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1 Einleitung
1.1 Die Niere

Die Nieren sind lebenswichtige Organe, die eine zentrale Rolle im menschlichen
Stoffwechsel spielen. Ihre Hauptfunktion besteht in der Filtration des Blutes. Dabei
werden Abfallprodukte und Uberschissige Substanzen aus dem Blut entfernt und als
Urin ausgeschieden. Gleichzeitig regulieren die Nieren Uber die Zusammensetzung
des Urins Volumen und Elektrolytzusammensetzung des Extrazellularraums.
Daruber hinaus produzieren die Nieren als endokrine Organe Calcitriol, Erythropoetin
und Klotho und greifen damit in den Knochenstoffwechsel, die Blutbildung und
Alterungsprozesse des Korpers ein. Die Nieren sind somit essenziell fur die
Aufrechterhaltung der Homdostase und spielen eine entscheidende Rolle bei der

Ausscheidung harnpflichtiger Substanzen zur Entgiftung des Organismus (1—-4).

Die renale Anatomie spiegelt diese Aufgaben wider: Die kleinste funktionelle Einheit
der Harnproduktion ist das Nephron. Jede Niere enthalt etwa 1,4 Millionen Nephrone
(1, 5). Sie bestehen aus Corpusculum renalis (Nierenkdrperchen) und Tubulus
renalis (Nierenkanalchen). In den Nierenkdrperchen wiederum befinden sich die
Kapillarschlingen des Glomerulus und die Capsula renalis, die auch Bowman-Kapsel
genannt wird. Die Kapillarschlingen des Glomerulus werden durch die Vasa
afferentes gespeist, die das Blut der Nierenarterien fliihren. Nach Durchlaufen des
Glomerulus wird das Blut Uber Vasa efferentes in ein zweites Kapillarbett gefuhrt und
Uber dieses peritubulare Kapillarsystem mit seinen entlang der Nierenkanalchen auf-
und absteigenden Vasa recta wird das Blut und resorbierte Flussigkeit wieder den
Nierenvenen und somit dem systemischen Kreislauf zugeftihrt (6). Die Bowman-
Kapsel umhlillt mit inrem viszeralen Blatt die Kapillarschlingen des Glomerulus und
mit grenzt ihrem parietalen Blatt das Nierenkdrperchen gegen seine Umgebung ab.
Zwischen den beiden Blattern liegt der Kapselraum. Das im Nierenkdrperchen Uber
die glomerulare Filtrationsbarriere erzeugte zellfreie Filtrat des Blutes wird
Primarharn genannt und wird durch den Kapselraum am Harnpol des Glomerulus in
die Nierenkanalchen weitergeleitet. Die Epithelien der Nierenkanalchen passen dann
die Zusammensetzung des Urins genau an die momentanen Bedurfnisse des
Korpers an: In den verschiedenen Abschnitten des angeschlossenen
Tubulussystems erfolgt eine Adaption der Konzentration des Harns sowie eine

spezifische Anderung der Elektrolyt-Zusammensetzung und des pH-Werts, um die
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Homdostase zu sichern. Entlang der Nierenkanale werden zudem Proteine,
Aminosauren, Laktat und Glukose resorbiert und harnpflichtige Stoffe, wie Harnstoff,
Harnsaure, Ammoniak und Xenobiotika in den Urin sezerniert (3). Uber
Verbindungstubuli und Sammelrohre gelangt schliellich der Endharn aus den
individuellen Nierenkanalchen der Nephrone Uber Verbindungstubuli und
Sammelrohre in das Nierenbecken und wird Uber den Ureter der Blase zugeflhrt und

schliellich bei der Miktion abgegeben (6).

1.2 Das Renin-Angiotensin-Aldosteron-System
In der Sicherung der Homoostase durch die Nieren erfullt das Renin-Angiotensin-
Aldosteron-System (RAAS) eine vitale Funktion: Es halt die Natrium-Konzentration in

Blutplasma aufrecht und reguliert den arteriellen Blutdruck (2, 7—11).
Namensgebend fur das RAAS sind die beteiligten Hormone:

- Renin ist eine von den Zellen des juxtaglomerularen Apparates sezernierte
Protease, die das in der Leber und im Fettgewebe synthetisierte
Angiotensinogen zu Angiotensin | spaltet. Renin wird deswegen auch als
Angiotensinogenase bezeichnet. Die Sekretion von Renin wird ausgelost
durch arterielle Hypotonie, Hypovolamie, erniedrigte Natriumchloridplasma-
konzentration (wahrgenommen Uber die Hypochloramie) und direkt durch die
Aktivierung des sympathischen Nervensystems (7, 10-12).

- Angiotensin | ist das Produkt der Protease Renin. Es handelt sich um ein
Glykoprotein. Angiotensin | wird durch das Angiotensin Converting Enzyme
(ACE) zu Angiotensin Il gespalten. Angiotensin Il vermittelt durch Bindung an
den AT1-Rezeptor die klassische Wirkung des RAAS (10, 12).

Angiotensin |l wirkt so vasoaktiv: Es |0st eine Kontraktion in glatten
Muskelzellen aus und steigert so Blutdruck und Herzfrequenz. Au3erdem wirkt
es prothrombotisch auf das Gerinnungssystem. Angiotensin Il 16st weiter
Durstgeflhl und Salzappetit sowie die Freisetzung von antidiuretischem
Hormon (ADH) aus der Neurohypophyse aus (12, 13). ADH wirkt ebenfalls
vasokonstriktorisch und stimuliert die Wasserrtckresorption Uber den Einbau
von Aquaporinmolekilen in distalem Tubulus und Sammelrohr (13, 14).

In der Niere bewirkt der Angiotensin-II-Einfluss eine gesteigerte

Ruckresorption von Natrium und Wasser im proximalen Tubulus sowie eine
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Verengung des Vas efferens, um trotz der verminderten renalen Durchblutung
die glomerulare Filtration aufrechtzuerhalten. In der Nebenniere stimuliert
Angiotensin |l die Synthese von Aldosteron (7, 14).

- Aldosteron ist ein Mineralokortikoid, das in der Nebennierenrinde synthetisiert
wird. Es entfaltet seine Wirkung im Sammelrohr und im Verbindungstubulus,
wo es die Retention von Wasser und Natrium férdert, sowie die Kalium- und
Protonensekretion steigert, was wiederum die Natriumretention erleichtert (12,
14, 15).

So vermittelte das RAAS eine Steigerung des Extrazellularvolumens und des
systemischen Blutdrucks. Eine Hemmung des RAAS geschieht Uber negative Ruck-

kopplung: Aldosteron und Angiotensin || hemmen die Reninfreisetzung (8—-12, 14).

1.2.1 Aufbau der glomerularen Filtrationsbarriere

Die Bildung des Harns ist eine lebensnotwendige Aufgabe der Nieren zur
Aufrechterhaltung des Flussigkeits- und Elektrolythaushalts. Der Primarharns wird an
der glomerularen Filtrationsbarriere (GFB) gebildet. Die GFB wird auch Blut-Harn-
Schranke genannt und fungiert als semipermeable Membran: Sie lasst Wasser,
lonen, Glukose und kleine Molekile sowie die bereits angesprochenen
harnpflichtigen Substanzen passieren und halt und gleichzeitig Plasmaproteine und
Blutzellen zurlick (16—-18). So werden taglich etwa 150 L Primarharn gebildet. Im
Verlauf des tubularen Systems kénnen mehr als 99% des filtrierten Wassers und
90% der gelosten Substanzen resorbiert werden. Es resultieren — je nach

Flussigkeitszufuhr — etwa 1,5 L aufkonzentrierter Endharn am Tag (3, 17).

Harnraum

Kapillarlumen

Fenestriertes Endothel

Abbildung 1: Transmissionselektronenmikroskopie der drei Schichten der Glomerulédren
Filtrationsbarriere. In den Harnraum hineinragend sitzen die Podozytenful3fortsétze der Glomeruléren
Basalmembran auf. Kapillarseitig sind Anteile der Endothelzellen und ihrer Fenestrae erkennbar. Abbildung
tibernommen aus ,Cell biology of the glomerular podocyte® (19).
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1.2.2 Das Endothel

Das Kapillarknaul des Glomerulus besteht aus etwa 30-40 Schlingen. Diese ragen in
den Harnraum hinein. Die Gefal3schlingen werden von einer dinnen Zellschicht, dem
Endothel, ausgekleidet (20). Das spezialisierte Endothel der glomerularen
Filtrationsbarriere besitzt Fenestrae (Durchmesser 70-100 nm) ohne Diaphragmen.
Circa 20-50% der Endotheloberflache werden von solchen Fenestrae gebildet (17).
Jedoch wird nicht jedes Molekul mit einem Durchmesser kleiner als 70 nm filtriert,
denn lumenwartig tragt das Endothel eine ca. 400 nm hohe Glykokalyx. Diese ist
durch die enthaltenen Proteoglykane, Glykoproteine und Glykosaminoglykane
negativ geladen und Uberspannt auch die Fenestrae. Der Durchfluss von Blutzellen

sowie Makromolekulen wird so verhindert (17).

1.2.3 Die Glomerulare Basalmembran

Zwischen Endothel und Podozyten befindet sich eine Schicht aus spezialisierter
Extrazellularmatrix: Die glomerulare Basalmembran (GBM). Sie ist mit 300 nm
ungewodhnlich breit, was ihrer Dreischichtigkeit geschuldet ist (21). Dem Endothel
zugewandt befindet sich die Lamina rara interna, mittig die widerstandsfahige Lamina
densa und podozytenseitig die Lamina rara externa. Der Ursprung dieses
charakteristischen Aufbaus liegt in der Glomerulogenese: Bei der Nierenentwicklung
kommt es zu einer Fusion der zwei Basalmembranen von Endothel und Podozyten,
die so gemeinsam die glomerulare Basalmembran formen (22). Auch Uber die
Embryonalentwicklung hinaus werden die Bestandteile der GBM teils vom Endothel
und teils von den Podozyten gebildet (22, 23). In die Laminae densae, die aus
Kollagen-1V, Laminin-521, Nidogen und Proteoglykanen wie Agrin bestehen, ragen
die Adharenzmolekule beider Zelltypen — des Endothels sowie der Podozyten —
hinein (20, 24, 25). Durch Heparansulfat-Proteoglykane erhalt die GBM ebenfalls

eine negative Ladung (21).

1.2.4 Die Podozyten

Die Podozyten sitzen der glomerularen Basalmembran harnseitig auf. Hier
produzieren sie den Grofteil der extrazellularen Matrix der GBM und sorgen durch
die Abgabe von Endothelwachstumsfaktor (VEGF) fur die Integritat des fenestrierten
Endothels. Die Podozyten stellen somit das viszerale Blatt der Bowman-Kapsel dar.
Ihre Zellleiber flotieren im Primarharn und entsenden dicke Primarfortsatze, welche

Sekundar- und durch weitere Verzweigungen schliellich Tertiarfortsatze abgeben.
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An der apikalen Plasmamembran tragen die Podozyten ebenfalls eine Art
Glykokalyx. Hierbei spielt das Protein Podocalyxin eine Rolle, welches mit seinen

vielen anionischen Ladungen in den Harnraum ragt. (18, 26—28).

Abbildung 2 Identifikation und Charakterisierung von Podocalyxin. Transmissionselektronenmikroskopie der
préaparierten Glykokalyx, (ibernommen aus ,ldentification and characterization of podocalyxin--the major
sialoprotein of the renal glomerular epithelial cell.“ (26).

Um dem Druck der Kapillaren standzuhalten, besitzen die Podozyten ein
hochdifferenziertes, kontraktiles Zytoskelett. Mikrotubuli und Intermediarfilamente
(Vimentin, Desmin) stabilisieren die Primar- und Sekundarfortsatze (29). Die tertiaren
FuR-Fortsatze werden v.a. durch Aktinfilamente geformt, die Uber Integrine und
Dystroglykan mit der glomerularen Basalmembran verbunden sind. Uber diese
Fokalkontakte halt sich der Podozyt an der GBM fest (29). Die Ful¥fortsatze
interdigitieren und decken so die glomerulare Basalmembran fast vollstandig ab. Es
ergeben sich zwischen den Ful¥fortsatzen ca. 40 nm breite Filtrationsschlitze, die

durch Schlitzdiaphragmen Uberbrickt werden (30-32).

1.2.4.1 Aufbau der Schlitzdiaphragmen

Die Schlitzdiaphragmen stellen eine einzigartige Form des Zell-Zell-Kontakts dar,
aufgebaut aus Proteinen, die in Zonula Adharens oder Zonula Occludens-Kontakten
vorkommen, wie Zonula-Occludens-1 (ZO-1) und P-Cadherin (33-35). Aber auch
das Podozyten-spezifische Transmembranmolekll Nephrin spielt eine Rolle: Es ist
uber Podocin in der Plasmamembran der Podozyten verankert (36, 37). Von hier aus
durchspannt es den Filtrationsschlitz und sté3t auf Nephrinmolekile benachbarter
Fulfortsatze. Die Nephrinmolekule Uberlappen reildverschlussartig in der Mitte

zwischen den Fortsatzen. Daneben bleiben Filtrationsporen bestehen (30).
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Abbildung 3: Schematischer Aufbau der Schlitzdiaphragmen. Abbildung (ibernommen aus ,Insights into
Glomerular Filtration and Albuminuria® (38).

So aufgebaut stellt die glomerulare Filtrationsbarriere die komplexeste Biomembran
des menschlichen Korpers dar, um ihrer lebenswichtigen Funktion nachgehen zu
kénnen: Elektrolyte, kleine Solute und Wasser gelangen durch sie hindurch in den

Harnraum, wahrend Blutzellen und Makromolekile zuriickgehalten werden (16, 17).

1.3 Funktion der glomerularen Filtrationsbarriere

Die Solut-Eigenschaften Grole, Ladung und Konfiguration, aber auch das
Konzentrationsgefalle und der Flussigkeitsfluss Uber die Membran beeinflussen das
Ausmald der Filtration (17).

Der Siebkoeffizient fur verschiedene Molekulle nimmt mit zunehmendem
Molekuldurchmesser ab (17). Wegen der negativen Ladung der Filtrationsbarriere
passieren kationische Verbindungen auflerdem deutlich leichter als neutrale oder
anionische. Hierbei spielen besonders die zellularen Anteile der GFB eine wichtige
Rolle (17, 30, 38, 39). Auch der Konfiguration der Molekule spielt eine Rolle:
Molekule, die als bewegliche Knaule oder langliche Faden angeordnet sind,
passieren die GFB leichter als rundliche, spharische Molekule (17). Man spricht von
Permselektivitat. Unter physiologischen Umstanden gelangen nur solche Molekiile in
den Endharn, deren Durchmesser 4 nm oder kleiner ist und die ein Molekulargewicht
unter 50 kDa aufweisen. Die meisten Plasmaproteine sind zudem negativ geladen,
was ihre Filtration zusatzlich erschwert (39).
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Es werden verschiedene Theorien zur genauen Funktionsweise der glomerularen
Filtrationsbarriere diskutiert. Die verbreitetste Theorie ist die von Karl Tryggvason,
der das Schlitzmembranprotein Nephrin (s.o.) entdeckte (30). Tryggvason sah die
Schichten der glomerularen Filtrationsbarriere als drei in Reihe geschaltete Filter,
deren Porendurchmesser — vom Endothel, Uber die glomerulare Basalmembran bis
zur Podozytenschlitzmembran — immer kleiner werden. Er schrieb der
Feinfilterfunktion des Nephrins die finale Grolkenselektion zu (16, 17, 30, 40, 41).

Oliver Smithies entwickelte ein Alternativkonzept. Seine Theorie basiert auf der
Frage nach dem Verbleib solcher Proteine, die zwar die GBM Uberwinden kdnnen,
aber die feinen Poren der Schlitzmembranen nicht (24). Der Filter mUsse Uber die
Jahre verstopfen und die Proteine im subpodozytaren Raum akkumulieren. Das
Smithies-Konzept sieht die GroRenselektion deshalb als Funktion der glomerularen
Basalmembran an. Die Schlitzmembranen der Podozyten regulieren seiner Meinung

nach hingegen vorgeblich den Flussigkeitsfluss Uber die Barriere (23, 24).

Obwohl die Meinungen zum Beitrag der einzelnen Schichten zu der
Gesamtbarrierefunktionen der GFB sehr wohl auseinander gehen, ist klar, dass nur
das Zusammenwirken aller Komponenten eine gute Nierenfunktion garantiert (17,
41). Den Beweis hierfur liefern auch die klinischen Erscheinungsbilder von
Gendefekte verschiedener Schllsselproteine der glomerularen Basalmembran und

Podozyten:

- Kongenitales nephrotisches Syndrom vom finnischen Typ: Defekte des fur
Nephrin kodierenden Gens NPHS1 fuhren zu einer familiaren Form des
nephrotischen Syndroms (42, 43)

- Autosomal-rezessives steroidresistentes nephrotisches Syndrom: Dieses
Syndrom, das mit starker Proteinurie und Schadigungen des Glomerulus
einhergeht, geht auf eine Mutation im Podocin-Gen NPSH2 zurlick (44)

- Alport-Syndrom: Obwohl Sir Arthur Alport selbst eine Anfalligkeit gegenlber
Streptokokken als Ursache dieser Form der familiaren Proteinurie vermutete,
ist mittlerweile bekannt, dass Defekte der fur Kollagen-Typ 4 kodierenden
Gene COL4A3, COL4A4COL4AS5 zugrunde liegen (17, 23, 36, 45)

15



- Pierson-Syndrom: Defekt des LAMB2-Gens, der mit einer gestdrten Bildung
von Laminin-521 einhergeht und die Beschaffenheit der glomerularen

Basalmembran verandert (45, 46)

Es kommen auch vermehrt Publikationen auf, die das Endothel und seine Glykokalyx
in der Debatte um die Filterfunktion zu Unrecht vernachlassigt sehen: Obwonhl die
Grolde der Fenestrae vermuten lasst, dass Makromolekule frei passieren konnen,
kommt unter physiologischen Umstanden beinahe kein Albumin durch das Endothels
(17,41, 47, 48, 48). Grund hierfur ist wahrscheinlich die Glykokalyx (17, 48, 49).
Auch vor der Glykokalyx machen pathophysiologische Prozesse keinen Halt. Im
Rahmen von Entzindungen, Hypertonie oder Diabetes Mellitus treten
Veranderungen in der Zusammensetzung der Glykosaminoglykane, Glykoproteine
und Proteoglykane auf. Dadurch, sowie durch die permeabilitatserhbhende Wirkung
von Zytokinen, resultieren diese Erkrankungen in einer vermehrten Filtration von
Proteinen durch das Endothel (47, 49).

Zusammengefasst handelt es sich bei der Glomerularen Filtrationsbarriere um ein
komplexes System, das aus mehreren hochspezialisierten Komponenten besteht.
Jede dieser Strukturen erfullt spezifische Aufgaben, um die Filtrationsfunktion der
Nieren zu ermoglichen. Wenn eine dieser Komponenten geschadigt wird oder ihre
Funktion verliert, hat dies weitreichende Konsequenzen flir die gesamte Barriere.
Besonders bedeutsam sind Wechselwirkungen und Cross-Talk-Mechanismen
zwischen den verschiedenen Zelltypen. Ein Defekt in einer der Komponenten bleibt
daher nicht isoliert, sondern kann eine Kaskade von Storungen auslosen, die die
Funktion der gesamten Glomerularen Filtrationsbarriere beeintrachtigen und zu
einer systemischen Dysfunktion fiihren, die Proteinurie und langfristig auch

Niereninsuffizienz nach sich ziehen (17, 23).

1.3.1 Die Filtration von Albumin

Albumin ist das haufigste Protein im Plasma und erfullt dort wichtige Aufgaben:

Das annahernd spharisch aufgebaute Protein halt den kolloidosmotischen Druck in
den Gefallen aufrecht und fungiert als Tragermolekul fur viele Hormone, Metabolite,
Medikamente und wasserunldsliche Vitamine (50-52). AuRerdem kann es als
Ampholyt sowohl Kationen als auch Anionen abpuffern und tragt so zur

Aufrechterhaltung des physiologischen Blut-pH-Wertes bei. Albumin hat einen
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Molekuldurchmesser von 3,4 nm und ein Molekulargewicht von 69 kDa. Der
isoelektrische Punkt von Albumin liegt bei einem pH-Wert von 4,6. Albumin tragt also

viele negative Ladungen (39, 52-54).

Die oben genannten Mechanismen der Selektivitat der GFB lassen einen geringen
Fluss von Albumin Uber die die glomerulare Filtrationsbarriere erwarten. Das Mal} flr
die Albuminfiltration ist der glomerularen Siebkoeffizient (GSCa), der Quotient der

Albuminkonzentrationen in Harnraum und Kapillarlumen.

cAlbumin(Harnraum)

G5Ca = cAlbumin(Kapillarraum)

Formel 1: Berechnung des glomerulédren Siebkoeffizienten, der als Mal3 fiir die Albuminfiltration (iber die
Glomerulére Filtrationsbarriere dient

Die Konzentration von Albumin im Harnraum kann auf verschiedene Arten gemessen

werden.

- Haufig erfolgt die Ermittlung der Albuminkonzentration im Harnraum Uber in-
vivo Mikropunktionsversuche: Mit einer feinen Pipette werden Proben aus
dem Harnraum sowie den Kapillaren entnommen und die
Albuminkonzentrationen bestimmt. Hieraus resultieren Werte zwischen
0,00027 — 0,00062 (55-58).

- Andere Arbeitsgruppen haben versucht, in-vitro den modulierenden Einfluss
des Tubulussystems auf die Proteinkonzentration zu unterbinden, indem sie
eine einzelne perfundierte Niere auf 8°C runterkuhlten, um so die Aktivitat der
Tubuluszellen auszuschalten. Dies ergab Werte von 0,0018 — 0,0019 (59, 60).

- Alternativ kann die Ruckresorption des filtrierten Albumins durch die Zellen
des proximalen Tubulus (s.u.) auch mittels eines Uberangebots an L-Lysin
gehemmt werden. Auf diesem Weg ermittelten Jan Tencer und Inga-Maria
Frick einen Siebkoeffizienten von 0,000331 (61).

- Fur Aufsehen sorgten auch Publikationen von Russo et al., die mithilfe der
Intravital-2-Photonen-Mikroskopie eine unerwartet grofde Durchlassigkeit der
GFB beschrieben. lhren Ergebnissen zufolge liegt der GSCa, bei 0,0341 (62),
was eine vollig neue Betrachtung der renalen Funktionsweise zur Folge hatte.

Demnach ware also eine Albuminurie fast ausschlieRlich Folge eines
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Reabsorptionsproblems im proximalen Tubulus, die glomerulare
Filtrationsbarriere wirde nur noch eine untergeordnete Rolle fir die Integritat
der Nierenfunktion spielen (16). Jedoch konnten diese hohen GSCa-Werte
kaum bestatigt werden. Im Gegenteil, viele Arbeitsgruppen sind mithilfe
derselben Methode (Intravital-2-Photonen-Mikroskopie) zu Ergebnissen
gelangt, die um ein Vielfaches geringer ausfallen (GSCa ~ 0,002-0,004) (63—
67).

Die gemessenen Konzentrationen im Harnraum und daraus resultierende Werte des
GSCa schwanken sehr stark in Abhangigkeit der verwendeten Methode, aber auch
zwischen verschiedenen Arbeitsgruppen, die dieselbe Methode verwendet haben.
Und so ist die die Diskussion um die Filtration von Albumin immer noch nicht
abschlielend geklart. Doch auch jetzt schon steht fest: Bei einem angenommenen
Siebkoeffizienten flr Albumin von 0,0005, einer Primarharnmenge von 180 | und
einer durchschnittlichen Plasmaalbuminkonzentration von 4,0 g/dL wiurden am Tag
etwa 3,6 g Albumin filtriert (64, 68).

0,0005 x 40% X 180L = 3,69
Die taglich ausgeschiedene Albuminmenge belauft sich jedoch unter physiologischen
Umstanden auf weniger als 30 mg/24h, also weniger als 1% des errechneten Wertes
(16, 24, 51, 62, 64, 69, 70).

Die Ursache fur die Diskrepanz zwischen filtriertem und ausgeschiedenem Albumin
findet sich im proximalen Tubulus, wo eine Ruckresorption von Proteinen stattfindet
(50, 62, 71-74).

1.3.1 Resorption von Albumin

Die Zellen des proximalen Tubulus (proximal tubular cells — PTC) sind fur die
Massenresorption von Soluten aus dem Primarharn zustandig. Uber membran-
stéandige Transporter, Diffusion und den sogenannten solvent drag werden > 60%
des filtrierten Natriums und Wassers sowie 95% des Bikarbonats und > 99% der
Glukose aus dem Harnraum wieder dem Blut zugefuhrt. Parazellular werden Chlorid
und Calcium Uber durchlassige tight junctions rickresorbiert. Ebenfalls werden Uber
Transporter an der luminalen Zellmembran freie Aminosauren praktisch vollstandig
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resorbiert. Im Symport mit Protonen werden auch Di- und Tripeptide dem Blutstrom

wieder zugefuhrt (1, 3).

Groldere Proteine und Polypeptide kdnnen endozytotisch in die Zellen des
proximalen Tubulus aufgenommen werden. So auch das filtrierte Albumin: Bereits
1966 konnte Arvid Maunsbach die Endozytose von Albumin im proximalen Tubulus
sowie den lysosomalen Abbau des Proteins innerhalb der PTC nachweisen, indem er
mit einer Mikropipette Jod-125-markiertes Albumin in den proximalen Tubulus
injizierte und dessen Resorption und Abbau elektronenmikroskopisch verfolgte (75,
76). Er bemerkte, dass bereits 10 Minuten nach Eingabe das markierte Albumin fast
vollstandig in apikalen Vakuolen der Tubuluszellen nachweisbar war. Nach 60
Minuten war das Label Uberall in den PTC in heterogenen Vakuolen sichtbar. Hier
wurde auch saure Phosphatase-Aktivitat nachgewiesen, die typisch ist fur
Lysosomen (50, 51, 75).

Die Kinetik der Absorption von Albumin
legte nahe, dass es sich um einen

| selektiven, sattigbaren Prozess handelt
(72). Weitere Arbeitsgruppen konnten
dies bestatigen: Eine spezifische
Bindungsstelle fir Albumin im
proximalen Tubulus muss zugrunde
liegen (51). 1992 konnten Christensen et
al. Megalin als Rezeptor-Molekul
identifizieren (71, 73, 77). Acht Jahre
spater entdeckten Birn et al. Cubilin als

Y t‘l Y3 Bindeprotein fiir Albumin, welches

WW; Bhoan. =1 i o0

Abbildung 4: Aufnahme des mit lod-125 markierten ebenfalls an der Rezeptor-vermittelte
Albumins durch die proximalen Tubuluszellen . .
Elektronenmikroskopische Darstellung, ibernommen Endozytose von Albumin durch die

aus ,,Absorption of 1125-labeled homologous albumin b . e
rat kidney ;f,ox,-ma, tubule cells® g Y Zellen des Proximalen Tubulus beteiligt

(Maunsbach 1966, S. 215) ist (78).

Diese Erkenntnisse wurden durch viele Experimente weiter vertieft, sodass der
Resorptionsmechanismus inzwischen sehr gut aufgeklart werden konnte: Die apikale

Zellmembran im proximalen Tubulus imponiert mit einem stark aufgepragten
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Endozytose-Apparat. Hierbei spielen die zwei grolien membranassoziierten
Rezeptormolekile Megalin (friher: GP330, ~ 600 kDa) und Cubilin (~ 460 kDa) eine
wichtige Rolle. Diese befinden sich in Bereichen der Clathrin-Coated Pits und der
Mikrovili. Cubilin findet sich neben der Niere ebenfalls im Darm, wo es Intrisic Factor
bindet. Es handelt sich um Multi-Liganden-Rezeptoren, welche die Aufnahme
verschiedenster Proteine in das Zellinnere vermitteln — auch die Aufnahme von
Albumin. Wahrscheinlich interagiert der Komplex aus Albumin und Cubilin mit
Megalin und daraufhin kommt es zur Internalisierung des gesamten Rezeptor-
Liganden-Komplexes (78, 79). Am Mikrovilisaum der PTC und den Clathrin-Coated
Pits, wird Albumin aufkonzentriert. Die Invaginationen schniren sich als Vesikel ins
Zellinnere ab. Die Rezeptoren befinden sich dann im Inneren der Vesikel (51, 62,
78-80). Die Vesikel werden zum endosomalen Zellkompartiment transportiert. Durch
Anreicherung von Protonen im Vesikelinneren sinkt nun der pH, was eine veranderte
Rezeptor-Liganden-Interaktion zur Folge hat: Das gebundene Albumin 16st sich vom
Megalin/Cubilin-Komplex und wird abgebaut. Der Rezeptorkomplex wird recycelt und
wieder zur apikalen Zellmembran transportiert (51, 79). Schliel3lich werden die
Endosomen zu Lysosomen und das enthaltene Albumin wird proteolytisch in seine
Aminosauren zerlegt. Diese verlassen die Zelle in Richtung Blutstrom Uber die

basolaterale Membran, via Aminosaure-Natrium-Austauscher (51, 72, 77).

Defekte dieses Resorptionsapparats zeigen sich unter anderem beim Imerslund-

Grasbeck-Syndrom und beim Fanconi-Syndrom:

- Dem Imerslund-Grasbeck-Syndrom liegt eine Mutation des Cubilin-Gens
zugrunde, die mit einer intestinalen Malabsorption von Cobalamin/Vitamin-B12
sowie Albumin einhergeht (78, 79, 81-83).

- Das renale Fanconi-Syndrom aufert sich in einer generalisierten
Resorptionsschwache des proximalen Tubulus. Proteine, Aminosauren,
Glukose, Phosphat und Bikarbonat kénnen nicht wieder dem Blut zugefihrt
werden. Norden, Lapsley et al. gehen von einer derart eingeschrankten
Resorptionsfunktion aus, dass sie mithilfe des Endharns von Menschen mit
Fanconi-Syndrom zum ersten Mal einen GSC-Schatzwert fir humane Nieren
publizierten: ~0,00008 (67, 84).
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Beide Syndrome flhren im proximalen Tubulus zu einer verminderten Ricksorption

von Albumin und in der Konsequenz zu starker Proteinurie (78).

Zusammengefasst spiegelt die Menge an Albumin im Endharn das dynamische
Zusammenspiel zweier Mechanismen wider: der Filtration an der glomerularen
Filtrationsbarriere (GFB) und der Resorption im proximalen Tubulus. Die GFB
fungiert als Schranke, die den Ubertritt von Proteinen in den Primarharn verhindert.
Dabei wird die Filtrationskapazitat durch die Struktur und Funktion der
Endothelzellen, der glomerularen Basalmembran und der Podozyten bestimmt. Jede
Stoérung in diesem fein abgestimmten System — sei es durch entzlindliche Prozesse,
strukturelle Defekte oder eine veranderte elektrische Ladung — kann zu einer

erhohten Filtration von Albumin flihren (s.0.)

Der proximale Tubulus Ubernimmt die Aufgabe, die filtrierten Proteine
zurlckzugewinnen. Insbesondere der megalin- und cubilin-vermittelte
Endozytoseweg spielt hierbei eine entscheidende Rolle (Gekle 1998, S. 10). Erst
eine Uberschreitung der Resorptionskapazitat fuhrt zu einer klinisch signifikanten
Proteinurie (51, 62, 64, 71).

1.4 Proteinurie

Den Nachweis der Proteinurie liefert eine laborchemische Analyse von
24h-Sammelurin: Von einer pathologischen Ausscheidung spricht man dann, wenn
die Menge an Eiweil im Endharn 150 mg am Tag Uberschreitet oder alternativ die
spezifische Exkretion von Albumin Gber 30 mg am Tag liegt. Um im Alltag nicht auf
die fehleranfallige Kollektion von Sammelurin angewiesen zu sein, hat sich die
Berechnung des Albumin-Kreatinin-Quotienten (ACR) bewahrt (17, 70, 85).

Anhand des ACR wird eine Stadieneinteilung der Albuminurie vorgenommen:

Stadium | Albumin-Exkretions- | Albumin-Kreatinin- Beschreibung
Rate [mg/24 h] Quotient [mg/g]
A1 <30 mg/24 h <30 mg/g Normal to mildly increased
A2 30-300 mg/24 h 30-300 mg/g Moderately increased
A3 > 300 mg/24 h > 300 mg/g Severely increased

Tabelle 1: Stadieneinteilung der Albuminurie nach KDIGO anhand der Albumin-Kreatinin-Ratio bzw. der Menge
an Albumin im 24h-Urin (69, 70)
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Im Einklang mit den oben dargestellten Forschungsergebnissen, wird Proteinurie
auch nach Ursachen kategorisiert (72). Man unterscheidet prarenale, renale und

postrenale Formen:

- Die prarenale Proteinurie wird auch Uberlaufproteinurie genannt und ist
bedingt durch ein pathologisch vermehrtes Vorkommen von
niedermolekularen, frei filtrierbaren Proteinen im Serum. Durch die
massenhafte Filtration der kleinen Proteine wird die Resorptionskapazitat des
proximalen Tubulus Uberschritten. Ursachlich sind beispielsweise eine
verstarkte Hamolyse, Rhabdomyolyse oder ein Bence-Jones-Protein
produzierendes Plasmozytom. Infolgedessen treten im Endharn wie auch im
Blut vermehrt kleine Markermolekule auf, wie das Hamoglobin, Myoglobin
oder Bence-Jones-Protein (72, 86, 87).

