weiterer
Untersuchungen. Die Frage ob sich die Verminderung des GSH- Gehalts in den
Leukozyten Ursache oder Folge eines vermehrten oxidativen Stress bei chronisch

Nierenkranken ist, wird auch in der Literatur nicht abschlie3end geklart. Auch die von
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uns gefundenen Kaorrelationen der medianen GSH- Konzentration in den Leukozyten
bei den Patienten der nicht dalysierten Gruppen mit Homocystein, Vitamin A und
Albumin untermauert eher die Mdoglichkeit der Folge eines Abfalls antioxidativ
wirkender Mechanismen bei chronisch nierenkranken Diabetikern, ohne einen
wirklichen abschlieRenden Beweis daflir zu erbringen. Eine Korrelation mit MDA oder

HbA:. konnte hingegen nicht gefunden werden.

7.4. Vitamin E

Studien der letzten Jahre unterstreichen zunehmend die Bedeutung des Vitamin E
als wichtiger Gegenspieler des verstarkten oxidativen Stress bei hamodialysierten
und pra-Dialyse Patienten (Galli et al., 1999). Vitamin E unterbricht nicht nur die
Kettenreaktion der Lipidperoxidation, sondern schitzt auch Plasma-Thiole und
Glutathion vor der Oxidation (Buoncristiani et al.,, 1997). In Vitro konnte gezeigt
werden, dass Vitamin E Hydroxyperoxide abfangt und die Lipidperoxidation Uber
enzymatische, wie auch nicht- enzymatische Mechanismen reguliert (Upston et al.,
1999). In vivo ist die Rolle des Vitamin E am Schutz vor Lipidperoxidation noch nicht
eindeutig geklart (Keany et al., 1999; Upston et al., 1999). Es wird vermutet, dass es
sowohl als klassisches Antioxidans reagiert, aber auch Uber andere biologische
Mechanismen eine anti- atherogene Rolle einnimmt. So kann es zum Beispiel die
Proliferation der endothelialen Komponenten der Atherogenese (Endothelzellen,
glatte Muskulatur und ortsansdssige Makrophagen) kontrollieren. Das lipohile
Antioxidans vermindert somit die Entstehung der Atherosklerose bei chronisch
nierenkranken Diabetikern bereits in friihen Stadien der Niereninsuffizienz.

Fiar chronisch nierenkranke Patienten konnte Galli kurzlich zeigen, dass Vitamin E
die ROS Produktion, induziert durch Neutrophilen-Kontakt mit der Dialyse-Membran,
vermindert (Galli et al., 1998). Die Ergebnisse unserer Studie zeigen fur jede Gruppe
einen Vitamin E-Spiegel im normalen Bereich. Dies bestatigt die Ergebnisse
zahlreicher friherer Studien (Clermont et al., 2000; Porrini et al., 1989; Hultquist et
al.,1997; Nguyen Khoa et al., 1999). Zwischen den einzelnen Gruppen der nicht-
dialysierten Diabetiker (Gruppe 2- 5) ist kein Unterschied im Median der Vitamin E-
Konzentration zu erkennen. Erst bei den Hamodialyse-Patienten kommt es zu einem

nicht signifikanten Abfall der Vitamin E-Konzentration.
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Mehrere klinische Studien untersuchten den Effekt einer Vitamin E- Substitution bei
hamodialysierten und nicht- dialysierten nierenkranken Patienten. Die Ergebnisse
sind kontrovers. Die CHAOS (Cambridge Heart Antioxidant Study) und die SPACE-
Studie (Secondary Prevention with Antioxidants of Cardiovascular Disease in End-
Stage Renal Disease), konnte bei den 196 untersuchten Dialyse- Patienten eine
deutliche Verminderung des Herzinfarkt- Risikos feststellten, die mit 800 |U/d Vitamin
E behandelt wurden. Patienten, die mit einer, mit Vitamin E beschichtete
Dialysemembran behandelt wurden, zeigten vermindert oxidativen Stress. Die so
beschichteten Dialysemembranen scheinen in ihrem oxidativen Effekt einer oralen
Vitamin E Therapie sogar Uberlegen zu sein (Mydlik et al., 2001). Auch Jialal konnten
kirzlich bei Diabetikern wiederum einen sehr guten therapeutischen Effekt einer
hochdosierten Vitamin E- Therapie auf die Lipidperoxidation und die Synthese pro-
inflammatorischer Cytokine feststellen (Jialal et al., 2002).

