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1 Zusammenfassung

Die Anzahl der Patienten, die in Deutschland eine Dialyse bendtigen ist in den letzten Jahren
drastisch gestiegen. Waren es 1995 noch ca. 41.000, ist die Anzahl bis 2006 auf ca. 66.500
dialysepflichtige Patienten angewachsen. Trotz groen therapeutischen Fortschritten bei der
Nierenersatztherapie ist die Mortalitit von Dialysepatienten im Vergleich zur
Allgemeinbevolkerung immer noch um das 10 - 35fache erhoht. Verschiedene Studien haben
gezeigt, dass z.T. unterschiedliche klinische Outcome in Abhédngigkeit von der verwendeten
Dialysemembran auftreten. Auch wurde von unterschiedlicher Proteinclearance in
Abhéngigkeit von der jeweiligen Dialysetherapie berichtet.

In der vorliegenden Arbeit werden die Serumproteome im Verlauf von Hdmodialysen mit
zwei verschiedenen Hohlfaserdialysatoren aus synthetischen Polysulfonsduremembranen der
Firma Fresenius hinsichtlich Serumproteomveridnderungen verglichen. Der
Ultrafiltrationskoeffizient betrdgt fiir Low-Flux-Membranen (LF) 3.5 - 7 ml/h/mmHg und fiir
High-Flux-Membranen (HF) > 10 ml/h/mmHg. Die Low-Flux-Dialyse hat den GroBen-
ausschlussbereich ihrer Poren bei 10 kDa und die High-Flux-Dialyse bei 30 kDa. Die
Patienten wurden in 2 Gruppen aufgeteilt, die mit beiden Membranen jeweils fiir mindestens
10 Wochen im Cross-over-Design dialysiert wurden. AnschleiBend wurden prédialytisch
Serumproben entnommen und mit Proteomics basierten Analysemethoden untersucht.

Die zwei-dimensionale Aufirennung beinhaltet im ersten Schritt eine GroBen-
ausschlusschromatographie mit einer Superdex-Séule. In den gewonnenen Fraktionen wurden
die UV-Absorbanzen und die Fluoreszenzen gemessen und verglichen. Anschlieend erfolgte
eine massenspektrometrische Untersuchung mittels MALDI-MS. In der anschlieBenden
zweiten Dimension wurden die 1D-Fraktionen Patienten gleicher Dialysemethode gepoolt
und weiter mit einer lonenaustauschchromatographie an DEAE-Cellulose aufgetrennt. Nach
UV-Absorbanzmessung wurden in ausgewédhlten Fraktionen die enthaltenen Proteine mittels
ESI-MS identifiziert und mittels MALDI-MS quantifiziert.

Der Vergleich von Absorbanzspektren, Fluoreszenzintensitidten und Peptidmustern nach der
I1D-Trennung der Serumproben zeigte keine signifikanten Unterschiede zwischen einer LF-
und einer HF-Dialyse. Es konnten lediglich leichte Unterschiede im Bereich der
Immunglobuline und des Albumins festgestellt werden, die im Sinne einer stirkeren

immunologischen Aktivierung unter einer LF-Dialyse interpretierten werden konnten.



Nach der 2D-Trennung und den angeschlossenen massenspektrometrischen Untersuchungen
konnte die Konzentration des Haptoglobins und wiederum die Immunglobulinkonzentration
reproduzierbar hoher nach der LF-Dialyse herausgestellt werden.

Ob die hier gefundenen Unterschiede tatsdchlich als signifikant und reproduzierbar im Sinne
einer deutlicheren entziindlichen Reaktion auf Grund der LF-Membran interpretiert werden
konnen, muss anhand eines groferen Patientenkollektivs und mittels tiblicher laborchemischer
Verfahren untersucht werde. Auch sollte die massenspektrometrische Proteinidentifikation
auf den gesamten Serumproteombereich ausgedehnt werden um eventuelle weitere

Unterschiede zu finden.



2 Einleitung

2.1 Chronische Nierenerkrankungen

Chronische Nierenerkrankungen, d.h. strukturelle oder funktionelle Schadigungen der Nieren
bzw. eine eingeschrinkte Nierenfunktion, welche linger als 3 Monate besteht, kdnnen in 5

Stadien eingeteilt werden. Diese werden abhédngig von der glomeruldren Filtrationsrate (GFR)

als Nierenfunktionsparameter, wie in Tab. 1 aufgefiihrt, definiert.

Stadium Beschreibung (o ll(f ;;R m|
1 Schiadigung mit normaler oder erhdhter GFR >90
2 Schidigung mit milder Einschrankung der GFR 60 - 89
3 Moderate Einschrankung der GFR 30-59
4 Schwere Einschrankung der GFR 15-29
5 Nierenversagen < 15 oder Dialyse

Tab. 1: Stadieneinteilung der Niereninsuffizienz anhand der GFR

Studien (H6rl und Wanner 2004) haben gezeigt, dass Nierenerkrankungen ab Stadium 4
generell progredient verlaufen. Durch den Verlust von Nephronen in Folge der
Grunderkrankung kommt es zur kompensatorischen Erhohnung der Filterleistung der
verbleibenden Nephrone. Dadurch kann zwar kurzfristig die Gesamtfilterleistung erhalten
bleiben, aber in diesen Struktureinheiten kommt es auch zu einer Erhohung des
intraglomeruldren Drucks und damit zu einer Hyperfiltration. Langfristig kommt es so zu

einer Sklerosierung der Restnephrone und einem fortschreitenden Funktionsverlust der Niere.

il e el 5 *
Abb. 1: Histologisches Bild eines normalen ADbb. 2: Histologisches Bild einer noduldren
Glomerulus (wikipedia 2008) Glomerulosklerose (unckidneycenter 2008)

In den Stadien 1 - 3 ist eine Progressionsverzogerung der renalen und kardiovaskuldren

Erkrankungen durch eine komplexe Behandlung des Grundleidens die Hauptaufgabe.




Allerdings konnen bereits im Stadium 3 Komplikationen wie Anidmie, Uberwisserung,
Hypertonie, linksventrikulire Hypertrophie, Calcium-Phosphat-Stoffwechselstorungen,
Dyslipiddmie und Malnutrition auftreten. Im Stadium 4 der Niereninsuffizienz muss der
Patient auf eine Nierenersatztherapie vorbereitet werden.
Die europidischen Richtlinien besagen, dass eine Dialyse dann begonnen werden sollte, wenn
die GFR weniger als 15 ml/min pro 1,73 m’ betrigt und wenigstens eines der folgenden
Symptome der Urdmie vorhanden ist:

- keine konservative Moglichkeit den Hydrationsstatus oder den Blutdruck zu

kontrollieren,

- zunehmende Verschlechterung des Erndhrungszustandes (Horl und Wanner 2004)

2.2 Epidemiologische Gesichtspunkte

Sowohl auf Grund der demografischen Entwicklung als auch durch immer effektivere
Therapiemdglichkeiten stellt die Behandlung der terminalen Niereninsuffizienz eine
betrdchtliche Herausforderung fiir die Gesundheitspolitik dar. Die Inzidenz der
Nierenersatztherapie nach terminaler Niereninsuffizienz ist in den letzten Jahren stark
angestiegen. Im Jahr 2006 / 2007 betrug die Pravalenz fiir Deutschland 808 pmp (per million
population), womit Deutschland nach den USA und Japan das Land mit der hdchsten
Dialysepriavalenz ist. Das entspricht gegeniiber zum Vorjahr einem Anstieg von 4,9 %.

2006 / 2007 wurden in Deutschland 66.508 Patienten mit einer Dialyse therapiert. Die
jéhrliche Mortalitdit betrug 2006 in Deutschland 18,23 %. Das Durchschnittsalter der
Patienten ist ca. 66 Jahre und die Durchschnittsdauer einer Dialysebehandlung betrigt 4,6
Jahre. 4,2 % aller Dialysepatienten bekommen ein Nierentransplantat nach einer Wartezeit im

Mittel von 40 Monaten (Frei und Schober-Halstenberg 2006 / 2007).



Bei den, die chronischen Niereninsuffizienz insgesamt bedingenden Grunderkrankungen,
nimmt die diabetische Nephropathie mit 28 %, wie der Abb. 3 zu entnehmen ist, den groBten
Anteil ein. Bei den Patienten, welche 2006 die Dialysetherapie begonnen haben, hat die
diabetische Nephropathie sogar einen Anteil von 34 % an den Niereninsuffizienz

bedingenden Grunderkrankungen (Frei und Schober-Halstenberg 2006 / 2007).

Verschiedene
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Abb. 3: prozentuale Verteilung der zum terminalen Nierenversagen

fithrenden Grunderkrankungen; Quasi-Niere 2006

Zu einem besonders grofBen Zuwachs der Patientenanzahl kam es in dem letzten Jahrzehnt in
der Altersgruppe der 55 - 79 Jahrigen (Anstieg der totalen Inzidenzrate dieser Altersgruppe
um 30 % mehr neue Patienten 2007 im Vergleich zu 1997). Aber auch die Inzidenzrate der
Gruppe der tiber 80 jahrigen Dialysepatienten hat sich von 1997 bis 2007 mehr als verdoppelt
(Kramar und Oberbauer 2007). Dieser Zunahme an Dialysepatienten liegen mehrere
Phidnomene zu Grunde:

- Es werden zunehmend auch iltere Patienten mit einer groferen Komorbiditdt einer
Nierenersatztherapie zugefiihrt.

- Es ist eine Zunahme von Krankheiten zu beobachten, die kausal zu einer chronischen
Niereninsuffizienz fiihren konnen (z.B. Diabetes mellitus, kardiovaskuldre
Erkrankungen).

- Auf Grund der besseren Behandlungsmoglichkeit, vieler die Niere beeintrachtigende
Erkrankungen, wird das Patienteniiberleben gebessert und die betroffenen Patienten
erreichen das Stadium der therapiebediirftigen Niereninsuffizienz.

- Des Weiteren ist der Beginn einer Nierenersatztherapie in den letzten Jahren zu einem
immer frithren Zeitpunkt, d.h. mit einer hoheren Restnierenfunktion, verschoben

wurden (Horl und Wanner 2004, Kausz et al. 2000).



2.3 Dialysetherapie

Mit Hilfe verschiedener Methoden sollen urdmische Stoffwechselmetaboliten und
iiberschiissiges Wasser aus dem Korper entfernt werden und die Plasmaionenkonzentration
sowie der Sidure-Basen-Haushalt normalisiert werden. Zu den zur Verfligung stehenden
Therapiemoglichkeiten zdhlt die Hdmodialyse, Hamofiltration, Himodiafiltration und die
Peritonealdialyse. Bei den verschieden Dialyseverfahren (siche auch Abb. 4) ist die
Hiamodialyse mit einem Anteil von 87,5 % das fithrende Verfahren in Deutschland (Frei und
Schober-Halstenberg 2006 / 2007, Frei 2005 / 2006). Dabei haben Dialysetherapien mit
synthetischen High-Flux- oder Low-Flux-Membran den grofiten Anteil (Hecking et al. 2004,
Canaud et al. 20006).
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Abb. 4: Anteile der jeweiligen Dialyseverfahren 2006;

(APD/IPD = Apparative/intermittierende Peritonealdialyse, CAPD =
kontinuierliche ambulante Peritonealdialyse, HF = Hamofiltration, HDF =
Hémodiafiltration, HD = Himodialyse), Quasi Niere 2006

Der Hiamodialyse liegt das Prinzip der Diffusion und der Ultrafiltration iiber eine
semipermeable Membran zu Grunde. Die Diffusion verschiedener Substanzen ist abhingig
von der Zusammensetzung der Dialysierfliissigkeit und der verwendeten Membran. Uber

einen Druckgradienten entlang der Membran kdnnen zusétzlich Metabolite entfernt werden.

Eine adidquate Dialyse wird hauptsichlich durch die Clearance des Dialysators, den Blut- (ca.
250 - 300 ml/min) und den Dialysatfluss (ca. 500 ml/min), die Dialysefrequenz, die
Therapiezeit und die Blutrezirkulation zwischen Ein- und Austritt des extrakorporalen

Kreislaufs bestimmt.



Die Dialyseeffizienz (Kt) wird unter anderem mit Hilfe des Harnstoffsmodells beurteilt.
Dieses beschreibt unter Beriicksichtigung der Harnstoffbildung im Organismus die
Konzentrationsverdnderungen durch eine Dialysetherapie. Die Harnstoffkonzentrations-
anderung (Kt/Vyamstorr) 1Im Organismus durch die Dialyse berechnet sich aus der Clearance
des Dialysators (K), der Dialysezeit (t) und des Verteilungsvolumen von Harnstoff im Korper

(VHamstor) nach folgender Formel:

Clearance (K) % Dialysezeit (t)
Kt/VHamnstofr =

Verteilungsvolumen (Vyamstofr)

Die geringste Mortalitdit und Morbiditdt weisen Patienten mit einem Kt/V-Wert von
mindestens 1,4 fiir Nichtdiabetiker und 1,6 fiir Diabetiker auf. Allerdings kann man mit
diesem Modell nur die Clearance von niedermolekularen Substanzen beurteilen; tiber die
Elimination von héhermolekularen Urdmietoxinen (s.u.) kann damit keine Aussage gemacht
werden. Eine umfangreichere Bewertung der Dialyseeftektivitit erfolgt mit Hilfe klinischer
Parameter wie Beschwerdefreiheit, Leistungsfihigkeit, Erndhrungszustand, Anémie,
Normovoldmie und dem Blutdruck des Patienten. Das laborchemisch bestimmte
Serumalbumin, das Serumkreatinin und der Erythropoietinbedarf dienen als
Vergleichsparameter (Horl und Wanner 2004).

Trotz groBen therapeutischen Fortschritten bei der Nierenersatztherapie ist die Dialyse kein
vollstdndiger Ersatz fiir eine physiologisch arbeitende Niere. Am Beispiel von Harnstoff lasst
sich dieses Defizit gut veranschaulichen; die Harnstoff-Clearance einer gesunden Niere
betrdgt ca. 1200 1/Woche, dagegen kann selbst bei einer optimal laufenden
Nierenersatztherapie nur eine Clearance von etwa 150 I/Woche erreicht werden.
Dialysepatienten haben im Vergleich zur Allgemeinbevilkerung eine um das 10 - 35fache
erhoht Mortalitidt. Die durchschnittliche Lebenserwartung mit einer Dialysebehandlung liegt
fiir Patienten bei einem Therapiebeginn im Alter von 45 - 54 Jahren bei weitern 7,5 Jahren.
Die Allgemeinbevolkerung hat in diesem Alter eine durchschnittliche Lebenserwartung von

weiteren 30 Jahren. Besonders junge Dialysepatienten weisen eine Exzessmortalitét auf.



Dialysepatienten sind exponiert fiir verschiedene Risikofaktoren. Zu den so genannten
klassischen Risikofaktoren gehdren unter anderem Azidose, Andmie, Hyperhydratation und
gesenkte Immunkompetenz. Weitere Griinde fiir die erhohte Sterblichkeit finden wir im
akzelerierten Verlauf von Arteriosklerose, was zu schweren Herz-Kreislauf-Erkrankungen
fithrt. Diese werden unter anderem durch chronische Mikroinflammationen hervorgerufen.
Dialysepatienten sind flir eine Vielzahl von Entziindungsauslosern exponiert. Zu diesen
gehoren neben der renalen Grunderkrankung die Urdmie, der GefaBBzugang, der Zahnstatus,
Malnutrition und eine nicht optimale Biokompartibilitdt von Dialysemembranen (Ho6rl und
Wanner 2004).