- Liegt der Ursprung der Proteine im Endharn in der Niere, spricht man von
renaler Proteinurie. Im Einklang mit den oben beschriebenen Erkenntnissen
unterscheidet man weiter nach glomerularen Formen, die mit einer erhdhten
Filtration von Protein einhergehen und tubularen Formen, denen eine
herabgesetzte Rickresorption zugrunde liegt (17, 69).

- Bei postrenalen Proteinurien findet sich die Eiweil3quelle in den ableitenden
Harnwegen. Sie tritt als Folge von lokalen Blutungen oder Infektionen der
Harnleiter, Harnblase oder Urethra auf. Hinweisgebend hierfir ist das
Vorkommen von grof3en Molektilen wie dem a2-Makroglobulin und IgM im
Endharn. Mit Molekulargewichten von 750-800 kDa waren diese Globuline

selbst bei kompromittierter Fitrationsfunktion nicht nierengangig (88).

1.5 Neue Wege der Proteinurie

Die komplexe Dynamik der Proteinurie wird durch das fein abgestimmte
Zusammenspiel von glomerularer Filtration und tubularer Resorption gepragt.
Wahrend Stérungen an der glomeruléren Filtrationsbarriere den Ubertritt von
Albumin in den Primarharn ermoglichen, entscheiden die Mechanismen der
tubularen Resorption Uber den endgultigen Proteinverlust im Endharn. Doch Uber die
klassischen Wege der Filtration und Resorption hinaus ricken zunehmend
alternative Transportmechanismen in den Fokus der Forschung wie der

transzellulare Transport von Proteinen wie Albumin und Immunglobulin G (IgG) Uber
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die Podozyten der GFB. Dieser Mechanismus, der durch Vesikel vermittelt wird, stellt
eine Erganzung zum etablierten Modell der parazellularen Filtration von Proteinen
dar und wird durch aktuelle Arbeiten vielfach bestatigt. Im Folgenden wird die Rolle
dieses transzellularen Weges des Albumins Uber die glomerulare Filtrationsbarriere
und seine Bedeutung fur die glomerulare Funktion und Dysfunktion sowie eine

prospektive diagnostische Bedeutung genauer beleuchtet (16, 40, 64, 89).

1.5.1 Podozyten und Endozytose

Das klassische Modell nach Tryggvason beschreibt die glomerulare
Filtrationsbarriere als drei aufeinanderfolgende Filterschichten, deren
Porendurchmesser kontinuierlich abnehmen, sodass die Schlitzdiaphragmen der

Podozyten als die finale grolenselektive Barriere angenommen werden (17, 30, 90).

Obgleich das fenestrierte Endothel und die glomerulare Basalmembran starke
selektive Eigenschaften aufweisen, kbnnen nach der Theorie von Tryggvason
bestimmte Proteine aufgrund ihres Durchmessers die glomerulare Basalmembran
passieren, jedoch nicht die engmaschigen Schlitzdiaphragmen. Diese Proteine
sammeln sich im sogenannten subpodozytaren Raum an — einem schmalen
Kompartiment zwischen der Basalmembran und dem Zellleib der Podozyten (29, 89,
91).

Abbildung 5: Schematische Darstellung des subpodozytdren Raums

Querschnitt durch den Zellkérper eines Podozyten. Die Ful3fortsétze (foot processes — FP), die von den
Hauptfortsdtzen (major processes — MP) abzweigen, sind mit Zahlen von 1 bis 11 gekennzeichnet, sie verzahnen
sich mit FuBfortsdtzen anderer Podozyten, die schraffiert dargestllt sind. Ebenfalls abgebildet sind die anderen
Bestandteile der GFB mit glomerérer Basalmemebran (GBM) und Endothelzellen ( endothelial cell — EC), die
Fenestrae (F) zum Kapillarlumen (L) haben

Abbildung (ibernommen aus ,Podocytes ... What’s Under Yours? (92)
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Eine moégliche Aufnahme der in diesem Raum akkumulierten Proteine durch
Podozyten bietet eine Uberzeugende Erklarung fir die von Oliver Smithies postulierte
Frage, warum dieser subpodozytare Raum nicht verstopft. Podozyten konnten durch
Endozytose aktiv dazu beitragen, den Proteinlberschuss zu entfernen und die
Integritat der glomerularen Filtrationsbarriere zu erhalten. Demnach fungieren die
Podozyten mit ihren Schlitzdiaphragmen nicht nur als Barriere fir Makromolekiile,
sondern erfullen auch eine wichtige Reinigungsfunktion fur die glomerulare
Filtrationsbarriere (40, 93, 94). Und tatsachlich konnten viele Arbeitsgruppen zeigen,

dass das im Filtrat enthaltene Albumin von den Podozyten endozytiert wird (16, 95).

Die Endozytose von Albumin in die Podozyten findet sowohl in vivo als auch in vitro
bevorzugt basal — also kapillarseitig — statt (16, 16, 94). Die zugrundeliegenden
Mechanismen konnten auf molekularer Ebene noch nicht restlos aufgeklart werden
(96). Verschiedene Ablaufe kommen hierflr infrage: Sowohl die Voraussetzungen fur
eine Aufnahme Uber Caveolae als auch uber Clathrin-Coated Pits sind in den
Podozyten gegeben. Auch wenn einige Autorinnen und Autoren postuliert haben,
dass Podozyten vor allem Uber Clathrin-Mediated Endocytosis (CME) Proteine
aufnehmen (34), legen Experimente von Dobrinskikh et al. nah, dass Albumin von
den Podozyten vermutlich vollstandig Caveolin-1-abhangig endozytiert wird. Welche
Rolle Clathrin dann in diesem Zusammenhang spielt ist noch nicht abschlie3end
geklart (16, 96-98).

Fir die Endozytose spielt Megalin als Rezeptormolekul fur Alboumin eine Rolle, wie
Schiel et al. mithilfe der 2-Photonen-Mikroskopie sichtbar machen konnten (94, 94).
Megalin konnte sowohl im Tierversuch mit Ratten als auch in der menschlichen Niere
mit den albuminhaltigen Vesikeln kolokalisiert werden. Auch flihrt eine kompetitive
Hemmung von Megalin mit Gentamicin zu reduzierter Aufnahme von Albumin in die
Podozyten, was die Rolle des Rezeptormolekuls weiter bestatigt (91, 94). Schiel et
al. widmeten sich auch dem weiteren Schicksal des von den Podozyten
endozytierten Albumins und wiesen so im Tierversuch nach, dass etwa 14% des
aufgenommenen Albumins in sauren Lysosomen abgebaut wird. Die restlichen 86%
jedoch fusionieren zu grofden Vakuolen im Zytoplasma der Podozyten, die wiederrum
als intakte Vesikel in den Harnraum des Glomerulus entlassen werden (40, 94). Auch
Dobrinskikh et al. konnten mithilfe von kultivierten human urine-derived podocyte-like

epithelial cells (HUPEC) die Transzytose des Albumins durch die Zellen abbilden
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(16). Es handeln sich hierbei um einen sehr dynamischen Vorgang, der innerhalb
weniger Minuten vonstattengeht (94). Eine wichtige Rolle in diesem Prozess nimmt
der neonatale Fc-Rezeptor (FcRn) ein. FcRn ist ein major histocompatibility complex
class | (MHC l)-ahnlicher Rezeptor, der sowohl Albumin als auch IgG binden kann
(97). Nach heutigem Kenntnisstand sind Megalin und FcRn in der Lage, die
Transzytose von Albumin und IgG zu initialisieren. Allerdings benétigt FcRn eine
leicht saure Umgebung, um Albumin und IgG zu binden, wie sie zu Beispiel in den
Endosomen vorkommt (97). Am besten verstanden ist dieser Vorgang fur die
Transzytose von Immunglobulin G (IgG): FcRn bindet das IgG in den Endosomen
und lenkt diese zur Harnseite der Podozyten. Somit sorgt FCRn dafir, dass der Inhalt
der Vesikel nicht durch Lysosomen abgebaut wird, sondern basoapikal gerichtet in
den Harnraum exozytiert wird. Im Einklang damit wurde gezeigt, dass in den
Podozyten FcRn-defizienter Mause keine derartige Transzytose von IgG stattfindet,
sondern das in die Podozyten aufgenommene IgG vollstandig in Lysosomen
degradiert wird. Bei den FcRn-defizienten Mausen kam es im subpodozytaren Raum
vermehrt zur Akkumulation der Immunoglobuline. Resultat der FcRn-Defizienz war
also eine stark herabgesetzte Reinigungsfunktion der Podozyten und somit wurden

die Mause anfallig fir glomerulare Schaden (91, 97).

Die Proteinaufnahme und Transzytose durch die Podozyten bietet neben dem
klassischen parazellularen Weg also eine weitere Mdoglichkeit fur Albumin, Gber die
glomerulare Filtrationsbarriere zu gelangen und tragt dazu bei, die renale
Filtrationsfunktion aufrechtzuerhalten. Dieser Vorgang geht jedoch nicht spurlos an

den Podozyten voruber (91, 99).

1.5.2 Folgen der Proteinendozytose flur die Podozyten

Je mehr Albumin durch die glomerulare Basalmembran gelangt und im
subpodozytaren Raum akkumuliert, desto aktiver endozytieren die Podozyten die
anfallenden Proteine (94). Kommt es jedoch zu einer ibermafRigen Endozytose
durch die Podozyten, reagieren diese empfindlich: Die Anreicherung von Albumin im
Inneren der Zelle kann zur Zersetzung der Lysosomenmembranen fuhren und damit
zur Freisetzung der lysosomalen Enzyme in das Zytoplasma (40, 93). Reaktive
Sauerstoffspezies (ROS) werden aus den zahlreichen Mitochondrien der Podozyten
freigesetzt. Das endoplasmatische Retikulum der Podozyten gerat unter Stress. Es

werden proinflammatorische und proapoptotische Zytokine ausgeschuttet, wie
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Tumor-Nekrose-Faktor-a (TNF-a). In den Podozyten bewirkt TNF-a eine
Hochregulation des neonatalen Fc-Rezeptors (FCRn) und damit eine weitere
Steigerung der energieaufwendigen Transzytoseaktivitdt. Besonders relevant sind
diese Vorgange fur Patientinnen und Patienten mit diabetischer Nephropathie, da
glykierte Reaktionsprodukte (AGE) Uber glucose-regulated protein 78 (GRP)
ebenfalls endoplasmatischen Stress ausldsen und die beschriebene Reaktion weiter
aggravieren (40, 97, 100, 100, 101).

Es kommt zu einer Entzundungsreaktion der glomerularen Filtrationsbarriere. Viele
verschiedene Signalwege werden parallel aktiviert. Mithilfe von kultivierten
Podozyten sowie im Tiermodell haben Agrawal, Guess et al. mehrere Spieler der
Entzindungsregulation in den Podozyten identifizieren konnen (102). In lhrem
Versuchsaufbau wurde Ratten Serumalbumin infundiert. In der Folge wurde vermehrt
Albumin in die Podozyten aufgenommen und — koharent mit den oben geschilderten
pathophysiologischen Veranderungen — die Tiere entwickelten eine Glomerulopathie
mit resultierender kraftiger Albuminurie. Die Arbeitsgruppe hatte so die Mdglichkeit,
Profile der Genexpression zu erstellen und sie mit denen gesunder, nicht-exponierter
Tieren zu vergleichen. Auch die kultivierten Podozyten wurden mit BSA inkubiert und
es wurden Genexpressionsprofile erstellt. Es konnten eine Hochregulation der
Genexpression der Cyclooxigenase-2, von Monocyte Chemoattractant Protein-1
(MCP-1), Chemokin-CXC-Ligand 1 (CXCL 1), Transforming Growth Factor p (TGF-
B), Endothelin-1 (ET-1) sowie vielen weiteren Zytokinen nachgewiesen werden (50,
86, 102).

In der Diskussion lhrer Forschungsergebnisse betonen die Arbeitsgruppen um
Shipra Agrawal und Marina Morigi vor allem die Bedeutung des NFkB-Signalwegs:
Nuclear Factor Kappa B (NFkB) ist einer der wichtigsten Transkriptionsfaktoren in
der Physiologie der Entzindungsreaktionen (102, 103). NF-kB bindet an das kB-
Motiv. Hierbei handelt es sich um ein DNA-Motiv, das aus 10 Basenpaaren besteht
und sich an zahlreichen regulatorischen Bereichen der DNA wiederfindet. Es
reguliert die Transkription vieler Gene, die bei der Immunantwort, Apoptose und
Proliferation eine Rolle spielen. Eine Aktivierung von NFkB geht in wenigen Minuten
vonstatten, da das Molekdl nicht erst gebildet werden muss, sondern in den meisten
Zellen zytoplasmatisch vorliegt. Stimuli fir die Aktivierung kénnen TNFa und IL-13
sein (99, 104).
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Die Bedeutung des NFkB-Signalwegs wurde in den letzten Jahren durch viele
Experimente bestatigt: Eine spezifische Deletion des NFkB essential modulator
(NEMO) fuhrt in den Zellen zu einer Inaktivitat des NFkB-Signalwegs. Mause mit
induzierter Glomerulonephritis profitierten von der Deletion des NEMO. Es kam zur
Rekonvaleszenz der glomerularen Entziindung (105). Obwohl es nicht zu einem
Ruckgang der Makrophagen oder T-Lymphozyten im Interstitium kam, wurde die
Sekretion proinflammatorischer Zytokine (CCL2, CCL5 und CCL7) — provoziert durch
Stimulation mit TNFa und Interleukin-1 (IL-1) — in den Podozyten reduziert (99, 104).
Es sei erwahnt, dass dieser Effekt in den Experimenten von Brahler et al. Nur flr das
Zytokin CCL5 statistisch signifikant war, flr die anderen beiden Zytokine konnte ein
richtungsweisender Trend nachgewiesen werden. Nichtsdestotrotz resultierte aus der
Hemmung des NFkB-Signalwegs in den Podozyten eine rasche
elektronenmikroskopisch nachweisbare Verbesserung der glomerularen Entzindung
(104). Dies betont einmal mehr die pathophysiologische Relevanz der podozytaren

Entzindungsreaktion als Folge ubermalliger Albouminendozytose.

In den albuminexponierten Podozyten fuhrt eine Aktivierung des NFkB-
Transkriptionsfaktors zu einer verstarkten Transkription der abhangigen
proinflammatorischen Gene. Unter anderem ist die Transkription der
Cyclooxigenase-2 (COX-2) betroffen, der eine tragende Rolle bei der
Entziindungsreaktion in Glomerulus und Interstitium zu zukommt (102, 104, 106). In
den exponierten Podozyten kam es sowohl zu einer vermehrten Bildung als auch zu
einer verbesserten Stabilitdt der COX-2-mRNA. Beide Mechanismen bewirken eine
verstarkte Expression des Enzyms (102). Dieser Vorgang ist abhangig von der
mitogen activated protein Kinase (MAP-K) (s.u.). Die COX-2 ist ein Schllsselenzym
in der induzierten, katabolen, Prostaglandin-abhangigen Entziindungsreaktion. Sie
befindet sich im Inneren des endoplasmatischen Retikulums und im Golgi-Apparat,
wo sie die Oxidation von Arachidonsaure zu Prostaglandinen katalysiert, weswegen
sie auch als Prostaglandinsynthase-2 (PGHS-2) bezeichnet wird. Es handelt sich um
Signalmolekiile, die an verschiedenen physiologischen Prozessen beteiligt sind,
einschliel3lich der Regulation des Blutflusses Uber die glomerulare Filtrationsbarriere.
Durch die gesteigerte Expression der COX-2 kommt es zu einer verstarkten
Produktion von Prostaglandinen, die in die Regulation der Reninproduktion
eingreifen, Vasokonstriktion und Permeabilitatssteigerung auslésen und so zur
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Schadigung und Dysfunktion der Nieren beitragen und die Nieren daran hindern,
Abfallprodukte effektiv zu filtern und den Flissigkeits- und Elektrolythaushalt zu
regulieren (102).

NF-kB reguliert neben der Transkription der proinflammatorischen Zytokine
Interleukin-2 (IL-2) und Interleukin-7 (IL-7) (106) auch die Transkription des
vasoaktiven Peptids Endothelin-1 (ET-1). Morigi et al. konnten zeigen, dass nach
Albumin-Exposition die Menge an vorhandenem ET-1 in der Zelle stark anstieg (103,
103). Die Wirkung von Endothelin-1 auf die Podozyten ist noch nicht abschlieRend
aufgeklart. Es liegt aber nahe, dass es den Kapillartonus im Glomerulus, die
Kontraktilitat der Mesangialzellen sowie die Permeabilitat der glomerularen
Kapillaren steigert, was zu einer sich weiter steigernden Hyperfiltration von Albumin
fuhren wirde (103, 103).

Weitere Signalwege, die bei der Entziindungsreaktion der Podozyten eine Rolle
spielen sind unter anderem der MAP-K-Signalweg, der Adenosinmonophosphat-
aktivierte Kinase (AMPK) Signalweg, mTOR-Signalweg, sowie der Rho/ROCK
Signalweg (107):

- Mitogenaktivierte Proteinkinasen (MAP-K) bezeichnen eine Gruppe von
Kinasen, die in Phosphorylierungskaskaden eingebunden sind, welche durch
verschiedene interne und externe Stressoren ausgelost werden. Je nach Art
des Auslosers, werden unterschiedliche Faktoren aktiviert und
unterschiedliche Signalwege eingeleitet. So flhrt eine Aktivierung tber
Mitogene zu einer Aktivierung der Extracellular Signal Kinases 1 und 2 (ERK
1/2) was zu Zelldifferenzierung und Proliferation fuhrt, wie sie unter anderem
bei der Tumorentwicklung eine Rolle spielt (108). Die Aktivierung tber
Zytokine, wie zum Beispiel TNF-a oder Interleukin-1 hingegen fuhrt Gber p38-
mitogenaktivierte Proteinkinasen (p38 MAPK) zu vermehrter Induktion der
Apoptose, Entzindung oder Wachstum. Das erklart die pro-apoptotische
Wirkung, die TNF-a in den Podozyten hat (100). Ein dritter Aktivierungsweg
geschieht Uber UV-Licht, Hitzeschock oder osmotischen Schock und fuhrt
Uber stress activated phosphokinases (SAPK) ebenfalls zu vermehrter
Apoptose, Wachstum und auch Zelldifferenzierung (107, 107).
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- Die Adenosinmonophosphat-aktivierte Kinase (AMPK) ist verantwortlich dafur,
die Zelle vor dem ATP-Mangel zu schutzen. AMP ist ein Abbauprodukt des
energiereichen Adenosintriphosphats und somit ein Indikator fur
Energiemangel in der Zelle. Die Aktivierung der AMPK sorgt durch Hemmung
der Phosphorylierung mehrerer Enzyme, die flr die Cholesterin und
Fettsaure-Synthese verantwortlich sind flr einen geringeren ATP-Verbrauch.
AuRerdem vermittelt die AMPK die durch Energiemangel induzierte
Autophagie der Podozyten. Sie sorgt ebenfalls fur eine gesteigerte
Transkription der COX-2 (101, 102).

- mammalian target of rapamycin (mTOR) ist eine Serin/Threonin-
Proteinkinase, die ihren Namen von der immunsuppressiv wirkenden
Substanz Rapamycin hat, die die Kinase inhibieren kann. mTOR kommt in
einer Vielzahl von Geweben vor und besteht aus 2 Komplexen: mTORC1 und
MmTORC2. Der mTOR-Signalweg wird aktiviert durch AGE (Advanced
Glycation Endproducts) und endoplasmatischen Stress und beeinflusst
ebenfalls die Proliferation und Differenzierung von Zellen. Gleichzeitig kann
die Proteinkinase den Abbau von Proteinen induzieren, pro-apoptotisch wirken

und eine Hypertrophie der Podozyten auslésen (101, 109).

Kurzum, eine Hyperfiltration von Albumin und die damit einhergehende Akkumulation
von Albumin im subpodozytaren Raum induziert in den Podozyten eine Steigerung
der Endozytose von Albumin und |6st so im Nierenkorperchen eine
Entzindungsreaktion aus, die auf der Aktivierung verschiedenster Signalkaskaden
wie MAP-K, AMPK und mTOR. Es lohnt sich, die molekularen Mechanismen dieser
Signalkaskaden und die daraus resultierenden Kompromittierungen der
Podozytenfunktion genau zu untersuchen, da sie fur ein pathophysiologisches
Verstandnis der Komplexitat von Proteinurie wichtig sind und einige dieser

Signalwege auch therapeutische Targets darstellen kénnen (110, 111).

1.5.3 Foot Process Effacement

Neben der Hochregulation von Entziindungssignalwegen in den Podozyten fuhrt die
Hyperfiltration von Albumin und die daraus resultierende gesteigerte Endozytose
auch zu einer Herabregulation charakteristischer, strukturgebender Proteine. Dies
beeintrachtigt die Integritat der komplexen Zellstruktur und fihrt letztlich zu einem
Verlust der charakteristischen Architektur der Podozyten (29, 29, 101, 105, 107, 112,
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113). Morigi et al. konnten mithilfe von Zellkulturen zeigen, dass Podozyten, die
humanem Serum Albumin (HSA) ausgesetzt werden, weniger Synaptopodin
exprimieren, als Zellen der Kontrollgruppe (103). In Vitro bestatigten Jim et al. einige
Jahre spater durch Untersuchungen von Nierenbiopsien von Patientinnen und
Patienten mit diabetischer Nephropathie eine verminderte Expression der

podozytaren Proteine Synaptopodin, Nephrin und Podocin (114).

Podozyten sind hochdifferenzierte Zellen, deren komplexer Aufbau ein hohes Mal}
an zytoskelettaler Organisation voraussetzt. Das ist die Bedingung daflr, dass die
Podozyten dem Druck in den glomerularen Kapillaren standhalten, den Fluss des
Primarharns Uber die GFB regulieren und eine Barriere fur Makromolekule darstellen
konnen (107). Man kann sich leicht vorstellen, dass fein abgestimmte
Kommunikation zwischen benachbarten Podozyten die Grundlage fir die
Entwicklung und Funktion der interdigitierenden Fulfortsatze und der
korrespondierenden Molekule der Schlitzdiaphragmen ist. Hierfur sind die
Signalwirkungen von Nephrin, Synaptopodin und Podocin mitverantwortlich (86, 114,
115).

- Synaptopodin ist ein wichtiger Regulator der GTPasen der Rho-Familie (110,
112). Kleine GTPasen wie RhoA, Rac1 und Cdc42 spielen eine wichtige Rolle
in der Organisation des Zytoskeletts der Podozyten. Rac1 und Cdc42
ermdglichen Zellmotilitat, Kontraktilitat, die Ausbildung von Stressfasern und
Pseudopodien. Die verminderte Expression von Synaptopodin, bei der
wahrscheinlich TGF- und der Komplementfaktor C5b auslésende Rollen
spielen, sorgt daflir, dass sich die Aktinbindungen des Zytoskeletts verandern
(110, 111, 113).

- Auch die Bedeutung von Nephrin, dem Hauptprotein des Schlitzdiaphragmas,
geht in diesem Zusammenspiel Uber die Funktion als blof3es ,Sieb“ fur
Makromolekule hinaus. Mit der kleinen intrazellularen Domane bindet es viele
zytoplasmatische Molekule und nimmt so Einfluss auf die Polaritat der
Podozyten, Kalzium-Ausschuttung, die Zusammensetzung der
Membranproteine und des Aktin-Zytoskeletts (34)

- Podocin verstarkt die Signalkaskaden, die Nephrin auslost (116) und gibt
mechanische Stimuli von den Schlitzdiaphragmen tber CD2AP und TRPC6
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an das Zellinnere weiter. Es fungiert so als Verbindungsprotein zwischen der
Zellmembran und dem Zytoskelett (117, 118)

Auch ET-1 (s.o0.) wird Rho-abhangig reguliert. Eine Hemmung des
Zytoskelettumbaus durch Inhibierung der Rho-Kinasen ging in den Experimenten von
Morigi et al. mit einer verminderten Expression von ET-1 einher. Gleichzeitig wurde
auch eine Aktivierung des oben beschriebenen NFkB-Signalwegs unterbunden.
Diese Erkenntnisse untermauern zusatzlich die Bedeutung des Zytoskeletts im
Hinblick auf die Signaltransduktion innerhalb der Zelle und der Zellen untereinander
(103).

Mit dem Aufbau des Zytoskeletts verandert sich auch die Morphologie der Zelle
(103). Es kommt zur Hypertrophie der Zellleiber und die hochspezialisierte
Fulfortsatze verlieren ihre charakteristische Form und Funktion. Sie werden
dysmorph, flachen ab, ziehen sich zurtck und verschmelzen schliellich. Man spricht
von Foot Process Effacement (FPE), also der Auflosung der Fullfortsatze. Damit
geht die physiologisch relevante Anatomie der glomerularen Filtrationsbarriere

zugrunde (103).

Podozyten reagieren auf Hyperfiltration von Albumin in stereotypischer Art und
Weise. Ihr Zytoskelett wird in Abhangigkeit von den beschriebenen Rho-Kinasen
umfassenden Umbauprozessen unterworfen. Damit werden die Zell-Zell sowie die
Zell-Matrix-Interaktionen gestort. Die Zusammensetzung der Oberflachenproteine
verandert sich. Die Schlitzdiaphragmen gehen zugrunde und werden durch Tight
Junctions ersetzt. Die negative Ladung der Membranproteine der Podozyten kann
nicht mehr aufrechterhalten werden. Es kommt zu einer Entdifferenzierung der
Podozyten mit schwerwiegenden Folgen fur die Nierenfunktion (17, 34, 93, 119—
121).

1.5.4 Folgen der Entdifferenzierung: Ablésung von der GBM und Apoptose

Die Podozyten haften Gber ihre Fortsatze an der Basalmembran, wahrend der
Zellkorper selbst frei im Harnraum des Glomerulus flotiert. Da besonders die
Fulfortsatze von den Umbauprozessen im Rahmen der Albuminexposition betroffen
sind, kann es zur Ablosung der Zellen von der glomerularen Basalmembran

kommen, denn durch die Neuorganisation des Aktins wird auch a331-Integrin
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beeinflusst, welches den Haftkontakt der Podozyten zur Basalmembran vermittelt
(101, 110, 118). Zusatzlich Uben die veranderten Druck- und Flussgradienten Uber
der Blut-Harn-Schranke mechanischen Stress auf die Podozyten aus. Diese
abgelosten Zellen werden in den Harnraum geschwemmt, sie tauchen dann vermehrt
im Urin auf (119). Auch gesunde Menschen verlieren von Zeit zu Zeit lebensfahige
Podozyten Uber den Harn. Allerdings geht aus Ergebnissen von Yin et al. heraus,
dass kultivierte Podozyten aus dem Urin gesunder Patientinnen und Patienten eine
signifikant geringere Uberlebensdauer in Kultur zeigen als solche aus dem Urin
nierenkranker Menschen. Dieser Unterschied kdnnte auf eine herabgesetzte
Zellmortalitat infolge des Entdifferenzierungsprozesses der Podozyten
zurUckzuflhren sein, der durch die veranderte Mikroumgebung in den Nephronen
nierenkranker Patientinnen und Patienten begunstigt wird. Diese Mikroumgebung ist
durch pathologische Veranderungen wie Entzlindungen, oxidativen Stress und eine
gestorte Zellinteraktion gepragt, was das Uberleben und die Funktion der Podozyten
beeintrachtigt. Die Entdifferenzierung ermoglicht es den Podozyten, langer in einer

proliferativen oder weniger spezialisierten Form zu Uberleben (118, 122).

Durch die Vergroberung der Ful¥fortsatze verandert sich die Filtrationsflache des
Glomerulus. Die Meinungen zu den physikalischen Konsequenzen dieser
veranderten Mikroanatomie gehen auseinander: Wahrend Kriz und Lemley
postulieren, dass FPE die Podozyten vor mechanischem Stress und vor Abldsung
von der GFB schutzt, kommen Benzing und Salant zu dem Schluss, dass durch die
reduzierte Filtrationsflache infolge des FPE die Scherkrafte, die auf die Podozyten

wirken, noch verstarkt werden (38, 123).

Ob sich die Podozyten nun trotz oder wegen der verklrzten Fortsatze von der GBM
|I6sen, beiden Theorien gemeinsam ist die Konsequenz, dass die morphologisch
veranderten Podozyten nicht mehr in der Lage sind, die Integritat der glomerularen
Basalmembran aufrechtzuerhalten, worauf diese sich verdickt und Makromolekile
nur noch unzureichend am Passieren hindert. Diese Theorien bieten somit eine
elegante Antwort auf die Frage, warum sich beim Fortschreiten einer
Nierenerkrankung die glomerulare Filtrationsrate verringert, wahrend die Filtration
von Albumin exazerbiert (38, 123).
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Prologierter Stress des endoplasmatischen Retikulums — wie er im Rahmen der
Filtration und Endozytose von Albumin auftritt — flhrt auRerdem zu apoptotischem
Zelltod (124). Wie bereits oben erlautert, werden im Rahmen der
Entzindungsreaktion auch pro-apoptotische Mediatoren wie TGF-f3 freigesetzt. He et
al. haben in Ihren Versuchen gezeigt, dass Caspasen und Chaperone, die die ER-
Stress-induzierte Apoptose vermitteln (v.a. Caspase-12 und GRP78) vermehrt
produziert werden, wenn die Podozyten Albumin endozytieren. Diese
Mehrproduktion von Caspasen und Chaperonen ist dosisabhangig: Proportional zur
eingesetzten Menge an Albumin steigt damit auch die Apoptoserate der kultivierten
Podozyten. Diese Veranderungen fligen sich nahtlos in die Erkenntnisse zur
Albuminwirkung im proximalen Tubulus ein, die weiter unten naher erlautert werden
(101, 124).

Neben intrinsischer Apoptose und Ablosung wurden viele weitere Wege beschrieben
(Anoikose, extrinsische Apoptose, Nekrose, Autophagie, Mitose-Katastrophen), wie
Podozyten den Nephronen verloren gehen. Obwohl es in den letzten Jahren grol3es
Interesse an der Rolle der Podozyten und ihrer Schadigung im Kontext mit diversen
Nierenerkrankungen gegeben hat, bleibt der Stellenwert der einzelnen Vorgange
weitestgehend unklar (100, 118).

Der Verlust von Podozyten stellt fir die Niere ein zentrales Problem dar. Die
Regenerationskapazitaten dieses Zelltypes sind beschrankt. Es handelt sich um
derart hochdifferenzierte Zellen, dass eine Zellmigration oder gar Zellteilung immer
mit Funktionsverlust einhergeht und nicht selten in der Ablosung der Zellen mundet
(122). Nach einer Ablésung — seien es apoptotische, nekrotische oder lebende Zellen
gewesen — liegen die entsprechenden Bereiche der GBM frei (89, 93, 103). Die
verbliebenen Podozyten versuchen den Defekt zu decken, indem sie weiter
hypertrophieren — wiederum zulasten ihrer Feinmorphologie. Der Verlust von
Podozyten I6st GUber Cross-Talk Mechanismen und Zytokine auf3erdem
pathophysiologische Reaktionen in anderen Podozyten aber auch in den
umgebenden Zellen wie dem Endothel und den interstitiellen Zellen aus. Nagata et
al. fuhrten hierfur den Begriff des ,Podocyte Domino Effect” ein, bei dem der Verlust
einzelner Zellen die Stabilitat der glomerularen Filtrationsbarriere weiter schwacht
und dadurch eine Kaskade von weiteren Zellablésungen, strukturellen Schaden und

letztlich die Progression der Grunderkrankung auslost (118, 125).
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Es ist also wichtig zu verstehen, dass die Endozytose von Albumin aus dem
subpodozytaren Raum zu einer aggravierten Entzindungsreaktion in den
Nierenkorperchen fuhrt, die Uber unterschiedlichste Signalwege eine Verformung der
Podozyten und Basalmembran sowie eine progrediente Reduktion der
Podozytenzahl zur Folge hat: Die Integritat der glomerularen Filtrationsbarriere wird
kompromittiert. Proteine, die normalerweise im Blut zurtickgehalten werden sollten,
gelangen in den Harnraum und das angeschlossene Tubulussystem und fuhren dort

zu weiteren Problemen, was im Folgenden genauer beleuchtet wird (40, 100, 105).