In der HOPE- Studie hingegen zeigten die Patienten die Tendenz, eine CVD, bei
gleichzeitig normalen Vitamin E- Konzentrationen im Plasma, zu entwickeln. Diese
Beobachtung legt den Verdacht nahe, dass im Zustand der Urdmie und Hamodialyse
das Vitamin E keine Rolle als antioxidativer Verteidigungsmechanismus darstellt. Der
Sinn einer Vitamin E- Therapie bei pra- Dialyse und Dialyse- Patienten bleibt also
weiter umstritten. Bei normalen Vitamin E- Spiegeln wird eine gezielte Therapie mit
hoch-dosiertem, oral verabreichten Vitamin E nicht generell empfohlen (Weiss,
2001).

Eine Korrelation besteht sowohl fur die h&modialysierten, wie auch die nicht

dialysierten Diabetiker mit dem antioxidativ wirkenden Vitamin A.

7.5. Vitamin A

Fur das lipophile, antioxidativ wirkende Vitamin A konnte gezeigt werden, dass es
Lipide vor der Oxidation schitzt und die endogene Aktivitdt antioxidativer Enzyme
reguliert (Ciaccio et al., 1993). Merzouk et al. konnten eine signifikant niedrigere
Vitamin A- Konzentration bei Typ 1 und Typ 2 Diabetikern im Vergleich zur gesunden
Kontrollgruppe zeigen (Merzouk et al., 2003). Ha et al. hingegen fand mit seiner
Arbeitsgruppe eine, bei chronisch niereninsuffizienten Patienten, signifikant erhéhte

Vitamin A- Konzentration im Serum (Ha et al., 1996). Auch Mydlik et al. zeigten eine
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erhohte Serumkonzentration an Vitamin A bei nicht dialysierten und dialysierten
Patienten (Mydlik et al., 1977). Keine Studie befasste sich nach unseren
Recherchen, bisher mit der Untersuchung des Verlaufs der Vitamin A- Konzentration
in verschiedenen Stadien der diabetischen Nephropathie.

Unsere Ergebnisse zeigen, dass die mediane Vitamin A — Konzentration, ab einer
Nierenfunktionseinschrankung von <50ml/min GFR (Gruppe 1, 2 und 3), Uber dem
physiologischen Bereich liegt. Zwischen Gruppe 3 und 4 zeigt sich ein hochst
signifikanter Anstieg der medianen Vitamin A- Konzentration. Tendenziell kommt es
zu einem Anstieg der Vitamin A- Konzentration von einer Gruppe zur nachsten. Die
hdchsten Konzentrationen finden sich dann bei den hamodialysierten Diabetikern.
Diese Ergebnisse sind erklarbar, wenn man bedenkt, dass Retinol (Vitamin A) im
Serum an das Retinol bindende Protein (RBP) gebunden ist. RBP ist an der
Freisetzung und dem Transport des Retinols aus der Leber beteiligt. Die
Konzentrationen an RBP korrelieren mit der Serum Vitamin A- Konzentration (Jaconi
et al., 1995). RBP ist ein niedrig molekulares Protein (21 kDA). Diese werden
normalerweise durch glomerulére Filtration ausgeschieden. Bei Niereninsuffizienz ist
die glomerulére Filtration nun eingeschrankt und die niedrig molekularen Protein
werden folglich nicht mehr filtriert. Die Folge ist ein Anstieg des RBP im Serum
(Mogielnicki et al., 1971 und Berggard et al.,1970) und mit ihm die Vitamin A-
Konzentration. Denkbar ist auch eine Akkumulation des Retinols durch
Veranderungen in dessen oxidativer Verstoffwechselung. Diese Mdglichkeit wurde
von DeBevere ( DeBevere et al., 1981) untersucht und ausgeschlossen. Auch die
Korrelation zwischen Vitamin A und der GFR fir die nicht- dialysierten Diabetiker
zeigt: je schlechter die Nierenfunktion, desto hoher die Vitamin A- Konzentration im
Serum. Eine Notwendigkeit zur Vitamin A- Supplementation bei chronisch
niereninsuffizienten Diabetikern scheint somit nicht gegeben zu ein.