Eine Dialyse begiinstigt somit chronische Entziindungsvorgédnge im Organismus und verstarkt
damit den oxidativen Stress. Die Folge sind GefidBwandschiddigungen und anschlieBende
Plaquebildung. Weitere bei Dialysepatienten hiufig auftretende Arteriosklerose
begiinstigende Faktoren sind Carbonylstress, Hyperhomocysteindmie, erhdhte Plasmaspiegel
an asymmetrischen Dimethylarginin und Hyperphosphatimie. Die kardiovaskuldren
Komplikationen sind prognosebestimmend und mit {iber 50 % die hdufigste Todesursache bei
Dialysepatienten (Cheung et al. 2000, Galle et al. 2003b, Galle et al. 2003a).

Des Weiteren kommt es bei der Nierenersatztherapie zu Proteinmodifikationen; es entstehen
sog. AGE-Proteine (Advanced glycation end products)

Bei Urdmie werden AGE-Proteine als proinflammatorische Molekiile fiir verschiedene
Symptome, wie vermehrte Gefalschddigung, verantwortlich gemacht (Yavuz et al. 2005).

Es kommt im Serum von Dialysepatienten weiterhin zur Kumulation verschiedener
Substanzen, den so genannten Urdmietoxinen.

Diese Subtanzen koénnen in Low-molecular-weight-Toxine (LMW-Toxine) und High-
molecular-weight-Toxine (HMW-Toxine) unterteilt werden. Zu den LMW-Toxinen gehodren
beispielsweise Harnstoff und Phosphate. Diese Gruppe ist relativ gut chemisch charakterisiert,
wihrend im Bereich der HMW-Toxine wesentlich weniger Daten vorliegen. Bekannte
Beispiele sind das [3,-Mikroglobulin, p-Cresol-Proteinmodifikationen und das Parathormon
(Vanholder et al. 2003, Niwa 1997, Yavuz et al. 2005).

Um Urdmietoxine zu entfernen, wurden verschiedene Dialysetherapiemethoden mit
Membranen mit unterschiedlichem Grofenausschluss (cut-off) entwickelt.

In der vorliegenden Arbeit sollen die Auswirkungen der so genannten Low-Flux-Dialyse und
der High-Flux-Dialyse auf das Serumproteom verglichen werden.

Bei diesen Methoden handelt es sich um Hémodialysen. Beide Methoden benutzen

Hohlfaserdialysatoren =~ mit  einer  synthetischen  Polysulfonsduremembran.  Der



Ultrafiltrationskoeffizient betrdgt fiir Low-Flux-Membranen 3,5 - 7 ml/h/mmHg und fiir
High-Flux-Membranen > 10 ml/h/mmHg. Die Low-Flux-Dialyse hat den Groenausschluss-
bereich ihrer Poren bei 10 kDa und die High-Flux-Dialyse bei 30 kDa. Es ist davon
auszugehen, dass bei der High-Flux-Dialyse insbesondere im Bereich der HMW-Toxine auf
Grund der groBeren Poren eine bessere Clearance erreicht werden kann. In einigen Studien
beziiglich des klinischen Outcomes der Dialysepatienten abhingig von der Dialysemembran
wurde eine Uberlegenheit der HF-Dialysemethode bereits gezeigt (Locatelli 2003, Depner et
al. 2004, Woods und Nandakumar 2000). Die abschlieBende Klirung dieses Sachverhalts

steht aber noch aus.



3 Ziele der Arbeit

Es soll sowohl nach langfristigen Unterschieden zwischen den Serumproteinmustern
dialysepflichtiger Patienten, die mit Low-Flux- oder High-Flux-Dialyse therapiert werden, als
auch zwischen Patienten und gesunden Probanden gesucht werden.

Dazu werden Patienten im Rahmen eines sog. Cross-over-Verfahrens mit Low-Flux- und
High-Flux-Membranen jeweils liber mindestens 10 Wochen im Wechsel dialysiert.

Die nach diesen Zeitriumen gewonnenen pridialytischen Serumproben von Patienten und
Kontrollprobanden sollen nach gréfenausschlusschromatographischer ein-dimensionaler
Fraktionierung zunichst mittels multispektraler Photo- und Fluorometrie analysiert und
verglichen werden. Im Anschluss daran sollen die Serumproteine der Fraktionen tryptisch
verdaut werden und nach Unterschieden im Peptide-Mass-Fingerprint nach MALDI-
Massenspektrometrie gesucht werden.

Nach der ersten Dimension soll sich eine zweite, ionenaustauschchromatographische,
Dimension anschlieen. Diese nun zwei-dimensional aufgetrennten Serumfraktionen sollen
ebenfalls photospektrometrisch verglichen werden. In ausgewéhlten, sich bei den
verschiedenen Probanden photometrisch unterscheidenden Fraktionen sollen alle darin
enthaltenden Proteine mit einer Kombination aus MALDI- und ESI-MS identifiziert und
quantifiziert werden.

Es ist zu erwarten, dass sowohl im Vergleich der Proben nach Low-Flux- zu denen nach
High-Flux-Dialyse bzw. beim Vergleich der Proben von Dialysepatienten zu
Kontrollprobanden Proteine angereichert vorliegen, die Urdmietoxine repriasentieren konnen.
Diese konnten danach als Marker flir die Dialyseeffektivitdit und zum Monitoring des

Krankheitsverlaufs dienen.
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4 Methodik

4.1 Gerite, Materialien und Chemikalien

4.1.1 Gerite

GroBenausschlusschromatographie (SEC):
Hiload™ 16/60 Superdex ™ 200 prep grade, Code No. 17-1069-01
FPLC-Anlage v. Pharmacia FPLC-System, Seriennummer FPLC 537
online-UV-Messung: SPD-10 A v. Shimadzu
Spektrometrie:
Spectramax Plus 384 v. Molecular Devices
Fluoreszenzspektrometrie:
Spectramax Gemini v. Molecular Devices
Waagen:
MC 1 Laboratory LC 620 P v. Sartorius
MC 1 Analytic AC 210 S v. Sartorius
Thermoblock:
TB1 Thermoblock v. Biometra®
MALDI-MS:
Voyager-DE RP v. Applied Biosystems
ESI-MS:
Spektrometer: API QSTAR PULSAR 1 (PE SCIEX)
v. Applied Biosystems
HPLC-Anlage: Famous by LC Packings
UltiMate by LC Packings
Dosierer:

CyBi™-Well v. CyBio
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4.1.2 Materialien

Fraktionierung SEC:

96er deep-well-Platten Volumen 1,1 ml v. Brand; Bestellnummer: 701350
Fluoreszenzmessung:

FIA-Platten 96-well schwarz v. greiner bio-one; Bestellnummer: 655076
Spektrometrische Messungen:

UV-Star Platte 96-well v. greiner bio-one; Bestellnummer: 655801
Sonstige Platten:

twin.tec PCR Plate 96 skirted V = 150 ul v. Eppendorf; Bestellnummer: 0030 128.648
Pipettenspitzen; Tubes:

v. BRAND, Eppendorf oder Sarstedt
Abdeckfolie, durchsichtig:

v. Neschen
Aluabdeckfolie:

Silverseal v. Greiner bio-one

hauseigene Dialyseplatten und Probenplatten fiir MALDI-MS

4.1.3 Chemikalien

deionisiertes Wasser (Reinheitsstufe 2)

Natriumchlorid v. CarlRoth GmbH&Co (Purity > 99,5 % p.a.)
Tris(hydroxymethyl)-aminomethan v. Merck (Purity 99,8 %)
Acetonitril v. Merck (Purity > 99,9 %)

1-Propanol v. Roth (Purity > 99,5 %)

Guanidinhydrochlorid v. Fluka (M=95,53 g/mol, Purity > 99,5 %)
Dithiothreitol (DTT) v. SERVA (Purity mind. 99 %)

Jodacetamid v. SERVA (Purity mind. 99 %)
Ammoniumhydrogencarbonat v. Roth (Purity > 98 %)
Trifluoressigsdure 25 %ige v. Merck

Trypsin (from bovine pancreas) v. SIGMA (salt-free, TPCK treated, activity: > 10.000 BAEE
units/mg)

Ferritin v. Pharmacia (Purity 89 %)

Catalase v. Pharmacia (Purity 96 %)
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Ribonuclease A (from bovine pancreas) v. Serva (Purity ca. 70 %)

Thyroglobulin (porcine) v. Serva (Purity 91 %)

Alpha-Chymotrypsin (from bovine pancreas) v. Serva (activity: ca. 1000 USP units/mg)
Bovines Serumalbumin (fatty acid-free) v. Serva (Purity mind. 98 %)

Calibration Mixture 2 v. Applied Biosystems

4.2 Probennahme

Die von uns untersuchten Serumproben stammen von Patienten des KfH-Nierenzentrums am
Engelplatz 8 in Jena, sowie von freiwilligen gesunden Probanden als Vergleichsgruppe. Alle
an der Studie teilnehmenden Personen wurden iiber den Inhalt der Studie, sowie die Risiken
der Blutentnahme aufgeklirt und gaben ihr schriftliches Einverstdndnis. Die Studie und die
damit verbundenen Blutentnahmen wurden von der oOrtlichen Ethikkommission gebilligt
(Bearbeitungsnummer: 1676-11/05). Das Kollektiv der Dialysepatienten besteht aus zwei
Gruppen: die erste Gruppe mit n=9 wurde zuerst mit einer Low-Flux-Dialyse therapiert (6
méinnlich, 3 weiblich; Alter 62,7 £ 9,4 Jahre), die zweite Gruppe mit n=7 erhielt als erste
Therapie eine High-Flux-Dialyse (5 ménnlich, 2 weiblich; Alter 59,4 + 19 Jahre). Die
Vergleichsgruppe umfasste 10 gesunde Probanden mit einer Altersspanne von 54 bis 82
Jahren (3 ménnlich, 5 weiblich, Durchschnitt 63,6 + 10,2 Jahre).

Bei allen Studienteilnehmern erfolgte sowohl eine Serum- als auch eine EDTA-Plasma-
Abnahme mit Hilfe des Vacutainer-Entnahmesystems. Bei den Dialysepatienten erfolgte eine
Blutentnahme vor und nach der Dialyse, wobei die Patienten vor der Dialyse niichtern waren
und wahrend der Behandlung alen. Die Blutentnahme bei den gesunden Probanden erfolgte
stets niichtern. Nach Ablauf der Gerinnung (30 min, 20°C) wurden die Proben mit 1400 g fiir
10 min bei 4°C zentrifugiert und die Uberstinde in 1,5 ml Eppendorf-Tubes portioniert und
bei -80°C gelagert.

Um die interindividuellen Unterschiede im Serumproteom zwischen den Dialysepatienten
beriicksichtigen zu konnen, wurde jeder Patient mit beiden, der zu vergleichenden
Dialysemethoden in einem Cross-over-Verfahren therapiert. Die erste Blutentnahme erfolgte
am Anfang der Studie als jeder Patient entsprechend seiner Gruppe schon ldnger (mind. 10
Wochen) mit der LF- oder HF-Dialyse therapiert wurde. AnschlieBend wurde die Therapie
der Dialysepatienten auf die entsprechend andere Dialysemethode umgestellt und nach 10

Wochen wurden zum zweiten Mal Blutproben entnommen (siehe auch Abb. 5).
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Die Patienten wurden entweder mit einer Low-Flux-Polysulfonsduremembran (F6 HPS,
Polysulfon®, Oberfliche 1,3 m?, Fresenius Medical Care, Germany) oder einer High-Flux-
Polysulfonsduremembran (FX 60, Helixone®, Oberflache 1,4 mz, Fresenius Medical Care,
Germany) nach dem beschriebenen Schema dialysiert. Die Dialysetherapie erfolgte 3mal pro
Woche fiir 4 bis 5,5 Stunden mit einer Blutdurchflussrate von 250 - 300 ml/min und einer

Dialysatflussrate von 500 ml/min.

Gruppe 1 (n=9) Gruppe 2 (n=7)

l l

Low-Flux-Dialyse (LF) Februar 2006 High-Flux-Dialyse (HF)

— Probennahme: LF Grl — Probennahme: HF Gr2

10 Wochen
Umstellung auf
andere Dialyseart

High-Flux-Dialyse (HF) April 2006 Low-Flux-Dialyse (LF)

— Probennahme: HF Grl — Probennahme: LF Gr2

Abb. 5: Ubersicht Patienten, Probenabnahmen und Dialysemethode
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4.3 Analyse der Serumproben

Zur Fraktionierung der Serumproben wurde ein nichtdenaturierendes chromatographisches
Verfahren (Baum et al. 2008) eingesetzt. Die Trennschritte werden als Dimensionen
bezeichnet und umfassen hier eine GroBenausschlusschromatographie und eine
Ionenaustauschchromatographie. AnschlieBend wurden die Fraktionen so weiterbehandelt,

dass die MALDI- und ESI-Massenspektrometrie zu Proteinidentifikation erfolgen konnte.

1. Dimension: GroBenausschlusschromatographie

— multispektrale Photo- und Fluorometrie
— Peptide-Mass-Fingerprint mit MALDI-MS

Fraktionenpools

2. Dimension: Ionenaustauschchromatographie

— multispektrale Photometrie
— Proteinidentifikation mit MALDI- und ESI-MS

Abb. 6: Ubersicht zwei-dimensionale Probenauftrennung mit anschlieBenden
Analysemethoden

4.3.1 1. Dimension: Groflenausschlusschromatographie

Im ersten gelchromatographischen Schritt wurden die Proben mit Hilfe einer Superdex-Séule
getrennt. Hierfiir wurden jeweils 1080 pl Serum 10:11 mit 10 mM Tris/HCI, 150 mM NaCl-
Puffer (pH 7.,4) verdiinnt. Es folgte eine Zentrifugation mit 8000 g fiir 10 min. 1 ml des klaren
Uberstandes wurde auf die Sdule, welche mit 10 mM Tris/HCI, 150 mM NaCl, pH 7.4
dquilibriert wurde, aufgetragen. Die sich nun anschlieBende Chromatographie hatte eine
Laufzeit von 140 min und eine Flussrate von 1 ml/min. Ab der Minute 37 erfolgte eine
Fraktionierung zu je 1 ml in eisgekiihlten 96-deep-well-Platten. Im Anschluss an diese
Trennung wurde die Absorption dieser Fraktionen bei 205, 215, 280, 340, 460 und 700 nm in
UV Star-Platten gemessen. Bei1 205/215 nm wird die Absorbanz der Peptidbindungen, bei 280
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nm die der Aromate, bei 340 nm die der AGE-Proteine und bei 460 nm die Absorbanz von
Bilirubin gemessen. Die Absorbanz bei 700 nm dient als Blindwert. Aullerdem erfolgten
Fluoreszenzmessungen in den jeweiligen Fraktionen. Bei den Messungen mit einer Exzitation
von 295 nm und der Emission von 330 nm wird die Tryptophanfluoreszenz bestimmt. Diese
ist eine weitere Mdoglichkeit auf Proteinkonzentrationsunterschiede zwischen verschiedenen
Proben zu schlieBen. Die Messung der AGE-Fluoreszenz, welche ebenfalls eine Aussage iiber
die Zusammensetzung der Proben ermoglicht, erfolgt mit der Exzitation von 360 nm und der

Emission von 445 nm.

Mit Hilfe einer Verdiinnungsreihe (1:10, 1:20, 1:50 und 1:100) der Serumproben und einer
anschlieBenden Absorbanzmessung bei den Wellenlidngen 205, 215, 280 und 700 nm wurden
die Proteinkonzentrationen anhand von BSA-Eichkurven bestimmt (Kreusch et al. 2003).