1.5.5 Folgen der Proteinendozytose fur die Zellen des proximalen Tubulus

Die Zellen des proximalen Tubulus (PTC) kénnen die anfallenden Proteinmengen
nicht dauerhaft rlckresorbieren, ohne Schaden zu nehmen (37, 47). Die Exposition
ihrer apikalen Zellmembran gegentber Albumin und anderen filtrierten Proteinen wie
Transferrin und Immunglobulin G fihrt in den PTC dazu, dass vermehrt
inflammatorische und fibrogene Mediatoren wie die bereits oben erwadhnten TGF-3,
ET-1, MCP-1, IL-8 und Regulated And Normal T-cell Expressed and Secreted CCL-5
(RANTES) exprimiert werden. Auch hier spielt die Aktivierung des
Transkriptionsfaktors Nuclear Factor-kB (NF-kB) eine entscheidende Rolle (64, 99,
99, 105, 126). Zytokine werden aus den PTC vermehrt basolateral und damit an das
renale Interstitium abgegeben (99). Hier wirken sie als Induktoren des fibrotischen
Umbaus und der Entzindungsvorgange durch die Rekrutierung von Monozyten,
Makrophagen und T-Lymphozyten und die damit verbundene Produktion von
extrazellularer Matrix. Die aktivierten Leukozyten wiederum geben TNF-a und IL-1b
an ihre Umgebung ab und stimulieren so wiederum deren Zytokin-Produktion in den
PTC im Sinne eines positiven Feedbackmechanismus (99, 99). Das Nierengewebe
wird bindegewebig umgebaut und die PTC verlieren ihre Integritat: Der Blrstensaum
verformt sich, die lysosomale Kapazitat sinkt. Im Verlauf der Nierenerkrankung

verliert der proximale Tubulus seine Resorptionskapazitat (50).

Kurz gesagt zieht die Hyperfiltration von Albumin Gber die GFB auch im proximalen
Tubulus verheerende Schaden nach sich: Durch die herabgesetzte
Resorptionskapazitat des Tubulussystems fallt nun auch vermehrt Eiweil3 im
Endharn an (50). Jedoch hat nicht nur die Glomerulopathie Einfluss auf die
pathophysiologischen Prozesse im proximalen Tubulussystem: Koharent mit den

oben beschriebenen Erkenntnissen Uber die ganzheitliche Betrachtung der
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Nierengesundheit treiben auch die tubulointerstitiellen Entzindungsvorgange Utber
Cross-Talk-Mechanismen die Degeneration der glomerularen Filtrationsbarriere
weiter voran (99, 110, 127).

1.6 Pathophysiologie der Albuminurie

Diese Zusammenhange zwischen Albuminfiltration und Resorption sowie die
resultierende entzlindungsbedingte Abwartsspirale der Nierenfunktion werden
wichtig, wenn man sich mit der Diagnostik der chronischen Niereninsuffizienz
(chronic kidney disease - CKD) und ihren Komplikationen beschaftigt. Proteinurie
wird gemeinhin als Symptom einer zugrundeliegenden Nierenerkrankung
wahrgenommen — als Konsequenz der glomerularen Schadigung. Erst langsam setzt
sich die Erkenntnis durch, dass Proteinurie mehr Krankheit als Symptom darstellt:
Die Nierenfunktion verschlechtert sich infolge der Proteinurie und den resultierenden
Schadigungen an allen Schichten der glomerularen Filtrationsbarriere und des
Tubulussystems (47, 64, 69, 78, 89).

Wie oben beschrieben, tauchen im Endharn zunachst nur Spuren des urspringlich
filtrierten Albumins auf. Eine Proteinurie oder Albuminurie wird erst nachweisbar,
wenn die Resorptionskapazitat des proximalen Tubulus Uberschritten ist. Bis dieser
Zeitpunkt erreicht ist, ist in der Niere bereits eine Kaskade an Stressreaktionen

losgetreten worden, die zum Teil nicht reversibel sind (24, 51, 62, 64).

Wenn die Nierenschadigung einen bestimmten Punkt Uberschreitet, verschlechtert
sich die renale Funktion also unabhangig von der zugrundeliegenden Erkrankung
und deren Verlauf (50, 93, 128). Es ist daher nicht verwunderlich, dass Proteinurie
ein wichtiger pradiktiver Faktor fur die Gesundheit der Niere ist. (50, 129). So
konnten Iseki et al. bereits 2003 zeigen, dass Proteinurie ein unabhangiger Pradiktor
fur die Entwicklung eines Nierenversagens (end-stage renal disease — ESRD) ist: In
ihrer klinischen Studie ermittelten Sie die Wahrscheinlichkeit fur Patientinnen und
Patienten, ein Nierenversagen zu entwickeln. Diese Wahrscheinlichkeit war sehr viel
héher in der Gruppe derjenigen Patientinnen und Patienten, die zum Zeitpunkt der
Baseline-Messung proteinuretisch waren, verglichen mit der Gruppe, deren
Proteinausscheidung im Harn unauffallig war. Nach 17 Jahren haben in der Gruppe

ohne Proteinurie weniger als 1% der Patientinnen und Patienten ein Nierenversagen
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entwickelt. In der Gruppe mit starker Proteinurie waren es uber 15%. Auch die Dauer
von der Erstdiagnose einer Niereninsuffizienz bis zum Zeitpunkt der Dialysepflicht
wurde ermittelt. Fur diejenigen Patientinnen und Patienten, die bei der Erstdiagnose
keine Proteinurie aufwiesen, war der Zeitraum signifikant langer, als fur solche
Patientinnen und Patienten, bei denen eine Proteinurie nachweisbar war (141.4
Monate vs. 103.9 Monate) (129). Diese Ergebnisse konnten in den folgenden Jahren

von vielen Arbeitsgruppen bestatigt werden (47, 130-132).

Um Marker fur die Verlaufsprognose der beginnenden Niereninsuffizienz hin zum
Nierenversagen zu ermitteln, analysierte das Chronic Kidney Disease Prognosis
Consortium in einer grol} angelegten Metaanalyse 2011 verschiedene
Risikofaktoren. Nach lhren Erkenntnissen sind sowohl eine erniedrigte glomerulare
Filtrationsrate als auch das Vorhandensein einer Proteinurie unabhangige
Risikofaktoren fur die Entstehung von ESRD (133). Aus diesen Erkenntnissen wurde
die Forderung abgeleitet, die Einschatzung der Prognose von Patientinnen und
Patienten mit Niereninsuffizienz nicht langer an die Ursache oder klinische
Prasentation ihrer Erkrankung zu knupfen, sondern viel mehr an die Parameter der
eGFR und besonders der Albuminurie, deren prognostischen Mehrwert in der
Analyse betont wurde. Diese Erkenntnisse wurden seitdem vielfach bestatigt und
erhielten Einzug in die KDIGO-Leitlinien. Die betreffenden Studien betonen auch
einmal mehr die Uberlegenheit der Bestimmung des ausgeschiedenen Albumins
verglichen mit einer unspezifischen Quantifizierung des vorhandenen Proteins.
Zusammen mit dem Wissen Uber die Pathomechanismen der Albuminurie lasst sich
also sagen, dass Albuminurie per se chronische Nierenkrankheiten aggraviert — eine
Erkenntnis, die ebenfalls von der International Society of Nephrology tibernommen
wurde (69, 86, 131, 133-136).

Aber neben den lokalen Konsequenzen an den Nieren ist auch das kardiovaskulare
System des Korpers betroffen. Bereits 1836 fiel dem Arzt Richard Bright in einer
Zusammenstellung von klinischen Fallen ein Zusammenhang zwischen
hypertrophierten Herzen und fortgeschrittenen Nierenerkrankungen auf. Bright legt
somit den Grundstein fir das Konzept, dass kardiovaskulare Krankheiten auch in der
Niere begrindet seien kénnen (137, 138). Noch heute ist Richard Bright deshalb als
der ,Vater der Nephrologie“ bekannt (139). Seit dem 19. Jahrhundert wurde die von

Bright beschriebene Assoziation vielfach bestatigt.
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Studien zeigen, dass Menschen mit einer eingeschrankten glomerularen
Filtrationsrate ein signifikant héheres Risiko haben, Herz-Kreislauf-Erkrankungen wie
Herzinsuffizienz, koronare Herzkrankheit oder Herzrhythmusstorungen zu

entwickeln, verglichen mit Menschen, deren GFR im Normalbereich liegt (138, 140).
Dieser Zusammenhang ist jedoch bei pathologisch erhohter Albuminurie noch starker
ausgepragt als bei einer erniedrigten GFR. Wie Shuvy et al. 2020 zeigen, korreliert
die Menge an ausgeschiedenem Albumin direkt mit dem Schweregrad der
Herzinsuffizienz, der durch die NYHA-Klassifikation bestimmt wird: Je mehr Albumin
Uber den Urin ausgeschieden wird, desto schwerer ist die Herzinsuffizienz (29, 47,
140-143).

Lange Zeit ging man davon aus, dass dies vor allem darauf zurickzufuhren ist, dass
es gemeinsame Risikofaktoren flir beide Krankheitszustande gibt, wie zum Beispiel
Hypertonus, Diabetes mellitus, Rauchverhalten oder Hypercholesterinamie (144).
Aber grolRe Metanalysen konnten darlegen, dass auch nachdem flir andere
Risikofaktoren adjustiert wurde, die Zusammenhange zwischen Albuminurie und
kardiovaskularem Outcome signifikant bleiben. Auch sind diese zusatzlichen
Risikofaktoren in Studien oft ahnlich verteilt zwischen den Kohorten mit und ohne
Albuminurie (143). Andersherum gibt es viele Menschen, die ohne die genannten
Risikofaktoren eine chronische Nierenfunktionsstorung mit Proteinurie aufweisen und
auch dann ist ihr Risiko fur kardiovaskulare Ereignisse ist deutlich erhoht (145). Der
Einfluss der Nierengesundheit auf das kardiovaskulare System ist derart stark, dass
Menschen mit einer milden bis moderaten Nierenfunktionsstdrung ein hoheres Risiko
haben, an den Folgen fur ihr Herz-Kreislauf-System zu sterben, als jemals
dialysepflichtig zu werden. Nur fur Patientinnen und Patienten in KDIGO-Stadium 4
Uberwiegt das Risiko, ESRD zu entwickeln (130, 136, 138, 146—-151). Diese
Erkenntnis verschiebt den Fokus des Risikomanagements und sie bietet eine weitere
Erklarung dafir, dass mit vermehrter Albuminurie auch eine gesteigerte Mortalitat

und eine geringere Lebenserwartung einhergeht (131, 133, 140, 152-154).

Neben dem erhdhten Risiko fur kardiovaskulare Erkrankungen (cardiovascular
diseases - CVD) sind auch weitere Organsysteme betroffen. Die herabgesetzte
Nierenfunktion geht mit einer Entziindungsreaktion einher, die in die
Endothelfunktion eingreift, Thromboembolien und Gefal¥kalzifizierungen begunstigt,

so sind Patientinnen und Patienten mit CKD besonders suszeptibel fur Demenzen
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und zentralnervése Ischamien (155). Pathophysiologische Veranderungen der
zentralnervosen Gefale, die mit der Entwicklung einer Demenz einhergehen sind
eine Verdickung der Basalmembran, Verlust der Struktur der Perizyten,
herabgesetzte Autoregulation der Blut-Hirn-Schranke mit Hyperpermeabilitat und
erhéhtem oxidativem Stress — ahnliche Vorgange wie sie auch an der glomerularen
Filtrationsbarriere beschrieben wurden (50, 65, 145). Auch fur diese
zerebrovaskularen Komorbiditaten stellt das Vorhandensein einer Albuminurie einen
pradiktiven Faktor da, wie Barzilay et al. Herausfanden. Mit zunehmender
Albuminurie steigt auch das Risiko fur die Entwicklung von Demenzen vom
vaskularen Typ und vom Alzheimer-Typ. Diese Assoziation bleibt auch nach der
Adjustierung fur kardiovaskulare und demographische Risikofaktoren statistisch
signifikant (145, 156). Sandsmark et al. haben sich der Frage gewidmet, ob die
Nierenfunktion mit dem Schlaganfallrisiko assoziiert ist und sie konnten ahnliche
Erkenntnisse Uber die Risikobewertung fur betroffene Patientinnen und Patienten
gewinnen: Obwohl die eGFR (nach Adjustierung fur Confounder) nicht mit einem
erhdhten Ischamierisiko vergesellschaftet ist, geht eine Albuminurie > 30 mg/d mit

einem signifikant erhéhten Schlaganfallrisiko einher (155).

Es stellt sich also deutlich das organubergreifende Risikoprofil von Patientinnen und
Patienten dar, deren Nierenfunktion bereits so weit in die Abwartsspirale eingetreten
ist, dass eine Albuminurie nachweisbar geworden ist. Traditionelle Risikofaktoren wie
Hypertonie, Hypercholesterindmie, Insulinresistenz und Ubergewicht allein erklaren
nicht das Ausmal} der vitalen Bedrohung von Patientinnen und Patienten mit
chronischen Nierenerkrankungen. Fur ein umfassendes Verstandnis der Krankheit
und ein verbessertes klinisches Management muss der Fokusbereich daher um
erganzende Risikofaktoren wie oxidativen Stress, Volumenstatus und chronische
Entzindungsprozesse, erweitert werden. Ein mal3geblicher Mediator und damit ein
prognostisch wie therapeutisch wichtiges Bindeglied ist hierbei das Renin-

Angiotensin-Aldosteron-System (157-159).
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1.6.1 Pathophysiologische Effekte des Renin-Angiotensin-Aldosteron-Systems

Neben seiner Rolle bei der Regulation von Blutdruck und Elektrolythaushalt, ist das

RAAS an vielen pathophysiologischen Vorgangen beteiligt. Im Rahmen einer

Niereninsuffizienz wird das Renin-Angiotensin-Aldosteron-System aktiviert (159).

Angiotensin Il induziert eine Vasokonstriktion der efferenten Arteriole, der
intravasale Druck der glomerularen Kapillaren erhoht sich. Durch den
steigenden hydrostatischen Druck kommt es zu einem Verlust der
GroRRenselektivitat der glomerularen Filtrationsbarriere. Es gelangen unter
Aktivierung des RAAS durch den erhoéhten Filtrationsdruck vermehrt
Makromolekile in den Harnraum (38, 49, 160).

Aber auch unabhangig von der Wirkung als Vasopressor beeinflusst
Angiotensin |l die Filtration von Albumin an der GFB. So konnten Schiel3l und
Castrop 2013 mittels Multiphotonen-Mikroskopie sichtbar machen, dass der
glomerulare Siebkoeffizient fur Albumin sich unter dem Einfluss von
Angiotensin auch dann steigert, wenn der renale Perfusionsdruck mittels einer
Schlinge konstant gehalten wurde (94, 161, 162)

Daruber hinaus handelt sich bei Angiotensin Il auch um einen Induktor von
Entzindungsvorgangen und Fibrosierung. Die Aktivierung des RAAS
stimuliert die Freisetzung von reaktiven Sauerstoffspezies (ROS), den
Transkriptionsfaktoren NFkB und TGF-B und Zytokinen wie dem IL-6, TNF-a
oder ET-1 und weiteren proinflammatorischen Zytokinen (s.0.). So nimmt
Angiotensin |l eine entscheidende Rolle bei der Entstehung und
Verschlechterung von Proteinurie und Nierenversagen ein (49, 101, 125, 138,
163, 164).

Im Rahmen eines metabolischen Syndroms — einer haufigen Komorbiditat zu CKD —

wir diese Hormonachse noch zusatzlich aktiviert. Das zirkulierende Angiotensin I

steigt proportional mit dem Body Mass Index (BMI), der Adipositas und der

Insulinresistenz. AuRerdem ist Angiotensin Il auch direkt am pathologischen

kardialen Remodelling im Rahmen der Herzinsuffizienz und -hypertrophie beteiligt,

was das kardiovaskulare Risiko weiter nach oben treibt (12, 163, 165).

Ein starker Hinweis auf die Relevanz der Renin-Angiotensin-Aldosteron-Achse bei

der Entstehung und dem Verlauf von CKD ist der therapeutische Erfolg der

Behandlung mit RAAS-Inhibitoren wie ACE-Hemmern, Angiotensin-Rezeptor-
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Blockern (ARB) und Aldosteron-Antagonisten deren nephroprotektiver Einfluss Gber
die blutdrucksenkende Wirkung hinausgeht (130, 144, 146, 149, 166). Vielmehr
scheint sie auf die Reduktion der Albuminurie zurlickzufuhren zu sein (141, 142).
Doch obwonhl die Einfuhrung der RAAS-Inhibitoren einen gro3en Einfluss auf den
Krankheitsverlauf der CKD-Patientinnen und Patienten hatte und die Progression der
Erkrankung verlangsamt, kann sie doch nicht komplett verhindert werden (167). Die
Therapie der CKD gestaltet sich besonders in fortgeschrittenen Stadien als schwierig
und im Endstadium (ESRD) sind die Patientinnen und Patienten abhangig von
Nierenersatzverfahren wie Hamodialyse, Hamofiltration oder Organtransplantation.
Mit dem Fortscheiten der Erkrankung verschlechtert sich das Outcome drastisch. Die
Mortalitatsraten unter Hamodialyse schwanken zwischen 20 bis 50% innerhalb von

zwei Jahren (121).

Es lasst sich also zusammenfassen, dass Menschen mit eingeschrankter
Nierenfunktion zu einer Hochrisikogruppe fur vaskulare Ereignisse gehoren. Sie
sollten besonders aufmerksam dahingehend untersucht werden und vorhanden
Risikofaktoren fur das Herz-Kreislauf-System minimiert werden, um eine optimale
Versorgung zu garantieren. Im klinischen Alltag zeigt sich jedoch ein anderes Bild.
Nur wenige Leitlinien berucksichtigen diese Faktoren und oftmals sind
niereninsuffiziente Patientinnen und Patienten in Bezug auf ihre kardiovaskulare
Komorbiditaten unterdiagnostiziert, weil ihnre Beschwerden sich untypisch
prasentieren oder als Symptome der Niereninsuffizienz abgeschrieben werden (130,
138, 163). Die Aufklarung der betroffenen Patientinnen und Patienten Uber
sekundare Praventionsmalnahmen ist oft mangelhaft und auch in der Akutdiagnostik
von kardiovaskularen Ereignissen sind niereninsuffiziente Patientinnen und Patienten
im Nachteil. So werden Sie — trotz der Neigung zur Hyperkoagulabilitat — weniger oft
einer Thrombolyse zugefuhrt und auch der Zugang zu Koronarangiographien wird
erschwert, da das verwendete Kontrastmittel renal ausgeschieden wird und die
Indikation zurtuickhaltend gestellt wird, um kontrastmittel-assoziierte Nephropathien
zu verhindern (138, 163). Desweitern werden Patientinnen und Patienten mit
chronischen Nierenerkrankungen meist von klinischen Studien ausgeschlossen, was
die Datenlage zu den Behandlungsoptionen weiter verschlechtert (135, 168).
Gansevoort et al. prangern die unterdurchschnittliche Behandlung, die CKD-
Patientinnen und Patienten im klinischen Alltag zuteilwird als ,therapeutischen
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Nihilismus® an und schlieRen mit der Forderung, CKD-Patientinnen und Patienten
starker in den Fokus zu stellen, um evidenzbasierte Behandlungsstrategien zu
entwickeln und die medizinische Versorgung dieser haufig benachteiligten

Patientengruppe nachhaltig zu verbessern (138).

1.6.2 Protektion durch Fruherkennung
In Anbetracht der unzureichenden Behandlungsoptionen, ist es also umso wichtiger,
eine Kompromittierung der Nierenfunktion schnell und zuverlassig zu detektieren,

bevor die oben beschriebenen irreversiblen Konsequenzen eintreten (150, 169, 170).

Jedoch gestaltet die Diagnostik sich schwierig: Oftmals geht CKD nicht mit
charakteristischen Symptomen einher und haufig verlassen sich Arztinnen und Arzte
bei der Beurteilung der Nierengesundheit Ihrer Patientinnen und Patienten auf die
geschatzte glomerulare Filtrationsrate (eGFR) (88, 150). Die eGFR wird mithilfe von
Serumkreatinin-konzentration, Alter, Geschlecht und Hautfarbe ermittelt. Hierbei
kommen unterschiedliche Formeln zum Einsatz. Eine fehleranfallige und aufwendige
24h-Urin-Sammlung entfallt. Jedoch ist die Aussagekraft der eGFR limitiert und nicht
ausreichend, um fundierte klinische Entscheidungen treffen zu kénnen (171). So
schliel3t eine normwertige eGFR eine Beeintrachtigung der Nierenfunktion nicht aus,
da die Serumkreatininkonzentration und die Nierenfunktion nicht in einer linearen,
sondern einer hyperbolischen Beziehung zueinanderstehen. Dies hat zur Folge, dass
die Serumkreatininkonzentration erst dann als pathologisch auffallt, wenn die
Nierenfunktion bereits um mehr als 50% vermindert ist. Man spricht vom Kreatinin-
blinden Bereich. Die ermittelte eGFR wird dementsprechend meist Uberschatzt.
Verlasst man sich also auf die eGFR, fallen viele Patientinnen und Patienten erst in
einem spateren Krankheitsstadium auf und die Moglichkeiten, praventiv und

renoprotektiv einzugreifen, sind nur mehr limitiert (88, 150).

Um die Diagnostik sinnvoll zu erganzen wird eine Bestimmung der Albuminurie
empfohlen (155). In den Leitlinien zu CKD wird eine Urinausscheidung von mehr als
30 mg/d als pathologisch bewertet (70, 153). In den letzten Jahren mehren sich
jedoch die Erkenntnisse, dass selbst kleinste Mengen an Albumin im Urin, die mit
den herkdmmlichen Methoden weder erfasst noch als Albuminurie klassifiziert

werden, weitreichende Folgen haben. Blecker et al., Shuvy et al. sowie viele weitere
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Arbeitsgruppen haben gezeigt, dass auch eine Albumin-Ausscheidung von < 30 mg/d
im Urin mit einem schlechteren Outcome assoziiert ist. lhre Daten legen eine lineare
Beziehung zwischen Albuminausscheidung im Urin und kardiovaskularem Risiko
sowie Mortalitat nahe (140, 141, 157). Blecker et al. sowie Stevens und Levin
formulieren daraus die Forderung, dass das ,Stufenkonzept” der Albuminurie — wie
es in den Leitlinien verankert ist — abgeldst werden soll, zugunsten einer linearen
Risikobewertung des Urin-Albumin-Kreatinin-Quotienten (69, 130, 153, 157).

Die oben beschriebenen Erkenntnisse Uber die Verschlechterung der Nierenfunktion
durch die Proteinurie sowie die Auswirkungen auf das GefalRsystem bilden die
physiologische Erklarung fur diese Forderungen. Hervorzuheben sind hierbei drei

Probleme, die sich gegenseitig beeinflussen:

- Zum Ersten wird die glomerulare Problematik zunachst maskiert, da eine
Albuminurie erst nachweisbar wird, wenn die Resorptionskapazitat des
proximalen Tubulus bereits Uberschritten ist

- Zweitens kommt es durch die Albuminurie und die resultierenden
proinflammatorischen und prothrombotischen Reaktionen per se zu
progredienten Schaden an der Niere und anderen Organsystemen

- Zum Dritten sind die Moglichkeiten der therapeutischen Interventionen limitiert

und die Lebensqualitat der CKD-Patientinnen und Patienten ist stark reduziert

(47, 50, 64, 142, 150, 172). Um diesen Problemen im klinischen Alltag begegnen zu
konnen, muss ein neuer Marker etabliert werden, der besser geeignet ist,
Nierenschaden frihzeitig zu identifizieren, um gezielte MaRnahmen zu ermdglichen

und irreversible Schaden an der Niere und anderen Organsystemen abzuwenden.
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2 Fragestellung
2.1 Hintergrund

Chronische Niereninsuffizienz (CKD) betrifft mehr als 10% der Weltbevolkerung und
ist mit einer deutlich reduzierten Lebenserwartung verbunden (38, 69, 153). Mit
zunehmendem Durchschnittsalter und einer steigenden Pravalenz der
Hauptrisikofaktoren — Diabetes mellitus und Hypertonie — wird ein weiterer Anstieg
der CKD-Falle und der damit verbundenen Mortalitat erwartet (150). Eine frihzeitige
Diagnose ist essenziell, um die Progression der Erkrankung zu verlangsamen und
eine renoprotektive Therapie rechtzeitig einzuleiten. Aktuell fehlen jedoch Marker, die
glomerulare Schaden in einem frihen Stadium zuverlassig detektieren konnen (88,
119, 135).

2.2 Problemstellung

Podozyten spielen eine zentrale Rolle bei der Bildung und Aufrechterhaltung der
glomerularen Filtrationsbarriere. Sie nehmen Albumin Uber transzytotische
Mechanismen auf und geben es teilweise in Form von Vesikeln wieder ab. Dieser
Proteintransport wird als Reinigungsfunktion der Podozyten verstanden. Fallt
vermehrt Albumin im subpodozytaren Raum an, wird dieses auch vermehrt
endozytiert. Erleichtert werden diese Vorgange durch den Einfluss des RAAS (94).
Wahrend ein Teil der so entstandenen albuminhaltigen Vesikel in den podozytaren
Lysosomen abgebaut wird, verlasst ein Grof3teil des endozytierten Albumins die
Podozyten als intakte Vesikel (s.0.) (94). Da die Proteine in Vesikeln durch ihre
umgebende Membran vor der Resorption im proximalen Tubulus geschutzt sind,
koénnten diese direkt im Endharn detektiert werden (79). Im Einklang damit stehen
Untersuchungen im Tierversuch, die nachweisen, dass etwa 3-10% der im Harn
ausgeschiedenen Proteine in Vesikeln vorliegen (94, 173). Nach dem Stand der
Literatur liegt es also nahe, dass Albumin-enthaltenden Vesikel im Endharn einen
Marker fur eine Kompromittierung der glomerularen Filtrationsbarriere darstellen, der
frihzeitig nachweisbar wird und nicht erst nachdem die Resorptionskapazitat des
renalen Tubulussystems Uberschritten ist. Seit vierzig Jahren ist bekannt, dass
Podozyten Makromolekdle in ihr Zytoplasma aufnehmen (174, 175). Bereits 1986
haben Yoshikawa et al. sogenannte Vakuolen in den Podozyten identifiziert, die
durch die Endozytose von Plasmaproteinen in die Podozyten entstanden sind. lhren

Beobachtungen nach fuhrte das Vorhandensein solcher Vakuolen zu einem
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schlechteren Outcome der betroffenen Patientinnen und Patienten. Trotzdem ist
unser Wissen Uber die Aussagekraft dieser Vesikel sehr limitiert. Erst in den letzten
Jahren ist die diagnostische Bedeutung von Vesikeln in den Fokus vieler
Arbeitsgruppen geruckt, denn ihre einzigartige Zusammensetzung aus
Zytoplasmaproteinen und Oberflachenmolekilen macht sie zu attraktiven
Biomarkern. Die Isolation und Analyse von Exosomen werten Urinproben zu einer
Jflussigen Biopsie“ auf, die einen exzellenten Einblick in die Gesundheit spezifischer
Nierenzellen erlauben (162, 173, 176-179).

2.3 Ziel der Arbeit
Diese Dissertation zielt darauf ab, ein besseres Verstandnis fur die Rolle von
albuminhaltigen Vesikeln im Harn zu entwickeln. Im Einzelnen sollen folgende

Hypothesen Uberprift werden:

e Wir nehmen an, dass die Erkenntnisse zur Prasenz von albuminhaltigen
Vesikeln im Harn aus Tierversuchen auf den Menschen ubertragen werden
konnen.

e Wir gehen davon aus, dass die Bestimmung von vesikularem Albumin bietet
einen diagnostischen Mehrwert im Vergleich zur Bestimmung der
herkdbmmlichen Nierenparameter, insbesondere der Bestimmung des freien
Albumins im Harn.

e Wir hypothesieren weiterhin, dass albuminhaltige Vesikel einen
prognostischen Vorhersagewert hinsichtlich der Progression der

Niereninsuffizienz haben.

Durch diese Arbeit soll geklart werden, ob albuminhaltige Vesikel als Biomarker fur
eine frihe Kompromittierung der glomerularen Filtrationsbarriere dienen kénnen und

wie sie zur Verbesserung der Diagnostik und Prognose von CKD beitragen kénnen.
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3 Material und Methoden
3.1 Material

3.1.1 Reagenzien

Exosomenisolation

Protease- ThermoFisher Scientific, Halt™, Waltham, USA
Phosphatase- enthalt EDTA, AEBSF, Aprotinin,
Inhibitor Cocktail Bestatin, E-64, Leupeptin und
(100X) Pepstatin A, stabilisiert in
Dimethylsulfoxid
Elektrophorese und Western Blot
Lane Marker ThermoFisher Scientific, Pierce™ Waltham, USA
Reducing Sample 0.3M Tris-HCI, 5% SDS, 50%
Buffer (5X) glycerol, 100mM dithiothreitol
(DTT), pink tracking dye
Lane Marker Non- ThermoFisher Scientific; Pierce™ Waltham, USA
Reducing Sample 0.3M Tris-HCI, 5% SDS, 50%
Buffer (5X) glycerol, pink tracking dye
Langenstandard ThermoFisher Scientific; Waltham, USA

PageRuler™ 62.5 mM Tris-H3PO4
(pH 7.5 at 25°C), 1 mM EDTA, 2%

SDS, 10 mM DTT, 1 mM NaN3 and
33% glycerol

Chemilumineszenz Advansta; WesternBright Sirius San Jose, USA
Substrat ECL-HRP-Substrat
Ponceau S Sigma-Aldrich, St. Louis, USA

0,1%Ponceau S(w/v) in 5%
Essigsaure (v/v)

Puffer

DPBS Sigma-Aldrich; St. Louis, USA
Dulbecco’sPhosphate Buffered

Saline
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Elektrophoresepuffer 25mM Tris Sigma-Aldrich, = St. Louis, USA
(SDS-PAGE) Trizma®-Base,
299.9%
200mM Glycin Sigma-Aldrich, = St. Louis, USA
> 99.7%
1% SDS Sigma-Aldrich, = St. Louis, USA
>908.5
Transferpuffer 48mM Tris Sigma-Aldrich,  St. Louis, USA
nach Bjerrum Trizma®-Base,
Schafer-Nielsen >99.9%
(Western Blot) 39mM Glycin Sigma-Aldrich,  St. Louis, USA
>99.7%

20% Methanol

FisherScientific,
299.9%

Loughborough, UK

Waschpuffer 18,8mM Tris Sigma-Aldrich, = St. Louis, USA
(Western Blot) Trizma®-Base,
299.9%
81,2mM TrisHCI  Sigma-Aldrich, = St. Louis, USA
Trizma®-
Hydrochlorid,
299.0%
0,1M NacCl Carl Roth Karlsruhe,
GmbH+Co0.KG, Deutschland
> 99.5%
2,5mM Merck KGaA, Darmstadt,
MgCl2 x6 H20 analytical grade Deutschland
0,05% Bio-Rad Hercules, USA
Tween 20 Laboratories,
Blockierldsung 4% skim milk SERVA Heidelberg,
(Western Blot) powder Electrophoresis Deutschland
GmbH
96% Waschpuffer = s.o. S.0.

Tabelle 2: Ubersicht (iber die verwendeten Reagenzien
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3.1.2 Antikorper
Primare Antikorper
Anti-mouse Serum
Albumin antibody
Anti-Alix antibody
[3A9]

Anti-CD9 antibody
[ERP2949]
Anti-CD63 antibody

Anti-Heatshock-
Protein-70 antibody
[2F7]

Anti-Human Serum
Nephrin antibody
Podocalyxin-like 1
antibody [4F10]

Anti-Human
Podocin antibody
Anti-Synaptopodin
antibody

Sekundare Antikorper

Abcam Mouse-anti-goat Santa Cruz
(ab19194) Biotechnology
Abcam mlgGk BP-HRP Santa Cruz
(ab117600) Biotechnology
Abcam Goat-anti-Rabbit ThermoScientific
(ab92726)

Abcam Goat-anti-Rabbit ThermoScientific
(ab1180307)

ABR Affinity mlgGk BP-HRP Santa-Cruz
Bioreagents

Origene Rabbit-anti-Guinea Acris

(BP5030) Pig

Santa Cruz mlgGk BP-HRP Santa Cruz
Biotechnology Biotechnology
(sc-23903)

IBL (Tecan) Goat-anti-Rabbit ThermoScientific
(29040)

Santa Cruz Mouse-anti-goat Santa Cruz
Biotechnology Biotechnology
(sc-21537)

Tabelle 3: Ubersicht iiber die verwendeten priméren und sekundéren Antikorper.

