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1 Einleitung

1.1 Ursachen der chronischen Niereninsuffizienz bei Kindern und Jugendlichen

Als chronische Niereninsuffizienz (CNI) wird der {iber Monate oder Jahre voranschreitende
Verlust der Nierenfunktion bezeichnet. Tabelle 1 gibt die entsprechenden Stadien abhidngig von
der glomeruldren Filtrationsrate (GFR) wieder.

Tab. 1: CNI-Klassifikation des K/DOQI-Komitees (National-Kidney-Foundation 2005)

CNI Stadium I | Nierenschéddigung, erhaltene oder erhohte Nierenfunktion (GFR > 90 ml/min/1,73 m?)
CNI Stadium II | Leichte Niereninsuffizienz (GFR 61-90 ml/min/1,73 m?)
CNI Stadium III | MdBige Niereninsuffizienz (GFR 31-60 ml/min/1,73 m?)

CNI Stadium IV | Fortgeschrittene Niereninsuffizienz (GFR 15-30 ml/min/1,73 m?)
CNI Stadium V | Terminale Niereninsuffizienz (GFR < 15 ml/min/1,73 m?)

Sowohl angeborene Fehlbildungen der Nieren und/oder des Harntraktes (CAKUT - Congenital
Anomalies of the Urinary Tract and Kidney) als auch erworbene immunologische Erkrankungen
konnen im Kindesalter zu einer CNI fiihren. Die Nephronophtise, polyzystische
Nierenerkrankungen und das Alport-Syndrom sind dabei die hdufigsten hereditdren Ursachen,
wihrend die Glomerulonephritis, die interstitielle Nephritis, das hidmolytisch-urdmische
Syndrom und Systemerkrankungen wie Lupusnephritis, Goodpasture-Syndrom, monoklonale
Gammopathien, Amyloidose, Vaskulitiden, Anti-Phospholipid-Syndrom und thrombotisch-

thrombozytopenische Purpura zu den erworbenen Ursachen zdhlen (Abb. 1).

Glomerulonephritis
= 16,8 %

Interstitielle Nephritis

Verschiedene 6,5 %

) ) Zystennieren
Diabetes mellitus + y

. 14,7 %
Vask. Nephropathie 1,9 % °
Unbekannte Genese
2,6 %
Systemerkrankungen Hereditire
9,6 %

Nephropathien
8,0 %

Kongenitale Nephropathien (CAKUT)
29,5 %

Abb. 1: Verteilung der Diagnosen, die bei Kindern und Jugendlichen (n=584) zu einer
Nierenersatztherapie fiithren (modifiziert nach (Frei, et al. 2006)).



Bei Erwachsenen sind dagegen die diabetische Nephropathie, die vaskuldre Nephropathie und
die Glomerulonephritis hiufigste Ursache einer CNI (Frei, ef al. 2006; Harambat, et al. 2011).

Bei Kindern und Jugendlichen sind neben dem kongenitalen nephrotischen Syndrom, das
aufgrund des chronisch hohen Eiweillverlustes oftmals eine Nephrektomie als ,,ultimo ratio*
erfordert, auch weniger fulminante Formen der Proteinurie zu der Gruppe der chronischen
Nierenerkrankungen zu zéhlen. Diese Erkrankungen sind dabei weniger durch einen Anstieg der
Retentionswerte bzw. dem Verlust der glomerulédren Filtration gekennzeichnet, sondern fiihren

vielmehr durch den akuten oder chronischen Proteinverlust zu weitreichenden Konsequenzen.