Bis zu weiteren Analysen wurden die 96 Fraktionen der aufgetrennten Proben zu je 200 pl

portioniert und bei -80°C gelagert.

4.3.1.1 Kalibrierung und Lagerung der Superdex-Siule

Zur Kalibrierung der Superdex-Sdule werden 2 Proteingemische aus Standardproteinen mit
bekanntem Molekulargewicht verwendet. Der Proteinmix 1 besteht aus jeweils 3 mg Ferritin
(MG = 440 kDa), Catalase (MG = 232 kDa) und Ribonuclease A (MG = 13,7 kDa). Der
Proteinmix 2 besteht aus 3 mg Thyroglobulin (MG = 669 kDa), 4 mg Bovines Serumalbumin
(MG = 67 kDa) und 2 mg Alpha-Chymotrypsin (MG = 25 kDa). Die Standardproteine werden
mit jeweils 0,5 ml 10 mM Tris/HCI, 150 mM NaCl-Puffer (pH 7,4) verdiinnt und nach
vollstaindigem Losen zu gleichen Teilen (je 400 pl) zu den Proteinmixen 1 und 2 gemischt. Es
folgt eine Zentrifugation fiir 10 min mit 10.000 rpm. Die sich nun anschlieBende
Chromatographie der beiden Proteingemische erfolgte identisch zu denen der Serumproben
(s. 0.).

Mit Hilfe der Elutionsvolumina der Standardproteine wird mit Microsoft-Excel® eine
Eichgerade erstellt und die Reproduzierbarkeit der Superdex-Séule beurteilt.

Zur Konservierung wird die Sdule mit einem mit NaN3 (0,02 %) versetzten Puffer dquilibriert.
Nach mehreren Trennungen wird die Sdule mit 1 molarer Natronlauge und 30 % Isopropanol,
jeweils eine Laufzeit von 140 min und einer Flussrate von 1 ml pro Minute, gereinigt und

anschlieBend mit 10 mM Tris/HCI, 150 mM NaCl, pH 7,4 dquilibriert.
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4.3.2 2. Dimension: lonenaustauschchromatographie

Der Trennung der Proteine nach ihrer Grofle im ersten Schritt folgt nun die Trennung nach
der Ladung. Diese zweite Chromatographie dient der weiteren Verringerung der Komplexitét
der Proteingemische in den Fraktionen. Diese lonenaustauschchromatographie wird mit
Polypropylenkartuschen, welche mit DEAE- Cellulose gefiillt sind, durchgefiihrt. 96 solcher
Kartuschen werden mit einem Adapter zu einem Block zusammengefasst; so kdnnen nun 96
Proben parallel aufgetrennt werden. Der Ablauf der 2. Dimension kann in drei Schritte
unterteilt werden:

(1) Vorbereitung der Kartuschen: Aquilibrierung mit 10 mM Tris/HCI, pH 7,4, 25 mM
NaCl.

(2) Vorbereitung der Proben (1D-Fraktionen): Zwei Aliquots von 180 pl aller 96 1D-
Fraktionen werden in zwei Dialyseplatten (Zitat Patent s.u.) tiberfiihrt und 2 Stunden
gegen 10 mM Tris/HCL, pH 7,4, 25 mM NaCl dialysiert, wobei nach der ersten Stunde
der Puffer erneuert wird. Vor und nach der Dialyse erfolgt eine photometrische
Messung, wie unter 4.3.1 beschrieben, zur Bilanzierung des Dialyseschrittes.

(3) Die 2D-Trennung erfolgt nun teilautomatisiert mittels Analyseplattform der Firma
CyBio. Sie umfasst die Probenaufgabe von 3 mal 95 pl der dialysierten 1D-Fraktionen
und die in der folgenden Tabelle aufgefiihrten Elutionsschritte.

Elutionsschritte Puffer pH
3x95ul Probenaufgabe -
4x95ul 10 mM Tris ,25 mM NaCl 7,4
4x95ul 10 mM Tris, 75 mM NaCl 7,4
4x95 ul 10 mM Tris, 125 mM NaCl 7,4
4x95ul 10 mM Tris, 125 mM NaCl 7,2
4x95ul 10 mM Tris, 175 mM NacCl 7,2
4x95ul 10 mM Tris, 225 mM NaCl 7,2
4x95ul 10 mM Tris, 500 mM NaCl 7,2
Tab. 2: Elutionsschritte der lonenaustauschchromatographie mit entsprechenden Puffer und
pH-Wert
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Die 2D-Fraktionen werden in 384-well UV-Star Platten aufgefangen, bei den Wellenldngen
205, 215, 280, 340, 460 und 700 nm gemessen und bei -80°C bis zur weiteren Analyse
gelagert.

Mit Hilfe einer Kalibrierung mit BSA, werden die Proteinkonzentrationen der erhaltenen
3360 Fraktionen bestimmt. Diese Konzentrationen werden mit der
Proteinanfangskonzentration normiert, um Proben mit unterschiedlichem Proteingehalt
miteinander vergleichen zu konnen. Es folgt nun die farbcodierte Darstellung der normierten

Proteinkonzentration der Fraktionen mit Microsoft Excel®.

Patent: Horn A. et.al., Patent application: DE 10160975.2, WO 03/049841A1, GB 0415432.4

4.3.3 Tryptischer Verdau

Der tryptische Verdau erfolgt in mehreren Schritten (Horn et al. 20006).

(1) Als erstes wird eine Denaturierung der Proteine mit 8 M Guanidinhydrochlorid
durchgefiihrt. 60 pl der Fraktionen werden nach Zugabe von 20 pl
Guanidinhydrochlorid (Endkonzentration im Ansatz 2 M) bei 90°C fiir 20 Minuten
inkubiert und dann auf ca. 4°C heruntergekiihlt.

(2) Es folgt die Reduktion der Disulfidbriicken mit Dithiothreitol (Endkonzentration im
Ansatz 10 mM). Dieser Vorgang benétigt bei 37°C eine Stunde.

(3) Die Thiolgruppen werden nun mit Jodacetamid (Endkonzentration 50 mM) fiir 30 min
bei Raumtemperatur im Dunkeln modifiziert.

(4) Im néchsten Schritt werden die Reste zugegebener Reagenzien mittels einer Dialyse
entfernt. Dafir wird fir 2,5 Stunden gegen eine 20 mM Ammonium-
hydrogencarbonat-Losung dialysiert. Die Dialyselosung wird nach der ersten Stunde
erneuert.

(5) Nun wird Trypsin (im Verhiltnis von wenigstens 1:40 zu der Proteinkonzentration in
der Fraktion) zugegeben.

(6) Durch Zugabe von ca. 4 ul 280 mM Ameisensiure (Uberpriifung des pH-Umschlags
in den sauren Bereich) wird der tryptische Verdau nach 16 Stunden bei

Raumtemperatur beendet.
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Die Proteine der Fraktionen liegen nun in ihren Peptidbruchstiicken zur weiteren Analyse vor.

Gegebenenfalls werden die Proben zur Aufbewahrung bei -80°C eingefroren.

Ab Fraktion 102 wurde fliir massenspektrometrische Analysen kein tryptischer Verdau
durchgefiihrt, da ab dieser Fraktion bereits die natiirlich vorkommende Peptide mit einem

ausreichend kleinen Molekulargewicht vorliegen.

4.3.4 Matrix-Assisted-Laser-Desorbtion-lonisation-Massenspektrometrie
(MALDI-MS)

Die Massenspektrometrie wurde mit einem Voyager-DE RP-Gerdt der Firma Applied
Biosystems durchgefiihrt. Dieses ist mit einem Nitrogen-Laser der Wellenldnge A = 337 nm
ausgestattet. Die Analysen wurden mit einer Beschleunigungsspannung von 20 kV, 68 %
Gitterspannung und eine Verzogerungszeit von 185 ns im Reflectron-Modus durchgefiihrt.
Als Ionisationsmatrix wurde a-Cyanohydroxyzimtsdure verwendet, wobei 10 mg der
Matrixsubstanz in 1 ml aus gleichen Teilen aus n-Propanol, Acetonitril und Wasser sowohl
0,1 % TFA bestehend, gelost wurden. Es wurden jeweils 10 pl der Matrixlosung mit 10 pl der
Probe gemischt. Von diesem Proben-Matrix-Gemisch wurden jeweils 2 mal 4 pl auf eine
Probenplatte getropft und bei Raumtemperatur getrocknet. Zur quantitativen Auswertung
wurde der Matrixlosung das Peptid AAGIFQFPRV-NH, (Jena BioScience GmbH; im
Folgenden als Eichpeptid bezeichnet) als interner Standard mit einer Endkonzentration von
0,3 uM zugesetzt.

Die Kalibrierung des Massenspektrometers erfolgte mit Hilfe eines Peptide-Mass-Standards-
Kits von Applied Biosystems. Die Massentoleranz betrigt bei 3000 Da etwa + 0,5 Da.

Die Laserintensitit fiir die Peptidanalysen lag zwischen 1500 - 2000. Es wurde ein
Massenbereich von 800 bis 6000 Da erfasst. Jedes Spektrum entsteht aus 64 single-shot-
Spektren; aus jeweils 5 Spektren wurde ein Ergebnisspektrum fiir jede Fraktion gemittelt.

Die verwendete Software Voyager Control Panel, erstellt pro Spektrum eine Massenliste, bei
der jede gefundene Masse mit einer Indexnummer, der Peakhohe, der relativen Intensitdt, und
der ,,Area-under-the-curve® versehen ist. Diese Massenlisten (Peptide-Mass-Fingerprints)

werden flir die weitere Auswertung verwendet.
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4.3.5 Computerprogramm fiir die Analyse der Peptide-Mass-Fingerprints

Das im Folgenden beschriebene Computerprogramm wurde von Herrn Thomas Rieger,
Mitarbeiter des Instituts fir medizinische Statistik, Informatik und Dokumentation der FSU
Jena, fiir Microsoft Access® in Zusammenarbeit mit unserer Arbeitsgruppe programmiert. In
dem Programm konnen verschiedene Massenlisten miteinander verglichen werden. Man kann
beliebig viele Listen als Mess- bzw. Vergleichsdateien zusammenfassen.

Die Analyse der Daten erfolgt schrittweise:

(1) Festlegung Qualitdtsparameter:

a) Als erstes wird die Massetoleranz, mit der zwei Massen als gleich angesehen
werden, angegeben. Dies ist entweder als Absolutwert (in Dalton) oder als ein
dynamischer von der Grofle der Masse abhdngiger Wert (z. B. parts per million
(ppm)) moglich.

b) Signal-Rausch-Grenze: Diese kann wiederum als absoluter Wert der Intensitét der
Massepeaks festgesetzt werden, oder man bestimmt einen Prozentwert der
hochsten Intensitéten.

(2) Da die Massenspektren auch Daten von irrelevanten Bestandteilen, wie Matrix und
Zusitzen, wie Trypsin-Peptiden enthalten, werden die zugehorigen Signale eliminiert.

(3) Danach erfolgt der Vergleich der Massenpeaklisten.

(4) Die Ergebnissdatei liegt im Excel-Format vor und umfasst die Historie mit den Namen
der verglichenen Dateien, die Werte der Ausgangsdateien, eine Tabelle mit den
ibereinstimmenden Massen des Vergleichs und Tabellen mit den nicht
ibereinstimmenden Massen, also den Unterschieden zwischen den eingelesenen
Massenlisten.

(5) Des Weiteren kann man auch diese Ergebnissdateien untereinander vergleichen.

Fir unsere Auswertung wurde eine Massetoleranz von 500 ppm gewdhlt. Da die 1D-
Fraktionen noch sehr komplex sind, wurde als Rauschgrenze die oberen 20 % (also 80-100%)

der hochsten relativen Intensitdten festgelegt.
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4.3.6 Liquid-Chromatography-Electro-Spray-lonisation-Massenspektrometrie
(LC-ESI-MS/MS)

7,5 wul der tryptisch verdauten Fraktionen wurde mit 7,5 pul 5 % ACN und 0,04 %
Ameisensdure in AquaDest gemischt. 1 pl dieser Mischung wurde auf die RP-HPLC welche
mit einem Ultimate System (beide Dionex, Idstein, Germany) und einem FAMOS
Fraktionssammler (Dionex, Idstein, Germany) ausgestattet ist, aufgetragen. Die HPLC-
Trennung wurde auf einer PepMap Séule (75 um x 15 cm, C18, 3 um beads) mit einer
Flussrate von 150 nL/min durchgefiihrt. Es wurde ein bindrer Gradient mit den Eluenten A
(5 % ACN und 0,04 % Ameisensdure) und B (80 % ACN, 0,04 % Ameisensdure in
AquaDest) gewihlt. Das Elutionsschema ist in der Tab. 3 angegeben.

Zeit Anteil von Eluent B in Eluent A
0 -5 min 5%
5 - 50 min 5-60%
50 - 55 min 60 -95%
55 - 90 min 5%

Tab.3: Elutionschema der HPLC-Trennung

Uber eine Nanospraynadel wurden die iiber die HPLC weiter aufgetrennten Peptide der
Fraktionen in das Quadrupole-TOF MS/MS-Massenspektrometer eingebracht. Jede
Datenaufnahme bestand aus einem MS-TOF-Scan der Peptide mit m/z von 400 - 1500 Da fiir
1,5 Sekunden und einem Scan der Peptide mit m/z von 50 - 2000 Da fiir 1,5 Sekunden. Der
MS-TOF-Scan wurde im informationsabhéngigen Modus durchgefiihrt und wahlt die m/z der
3 Peaks mit der hochsten Intensitit mit einer Ladung > 2 aus. Fiir jeden MS/MS-Scan
(Product Ion Mode) wurden diese Peptid-Peaks einer Kollisionsfragmentation mit steigender
Beschleunigungsspannung nach einer softwareinternen Berechnung iiber einen Zeitraum von
1,5 s unterzogen. Das MS/TOF wurde mit Caesium (132,905 Da) und dem Igor Peptid
(829,593 Da) kalibriert. Bei m/z 829,593 war die Massegenauigkeit ca. 30 ppm. Die
gewonnen Daten wurden mit den Eintrdgen von 7500 bekannten Aminosdurenketten in der

Swiss-Prot-Datenbank (Stand 25.01.2006) verglichen.
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4.3.7 Quantitative Analyse der gefundenen Serumproteine

Nach der Analyse der Serumproben mit dem MALDI- und dem ESI-MS kann nun eine
quantitative Analyse der im ESI-MS identifizierten Proteine erfolgen. Dafiir existiert eine
hauseigene Software und Datenbank, die die normierten Hohensummen aller, in der Fraktion
mittels Sequence-Tags identifizierten Proteine, zuzurechnenden MALDI-Massepeaks
ermittelt. Die normierten Hohensummen korrelieren mit der Proteinkonzentration (Bublitz et
al. 2006). Die normierten Hohensummen werden als Mittelwert von Vierfachbestimmungen
verwendet und erlauben so quantitative Aussagen zum Konzentrationsverhiltnis des
entsprechenden Proteins in zu vergleichenden homologen Fraktionen verschiedener

Probanden bzw. Patienten.
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5 Ergebnisse

5.1 1. Dimension: Groflenausschlusschromatographie

5.1.1 Ergebnisse der UV-Absorbanzmessungen

Wie 1m Methodenteil beschrieben, wurde zuerst eine native GroéBenausschluss-
chromatographie durchgefiihrt, um die Serumproteine der Grole nach in 96 Fraktionen
aufzutrennen und so erste Informationen iiber grobe Unterschiede im Proteinmuster zu
erhalten.