Ondreicka et al. und Anzulovich et al. zeigten eine Korrelation zwischen der Vitamin
A-Konzentration des Serums und Malondialdehyd (Ondreicka et al.,1998 und
Anzulovich et al., 2000). Diese Beobachtung konnten wir weder fir unsere
hamodialysierten, noch fir unserer nicht- dialysierten Patienten bestatigen. Die
Vitamin A- Konzentration der héamodialsyierten Patientengruppe zeigt eine
Korrelation mit der Vitamin E — Konzentration. Fir die nicht dialysierten Patienten
besteht zusatzlich noch eine Korrelation mit GSH, Homocystein und dem totalen

antioxidativen System.
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7.6. Totales antioxidatives System

Das totale antioxidative System umfasst einen ganze Reihe intra- und extrazellularer
Enzyme und Molekiile, die in ihrer Gesamtheit eine entscheidende Rolle beim Schutz
des Organismus vor dem Angriff durch ROS darstellt.

Unsere Ergebnisse zeigen eine Konzentration des totalen antioxidativen Systems
(TAS), die fur alle Gruppen im Normalbereich liegen. Bei den pradialysierten
Gruppen 3-5 gibt es keinen Unterschied in der medianen Konzentration. Erst wenn
die GFR auf Werte unter 20 ml/min fallt (Gruppe 2) kommt es zu einem signifikanten
Anstieg der medianen TAS- Konzentration. Bei den hamodialysierten Patienten
kommt es dann noch einmal zu einem Anstieg der TAS. Dieses Ergebnis wird
weitgehend bestatigt durch Jackson et al. (Jackson et al.,1995) und Annuk et al.
(Annuk et al., 2001), die zeigen konnten, dass nicht dialysierte CRF- Patienten, im
Vergleich zu gesunden Kontrollgruppe, keine unterschiedlichen Konzentrationen in
der antioxidativen Kapazitat aufweisen.

Obwohl die Ergebnisse der Messung des GSH- Gehalts in Leukozyten gezeigt hat,
dass es dort zu einer Verminderung des antioxidativ wirkenden Glutathion in
Abhangigkeit vom Ausmass der Nierenfunktionseinschrankung kommt, scheint die
Gesamtheit der antioxidativen Mechanismen im Plasma nicht vom vermehrten
oxidativen Stress beeinflusst zu sein. Fir diese Theorie sprechen auch die
Ergebnisse der medianen Vitamin E und A — Konzentrationen im Plasma. Die
Vitamin E Konzentration des Plasmas zeigt keine Veranderungen zwischen den
Gruppen. Die Vitamin A- Konzentration steigt sogar von einer Gruppe zur anderen
tendenziell leicht an. Die Diskrepanz kénnte auch ihre Ursache in der Tatsache
haben, dass gerade Leukozyten auch von vermehrtem oxidativen Stress betroffen
sind. Leukozyten produzieren im Rahmen des ,respiratory burst‘ bei Aktivierung
massiv Radikale und sind daher auch als einer der ersten Zellen von den
Einwirkungen der Radikalen betroffen. Dieser Effekt ist an einem Absinken der
Konzentration an reduziertem Glutathion in Leukozyten zu sehen, wéhrend
weitergehende Schéadigungen (z. B. Lipidperoxidation; siehe MDA) durch die
reaktiven Sauerstoffspezies von anderen antioxidativen Mechanismen des totalen

antioxidativen Systems relativ gut abgefangen werden.
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7.7. C-reaktives Protein und Albumin