Je nach Ursache der Proteinurie werden glomeruldre, tubuldre und gemischt glomerulér-tubulire
Proteinurien unterschieden. Zur Klassifizierung einer Proteinurie werden im 24h-Sammelurin
al-Mikroglobulin (ca. 33 kDa), Albumin (ca. 69 kDa), Transferrin (ca. 80 kDa) und
Immunglobulin G (IgG; ca. 150 kDa) quantitativ oder semiquantitativ bestimmt. Die hdufigste
Form ist eine Proteinurie vom rein glomeruldren Typ. Dabei steigt als Folge einer geschidigten
glomeruldren Basalmembran die Durchléssigkeit fiir Albumin und fiir héhermolekulare
Serumproteine wie z.B. die Immunglobuline, die unter physiologischen Bedingungen nur in sehr
geringen Mengen ausgeschieden werden. Beim selteneren, tubulidren Typ sind vor allem die
proximalen Tubuluszellen geschddigt und primér ist die Resorption glomerulédr filtrierter
Proteine, also z.B. von oal-Mikroglobulin und [2-Mikroglobulin, beeintrachtig. Unter
physiologischen Bedingungen werden diese niedermolekularen Proteine zu ca. 96% im Tubulus
resorbiert. Wihrend bei einer tubuldren Proteinurie in der Regel eine normale glomerulére
Filtrationsrate (GFR) vorliegt, ist diese bei einer gemischt glomeruldr-tubuldren Proteinurie
leicht und bei einer glomeruldren Proteinurie von ca. 100 mg/min auf mehr als 1 g/min

gesteigert.

Wenn bei einer grolen Proteinurie (>1 g/d) als Folge der Trias aus Hypalbumindmie (Albumin
<25 g/l), Hypoproteindmie (Protein <60 g/1) und Hyperlipoproteindmie (Gesamtcholesterin >6,2
mmol/l, Low Density Lipoprotein (LDL) >3,9 mmol/l, Triglyceride >1,97 mmol/l, High Density
Lipoprotein (HDL) <1,45 mmol/l) periphere Odeme auftreten, spricht man von einem Vollbild

des nephrotischen Syndroms.

Patienten mit Proteinurie haben ein erhohtes Risiko, dass sich parallel zur Progression der
renalen Erkrankung eine Niereninsuffizienz bis hin zur Dialysepflichtigkeit entwickelt (van der
Velde, et al. 2009). Des Weiteren steigen bei gegebener Nierenfunktion mit zunehmender
Proteinurie sowohl das Risiko einen Herzinfarkt zu erleiden als auch die Mortalitdt signifikant an
(Hemmelgarn, et al. 2010; Matsushita, ef al. 2010).



1.2 Atiologie und Pathogenese der GefiBlverkalkungen bei chronischer

Niereninsuffizienz

Gefalverkalkungen konnen entweder in der Intima im Rahmen einer "klassischen"
Atherosklerose oder in der Media vorkommen (Abb. 2).

Elastica interna

Endothel

Lumen

Fibroblast

Intima

Media

Adventitia

Abb. 2: Schematische Darstellung eines Querschnitts durch eine Arterienwand (Stijn A.L

Ghesquiere www.applesnail.net).

Dabei werden Mediaverkalkungen unabhingig von atherosklerotischen Verdnderungen und,
obwohl die allgemeine Inzidenz mit dem Alter zunimmt, bevorzugt bei Patienten mit Diabetes
mellitus oder chronischer Niereninsuffizienz beobachtet. Die Calcifizierung der Media fiithrt zu
einer fortschreitenden Steifigkeit des Gefifles, welches damit immer schlechter auf Anderungen
des Blutdrucks reagieren kann. Der dadurch erhohte Widerstand im Blutkreislauf fiihrt
langfristig zu einer reaktiven Dilatation mit nachfolgender Hypertrophie und Insuffizienz des
linken Herzens.

Sowohl die Intima- als auch die Mediaverkalkung stehen nicht nur in engem Zusammenhang mit
dem Knochenstoffwechsel, sondern weisen sowohl auf molekularer als auch auf zelluldrer Ebene
Parallelen mit der enchondralen und membrandsen Knochenbildung sowie den dazugehorigen
Umbauprozessen auf (Hotbauer, et al. 2007; Neven, et al. 2007; Persy, et al. 2009).