Vorversuche habe gezeigt, dass die Chromatogramme nach ldngeren Standzeiten der SEC-
Saule, die im Untersuchungsgang zu erwarten sind, nicht ausreichend reproduzierbar sind.
Um die Patientenproben mit groBtmoglicher Reproduzierbarkeit vergleichen zu konnen,
wurden alle Proben zeitlich gestrafft (Zeitraum von 2 Wochen) und direkt zu vergleichende
Proben unmittelbar aufeinander folgend analysiert.

In Abb. 7 sind die dabei erhaltenen Mittelwerte der UV-Absorbanzen bei 280 nm der
Serumproben der Gruppe 1 beispielhaft dargestellt.
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Abb. 7: Mittelwerte der UV-Absorbanzen bei 280 nm der LF- und HF-Proben der 1D-Trennungen der Gruppe 1
mit der jeweiligen einfachen Standardabweichung
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Anhand dieser Abbildung kann man erkennen, dass sich die Proteinmuster der LF- als auch
die HF-Proben weitgehend gleichen. Die minimalen Unterschiede, die zwischen den

Mittelwerten zu sehen sind, werden durch die einfache Standardabweichung tiberdeckt.

Die Mittelwerte der Gruppe 2 (Abb. 8) verhalten sich analog zu denen der Gruppe 1.
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Abb. 8: Mittelwerte der UV-Absorbanzen bei 280 nm der LF- und HF-Proben der 1D-Trennungen der Gruppe 2

Daraus leitet sich ab, dass anhand nativer 1D-Trennung keine signifikanten Anderungen im

Serumproteinmuster durch die Umstellung der Therapiemethode nachweisbar sind.

Da jedoch die individuellen Schwankungen sehr hoch sind und dadurch kleinere
Verdnderungen durch Mittelung u. U. entfallen konnen, wurden die Chromatogramme aller
Patienten noch einmal einzeln analysiert. Dabei konnten hauptsédchlich in vier verschiedenen
Bereichen bei cinzelnen Patienten Unterschiede zwischen den HF- und LF-Proben,
unabhdngig der Gruppenzugehdrigkeit, gefunden werden. Dazu wurde typische Bereiche, wie
der hochmolekulare Bereich, der hochmolekulare Lipoproteine enthilt (A, Fraktion 37 - 45,
MG: ca. 20337 - 7853 kDa), der Bereich mit einem groflen Anteil an Immunglobulinen (B,
Fraktion 70 - 80, MG: ca. 402 - 122 kDa), der Bereich des Hauptpeaks (iiberwiegend
Albumin) (C, Fraktion 80 - 90, MG: ca. 122 - 37 kDa) und der niedermolekulare Bereich (D,
Fraktion 102 - 125, MG: 9 - 0,6 kDa) untersucht.
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Bereich A

o bet 2 von 15 Patienten (13 %) ist die UV-Absorbanz bei 280 nm nach LF im
hochmolekularen Bereich hoher als bei HF

o bei 6 von 15 Patienten (40 %) ist die UV-Absorbanz bei 280 nm nach LF im
hochmolekularen Bereich niedriger als bei HF

o bei den restlichen Patienten gibt es in diesem Bereich keine Unterschiede
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Abb. 9: Beispiel fiir eine Erhéhung der Proteinkonzentration bei
der HF-Probe im hochmolekularen Bereich (Bereich A), Absorbanz
bei 280 nm der 1D-Fraktionen der Serumproben des Pat. 25

Bereich B

o bei 9 von 15 Patienten (60 %) ist die UV-Absorbanz bei 280 nm bei LF im Bereich der
Immunglobuline hoher als bei HF
o bei 3 von 15 Patienten (20 %) ist die UV-Absorbanz bei 280 nm bei LF im Bereich der

Immunglobuline niedriger als bei HF

1 |
o |
A\

| k

\\ A
J A

35 45 55 65 75 85 95 105 115 125 135

Elutionsvolumen in m|

‘ —IF HF ‘

Abb. 10: Beispiel fiir eine Erhdhung der Proteinkonzentration bei der
LF-Probe im Bereich mit hauptsédchlich Immunglobulinen (Bereich B),
Absorbanz bei 280 nm der 1D-Fraktionen der Serumproben des Pat. 8
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Bereich C

o bei 7 von 15 Patienten (47 %) ist die UV-Absorbanz bei 280 nm bei LF im Hauptpeak
hoher als be1t HF

o bei 3 von 15 Patienten (20 %) ist die UV-Absorbanz bei 280 nm bei LF im Hauptpeak
niedriger als bei HF
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Abb. 11: Beispiel fiir eine Erhdhung der Proteinkonzentration bei der
LF-Probe im Bereich mit des Hauptpeaks (Bereich C) bei 280 nm der
1D-Fraktionen der Serumproben des Pat. 22

Bereich D

o bei 7 von 15 Patienten (47 %) ist die UV-Absorbanz bei 280 nm bei LF im
niedermolekularen Bereich hoher als bei HF

o bei 3 von 15 Patienten (20 %) ist die UV-Absorbanz bei 280 nm bei LF im

niedermolekularen Bereich niedriger als beit HF
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Abb. 12: Beispiel fiir eine Erhdhung der Proteinkonzentration bei der
LF-Probe im niedermolekularen Bereich (Bereich D) , Absorbanz bei
280 nm der 1D-Fraktionen der Serumproben des Pat. 11
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Abb. 13: Prozentanteil der Patientenproben mit einer Erhdhung der UV-
Absorbanz bei 280 nm in verschiedenen Fraktionsbereichen abhéngig von
der Dialysemethode

Im Unterschied zum Vergleich der Mittelwerte ist aus diesen individuellen Vergleichen
erkennbar, dass die Proben nach LF-Dialyse im Molekulargewichtsbereich kleiner ca. 400

kDa tiberwiegend hohere Proteinkonzentrationen enthalten als nach HF-Dialyse (Abb. 13).
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Diese Konzentrationsunterschiede sollten an den Mittelwertsvergleichen ebenfalls sichtbar
werden. Deshalb wurde die normierte Differenz der Gruppenmittelwerte der Absorbanzen
errechnet. Dazu wurden die Absorbanzdifferenzen durch Division durch den gemeinsamen
Mittelwert der Absorbanzen der gleichen Fraktion normiert: (MWrr - MWyg) / MW.

Bei beiden Patientengruppen kann so ein Unterschied der Mittelwerte im Bereich der
Elutionsvolumina von 91 - 96 ml und 102 - 116 ml erkannt werden. In diesem
Hauptpeakbereich sind Proteine mit den Massen von 39 bis 19 kDa zu finden und im
niedermolekularen Bereich treten Proteine von 9 bis 1,5 kDa auf (siche Abb. 14). Dieser
niedermolekulare Bereich ist bereits bei der Analyse der individuellen Chromatogramme der
einzelnen Patienten mit einer iiberwiegend hohere Proteinkonzentrationen in der LF-Probe
aufgefallen (Bereich D, s.0.)

Beispielhaft wird hier das Diagramm der Mittelwerte und der normierten Differenz von

Gruppe 2 gezeigt; Gruppe 1 verhélt sich dhnlich.
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ADbb. 14: linke Ordinate: Mittelwerte der UV-Absorbanzen bei 280 nm der LF- und HF-Fraktionen der Gruppe 2;
rechte Ordinate: normierte Differenz der Mittelwerte

28



5.1.2 Ergebnisse der Fluoreszenzmessungen

Eine zweite Methode der photometrischen Analyse ist die Messung der Fluoreszenz der
Serumfraktionen unter Bedingungen bei denen AGE-Addukte fluoreszieren. Hierbei wurden
Proben von Dialysepatienten auch mit denen der gesunden Kontrollgruppe verglichen. In
einigen Fraktionen, insbesondere im Bereich von Albumin, ist eine deutlich erhdhte
Fluoreszenz bei der Patientengruppe zuerkennen (siche Abb. 15). Dies spiegelt die
bekanntermafen hohere Konzentration von AGE-Proteinen bei Dialysepatienten im Vergleich
mit gesunden Probanden wider. Ein nahezu identisches Bild finden wir sowohl in der Gruppe

1 (siche Abb. 15), als auch bei der Gruppe 2.
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Abb. 15: Mittelwerte und Standardabweichungen der Fluoreszenzintensititen bei 445 nm (ex 360 nm) nach der
GroBenausschlusschromatographie der Proben der Gruppe 1 im Vergleich zu den gesunden Probanden

Obwohl die Streuung relativ grof3 ist, ist der Unterschied zwischen den Dialysepatienten und
den gesunden Probanden im Bereich des Hauptpeaks deutlich grofer als die einfache
Standardabweichung. Beim Vergleich der Fluoreszenz zwischen den Proben aus beiden
Dialysemethoden konnten jedoch, wie beim Vergleich der UV-Absorbanz, keine

signifikanten Unterschiede gefunden werden (Abb. 16).
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Abb. 16: Mittelwerte der Fluoreszenzintensitdten bei 360/445 nm nach der GroBenausschlusschromatographie
der Gruppe 1, Mittelwerte der Fluoreszenzintensitdten der LF- und HF-Proben

5.1.3 Peptide-Mass-Fingerprint

Die globalen Proteinmuster nach GréBenfraktionierung des Serums, die mittels Absorbanz-
und Fluoreszenzmessung erhalten wurden, haben keine wesentlichen Unterschiede fiir LF-
und HF-behandelte Patienten erbracht. Beiden Detektionsverfahren miissen methodisch
bedingt jedoch gegenldufige Konzentrationsverdnderungen innerhalb einzelner Fraktionen
entgehen. Deshalb soll nun nach Unterschieden in der Proteinzusammensetzung mittels
Peptide-Mass-Fingerprint gesucht werden.

Aus Kapazititsgriinden konnte dabei jedoch nicht fiir alle 96 Fraktionen aller 15 Patienten
und 10 Kontrollprobanden ein Peptide-Mass-Fingerprint erstellt und untersucht werden. Es
wurden daher Pools gebildet und diese untersucht. Die 96 1D-Fraktionen aller 9 Proben der
Gruppe 1 aus der Abnahme a (Poolsatz Grl LF) und b (Poolsatz Grl HF) und aller 6 Proben
der Gruppe 2 aus der Abnahme a (Poolsatz Gr2 HF) und b (Poolsatz Gr2 LF) wurden zu
Poolsdtzen, jeweils aus 96 gepoolten homologen Fraktionen bestehend, zusammengefasst.
Ebenso wurden die 1D-Fraktionen der gesunden Probanden (n=10) gepoolt (Poolsatz
GesPro). Da nach GroBentrennung chromatographisch verteilte Proteine vorliegen, sollte es
auBBerdem geniigen, nur jede zweite Fraktion zu analysieren. Es waren somit 240 Fraktionen
zu untersuchen. Diese Fraktionen wurden tryptisch verdaut und auf eine

Maximalproteinkonzentration von ca. 2 pmol/l mit 20 mM Ammoniumhydrogencarbonat
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verdiinnt und nach Zusatz des Eichpeptids in Doppelbestimmungen die Peptidmassen und
normierten Peakhohen (Intensitdten) mittels MALDI-MS bestimmt (Bublitz et al. 2006). Ab
Fraktion 102 wurden die zu erwartenden niedermolekularen Peptide ohne Trypsinverdau
massenspektrometrisch analysiert.

Aus den Massenlisten, der so analysierten Fraktionen, wurden mit Hilfe des Rieger-
Programms zunéchst diejenigen Peptidmassen herausgesucht, die in homologen Fraktionen
der zu vergleichenden Proben iibereinstimmend gefunden wurden. So entstanden pro
untersuchte 1D Fraktion 3 Listen mit ibereinstimmend gefundenen Peptidmassen der
entsprechenden Vergleiche (LF vs HF, LF vs Gesund, HF vs Gesund). Dies wurde fiir beide
Patientengruppen durchgefiihrt. Diese Listen enthielten jeweils bis zu 308 {ibereinstimmende
Peptidmassen.

Um Konzentrationsunterschiede von den zugrunde liegenden gemeinsamen Peptiden
feststellen zu konnen, wurden ihre Peakintensitdten mit Hilfe der Peakhohe des Eichpeptids
durch Quotientenbildung normiert. Dabei wurden auch unterschiedliche Verdiinnungsfaktoren
beriicksichtigt. Aus den so erhaltenen normierten Intensitdten (NI) der Peptide der jeweils zu
vergleichenden Fraktionen wurde die Differenz gebildet (NIgr - NIp ). So entstanden 288
Differenzbilder, die die Konzentrationsunterschiede einzelner Massepeaks zwischen den
einzelnen Proben widerspiegeln. In Abb. 17 ist das Differenzbild der Fraktion 57 der Gruppe
2 beispielhaft dargestellt. Es zeigt die Differenz der normierten Intensititen und somit die

Konzentrationsunterschiede von den gefundenen 27 Peptiden in dieser Fraktion.
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Abb. 17: Vergleich HF vs LF Gr2: Unterschiede der NI in Fraktion 57 libereinstimmend
gefundenen Peptidmassen anhand der Differenz NIyp-NI ¢
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Da die Differenzen insgesamt sehr klein sind, wurden nun nur noch die Peptide mit dem
grofliten Konzentrationsunterschied (95 - 100 % der maximalen Differenzen) in den
verglichenen Fraktionen auch hinsichtlich ihres Verhaltens in aufeinander folgenden
Fraktionen analysiert. So wurden in der Gruppe 1 76 und in der Gruppe 2 63 Peptidmassen
untersucht. Dabei konnten in der Gruppe 1 16 Peptidmassen und in der Gruppe 2 15
Peptidmassen gefunden werden, die liber > 3 Fraktionen auftraten. Von diesen sind 9 in
beiden Gruppen vertreten. Beispiele dazu sind in Tab. 4 aufgezeigt. Nach der Auswertung
aller NI gleicher Peptidmassen in den verschiedenen Fraktionen konnte jedoch kein
einheitliches quantitatives Verhalten der gefundenen Massepeaks im Vergleich von
Fraktionen verschiedener Patientengruppen festgestellt werden.

Das heif}t, alles zusammengefasst, es konnte kein einziges tryptisches Peptid gefunden

werden, das sich reproduzierbar entweder nur bei der einen oder anderen Dialysemethode

anreicherte.
A B
NI NI
1D- Gruppe 1 Gruppe 2 1D- Gruppe 1 Gruppe 2
Fraktion LF HF LF HF Fraktion LF HF LF HF
102 5.56 3.85 3.78 3.95 38 1.19 0.22 0.32 0.73
104 773.60 7.74 40 2.26 0.17
106 12.95 | 80.24 42 0.56 0.28 0.31 0.14
108 10.32 5.14 44 0.73 0.13
110 19.95 1 16.72 46 080 | 035 | 020 | 036
112 19.48 17.91 18.17 19.45 48 031 0.47 0.33 1.55
141 1283 1 35.92 50 048 | 078 | 0.0 | 070
116 | 5170 | 4032 | 27.66 | 32.50 55 179 | o051 | 099 | o.18
118 298.40 30.60 2451 | 116.88 54
120 56 0.35 0.51
122 9.53 39.00
124 25.58 70.82
126 38.94 11.13 27.14 42.04
128 11.73 6.21 3.85 5.75
130 0.43 0.18 0.17 0.29
132 0.27 2.15 0.85 0.23

Tab. 4. Beispiel fiir die Verteilung der NI zweier Massepeaks in den gepoolten Fraktionen aus Gruppe 1 und 2 ;
A: Peptid, 1126.7 Da, welches in niedermolekularen Fraktionen auftrat und dem entsprechend dort ohne
Trypsinverdau analysiert wurde; B: tryptisches Peptid, 2305.1 Da; NI: normierte Intensitdten

Des Weiteren wurden sowohl diejenigen homologen Fraktionen, die a) mit einem grofen
Prozentsatz an gemeinsamen bzw. b) mit einem hohen Anteil von unterschiedlichen Peptiden
herausgestellt. Dies erfolgte unter Beriicksichtigung der Gesamtanzahl der gefundenen

Peptide der jeweiligen Fraktion in den verschiedenen Vergleichen (HF vs LF, HF vs Gesund,
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LF vs Gesund, jeweils Grl und Gr2). Um diesen Prozentsatz zu ermitteln, wurde der
Mittelwert und die einfache Standardabweichung von der Anzahl der gefundenen Peptiden in
jeder Fraktion berechnet und dann die Fraktionen, die auBlerhalb eines Intervalls von einer
Standardabweichung um den Mittelwert lagen als die Fraktionen mit groBer bzw. kleiner
Ubereinstimmung in den gefundenen Peptiden definiert. Die Fraktionen mit einem kleinen
Prozentsatz an ibereinstimmenden Peptiden, d.h. grofen Unterschieden in ihrem
Peptidmuster, aber auch die Fraktionen mit einer hohen Ubereinstimmung waren nicht auf

einen bestimmten Bereich festlegbar (s. Tab. 5).