Unsere Ergebnisse zeigen den hochsten CRP- Spiegel fur die hamodialysierten
Patienten. Der Median dieser Gruppe liegt bei 7,5mg/l und damit deutlich Gber dem
Normalwert von 5,0 mg/l. Unsere pra- Dialyse Patienten liegen mit dem Median ihres
CRP- Spiegels alle innerhalb des physiologischen Bereichs. Zwischen den Gruppen
konnte kein signifikanter Konzentrationsunterschied gezeigt werden. Dennoch fallt
auf, dass es von einer Gruppe zur anderen mit abnehmender Nierenfunktion zu
einem Anstieg des CRP im Serum kommt. Pecoits- Filho et al. konnten in ihrer Arbeit
diesen Trend bestatigen. Sie fanden einen signifikanten Anstieg des CRP- Median
von einer Gruppe Patienten mit einer GFR von >6,5ml/min zu einer zweiten Gruppe
mit einer GFR <6,5ml/min (Pecoits- Filho et al., 2003).

Ridker et al. (Ridker et al., 1997) konnten zeigen, dass erhéhte CRP- Spiegel eine
Vorhersage uber zuklnftige Herzinfarkte und ischamische Hirninfarkte erlauben.
Maseri et al. (Maseri et al., 1997) bestétigten eine starke Korrelation zwischen dem
CRP- Spiegel und dem Ausmald der atherosklerotischen Veranderungen. Die
Autoren postulieren eine direkte Verbindung zwischen dem CRP- Spiegel und der
Schwere des atherosklerotischen Prozesses.

Aufgrund dieser Erkenntnisse stellt sich nun die Frage, wie es zu dieser Zunahme
des CRP- Levels bei abnehmender Nierenfunktion und den tber den Normalwert
erhohten CRP- Spiegel bei Hamodialyse- Patienten, kommt. Die von uns
beobachtete Tendenz eines ansteigenden CRP- Spiegels bei pra- Dialyse Patienten
legt den Verdacht nahe, dass auch von der Dialyse unabhangige Faktoren flr einen
Anstieg des CRPs verantwortlich sind.

Die Rolle der Niere im Zytokin- Metabolismus wurde von Hession et al. (Hession et
al.,1987) entdeckt. Das Tamm- Horsefall Glycoprotein der Niere reguliert die Aktivitat
solch potenter Zytokine wie IL-1 und TNF- a, die an der Stimulation der hepatischen
CRP- Synthese beteiligt sind. Diese Entdeckung lasst den Schluss zu, dass eine
verminderte Nierenfunktion zu einer verminderten Clearance und damit einer
Akkumulation dieser Zytokine fiihrt. Die Folge ist eine anhaltende Stimulation der
CRP- Synthese. Panichi et al. (Panichi et al.,2000) sprechen von einer verminderten
renalen Clearance des C-reaktiven Proteins selbst. Die abnehmende Nierenfunktion
ware damit entscheidenden Faktor des zunehmenden proinflammatorischen Status

bei der Uramie.
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Mehrere Studie zeigen, dass proinflammatorisxche Cytokine in pra- dialysierten
uramischen Patienten, aber auch in Dialyse-Patienten erhdht sind. (Herbelin et
al.,1991 und Pereira et al., 1994). Die Uramie per se scheint einen persistierenden
proinflammatorischen Zustand zu verursachen.

Auch andere, nicht dialyse-abhéngige Faktoren, werden als Ursache eines
zunehmenden Entzindungszustandes bei Uramie diskutiert. Eine abnehmende
Nierenfunktion fuhrt zur Akkumulation von Stoffen, die die Entziindungreaktion
verstarken konnen.

Zu diesen so genannten endogenen Faktoren gehoéren:

? Angiotensin Il,
? LPS,

? AGEs,

? Lipoprotein (a) ,

? ox-LDL etc.