Derzeit werden vier Mechanismen diskutiert, die, abhdngig von der zugrunde liegenden

Erkrankung, in unterschiedlichem Maf3 zur Entstehung ektoper Calcifizierung beitragen (Abb.3):

a) Ein relativer Mangel der Calcifizierungsinhibitoren (Fetuin-A, Pyrophosphat, Matrix Gla
Protein (MGP), Osteopontin (OPN), u.a.) filhrt zur Prézipitation von Calciumphosphaten
(Ketteler, et al. 2005; Schoppet, et al. 2008).

b) Die Kombination aus hohen Phosphat- und Lipidkonzentrationen im Serum,
inflammatorischen Cytokinen und oxidativem Stress kann die Transformation glatter
Gefilmuskelzellen zu osteoblastendhnlichen Zellen induzieren und/oder die Differenzierung
ruhender Adipozyten in Osteoblasten stimulieren (Chen, et al. 2009; Demer, ef al. 2008; Jahnen-
Dechent, et al. 2008; Murshed, ef al. 2005).

c) Aktiver Knochenumbau und gestorter Mineralstoffwechsel setzen mineralisierte Zell-
fragmente frei, die nur unvollstdndig phagozytiert und abgebaut werden (Price, et al. 2002; Price,
et al. 2001).

d) Die bei natiirlichem Zelltod bzw. Nekrose frei gesetzten Apoptosekdrperchen dienen als

Kristallisationskeime fiir die Bildung von Calciumphosphaten.

Hyperphosphatiamie = Phosphat
Hypercalcamie - Lipide
= Inflammatorische Zytokine

1. Inhibitorenmangel
- Fetuin-A
- Matrix Gla Protein -u-a.
- Osteopontin l
- Pyrophosphate
-u.a.

2. Induktion von
Knochenbildung

-Osteoblasten/Chondro-
zytenahnliche Zellen

Vaskulare

Calcifikation ~€— Ca/Pi beladene

Matrixvesikel

\

3. Zirkulierende Apoptosekdrperchen und
Zellfragmente nekrotischer Debris

7

Knochenstoffwechsel 4. Zelltod

Abb. 3: Vier Modelle fiir die Entstehung von Gefiifiverkalkungen (modifiziert nach (Giachelli
2004)). Ca=Calcium, P; =Anorganisches Phosphat



In jedem Falle ist die ektope und orthotope Mineralisierung ein aktiver und geregelter Vorgang
und keineswegs das Ergebnis einer zufilligen und ungeregelten Prézipitation basischer

Calciumphosphate.

Bei CNI-Patienten spielt die gestdrte Mineralhomdostase eine wichtige, wenn nicht gar
ursichliche Rolle fiir die Pathogenese der GefaBBverkalkungen (Ketteler, et al. 2006; London
2003). Auch der kiirzlich eingefiihrte Begriff "Chronic Kidney Disease - Mineral Bone Disorder"
(CKD-MBD) spiegelt die enge Verbindung zwischen Nierenfunktion und Mineralstoffwechsel
wieder (Moe, et al. 2007). Dariiberhinaus trigt der Begriff der CKD-MBD der Tatsache
Rechnung, dass es bei Patienten mit CNI gleichzeitig sowohl zu einer reduzierten
Knochenmineralisierung als auch zu einer verstirkten ektopen Calcifizierung, insbesondere der
GefaBe, kommt. Letzteres trigt in erheblichem MaBle zur kardiovaskuliren Morbiditdt und
Mortalitdt bei und wird unter Umsténden auch schon bei Kindern und Jugendlichen mit einer
terminalen Niereninsuffizienz (CNI Stadium V) beobachtet (Oh, et al. 2002).

Der Mineral- und Knochenstoffwechsel wird wesentlich durch die Interaktion zwischen
Parathormon (PTH), dem Fibroblast growth factor 23 (FGF-23) und Calcitriol reguliert (Abb. 4).

CaSR, Klotho

i

Calcitriol ,
E ++
FGF-23 Ca pi
Serumpool
PTH
i, Calcitriol FGF-23
v FGF-23 Klotho
\ PTH Calcidiol
s 2
y Calcitriol

-

Abb. 4: Pathogenese der renalen Osteodystrophie und des gestorten Mineralstoffwechsels bei
chronischer Niereninsuffizienz (modifiziert nach (Haffner, et al. 2010)).
FGF-23=Fibroblast Growth Factor-23; Ca=Calcium, P; =Anorganisches Phosphat,

PTH=Parathormon, CaSR=Calcium-sensitiver Rezeptor.