3.1.3 Gerate
Pipetten

Pipettierhelfer

Waagen

GILSON,
PIPETMAN® L Fixed-Pipetten
BRAND GMBH + CO KG,

accu-jet® pro

Middleton, USA

Wertheim,

Deutschland

OHAUS; Pioneer™ Precision Nanikon, Schweiz
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Zentrifugen und Rotoren

Ultrazentrifugations-

rohrchen

Wasserbad

Power-Supply

Elektrophoresekammer

Blotting-Kammer

Eppendorf AG,
Centrifuge 5415 R
Eppendorf AG,
Centrifuge 5804 R
Beckman Optima L-80XP
Rotoren:

Kontron Festwinkelrotor
TFT 70.13 und TFT 55.38
Beckman OptimaMax
Rotor:

Beckman Coulter
Festwinkelrotor TLA 55
Beckman Coulter,
Centrifuge Bottles
Polycarbonate, 70ml,
38x102mm

Beckman Coulter,
Centrifuge Bottles
Polycarbonate, 26,3ml,
25x89mm

Beckman Coulter,
Centrifuge Bottles
Polycarbonate, 10 ml,
16x76mm

Beckman Coulter,

Microfuge Tube Polypropylen,

1,5ml, 9.5x38mm

Lauda Dr. R. Wobser GmbH &

Co. KG, Aqua Line AL12
Peqglab; peqPOWER 250V

Bio-Rad Laboratories,
Criterion™ Cell

Peglab
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Hamburg,
Deutschland
Hamburg,
Deutschland
Brea, USA

Brea, USA

Brea, USA

Brea, USA

Brea, USA

Brea, USA

Lauda-Konigshofen,

Deutschland

Hercules, USA



Thermomixer Eppendorf AG, Hamburg,

Thermomixer compact Deutschland

Analytik Jena AG, TMix Jena, Deutschland
Magnetrihrer Heidolph Instruments GmbH & Schwabach,

CO. KG, MR Hei-Standard Deutschland
Imager Bio-Rad Laboratories,

ChemiDoc Imaging System

Schdttler neoLab Migge GmbH, Shaker Heidelberg,
DOS-10L Deutschland

Vortex Bender & Hobein AG; Vortex Zurich, Schweiz
Genie

Osmometer Gonotec; Osmomat 030 Berlin, Germany

Cryoscopic Osmometer

Tabelle 4: Ubersicht iiber die verwendeten Geréte

3.1.4 Software

Microsoft Office 365 Microsoft Word (Version 2411 Redmond, USA
Build 16.0.18227.20082)

Image Lab Bio-Rad Laboratories; Image Hercules, USA
Lab 6.1, Software for Windows

Statistik-Software IBM®; SPSS Statistics Version Armonk, USA
25

Zitier-Software Swiss Academic Software; Wadenswil, Schweiz
Citavi 6

Tabelle 5: Ubersicht iiber die vewendete Software.

3.1.5 Verbrauchsmaterial

0,5ml Reagiergefalle SARSTEDT AG&Co; NUmbrecht,
Reagiergefalle 0.5ml, PP Deutschland
1,5ml Reagiergefalie SARSTEDT AG&Co, NUmbrecht,
Reagiergefall 1,5ml, PP Deutschland
15ml Reagiergefalle SARSTEDT AG&Co, NUmbrecht,
Roéhre 15ml Deutschland
50ml Reagiergefalle SARSTEDT, AG&Co, NUmbrecht,
Rohre 50ml Deutschland
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Stabpipetten SARSTEDT AG&Co, Numbrecht,

Serologische Pipette Deutschland
Pipettenspitzen SARSTEDT AG&Co, Numbrecht,
Biosphere Filter Tips Deutschland
Nerbe plus GmbH & Co. KG, Winsen/Luhe,
Filterspitze PP Deutschland
Gele Bio-Rad Laboratories, Hercules, USA

4-15% Criterion™ TGX Stain-
Free™ Precast Gels

Whatman Papier Whatman™ Global Life Marlborough, USA
Sciences Solutions (Cytiva),
Chromatographiepapiere aus
Cellulose, 3mm

Nitrocellulosemembran Bio-Rad Laboratories, 0.45um  Hercules, USA

Tabelle 6: Ubersicht iiber verwendetes Verbrauchsmaterial
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3.2 Methoden

3.2.1 Auswahl der Probandinnen und Probanden

FUr diese Arbeit wurden freundlicherweise Urinproben und Daten von 103 zufallig
ausgewahlten Probandinnen und Probanden der AugUR2-Studie vom Lehrstuhl fur
Epidemiologie des Universitatsklinikums Regensburg zur Verfligung gestellt. Bei der
AugUR-Studie (Altersbezogene Untersuchungen zur Gesundheit der Universitat
Regensburg) handelt es sich um eine prospektiv angelegte Kohortenstudie zum
besseren Verstandnis chronischer Erkrankungen im Alter. 1316 Personen haben an
der Studie teilgenommen. Die Probandinnen und Probanden sind zufallig
ausgewahlte Personen, die mindestens 70 Jahre alt, zumeist kaukasischer Herkunft,
im Landkreis Regensburg wohnhaft und mobil sind. Die Teilnahme basiert auf
Freiwilligkeit (180). Details zu Rekrutierungsprozess und Studiendesign sind bereits

publiziert worden (181).

Im Rahmen der AugUR-Studie wurden standardisierte Interviews zu
soziodemographischen Faktoren, Lebensqualitat und Lebensstil gefihrt, die
Krankengeschichte, aktuelle Diagnosen und Medikation dokumentiert. AuRerdem
wurde Probenmaterial gesammelt, das Biobanking umfasst Urin-, Serum-, Plasma-
und Vollblutproben. Des Weiteren wurden allgemeine, ophthalmologische,
kardiovaskulare und diabetesspezifische klinische Untersuchungen durchgefiihrt. Der
Blutdruck wurde maschinell bestimmt (Omron M10-IT; Omron Healthcare, Kyoto,
Japan; Dreifachmessung, Berechnung des Mittelwert aus Messung 2 und 3) (182).
Die Arbeitsgruppe um lIris Heid und Klaus Stark hat es sich zum Ziel gesetzt, mit
dieser Datenbank die klinische Versorgung alterer Patientinnen und Patienten zu
verbessern, indem sie die Atiologie und den Verlauf chronischer Krankheiten
beleuchten, eine Kontrollgruppe fur diverse Parameter erstellen sowie Daten zu
Pravalenz und Inzidenz von chronischen Krankheiten in dieser Altersgruppe
zusammentragen. Denn obwohl diese Altersgruppe den Groldteil der hospitalisierten

Menschen ausmacht, ist sie in Studien meist unterreprasentiert (181).

Die Probengewinnung und die standardisierten Interviews fanden im Zeitraum vom
20.09.2019 bis zum 06.11.2019 statt. Bis zum Zeitpunkt der Fertigstellung dieser
Arbeit besteht die AugUR2-Studie aus Baseline-Daten. Es sind Follow-Ups alle drei
Jahre geplant.
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3.2.2 Exosomenisolation
Die Exosomen wurden mittels Ultrazentrifugation aus dem Urin isoliert, was dem
Goldstandard entspricht (162, 183).

Da die Proben bei -80 °C lagerten, wurden sie zunachst schonend im 37 °C warmen
Wasserbad aufgetaut. Alle nachfolgenden Schritte wurden bei 4 °C durchgefuhrt. Flr

die kommende Osmolaritatsmessung wurden 5 ul der Urinprobe abgenommen.

Das verwendete Probenvolumen aus der AugUR2-Studie betrug 24 ml. Es wurden
240 pul des Protease-Phosphatase-Inhibitors zugefugt. Anschlielend wurde bei
3155 g bzw. 4200 rpm fur 20 min zentrifugiert, um Zelltrimmer und Debris zu
entfernen. 21 ml des geklarten Uberstands wurde in Ultrazentrifugationsréhrchen
gefullt und bei 202.400 g bzw. 41.000 rpm fur 60 min zentrifugiert. Die Exosomen
setzten sich hierdurch als Pellet ab. Der Uberstand wurde verworfen. Das
gewonnene Pellet wurde in 21 ml PBS resuspendiert und erneut bei 202.400 g bzw.
41.000 rpm fur 60 min ultrazentrifugiert. Dies diente als Waschschritt. Wieder
sedimentierten die Exosomen. Dieses Pellet wurde in 1,2 ml PBS in Polypropylen-
Ultrazentrifugations-gefalte aufgenommen und bei 186.000 g bzw. 55.000 rpm
erneut fur 60 min zentrifugiert. Nach der dritten Ultrazentrifugation wurde das Pellet
in 50pul PBS aufgenommen, der zuvor mit dem Protease-Phosphatase-Inhibitor
versetzt worden war. Die Exosomensuspension wurde gevortext sofort bei -80°C

eingefroren.

1 20min Eppendorf Centrifuge 3155 g Abzentrifugation von
5804 R Zelltriummern und Debris

2 60min Beckman Optima L-80XP 202.400 g Ultrazentrifugation zur Isolation
Rotor TFT 55.38 der Exosomen

3 60min Beckman Optima L-80XP 202.400 g Waschschritt
Rotor TFT 55.38

4 60min Beckman OptimaMax 186.000 g Ultrazentrifugation zur
Rotor TLA 55 Konzentration der

Exosomensuspension

Tabelle 7: Zusammenfassung des Zentrifugationsprotokolls zur Vesikelisolation aus dem Urin
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3.2.3 Osmolaritatsmessung
5 ul des Ausgangsurins wurden aus jeder Urinprobe entnommen und mit 45 pl
Reinstwasser verdunnt. Die Osmolaritatsmessung dieser 1:10-Verdlinnung erfolgte

uber die Messung der Gefrierpunktserniedrigung mithilfe des Osmometers (s.o0.).

3.2.4 Elektrophorese und Western Blot
3.2.4.1 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese

Die Gelelektrophorese dient der Auftrennung von Proteinen anhand lhres
Molekulargewichts, um sie spezifisch analysieren zu kdnnen.

Um die Albumin- und Podocalyxinkonzentration in der eingesetzten
Exosomensuspension quantifizieren zu kénnen, wurde eine Protein-
Verdinnungsreihe zur Referenz eingefuhrt: Die ersten vier Spuren jedes Gels dienen
als Standardkurve und waren einem Albuminstandard und seinen Verdinnungen
vorbehalten. Aus vorbereiteten Albuminlésungen wurden je 10 ul in die Spuren 1-4
des Gels aufgetragen und mit weiteren 8 pl Nuklease-freiem Wasser auf 18 pl

Volumen aufgefillt.

Spur 1 10 pl + 8 pl H,0 1:1 unverdunnt
Spur 2 10 pl + 8 pl H,0 1:3 Verdinnung
Spur 3 10 pl + 8 pl H,0 1:6 Verdlinnung
Spur 4 10 pl + 8 pl H,0 1:12 Verdunnung

Tabelle 8: Ubersicht iiber die verwendeten Albumin-Verdiinnungen im Western Blot

Diese dienen der internen Qualitatskontrolle der Blots und wurden als Referenz fur
die relative Quantifikation der Albumin- und Podocalyxinkonzentrationen der

Exosomenisolate verwendet (s.u.).

Aus den wie oben beschrieben gewonnen Exosomensuspensionen wurden

18 pl entnommen. Alle Proben wurden mit jeweils 6 pl des 5X Reducing Sample
Buffer sowie des 5X Non-Reducing Sample Buffer versetzt, um die finale
Konzentration von 2% Natrium-Dodecyl-Sulfat (SDS) in den Proben zu erhalten, die
notwendig ist, um die Exosomen zu denaturieren und den Inhalt vollstandig
freizusetzen. Die so praparierten Proben wurden fur 15 min bei 800 rpom und 56 °C in
den Thermomixer gestellt und anschlieRend kurz abzentrifugiert. Auch 5 ul des
PageRuler™-Langenstandards wurden mit 25 pl Nuklease-freiem Wasser aufgefllt,

um den Exosomensuspensionen und den Referenzproben im Volumen zu
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entsprechen. Die Geltaschen wurden mit dem Langenstandard sowie den Proben
beladen und die elektrische Spannung angelegt. Die Auftrennung der Proteine im
Gel erfolgt anhand ihres Molekulargewichts. Die Agarosegradierung des Gels

ermaoglichte eine besonders zuverlassige Separation.

1 30 min  Konstante Stromstarke: 30 mA; ca. 40V

2 60 min  Konstante Stromstarke: 70 mA; ca. 80V
Tabelle 9: Protokoll der verwendeten Dauer, Stromstérken und -spannungen fiir die Gelelektrophorese
3.2.4.2 Western Blot
Der Western Blot dient dem Proteintransfer aus dem Gel auf eine
Nitrocellulosemembran, um eine spezifische Detektion der Proteine zur ermdglichen.
Dazu wurden je Gel vier Lagen Whatman-Papier und eine Membran in
methanolhaltigem Transferpuffer (s.0.) getrankt. Zwischen den zwei Doppellagen
Whatman-Papier befanden sich Membran und Gel, alle Komponenten wurden ohne
Lufteinschlisse aufeinander platziert. Die Membran befand sich anodenseitig im
Tank. Der Transfer der negativ geladenen Proteine aus dem Gel auf die Membran

wurde durch das Anlegen der elektrischen Spannung gestartet.

105 min Konstante Stromstarke: 150 mA pro Membran,
entspricht 1.5 mA/cm? x (13,5 cm x 7,5 cm)

Tabelle 10: Protokoll der verwendeten Dauer, Stromstérke und -spannung fiir den Western Blot
Nach erfolgreichem Transfer wurde die Membran bei Raumtemperatur 2 h unter
Agitation in Blockierlésung (s.o.) platziert, um unspezifische Bindungen von
Antikérpern zu verhindern. Anschlieliend wurden die in Blockierldsung verdinnten
primaren Antikorper auf die Membran aufgetragen und Uber Nacht bei 4 °C inkubiert.
Nach sechsmaligem Waschen im Abstand von je 5 min mit Waschpuffer (s.0.) wurde
der sekundare Antikorper, der mit Meerrettichperoxidase gekoppelt ist, in
Blockierlésung verdinnt aufgetragen und lichtgeschutzt bei Raumtemperatur fir 2 h
inkubiert. Erneut wurde sechs Mal gewaschen. Das 2-Komponenten-Lumineszenz-
Substrat wurde erst unmittelbar vor der Verwendung angemischt und gleichmafiig
auf die zu belichtende Membran aufgetragen. Nach 2-mindtiger Inkubationszeit ohne
Lichteinwirkung konnte das Bild im ChemiDoc Imager (s.0.) entwickelt werden.
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3.2.5 Proteinquantifizierung mit Image Lab
Mithilfe des Programms Image Lab (Bio-Rad) wurden die aus den Western Blot
resultierten spezifischen Banden der Albumin-Standardreihe sowie der Exosomen-

Proben ausgewahlt und densiometrisch analysiert.

Anhand der eingegebenen internen Albuminstandard konnte die Qualitat des Blots
kontrolliert werden. Es wurden nur solche Blots in die Analyse eingeschlossen, die
alle vier Referenzbanden klar abbildeten und deren gemessene Intensitaten den
eingegebenen Verdlinnungen entsprachen. Die Intensitaten der Albumin-
Standardreihe wurden errechnet und mit lhrer Hilfe die Albuminmenge der
verbleibenden Banden relativ zur Referenzbande bestimmt. Die Vorversuche hatten
ergeben, dass die Bande in Spur 1 (= Unverdinnter Albuminstandard) in ihrer
gemessenen Intensitat am konstantesten war, weshalb sie als Referenzbande
(Intensitat = 1.00) fir die zu messenden Exosomenisolate dient. Proben, deren
Albuminbanden in ihrer Intensitat aul3erhalb des linearen Bereichs der Eichkurve

lagen, wurden verdunnt und erneut geblottet.

Auf dieselbe Art wurde auch Podocalyxin quantifiziert. Hier diente ebenfalls die

Albuminbande in Spur 1 als Referenzbande mit dem Wert 1.00.
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Abbildung 6: Proteinquantifizierung mit Image Lab anhand eines Beispiel-Western Blots

Zuné&chst werden die Banden der einzelnen Spuren ausgewéhlt und ihr Volumen bestimmt, der
Hintergrundwert wird abgezogen, dann wird anhand der Albuminstandardreihe die Qualitét des Western
Blots kontrolliert, es werden nur solche Western Blot in die Analyse miteinbezogen, auf denen alle 4
Referenzbanden klar erkennbar sind und die aufgetragene Proteinmenge der Verdiinnungsreihe mit der
densiometrischen Messung (ibereinstimmt — die Bande in Spur 1 dient als Referenzmessung, ihre
Intensitét wird gleich 1.00 gesetzt und die Intensitdten der restlichen Banden berechnen sich relativ zu
ihr, liegen die errechneten Werte aulBerhalb des linearen Bereichs der Eichkurve (in diesem Beispiel:
Exosomenisolat 6) werden die Proben verdlinnt und erneut geblottet
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4 Ergebnisse
4.1 Methodische Vorarbeiten

4.1.1 Charakterisierung der Vesikel

Die nach dem oben beschriebenen Protokoll gewonnenen Exosomensuspensionen
wurden untersucht: Mithilfe von Western Blots wurden Exosomenmarker,
Podozytenmarker sowie Albumingehalt der Exosomensuspension sowie dem

korrespondierenden Vollurin nachgewiesen.

4.1.1.1 Exosomenmarker
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Abbildung 7: Nachweis der Exosomenmarker im Western Blot

Abgebildet sind die Banden fiir die Exosomenmarker Alix (Anti-Alix antibody [3A9] (ab117600)), CD9 (Anti-
CD9 antibody [ERP2949] (ab92726)), CD63 (Anti-CD63 antibody (ab1180307)) und Hsp70 (Anti-Heatshock-
Protein-70 antibody [2F7] (ABR Affinity Bioreagents)) — der Nachweis spezifischer Banden fiir Exosomen-
Markerproteine gelang nur in den Exosomensuspensionen, in den Spuren des korrespondierenden Vollurins
sind keine Banden sichtbar

Es gelang der Nachweis vieler verschiedener Exosomenmarker in den

Suspensionen, nicht jedoch im korrespondierenden Vollurin.
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4.1.1.2 Podozytenmarker
Es gelang der Nachweis vieler verschiedener podozytenspezifischer Markerproteine

in der Exosomensuspension, nicht jedoch im korrespondierenden Vollurin.
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Abbildung 8: Nachweis der Podozytenmarker im Western Blot
Abgebildet sind die spezifischen Banden fiir die Podozyten-Markerproteine Synaptopodin, Nephrin, Podocalyxin
und Podocin.

4.1.1.3 Albumin
Der Nachweis von Albumin gelingt sowohl in der Exosomensuspension als auch im

korrespondierenden Vollurin.

Vollurin

Vollurin

Exosomen
Exosomen
Exosomen
Exosomen
Exosomen
Exosomen

Albumin

' Vollurin

Abbildung 9: Nachweis von Albumin im Western Blot
Abgebildet sind die Banden fiir Albumin. Sowohl in den Exosomensuspensionen als auch im korrespondierenden

Vollurin zeigen sich spezifische Banden
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4.2 AugUR2-Kohorte
4.2.1 Geschlechterverteilung

Bei den 103 Probandinnen und Probanden handelt es sich um 45 Manner (43,7%)

und 58 Frauen (56,3%).

4.2.2 Altersverteilung

Die Probandinnen und Probanden waren zum Zeitpunkt der Untersuchung zwischen
72 und 93 Jahren alt. Das mittlere Alter betragt 79,95 Jahre mit einer
Standardabweichung von 4,53 Jahren und der Median der Altersverteilung liegt bei
79,22 Jahren. Es gibt innerhalb der Kohorte keine signifikanten Unterschiede bei der
Altersverteilung zwischen Mannern und Frauen (80,84 + 4,87 bzw. 79,27 + 4,16).

Mean = 799542

Std. Dev. = 4 532216
14 M =103

Haufigkeit

To 75 80 85 a0 a5

Alter zur Untersuchung [Jahre]

Abbildung 10: Histogramm der Altersverteilung der AugUR2-Kohorte

4.2.3 Vorerkrankungen in der Kohorte

77 Probandinnen und Probanden (74,8%) — 36 Manner (80,0% der Manner) und 41
Frauen (70,7% der Frauen) — geben an, unter Bluthochdruck zu leiden. 22
Probandinnen und Probanden (21,4%) — 14 Manner (31,3%) und 8 Frauen (13,8%) —
geben eine Herzinsuffizienz an und 17 Probandinnen und Probanden (16,5%), davon
9 Manner (20,0%) und 8 Frauen (13,8%), geben an, mit Diabetes mellitus

diagnostiziert worden zu sein.
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Merkmal Frauen (n=58) Ménner (n=45)

Alter [Jahre] (MW % T) 79,27 £ 4,16 80,84 + 4,87
Body Mass Index [kg/m?] (MW % T) 26,87 £+ 4,24 27,57 + 3.26
Waist-to-hip Ratio (MW % ) 0,86 + 0,07 0,99 + 0,07
Pravalenz Diabetes (%) 8 (13,8%) 9 (20,0%)
HbA1c [%] (MW % T) 5,65% + 0,59 5,69 £ 0,58
HbA1c > 6,5% (%) 3 (5,2%) 52 (11,1%)
Pravalenz Hypertonie (%) 41 (70,7%) 36 (80,0%)
Systol. Blutdruck [mmHg] 129,62 + 17,65 132,36 17,77
Diastol. Blutdruck [mmHg] 76,13 £ 9,61 72,77 £ 10,65
Pravalenz Herzinsuffizienz (%) 8 (13,8%) 14 (31,3%)
Aktive Raucherinnen und Raucher (%) 2 (3,4%) 1(2,2%)

Tabelle 11: Ubersicht (iber die Verteilung von Risikofaktoren und Vorerkrankungen innerhalb der Kohorte

MW = Mittelwert, ¥ = Standardabweichung, 2 Einer der 5 Probanden erfiillt mit einem HbA1c-Anteil von > 6,5%
die diagnostischen Kriterien eines Diabetes mellitus, ohne dies bei seinen Vorerkrankungen genannt zu haben (s.
4.2.4)

Die Verteilung von Risikofaktoren innerhalb der Kohorte entspricht mit Ausnahme
des geringen Anteils an Raucherinnen und Rauchern dem Durchschnitt in dieser
Altersklasse (184).

4.2.4 Nierengesundheit in der Kohorte

30 Probandinnen und Probanden (29,1%) — 13 Manner (28,9%) und 17 Frauen
(29,3%) — geben an, eine Nierenerkrankung zu haben. Davon geben 12
Probandinnen und Probanden (11,7%) — 8 Manner (17,8%) und 4 Frauen (6,9%) —
an, unter Nierensteinen zu leiden. Bei 5 Probandinnen und Probanden (4,9%) — 1
Mann (2,2%) und 4 Frauen (6,9%) — lagen Nierenzysten vor. 3 Probandinnen und
Probanden (2,9%) — 1 Mann (2,2%) und 2 Frauen (3,4%) — haben eine
Nierenschwache angegeben. Fir die restlichen Falle ist die Nierenerkrankung nicht

genauer spezifiziert. Niemand in der Kohorte gab an, dialysepflichtig zu seien.

Merkmal Frauen (n=58) Ménner (n=45)
Nierenerkrankunga 17 (29,3%) 13 (28,9%)
Nierensteinea 4 (6,9%) 8 (17,8%)
Nierenzystena 4 (6,9%) 1(2,2%)
Nierenschwéchea 2 (3,4%) 1(2,2%)

Tabelle 12: Ubersicht (iber Parameter der Nierengesundheit innerhalb der Kohorte
a Daten beruhen auf den Selbstangaben der Probandinnen und Probanden
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Die angegebenen Pravalenzen beruhen auf den Selbstangaben der Probandinnen
und Probanden. Sie dienen dazu, einen Uberblick (iber den Gesundheitszustand der
Kohorte zu erlangen und die Reprasentativitat der Stichprobe und damit die
Ubertragbarkeit der gewonnenen Erkenntnisse auf die Allgemeinheit zu sichern.
Selbstangaben sind jedoch keine unproblematischen Items. Probandinnen und
Probanden vergessen oder verwechseln ihre Diagnosen, missinterpretieren
Aussagen ihrer behandelnden Arztinnen und Arzte oder antworten sozial erwiinscht.
Deshalb kann es zu erheblichen Unterschieden zwischen den berichteten Diagnosen
und dem tatsachlichen Gesundheitszustand kommen. Steinkirchner et al. haben sich
in ihrer Forschung mit der Ubereinstimmung von Selbsteinschatzung und arztlich
dokumentierten Diagnosen innerhalb der AugUR-Kohorte beschaftigt und
herausgefunden, dass insbesondere bei symptomarmen Krankheitsbildern wie
Bluthochdruck oder Nierenerkrankungen erhebliche Differenzen vorliegen (180). Aus
diesem Grund beruhen die weiteren Berechnungen und statistischen Berechnungen

ausschlieBlich auf messbaren Laborparametern.

Auf der Basis des Serumkreatininwerts wird nach der CKD-EPI-Formel (Chronic
Kidney Disease Epidemiology Collaboration) von 2017 die geschatzte glomerulare

Filtrationsrate berechnet.

eGFR,, = 141 X min(S,.,/x, 1)* X max(S,,/x, 1)~ 1209 x 0,.9934lter

Bei Frauen wird zusatzlich mit 1,018 multipliziert, bei schwarzer Hautfarbe mit 1,159

Ser = Serumkreatinin [mg/dL]

k = geschlechtsabhéngiger Faktor k = 0.7 (Frauen) bzw. 0.9 (Manner)

a = geschlechtsabhédngiger Faktor o = -0.241 (Frauen) bzw. -0.302 (Ménner)
min(Ser/k, 1) = Minimum von Ser/x oder 1

max(Ser/x, 1) Maximum von Ser/k oder 1

Alter = Lebensalter [Jahre]

Formel 2: Berechnung der e GFR nach der CKD-EPI-Formel von 2017

Der Mittelwert liegt bei 65,96 ml/min/1.73m? mit einer Standardabweichung von
16,46. Der niedrigste berechnete Wert ist 9,89 ml/min/1.73m?, der hochste ist 92,48
ml/min/1.73m?2. In 2 Fallen (1,9%) liegt die eGFR bei Uber 90 ml/min/1.73m?. Der
Groliteil der Kohorte wies eine eGFR zwischen 60 und 89 ml/min/1,73m? auf (65
Personen, 63,1%). In 30 Fallen (29,1%) liegt die eGFR zwischen 30 und 59

ml/min/1,73m?2.2 Personen (1,9%) haben eine mit 15-29 ml/min/1.73m? stark
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verminderte eGFR und 1 Mann (1,0%) erfullt die Kriterien der terminalen

Niereninsuffizienz mit einer eGFR von unter 15 ml/min/1.73m3.

Im Urin werden die Albumin- und Kreatininkonzentrationen bestimmt. Die Albumin-
Kreatinin-Ratio wird berechnet. Auch hier ist eine die Spannweite grof3. Die ACR-
Werte reichen von < 5 mg/g (unterhalb der Nachweisgrenze) bis 662,94 mg/g
(Makroalbuminurie). Der Median liegt bei 14,64 mg/g, der Mittelwert bei 49,82 mg/g
mit einer Standardabweichung von 108,87. Der Grofteil der Probandinnen und
Probanden (74 Personen, 71,8%) weisen eine ACR < 30 mg/g auf, was normalen bis
leicht erhdhten Werten entspricht. 26 Personen (25,2%) fallen in das KDIGO Stadium
A2 mit ACR-Werten von 30 bis 300 mg/g. 3 Manner (2,9%) fallen mit
hochpathologischen Werten > 300 mg/g auf.

Merkmal Frauen (n=58) Ménner (n=45)
Serum-Kreatinin [mg/dl] (MW £ ) 0,87 £ 0,26 1,18 £ 0,67
eGFR [CKD-EPI; ml/min/1,73m?] (MW % T) 66,62 + 15,87 65,13 + 17,34
Albumin-Kreatinin-Ratio [mg/g] (MW % T) 32,80 + 52,16 71,78 £ 151,91
Stadium 1 Normal bis leicht erhéht <30 42 (72,4%) 32 (%71,1)
Stadium 2 Mikroalbuminurie 30-300 16 (27,6%) 10 (22,2%)
Stadium 3 Makroalbuminurie > 300 0 (0,0%) 3 (6,7%)
Pravalenz CKDa (%) 26 (44,8%) 21 (46,7%)
Stadium 1 Normale/erhéhte eGFR =90 1(1,7%) 1(2,2%)
Stadium 2 Leicht verminderte eGFR 60-89 38 (65,5%) 27 (60,0%)
Stadium 3a  MaRig verminderte eGFR 45-59 11 (19,0%) 12 (26,3%)
Stadium 3b  MaRig verminderte eGFR 30-44 5 (8,6%) 2 (4,5%)
Stadium 4 Stark verminderte eGFR 15-29 1(1,7%) 1(2,3%)
Stadium 5 Terminale Niereninsuffizienz <15 0 (0,0%) 1(2,3%)

Tabelle 13: Ubersicht (iber Parameter der Nierengesundheit innerhalb der Kohorte
MW = Mittelwert, (T = Standardabweichung, @ Definition CKD nach KDIGO: ACR > 30mg/qg oder eGFR
< 60 ml/min/1.73m?

Die eGFR ist zwischen den Geschlechtern gleich verteilt, das beruht auf der
geschlechtsadaptierten Berechnung der eGFR (s.0.), denn die Serum-
Kreatininkonzentration ist sehr wohl unterschiedlich zwischen Mannern und Frauen.
Kreatinin ist ein Metabolit des Muskelstoffwechsels. Da Manner durchschnittlich eine

grolere Muskelmasse aufweisen als Frauen, haben sie im Durchschnitt auch héhere
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Mittelwert

Serumkreatinin-Werte. Das zeigt sich auch in unserer Kohorte: Der Mittelwert (+
Standardfehler des Mittelwerts) betragt 1,18 + 0,101 mg/dl (Manner) verglichen mit
0,87 + 0,035 mg/dl (Frauen) (185, 186).

Insgesamt lassen sich im Hinblick auf die Nierenfunktionsparameter weitere
geschlechtsspezifische Unterschiede feststellen: Die mannlichen Probanden
scheiden im Mittel (+ Standardfehler des Mittelwerts) signifikant mehr Albumin mit
dem Urin aus als die weiblichen Probandinnen (65,53 + 20,69 mg/| verglichen mit
17,81 + 4,70 mg/l). Die Kreatininkonzentration ist auch im Urin und nicht nur im
Serum bei den mannlichen Studienteilnehmern héher als bei den weiblichen
Teilnehmerinnen (1049,29 + 91,22 mg/I verglichen mit 647,84 + 65,02 mg/l). Trotz
dieser Unterschiede ist die Albumin-Kreatinin-Ratio im Urin der mannlichen
Probanden signifikant erhéht im Vergleich zur weiblichen Studienpopulation (73,03 +
22,65 mg/g verglichen mit 33,53 + 6,85 mg/qg).

Geschlecht

Frau
M Mann

Albumin (Urin) [maf)] Albumin-Kreatinin-Ratio  eGFR (Serumkreatinin) o Kreatinin (Serum) [ma/dI]
(Urin) [mafa) [mlmin/1 73m?

Error Bars: +- 1 SE
Abbildung 11: Geschlechtsabhdngige Unterschiede der etablieren Nierenparameter
Es gibt Unterschiede in der Albuminkonzentration im Urin und der Albumin-Kreatinin-Ratio zwischen den
Geschlechtern — hier haben die Madnner hbhere Werte als die Frauen, die Serumkreatininkonzentration ist bei den
maénnlichen Probanden héher als bei den weiblichen Probandinnen, die berechnete e GFR beruht auf diesen

Serumkreatinin-Werten, die Formel zur Berechnung ist jedoch geschlechtsspezifisch (s.o0.) und es zeigen sich
keine systematischen Abweichungen zwischen ménnlichen und weiblichen Teilnehmenden

Um den Volumenhaushalt des Korpers an die variable Flussigkeitszufuhr

anzupassen, kann die Urinkonzentration stark variieren. Um den Korper vor einer
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Volumenuberladung zu schutzen, kann durch stark verdinnten Urin maximal
entwassert werden. In Durstsituationen wiederrum kann ein stark konzentrierter Urin
ausgeschieden werden, um dem Korper moglichst wenig Flissigkeit zu entziehen

und dennoch harnpflichtige Substanzen ausscheiden zu konnen (187, 188).

Die Kreatininkonzentration im Urin wird als Parameter zur Abschatzung der
Urinkonzentration herangezogen, da Kreatinin mit gleichmaRiger Rate filtriert und
sezerniert wird. Ein weiterer Konzentrationsparameter ist die Urin-Osmolaritat, die
die Anzahl der osmotisch wirksamen Teilchen im Urin anzeigt. Neben der Kreatinin-
konzentration im Urin ist auch die Urinosmolaritat mit einem Mittelwert (+ Standard-
fehler des Mittelwerts) von 625,78 (+ 34,03) mosmol/l in der mannlichen
Studienpopulation im Vergleich zu 504,14 (+ 29,11) mosmol/l unter den weiblichen

Probandinnen erhoht.