LF vs HF
Gruppe 1 Gruppe 2
Prozentsatz der Prozentsatz der
1D- Fraktion | ibereinstimmenden | 1D- Fraktion | iibereinstimmenden
Peptide Peptide
44 91 %
46 66 %
48 63 %
52 72 %
54 67 %
62 65 %
64 48 %
84 48 %
90 53 %
92 49 %
94 73 %
98 53 %
100 48 %
106 48 %

Tab. 5: Fraktionen mit einem hohen Prozentsatz an Ubereinstimmungen
in den gefundenen Peptiden beim Vergleich LF vs HF in beiden Gruppen

Zusammengefasst muss festgestellt werden, dass mit Hilfe von Peptidmustern nach der 1D-
Trennung kein reproduzierbarer Unterschied zwischen den Dialysemethoden gefunden

werden konnte.

5.2 Ergebnisse nach der 2. Dimension - Ionenaustauschchromatographie

Der fehlende Nachweis von eventuell vorhandenen, jedoch durch die 1D-Trennung nicht
darzustellende Unterschiede zwischen LF und HF im pradialytischen Serumproteom kann auf

die noch zu hohe Komplexitdt der Proteingemische in den einzelnen Serumfraktionen
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zuriickzufiihren sein, so dass sowohl die photometrische als auch massenspektrometrische
Analytik versagen muss. Deshalb wurde nun versucht, die Komplexitidt der einzelnen
Fraktionen durch einen zweiten Trennschritt weiter zu verringern. Auch hier wurden aus
Kapazitétsgriinden die oben aufgefiihrten Poolsédtze der Proben verwendet. Diese 5 Poolsitze
wurden wie im Methodenteil beschrieben mit Hilfe eines Arrays mit 96 Saulchen
anionenaustauschchromatographisch weiter subfraktioniert. Fiir den HF-Pool der Gruppe 2

ergibt sich damit beispielhaft folgendes Bild (Abb. 18):
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Abb. 18: Beispiel fiir die Proteinverteilung nach 2D-Trennung (HF-Pool Gr2), Farbcodierung entspricht der
Proteingesamtkonzentration (von hellgrau < 0,005 mg/ml bis dunkelrot > 5 mg/ml) in den Fraktionen
eingekreiste Bereiche: A: Immunglobuline, B: Transferrin, C: Alpha-2-Makroglobulin, D: Albumin

In diesen Darstellungen kdnnen Bereiche von Fraktionen definiert werde, in denen sich ein
grofler Anteil charakteristischer Proteine befinden (siche Abb. 18) (Cumme et al. 2008).

Um Unterschiede zwischen den homologen Fraktionen unterschiedlicher Poolsitze d.h.
zwischen den Dialysemethoden feststellen zu konnen, wurden die Quotienten aus den

Absorbanzen homologer Fraktionen errechnet. In die Auswertung wurden nur solche
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Fraktionen einbezogen, die eine Proteinkonzentration grofler 0,03 mg/ml aufweisen, d.h. im
Sensitivitdtsbereich der Massenspektrometrie liegen.

Mit Hilfe dieser Darstellungen sollten nun Fraktionen mit deutlichen Unterschieden (z. B.
Quotienten von < 0,5 oder > 2,0) (Cumme et al. 2008) zwischen der Proteinkonzentration
einzelner Poolsdtze ermittelt werden. Die Quotienten der Proteinkonzentrationen der 2D-
Fraktionen beider interessierender Poolsitze (CLr Gri/Cur Gr1 bZW. CLF Gro/CurF 6r2) zeigten jedoch

wiederum keine derartigen als signifikant anzusehende Unterschiede. In Abb. 19 ist der

Quotient crr gri/cur gr1 Zu sehen; der von Gruppe 2 verhielt sich dhnlich.

0,000 0,050 0,100 0,200 0,400 0s00 0800 1.000 1200 1.400 1600 1.800 2000
0.0s0 0100 0200 0400 0,600 0,800 1,000 1,200 1400 1800 1800 2,000 2200
2200 2400 200 2800 3,000 4,000 4,000 6,000 &,000 10,000 20,000 40,000
2,400 2800 2800 3,000 4,000 4,000 6,000 &,000 10,000 20,000 50,000 1000,00

Abb. 19: Farbdarstellung des Quotienten der Proteinkonzentration ¢ homologer Fraktionen der Poolsdtze nach
2D-Trennung cpr/cyr, Gruppe 1

Lediglich die Quotienten mit dem Poolsatz der gesunden Probanden (CLr Grioder HF Gr1/Cgesund
bZW. CLF Gr2 oder HF Gr2/Cgesund) Z€1gten in einigen Fraktionen deutliche Proteinkonzentrations-

unterschiede.
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In der folgenden Abbildung (Abb. 20) ist CLF Gr1/Cgesund ZU S€hen.
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Abb. 20: Farbdarstellung des Quotienten der Proteinkonzentration ¢ homologer Fraktionen der Poolsdtze
nach 2D-Trennung ¢y Gri/Ceesund; Farbskalierung siche Abb. 19

Die Quotientenbilder der anderen Vergleiche Cirank/Cgesuna Verhalten sich dhnlich wie in Abb.

20 dargestellt.

5.2.1 Proteinidentifikation mittels LC-ESI-MS/MS

Um bei den gefundenen Unterschieden der Gesamtproteinkonzentration in den jeweiligen
homologen Fraktionen zu analysieren, ob diese durch eine Konzentrationsinderung gleicher
Proteine oder durch das Auftreten zusitzlicher Proteine bedingt sind, miissen die in den
Fraktionen enthaltenen Proteine zunichst identifiziert werden und danach quantifiziert
werden. Dazu wurden insgesamt 179 2D-Fraktionen ausgewéihlt, die einen Quotienten der
Proteinkonzentrationen ¢ > 1,4 bzw. < 0,7 aufwiesen (Crank/Cgesund bZW. cLe/cur). Davon sind
in Gruppe 1 15 der untersuchten Fraktionen homologe Fraktionen zwischen HF und LF und in
Gruppe 2 sind 8 homologe Fraktionen analysiert wurden. Bei den anderen 133 Fraktionen
handelt es sich um Fraktionen, die bei dem Vergleich Cyrani/gesund aufgefallen sind. Beispielhaft
ist hier die 2D-Farbdarstellung des Quotienten der Proteinkonzentrationen Cr Gri/Cgesund Und
CHF Gr2/Ceesund gezeigt. Die Bereiche aus denen einzelne Fraktionen massenspektrometrisch

analysiert wurden, sind dort markiert (Abb. 21 und 22).

36



Abb. 21: Farbdarstellung des Quotienten der 2D-Trennungen cur Gri/Ceesund Mit Markierung des Bereiches
der tryptisch verdauten Fraktionen; Farbskalierung sieche Abb. 19
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Abb. 22: Farbdarstellung des Quotienten der 2D-Trennungen cyr Gr/Ceesund Mit Markierung des Bereiches
der tryptisch verdauten Fraktionen; Farbskalierung sieche Abb. 19

Mittels Microsoft-Access” wurden die Listen mittels LC-ESI-MS/MS identifizierter Proteine
zwischen den Poolsdtzen verglichen. Dabei wurden innerhalb einer Patientengruppe (Gruppe
1 bzw. Gruppe 2) die beiden Dialysemethoden (LF- und HF-Dialyse) untereinander und diese

jeweils mit dem Poolsatz der gesunden Probandengruppe verglichen. Somit entstanden fiir
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jede der beiden Gruppen 3 Abfragen (Gruppe 1: LF Grl vs HF Grl, LF Grl vs GesPro und
HF Grl vs GesPro; Gruppe 2: LF Gr2 vs HF Gr2, LF Gr2 vs GesPro und HF Gr2 vs GesPro).
Die Auswertung erfolgte sowohl fraktionsabhingig, d.h. es wurden nur homologe Fraktionen

verglichen, als auch fraktionsunabhingig, bei denen die Abfrage das gesamte untersuchte

Fraktionsspektrum eines Poolsatzes umfasst.
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5.2.1.1 Proteinidentifikation: Vorkommen in allen Proben

Tabelle 6 zeigt die Proteine, die in den ausgewdhlten Fraktionen beider Poolsdtze der
jeweiligen Gruppe sowohl in der LF- als auch HF-Probe vorlagen und auch in der homologen

Fraktion der Kontrollgruppe iibereinstimmend identifiziert wurden.

Gruppe 1 Gruppe 2
Protein expasy-Nummer Protein expasy-Nummer

Apolipoprotein A-I P02647 26S proteasome Q99460
Centaurin-beta 2 Q15057 Alpha-1-acid glycoprotein 1 P02763
Haptoglobin P00738 Alpha-1-antitrypsin P01009
Haptoglobin-related protein P00739 Alpha-2-macroglobulin P01023

Ig A P01876 Centaurin-beta 2 Q15057

IgG P01857 Haptoglobin P00738

Ig kappa P01834 Haptoglobin-related protein P00739

Low-density lipoprotein receptor-

related protein P98164 Ig A P01876

SCAN domain-containing protein 2 Q9GZWS5 Ig G P01857
Serum albumin P02768 Ig kappa P01834
Transmembrane protease QI9BYE2 Ig lambda P01842
Serotransferrin P02787

Serum albumin P02768
Transmembrane protease QI9BYE2

Tab. 6: Liste der Proteine, die in den ausgewdhlten homologen Fraktionen der Poolsitze der jeweiligen Gruppen
bei allen 3 Vergleichen (cip/Cur, CLF/Cgesund> CHF/Cgesund) gleichermafen identifiziert wurden

Studien anderer Arbeitsgruppen haben gezeigt (Langlois et al. 2004), dass Unterschiede
zwischen Dialysemethoden nicht unbedingt durch grundsitzliche Verdnderungen des
Proteinmusters sondern eher durch Konzentrationsunterschiede von Serumproteinen bedingt
sind. Um Konzentrationsunterschiede beurteilen zu kénnen, wurden die in den Fraktionen
identifizierten Proteine mittels normierter Hohensummen aus MALDI-MS quantifiziert
(Bublitz et al. 20006).

Es wurden dabei nur zwei Proteine gefunden, die durchgéngig in den LF-Pools beider
Gruppen eine hohere Proteinkonzentration zeigten als in dem zugehdrigen HF-Pool. Diese
sind Haptoglobin (siche Tab. 7) und IgG (siche Tab. 8). Wenn beide Dialysegruppen
zusammengefasst werden, wurde Haptoglobin auflerdem bei allen Dialysepatienten in

kleinere Konzentrationen gefunden als bei der Kontrollgruppe.
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LF Grl HF Grl Quotient LF Gr1/HF Gr1
MW SD MW SD
0,489 0,158 0,103 0,040 4,7

LF Gr2 HF Gr2 Quotient LF Gr2/HF Gr2
0,090 0,021 0,014 0,022 6,3

HF Gr1 GesPro Quotient HF Gr1/GesPro
0,555 0,045 4,119 0,696 0,1

HF Gr2 GesPro Quotient HF Gr2/GesPro
1,024 0,218 5,219 1,311 0,2

LF Gr1l GesPro Quotient LF Gr1/GesPro
1,847 0,105 2,381 0,468 0,8

LF Gr2 GesPro Quotient LF Gr2/GesPro
0,080 0,038 0,172 0,035 0,5

Tab. 7: Normierte Hohensummen aller Massepeaks zu Haptoglobin gehdrender Peptide,
Mittelwerte (MW) und deren einfache Standardabweichung (SD) aus Vierfachbestimmungen
der analysierten Fraktionen der jeweiligen Poolsitze

LF Grl HF Grl1 Quotient LF Gr1/HF Gr1
MW SD MW SD
1,996 0,116 0,380 0,043 5,3

LF Gr2 HF Gr2 Quotient LF Gr2/HF Gr2
2,912 0,590 1,179 0,333 2,5

Tab. 8: Normierte Hohensummen aller Massepeaks zu IgG gehoérender Peptide,
Mittelwerte (MW) und deren einfache Standardabweichung (SD) aus Vierfachbestimmungen
der analysierten Fraktionen der jeweiligen Poolsétze

Es wurde eine Reihe weiterer Proteine gefunden, die deutliche Konzentrationsunterschiede
zwischen den einzelnen Pools aufweisen. Zu diesen Proteinen gehdren: Alpha-1-antitrypsin,
Alpha-2-macroglobulin, Serum albumin, Apolipoprotein A-I, Apolipoprotein A-II,
Apolipoprotein B-100, C4b-binding protein, Complement factor H, Complement C3,
Hemopexin, Serotransferrin, Pregnancy zone protein, Thioredoxin-like protein und das Zinc-
alpha-2-glycoprotein.

Viele dieser Proteine sind als Akute-Phase-Proteine oder als Marker fiir die herrschende
Stoffwechsellage des Organismus bekannt. Sie zeigten bei unseren Analysen allerdings kein
einheitliches quantitatives Verhalten in den Vergleichsgruppen bzw. konnten in der

korrespondierenden Vergleichsgruppe nicht reproduziert werden.
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Die Tabelle 9 stellt dies anhand des Complent factor H dar. In der Gruppe 1 ist dieses Protein
nach LF im Vergleich zu HF erhoht. Dies war nicht in der Gruppe 2 reproduzierbar. Dieses
Protein wurde in den ausgewdhlten Fraktionen bei Gruppe 2 mit Hilfe von ESI-MS nicht
gefunden. Im Vergleich mit den Proben der gesunden Probanden ist das Protein jedoch

erniedrigt gefunden worden.

LF Grl HF Grl Quotient LF Gr1/HF Grl
MW SD MW SD
1,539 0,133 1,056 0,044 1,458

LF Gr1l GesPro Quotient LF Gr1/GesPro
1,751 0,025 3,742 0,533 0,468

HF Gr1 GesPro Quotient HF Gr1/GesPro
1,216 0,040 2,681 0,474 0,453

Tab. 9: Normierte Hohensummen aller Massepeaks zu Complement factor H gehdrender
Peptide, Mittelwerte (MW) und deren einfache Standardabweichung (SD) aus Vierfach -
bestimmungen der analysierten Fraktionen der jeweiligen Poolsdtze

5.2.1.2 Proteinidentifikation: Vorkommen in einzelnen Poolsiitzen

Nach der Analyse der Proteine, die in beiden Poolsdtzen eines Vergleichs gefunden wurden
(4.2.1.1), soll im folgenden Abschnitt auf die Proteine eingegangen werden, die anhand der
Identifikation mittels dem ESI-MS nur in einem der zu vergleichenden Poolsidtzen gefunden

wurden (Tab. 11 - 15).