Diese Faktoren sind in der Lage, freie Sauerstoffradikale (O,") zu bilden. Oxidativer
Stress stimuliert Zellen, vor allem das Endothel, 1I-6, den wichtigsten Aktivator der
hepatischen CRP- Synthese, zu synthetisieren (Wanner et al.,2002)

Den hdochsten CRP- Spiegel weisen in unserer Studie die Patienten der
Hamodialyse-Gruppe auf. Der Median (7,5mg/l) liegt deutlich Gber dem Normalwert
von 5,0mg/l. AuRer den oben genannten nicht dialyse-abhéngigen Ursachen eines
erhbhten CRP- Spiegels kommen bei Hamodialyse Patienten noch eine Reihe von
diaylsebedingter Ursachen hinzu, die diesen deutlich erhéhten CRP- Wert erklaren

helfen:

? Eine Monozytenaktivierung bei Kontakt mit der Diaylsemembran (Zaoui et
al.,1994)

? durch Kontakt mit Lipopolysacchariden auf der Membran werden Zellen
stimuliert, vermehrt Zytokine auszuschitten und die Entziindungskaskade in

Gang zu setzen (Lonnemann et al., 1990).
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Als weitere Faktoren werden diskutiert:
? Bioinkompatible Dialysemembranen (Schouten et al., 2000)
? Ruckfiltration unsteriler Dialysatflissigkeit (Panichi et al., 2000), aber auch
? der vaskulare Zugang (Kaysen et al., 1997) und
? unerkannte Infekte, wie sie gerade bei Diabetikern gehauft vorkommen
(Quereshi et al.,1998).

In unserer Studie konnte weder fur unserer Patienten mit chronischer
Niereninsuffizienz noch fur die Hamodialyse- Patienten eine Korrelation zwischen
CRP und Serum-Albumin  nachgewiesen werden. Der Median der
Albuminkonzentration liegt fur alle Gruppen im normalen Bereich. Allerdings ist eine
Tendenz erkennen, dass der S-Albumin-Spiegel von Gruppe zu Gruppe abfallt. Diese
Beobachtung eines sinkenden Albuminspiegels bei zunehmendem CRP- Spiegel
passen zu den Beobachtungen von Ortega et al., Panichi et al. und Stenvinkel et al.,
die eine zunehmende Hypoalbumindmie und Zeichen einer zunehmenden Akute-
Phase- Antwort bei sich verschlechternder Nierenfunktion zeigen konnten. (Ortega et
al., 2002; Panichi et al., 2000 und Stenvinkel et al., 1999). Eine Korrelation zwischen
der GFR und Albumin besteht aber nicht.

Proinflaamtorische Zytokine (Interleukine und TNF-a) scheinen eine Akute- Phase-
Antwort der Leber, mit ansteigenden CRP- Werten und sinkender Albumin
Synthese, zu verursachen. Moglicherweise ist eine noch deutlichere Entziindung
notig, um eine Korrelation zwischen Albumin und CRP nach zu weisen.

Die enge Beziehung zwischen dem CRP- Metabolismus und oxidativem Stress
wurde bereits oben beschrieben. Bei unseren Untersuchungen konnten wir aber
keine Korrelationen zwischen CRP und Malondialdehyd oder HbA1., als Markern des
oxidativen Stress finden. Auch eine Korrelation zwischen CRP und Markern der
antioxidativen Abwehr (TAS, Vitamin E, Glutathion) waren nicht nachzuweisen.
Zusammenfassend ist zu sagen, dass es einen Zusammenhang zwischen
zunehmender inflammatorischer Aktivitat (bei abnehmendem SAlbumin) und sich
verschlechternder Nierenfunktion bei diabetischer Nephropathie gibt: Die Ursachen
sind vielfaltig und werden in der Literatur noch diskutiert. Die Entziindungsreaktion

scheint jedoch bereits vor der Dialyse einzusetzen.
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Unsere Ergebnisse untermauern die Hypothese, dass die Nieren in der Clearance
und Inaktivation inflammatorischer Mediatoren eine entscheidende Rolle spielen.