Obwohl innerhalb der Teilgruppen die Urinosmolaritat eine gro3e Varianz aufweist,
zeigt sich deutlich, dass die mannlichen Studienteilnehmer eine héhere
Urinkonzentration aufweisen als die weiblichen Studienteilnehmerinnen. Die
Unterschiede in der Konzentrierung des Harns in Abhangigkeit vom Geschlecht, die
in unserer Studienpopulation nachweisbar sind, stehen im Einklang mit vielen

weiteren wissenschaftlichen Arbeiten (189).
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Abbildung 12: Geschlechtsabhéngige Unterschiede in der Urinkonzentration
Der Urin der ménnlichen Probanden ist signifikant stérker konzentriert als der der weiblichen Probandinnen

4.3 Ergebnisse der Vesikelanalyse der AugUR-Studie

4.3.1 Vesikulares Albumin und Podocalyxin

Die albuminhaltigen Vesikel sind von einer Plasmamembran umgeben, die den
Podozyten entstammt. In der lysierten Exosomensuspension ist also auch das
podozytare Protein Podocalyxin nachweisbar (s.o.). Albumin und Podocalyxin
werden, wie unter 3.2.5 beschrieben, relativ zu einem internen Proteinstandard

quantifiziert.

Die ermittelten Werte variieren von 0,0 (keine Bande sichtbar) bis 10,62 flr Albumin
(Vesikel) und von 0,0 (keine Bande sichtbar) bis 48,99 fur Podocalyxin (Vesikel).

Albumin (Vesikel) Podocalyxin (Vesikel)

Mittelwert 1,42 2,64
Median 0,76 0,14
Standardabweichung o 1,92 7,80

Tabelle 14: Statistische Verteilung der vesikuldren Biomarker Albumin (Vesikel) und Podocalyxin (Vesikel)

Es handelt sich hierbei um relative, nicht um absolute Zahlen. Der Abstand zum
Nullpunkt ist nicht genau definiert. Eine Normalverteilung kann nicht angenommen
werden. Statistische Berechnung von relativen Zahlen, die nicht normalverteilt sind,

erfordern spezielle Methoden und Ansatze.
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1. Datenvisualisierung: Visualisierung der Daten durch Histogramme, Q-Q-Blots
oder Boxplots sind nutzliche Werkzeuge bei explorativen statistischen
Analysen, um zu uberprufen, ob Daten einer bestimmten Verteilung
entsprechen und um Abweichungen von der Annahme aufzudecken. Ein
Verstandnis der Verteilungseigenschaften ist die Voraussetzung fir die
Auswabhl einer geeigneten Analysemethode.

2. Ausreil3er-robuste Statistik: Eine Methode, Schatzungen und Tests weniger
anfallig gegenuber Verletzungen der Verteilungsannahme sowie Ausreil3ern
zu machen sind das Rechnen mit Rangkorrelationskoeffizienten und Median.

3. Nichtparametrische Test: Nichtparametrische Tests beruhen nicht auf
bestimmten Verteilungsannahmen und kénnen deshalb auch bei nicht-
normalverteilten Daten belastbare Ergebnisse liefern.

4. Datentransformationen: Transformationen wie Logarithmieren oder
Anwendung von Exponentialfunktionen bieten die Moéglichkeit, Daten an eine

Normalverteilung anzupassen.

Es ist wichtig zu beachten, dass die Wahl der geeigneten Methode stark von der Art
der Daten und den Zielen der Analyse abhangt. In einigen Fallen kann es erforderlich
sein, die Daten zu transformieren, um sich der Normalverteilung anzunahern,
wahrend in anderen Fallen nichtparametrische oder robuste Methoden zur Analyse
verwendet werden. Die geeignete Methode muss den spezifischen Anforderungen
des Problems gerecht werden. Dieser Arbeit liegen nichtparametrische Methoden
zugrunde, die Zusammenhange zwischen Variablen beschreiben, ohne auf der
Annahme linearer Beziehungen zu beruhen. Wichtige verwendete statistische

Testverfahren sind:

1. Wilcoxon-Mann-Whitney-U-Test: Der Wilcoxon-Mann-Whitney-U-Test wird
verwendet, um signifikante Unterschiede zwischen zwei Gruppen
festzustellen. Er basiert auf Rangbildung der Werte und Summenvergleich
beider Stichproben. Wenn der Test signifikant ist, wird die Nullhypothese
abgelehnt und geschlussfolgert, dass es signifikante Unterschiede
zwischen den Gruppen gibt.

2. Kruskal-Wallis-Test: Auch beim Test nach Kruskal-Wallis werden
Rangsummenvergleiche bemunht, allerdings um Unterschiede zwischen

drei oder mehr Stichproben festzustellen.
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3. Spearman-Korrelationskoeffizient: Der Spearman-Korrelationskoeffizient
(p) bewertet die Starke und Richtung des Zusammenhangs zwischen zwei
Variablen. Die Daten werden ebenfalls in Rangreihen umgedeutet und die
Berechnung des Korrelationskoeffizienten basiert auf den Rangzahlen der
Daten anstelle der eigentlichen Werte. Dieser Test eignet sich besonders,
wenn die Beziehung zwischen den Variablen monoton, aber nicht
notwendigerweise linear ist.

4. Kendall's Tau Korrelation: Der Kendall-Korrelationskoeffizient T ist ein
weiterer Rangkorrelationskoeffizient, der die Richtung und Starke des
Zusammenhangs zwischen Variablen bewertet. Er basiert auf den Paar-

Rangzahlen und ist robust gegen Ausreifl’er und extreme Werte.

Beide Korrelationskoeffizienten geben Richtung und Starke eines statistischen
Zusammenhangs an. Sie kdnnen Werte zwischen -1 und +1 annehmen, wobei -1
einem perfekten negativen Zusammenhang entsprechen wirde und +1 einem
perfekten positiven Zusammenhang. Zur Beurteilung der Effektstarke kann man sich

an der Einteilung nach Jacob Cohen (1988, 1992) orientieren.

- 0.10 - 0.30 entspricht einem schwachen Effekt
- 0.30 - 0.50 entspricht einem mittelstarken Effekt
- > 0.50 entspricht einem starken Effekt

(190, 191)

Allerdings wird diese Einteilung haufig kritisiert, da Effektstarken > 0,5 in der Realitat
in weniger als 3% der Falle zu erwarten sind (Gignac und Szodorai 2016, S. 75).
James Hemphill hatte deswegen 2003 in einer Meta-Analyse neue Grenzwerte fur

die Beurteilung der Effektstarke vorgeschlagen:

- <0.20 entspricht einem schwachen Effekt
- 0.20 - 0.30 entspricht einem mittelstarken Effekt

- > 0.30 entspricht einem starken Effekt

(192, 193)
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4.3.2 Geschlechtsabhangige Unterschiede bei vesikularem Albumin und

Podocalyxin

4.3.2.1 Albumin

Mittehwert: Vesikutdres Albumin
8

0so

000 -

Frau Mann

Geschlecht
Eror Bars: +/- 1 SE
Abbildung 13: Balkendiagramm zur Ausscheidung von Albumin (Vesikel) nach dem Geschlecht

Frauen weisen einen héheren Mittelwert von 1,70 auf, wéhrend der Mittelwert bei Médnnern 1,06
betrégt, dargestellt sind die Mittelwerte mit Standardfehler

Auch bei der Quantifizierung des vesikularen Albumins zeigen sich
geschlechtsabhangige Unterschiede in der Verteilung. Unter den weiblichen
Probandinnen liegt der Mittelwert fur vesikulares Albumin (x Standardfehler des
Mittelwerts) mit 1,70 (£ 0,29) signifikant hdher als bei den méannlichen Probanden mit
1,06 (x 0,21) (T = 1,687%, p (einseitig) = 0,039). Auch der Ausreil’er-robuste Median
(x Standardabweichung) des vesikularen Albumins ist in der weiblichen Subkohorte
mit 0,92 (+ 2,21) hoher als in der mannlichen Teilgruppe mit 0,74 (+1,41).
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4.3.2.2 Podocalyxin

o

Mittedwert: Podocalyxin (Vesikel)

| o

Frau Mann

Geschlecht

Ermor Bars: +/- 1 SE

Abbildung 14: Balkendiagramm zur Ausscheidung von Podocalyxin (Vesikel) nach dem Geschlecht
Dargestellt sind die Mittelwerte mit Standardfehler

Bei der Bestimmung des Podocalyxins ergibt sich ein entgegengesetzter
Zusammenhang. Hier ist der Wert der mannlichen Teilgruppe im Mittel hdher als der
der weiblichen (Mittelwert: 5,19 £ 1,68 verglichen mit 0,66 + 0,20; Median: 0,77 *
11,24 verglichen mit 0,04 + 1,52) (T = -3,040**, p(einseitig) = 0,002).

4.3.2.3 Normierung der Variablen

Die Urinkonzentration hat durch Verdinnungseffekte einen gro3en Einfluss auf die
Konzentration der untersuchten Proteine im Urin. Mit der Urinkonzentration,
gemessen als Kreatininkonzentration des Urins oder als Urinosmolaritat, steigt auch
die Konzentration von Albumin im Urin sowie Albumin und Podocalyxin in den

Vesikeln — ohne, dass ein funktionelles Problem zugrunde liegen muss.

Analog zur Berechnung des ACR, werden deshalb auch die Parameter Podocalyxin
(Vesikel) und Albumin (Vesikel) auf diese Konzentrationsparameter normalisiert, um

Verdlnnungseffekten zu begegnen.

Die beschriebenen geschlechtsabhangigen Zusammenhange stellen sich als noch
prominenter heraus, wenn man die normalisierten Werte vergleicht. Nach dem
Wilcoxon-Mann-Whitney-U-Test haben Frauen (Median = 1,65) gegenliber Mannern
(Median = 0,75) signifikant hdhere Werte fur Albumin (Vesikel) / Kreatinin (Urin) im
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Urin, n = 103, z = -3,444, r = L—R' = 0,339**, p < 0,001.

Fir Podocalyxin (Vesikel) / Kreatinin (Urin) verhalt es sich umgekehrt: Hier haben die
Manner (Median =0,91) signifikant hdhere Werte als Frauen (Median = 0,17), n =

103,z=-3,803, r = % =0,375**, p < 0.001.

Geschlecht

101 Frau
M Mann

g i
=
4!
T o
0
Albumin Albumin Albumn Podecalyxn Podecalyxin Podocalyxin
(Veskel) (Veskel) /g (Vesis) / (Vesiied) (Vesiked) /19 (Veskel) s
Kreatinn osmol reatinin osmolt

Ermor Bars: +/- 1 SE
Abbildung 15: Balkendiagramm der Mittelwerte fiir die Albumin- und Podocalyxin-Konzentrationen in Vesikeln

sowie deren Normalisierung nach Kreatinin- und Osmolalitdtswerten, getrennt nach Geschlecht
Angezeigt sind die Mittelwerte mit Standardfehlern (Error Bars =1 SE)

4.3.3 Zusammenhang zwischen vesikularem Albumin und Podocalyxin
Anhand des Spearman-Rangkorrelationskoeffizient p kann eine Aussage daruber
getroffen werden, ob zwei Variablen zusammenhangen und wie stark dieser

Zusammenhang ist.
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Abbildung 16: Streudiagramm zur Beziehung von Albumin (Vesikel) und Podocalyxin (Vesikel)
Die Regressionslinie weist eine leichte positive Steigung auf, der Zusammenhang ist jedoch schwach mit einem
R2-Wert von 0,017

Im Fall der Korrelation von vesikularem Albumin und Podocalyxin ergibt sich ein
positiver Zusammenhang mit p = 0,452** (p < 0,001): Ist viel Albumin in einem

Exosomenisolat enthalten, ist tendenziell auch viel Podocalyxin nachweisbar.

Allerdings haben auch weitere Variablen einen Einfluss. Wie durch die
geschlechtsabhangigen Unterschiede zu vermuten war, wird der Zusammenhang
eindeutiger, wenn man fur das Geschlecht adjustiert. Unter den weiblichen
Teilnehmerinnen ist p = 0,476** (p < 0,001) und unter den mannlichen Teilnehmern
istp=0,572** (p < 0,001).

4.3.4 Regressionsanalyse — Wie viel Prozent des gemessenen vesikularen
Albumins lassen sich durch freies Albumin erklaren?

Um die Beziehung der Variablen Albuminurie und Ausscheidung von vesikularem

Albumin zueinander abzuschatzen, wird ein Streudiagramm erstellt. Das Diagramm

zeigt einen linearen Zusammenhang mit positiver Steigung. Mit verstarkter

Albuminurie, steigt also auch die Menge an vesikularem Albumin im Harn.
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Abbildung 17: Streudiagramm zur Korrelation von Albumin im Urin (mg/l) mit vesikuldrem Albumin
Der lineare Zusammenhang wird durch die ansteigende Regressionslinie dargestellt, der Zusammenhang ist
positiv mit einem Determinationskoeffizient von R?= 0,209

Um den Einfluss einer Variable X auf eine Zielgrof3e Y genau zu berechnen, wird die
lineare Regressionsanalyse angewendet. Um den Einfluss des im Vollurin
vorkommenden Albumins — zur besseren Unterscheidung als freies Albumin
bezeichnet — auf das gemessene vesikulare Albumin zu erklaren, wird das freie
Albumin als unabhangige Variable, also als Einflussvariable X festgelegt, das

vesikulare Albumin ist somit die abhangige Variable, also die Zielvariable Y.

Es ergibt sich ein positiver Zusammenhang zwischen dem freien Albumin und dem
vesikularen Albumin. (B = 0,457**, p < 0,001. Der Determinationskoeffizient R?
betragt 0,209, korrigierter R? = 0,201, was darauf hinweist, dass 21% der Varianz des

vesikularen Albumins durch freies Albumin erklart wird.
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4.3.5 Vesikulares Albumin, Podocalyxin und Nierengesundheit

Um die Rolle der isolierten Exosomen im Verlauf der Nierenerkrankungen besser zu
verstehen, wird die Menge an vesikularem Albumin und Podocalyxin innerhalb von
nierenkranken und nierengesunden Subgruppen der Kohorte untersucht. Die
Gruppen werden anhand von klinisch etablieren Nierenmarkern und
leitliniengerechten Cut-Off-Werten gebildet (70).

4.3.5.1 Albumin (Vesikel) und Albumin-Kreatinin-Ratio
Die Albumin-Kreatinin-Ratio (ACR) ist der meistgenutzte Marker fur die Evaluation
einer Albuminurie. Die Zusammenhange zwischen Albuminurie, Nierengesundheit

und gesundheitlicher Prognose wurden oben ausfuhrlich diskutiert.

Um zu Uberprifen, wie vesikulares Albumin und die ACR miteinander in
Zusammenhang stehen, wurde wiederum der Rangkorrelationskoeffizient p nach
Spearman herangezogen. Auch hier zeigt sich ein positiver Zusammenhang (p =
0,280**, p = 0,004). Eine hohe Ausscheidung von vesikularem Albumin ist also
tendenziell mit einem hohen Wert fur die ACR assoziiert. Dieser Zusammenhang

zeigt sich nicht zwischen Podocalyxin (Vesikel) und ACR.

Um fur die Konzentration des Urins und die daraus resultierenden Unterschiede zu
adjustieren, wird Albumin (Vesikel) ebenfalls auf Kreatinin (Urin) normalisiert. Im
Ergebnis zeigt sich ein noch héherer Korrelationskoeffizient bei verbessertem
Signifikanzniveau (p = 0,497**, p < 0,001). Dieser Zusammenhang zeigt sich

ebenfalls nicht mit Podocalyxin (Vesikel) / Kreatinin.

Im Kruskal-Wallis-Test zeigen sich signifikante Unterschiede zwischen den nach

KDIGO eingeteilten Stadien A1 und A2 (z=-3,877,r= \%' =0,382** p < 0,001), sowie

A1Tund A3 (z=-2,419,r = % =0,238* p = 0,016) der Albuminurie.
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Mittelwert: Albumin (Vesikel) I g Kreatinin

1.57

KDIGO A1 KDIGO A2 KDIGO A3
= 30 mglg 30-300 mg/g; =300 malg;
normal to mildly increased moderatly increased Severly increased

Albumin-Kreatinin-Ratio (Stadien)

Error Bars: +- 1 SE

Abbildung 18: Balkendiagramm der Mittelwerte der Albuminmenge der Vesikel, normiert auf Kreatinin im Urin,
verteilt iiber die KDIGO-Stadien

Vesikuldres Albumin steigt mit zunehmender Albuminurie an — von 1,57 (KDIGO A1) iber 3,49 (KDIGO A2) bis
4,18 (KDIGO A3), Fehlerbalken zeigen + 1 SE

4.3.5.2 Albumin-Kreatinin-Ratio und glomerulére Filtrationsrate

Die Limitationen der eGFR wurden bereits oben im Text erortert. Nichtsdestotrotz hat
sie einen hohen Stellenwert in der klinischen Routinediagnostik und dient als
wichtiger Parameter bei der Diagnostik von Nierenfunktionseinschrankungen und

assoziierten Erkrankungen wie kardiovaskularen Risiken (151).

Es ist deshalb besonders erwahnenswert, dass in unserer Kohorte nach dem
Spearman-Korrelationskoeffizient kein signifikanter Zusammenhang zwischen den
beiden meist genutzten Nieren-Biomarkern ACR und eGFR besteht (p=-0,081, p
=0,425). Eine Adjustierung fur das Geschlecht andert dies nicht.

4.3.5.3 Vesikuldres Albumin, Podocalyxin und glomerulére Filtrationsrate

Es zeigt sich gleichermallen wohl eine Tendenz, aber kein nach Spearman
signifikanter negativer Zusammenhang zwischen vesikularem Albumin und der eGFR
(p =-0,100, p = 0,324). Eine geschlechtsspezifische Berechnung andert das

ebenfalls nicht.
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Fir vesikulares Podocalyxin zeigt sich ein anderes Bild: Bei einer
geschlechtsspezifischen Untersuchung zeigt sich ein signifikanter negativer
Zusammenhang zwischen den kontinuierlichen Parametern ,vesikulares
Podocalyxin“ und ,,eGFR" in der weiblichen Teilgruppe (p =-0,278%, p = 0,038). Der
Korrelationskoeffizient der mannlichen Subgruppe wird mit p = -0,074 (p = 0,635)
angegeben. Ebenfalls gibt es einen signifikanten Zusammenhang zwischen
vesikularem Podocalyxin und den eGFR-Stadien nach KDIGO-Kriterien fur die
gesamte Kohorte: Je geringer die geschatzte glomerulare Filtrationsrate unter den
Studienteilnehmerinnen und Teilnehmern— und damit je hdher das eGFR-Stadium
nach KDIGO - desto mehr vesikulares Podocalyxin war im Urin nachweisbar (p =
0,209; p = 0,037).

4.3.5.4 Podocalyxin und Alter
Die eGFR sinkt mit steigendem Alter (194). Dieser Zusammenhang zeigt sich auch in
der untersuchten Kohorte (p = -0,322**, p = 0,001).

Altersgruppe n Mittelwert (* Standardfehler des Mittelwerts)
70-74 Jahre 14 72,38 (£ 3,47) ml/min/1.73m?
75-79 Jahre 42 68,35 (£ 2,66) ml/min/1.73m?
80-85 Jahre 30 62,66 (£ 2,87) ml/min/1.73m?
> 85 Jahre 14 59,45 (+ 4,41) ml/min/1.73m?

Tabelle 15: eGFR und Alter

Ebenfalls zeigt sich ein Zusammenhang zwischen dem steigenden Alter und
steigenden Werten fur Podocalyxin in den Exosomenisolaten (p = 0,231*, p = 0,019).
Wiederum nimmt die Effektstarke durch Normalisierung auf Kreatinin zu (p = 0,242*,
p =0,014).

Altersgruppe n Mittelwert (* Standardfehler des Mittelwerts)
70-74 Jahre 14 0,64 (+ 0,55)
75-79 Jahre 42 2,12 (£ 0,80)
80-85 Jahre 30 1,86 (+ 1,26)
> 85 Jahre 14 2,26 (+ 0,43)

Tabelle 16: Podocalyxin / g Kreatinin und Alter
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In der Altersgruppe 70-74 Jahre ist (nach Kruskal-Wallis) signifikant weniger
Podocalyxin/Kreatinin in den Exosomenisolaten nachweisbar als in den
Altersgruppen 75-79 Jahre (z = -3,536**, r = 0,354**, p < 0,001), 80- 85 Jahre (z = -
3,632**, r=0,363"* p <0.001) und >85 Jahre (z = -2,940**, r = 0,294**, p = 0,003).

4.3.5.5 Vesikuldres Albumin und Bluthochdruck

Bluthochdruck ist der haufigste Risikofaktor fir Nierenerkrankungen und die
Pravalenz steigt mit dem Alter. Innerhalb der Kohorte geben 77 von 103 Personen
an, mit Bluthochdruck diagnostiziert worden zu sein. Fur beide Geschlechter ist die
Pravalenz von Bluthochdruck gleichverteilt (Chiz: p = 0,347).

Menschen, die unter Bluthochdruck leiden, haben hohere Werte fur vesikulares
Albumin als Menschen, die nicht mit Bluthochdruck diagnostiziert worden sind.
Dieser Zusammenhang erreicht allerdings im durchgeflhrten Mann-Whitney-U-Test
kein Signifikanzniveau: z = -1,474, r = 0,147, p = 0,140 (fir Albumin (Vesikel) /
Kreatinin [g]).

Selbstangabe
Bluthochdruck
4.00 (von Arzt

diagnostiziert)

nein

Mja

Mittelwert

Albumin (Vesikel) Albumin (Vesikel) / Albumin (Vesikel) /
g Kreatinin osmol/l

Error Bars: +/- 1 SE

Abbildung 19: Balkendiagramm der vesikuldren Albuminkonzentration in Abhéngigkeit von Bluthochdruck
Personen mit Bluthochdruck zeigen héhere Werte fiir Albumin (Vesikel) (1,49 vs. 1,04), Albumin (Vesikel) / g
Kreatinin (2,30 vs 1,46) und Albumin (Vesikel) / osmol/l (2,99 vs. 1,93) im Vergleich zu Personen ohne
Bluthochdruck, Fehlerbalken zeigen £+ 1 SE
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4.3.5.6 Vesikuldres Albumin und Chronische Nierenerkrankung (CKD)

Laut KDIGO spricht man von chronischer Nierenerkrankung (CKD) als
eingeschrankter Nierenfunktion ab einer eGFR < 60 ml/min/1.73m? oder einer ACR >
30 mg/g. In unserer Kohorte fallen 47 Probandinnen und Probanden (51,5%) unter
diese Definition, 53 Probandinnen und Probanden (45,6%) sind nicht betroffen. Fir
beide Geschlechter ist die Pravalenz der chronischen Nierenerkrankung gleichverteilt
(Chi?, p = 0,897).

Nierenkranke Menschen weisen mehr vesikulares Albumin im Urin auf als
nierengesunde Menschen (Mann-Whitney-U-Test: z = -3,077**, r = 0,308**, p =
0,002). Wiederum ist der Zusammenhang starker und das Signifikanzniveau hoher,
wenn man die Urinkonzentration berucksichtigt (z = -3,305**, r = 0,331**, p < 0,001
fur Albumin (Vesikel) / Kreatinin [g]).

Chronic Kidney
Disease:
ACR > 30 mgly
OR eGFR
< 60mlimin/1,
3m*

no CKD
W cKkD

Mittelwert

Albumin (Vesikel) Albumin (Vesikel) / Albumin (Vesikel)/
g Kreatinin osmolll

Error Bars: +/- 1 SE

Abbildung 20: Balkendiagramm der vesikuldren Albuminkonzentration bei Personen mit und ohne Chronic Kidney
Disease (CKD)

Personen mit CKD zeigen signifikant hbhere Werte fiir Albumin (Vesikel) (1,82 vs. 1,13), Albumin (Vesikel) / g
Kreatinin (2,76 vs. 1,66) und Albumin (Vesikel) / osmol/l (3,65 vs. 2,17) im Vergleich zu Personen ohne CKD,
Fehlerbalken représentieren + 1 Standardfehler.

4.3.6 Vesikel und Entzindungsmarker

Bei C-reaktivem Protein (CRP) handelt es sich um ein in der Leber produziertes
Aktive-Phase-Protein, dessen Serumkonzentration einen klinisch erprobten
Entzindungsmarker darstellt (195-197).
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Es zeigt sich ein positiver Zusammenhang zwischen der Menge an vesikularem
Albumin im Urin und der Menge an CRP im Serum. Probandinnen und Probanden,
deren Serum-CRP hoher ist, scheiden auch mehr vesikulares Albumin aus

(p =0,295**, p = 0,003).

Dieser Zusammenhang zeigt sich gleichfalls mit der Menge an Podocalyxin im
Exosomenisolat (p = 0,222*, p = 0,026), nicht jedoch mit den herkdmmlichen
Nierenparametern wie dem freien Albumin im Urin (p = 0,154 p = 0,125), der
Albumin-Kreatinin-Ratio (p = -0,014, p = 0,889) oder der eGFR (p =-0,152, p =
0,130). Ebenfalls bemerkenswert ist, dass die Normalisierung der Werte auf Kreatinin
im Urin dem Zusammenhang in diesem Fall schwacht und nicht starkt (p = 0,148, p =
0,148). Dies ist darauf zurtuckzufuhren, dass auch die Urinkreatininkonzentration

signifikant mit dem Serum-CRP zusammenhangt (p = 0,234*, p = 0,019).

Serum-CRP

10 < 0.3 mg/dl
M > 0.3 mo/dl

Mittelwert

5.95

L [ [ I "

217

N
~
@

1.71 . 1.88 152
0
Albumin Albumin Albumin Podocalyxin Podocalyxin Podocalyxin
(Vesikel) (Vesikel) / (Vesikel) / (Vesikel) (Vesikel) / (Vesikel) /
g Kreatinin osmoli g Kreatinin osmoll

Error Bars: +/- 1 SE

Abbildung 21: Balkendiagramm cder Konzentrationen von Albumin und Podocalyxin in Vesikeln in Abhdngigkeit
von Serum-CRP-Werten (< 0,3 mg/dl vs. > 0,3 mg/dl)

Albumin in Vesikeln ist bei Personen mit CRP-Werten (iber 0,3 mg/dl deutlich héher (2,12 vs. 1,08), auch die
Albumin-Werte, die auf Kreatinin bezogen wurden, sind bei pathologischen CRP-Werten erhéht (3,01 vs. 1,71),
&hnlich zeigt sich bei der Normalisierung auf Osmolalitét ein héherer Mittelwert von Albumin bei CRP > 0,3 mg/dl
(4,10 vs. 2,17) — fiir Podocalyxin zeigt sich ein &hnliches Muster: Die Konzentration in den Vesikeln ist bei CRP-
Werten liber 0,3 mg/dl deutlich erh6ht (4,19 vs. 1,88). Auch bei der Normalisierung auf Kreatinin und Osmolalitét
sind die Werte h6her bei pathologischen CRP-Werten (2,56 vs. 1,562 bzw. 5,95 vs. 2,78)

Fehlerbalken stellen jeweils + 1 Standardfehler dar
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4.3.7 Einfluss des Renin-Angiotensin-Aldosteron-Systems auf die Vesikel:
Vesikulares Albumin unter der Einnahme von RAAS-Inhibitoren
In unserer Kohorte haben 29 Probandinnen und Probanden eine ACR > 30 mg/g und
gelten damit als proteinuretisch (16 Frauen und 13 Manner). Innerhalb dieser Gruppe
nehmen 17 Probandinnen und Probanden RAAS-Inhibitoren ein, 12 Probandinnen
und Probanden nehmen damit keine RAAS-Inhibitoren ein, obwohl sie eine ACR >
30mg/g haben. Die Rolle des Renin-Angiotensin-Aldosteron-Systems bei der
Entstehung der podozytaren Exosomen wurde weiter oben erlautert. Im Einklang
damit zeigen unsere Daten, dass die Einnahme von RAAS-Inhibitoren die Menge an
vesikularem Albumin im Urin (wiederum normiert auf die Urinkreatininkonzentration)

senkt.

(5}

Mittelwert: Albumin (Vesikel) | g Kreatinin
I
|

Ja Nein

Einnahme von Renoprotektiven Medikamenten

Emor Bars: #/- 1 SE

Abbildung 22: Balkendiagramm der Mittelwerte von Albumin (Vesikel) pro g Kreatinin in Abhdngigkeit von der

Einnahme renoprotektiver Medikamente

Patientinnen und Patienten, die renoprotektive Medikamente einnehmen weisen weniger vesikuldres Albumin

pro g Kreatinin im Urin auf als Patientinnen und Patienten, die keine renoprotektiven Medikamente einnehmen
(,Nein’), Fehlerbalken représentieren den Standardfehler

Probandinnen und Probanden, die eine ACR > 30mg/g aufweisen und trotzdem
keine RAAS-Inhibitoren einnehmen, weisen mehr vesikulares Albumin im Harn
(normiert auf die Urinkreatininkonzentration) auf als solche, die unter Albuminurie
leiden und RAAS-Inhibitoren einnehmen (Mann-Whitney-U-Test: z = -1,860%, p =
0,033). Diese transzytosehemmende Wirkung ist spezifisch nur bei der Einnahme
von RAAS-Inhibitoren nachzuweisen, nicht etwa bei der Einnahme anderer

79



blutdrucksenkender Medikamente (z = -1,097, p = 0,295) oder Diuretika (z = 0,783, p
=0.804).

Albumin (Vesikel) / g Kreatinin
Mittelwert: Albumin (Vesikel)/ g Kreatinin

Ja Nein Ja Nein

Einnahme von Antihypertensiva Einnahme von Diuretika

Emror Bars: +-1 SE
Error Bars: +-1 SE

Abbildung 24: Einfluss der Antihypertensive-Einnahme Abbildung 24: Einfluss der Diuretika-Einnahme auf die

auf die vesikuldre Albuminkonzentration vesikulédre Albuminkonzentration

Das Balkendiagramm zeigt die Mittelwerte der Das Balkendiagramm zeigt die Mittelwerte der
Albuminkonzentration (Vesikel / g Kreatinin) in Albuminkonzentration (Vesikel / g Kreatinin) in
Abhéngigkeit von der Einnahme von Antihypertensiva, Abhé&ngigkeit von der Einnahme von Diuretika,
Fehlerbalken reprédsentieren +1 SE Fehlerbalken reprédsentieren +1 SE

Wiederrum zeigt sich dieser Zusammenhang nur mit dem Albumin in der
Vesikelfraktion und nicht mit dem Gesamteiweil3 (z = 0,888, p = 0,394), dem freien
Albumin im Urin (z = 1,705, p = 0,088) oder der Albumin-Kreatinin-Ratio (z = 1,638, p
=0,107).
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Error Bars: +- 1 SE

Abbildung 25: Einfluss renoprotektiver Medikamente auf die Albuminausscheidung

Das Balkendiagramm zeigt die mittleren Albuminwerte im Urin (mg/l), relativ zur Osmolaritét
(ug/mosmol) und relativ zu Kreatinin (mg/g), getrennt nach Einnahme (Ja/Nein) renoprotektiver
Medikamente, Fehlerbalken reprdsentieren +1 SE
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5 Diskussion

Die chronische Nierenerkrankung (CKD) stellt weltweit eine bedeutende
Herausforderung fur die Gesundheitsversorgung dar. Obwohl Proteinurie und eGFR
eine bedeutende Rolle in der Diagnostik und Behandlung der CKD spielen, weisen
sie dennoch Einschrankungen auf, wenn es darum geht, Schaden fruhzeitig zu
erkennen. Diese Einschrankungen verringern die Moglichkeit, praventive
Malinahmen rechtzeitig einzuleiten und das Fortschreiten der Erkrankung effektiv zu

verlangsamen.

Um der Forschungsfrage nach neuen Parametern zur Beurteilung der Nierenfunktion
nachzugehen, wurden vesikulares Albumin und Podocalyxin im Endharn als

potenzielle neue Biomarker anhand der AugUR2-Kohorte untersucht.

Zentral fur die Diskussion ist die Frage, ob die Erkenntnisse Uber albuminhaltige
Vesikel aus Tierversuchen auf den Menschen Ubertragbar sind und ob diese Marker
einen diagnostischen Mehrwert im Vergleich zur Bestimmung von freiem Albumin im

Harn bieten.

Diskutiert wird die Beziehung zwischen den neu vorgeschlagenen Markern und
etablierten Nierenparametern wie Albuminurie, der Albumin-Kreatinin-Ratio und der

der eGFR sowie dem Entzindungsparameter CRP.