Gruppe 1 Gruppe 2
LF-Pool 7 4
HF-Pool 18 13
GesPro-Pool 96

Tab.10: Anzahl der Proteine, die mit

ESI-MS ausschlielich in dem entsprechenden
Poolsatz und sonst in keinem weiteren
gefunden wurden

LF Gruppe 1
Proteinname ID-Nr. Expasy
Acyl-CoA dehydrogenase P49748
Dynein heavy chain Q14204
Low-density lipoprotein receptor-related protein 1 Q07954
Regulator of G-protein signaling 9 A8K1Gl1
Tetraspanin-9 075954
Zinc finger protein 142 P52746
Zinc finger protein 90 Q8TF47

Tab. 11: beim Vergleich der Proben beider Dialysemethoden mit ESI-MS in selektierten Fraktionen
ausschlieflich im Poolsatz LF Gruppe 1 identifizierte Proteine
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HF Gruppe 1

Proteinname ID-Nr. Expasy

Adapter-related protein complex 3 delta 1 subunit 014617

Aggrecan core protein P16112

Alpha-1-antichymotrypsin P01011

Alpha-taxilin P40222

Baculoviral IAP repeat-containing protein 8 Q96P09
B-cell receptor-associated protein 29 QI9UHQ4
Brevican core protein QI6GW7
Centaurin-delta 1 Q8WZ64

Ceruloplasmin precursor P00450

Forkhead box protein L2 P58012

Inorganic pyrophosphatase Q15181

Leucine-rich repeat transmembrane protein FLRT2 043155
Mas-related G-protein coupled receptor member F Q96AM1

Nidogen precursor (Entactin) P14543
Peptidyl-prolyl cis-trans isomerase E QIUNP9

Probable RNA-binding protein 25 P49756
Relaxin 3 Q8WXF3

Thioredoxin-like protein 1 043396

Tab. 12: beim Vergleich der Proben beider Dialysemethoden mit ESI-MS in selektierten Fraktionen
ausschlielich im Poolsatz HF Gruppe 1 identifizierte Proteine

LF Gruppe 2
Proteinname ID-Nr. Expasy
Ankyrin repeat domain protein 11 Q6UB99
Keratin, type I cytoskeletal 9 P35527
Keratin, type Il cytoskeletal 1 P04264
Zinc finger protein 91 homolog Q96JP5

Tab. 13: beim Vergleich der Proben beider Dialysemethoden mit ESI-MS in selektierten Fraktionen
ausschlieBlich im Poolsatz LF Gruppe 2 identifizierte Proteine

HF Gruppe 2
Proteinname ID-Nr. Expasy

AMBP protein P02760
Eukaryotic translation initiation factor 2 subunit 2 QI9BPX4
Ig kappa chain V-III region GOL P04206

Ig kappa chain V-III region HAH P18135

Ig kappa chain V-III region HIC P18136

Ig kappa chain V-III region SIE P01620

Ig kappa chain V-III region Ti P01622

Ig kappa chain V-III region WOL P01623
Mediator of RNA polymerase II transcription subunit 8 homolog Q96G25
Microtubule-associated protein 1B P46821
Plasma retinol-binding protein precursor P02753
Zinc finger protein 271 Q14591

Zinc finger protein 509 Q6ZSB9

Tab. 14: beim Vergleich der Proben beider Dialysemethoden mit ESI-MS in selektierten Fraktionen
ausschlieBlich im Poolsatz HF Gruppe 2 identifizierte Proteine
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GesPro

Proteinname

ID-Nr. Expasy

1-phosphatidylinositol-4,5-bisphosphate phosphodiesterase delta 1 P51178

Alpha-1-acid glycoprotein 2 P19652

Alpha-1-acid glycoprotein 1 P02763

Alpha-1B-glycoprotein P04217

Alpha-2-HS-glycoprotein P02765

Angiopoietin-2 015123

Antithrombin-IIT P01008

Apolipoprotein A-II P02652

Apolipoprotein A-IV P06727

Apolipoprotein C-I P02654

Bromodomain adjacent to zinc finger domain 2B QIUIFS8

Carbonyl reductase [NADPH] 3 075828

Cell division cycle 2-like protein kinase 5 Q14004
Chromodomain-helicase-DNA-binding protein 7 Q9P2D1
Ciliary dynein heavy chain 9 (Axonemal beta dynein heavy chain 9) - QINYC9

Homo sapiens (Human).

Complement C1q tumor necrosis factor-related protein 8 P60827

Complement C3 P01024

Complement C5 P01031

Complement factor B P00751

Complement factor H P08603

Cytochrome P450 3A43 QI9HBS55

DNA polymerase epsilon, catalytic subunit A Q07864
Dolichyl-phosphate beta-glucosyltransferase Q9Y673
Double-stranded RNA-binding protein Staufen homolog 2 QI9NUL3

Eukaryotic translation initiation factor 5B 060841
F-box only protein 5 QI9UKT4
FK506-binding protein 9 precursor 095302
Forkhead box protein D4 Q12950
Galactose-3-O-sulfotransferase 3 QI96A11

Glucocorticoid receptor P49115
Glucosamine-fructose-6-phosphate aminotransferase [isomerizing] 2 094808
Glutamate [NMDA] receptor subunit epsilon 4 015399

Hemopexin P02790

Heparin cofactor 11 P05546

Hexokinase-1 P19367

Homeobox protein TGIF2LX QSIUE1
Homeobox protein TGIF2LY QSIUEO

Ig gamma-2 chain C region P01859

Ig gamma-3 chain C region P01860

Ig gamma-4 chain C region P01861

Ig heavy chain V-III region TEI P01777

Ig mu heavy chain disease protein (BOT) P04220

Inter-alpha-trypsin inhibitor heavy chain H1 P19827
Inter-alpha-trypsin inhibitor heavy chain H4 Q14624
Kanadaptin QIBWUO

Kinesin family member 21A BOI1R9

Kininogen-1 P01042

Leptin receptor gene-related protein 015243

Leucine-rich alpha-2-glycoprotein precursor P02750
Long-chain-fatty-acid-CoA ligase 5 QI9ULCS

Low-density lipoprotein receptor-related protein 2 P98164

Mineralocorticoid receptor P08235
Mitochondrial intermediate peptidase Q99797

Tab. 15: Fortsetzung siche nichste Seite
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GesPro

Proteinname ID-Nr. Expasy
Multidrug resistance protein 1 P08183
Myelin transcription factor 1-like protein QI9UL68
Myosin-14 Q77406
Myosin-9 P35579
Olfactory receptor 52W1 Q6IF63
Phosphorylase b kinase P46020
Pigment epithelium-derived factor P36955
Plasminogen P00747
Protein C4orfl7 Q53FE4
Protein kinase C binding protein QI9ULU4
Protocadherin Fat 2 QINYQS
Puromycin-sensitive aminopeptidase P55786
Putative GTP-binding protein RAY-like QI9BWS3
Putative RNA-binding protein 15 Q96T37
Rabb6-interacting protein 1 Q61Q26
Regulating synaptic membrane exocytosis protein 1 Q86URS
Retinol-binding protein 11 P50120
Rho-related GTP-binding protein Q9H4ES
Secreted frizzled-related protein 2 QI96HF1
Serine protease hepsin P05981
Serum amyloid A-4 protein P35542
Solute carrier family 12 member 4 QI9UP95
Solute carrier family 12 member 5 QI9H2X9
Solute carrier family 12 member 7 QI9Y666
Sperm-associated antigen Q07617
Stress-induced-phosphoprotein 1 P31948
Toll-like receptor 1 precursor Q15399
Transmembrane cochlear-expressed protein 2 Q8TDI7
Tumor necrosis factor receptor superfamily member 21 075509
Tyrosine-protein kinase CSK P41240
U11/U12 Q9BV90
Ubiquitin carboxyl-terminal hydrolase 13 Q92995
Ubiquitin carboxyl-terminal hydrolase 36 Q9P275
Ubiquitin-like containing PHD and RING finger domains protein 2 Q96PU4
Vacuolar protein sorting 33B QI9H267
Vitamin D-binding protein P02774
Xaa-Pro aminopeptidase 1 QINQW7
Zinc finger CCHC domain containing protein 10 Q8TBK6
Zinc finger protein 307 Q969J2
Zinc finger protein 407 Q9C0GO
Zinc-alpha-2-glycoprotein P25311

Tab. 15: beim Vergleich der Proben beider Dialysemethoden mit ESI-MS in selektierten Fraktionen
ausschliefSlich im Poolsatz GesPro identifizierte Proteine

Es folgte nun die Quantifizierung dieser Proteine mittels MALDI-MS. Hierzu wurden wieder
die normierten Hohensummen analysiert. In die Auswertung wurden nur solche Proteine
einbezogen, bei denen > 10% der theoretisch moglichen Peptide zweifelsfrei mit MALDI-MS
identifiziert werden konnten.

Es zeigte sich, dass mit diesem Verfahren zahlreiche mittels ESI-MS in der

korrespondierende homologen Fraktion nicht gefundener Proteine dennoch zuordenbare
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Signale bei MALDI-MS aufwiesen und daher die normierten Hoéhensummen zum
quantitativen Vergleich der jeweiligen homologen Fraktionen genutzt werden konnten. Die
identifizierten Proteine und die entsprechenden normierten Hohensummen als semi-
quantitative Proteinkonzentrationsbestimmung, sind fiir die jeweiligen Vergleiche in Tabelle

16 - 21 dargestellt.

MW SD MW SD
Fraktion 11 72
lg kappa P01834 0,073 0,044 0,006 0,004
Low-density lipoprotein P98164 1,421 0,558 0,635 0,128
Fraktion 12 69
Albumin P02768 0,157 0,051 0,054 0,013
Fraktion 16 72
Alpha-2-macroglobulin P01023 0,451 0,098 0,263 0,023
Albumin P02768 0,250 0,077 0,106 0,033
IgA2 PO1877 0,021 0,006 0,004 0,003
Apolipoprotein A-I P02647 0,071 0,020 0,028 0,007
Complement factor H P08603 1,740 0,145 1,152 0,033
IgG P0O1857 0,053 0,012 0,026 0,008
Folate transporter P41440 0,059 0,003 0,035 0,015
Serotransferrin P02787 0,343 0,085 0,148 0,051
Zinc finger protein 90 Q8TF47 0,129 0,035 0,046 0,008

Tab. 16: normierte Héhensummen von Proteinen, Mittelwert (MW) und einfache Standardabweichung (SD);
Poolsatz LF und HF Gruppe 1, rot = hdhere Proteinkonzentration des entsprechenden Proteins

MW SD MW SD
Fraktion 13 74
Alpha-1-acid glycoprotein P02763 0,1103 0,0189 10,0713 0,0179
Inter-alpha-trypsin inhibitor P02760 0,0290 0,0062 10,0818 0,0403
Fraktion 14 58
Alpha-2-macroglobulin P01023 0,1733 0,0302 10,3883 0,0647
Fraktion 17 73
Haptoglobin-related protein P00739 0,0135 0,0052 10,0220 0,0040
Microtubule-associated protein P46821 0,3338 0,0740 10,6977 0,1640
Folate transporter P41440 0,0383 0,0044 0,1300 0,0305

Tab. 17: normierte H6hensummen von Proteinen, Mittelwert (MW) und einfache Standardabweichung (SD);
Poolsatz LF und HF Gruppe 2, rot = hdhere Proteinkonzentration des entsprechenden Proteins
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MW SD MW SD
Fraktion 10 76
I1gG2 P01859 0,0327 0,0046 |0,0135 0,0116
I1gG3 P01860 0,0840 0,0140 10,0180 0,0092
IgG4 P01861 0,0450 0,0076 |0,0235 0,0035
Ig lambda P01842 0,1407 0,0456 10,0308 0,0067
Fraktion 14 58
Apolipoprotein B-100 P04114 1,5955 0,1520 |2,4218 0,1673
Serotransferrin P02787 0,1875 0,0193 0,1406 0,0287
Fraktion 16_72
IgG2 P01859 0,0135 0,0088 |0,1455 0,1088
I1gG3 P01860 0,0169 0,0089 10,1403 0,0532
IgG4 P01861 0,0326 0,0175 10,2340 0,0612
Folate transporter P41440 0,0484 0,0149 0,5290 0,0886
Serotransferrin P02787 0,4305 0,0227 1,4904 0,5123
Zinc finger protein Q8TF47 0,1316 0,0358 10,9252 0,2546

Tab. 18: normierte H6hensummen von Proteinen, Mittelwert (MW) und einfache Standardabweichung (SD);
Poolsatz LF Gruppe 1 und Poolsatz GesPro, rot = héhere Proteinkonzentration des entsprechenden Proteins

MW SD MW SD
Fraktion 11 82

Hémopexin P02790 0,249 0,073 0,066 0,033

Eukaryotic translation initiation

factor 060841 2,788 0,194 4,158 0,204

lg kappa P01834 0,075 0,026 0,011 0,006

Leptin receptor gene-related

protein 015243 0,055 0,016 0,019 0,008
Fraktion 12_70

Stress-induced-phosphoprotein P31948 0,118 0,009 0,082 0,010
Fraktion 14 60

Alpha-2-macroglobulin P01023 0,077 0,025 0,199 0,046

F-box only protein QI9UKT4 0,024 0,006 0,064 0,028

Low-density lipoprotein receptor-

related protein P98164 0,185 0,057 0,345 0,163
Fraktion 17 73

Apolipoprotein A-I P02647 0,077 0,010 0,385 0,082

IgG 4 P01861 0,003 0,002 0,012 0,006
Fraktion 17 83

Alpha-1-acid glycoprotein P02763 1,614 0,907 7,597 5,103

Alpha-1-antitrypsin P01009 2,336 0,279 17,217 11,130

IgG 1 P0O1857 3,904 1,198 12,260 8,299

Toll-like receptor Q15399 3,375 1,340 19,054 14,079

Tab. 19: normierte H6hensummen von Proteinen, Mittelwert (MW) und einfache Standardabweichung (SD);
Poolsatz LF Gruppe 2 und Poolsatz GesPro, rot = héhere Proteinkonzentration des entsprechenden Proteins
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MW SD MW SD
Fraktion 10 74