Weitere Studien sind notwendig um die ndheren Zusammenhange zu klaren.

7.8. Homocystein, Vitamin B6, B12 und Folsaure

Viele Studien der letzten Jahre haben sich mit Hyperhomocysteindmie bei
chronischer und terminaler Niereninsuffizienz beschaftigt (Oshi et al., 2000; Parson
et al., 2002; Tamura et al., 1998 und Hong et al., 1998). Ausléser war die Rolle des
Homocysteins in der Pathogenese der Arteriosklerose. Homocystein gilt heute als
eigenstandiger atherogener Risikofaktor.

Die Auswirkungen kardiovaskularer Komplikationen gehéren bei Patienten mit
chronischer und terminaler Niereninsuffizienz zu den grof3ten Problemen. Kunz et al.
(Kunz et al., 1999) dokumentierten bei 48% ihrer dialysepflichtigen Patienten
mindestens ein kardiovaskulares Ereignis. Moustapha et al. (Moustapha et al., 1998)
dokumentieren bei 33% ihrer Patienten mit terminaler Niereninsuffizienz und einer
Hyperhomcysteinamie ein kardiovaskulares Ereignis in der Anamnese. Betroffen sind
vor allem hamodialysierte Patienten und Patienten mit diabetischer Nephropathie,
denn der Diabetes mellitus gilt selbst auch als eigenstandiger Risikofaktor fur die
vorzeitige Atherosklerose.

Betrachtet man nun die Homocysteinspiegel bei den Patienten unserer Studie sieht
man, dass eine Hyperhomocysteinamie bereits bei einer moderater
Niereninsuffizienz (ab Gruppe 4 = GFR <50 ml/min) besteht.

Insgesamt lagen 79,1% aller Patienten der Gruppen 2-5 Uber dem physiologischen
Level von <12umol/l. AuRerdem fanden wir einen fortschreitenden Anstieg des
Homocysteins mit abnehmender Nierenfunktion. Parson et al. (Parson et al., 2002)
fanden &hnliche Ergebnisse. Die Ursachen eines erhdhten Homocysteins bei
chronischer Niereninsuffizienz bleiben weiter unklar. Eine verminderte Exkretion
scheint nicht die Ursache zu sein. Brattstrom et al. beschreiben eine renale
Ruckresorption des Homocysteins (Brattstrom et al.,, 1995). Bostom et al.
unterstitzen diese Hypothese nach Studien an Nieren von Ratten (Bostom et al.,
1995). Die Ursache hoher Homocystein- Konzentrationen wird eher in einem

gestorten renalen Metabolismus des Homocysteins liegen (Guttormsen et al., 1997).
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Beide Remethylierungsenzyme, die Methionin-Synthase und die Betain-
Homocysteine Methyltransferase kommen in héherer Aktivitat in der Niere vor.

Eine Hyperhomocysteinamie tritt also bereits bei Patienten mit moderater chronischer
Niereninsuffizenz auf. Die hochsten Spiegel jedoch wurden bei den Patienten mit
terminaler Niereninsuffizienz (Hamodialyse) gemessen. So lag der Median der
Hamodialyse- Patienten deutlich Uber der Norm. 90,5% der hamodialysierten
Diabetiker hatten unphysiologische Werte. Oshi et al. (Oshi et al., 2000) bestatigt
diese Ergebnisse. Sie fanden bei 87% ihrer hamodialysierten Diabetiker einen
abnorm hohen Homocysteinspiegel.