Wahrend der Analyse der Daten wurden unerwartet deutliche geschlechtsspezifische
Unterschiede beobachtet, die in der ursprunglichen Forschungsfrage nicht antizipiert
worden waren. Diese Unterschiede werfen neue Fragen Uuber mogliche Rolle von
Geschlecht bei der Diagnostik und Progression der CKD auf und unterstreichen die

Notwendigkeit, vesikulare Biomarker geschlechtsspezifisch zu bewerten.

SchlieBlich wird auch der Einfluss des Renin-Angiotensin-Aldosteron-Systems auf

die vesikularen Marker beleuchtet.
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5.1 Interpretation der Ergebnisse

5.1.1 Charakterisierung der AugUR2 Kohorte

Im Vorfeld der experimentellen Untersuchungen stand die Charakterisierung der
Kohorte. Unter Beriicksichtigung verschiedener demografischer und klinischer
Merkmale wurde sichergestellt, dass die Stichprobe reprasentativ ist und keine
signifikanten Verzerrungen aufweist. Die genaue Charakterisierung der Kohorte,
einschlieBlich Alter, Geschlecht, Vorerkrankungen mit besonderem Fokus auf die
Nierengesundheit, ermoglichte es, die Ergebnisse der experimentellen
Untersuchungen auf eine breitere Population zu generalisieren und die Validitat der
Studienergebnisse zu starken und sicherzustellen, dass die Forschungsergebnisse

allgemein relevant und anwendbar fur die Zielbevolkerung sind.

5.1.2 Nachweis der Exosomenmarker und Podozytenmarker in den
Vesikelsuspensionen nicht aber im Vollurin
Der erste experimentelle Teil dieser Arbeit widmete sich der Charakterisierung der

durch Ultrazentrifugation gewonnenen Vesikelsuspensionen.

Western Blotting ist eine weit verbreitete Methode zur Charakterisierung von
Exosomen. Das grundlegende Prinzip des Western Blotting beruht auf der
Affinitatsbindung zwischen einem Zielprotein (Antigen) und einem spezifischen
Antikorper. In der Probenvorbereitung werden die Vesikel lysiert und die enthaltenen
Proteine denaturiert und reduziert. Dies ermdglicht eine Charakterisierung sowohl
der Oberflachenproteine der Vesikelmembran als auch der enthaltenen Cargo (198,
199).

Die abgebildeten Western Blots dienen dem Nachweis mehrerer Proteine, die
spezifisch fur Exosomen beziehungsweise Podozyten sind. Die meistverwendeten
Exosomenmarker sind Alix, CD9, CD63 und Hsp70 (162, 198, 200, 201), die auch
hier zur Charakterisierung der Vesikelisolate verwendet wurden. Damit ein Protein
als Markerprotein verwendet werden kann muss es mehrere Bedingungen erfillen.
Zum einen sollte es in Exosomen verschiedenen Ursprungs nachweisbar sein (eine
Ubersicht der am haufigsten in Exosomen identifizierten Proteine bietet das
Bioinformatics-Tool ExoCarta.org) und ihr Vorkommen sollte durch die Biogenese
der Vesikel erklarbar sein (198).
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Der Nachweis dieser Markerproteine gelang in den Exosomensuspensionen, nicht
aber im korrespondierenden Vollurin, was die Isolation und Konzentrierung der im
Urin enthaltenen Vesikel durch das verwendete Ultrazentrifugationsprotokoll

widerspiegelt (siehe 3.2.2).

Auch der Nachweis von Podocalyxin gelang nur in den Exosomensuspensionen,
nicht aber im korrespondierenden Vollurin. Der Nachweis des podozytaren
Membranproteins dient als Nachweis des Ursprungs der Vesikel aus den Podozyten
(26, 202). Auch wenn sich hieraus nicht ableiten lasst, dass alle Exosomen aus den
Podozyten stammen, kann man doch sicher sagen, dass die podozytaren Vesikel
erfolgreich isoliert wurden. Weiterhin legen Untersuchungen von Pisitkun, Knepper et
al. nahe, dass die Mehrzahl der im Urin enthaltenen Exosomen aus den

glomerularen Podozyten stammt (173, 203).

Es wurde durch den Einsatz von Western Blots nachgewiesen, dass sowohl
Exosomen- als auch Podozytenmarker in den isolierten Vesikelsuspensionen
vorhanden sind, im Vollurin jedoch nicht nachweisbar sind. Dies legt nahe, dass das
Ultrazentrifugationsprotokoll eine Vesikelisolation und -konzentrierung aus dem Urin
ermoglicht, wahrend der Nachweis spezifischer Proteine wie Podocalyxin in den

Exosomen auf ihren Ursprung aus den Podozyten hinweist.

5.1.3 Albuminurie und vesikulares Albumin

Der Nachweis von Albumin (Cargo) wiederum ist in Vollurin wie auch
Exosomensuspension nachweisbar. Das entspricht den Erwartungen, da es neben
dem Transport des Albumins per Transzytose noch den parazellularen Weg Uber die
glomerulare Filtrationsbarriere gibt. Die verschiedenen Wege des Albumins in den
Endharn wurden oben erlautert. Obwohl Albumin im Urin gesunder Probanden nur in
Spuren vorhanden ist (siehe 1.3.1) ist ein Nachweis im Western Blot erwartbar, da es

sich um eine sehr sensitive Methode handelt.

Das unter 4.3.4 dargelegte Streudiagramm und die Regressionsanalyse legen dar,
dass es einen positiven Zusammenhang zwischen freiem und dem vesikularen
Albumin gibt. Es ist daher von grofRer Wichtigkeit, zu bestimmen, inwiefern die
Quantifizierung des vesikular vorliegenden Albumins einen Mehrwert zur

Bestimmung des frei vorliegenden Albumins darstellt. Damit das der Fall ist, darf die
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Menge an vesikularem Albumin nicht einen relativen Anteil des freien Albumins

darstellen, damit die Bestimmung neue Erkenntnisse liefert.

Eine lineare Regressionsanalyse ist eine statistische Methode, die verwendet wird,
um die Beziehung zwischen einer abhangigen (Ziel-)Variable und einer oder
mehreren unabhangigen (erklarenden) Variablen zu analysieren und eine
Vorhersage der abhangigen Variable basierend auf den Werten der unabhangigen
Variable zu ermoglichen. In unserem Modell handelt es sich bei der abhangigen
Variable um das gemessene vesikulare Albumin, wahrend das freie Albumin die
unabhangige Variable ist. Die Starke des Zusammenhangs wird Uber das
Bestimmtheitsmall R? ausgedrickt. Der R?-Wert sagt aus, wie viel Prozent der
Varianz durch die Einflussvariable X erklart werden kdnnen. Der errechnete R*>-Wert
von 0,209 besagt, dass 20,9% des vesikularen Albumins auf das freie Albumin
zurtckzufihren sind. Daraus ergibt sich, dass 79,1% der Varianz des vesikularen
Albumins unabhangig von freiem Albumin sind und auf andere Einflussvariablen

zuruckzufiihren.

Zusammenfassend zeigen die Untersuchungen einen positiven Zusammenhang
zwischen freiem und vesikularem Albumin im Urin. Die Varianz des gemessenen
vesikularen Albumins und die statistische Analyse lassen trotzdem auf grol3e
interindividuelle Unterschiede schlief3en. Es handelt sich bei dem neuen Wert also
nicht einfach um einen festen Prozentsatz des freien Albumins, sondern um einen

eigenstandigen Parameter.

5.1.4 Vesikulares Albumin und vesikulares Podocalyxin

Angesichts der Tatsache, dass sowohl Albumin als auch Podocalyxin Bestandteile
der Exosomen sind, war es zu erwarten, dass eine positive Korrelation zwischen den
beiden Werten besteht, was in der statistischen Analyse bestatigt wurde. Dieser
Zusammenhang wird als mittelstark nach Cohen (1988) oder als stark nach Hemphill
(2003) eingestuft (191, 193). Trotz dieser Beziehung gibt es Probandinnen und
Probanden, die niedrige Podocalyxin-Werte und hohe vesikulare Albumin-Werte oder
umgekehrt aufweisen. Zudem zeigen sich auffallige Geschlechtsunterschiede, die
unter 5.1.7 ausfuhrlich diskutiert werden. Insbesondere in der mannlichen Subgruppe

treten betrachtliche Schwankungen im Verhaltnis von Albumin zu Podocalyxin auf.
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Eine mogliche Erklarung fur diese Varianz ist, dass neben den Albumin-enthaltenden
Exosomen noch weitere podozytare Vesikel mit anderem Inhalt im Endharn
vorhanden sind. Auch Unterschiede bei der Zusammensetzung der
Doppellipidschicht mit veranderlichem Anteil an Podocalyxin auf der Oberflache der

Vesikel konnen zu der beobachteten Varianz betragen.

5.1.5 Vesikulares Albumin, Podocalyxin und Nierengesundheit

Um die Eignung unserer neuen Vesikelparameter zur Bewertung der Nierenfunktion
zu untersuchen, analysieren wir ihr Verhalten in verschiedenen Untergruppen von
gesunden und nierenkranken Personen. Diese Untersuchung gestaltet sich
herausfordernd, da unser neuer Marker mit den etablierten Markern verglichen wird,
die jedoch aufgrund der zuvor beschriebenen Limitationen nicht optimal geeignet
sind, um die tatsachliche Gesundheit der Nieren widerzuspiegeln (150, 204). Die
Einschrankungen dieser etablierten Marker werden auch innerhalb dieser Kohorte
deutlich sichtbar. Zum Beispiel zeigen die beiden am haufigsten verwendeten
Nierenfunktionsparameter, ACR und eGFR, keine signifikante Korrelation nach
Spearman. Dies unterstreicht die Herausforderungen und Defizite der

herkdmmlichen Marker in Bezug auf die umfassende Bewertung der Nierenfunktion.

5.1.5.1 Vesikulédres Albumin und Nierengesundheit

Unsere Untersuchungen haben weiter ergeben, dass zwischen vesikularem Albumin
und der eGFR keine signifikante Korrelation besteht. Es gibt mehrere plausible
Erklarungen fur dieses beobachtete Fehlen einer Assoziation: Eine Ursache kdnnte
in der Fehlinterpretation der eGFR bei alteren Menschen liegen. Eine unzureichende
Berilcksichtigung des altersbedingten Muskelabbaus, der die Serumkreatininspiegel
beeinflusst, kann dazu flhren, dass die eGFR die Nierenfunktion bei alteren
Probanden Uberschatzt. Auch Rhabdomyolyse oder Sarkopenie, die den

Kreatininstoffwechsel beeinflussen, kdnnen zur Variation beitragen.

Zweitens sollte in Erwagung gezogen werden, dass die eGFR nur verzdgert auf
Veranderungen in der Nierenfiltrationsfunktion reagiert. Der "Kreatinin-blinde
Bereich" ist zu grof3, um subtile Veranderungen in der Nierenfunktion frihzeitig zu

erfassen. In einigen Fallen kdnnte die Nierenfunktion deshalb erheblich
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eingeschrankter sein, als es die eGFR nahelegt, und kdnnte so das beobachtete
Fehlen einer Verbindung zwischen vesikularem Albumin und eGFR erklaren. Dies
betont erneut die Notwendigkeit einer verbesserten Frihdiagnostik, um die
Nierenfunktionsanderungen in einem friheren Stadium zu erfassen und rechtzeitige

Interventionen zu ermdglichen (150, 205).

Hingegen gibt es einen statistisch signifikanten Zusammenhang von vesikularem
Albumin und der Albumin-Kreatinin-Ratio. Mit zunehmendem Stadium der ACR steigt
auch die Menge an vesikularem Albumin im Endharn. In der Gruppe mit milder
Albuminurie (A1) fallen sowohl Mittelwert als auch Varianz deutlich geringer aus als
in den Stadien der moderaten (A2), bzw. schweren Albuminurie (A3). Zwischen den
Stadien A2 und A3 hingegen nimmt vor allem die Standardabweichung stark zu, der
weitere Anstieg des vesikularen Albumins ist hingegen nicht statistisch signifikant.
Das Stadium A3 nach KDIGO ist definiert als ACR > 300 mg/g. Diese nach obenhin
offene Definition ergibt eine kleine, heterogene Subgruppe innerhalb der Kohorte von
3 Mannern mit geschatzten glomerularen Filtrationsraten, die Werte von 9,9 bis

71,6 mL/min/1,73 m? umspannen.

Durch die oben beschriebene Genese der albuminhaltigen Vesikel kann folgende
Erklarung fur die groRe Varianz gefunden werden: Podozyten nehmen das im
subpodozytaren Raum anfallende Albumin endozytotisch auf. Sie kbnnen das
aufgenommene Albumin sowohl durch Transzytose als Vesikel an den Harnraum
abgeben, als auch durch lysosomale Degradierung abbauen. Die im Endharn
vorhandene Menge an albuminhaltigen Vesikeln hangt also von dem Gleichgewicht
zwischen diesen beiden Prozessen ab. Die Transzytose der Vesikel ist ein
energieaufwendiger Prozess. Membranproteine gehen verloren und die
ausgeschleusten Proteine sind fur nicht wiederverwertbar (96, 202). Eine
ubermafige Transzytose l6st proinflammatorische und proapoptotische
Signalkaskaden in den Podozyten aus, was zum Verlust der hochdifferenzierten
Zellen fuhrt. Dies hinterlasst freiliegende Bereiche auf der glomerularen
Basalmembran. Die glomerulare Filtrationsbarriere kann nicht aufrechterhalten
werden, was zu einer renalen Albuminurie fuhrt. Gleichzeitig nimmt die Anzahl der
Podozyten ab, die fir die Transzytose des Albumins verantwortlich sind. Im Falle
einer fortgeschrittenen Kompromittierung der glomerularen Filtrationsbarriere ist es

also denkbar, dass grof3e Mengen an freiem Albumin und nur geringe Mengen an
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vesikularem Albumin im Endharn nachweisbar sind, was die Variabilitat des

Parameters erklaren wirde.

Die Diagnose der chronischen Nierenerkrankung (CKD) erfolgt anhand der
Laborparameter eGFR und ACR, wobei funf verschiedene Stadien nach KDIGO
differenziert werden (siehe 1.4). In der Gruppe der nach KDIGO-Kriterien
nierenkranken Probandinnen und Probenden finden sich signifikant hdhere Werte
von vesikularem Albumin als in der nierengesunden Subgruppe. Da es keinen
statistisch signifikanten Zusammenhang zwischen vesikularem Albumin und eGFR
gibt, beruht das auf dem Zusammenhang des vesikularen Albumins mit der ACR, die
ein zentrales diagnostisches Kriterium fur CKD nach der KDIGO-Definition darstellt

und somit eine enge Beziehung zwischen den beiden Kategorien zu erwarten ist.

Zusammenfassend konnte keine Korrelation zwischen vesikularem Albumin und
eGFR festgestellt werden wohl aber zwischen vesikularem Albumin und ACR. Dies
konnte darauf zurtickzufihren sein, dass die eGFR, insbesondere im hdheren
Lebensalter, Veranderungen der Nierenfunktion nur verzégert abbildet. Im
Gegensatz dazu zeigt die statistisch signifikante Verbindung zwischen vesikularem
Albumin und der ACR an: Hohere Albuminurie-Stadien gingen mit einer Zunahme
des vesikularen Albumins im Urin einher. Dartber hinaus wiesen Personen mit
chronischer Nierenerkrankung gemafR KDIGO-Kriterien hdhere Werte an vesikularem
Albumin auf als Gesunde, was die enge Beziehung zwischen vesikularem Albumin

und der ACR als diagnostischen Marker fur Nierenerkrankungen unterstreicht.

5.1.5.2 Vesikuldres Podocalyxin und Nierengesundheit

Im Gegensatz zum vesikularen Albumin korreliert das vesikulare Podocalyxin
statistisch signifikant mit einer niedrigeren eGFR innerhalb der weiblichen Subgruppe
unserer Kohorte, wie unter 4.3.5 angegeben. In der mannlichen Kohorte gibt es

hingegen keine statistisch signifikante Korrelation.

Die negative Verbindung zwischen dem Alter und der eGFR, kombiniert mit der
Korrelation des vesikularen Podocalyxins mit zunehmendem Alter, legt nahe, dass
das Altern die Nierenfunktion beeinflusst und dieser Marker das widerspiegeln
konnte. FUr ein besseres Verstandnis Uber die Aussagekraft des vesikularen

Podocalyxins mussen offene Fragen in weiteren Versuchen adressiert werden.
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Im Gegensatz zum vesikularen Albumin zeigt das vesikulare Podocalyxin keine
Verbindung zur Albumin-Kreatinin-Ratio oder den CKD-Stadien nach KDIGO.

Zusammenfassend legen diese Unterschiede sowie die erhebliche Varianz zwischen
den beiden Parametern nahe, dass beide Marker moglicherweise unterschiedliche
pathophysiologische Mechanismen abbilden und daher als separate, unabhangige
Marker betrachtet werden sollten. Ihre potenziell komplementare Rolle konnte zu
einer umfassenderen Bewertung der Nierenfunktion beitragen. Um diese Hypothese
weiter zu untermauern, sind jedoch zusatzliche Studien erforderlich. Insbesondere
sind Untersuchungen zur genaueren Zusammensetzung der podozytaren Vesikel
erforderlich, sowie zum Zusammenhang mit der Zellintegritat der Podozyten — immer

im Hinblick auf die geschlechtsspezifischen Unterschiede.

5.1.6 Vesikulares Albumin und Podocalyxin im Zusammenhang mit systemischer
Inflammation

Die Korrelation von C-reaktivem Protein mit den beiden neuen Markern, vesikulares

Albumin und vesikulares Podocalyxin, weist auf den prognostischen Wert dieser

Vesikel in Bezug auf die Pathogenese von CKD hin.

Die nachgewiesene Korrelation zwischen C-reaktiven Protein (CRP), einem
etablierten Entzindungsmarker, und den beiden neu identifizierten Markern,
vesikulares Albumin und vesikulares Podocalyxin, legt nahe, dass diese Vesikel
einen bedeutenden prognostischen Wert fur Entstehung und Fortschreiten
chronischer Nierenerkrankungen haben. lhre Verbindung zu CRP weist auch darauf
hin, dass diese Vesikel aktiv in die mechanistischen und kausalen Prozesse der
Krankheitsentstehung eingebunden sein kdnnten, insbesondere im Hinblick auf

entzindungsgetriebene Prozesse, die fir CKD charakteristisch sind.

Es wurde bereits unter 1.6 und 1.7 ausfihrlich auf die entztiindliche Komponente bei
Entwicklung und Fortschreiten der chronischen Nierenerkrankungen eingegangen.
Vor diesem Hintergrund ist es nicht Uberraschend, dass hohe Serumspiegel von
Entzindungsmarkern wie CRP mit einem ungunstigen Krankheitsverlauf
einhergehen, was sich in einem erhdhten Risiko fur kardiovaskulare Ereignisse,
kardiovaskulare Sterblichkeit und Gesamtsterblichkeit manifestiert (206—208).
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Allerdings geht die Rolle von CRP in diesem Zusammenhang Uber die eines
Entzundungsmarkers hinaus, da es selbst einen Mediator der pathologischen
Vorgange darstellt. CRP bindet an Low-Density Lipoprotein (LDL), erleichtert dessen
Ablagerung in der Arterienwand, aktiviert das Komplementsystem und ist damit ein
Wegbereiter der beschleunigten Atherosklerose und des kardiovaskularen

Risikoprofils bei Patientinnen und Patienten mit Niereninsuffizienz (207-212).

Da vesikulares Albumin und Podocalyxin enger mit dem prognostisch und
pathophysiologisch wichtigen Serum-CRP-Wert und den entzindlichen Prozessen in
Verbindung stehen als herkdbmmliche Nierenmarker, kann ihre Bestimmung dazu
beitragen, die Prognosefahigkeit im Krankheitsverlauf zu verbessern, und
Entzindungen und deren Auswirkungen auf die Nierenfunktion friher zu erkennen,
um so frihzeitige Interventionen zu ermoglichen, bevor schwerwiegendere Schaden
auftreten. Auch eine gezielte Therapie der Inflammationskomponente der CKD ist
vielversprechend (207-209, 211).

Die Tatsache, dass die Vesikel-Marker signifikant mit dem Serum-CRP korrelieren,
wahrend herkommliche Nierenmarker dies nicht tun, legt nahe, dass sie zusatzliche
Informationen Uber die Gesundheit der Probandinnen und Probanden bieten, sie

konnten daher auch ein geeigneter Marker zur Therapiekontrolle werden.

5.1.7 Geschlechtsanhangige Unterschiede
5.1.7.1 Etablierte Nierenwerte
Alle in unserer Studie bestimmten Nierenparameter mit Ausnahme der eGFR weisen

signifikante Unterschiede zwischen den Geschlechtern auf.

Merkmal Frauen (n=58) Manner (n=45)
Serum-Kreatinin [mg/dl] (MW + ) 0,87 + 0,26 1,18 £ 0,67
eGFR [CKD-EPI; ml/min/1,73m?] (MW % ) 66,62 + 15,87 65,13 +17,34
Albumin Urin (mg/l) (MW % ) 17,81+ 4,70 65,53 + 20,69
Albumin-Kreatinin-Ratio [mg/g] (MW = ) 32,80+52,16 71,78 +151,91
Pravalenz CKD? (%) 26 (44,8%) 21 (46,7%)

Tabelle 17: Ubersicht der in unserer Kohorte beobachteten geschlechtsspezifischen Unterschiede bei den
herkémmlichen Nierenparametern
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Die Studienlage zu geschlechtsspezifischen Unterschieden bei Diagnostik und
Verlauf von Nierenerkrankungen ist schwierig. Dem Thema ist erst in den letzten
Jahren vermehrte Aufmerksamkeit zuteilgeworden. Einige der Ergebnisse aus
Tierversuchen lassen sich nicht auf den Menschen Ubertragen. Zudem ist die
Auswertung der vorhandenen Studien erschwert durch uneinheitliche Verwendung
von Laborparametern und Cut-Off-Werten, sowie eine sehr heterogene Selektion von
Probandinnen und Probanden in Hinblick auf Alter, Vorerkrankungen und Atiologie
der CKD. Oft wird bei der Analyse nicht auf soziookonomische Faktoren oder
Ernahrung eingegangen, die weitere Confounder darstellen kénnen. Zudem sind die

publizierten Ergebnisse nicht selten widersprtchlich (213-215).

Die Serumkreatininkonzentration ist unter den mannlichen Studienteilnehmern
ungleich héher als unter den weiblichen Teilnehmerinnen (1,18 mg/dl vgl. mit 0,87
mg/dl). Kreatinin ist ein Abbauprodukt des Energiestoffwechsels der Muskulatur und
als solches nicht nur abhangig von der renalen Kreatinin-Clearance, sondern
ebenfalls von der Muskelmasse. Die geschlechtsspezifischen Unterschiede des
Serumkreatininspiegels sind wahrscheinlich auf die unterschiedliche Muskelmasse
zurtckzufihren (205, 216).

Auch die Urinkreatininkonzentration ist in der mannlichen Subpopulation unserer
Studienkohorte hoéher. Diese Beobachtung deckt sich mit zahlreichen anderen
Publikationen (189, 217). Die Bestimmung der Urinkreatininkonzentration dient der
Beurteilung der Nierenfunktion und der Uberpriifung der Urinkonzentration. Die
Urinkreatininkonzentration liegt gemeinsam mit der Serumkreatininkonzentration der
Berechnung der eGFR zugrunde und als Konzentrationsmal} des Urins dient sie als
Normierungsvariable der Bestimmung der Proteinurie als Albumin-Kreatinin-Ratio
(siehe 1.4). Die Urinkreatininkonzentration ist abhangig von der Nierenfunktion und
der Serumkreatininkonzentration. Unterschiede in der Urinkreatininkonzentration
zwischen Mannern und Frauen sind daher ebenfalls durch Unterschiede in der

Muskelmasse begrundbar.

Allerdings zeigt auch die Urinosmolaritat — als weiteres Konzentrationsmal} des Urins
— signifikante Unterschiede zwischen Mannern und Frauen. Wahrend in der
mannlichen Teilgruppe die durchschnittliche Osmolalitat bei 626 mosmol/l liegt, ist

sie in der weiblichen Subgruppe mit 504 mosmol/l deutlich niedriger. Diese
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Unterschiede in der Harnkonzentration finden sich sowohl in Richtung als auch
Auspragung in den Ergebnissen vorangegangener Studien wieder (189, 218). Da es
sich bei unseren Proben um On-Spot-Urin und nicht um Sammelurin handelt, kann
keine Aussage Uber das Urinvolumen getroffen werden, laut Perinpam et al. besteht
diese Korrelation auch dann weiter, wenn man fur das Urinvolumen adjustiert.
Manner scheiden also im Tagesverlauf mehr osmotisch wirksame Teilchen aus als
Frauen. Dies scheint sich auch in der Genese von Nierensteinen widerzuspiegeln
und in Kombination mit Unterschieden in den Ernahrungsgewohnheiten zu den
hoheren Fallzahlen mannlicher Nierensteinbildner beizutragen. Als wahrscheinlichste
Erklarung fur diese Differenzen gelten unterschiedliche Vasopressin-Sensitivitat und
Durstgefihl zwischen Frauen und Mannern. Auch der direkte Einfluss von
Sexualhormonen auf die Konzentrationsfahigkeit der Nieren wird diskutiert. Dagegen
sprechen allerdings Untersuchungen der Urinosmolalitat bei Kindern, die gezeigt
haben, dass die Urinosmolaritat der Madchen bereits im Kindesalter signifikant unter

der gleichaltriger Jungen liegt (218, 219).

Klinisch relevant fur die Diagnostik und Verlaufskontrolle von Nierenerkrankungen
sind die Bestimmung von Albumin im Urin (UAE — urinary albumin excretion) und
Albumin-Kreatinin-Ratio (ACR). In der AugUR-Kohorte, die dieser Arbeit zugrunde
liegt, ist die UAE und die ACR in der mannlichen Studienpopulation héher als unter
den weiblichen Studienteilnehmerinnen. Zudem ist sie grolkeren Schwankungen
unterworfen. Die Beobachtung, dass Manner mehr Albumin mit dem Urin
ausscheiden als Frauen, ist allgemein anerkannt und vielfach bestatigt. Das bezieht
sich sowohl auf Microalbuminurie als auch auf Makroalbuminurie (213, 220-222). Es
sei jedoch auch erwahnt, dass mindestens eine Studie einen entgegengesetzten
Zusammenhang publizierte — demnach wurden Frauen mehr Aloumin im Urin
ausscheiden als Manner. Allerdings kam die Arbeitsgruppe um Jones et al. mithilfe
einer alleinigen Bestimmung der ACR zu diesem Ergebnis. Dieser Ansatz steht in der
Kritik, da Kreatinin, wie oben erklart, ein geschlechtsspezifischer Parameter ist (221,
223).

In unserer Kohorte zeigen sich keine geschlechtsspezifischen Unterschiede in der
errechneten glomerularen Filtrationsrate. Der Berechnung der eGFR bei
Erwachsenen liegt meist die CKD-EPI-Formel (Chronic Kidney Disease
Epidemiology Collaboration) oder die MDRD-Formel (Modification of Diet in Renal
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Disease) zugrunde. Beide Formeln werden an das Geschlecht angeglichen, um trotz
unterschiedlicher Serum- und Urinkreatininkonzentrationen zwischen Mannern und
Frauen vergleichbare Ergebnisse zu erzielen. Auch Dorothea Nitsch et al. fanden
2013 in einer grof3en Metanalyse aus gepoolten Ergebnissen von uber zwei Millionen
Patientinnen und Patienten ebenfalls keine signifikanten Unterschiede in der eGFR
zwischen Mannern und Frauen (217). Zu dem gleichen Ergebnis gelangten auch Ana
Ricardo et al. (224) anhand der CKD-Patientinnen und Patienten der CRIC-Kohorte
(Chronic Renal Insufficiency Cohort), sowie weitere Arbeitsgruppen (225). Andere
Untersuchungen wie die von Muiesan et al. durchgefiihrte -DEMAND Studie aus
Italien ergaben eine héhere glomerulare Filtrationsrate fir Manner als fir Frauen
(213).

26 Frauen (44,8% der Frauen) und 21 Manner (46,7% der Manner) in unserer
Kohorte fallen unter die Diagnosekriterien der CKD. Statistisch ergibt sich somit zwar
kein signifikanter Unterschied, aber ein Trend, dass Frauen eine hohere CKD-
Inzidenz haben, den auch andere Arbeitsgruppen beschrieben haben (151, 214,
226-233).

Die Grunde fur die Unterschiede in der Nierenfunktion zwischen den Geschlechtern
sind nicht vollstandig aufgeklart. Verschiedene Erklarungen sind denkbar:
Unterschiede in der GroRe der Nieren, in der Anzahl der Nephrone oder dem Aufbau
der Glomeruli und damit einhergehende unterschiedliche Filtrationsraten und
hamodynamische Druckverhaltnisse im systemischen Kreislauf oder den
Nierengefallen werden diskutiert. Auch Unterschiede in der Verteilung von
systemischen Risikofaktoren wie Diabetes mellitus, Bluthochdruck, Salz-Sensitivitat
und Lifestylefaktoren wie Rauchen und Therapieadharenz scheinen plausibel. Nicht
zuletzt scheint es viele direkte Effekte der Sexualhormone auf die Nierenfunktion zu
geben. Auf diese Erklarungsmodelle und die daraus abzuleitenden Implikationen wird

im Folgenden naher eingegangen:

Unterschiede in Aufbau oder Anzahl der Glomeruli und der renalen Hamodynamik
wurden im Tierversuch erforscht mit dem Ergebnis, dass bei vielen Kleintieren
Mannchen meist groliere Nieren haben als Weibchen. Dieser Zusammenhang bleibt
auch dann signifikant, wenn man fir das Kérpergewicht adjustiert und er wird

wahrscheinlich durch Androgeneinfluss moderiert (234). Der Versuch, diese
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Erkenntnisse auf den Menschen zu Ubertragen verliefen jedoch erfolglos.
Grolenunterschiede der Nieren werden durch Adjustierung auf die Kérperoberflache
vollstandig aufgehoben. Gleiches gilt fur die Gro3e der einzelnen Glomeruli. Der
initial beobachtete Grolienunterschied korreliert einzig mit der Korperoberflache,
nicht aber unabhangig davon mit dem Geschlecht. In Metaanalysen zeigt sich
aulBerdem, dass die Anzahl der Glomeruli sich nicht signifikant zwischen Mannern
und Frauen unterscheidet (230, 235, 236).

Systemische Risikofaktoren fir CKD sind nicht gleichmafig zwischen Mannern und
Frauen verteilt: Diabetes mellitus, insbesondere Typ-2, stellt eine bedeutende
Ursache fur Nierenerkrankungen im Allgemeinen und Albuminurie im Speziellen dar.
In unserer Studienkohorte gaben 13,8% der Frauen und 20,0% der Manner an, unter
Diabetes mellitus zu leiden. Obwohl im Mittel keine Unterschiede im HbA1c
nachweisbar sind, fallen mehr Manner (11,1%) als Frauen (5,2%) unter die
Diabeteskriterien des HbA1c. Obwohl Frauen statistisch gesehen eher Ubergewichtig
sind als Manner, sind sie trotzdem seltener von Diabetes Mellitus betroffen (237).
Dies durfte auf Unterschiede in der Fettverteilung und Stoffwechselaktivitat der
Adipozyten zurickzuflhren sein, da Fettgewebe bei Frauen vorteilig subkutan verteilt
ist, metabolisch aktiver und insulinsensitiver ist als bei Mannern. Dieser Effekt wird
durch Geschlechtshormone wie Ostrogen moderiert und nimmt dementsprechend

nach Eintritt in die Postmenopause ab (232, 238).

Hypertonie ist sowohl ein Risikofaktor als auch Folgeerscheinung der CKD. In der
von uns untersuchten Kohorte ist die Pravalenz von Bluthochdruck bei Frauen jedoch
weiterhin geringer als bei den Mannern: Obwohl wir keine Unterschiede im Mittelwert
des systolischen Blutdrucks finden, fallen mehr Manner unter die Diagnosekriterien
einer Hypertonie als Frauen. Vor Eintritt in die Menopause haben Frauen haufig
niedrigere Blutdruckwerte als gleichaltrige Mannern (239-242). Postmenopausal
kehrt dieser Trend sich um. Nach den Untersuchungen, die Dariush Mozaffarian im
Report der American Heart Association (AHA) 2015 zusammenstellte, neigen in der
Altersgruppe Uber 65 Jahren Frauen dann tendenziell zu einem hoéheren Blutdruck
(239-241).