IgAl P0O1876 0,029 0,016 0,009 0,008
Fraktion 11_70

IgAl P0O1876 0,006 0,002 0,022 0,013
Fraktion 11 _72

IgG 2 P01859 0,021 0,006 0,009 0,004
Fraktion 12_70

Stress-induced-phosphoprotein P31948 0,181 0,090 0,268 0,116
Fraktion 14 82

Albumin P02768 0,172 0,069 0,466 0,027

Apolipoprotein A-I P02647 0,063 0,034 0,274 0,025

Hémopexin P02790 0,266 0,153 0,670 0,089

Phosphoinositide phospholipase

C P51178 0,200 0,021 0,256 0,026
Fraktion 15 88

Heparin cofactor 11 P05546 0,252 0,232 2,565 1,381

Mas-related G-protein coupled

receptor Q96AM1 1,072 0,216 6,675 2,598

Puromycin-sensitive

aminopeptidase P55786 4,284 1,259 31,360 14,571

Tumor necrosis factor receptor 075509 2,187 1,362 16,550 5,591

Vitamin D-binding protein P02774 4,608 2,589 46,200 5,894

Zinc-alpha-2-glycoprotein P25311 1,422 1,000 15,230 4,355
Fraktion 15 89

Tumor necrosis factor receptor 075509 1,724 0,164 1,297 0,376

Serotransferrin P02787 2,823 0,821 1,657 0,368

Thioredoxin-like protein 043396 1,731 0,729 0,364 0,193

Ubiquitin carboxyl-terminal

hydrolase Q9P275 6,570 2,675 2,191 1,123

E3 ubiquitin-protein ligase Q96PU4 1,512 0,479 0,723 0,343

Zinc finger protein Q9C0GO 3,624 0,931 1,773 0,242
Fraktion 16 _72

Alpha-2-macroglobulin P01023 0,212 0,070 0,828 0,184

Albumin P02768 0,117 0,053 0,323 0,063

Apolipoprotein A-I P02647 0,053 0,012 0,201 0,118

Complement factor H P08603 1,174 0,048 3,020 0,435

Chromodomain-helicase-DNA-

binding protein Q9P2D1 0,297 0,119 1,211 0,248

IgG 1 P0O1857 0,024 0,003 0,267 0,187

IgG 4 P01861 0,019 0,011 0,066 0,012

lg kappa P01834 0,015 0,010 0,090 0,025
Fraktion 22 88

Dolichyl-phosphate beta-

glucosyltransferase Q9Y673 6,231 1,031 4,061 0,575

Alpha-taxilin P40222 6,784 1,849 2,840 0,663
Fraktion 26 87

Probable RNA-binding protein P49756 0,256 0,023 0,350 0,050

Tab. 20: normierte H6hensummen von Proteinen, Mittelwert (MW) und einfache Standardabweichung (SD);
Poolsatz HF Gruppe 1 und Poolsatz GesPro, rot = hohere Proteinkonzentration des entsprechenden Proteins
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Coatomer

I1gG3

IgG 4

Haptoglobin
Haptoglobin-related protein

Ig heavy chain V-III region TEI
Mediator of RNA polymerase 11
Serotransferrin

Apolipoprotein B-100
Centaurin-beta-2
F-box only protein
IegM

Ig mu

Apolipoprotein B-100
F-box only protein
Haptoglobin

IegM

Apolipoprotein B-100
Myosin

Alpha-2-macroglobulin
Apolipoprotein A-I
Apolipoprotein B-100
Tyrosine-protein kinase
Carbonyl reductase
DNA polymerase epsilon
catalytic subunit A

IeG4

Ig heavy chain V-III region TEI
Folate transporter

Transient receptor

IgA
SCAN domain-containing protein

Alpha-2-macroglobulin

1g kappa

IgG 1

Apolipoprotein A-I

Albumin

Multidrug resistance protein
Inter-alpha-Trypsininhibitor
Microtubule-associated protein
Complement Clq
Centaurin-beta-2

P53618
PO1860
PO1861
P00738
P00739
P01777
QSHZZ6
P02787

PO4114
Q15057
QYUKT4
P01871
P04220

PO4114
QYUKT4
P00738
P01871

P04114
P35579

P01023
P02647
P04114
P41240
075828

Q07864
PO1861
P01777
P41440
Q7Z2W7

P01876
Q9GZWS5

P01023
P01834
P01857
P02647
P02768
P08183
P19827
P46821
P60827
Q15057

MW SD MW SD
Fraktion 1376

0,583 0,152 0,208 0,083
0,077 0,028 0,024 0,019
0,111 0,027 0,027 0,016
0,048 0,034 0,009 0,007
0,094 0,032 0,041 0,015
0,064 0,031 0,010 0,005
0,151 0,041 0,048 0,008
0,538 0,138 0,267 0,045
Fraktion 14 58

1,367 0,084 3,353 1,006
0,053 0,010 0,210 0,145
0,042 0,008 0,074 0,025
0,015 0,006 0,080 0,032
0,007 0,001 0,024 0,019
Fraktion 14 60

0,541 0,126 1,157 0,525
0,036 0,016 0,106 0,062
0,026 0,007 0,086 0,040
0,014 0,006 0,034 0,010
Fraktion 16 67

0,531 0,257 2,205 0,238
0,377 0,214 1,042 0,376
Fraktion 16 _73

0,155 0,041 0,372 0,037
0,018 0,004 0,357 0,099
0,409 0,093 1,169 0,137
0,046 0,017 0,120 0,070
0,012 0,009 0,038 0,009
0,171 0,072 0,287 0,033
0,027 0,019 0,061 0,027
0,004 0,003 0,011 0,002
0,024 0,013 0,054 0,025
0,070 0,025 0,203 0,060
Fraktion 17 _67

0,037 0,002 0,110 0,036
0,054 0,017 0,095 0,018
Fraktion 17 73

0,070 0,014 0,211 0,033
0,003 0,001 0,014 0,005
0,008 0,003 0,035 0,021
0,013 0,004 0,688 0,169
0,035 0,015 0,084 0,029
0,051 0,011 0,167 0,048
0,023 0,013 0,057 0,012
0,088 0,046 0,290 0,137
0,006 0,002 0,022 0,016
0,025 0,011 0,053 0,005

Tab. 21: normierte Hohensummen

von Proteinen, Mittelwert (MW) und einfache Standardabweichung (SD);

Poolsatz HF Gruppe 2 und Poolsatz GesPro, rot = hohere Proteinkonzentration des entsprechenden Proteins
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In den wenigen Fraktionen, die aufgrund von moderaten Proteinkonzentrationsunterschieden
ausgewahlt wurden, zeigt sich anhand der normierten Hohensummen in der Gruppe 1 eine
Konzentrationserhohung aller quantitativ unterschiedlich gefundenen Proteine nach LF im
Vergleich zu HF (siehe Tab 17). Bei der Gruppe 2 ist dagegen die Konzentration der meisten
der untersuchten Proteine im HF-Pool hoher. Dabei ist zu beriicksichtigen, dass in den fiir
beide Vergleiche selektierten Fraktionen aulerdem z.T. unterschiedliche Proteine identifiziert
wurden. Lediglich die Proteine Alpha-2-macroglobulin und Folate transporter wurden in
beiden Gruppen gleichermaBBen verdndert gefunden. Alpha-2-macroglobulin weist im
typischen Molekulargewichtsbereich von grofler 1600 kDa (Fr. 14 58, Tab. 17) eine hohere
Konzentration nach HF, in einem niedermolekularen Bereich von ca. 300 kDa (Fr. 16 72,
Tab. 20) ein gegenldufiges Verhalten auf.

Beim Vergleich der Proben der Dialysepatienten mit den gesunden Probanden weisen in den
untersuchten Fraktionen, die meisten Proteine eine hohere Konzentration bei den gesunden

Probanden auf.
Zusammengefasst konnten zwar Proteinkonzentrationsunterschiede beim Vergleich einzelner

Proben gefunden werden, diese waren jedoch, bis auf Haptoglobin und IgG (siehe 5.2.1.1),

nicht in beiden Patientengruppen reproduzierbar.
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6 Diskussion

6.1 Allgemeine Auswirkungen der Niereninsuffizienz

Durch den chronischen Verlust der Nierenfunktion kommt es zu einer Verdnderung
verschiedenster Stoffwechselvorgdnge im Organismus. Neben der Entwicklung einer
Hypertonie, einer Andmie und von Stérungen im Elektrolythaushalt ist eine grobe
Verdanderung bei der Zusammensetzung der Serumproteine, z.B. durch chronische
Entziindungsvorginge und die Einschrinkung der glomeruldren Filtration der Nieren zu

erwarten.

6.2 Grunderkrankungen

Nierenversagen kann durch eine Vielzahl von chronischen Erkrankungen wie Diabetes,
Bluthochdruck oder Glomerulonephritis u.a.m. bedingt sein. Jede Grunderkrankung kann die
Serumkomponenten unterschiedlich beeinflussen. Allerdings stellte Langlois mit Hilfe von
Proteinmustern nach SELDI-TOF-MS fest, dass die Art der Dialysetherapie einen grofleren
Eftekt auf die Serumproteine hat als die Grunderkrankung (Langlois et al. 2004). Aus diesem
Grund verzichteten wir darauf die Patienten unserer Studie nach ihren Grunderkrankungen zu

klassifizieren.

6.3 Serumverinderungen durch die Nierenersatztherapie

Eine Nierenersatztherapie versucht die Verluste der Filtrationsleistung der Niere
auszugleichen. Dadurch wird jedoch auch eine negative Proteinbilanz induziert. Wie Gil und
Caglar beschreiben, verringert sich unter Dialysetherapie die Aminosdurezirkulation. Die
Proteolyse und die Aminosdurefreisetzung aus dem Muskel wird erhoht (Gil et al. 2007,
Caglar et al. 2002). AuBerdem kommt es zu Proteinverlusten durch Diffusionsvorgénge an der
Dialysemembran und akuten inflammatorischen Vorgédngen durch Bioinkompartibilititen. Es
ist ein Proteinverlust von ca. 7 g pro Dialysebehandlung beschrieben (Ikizler et al. 2002).
Neben dem Proteinstoffwechsel ist auch der Fettstoffwechsel bei ESRD-Patienten

beeintrachtigt. Homocystein und Lipoprotein A, welche Marker fiir die kardiovaskulire
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Mortalitdt sind, sind bei Dialysepatienten erhoht. AuBerdem liegen Stoérungen im
Apolipoproteinhaushalt, eine Hypertriglyceriddmie und eine ineffektive Lipolyse durch die
erhohte Konzentration von Lipolyseinhibitoren, auf Grund der Niereninsuftizienz, vor (House
et al. 2000). Auch bei unseren Untersuchungen zeigten sich die Konzentrationen von
Apolipoprotein Al und Apolipoprotein B100 in verschiedenen Fraktionen bei den Proben der
Dialysepatienen (LF und HF) in beiden Gruppen im Vergleich mit der gesunden
Kontrollgruppe erniedrigt (Apolipoprotein Al: Tab. 19 Fraktion 17 73; Tab. 20 Fraktion
14 82 und Fraktion 16 _72; Tab 21 Fraktion 16 73 und Fraktion 17 73/

Apolipoprotein B100: Tab. 18 Fraktion 14 58; Tab 21 Fraktion 14 58, Fraktion 14 60 und
Fraktion 16_73).

Auf Grund des Ausfalls der Ausscheidungsfunktion der Nieren, der Grunderkrankung und der
Therapie kommt es zur Kumulation verschiedener Molekiile im Serum von ESRD-Patienten.
Vanholder benennt in seiner Studie (Vanholder et al. 2003) Urdmietoxine in einem
Molekulargewichtsbereich von 58 Da bis 26 kDa und auch Lesaffer beschreibt die
Urdmietoxine als eine inhomogene und noch nicht genau definierte Proteingruppe (Lesaffer et
al. 2000). Mit Hilfe der Dialysebehandlung sollen u.a. diese toxischen Substanzen aus dem
Organismus entfernt werden.

Die Beurteilung der Studienlage hinsichtlich Vorteile bestimmter Dialysemembranen ist
schwierig, da viele Studien Verfahren mit unterschiedlichen Membranen vergleichen, wie
z.B. Cellulose- bzw. Cuprophanmembranen mit synthetischen Membranen. Die klinische
Uberlegenheit von biokompatiblen Membranen (z.B. Polysulfon-, Polymethylmethacrylat-,
Polyacrylnitril-, Polyamidmembranen) ist in der Literatur unumstritten (Gastaldello et al.
2000, Ponikvar et al. 2001, Schiffl et al. 1994, Hakim et al. 1994, Himmelfarb et al. 1998,
Schiffl et al. 1998, Jorres et al. 1999, Woods und Nandakumar 2000), nur Kurtal und J6rres
kamen mit ihren Studien auf andere Ergebnisse (Kurtal et al. 1995, Jorres et al. 1999). Das
bessere Outcome ist hauptsdchlich durch eine geringere Immunreaktion an einer
biokompatiblen Membran bedingt. Dadurch kommt es zu keiner Immunsystemiiberlastung
des Patienten und somit treten Infektionen deutlich weniger auf. Wie Lesaffer ausfiihrt sind
synthetische Membranen lipophiler als z.B. Cellulose-Membranen; durch eine erhdhte
Lipophilie steigt auch die Adsorption von Molekiilen an der Membran, wodurch die
Clearance von Urdmietoxinen verbessert wird (Lesaffer et al. 2000). Um eine

Vergleichbarkeit der Ergebnisse zu gewihrleisten, wurden in der vorliegenden Arbeit
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Dialyseverfahren auf gleicher Materialgrundlage, also synthetische Polysulfon-LF-

Membranen mit synthetischen Polysulfon-HF-Membranen, verglichen.

6.4 Vergleich von HF- und LF-Dialyse: klinisches Outcome

Da eine HF-Membran groflere Poren als eine LF-Membran hat, liegt die Vermutung nahe,
dass eine HF-Membran eine bessere Clearance fiir groere Molekiile aufweist und damit ein
besseres klinisches Outcome des Patienten gewdhrleistet. Allerdings ist die Studienlage
beziiglich Vorteile einer HF-Dialyse sehr inhomogen. Woods verglich LF- und HF-
Membranen, beides Polysulfon-Membranen von Fresenius, beziiglich der Mortalitdt der
Dialysepatienten (Woods und Nandakumar 2000). Diese Arbeitsgruppe stellte ein signifikant
verbessertes Outcome der Patientengruppe, welche mit HF-Membranen dialysiert wurden,
fest. Churchill berichtet, dass Patienten unter einer HF-Dialysetherapie eine verbesserte
linksventrikuldre systolische Herzfunktion =zeigen (Churchill et al. 1993). Andere
Arbeitsgruppen wiederum fanden im klinischen Outcome (Mortalitdt, Zeit notig fiir
Funktionswiederherstellung der Niere, Oligurie unter Dialyse, Dauer Dialyse, Anzahl
Dialysen) keinen Unterschied zwischen einer LF- und einer HF-Dialyse (Gastaldello et al.
2000, Ponikvar et al. 2001). Auch im Rahmen der HEMO-Studie wurde kein Unterschied
beziiglich der Mortalitdt zwischen diesen beiden Dialysemethoden gefunden (Cheung et al.
2004).

Bei Locatelli war der EPO-Substitutionsbedarf unabhédngig von der Dialysemethode
(Locatelli et al. 2000). Dagegen stellte Ayli fest, dass der EPO-Bedarf bei HF-
Dialysepatienten niedriger und die Hamoglobinkonzentration hoher ist (Ayli et al. 2004).
Neben dem Vorteil eines hoheren Stoffaustausches durch die gréeren Poren, hat eine HF-
Dialyse auch Nachteile. Es wurde von einem grofleren Verlust von Vitaminen, Aminosduren,
Albumin und Glucose bei HF-Membranen berichtet (Ponikvar et al. 2001, Kasama et al.
1996, Ikizler et al. 1994, Gutierrez 1996), so dass die durch die Porenvergré3erung gewonnen

Vorteile beim klinischen Outcome eventuell wieder aufgewogen werden.

Die in der vorliegenden Studie einbezogenen Patienten waren sowohl gut genédhrt als auch
relativ jung, und gaben subjektives Wohlbefinden unabhéngig von der Dialysemethode an. Es
besteht durchaus die Mdoglichkeit, dass die untersuchten Serumproteinmuster bei krénkeren,

multimorbideren, dlteren oder untererndhrten Patienten anders ausfallen konnten. Fiir eine
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solche Vermutung findet man auch Hinweise in der Literatur. So konnte Ponikvar leichte aber
keine signifikanten Unterschiede zwischen einer LF-Dialyse und einer HF-Dialyse beziiglich
der Mortalitdt und der Zeit notig fiir die Funktionswiederherstellung der Nieren feststellen. In
einer Untergruppe mit geringerer Morbiditdt der Patienten wurde dies allerdings nicht
beobachtet (Ponikvar et al. 2001). Locatelli fand im Gegensatz zu Ayli kein Unterschied
zwischen einer LF-Dialyse und einer HF-Dialyse bei dem EPO-Substitutionsbedarf und der
Héamoglobinkonzentration (s.0.), aber die untersuchten Patienten bei Locatelli waren gesiinder

als die bei Ayli (Locatelli et al. 2000, Ayli et al. 2004).