Neben den oben genannten Ursachen scheint bei Patienten mit terminaler
Niereninsuffizienz auch der relative oder absolute Vitamin B6-, Vitamin B12-, und
Folsduremangel Grund einer Hyperhomocysteinamie zu sein. Tamura et al. und
Hong et al. fihrten diesen Mangel (inadaquater Vitamin B6 und Folsédure Status bei
70% ihrer Hamodialyse Patienten) darauf zurlick, dass die wasserldslichen Vitamine
mit dem Dialysat ausgeschwemmt werden (Tamura et al., 1998 und Hong et al.,
1998). Bei unseren Patienten fand sich in der Hamodialyse Gruppe der niedrigste
Folsdure- und Vitamin B6-Spiegel. Allerdings befinden sich die Konzentrationen der
Vitamin B6, B12-, und Folsaure-Spiegel fur alle Gruppen, einschlielich der
hamodialysierten Diabetiker, immer noch im physiologischen Bereich. Wir fanden
negative Korrelationen fur beide B- Vitamine und Folsaure mit Homocystein bei den
hamodialysierten Patienten. FiUr die nicht- dialysierten Diabetiker wurde eine
schwache inverse Korrelation (r = -0,281) fur Vitamin B12 gefunden. Bei dieser
Patientengruppe kommt es aber interessanterweise zu einer zunehmenden
Verminderung der Folsdure und des Vitamin B6, mit Abnahme der Nierenfunktion,
jedoch ohne signifikanten Konzentrationsunterschied zwischen den einzelnen
Gruppen. Ursache dieses Trends konnte ein verminderte Bioverfligbarkeit der
Vitamine mit Abnahme der Nierenfunktion sein, aber auch ein verstarkter Methionin/
Homocystein- Metabolismus, der, aufgrund eines gesteigerten Metabolismus, zu
einem Abfall der Vitamin und Folsaure- Spiegel fuhrt. Sekundar kommt es dann
durch den Vitamin und Folsaure-Mangel zum Anstau von Homocystein. Denkbar ist
auch ein nutritives Defizit.

Folsaure vermindert nachweislich die Homocystein- Konzentration bei Hamodialyse
Patienten und Patienten mit chronischer Niereninsuffizienz. Der Effekt der Folsaure

kdnnte dabei eher von der intrazellularen als von der Serum - Folsaure- Konzentration
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abhangen. Dies konnte auch die fehlende Korrelation zwischen Homocystein und
Folsaure erklaren. Keiner unserer Patienten mit chronischer Niereninsuffizienz hatte
einen  Folsdure-Mangel. Dies koénnte bedeuten, dass man entweder
supraphysiologische Folsaure- Konzentrationen bendétigt, um die ,Blockade” im
Homocysteinr Metabolismus (-Abbau) zu (berwinden oder eben, dass die
intrazellulare Folsaure- Konzentration relevanter ist als die hier gemessene Serum-
Konzentration. Die Korrelation mit Vitamin B12 wurde schon von anderen
beschrieben.

Unsere Regressionsanalyse ergaben weiterhin flr die Patienten mit terminaler
Niereninsuffizienz (Hamodialyse) keine Korrelation der Homocysteinwerte mit dem
Alter oder dem Geschlecht. Auch zwischen Homocystein und MDA, CRP, HbA1
Glutathion oder TAS wurde keine Korrelation gefunden. Bei den Patienten mit
chronischer Niereninsuffizienz hingegen wurde ein Korrelation zwischen
Homocystein und dem Alter gefunden. Die GFR und die Kreatininspiegel korreliert
mit HCY. AulRerdem fanden wir eine inverse Korrelation mit MDA und GSH fur die

dialysierten und auch die nicht-dialysierten Diabetiker.

102



8. Zusammenfassung und Ausblick

Studien der letzten Jahre lieRen keinen Zweifel an der Tatsache, dass es zu
verstarktem oxidativen Stress bei dialysierten und pré- dialysierten Patienten kommt.
Oxidativer Stress potenziert gemeinsam mit anderen Faktoren das Risiko eine
atherosklerotische Folgererkrankung zu entwickeln.

In dieser Arbeit sollte nun gezeigt werden, wie sich die Konzentrationen atherogener
Risikofaktoren (CRPus und Homocystein), der Marker des oxidativen
Stressstoffwechsels (Malondialdehyd) und Marker der antioxidativen Abwehr
(Glutathion, Vitamin A, E, TAS) mit dem Stadium der Nierenfunktionseinschrankung
bei diabetischer Nephropathie veréndert.