Aulerdem beeinflussen Sexualhormone die Nierenfunktion direkt, wobei ihre

Wirkung auf den Verlauf von chronischen Nierenerkrankungen schwer vorhersehbar
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ist und vermutlich von der jeweiligen Ursache der CKD abhangt. Haufig wird eine
schiitzende Wirkung von Ostrogen und eine nachteilige Wirkung von Testosteron
beschrieben. Diese Effekte lassen sich auf die hormonelle Regulation des Renin-
Angiotensin-Systems, anti-fibrotische Effekte des Ostrogens und indirekte

Vasodilatation durch Induktion der Stickstoffmonoxid-Synthetase zurtickfliihren (241).

Ostrogen schwacht die hypertensiven Effekte des RAAS ab, indem die Expression
und Transkription der ACE gehemmt und so die Umwandelung von Angiotensin | zu
Angiotensin Il reduziert wird. Ebenso wird die Expression der AT2-Rezeptoren
herauf- und die der AT1-Rezeptoren herabreguliert und so die hypertensive Wirkung
reduziert (241-243). Auch die Promotorregion des Renin-Gens ist
dstrogenempfindlich. Der Effekt des Ostrogens auf das Estrogen-Response-Element
des Renin-Gens wird jedoch von verschiedenen Arbeitsgruppen widersprichlich
bewertet und ist wahrscheinlich dosisabhangig: Wahrend in Studien von Frauen, die
postmenopausal niedrigdosierte Hormonersatztherapie erhalten, niedrigere
Plasmareninspiegel nachweisbar waren als in der Vergleichsgruppe, waren in
Studien mit pramenopausalen Frauen, die hoherdosierte orale Kontrazeptiva
einnehmen, kompensatorisch erhdohte Plasmareninspiegel nachweisbar. In
physiologischen Konzentrationen bewirkt Ostrogen durch die reduzierten Spiegel und
die abgeschwachte Wirkung von Angiotensin Il, welches der vorrangige Effektor des
RAAS ist, eine Reduktion des Drucks in den abflihrenden Arteriolen und der
glomerulére Filtrationsdruck sinkt (244). Uber die Veranderungen der renalen
Hamodynamik hinaus, steigert das RAAS auch die Permeabilitat der glomerularen
Kapillaren und damit den Filtrationskoeffizienten flr Albumin, wie Georg Eisenbach
bereits 1975 zeigen konnte und was seither in vielen Studien bestatigt wurde (138,
161, 222, 245-247). So tragt Ostrogen dazu bei, dass Frauen geringere UAE

aufweisen als Manner.

Ein weiterer Mechanismus, iber den Ostrogen renoprotektiv wirken kann ist die
Induktion der Stickstoffmonoxid-Synthetase (NOS) in den Endothelzellen der
Glomerulusgefalischlingen. Durch die lokal-chemische Vasodilatation sinkt ebenfalls
der GefalRwiderstand der efferenten Arteriolen und damit der glomerulare
Filtrationsdruck (248, 249). Diese Beobachtung aus dem Tierversuch wurde auch im
Menschen wiedergefunden: Sofia Ahmed et al. konnten zeigen, dass die

Endothelzellen der Glomerulusgefalischlingen von Mannern mit steigendem Alter
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starker auf das generierte NO angewiesen sind, als es bei gleichaltrigen Frauen der
Fall ist. Daraus schlossen sie, dass die NOS einen wichtigen Baustein in der

Erklarung der schlechteren Prognose von CKD bei Mannern darstellt (225).

Ein weiterer, nicht zu unterschatzender Faktor ist der Beitrag des RAAS zu lokaler
Inflammationsreaktion und fibrotischen Umbauprozessen in der Niere, vermittelt
durch TGF-B. Die hormonelle Regulation des RAAS kann also auf mehreren Wegen
zu den beobachteten Unterschieden beitragen (244, 247, 250).

In Anbetracht dieser Informationen ergeben sich einige zentrale Fragestellungen, die
im Folgenden naher betrachtet werden sollten. Warum sind Frauen haufiger von
chronischer Nierenerkrankung (CKD) betroffen? Weshalb verlauft CKD bei Frauen
langsamer als bei Mannern? Welche Auswirkungen hat die Menopause auf die
Nierengesundheit? Und warum spiegeln sich die in der Literatur beschriebenen
postmenopausaler Veranderungen der kardiovaskularen und renalen Risikofaktoren

nicht in unserer Kohorte wider?

Warum sind Frauen haufiger von CKD betroffen?

In Anbetracht der vorteilhaften Verteilung von Risikofaktoren und der renoprotektiven
Wirkung von Ostrogen ist es nicht leicht zu verstehen, warum Frauen haufiger von
CKD betroffen sind als Manner. Oftmals werden der altersabhangige Rickgang der
GFR in Kombination mit dem durchschnittlich hdheren Lebensalter von Frauen als
Erklarung benannt. Auch eine fehlerhafte Berechnung der eGFR durch die
verwendeten Formeln, die v.a. an mannlichen Probanden validiert wurden kénnen zu
den Uberproportionalen CKD-Statistiken betragen (228). Eine Sekundaranalyse der
Multi-Ethnic Study of Atherosclerosis-Studienkohorte (MESA) aus dem Jahr 2016
untersuchte die glomerulare Filtrationsrate (NnGFR, gemessen durch die Plasma-
Clearance von lohexol) bei 294 zufallig ausgewahlten, ethnisch diversen und
ansonsten gesunden Erwachsenen (48% Frauen). In Ubereinstimmung mit friiheren
Studien wurde beobachtet, dass Frauen eine niedrigere mGFR als Manner hatten
(mittlerer Unterschied 21,39 ml/min). Dieser Unterschied war jedoch nach einer
Korrektur fur die Koérperoberflache deutlich geringer (mittlerer Unterschied nach
Korrektur 9,34 ml/min) (251). Dieselbe Arbeitsgruppe untersuchte aulRerdem die
gemessene GFR (mGFR) auf Basis der lohexol-Clearence mit der geschatzten GFR
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(eGFR) auf Basis verschiedenener Formeln und kamen zu der Erkenntnis, dass die
eGFR bei Frauen die mGFR haufiger unterschatzte, als das bei Mannern der Fall
war. Diese Verzerrung tragt dazu bei, dass die tatsachliche Nierenfunktion von
Frauen systematisch unterschatzt werden kdnnte. Das kann zu den hohen CKD-
Pravalenzen unter Frauen beitragen (252). Einige Forscherinnen und Forscher
fordern deshalb geschlechtsspezifische Cut-Off-Werte fur die CKD-Diagnostik bei
Frauen (253, 254).

Wieso verlauft CKD bei Frauen langsamer als bei Mannern?

Forscherinnen und Forscher, die sich mit Unterschieden der die Progression von
Nierenerkrankungen zwischen den Geschlechtern beschaftigen, kommen zu teils
widerspruchlichen Ergebnissen. Im Einklang mit der Theorie, dass die Nierenfunktion
bei alternden Frauen systematisch unterschatzt wird, stehen Publikationen, die
beschreiben, dass die meisten Nierenerkrankungen in Frauen langsamer
heranschreiten als in mannlichen Vergleichsgruppen, wie beispielsweise eine grof3e
Analyse von Silbiger und Neugarten (229-231) oder die Arbeiten von Ricardo et al.
(224) auf die weiter oben bereits eingegangen wurde, sowie viele andere. Aber Jafar
et al. kommen zu einem anderen Ergebnis: Anhand einer Kohorte aus 11 gepoolten
Radomized Controlled Trials (RCT) zur renoprotextiven Wirkung von ACE-Inhibitoren
untersuchten sie das Progressionsrisiko zwischen Mannern und Frauen mit nicht-
diabetischer Niereninsuffizienz. Nach Adjustierungen flr andere assoziierte
Risikofaktoren und Therapieansprechen kommen sie — im Unterschied zu
vorangegangen Untersuchungen — zu dem Ergebnis, dass Frauen keine langsamere
Progression ihrer Nierenerkrankungen haben als Manner (255). Nitsch et al.
schlossen sich einige Jahre spater der Risikobewertung von Jafar et al. an: ,[...]
there was no evidence of a sex difference in associations of estimated glomerular
filtration rate and urinary albumin excretion rate with end-stage renal disease risk.”
(217)

Diese unterschiedlichen Ergebnisse sind auf verschiede analysebedingte Ursachen
zurUckzuflhren: Die Kohorten der zugrundeliegenden Studien sind nicht uniform,
sondern unterscheiden sich in Atiologie der CKD, in Alter und hormonellem Status

der Teilnehmenden. Auch die zur Progressionsrisiko-Analyse hinzugezogenen
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statistischen Methoden und gewahlten Endpunkte unterscheiden sich. Zu den
physiologischen Unterschieden in der Niere kommen soziologische Aspekte hinzu:
Manner nehmen mehr Nierenersatztherapieverfahren in Anspruch als Frauen. Nach
der NHANES-Studie sind mehr Manner als Frauen Dialysepatienten und sechzig
Prozent der Menschen auf Organspende-Wartelisten sind mannlich. Das spiegelt
neben der héheren Anzahl von Mannern mit ESRD auch wider, dass Frauen sich
trotz schlechter Nierenfunktion haufiger flr konservative Therapieoptionen
entscheiden, weniger arztliche und soziale Anbindung erfahren. So ist die eGFR bei
der ein Nierenersatzverfahren initiiert wird, bei Frauen im Durchschnitt niedriger als
bei Mannern. Ein weiterer Erklarungsansatz ware, dass Frauen aufgrund der
langsameren Progredienz haufig versterben, bevor sie dialysepflichtig werden (228).
Trotz wachsender Erkenntnis und verbesserter Studienlage konnte also noch kein
abschlieBender Konsens zur Auswirkung des Geschlechtes auf die Progression von
Nierenerkrankungen gefunden werden. Zur Risikobeurteilung kommt erschwerend
hinzu, dass der Hormonstatus von Frauen im Laufe ihres Lebens drastischen
Schwankungen und Veranderungen unterworfen ist und damit auch die

renoprotektiven Eigenschaften, die dem Ostrogen zugerechnet werden.

Was ist der Einfluss der Menopause auf die Nierengesundheit?

Die Menopause wird als Zeitraum von 12 Monaten nach der letzten Menstruation
definiert und markiert drastische hormonelle Veranderungen: Der Ostrogenspiegel
ab, was mit Zunahme des Korperfettanteils, Dyslipidamien und gestérten
Blutzuckerprofilen einhergeht. Es kommt zu einer Umverteilung des Fettgewebes von
subkutan zu viszeral. Veranderte Adipokin-Sekretion begunstigt chronische
Entzindungsreaktionen. Die physiologische Endothelfunktion wird beeintrachtigt und
das vaskulare Altern beschleunigt. Der Ostrogenmangel nach der Menopause fiihrt
zur Aktivierung des Renin-Angiotensin-Systems, zur Hochregulation des potenten
Vasokonstriktors Endothelin und zur Beeintrachtigung der durch Stickstoffmonoxid
(NO) vermittelten Vasodilatation und reduzierter Elastizitat der Arterien, sodass
Frauen in postmenopausal haufiger von Hypertonie betroffen sind als gleichaltrige
Manner. Menopause per se stellt einen Risikofaktor fur kardiovaskulare sowie

zerebrovaskulare Ereignisse und andere Krankheiten dar (256—259). Darunter auch
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chronische Nierenerkrankungen: Yu et al. haben 2009 untersucht, wie sich Inzidenz
und Risikofaktoren von CKD im Laufe eines Lebens verandern. Besonderer Fokus
lag hierbei auf Unterschieden zwischen Mannern und Frauen im Alterungsverlauf.
Vor dem 50. Lebensjahr waren fur beide Geschlechter niedrige CKD-Inzidenzraten
zu verzeichnen. Ab dem 50. Lebensjahr imponierte ein steiler Anstieg der CKD-
Pravalenz beider Geschlechter, wobei die Inzidenzraten bei Frauen mit steigendem
Lebensalter deutlich steiler anstieg als die korrespondiere Kurve der mannlichen
Vergleichsgruppe. Mit steigendem Alter war ebenfalls ein Anstieg in der Pravalenz
des metabolischen Syndroms — einem Risikofaktor fir die Entstehung der CKD — zu
verzeichnen, der ebenfalls beide Geschlechter betraf. Wahrend dieser Anstieg in der
mannlichen Population konstant verlief, zeigte sich in der weiblichen Kohorte
wiederum ein Knick um das 40. Lebensjahr, mit einem steileren Anstieg der Kurve
nach dem Erreichen der Menopause. Eine Regressionsanalyse der Risikofaktoren
zeigte, dass in der weiblichen Kohorte das metabolische Syndrom erst
postmenopausal ein signifikanter Risikofaktor fur die Entwicklung einer chronischen
Nierenerkrankung ist — anders verhalt es sich in der mannlichen Vergleichsgruppe, in
der MS besonders vor dem 60. Lebensjahr einen signifikanten Risikofaktor darstellt.
Besonders in androgen-dominierten Lebensabschnitte kommen die negativen Folgen
des metabolischen Syndroms, sowie die Teilaspekte des Syndromkomplexes fur die
Nierenfunktion zum Tragen. Diese Ergebnisse sind in weiten Teilen deckungsgleich
mit Studien von weiteren Arbeitsgruppen, die die Ergebnisse ebenfalls dem
vorteilhaften Einfluss der Ostrogene und potenziell nachteiligem Testosteroneinfluss
zuschreiben (229, 260-262). Es eroffnen sich auch mogliche therapeutische
Anwendungen. So kénnte der Einsatz von Hormonersatztherapie mit Ostrogen-
Praparaten das Risikoprofil und den CKD-Verlauf postmenopausaler Frauen
verbessern (248, 249, 263, 264).

Unsere Ergebnisse Uber die geschlechtsabhangigen Unterschiede von
Nierengesundheit, Ubergewicht, Diabetespravalenz und systemischem Blutdruck
decken sich in weiten Teilen mit publizierten Daten aus groRen Studien (224, 248,
259, 265-268) . Allerdings zeigen sich in unserer Kohorte auffallige Abweichungen in
Bezug auf den Blutdruck: Wir konnten keine signifikanten Unterschiede im
systolischen oder diastolischen Blutdruck zwischen Frauen und Mannern feststellen
(130 mmHg vs. 132 mmHg systolisch und 76 mmHg vs. 73 mmHg diastolisch). Der in
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anderen Studien beschriebene Pravalenzanstieg mit Umkehr der
Geschlechterverhaltnisse findet in unserer Kohorte keine Entsprechung (241).

Stattdessen erfullen mehr Manner als Frauen die Hypertonie-Kriterien.

In unserer Studienpopulation, deren Durchschnittsalter bei 79,3 Jahren liegt und bei
der alle Teilnehmenden mindestens 70 Jahre alt sind, ist kaum von einem relevanten
Anteil pramenopausaler Frauen auszugehen (258). Zudem hat keine der Frauen
angegeben, Hormonpraparate einzunehmen. Die in anderen Studien beschriebene
postmenopausale Umkehr der Pravalenzen von Hypertonie, Adipositas und Diabetes
Mellitus lasst sich in unserer Kohorte nicht bestatigen. Stattdessen weisen Frauen
auch postmenopausal ein ahnliches oder sogar besseres Risikoprofil im Vergleich zu

gleichaltrigen Mannern auf.

Methodische Unterschiede konnten eine Rolle bei dieser Abweichung zu anderen
Publikationen spielen: Die eingeschlossene Kohorte besteht ausschlieldlich aus
Menschen in sehr hohem Lebensalter, wodurch eine mogliche Verzerrung hin zu
einem besonders resilienten Subkollektiv vorliegen kénnte. Frauen, die ein hohes
Alter erreichen, kdnnten genetische oder umweltbedingte Schutzfaktoren aufweisen,
die ihre kardiovaskulare und renale Gesundheit positiv beeinflusst haben. Darlber
hinaus kénnten langfristige Anpassungen an den Ostrogenentzug der Menopause

zur Stabilisierung des Risikoprofils beigetragen haben.

Unsere Kohorte ist durch Alter und Herkunft aus einem konservativ gepragten
Umfeld entnommen, in dem Geschlechterrollen starker etabliert sind und
gesundheitsforderliches Verhalten das Risikoprofil Gber den Einfluss der
Sexualhormone hinaus pragen konnte. Verhaltensunterschiede in Stressbewaltigung,
Ernahrung, Bewegung, Rauchanamnese oder der Nutzung von Praventions- und
Therapieangeboten konnten in unserer Kohorte anders ausgepragt sein als in der
Durchschnittsbevdlkerung, was insgesamt zu einem gesundheitlichen Vorteil
beitragen kdnnte (228, 239, 269).

Insbesondere scheinen Frauen in unserer Kohorte von den gunstigeren
Bedingungen der Pramenopause langfristig zu profitieren. So kdnnte die Phase
niedrigerer Blutdruckwerte pramenopausal eine protektive Wirkung auf die
Filtrationsbarriere im Glomerulus und die Resorptionskapazitat des proximalen

Tubulus haben. Dies kdnnte den langsameren Verlauf des vaskularen Alterns
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erklaren. Meyer et al. argumentieren aul3erdem, dass der Eintritt in die Menopause
selbst als Folge pramenopausal vorhandener vaskularer Risikofaktoren betrachtet
werden konnte. Dyslipidamie, Adipositas, Bluthochdruck, Rauchen und chronische
Nierenerkrankungen tragen zur Mangeldurchblutung der Ovarien und damit zu einem
vorzeitigen Eintritt in die Menopause bei, was durch den Ostrogenentzug das
vaskulare Altern wiederum beschleunigt. Tatsachlich stellen viele chronische
Erkrankungen ein Risiko fur eine verfruihte Menopause dar, sodass Ursache und

Folge haufig schwer zu unterscheiden sind (270).

Ein moglicher Publikationsbias in friheren Studien kdnnte ebenfalls eine Rolle
spielen. Negative Effekte der Menopause auf die Gesundheit kdnnten Uberbetont
worden sein, wahrend positive oder neutrale Effekte moglicherweise weniger

beachtet wurden.

Abschlie3end lasst sich sagen, dass die geschlechtsspezifischen Unterschiede in der
Haufigkeit und Progression chronischer Nierenerkrankungen (CKD) sowie die
Auswirkungen der Menopause auf die Nierengesundheit ein komplexes und noch
nicht vollstandig geklartes Forschungsfeld darstellen. Es wurde festgestellt, dass
Frauen trotz der als schiitzend geltenden Wirkung von Ostrogen und der
vorteilhaften Verteilung von Risikofaktoren haufiger von CKD betroffen sind als
Manner. Ein entscheidender Faktor konnte das durchschnittlich hohere Alter von
Frauen sowie die fehlerhafte Berechnung der geschatzten GFR (eGFR) bei Frauen
sein, da die Berechnungsformeln haufig an mannlichen Probanden validiert wurden.
Dies konnte zu einer systematischen Unterschatzung der tatsachlichen
Nierenfunktion bei Frauen fihren, was die hohe Pravalenz von CKD unter Frauen mit

beeinflusst.

Die Frage, ob CKD bei Frauen langsamer verlauft als bei Mannern, wird in der
Literatur uneinheitlich beantwortet. Einerseits zeigen einige Studien, dass CKD in
Frauen aufgrund der vorteilhaften Wirkung von Ostrogen langsamer progredient ist,
wahrend andere Untersuchungen keinen signifikanten Unterschied feststellen
konnten. Diese Diskrepanz lasst sich durch unterschiedliche Kohortencharakteristika,
Risikofaktoren und Analysemethoden erklaren. Zudem spielen soziologische
Faktoren wie die Entscheidung fir konservative Behandlungsmaoglichkeiten und der
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Zugang zu Nierenersatztherapien eine Rolle bei der unterschiedlichen Progression

der Erkrankung zwischen den Geschlechtern.

Die Menopause stellt einen entscheidenden Wendepunkt im Leben von Frauen dar,
da der Riickgang des Ostrogenspiegels eine Reihe von gesundheitlichen
Veranderungen nach sich zieht. Diese beinhalten eine verstarkte Pravalenz von
Bluthochdruck und metabolischen Stoérungen, die das Risiko fur CKD erhdhen
konnen. Es wurde jedoch auch gezeigt, dass die Menopause nicht zwangslaufig eine
negative Auswirkung auf die Nierengesundheit haben muss. In der vorliegenden
Kohorte zeigte sich, dass Frauen, auch postmenopausal, ein ahnliches oder sogar
besseres Risikoprofil im Vergleich zu gleichaltrigen Mannern aufwiesen. Dies kdnnte
durch langfristige Anpassungen an den Ostrogenentzug und durch

gesundheitsforderndes Verhalten im Alter erklart werden.

Zusammenfassend Iasst sich festhalten, dass die Mechanismen hinter den
geschlechtsspezifischen Unterschieden in der Nierengesundheit und den
Auswirkungen der Menopause auf das Risiko fir CKD noch nicht abschliel3end
verstanden sind. Zukunftige Studien sollten sich verstarkt mit den Mediatoren dieser
Unterschiede befassen, um ein klareres Bild der biologischen, sozialen und
hormonellen Faktoren zu erhalten, die das Risiko fur chronische Nierenerkrankungen

bei Frauen beeinflussen.

5.1.7.2 Vesikulédres Albumin und Podocalyxin

Neben den eben diskutierten Differenzen bei den etablierten Nierenfunktions-
parametern, unterliegen auch die neuen Marker vesikulares Albumin und
Podocalyxin drastischen geschlechtsspezifischen Unterschieden. In unseren
Untersuchungen weisen Frauen signifikant mehr vesikulares Albumin im Endharn auf
als Manner. Dieses Ergebnis steht in deutlichem Kontrast zu dem etablierten und
auch in unserer eigenen Kohorte bestatigten Befund, dass Manner mehr freies
Albumin im Urin haben als Frauen. Das Geschlechterverhaltnis beim
Podocalyxingehalt der Vesikel verhalt sich dazu entgegengesetzt und ist bei
Mannern signifikant grof3er als bei Frauen.

Die Tatsache, dass vesikulares Albumin und Podocalyxin einen ahnlichen Ursprung

haben und positiv miteinander korrelieren und dennoch starke
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geschlechtsspezifische Unterschiede aufweisen, ist ein interessantes und komplexes
Ergebnis. Mdgliche Ursachen sind wiederum vielseitig und es gibt Uberschneidungen
zu den Erklarungsmodellen der eben diskutierten geschlechtsspezifischen
Unterschiede bei den etablierten Nierenparametern. Sexualhormone, strukturelle
oder genetische Faktoren kdnnten eine Rolle spielen, ebenso wie der Einfluss des

Renin-Angiotensin-Aldosteron-Systems.

Hormonelle Erklarungsansatze

In einigen Geweben wurde ein Einfluss von Ostrogen auf die Bildung von
exosomalen Vesikeln beschrieben. Am besten erforscht ist das Phanomen in Bezug
auf die Vesikelbildung von Brustkrebszellen zur Tumorigenese (271-273). Auch in
anderen Geweben konnte ein modellierender Einfluss von Ostrogen auf die
Formation der Exosomen festgestellt werden (274) und in der Niere beschreiben
einige Arbeitsgruppen einen steigernden Einfluss von Ostrogen und Ostradiol auf die
Formation von Lysosomen, zytoplasmatischen Einstllpungen und Vesikulationen in
den Tubuluszellen (275-277). Der Einfluss der Geschlechtshormone auf die Bildung
podozytarer Vesikel ist unseres Wissens nach noch nicht untersucht worden, kann
aber moglicherweise zur Erklarung der geschlechtsspezifischen Unterschiede in der
Zusammensetzung der Vesikelfraktion zwischen Mannern und Frauen beitragen,
denn es ist gesichert, dass Podozyten Rezeptoren fir Testosteron und Ostrogen
haben (278). Das legt nahe, dass diese Hormone direkte Auswirkungen auf die
Podozytenfunktion haben (243, 250, 278). Es ist daher plausibel, dass die
unterschiedlichen Konzentrationen von Albumin und Podocalyxin der Vesikelfraktion
zwischen den Geschlechtern zumindest teilweise auf den Einfluss der

Sexualhormone auf die Podozyten zurtckzufluhren sind.

Es ist schwierig, den Einfluss der Sexualhormone auf die Vesikelformation in den
Podozyten anhand unserer Kohorte nachzuvollziehen, da es sich — wie bereits oben
erlautert — um eine postmenopausale Kohorte handelt. Obgleich der Ostrogenspiegel
pramenopausaler Frauen um ein Vielfaches hoher ist als bei gleichaltrigen Mannern,
verhalt es sich postmenopausal umgekehrt. Durch die Ostrogenbildung in
Fettgewebe und Leber haben Manner im Alter einen hdheren

Ostrogenplasmaspiegel als postmenopausale Frauen (279, 280). Trotzdem kdnnte

102



die langjahrige Ostrogenexposition einen Einfluss auf die Nierengesundheit und die
Funktion von Podozyten und Tubuluszellen in der Postmenopause haben. Die
antioxidative Wirkung und das vorteilhafte Risikoprofil konnten zu einer besseren
endothelialen Integritat und starkerem Schutz der glomerularen Filtrationsbarriere
gefuhrt haben. Damit kdnnte es sich bei dem in der weiblichen Kohorte vermehrt
anfallenden vesikularen Albumin um einen Kompensationsmechanismus handeln:
Frauen haben weniger freies Albumin, aber kompensatorisch gesteigerte
Vesikelproduktion. Das deutet auf eine intakte glomerulare Filtrationsbarriere und
anhaltende Reinigungsfunktion der Podozyten bei struktureller und funktioneller
Integritat hin, verglichen mit der mannlichen Kohorte, die sich mit hohem freiem

Albumin und niedrigerem vesikularem Albumin prasentieren.

Die hoéheren Spiegel an freiem Albumin und vesikularem Podocalyxin unter den
mannlichen Studienteilnehmern kénnten Ausdruck der kumulativen Schaden sein.
Podocalyxin ist ein Oberflachenglykoprotein und spielt eine entscheidende Rolle in
der Aufrechterhaltung des komplexen Zytoskeletts (siehe 1.5.3) und der Struktur der
Filtrationsschlitze. Der hohere Podocalyxinanteil der Vesikel in der mannlichen
Kohorte kénnte auf einem verstarkten Podozyten-Turnover bzw. ,podocyte shedding”
hinweisen. Apoptosekdrperchen sind grofder und dichter als Exosomen. Groldere
apoptotische Korperchen kénnen durch den ersten Reinigungsschritt der
differenziellen Zentrifugation aus der Urinprobe entfernt werden. Allerdings kann es
Uberschneidungen im GroRenbereich von kleineren apoptotischen Kérpern und
grol3eren Vesikeln geben, sodass apoptotische Korperchen bei der
Ultrazentrifugation ebenfalls im Exosomenpellet sedimentieren. Es kdnnte sich bei
den isolierten Vesikeln nicht ausschliel3lich um Transport-Vesikel fir Albumin
handeln, sondern auch um apoptotische Korperchen — als Ausdruck des Untergangs

von Podozyten.

Podozyten exprimieren nicht nur Rezeptoren fiir Ostrogen, sondern auch fir
Testosteron und mehrere Arbeitsgruppen berichten Uber einen proapoptotischen
Effekt von Testosteron auf die Podozyten. Andersherum wird von anti-apoptotischen
und renoprotektiven Effekten von Ostrogen, Ostradiol und dem selektiven Ostrogen-
Rezeptor-Agonisten Tamoxifen berichten (243, 250, 281). Obgleich auch die
Sexualhormonproduktion von Mannern im Rahmen der Adrenopause im Alter

abnimmt, bleibt der Testosteronspiegel hdher als bei gleichaltrigen Frauen, sodass
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das Zusammenwirken von Langzeitschaden und direkter pro-apoptotischer
Testosteron-Wirkung die beobachteten Unterschiede erklaren konnte. Allerdings gibt
es auch widerspruchliche Forschungsergebnisse zur Testosteronwirkung auf den
Verlauf von Nierenerkrankungen (282, 283), sodass weitere mechanistische
Untersuchungen vonnéten sein werden, um die komplexen Zusammenhange und

teils gewebespezifischen Wirkungen umfassend zu verstehen.

Genetische Einfliisse

Geschlechtsspezifische Unterschiede in Anatomie und Physiologie der Nieren haben
in den letzten Jahren wieder vermehrt Aufmerksamkeit erhalten. Denn auch wenn es
an augenscheinlichen anatomischen Unterschieden mangelt (siehe oben) und
deswegen der genetische Einfluss haufig als weniger wichtig als der non-genetisch
vermittelte Einfluss der Sexualhormone angesehen wird (272, 274), zeigen
Genanalysen, dass viele Transporter entlang der Nierentubuli geschlechtsabhangig
unterschiedlich exprimiert werden (237, 242). Auch konnten die Gene, die fur den
AT2-Rezeptor und ACE2 kodieren dem X-Chromosom zugeordnet werden, was eine
madgliche genetische Grundlage flr Geschlechtsunterschiede bietet (215, 244). Si et
al. haben Unterschiede in der Genexpression zwischen mannlichen Probanden und
weiblichen Probandinnen untersucht, sowohl bei gesunden Nierenspenderinnen und
-spendern als auch bei nierenkranken Personen. Auch wenn das nicht der Fokus
ihrer Studie war, zeigen ihre Ergebnisse, dass neben vielen inflammatorisch-
regulativen Genen auch Pathways der Vesikelbildung geschlechtsabhangig
exprimiert werden — sowohl in Gesundheit als auch in Krankheit (215). Auch eine
epigenetische Pragung z.B. durch die langjahrige Hormonexposition kdnnte ein
Bindeglied zwischen hormonellen und genetischen Ursachen sein und so zu den

beobachteten Unterschieden betragen.

Einfluss des RAAS, geschlechtsspezifische Wirkung von Angiotensin |l

Auch das RAAS, das eine so wichtige Rolle in der Regulation der Nierenfunktion im
Allgemeinen und der Albuminurie im Speziellen spielt, kbnnte geschlechtsspezifische
Auswirkungen auf die Vesikelbildung in den Podozyten vermitteln. Denn neben dem
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oben ausfluhrlich dargestellten Einfluss von Angiotensin Il (ANG Il) auf die Filtration
von freiem Albumin konnten Schiell et al. auch nachweisen, dass ANG Il die
Produktion der albuminhaltigen Vesikel in den Podozyten steigert (63, 94, 161).
Durch die vermehrte Filtration von Albumin durch das Endothel und die glomerulare
Basalmembran fallt vermehrt Albumin im subpodozytaren Raum an. Entsprechend
der ,Reinigungsfunktion” der Podozyten nehmen diese das anfallende Protein

endozytotisch auf und geben es als Vesikel in den Harnraum ab.

Ein Erklarungsansatz fur das vermehrte Vorkommen von albuminhaltigen Vesikeln
im Urin der weiblichen Studienteilnehmerinnen ware daher ein verstarkter Einfluss
von ANG Il durch den postmenopausalen Wegfall der hemmenden Ostrogenwirkung
auf das RAAS. Diese Theorie wird durch Studien gestutzt, die zeigen, dass Plasma-
Angiotensinogenspiegel von postmenopausalen Frauen gleichhoch oder héher sind
als bei gleichaltrigen Mannern. Es scheint nur marginale Unterschiede zwischen den
Plasmakonzentrationen von Aldosteron oder der Plasmaaktivitat der ACE zu geben
(284, 285). Auch eine geschlechtsspezifische Wirkung der Effektorhormone des
RAAS auf die Glomeruli — selbst bei ahnlichen Plasmaspiegeln —kénnte eine Rolle
spielen (284). So sind die Effekte der RAAS-Inhibitoren auf die glomerulare Filtration
von Albumin nicht identisch zwischen den Geschlechtern. Die geschlechtsspezifische
Regulation des RAAS konnte also zu den beobachteten Unterschieden in der
Vesikelfraktion zwischen Mannern und Frauen beitragen. Dartber hinaus kdnnte der
Einfluss von Medikamenten, insbesondere ACE-Hemmern, relevant sein: Es kdnnte
Unterschiede in der Vorordnungshaufigkeit oder Wirkung der verordneten ACE-

Hemmer zwischen Mannern und Frauen geben.

Kurzgesagt haben wir in unseren Untersuchungen starke geschlechtsspezifische
Unterschiede bei beiden neuen Nierenmarkern festgestellt: Frauen haben mehr
vesikulares Albumin im Urin, wahrend Manner hohere Podocalyxin-Werte in der
Vesikelfraktion aufweisen. Diese Differenzen kdnnten auf hormonelle, genetisch-
strukturelle oder RAAS-bedingte Einflisse zurlickzuflihren sein. Auch ein
Zusammenwirken dieser Mechanismen kann die Funktion der Podozyten
beeinflussen und somit die Zusammensetzung der Vesikelfraktion zwischen den
Geschlechtern variieren lassen. Die Wichtung der einzelnen Erklarungsansatze
bedarf weiterer Studien, um zu einem abschlie3ienden Ergebnis zu kommen. Es

bleibt festzuhalten, dass zusatzliche Forschung und mechanistische Untersuchungen
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erforderlich sind, um die komplexen Zusammenhange zwischen Hormonen, Genen
und Nierenfunktion im Hinblick auf das Geschlecht vollstandig zu verstehen und
weiter zur Entwicklung praziserer Diagnostik beizutragen. Diese
geschlechtsspezifischen Muster sind jedoch nicht isoliert zu betrachten: Wie die
nachfolgende Diskussion zeigt, interagieren sie mit Alterungsprozessen,
systemischer Inflammation und pharmakologischen Interventionen — Faktoren, die

die klinische Relevanz der Biomarker mitbestimmen.