6.5 Vergleich von HF- und LF-Dialyse: Serumanalytik

Lippi und House konnten keinen Unterschied beziiglich der Homocystein-, Lipoprotein a-,
Apolipoprotein A und B- Konzentration und des Lipidprofils in Abhéngigkeit
unterschiedlicher Membranen finden (House et al. 2000, Lippi et al. 2007). Diese Ergebnisse
decken sich daher mit den unseren. Andere Arbeitsgruppen stellten eine Uberlegenheit der
HF-Dialyse beziiglich der Normalisierung von Lipoproteinprofilen (Josephson et al. 1992,
Seres et al. 1993, Blankestijn 1994) fest.

Auch bei der Aminosédurenreduktion im Plasma (Gil et al. 2007) und der Harnstoffentfernung
Kt/V urea (Ayli et al. 2004) konnte kein Unterschied zwischen einer LF- und HF-Dialyse
beobachtet werden. Einige Arbeitsgruppen fanden auch im Proteinbereich fiir Albumin und
CRP (Ayli et al. 2004, Lippi et al. 2007), fiir TGF-B2 und Hamoglobin (Traut et al. 2007) und
andere Proteine (Winchester et al. 2004, Lesaffer et al. 2000) keine Unterschiede zwischen
den Dialysemethoden. Die regelméfBigen laborchemischen Kontrollen, der in der vorliegenden
Studie einbezogener Patienten, ergaben keinen signifikanten Unterschied zwischen den CRP-

Konzentrationen in Abhédngigkeit von der Dialysemembran (siche Tab. 22).

Gruppe 1 Gruppe 2

LF HF LF HF

CRP (mg/1) 9.1+118 7.6+11.4 44+26 46+22

Tab. 22: CRP-Konzentrationen in Abhéngigkeit von der Dialyse; Daten zur Verfligung gestellt von Dr. Klemm
KfH Jena
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Allerdings wurde mehrfach bestétigt, dass die f2-Mikroglobulin-Konzentration, ein potentes
Stimulans von Amyloidablagerungen in den Gefdflen, bei der Dialyse mit einer HF-Membran
niedriger ist (Ayli et al. 2004, Locatelli et al. 2000, Traut et al. 2007). Diesen Ergebnissen
konnen wir uns, wie die in Tab. 23 aufgefiihrten f2-Mikroglobulin-Konzentrationen zeigen,

anschlief3en.

Gruppe 1 Gruppe 2

LF HF LF HF

32-Mikroglobulin 26.6 +8.4 18.4+5.2 30.6+9.3 22.6+48

Tab. 23: B2-Mikroglobulin- Konzentrationen in Abhéngigkeit von der Dialyse; Daten zur Verfligung gestellt von
Dr. Klemm KfH Jena

Einige  Arbeitsgruppen  berichten von  postdialytischen = Reboundverhalten  von
Serumproteinkonzentrationen (House et al. 2000, Traut et al. 2007, Leypoldt et al. 1999).
Ebenfalls sind akute FErhohungen von Serumproteinkonzentrationen durch die
Dialysebehandlung beschrieben. So findet man die Peakkonzentrationen akuter
Entziindungsmarker wie Interleukin-1, Tumornekrosefaktor oo und CRP etwa 6 Stunden
postdialytisch (Ikizler et al. 2002). Da in den hier vorliegenden Analysen nur Serumproben
einbezogen wurden, die pradialytisch, nach einer Therapiepause > 24h, abgenommen wurden,
kann davon ausgegangen werden, dass die akuten Verdnderungen einer Dialysebehandlung
keine Rolle spielen. Es handelt sich bei den vorliegenden Ergebnissen um mittel- und

langfristige Auswirkungen der zu vergleichenden Dialysemethoden.

Das Ansprechen eines Patienten auf die Dialysebehandlung ist individuell verschieden und
die resultierenden Proteinverdnderungen sind, wie sich anhand der 1D-Chromatogramme
zeigte, uneinheitlich. Das Serumproteom weist bekanntermaflen eine hohe Komplexitit auf
und auch die Verdnderungen in ESRD-Patienten sind dhnlich komplex und nicht auf einen
bestimmten Proteinbereich zu beschrinken (Langlois et al. 2004, Vanholder et al. 2003,
Lesaffer et al. 2000). Die Erstellung von Protein-/Peptidmustern, mit Hilfe welcher man eine
Vielzahl von Proteinen gleichzeitig vergleichen kann, schien zu Beginn der Arbeiten
besonders geeignet fiir diese Fragestellung.

Auf Grund der oben beschriebenen groBen cut-off-Unterschiede der Dialysemembranen
erwarteten wir deutliche Unterschiede zwischen den priadialytischen Serumproteomen beider
zu vergleichenden Dialysemethoden und wéhlten fiir die ersten Untersuchungen nur eine

grobe Trennmethode. Dabei konnten iiberraschend, jedoch in Uberreinstimmung mit oben
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erwiahnten Arbeitsgruppen (Lippi et al. 2007, Ayli et al. 2004, Winchester et al. 2004,

Lesaffer et al. 2000), keinerlei signifikanten Unterschiede gefunden werden.

Bei der Auswertung individueller Serumprobenpaare, jeweils eine LF- und eine HF-Probe,
konnte lediglich ein leichter Trend dahingehend beobachtet werden, dass es nach der LF-
Dialysetherapie bei einigen Patienten zu einer Konzentrationserh6hung von Proteinen im
Molekulargewichtsbereich der Immunglobuline, des Albuminhauptpeaks und im
niedermolekularen Bereich (Immunglobuline: 60 % der Patienten, Albumin: 47 %,
niedermolekularer Bereich: 47 %) im Vergleich zur Probe nach HF-Therapie kommt. Dies
wurde spdter, nach den wesentlich aufwendigeren Untersuchungen nach 2D-Trennung

bestitigt (flir Albumin: Tab. 16 Fraktion 1269 und Fraktion 16 _72).

Die Erhéhung der Immunglobulinkonzentration spricht flir ein hdoheres Ausmall der
chronischen Entziindung.

Uber das Verhalten der Albuminkonzentration bei inflammatorischen Geschehen liegen in der
Literatur kontroverse Angaben vor. Grundsitzlich wird die Albuminkonzentration im Serum
durch Abbau-, Ausscheidungs-, und Syntheserate sowie durch Umverteilung beeinflusst.
Albumin generell ist als negatives Akute-Phase-Protein bekannt und eine verringerte
Konzentration resultiert hauptsdchlich aus einer verringerten Syntheserate. Auch ist Albumin
als Bestimmungsgrofe beziiglich des inflammatorischen Geschehens in Dialysepatienten seit
langem beschrieben (Kaysen et al. 1997). Eine Vielzahl von Arbeiten berichtet iiber
Verdnderungen der Albuminkonzentration bei Entziindungsvorgédngen (Mansoor et al. 1997,
Caglar et al. 2002, Schreiber et al. 1982, Moshage et al. 1987, Ruot et al. 2000). Caglar und
Mitarbeiter, die in ihren Studien eine Erhohung der Albuminkonzentration wéhrend
Inflammation bei Dialysepatienten feststellten, beschreiben eine verstédrkte Proteolyse, wie sie
in diesem Patientenklientel zu finden ist, als einen potenten Stimulator der Albuminsynthese
(Caglar et al. 2002). Des Weitern ist die Albuminkonzentration als negativer Marker fiir die
Mortalitdt und als positiver Marker fiir den Erndhrungszustand bekannt. Gil beschreibt eine
geringere Mortalitdt je hoher die Albuminserumkonzentration ist (Gil et al. 2007). In der
DOPPS-Studie (Hecking et al. 2004) wird ein besserer Erndhrungszustand, also eine hohere
Albuminserumkonzentration, mit einer geringeren Mortalitit korreliert. Woods jedoch fand,
dass das Serumalbumin keine Auswirkung auf die Mortalitdt hat, stellten aber in ihrer Studie,
in Ubereinstimmung mit unseren Ergebnissen (siche Tab. 24), bei LF-Dialysepatienten eine

hohere Albuminkonzentration fest (Woods und Nandakumar 2000). Die Interpretation einer
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verdnderten Albuminkonzentration bei Dialysepatienten bedarf also noch weiterer

Untersuchungen.

Gruppe 1 Gruppe 2

LF HF LF HF

Serumalbumin (g/1) 40.4 +2.7 39.7+2.0 43.8+2.6 42,1422

Tab. 24: Albuminkonzentrationen in Abhéngigkeit von der Dialyse; Daten zur Verfligung gestellt von Dr.
Klemm KfH Jena

Des Weiteren konnten wir bei 40 % der Patienten eine Anreichung von Proteinen im
hochmolekularen Bereich, in dem iiblicherweise Proteinkomplexe gefunden werden, nach der
HF-Dialysetherapie beobachteten.

Durch die Analyse tryptischer Peptide konnten fiir einige Fraktionen reproduzierbar
charakteristische Peptide ermittelt werden, mit deren Hilfe Konzentrationsunterschiede von
Proteinen bei den Dialysemethoden herausgestellt werden konnten. (siehe 5.1.3). Die mit
Hilfe der normierten Peakhohen quantifizierbaren Konzentrationsunterschiede dieser Peptide
lieferten jedoch dafiir keinen Hinweis auf eine reproduzierbare Abhdngigkeit von der
Dialysemethode. Ebenso konnten wir bei Peptidmassen, die in niedermolekularen Fraktionen
gefunden wurden und welche ohne tryptischen Verdau massenspektrometrisch analysiert

wurden, keine dialysemethodenabhidngige Muster erkennen.

Es kann also zusammengefasst werden, dass im pradialytischen Serumproteom mit allen
verwendeten =~ Methoden  (Absorbanzmessung nach  1D-  und  2D-Trennung,
Fluoreszenzmessung, Peptide-Mass-Fingerprint, Sequence-Tags und normierten Peakhdhen-
summen) auller bei den Immunglobulinen und Haptoglobin (s.u.) keine weiteren
reproduzierbare signifikante Unterschiede zwischen beiden Dialysemethoden gefunden
wurden.

Die Konzentrationserhohung von Immunglobulinen in den LF-Proben spricht fiir stirkere
Entziindungsvorginge wihrend einer Dialysetherapie mit Low-Flux-Membranen. Diese
Ergebnisse stehen im Gegensatz zu den CRP-Konzentrationen, die wahrend regelmafiigen
laborchemischen Kontrollen festgestellt wurden (Tab. 24) und denen der Arbeitsgruppen, die
keinen Unterschied bei dem Entziindungsparameter CRP gefunden haben (Ayli et al. 2004,
Lippi et al. 2007).

Haptoglobin ist ein Akute-Phase-Protein, es wirkt bakteriostatisch und hat viele Funktionen

bei zelluldren Umbau- und Reparaturvorgéngen in den verschiedenen Geweben. Es stimuliert

56




iiber die Inhibition von Gelatinasen die Zellmigration zum Ort der Schidigung. Des Weiteren
ist es ein wichtiges Antioxidanz. Aullerdem ist es ein wichtiger Marker fiir die Himolyse und
dient hauptsdchlich als Bindungs- und Transportprotein fiir Himoglobin. Haptoglobin besteht
aus 2 verschiedenen dimorphen Polypeptidketten. Das Molekulargewicht betrdgt je nach
Polypeptidkettenart zwischen 86 kDa und > 200 kDa. Die Serumkonzentration von
Haptoglobin ist bei Tumoren, Aneurysmen und bei Entziindungen erhoht (Burbea et al. 2004,
Van Vlierberghe et al. 2004, de Kleijn et al. 2002).

Bei unseren  Untersuchungen zeigten sich in  beiden  Gruppen  erhdhte
Haptoglobinkonzentrationen (s. Tab. 7; 2D-Trennung: cyg/cyr Grl: Platte 16/17 Fraktion 72;
cLr/cur Gr2: Platte 13 Fraktion 74 und Platte 17 Fraktion 73; ~ MW von 316,58 - 249,58 kDa)
bei den Low-Flux-Dialyseproben im Vergleich mit den High-Flux- oder Gesunde
Probandenproben. Da in dem Molekulargewichtsbereich der untersuchten Fraktionen
Haptoglobin-Hdmoglobinkomplexe zu erwarten sind, kann dies sowohl Ausdruck einer

Entziindungsreaktion als auch einer verstiarkten Hamolyse sein.

6.6 Unerwartet wenig Proteom-Unterschiede zwischen HF- und LF-Therapie

Griinde dafiir, dass wir nur wenige Verdnderungen des Serumproteoms bei unterschiedlicher
Dialysetherapie finden konnten, kdnnen vielfiltig, sowohl urséchlicher als auch methodischer
Art, sein.

Als erstes spielt die extreme Komplexitdt und die grole dynamische Breite der Serumproteine
eine entscheidende Rolle. Die zur Verfligung stehende zwei-dimensionale Fraktionierung hat
thre Validitdt anhand von zwei Modellerkrankungen bewiesen (Baum et al. 2008). Es kann
jedoch sein, dass diese Methode fiir subtile und minimale Proteomverdnderungen nicht
ausreichend sensitiv ist. Die Anwendung einer dritten Trenndimension oder einer vollstindig
anderen Proteomanalysemethode ist flir diese Fragestellung zu erproben, da die verschiedenen
Verfahren bekanntermaflen immer nur einen Teil des Spektrums an Proteinen identifizieren
(Anderson 2005).

Auf Grund der zwar plausiblen Auswahl von Fraktionen wurde dennoch nur eine Stichprobe
von Fraktionen untersucht. Dadurch konnen Informationen entgangen sein. Das heillt, wir
konnen nicht ausschliefen, dass Proteinunterschiede entgangen sind, weil sie in Fraktionen
auftraten, die im Sensitivitdtsbereich der UV-Messung keine signifikanten Unterschiede

erkennen lieBen. Es miissten theoretisch Untersuchungen, die alle Fraktionen umfassen
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angeschlossen werden, was aus Kapazitdtsgriinden mit der zur Verfligung stehenden Technik

und im Zeitrahmen dieser Arbeit praktisch unmoglich ist.

Als weitere Fehlerquelle ist die Umstellungszeit der Dialysemethoden zu diskutieren. Ayli
fand Unterschiede zwischen einer LF- und HF-Dialyse bei dem EPO-Substitutionsbedarf und
der Hamoglobinkonzentration. Diese Unterschiede konnten aber erst nach einer Dialysezeit
mit der jeweiligen Methode nach 3 Monaten festgestellt werden (Ayli et al. 2004). Die
Methodenumstellungszeit in der vorliegenden Cross-over-Studie betrug 10 Wochen, so dass
diese Zeit eventuell nicht ausreichte um methodenabhingige Unterschiede im Serumproteom
manifest werden zu lassen.

Des Weiteren zeigte Lesaffer bei einer HF-Polysulfonmembran F60, dass die
Membranpermeabilitdt innerhalb von 20 Minuten von ca. 66 kDa zu Beginn der Dialyse auf
30 kDa absinkt (Lesaffer et al. 2000). Dadurch ist der Membran-cut-off der HF-Membran
dem der LF-Membran sehr &dhnlich und porengroBebedingte Unterschiede sind schwer
detektierbar bzw. nicht vorhanden. Inwiefern die von Lesaffer beschriebenen
Membranverdnderungen auch auf eine LF-Membran zutreffen, ist nach unserem

Kenntnisstand in der Literatur nicht beschrieben.
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