Die kontinuierliche Zunahme der medianen Konzentrationen des atherogenen
Risikofaktors CRPus bei gleichzeitigem Abfall des Serum- Albumin- Spiegels in
Relation zur fortschreitenden Nierenfunktionseinschrankung weist, gemeinsam mit
einer frihzeitig bestehenden Hyperhomocysteinamie und einer Zunahme der
Homocystein- Konzentration mit Abnahme der Nierenfunktion, auf ein deutlich
erhohtes atherogenes Risiko bei diabetischer Nephropathie hin. Die Auswertung der
MDA- Konzentration im Serum zeigt eine Zunahme des oxidativen Stresses erst in
einem spaten Stadium der nicht dialysepflichtigen Niereninsuffizienz an. Diese
Ergebnisse lassen den Schluss zu, dass oxidativer Stress bereits in einem frihen
Stadium der diabetischen Niereninsuffizienz vorliegt, die Auswirkungen einem
komplexen System aus verminderter Verfugbarkeit von Stoffwechselsubstraten durch
Nierenfunktionseinschrankung, vermehrter  Synthese, Akkumulation  von
Stoffwechselprodukten und Elimination durch Dialyse unterliegt.

Die Ergebnisse der Untersuchung antioxidativer Mechanismen unterstutzt die These
komplexer, ineinander greifender Mechanismen. Die vermeintliche Diskrepanz
zwischen einem kontinuierlichen Abfall der GSH Konzentration in Leukozyten und
einer stabilen Vitamin E- Konzentration, einer ebenfalls, unabhéngig vom Stadium
der Niereninsuffizienz, im Normbereich liegenden TAS und einer sogar uber dem
Normalbereich liegenden Vitamin A- Konzentration spricht fur eine frihe Schadigung
der Leukozyten. Diese produzieren im Rahmen des Jespiratory burst” freie Radikale

und gehodren zu den ersten Zellen, die selbst von der Einwirkung freier Radikaler
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betroffen sind. Weitergehende oxidative Schadigungen scheinen dann effektiv durch
die bestehenden antioxidativen Mechanismen abgefangen zu werden. Dies liegt wohl
zum einen an den unterschiedlichen Wirkmechanismen, als auch an einem
unterschiedlichen Zeitpunkt des Wirkungseintritts der antioxidativen Abwehr. Die
Vermutung liegt jedoch nahe, dass die scheinbare Unausgewogenheit einer
koordinierten Abwehr zur Akkumulation freier Radikaler und atherogener
Mechanismen zumindest beitragt.

Diese Studie ist nach unseren Recherchen die Erste, die in dieser Art und Weise
atherogene und antiatherogene Mechanismen im Verlauf einer diabetischen
Nephropathie untersucht. Aus den hier gewonnen Erkenntnissen und Grenzen
unserer ergeben sich eine Vielzahl neuer Fragestellungen und Moglichkeiten
weiterfihrender Studien:

Im nachste Schritt wéare eine Varianzanalyse, die sich damit befasst, in wie weit die
einzelnen Marker sich gegenseitig beeinflussen, von Interesse. Ein Vergleich unserer
Ergebnisse mit denen einer gesunden Kontrollgruppe und einer Gruppe Diabetiker
ohne Nierenfunktionseinschrankung kann das erhdhte aherosklerotische Risiko in
Abhangigkeit von der diabetischen Grunderkrankung Kklaren. Studien, die
entsprechende Ergebnisse von hamodialysierten und einer peritonealdialysierten
Patienten vergleichen, kbnnten Hinweise auf den Einfluss des Dialyseverfahrens auf
die Atherogenese geben.

Aus den Ergebnissen dieser Arbeit ergeben sich eine Vielzahl von weiteren Fragen
zum Verlauf der diabetischen Nephropathie. Ein erster Schritt zur Untersuchung des
Einflusses atherogener Faktoren und damit moglichen Konsequenzen in der

Therapie einer fortschreitenden diabetischen Niereninsuffizienz ist gemacht.
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