5.2 Implikationen: Vesikulare Biomarker als Indikatoren fiir Nierenfunktion,
Alterungsprozesse und therapeutische Interventionen
Die prominenten Unterschiede zwischen vesikularem Albumin und Podocalyxin im
Hinblick auf geschlechts- und altersspezifische Muster sowie systemischer
Inflammation und Medikation sind in der nachfolgenden Tabelle zusammengefasst.
Diese unterschiedlichen Zusammenhange legen nahe, dass es sich bei vesikularem
Albumin und Podocalyxin um zwei separate Parameter mit unterschiedlicher
Aussagekraft handelt: Diese Differenzierung bietet eine plausible Erklarung fir die
inkonsistenten Korrelationen beider Marker mit klassischen renalen Parametern
(z. B. eGFR, ACR) und legt nahe, dass sie jeweils unterschiedliche renale
Pathomechanismen abbilden. Wahrend vesikulares Albumin sensitiv auf systemische
und glomerulare endotheliale Prozesse und RAAS-vermittelte Effekte reagiert,
reflektiert vesikulares Podocalyxin vor allem alters- und geschlechtsabhangige

Veranderungen der Podozytenintegritat.

Podocalyxin (Vesikel) | Je mehr vesikulares Podocalyxin nachgewiesen wurde,
und eGFR desto geringer ist die geschatzte glomerulare
Filtrationsrate nach KDIGO-Stadium

Podocalyxin (Vesikel) | Fir die Altersgruppe 70-74 Jahre ist signifikant weniger

und Alter Podocalyxin / Kreatinin in den Exosomenisolaten

nachweisbar als in den alteren Altersgruppen

Albumin (Vesikel) Nierenkranke Menschen weisen mehr vesikulares
und CKD Albumin im Urin auf als nierengesunde Menschen
Albumin (Vesikel) Probandinnen und Probanden, die eine ACR > 30mg/g

und RAAS-Inhibitoren | aufweisen und trotzdem keine RAAS-Inhibitoren
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einnehmen, weisen mehr vesikulares Albumin im Harn
auf als solche, die unter Albuminurie leiden und RAAS-

Inhibitoren einnehmen

Albumin (Vesikel), Probandinnen und Probanden, deren Serum-CRP hdher

Podocalyxin (Vesikel) | ist, scheiden auch mehr vesikulares Albumin und

und Plasma-CRP Podocalyxin im Exosomenisolat aus

Tabelle 18: Ubersicht der wichtigsten Korrelationen der neuen vesikuléren Biomarker

5.2.1 Zusammenhang zwischen eGFR, Alter und vesikularem Podocalyxin

Es ist etabliert, dass die eGFR im Alter abnimmt — typischerweise um ca. 1 ml/min
pro Jahr. Unsere Daten bestatigen diesen Befund: In unserer Kohorte zeigt sich ein
signifikanter negativer Zusammenhang zwischen Alter und eGFR. So sinkt
beispielsweise der Mittelwert der eGFR von 72,38 ml/min/1,73 m? in der Altersgruppe
70-74 Jahre auf 59,45 ml/min/1,73 m? in der Gruppe > 85 Jahre (siehe Tabelle 4).
Die Daten aus unserer Kohorte reihen sich damit nahtlos in die Erkenntnisse bereits
publizierter Studien ein (146, 194, 286, 287).

Parallel fand sich bei unserem neuen Biomarker, dem vesikularen Podocalyxin, ein
signifikanter negativer Zusammenhang mit der eGFR — insbesondere in der
weiblichen Untergruppe. Obwohl Frauen insgesamt geringere Podocalyxin-Werte im
Urin aufweisen als Manner, zeigt sich hier ein signifikanter negativer
Zusammenhang. Dies zeigt, dass bei Frauen ein Ruckgang der Nierenfunktion mit
einem Anstieg des vesikularen Albumins assoziiert ist — ein Befund, der in der
mannlichen Kohorte, die im Mittel deutlich héhere Werte fiir vesikulares Podocalyxin
zeigten, nicht statistisch signifikant repliziert werden konnte. Die statistische Power
zur Detektion dieses Zusammenhangs konnte durch die Stratifizierung der eGFR
nach den KDIGO-Kategorien verbessert werden. Die Gruppierung der eGFR in funf
Stadien reduziert die Datenstreuung und mindert den Einfluss von Ausreil3ern, die
bei einer kontinuierlichen Analyse starker ins Gewicht fallen. Beide Berechnungen
bestatigen konsistent, dass hohere Podocalyxin-Werte mit einem Funktionsverlust

der Niere — im Sinne einer Abnahme der eGFR — assoziiert sind.

Zudem korreliert das vesikulare Podocalyxin auch positiv mit steigendem Alter. Diese
Beobachtung deutet darauf hin, dass mit zunehmendem Alter nicht nur die
glomerulare Filtrationsrate abnimmt, sondern auch podozytare Schaden zunehmen —

was sich in einer verstarkten Freisetzung von Podocalyxin in Vesikeln widerspiegelt.
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Die Verteilung der Podocalyxin-Werte Uber die Altersgruppen steigt hierbei — anders
als die Abnahme der eGFR — nicht linear an, sondern ist besonders hoch in den
Altersgruppen > 80 und > 85, was eher an einen exponentiellen Anstieg denken |asst
und die kumulative Belastung und subklinische Schaden sowie die herabgesetzte

Regenerationskapazitat im Laufe des Alterungsprozesses widerspiegeln kdnnte.

Ein weiterer interessanter Aspekt ist, dass das nachgewiesene Podocalyxin
moglicherweise nicht ausschlieRlich aus aktiv freigesetzten Exosomen stammt (s.
5.1.7). Es ist denkbar, dass auch apoptotische Kdrperchen zur gemessenen
Podocalyxin-Ausscheidung beitragen. Sollte dies der Fall sein, kdnnte ein erhdhter
Wert nicht nur auf gesteigerte Exozytose-Aktivitat, sondern auch auf verstarkten
Zelltod der Podozyten hinweisen — ein Prozess, der mit fortschreitender

Nierenfunktionsstérung und Alterung zunehmen kann.

Zusammengefasst zeichnen unsere Ergebnisse das Gesamtbild eines neuartigen
Nierenfunktionsmarkers: Das vesikulare Podocalyxin korreliert negativ mit der eGFR
und positiv mit dem Alter — und zeigt damit einen diagnostischen Mehrwert
gegenuber etablierten Parametern wie der ACR, die unserer Kohorte keine
entsprechende Korrelation aufweisen. Mit steigendem Alter kommt es zu einer
fortschreitenden Abnahme der Nierenfunktion und einer Akkumulation von
podozytaren Schaden. Diese Schaden kénnen sich sowohl in einer verstarkten
exozytotischen Aktivitat als auch in der Bildung apoptotischer Kérperchen
manifestieren, was im Anstieg des gemessenen Podocalyxin resultiert. Vesikulares
Podocalyxin kdnnte ein sensitiverer Marker als die Albumin-Kreatinin-Ratio fur frihe
Veranderungen oder Schadigungen der Podozyten sein, die bereits mit einem
Funktionsverlust einhergehen, bevor die Resorptionskapazitat des proximalen
Tubulus Uberschritten wird und es zu einer pathologischen Albuminurie kommt. Es
ware auch denkbar, dass die ACR primar die glomerulare Permeabilitat
widerspiegelt, wahrend vesikulares Podocalyxin spezifisch zellulare Prozesse (z. B.
Podozytenstress, direkte Zellschadigung und apoptotische Vorgange, s. 0.) anzeigt,
die mit einer verminderten Filtrationsleistung assoziiert sind. Besonders in der
weiblichen Kohorte, in der der negative Zusammenhang zwischen Podocalyxin und
eGFR signifikant ist, erscheint dieser Marker als potenziell pradiktiv fir einen eGFR-
Decline. Kiinftige Studien sollten daher weiter untersuchen, zu welchem Anteil das

gemessene Podocalyxin Exosomen oder Apoptosekorperchen entstammt und ob es
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konstanten Mehrwert in der frihzeitigen Diagnostik und Verlaufskontrolle chronischer

Nierenerkrankungen bieten kann.

5.2.2 Nierenerkrankung und vesikulares Albumin

Ein zentrales Anliegen unserer Untersuchung war es, den klinischen Wert unseres
neu identifizierten Markers zu belegen, insbesondere im Vergleich zu etablierten
Krankheitsparametern. Unsere Ergebnisse zeigen, dass Patienten mit
Nierenerkrankungen signifikant hohere Werte an vesikularem Albumin im Urin
aufweisen als Patienten ohne Nierenerkrankungen. Dieser Unterschied wird nach
Normalisierung auf Kreatinin sogar noch verstarkt, was die Robustheit des Markers
gegenuber Schwankungen in der Urinkonzentration unterstreicht. Im Vergleich zum
etablierten Parameter, der Albumin-Kreatinin-Ratio, kdnnte vesikulares Albumin
einen sensitiveren Hinweis auf frihe glomerulare Schadigungen liefern, da es nicht
den Resorptionsmechanismen des proximalen Tubulus unterworfen ist, sondern
nach aktuellem Wissensstand direkt und unverandert im Endharn nachzuweisen ist,
wahrend die ACR haufig erst in fortgeschrittenen Stadien der Nierenerkrankung Uber
den Schwellenwert ansteigt. Diese enge Korrelation mit bekannten Parametern der
Nierenfunktionsdiagnostik weist auf eine hohe klinische Relevanz und das Potenzial
fur Friherkennung und Therapiemonitoring mittels unseres Markers hin. Zuklnftige
Studien sind notwendig, um zu prifen, ob die Integration von vesikularem Albumin in
diagnostische Algorithmen zu einer verbesserten Versorgung von Patientinnen und
Patienten im Sinne einer friheren therapeutischen Intervention zum Erhalt der

physiologischen Nierenfunktion beitragen kann.

5.2.3 Systemische Inflammation und vesikulare Biomarker

Unsere Analysen zeigen einen signifikanten positiven Zusammenhang zwischen der
systemischen Inflammation, gemessen am Serum-CRP, und den beiden neuen
Biomarkern: Vesikulares Albumin und ebenso vesikulares Podocalyxin korrelieren
mit dem Serum-CRP. Im Gegensatz dazu zeigen etablierte
Nierenfunktionsparameter wie eGFR und ACR keine derartige Korrelation mit
systemischer Inflammation. Diese Befunde legen nahe, dass die neuen Marker einen

in der Pathophysiologie verankerten Link zwischen systemischer Entzindung und
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Nierenschadigung darstellen und prazisere diagnostische Einblicke in die

Pathophysiologie von Nierenerkrankungen ermaoglichen.

Die Tatsache, dass diese Zusammenhange ausschlielich mit den vesikularen
Markern und nicht mit eGFR oder ACR nachweisbar sind, hebt die eigenstandige
Aussagekraft der vesikularen Marker hervor. Wahrend eGFR und ACR oftmals
Frihschaden nicht adaquat darstellt, scheinen vesikulare Marker — als eine Art
"Liquid Biopsy" — unmittelbare Hinweise auf die zugrunde liegende inflammatorische
Aktivitat und den damit verbundenen zellularen Stress zu geben. Es ist denkbar,
dass inflammatorische Prozesse etwa durch proinflammatorische Zytokine zu
endothelialen Schaden fuhren und Uber Cross-Talk-Mechanismen zwischen
Endothel und Podozyten die Freisetzung von Vesikeln triggern. Alternativ konnte
eine verstarkte Transzytoseaktivitat zu erhdhtem podozytaren Stress und folglich zu

einer verstarkten Freisetzung von vesikularem Albumin und Podocalyxin fihren.

Insgesamt deuten diese Befunde darauf hin, dass systemische Inflammation einen
direkten Einfluss auf die Bildung und Freisetzung von Vesikeln im Glomerulus hat.
Damit liefern die vesikularen Biomarker nicht nur eine statistische Korrelation,
sondern sie spiegeln zentrale pathophysiologische Prozesse wider, die in der
Diagnostik von Nierenerkrankungen den klassischen Parametern tberlegen sein
konnten, indem sie frihzeitig endothelialen und podozytaren Stress sowie
systemische Inflammation aufzeigen, bevor diese durch Veranderungen der eGFR

oder ACR sichtbar werden.

5.2.4 Pharmakologische Modulation der Vesikelproduktion durch RAAS-Inhibitoren
Es wurde bereits die zentrale Rolle des Renin-Angiotensin-Aldosteron-System bei
der Entstehung von chronischer Nierenerkrankung und Albuminurie beleuchtet. Die
Relevanz schlagt sich auch in den Therapieleitlinien wider, die RAAS-Inhibitoren wie
Angiotensin-Rezeptor-Blocker (ARB) und ACE-Hemmer (ACE-I) unabhangig vom
Blutdruck empfehlen, denn RAAS-Inhibitoren wirken sich auch bei normotonen
Patientinnen und Patienten vorteilig auf Albuminurie und Nierenfunktion aus (288). In
unserer Kohorte haben 29 Probandinnen und Probanden eine ACR > 30 mg/g und
gelten damit als proteinuretisch (16 Frauen und 13 Manner). Innerhalb dieser Gruppe

nehmen 17 Probandinnen und Probanden RAAS-Inhibitoren ein, 12 Probandinnen
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und Probanden nehmen damit entgegen der Leitlinien-Empfehlung keine RAAS-
Inhibitoren ein. Die Menge an vesikularem Albumin ist in dieser Subgruppe unter
RAAS-I-Therapie signifikant geringer als in der Vergleichsgruppe ohne ARB oder
ACE-| im Therapieregime.

Diese Beobachtung passt nahtlos zu den Ergebnissen von Schiell et al. (2016), die
zeigten, dass die Vesikelproduktion in den Podozyten angiotensinabhangig
gesteigert wird. Demnach koénnte der Einsatz von RAAS-Inhibitoren die ANGII-
vermittelte Vesikelbildung hemmen und so zu einer Reduktion des vesikularen
Albumins im Urin fihren. Unsere Ergebnisse unterstreichen zum einen die
Bedeutung des RAAS fur die Pathophysiologie der Albuminurie, ebenso aber auch
die die biologische Relevanz des neuen Markers: Denn dieser Effekt wurde
spezifisch mit RAAS-Inhibitoren nachgewiesen — andere blutdrucksenkende
Medikamente oder Diuretika beeinflussten die Ausscheidung von vesikularem

Albumin nicht in vergleichbarer Weise.

Auch zeigt der Einfluss der RAAS-Inhibitoren auf die nicht-vesikulare UAE bzw. ACR
ein entgegengesetztes Bild: Innerhalb der Gruppe, die RAAS-Inhibitoren einnehmen,
ist die Menge an freiem Albumin bzw. ACR grofRer als in der Vergleichsgruppe ohne
Therapie mit RAAS-Inhibitoren, auch wenn diese Unterschiede nicht statistisch

signifikant sind.

Um diese Diskrepanz zu verstehen, muss man sich die unterschiedlichen Ursachen
und Dynamik von Albuminurie und albuminhaltigen Vesikeln vor Augen flhren.
Wahrend freies Albumin einen progredienten Marker fur eine zunehmende
Verschlechterung der glomerularen Filtrationsfunktion sowie der tubularen
Resorptionskapazitat darstellt, handelt es sich bei albuminhaltigen Vesikeln im Harn
um einen energetisch aufwendigen und sattigbaren Prozess, der eine erhaltene
Differenzierung und Grundfunktion der Podozyten voraussetzt. Was auf den ersten
Blick widerspruchlich wirkt, kann deshalb aus einer klinischen Perspektive erklart
werden. Durch die Vorauswahl der Probandinnen und Probanden mit ACR > 30
mg/g, ergibt sich eine heterogene Kohorte, innerhalb derer einige Probandinnen und
Probanden bereits langer auffallig geworden sind mit pathologischen Werten fir ACR

oder Albuminurie. Probandinnen und Probanden mit schlechterer Nierenfunktion, im
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Sinne einer grolden Proteinurie, werden also eher einer Therapie mit RAAS-

Inhibitoren zu geflihrt werden.

Der Zusammenhang zwischen vesikularem Albumin und RAAS-Inhibitoren zeigt,
dass der Marker biologisch und klinisch relevant ist. Es starkt seine pradiktive
Validitat und untermauert seine potenzielle Bedeutung in der medizinischen Praxis
und Forschung. Wenn sich der neue Marker auch in weiteren Studien als
reaktionsfahig auf RAAS-Inhibitoren erweist, konnte der Marker in der Klinik
verwendet werden, um den Einfluss von RAAS-Inhibitoren auf die Patienten zu

Uberwachen und den Therapieerfolg zu beurteilen.

5.3 Fazit, Limitationen und offene Fragen
Die vorliegende Arbeit identifiziert vesikulares Albumin und Podocalyxin als
vielversprechende Biomarker zur differenzierten Beurteilung glomerularer

Schadigungen. Beide Marker zeigen komplementare Aussagekraft:

Vesikulares Albumin korreliert signifikant mit der Albumin-Kreatinin-Ratio (ACR) und
dem Entzindungsmarker CRP, nicht jedoch mit der eGFR. Es reagiert sensitiv auf
RAAS-Inhibitoren, was auf den direkten Einfluss des Renin-Angiotensin-Systems auf

die podozytare Transzytose wieder aufgreift.

Vesikulares Podocalyxin reflektiert altersabhangige Podozytenschadigungen und
korreliert bei Frauen signifikant mit einer reduzierten eGFR. Es zeigt zudem einen
starken Anstieg ab dem 75. Lebensjahr, was auf kumulative Schaden oder einen

.Kritischen Schwellenwert® im renalen Alterungsprozess hindeutet.

Geschlechtsspezifische Unterschiede pragen beide Marker: Frauen weisen mehr
vesikulares Albumin auf, Manner héhere Podocalyxin-Werte. Diese Differenzen
kénnten auf hormonelle (z. B. Ostrogen/Testosteron), genetische, sozial-behaviorale

oder RAAS-vermittelte Mechanismen zurtckgehen.

Die Ergebnisse unterstreichen, dass vesikulare Biomarker frihe pathophysiologische
Prozesse (Podozytenstress, Inflammation) erfassen, die von klassischen Parametern
wie eGFR oder ACR nicht abgebildet werden.
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5.3.1 Limitationen und Starken der Arbeit
Eine wichtige Limitation der Studie ist, dass momentan nur die Baseline-Proben zur
Auswertung vorliegen, sodass noch keine Angaben zum pradiktiven Wert der neuen

Marker auf die langfristige Nierengesundheit gemacht werden konnen.

Das Querschnittdesign der Studie erlaubt keine kausalen Schlisse zur Dynamik der
Biomarker im Krankheitsverlauf und die fehlende mechanistische Validierung lasst

Fragen offen.

Eine weitere Limitation unserer Studie ist der Dauer des
Ultrazentrifugationsprotokolls zur Isolation der Vesikel, das zwar den Goldstandard
darstellt (183, 198), aber mit erheblichem Personal- und Zeitaufwand einhergeht.
Allerdings kommen vermehrt schnelle Isolationskits auf den Markt die wohlmdglich

eine gute Ernte der Vesikel in Zukunft auch bei kurzerer Protokolldauer ermoglichen.

Die Starken liegen vor allem in der Originalitat der Biomarker und der
wissenschaftlichen Relevanz der Fragestellung. Sie integriert neue Erkenntnisse zu
Albuminurie und Podozytenfunktion in etablierte Modelle der Proteinurie, mit dem
Ziel, verbesserte diagnostische Methoden in der Versorgung von Patientinnen und
Patienten zu implementieren. Besonders hervorzuheben ist, dass in dieser Arbeit
Ergebnisse zu albuminhaltigen Vesikeln, die bisher vor allem in Tierversuchen

beschrieben wurden, erfolgreich auf den Menschen Ubertragen wurden.

Die Arbeit liefert umfassende Korrelationsanalysen und Regressionsmodelle, um
Zusammenhange zwischen vesikularen Biomarkern, Nierenfunktion und
Entzindungsparametern zu untersuchen. Die durchgefuhrten geschlechts- und
altersstratifizierten Analysen heben die Bedeutung demografischer Faktoren in der

Analyse von Nierengesundheit weiter hervor.

Weitere Starken der vorliegenden Arbeit sind Umfang und Reprasentativitat der
AugUR2-Kohorte: Die breit angelegte, gut dokumentierte Stichprobe bietet eine
robuste Datenbasis. Das bevolkerungsbasierte Design gewahrleistet, dass die
Ergebnisse auf die gleichaltrige Allgemeinbevodlkerung tbertragbar sind, was die

klinische Relevanz der Ergebnisse erhoht.
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5.3.2 Zukulnftige Forschungsfragen
Bevor eine Implementation der neuen Marker in die Patientenversorgung beginnen

kann, mussen einige weitere Fragen adressiert werden.

Zunachst waren Studien zu nennen, die mechanistisch den Einfluss des Geschlechts
und des Hormonstatus auf die Bildung der podozytaren Vesikel untersuchen. Die
Modulatoren der geschlechtsspezifischen Unterschiede mussen identifiziert werden.
Auch, um zu evaluieren, ob geschlechtsspezifische Cut-Off-Werte zur

Risikobewertung notwendig sind.

Eine weitere zuklnftige Forschungsfrage liegt in der Differenzierung zwischen
Exosomen und Apoptosekorperchen als mogliche Quellen von Podocalyxin im Urin,

um die diagnostische Aussagekraft vesikularer Marker praziser einordnen zu kénnen.

Langzeitstudien werden notwendig sein, um Konzentration und Zusammensetzung
der podozytaren Vesikel im Krankheitsverlauf zu untersuchen und den pradiktiven

Wert der Biomarker zu bestatigen.

Um die Marker in Zukunft auch zur Therapieplanung und -kontrolle sinnvoll einsetzen
zu kénnen, werden weitere interventionelle Studien zur Prifung der Auswirkung anti-
inflammatorischer und renoprotektiver Medikamente auf die Reduktion der

vesikularen Marker notwendig sein.

Kurzgesagt zeigt die Analyse der Ergebnisse, dass vesikulares Albumin und
Podocalyxin als innovative Biomarker wichtige Einblicke in glomerulare
Schadigungsprozesse und geschlechtsspezifische Unterschiede bieten. Dadurch
konnten sie die bestehende Diagnostik sinnvoll erganzen. lhr pathophysiologisch
begriindeter Ursprung, die Ubertragbarkeit tierexperimenteller Erkenntnisse auf den
Menschen und die robuste Datenbasis der AugUR2-Kohorte stellen zentrale Starken
dar. Die Hauptlimitationen liegen in der Querschnittsnatur der Studie, die keine
Aussage Uber den pradiktiven Wert der Vesikel zulasst und der aufwandigen
Methodik. Weitere mechanistische und longitudinale Studien sowie die Entwicklung
praktikablerer Verfahren werden erforderlich sein, bevor eine Translation in die

klinische Diagnostik erfolgen kann.
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6 Zusammenfassung

Chronische Nierenerkrankungen stellen eine zunehmende Belastung fir das
Gesundheitssystem dar. Durch den demografischen Wandel sind auch in den
kommenden Jahren weiter steigende Pravalenzen zu erwarten. Die in der Einleitung
dargestellten pathophysiologischen Mechanismen chronischer Nierenerkrankungen
unterstreichen die zentrale Rolle der Podozyten bei der Entwicklung und Progression
von Proteinurie und Niereninsuffizienz. Bisherige diagnostische Ansatze wie die
Bestimmung der eGFR oder der Albumin-Kreatinin-Ratio werden erst in spaten
Krankheitsstadien auffallig und bieten keine ausreichende Moglichkeit fur
Frahinterventionen. So wird deutlich, dass ein ungedeckter Bedarf an diagnostischen
Madglichkeiten besteht, die subklinische Veranderungen erfassen, um eine
rechtzeitige Behandlung ermdglichen kdnnen. Die vorliegende Arbeit bietet einen
ersten Ausblick auf den Einsatz von vesikularen Markern, um dieser Aufgabe zu

begegnen.

In Vesikeln verpacktes Albumin und das in der Zellmembran der Podozyten
enthaltene Podocalyxin sind vor dem Abbau durch Proteasen, der Resorption durch
die proximalen Tubuluszellen und anderen Einflissen entlang der ableitenden
Harnwege geschutzt und treten daher wahrscheinlich unverandert im Endharn auf.
Darin sehen wir ihr vielversprechendes Potenzial. Die Bestimmung dieser
vesikularen Proteine Ubertragt Erkenntnisse aus der physiologischen
Grundlagenforschung in die klinisch-nephrologische Diagnostik und adressiert
Probleme von epidemiologischer Tragweite, denn die Ergebnisse der Arbeit zeigen,
dass vesikulares Albumin und Podocalyxin komplementare Informationen Uber
pathophysiologische Prozesse der Nieren liefern kdnnten: Vesikulares Albumin
korreliert mit der ACR sowie dem Entzindungsmarker CRP, was als Indikator
gestorter endothelialer Integritat aufgefasst werden kann. Die Korrelation der neuen
exosomalen Marker mit dem Serum-CRP legt nahe, dass vesikulares Albumin und
Podocalyxin starker mit Entziindungsprozessen assoziiert sind als herkdmmliche
Nierenmarker. Ein signifikanter Anstieg von Podocalyxin im Alter und der
Zusammenhang mit einer Abnahme der eGFR deuten zusatzlich auf kumulative
Schadigungen der GFB hin, die mit dem renalen Alterungsprozess assoziiert sein
konnten. Ein unerwartetes und komplexes Ergebnis der Studie bestand darin, dass

vesikulares Albumin und Podocalyxin trotz ihres gemeinsamen Ursprungs und der
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positiven Korrelation miteinander, deutliche geschlechtsspezifische Unterschiede
aufweisen. Der Zusammenhang der Albumin-Vesikel mit dem RAAS-System und
dessen bekannten Auswirkungen auf die Nierenfunktion zeigt einmal mehr, dass der
Marker nicht nur statistisch korreliert, sondern unterstreicht die biologische Relevanz
der neuen Marker im Hinblick auf die Pathophysiologie von chronischen

Nierenerkrankungen.

Diese erste Ubertragung von Erkenntnissen aus dem Tierversuch auf den Menschen
stutzt die Moglichkeit vesikularer Biomarker als Erganzung zu klassischen
Parametern. Bei erfolgreicher Umsetzung kénnten sekundarpraventive Mallnahmen
frGher eingeleitet werden, was langfristig nicht nur die Lebensqualitat der
Patientinnen und Patienten verbessert, sondern auch die Belastung fur das
Gesundheitssystem reduziert. Darlber hinaus konnten diese Marker zur
Therapielberwachung dienen, indem sie die Wirkung von Medikamenten wie RAAS-

Inhibitoren messbar machen.

Dennoch sind einige Limitationen zu beachten. Die Querschnittsstruktur der Studie
erlaubt keine Aussagen zur Dynamik der Marker im Krankheitsverlauf oder Uber
ihren pradiktiven Wert. Ebenso bedarf es mechanistischer Studien, um die genaue
Herkunft und Zusammensetzung der Vesikel zu klaren, insbesondere die
Differenzierung zwischen Exosomen und Apoptosekdrperchen als Quellen der
Biomarker. Geschlechtsspezifische Untersuchungen missen durchgeflihrt werden,
um die Physiologie der Unterschiede zu verstehen und wichtige Implikationen fur die

klinische Nutzung nicht zu Ubersehen.

Zusammenfassend stellt diese Arbeit einen ersten, vielversprechenden Schritt auf
dem Weg zur Nutzung von Vesikeln als ,Liquid Biopsies” dar, um den Bedarf an
Fruherkennung und differenzierter Beurteilung von Nierenschadigungen zu
adressieren. Die Ergebnisse zu den potenziellen Biomarkern leisten einen Beitrag
zur Entschlisselung geschlechts- und altersspezifischer Pathomechanismen der
CKD und legen den Grundstein fur eine zuklnftige klinische Implementierung dieser
Marker, mit dem Ziel, die Versorgung von Patientinnen und Patienten mit CKD
nachhaltig zu verbessern und die Progression der Erkrankung friihzeitig zu

verhindern.
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reprasentieren £1 SE 80
Abbildung 23: Einfluss renoprotektiver Medikamente auf die Albuminausscheidung
Das Balkendiagramm zeigt die mittleren Albuminwerte im Urin (mg/l), relativ zur
Osmolaritat (ug/mosmol) und relativ zu Kreatinin (mg/g), getrennt nach Einnahme

(Ja/Nein) renoprotektiver Medikamente, Fehlerbalken reprasentieren +1 SE 80

7.1 Tabellen

Tabelle 1: Stadieneinteilung der Albuminurie anhand der Albumin-Kreatinin-Ratio 21
Tabelle 2: Ubersicht (iber die Reagenzien, die in der Erstellung dieser Arbeit
verwendet wurden 46

Tabelle 3: Ubersicht iber die verwendeten primaren und sekundaren Antikdrper 47

Tabelle 4: Ubersicht tiber die verwendeten Gerate 49
Tabelle 5: Ubersicht Gber die vewendete Software 49
Tabelle 6: Ubersicht Giber verwendetes Verbrauchsmaterial 50

Tabelle 7: Zusammenfassung des Zentrifugationsprotokolls zur Vesikelisolation aus

dem Urin 52
Tabelle 8: Ubersicht Uiber die verwendeten Albumin-Verdiinnungen im Western Blot
53

Tabelle 9: Protokoll der verwendeten Stromstarken und -spannungen fir die
Gelelektrophorese 54
Tabelle 10: Protokoll der verwendeten Stromstarke und -spannung fur den Western
Blot 54
Tabelle 11: Ubersicht tUber die Verteilung von Risikofaktoren und Vorerkrankungen
innerhalb der Kohorte

MW = Mittelwert, = = Standardabweichung @ Einer der 5 Probanden erflllt mit einem
HbA1c-Anteil von > 6,5% die diagnostischen Kriterien eines Diabetes mellitus, ohne
dies bei seinen Vorerkrankungen genannt zu haben (s. 4.2.4) 60
Tabelle 12: Ubersicht Giber Parameter der Nierengesundheit innerhalb der Kohorte

a Daten beruhen auf den Selbstangaben der Probandinnen und Probanden 60
Tabelle 13: Ubersicht Giber Parameter der Nierengesundheit innerhalb der Kohorte
MW = Mittelwert, o = Standardabweichung @ Definition CKD nach KDIGO: ACR > 30
mg/g oder eGFR < 60 ml/min/1.73m? 62

120



Tabelle 14: Statistische Verteilung der vesikularen Biomarker Albumin (Vesikel) und

Podocalyxin (Vesikel) 65
Tabelle 15: eGFR und Alter 75
Tabelle 16: Podocalyxin / g Kreatinin und Alter 75

Tabelle 17: Ubersicht der in unserer Kohorte beobachteten geschlechtsspezifischen

Unterschiede bei den herkommlichen Nierenparametern 89

Tabelle 18: Ubersicht der wichtigsten Korrelationen der neuen vesikularen Biomarker
107

121



7.2 Abbildungen

7.3 Formeln

Formel 1: Berechnung des glomerularen Siebkoeffizienten, der als Mal3 flir die
Albuminfiltration Uber die Glomerulare Filtrationsbarriere dient
Formel 2: Berechnung der eGFR nach der CKD-EPI-Formel von 2017

122

17
61



8 Abkurzungsverzeichnis

ACE Siehe Angiotensin Converting Enzyme
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ACR Siehe Albumin-Kreatinin-Ratio
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AMPK Adenosinmonophosphat-Kinase, Siehe
Adenosinmonophosphat-aktivierte Kinase

ANG Il Siehe Angiotensin I

ARB Siehe Angiotensin-Rezeptor-Blocker

AT1 Angiotensin 1

AT2 Angiotensin 2

ATP Adenosintriphosphat

AugUR Siehe Altersbezogene Untersuchungen zur
Gesundheit der Universitat Regensburg

BMI Siehe Body Mass Index

CCL Siehe CC-Chemokine Ligand
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CRP Siehe C-reaktivem Protein

CVD Siehe Cardio Vascular Disease

CXCL 1 Siehe Chemokin-CXC-Ligand 1
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RAAS Siehe Renin-Angiotensin-Aldosteron-System
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Secreted CCL-5
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  GSC ₐ =     c A l b u m i n ( H a r n r a u m )  c A l b u m i n ( K a p i l l a r r a u m )


  0 , 0005 × 40   g  L × 180 L = 3 ,   6 g


   eGFR  c r =   141 ×  min ⁡   (    S  c r κ ,   1 ) ∝ ×    max ⁡   (    S  c r κ ,   1 )  − 1 , 209 ×   0 . 993  A l t e r
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