FGF-23 gehort zur Familie der endokrinen FGFs, wird von Osteoblasten sezerniert und ist
wesentlich fiir die Regulation der tubuldren Phosphatriickresorption. Bei hohen Serumphosphat-
spiegeln inhibiert FGF-23 nach Bindung an Klotho und den FGF-Rezeptor in den proximalen
Tubuli die Expression der Natrium-abhangigen Phosphat Cotransporter (NPT) 2a und 2¢ und
hemmt dadurch die Phosphatriickresorption. Gleichzeitig hemmt FGF-23 auch die renale 1-a
Hydroxylase und damit die Synthese von aktivem Vitamin Ds (Calcitriol). Parallel zum Abfall
der Nierenfunktion kommt es zu einem Anstieg von FGF-23. Dies trigt einerseits dazu bei, dass
zwar die Serumphosphatspiegel erst in relativ spdten Stadien der CNI ansteigen, andererseits
aber die gleichzeitige Hemmung der 1a-Hydroxylase den Calcitriolmangel verstarkt sowie die
gastrointestinale Calciumresorption reduziert (Bergwitz, et al. 2010; Berndt, ef al. 2009; Kuro-o
2006, 2010; Nitta 2010; van Husen, ef al. 2010). Calcium ist ein wichtiger sekundérer Botenstoff
der inter- und intrazelluldren Signaltransduktion. Die Interaktion zwischen dem Calcium-Sensing
Rezeptor (CaSR) und PTH ist wesentlich fiir die Calciumhomdostase, wobei die Aktivitit des
CaSR umgekehrt proportional zu den Calciumspiegeln verlduft. PTH stimuliert die Osteoklasten
und damit die Freisetzung von Calcium und Phosphat aus dem Knochen (Komaba, et al. 2010;
Lee, et al. 2009).

Die Therapie der CNI ist darauf gerichtet diesen ,,Teufelskreis* zu unterbrechen, indem die
gastrointestinale Phosphatausscheidung und Calciumresorption gefordert und die PTH Sekretion
gehemmt wird (Kalantar-Zadeh, et al. 2010; National-Kidney-Foundation 2005). Dieses wird
durch Gabe von Calcitriol, Phosphatbindern und Inhibitoren des CaSR erreicht. Trotz dieser
Interventionen haben CNI-Patienten ein 20- bis 30-fach erhohtes Risiko fiir die Entwicklung von
Gefilverkalkungen. Weiterhin sind in dieser Patientengruppe mehr als 50% aller Todesfille auf
kardiovaskuldre Erkankungen zuriickzufiihren (Briese, et al. 2006; Foley, et al. 2005; Foley, et
al. 1998; Oh, et al. 2002). Es gibt zahlreiche Hinweise, dass dem Vitamin D-Spiegel unabhingig
von der Nierenfunktion eine besondere Bedeutung fiir die Entwicklung von Gefaverkalkungen
zukommt (Carrelli, ef al. 2011; Haffner, ef al. 2005; Shroff, et al. 2008; Zittermann, et al. 2007).



1.3 Vitamin D-Biosynthese

Die Vitamin D-Synthese findet zu 80-90% durch endogene Produktion statt (Abb. 5).

Endogen
(Squalen aus Cholesterinbiosynthese)

7-Dehydrocholesterin
(Provitamin D)

Exogen (Nahrung)

21 21

<
=
i
=
=
=
=

Cholecalciferol
(Vitamin D)

1-Hydroxylierung: Niere

% 27
CH, \ ll 25-Hydroxylierung: Leber /

Ergocalciferol
(Vitamin DZ)

1,25-Dihydroxy-
cholecalciferol

HO OH

Abb.5: Biosynthese von 1,25 Dihydroxycholecalciferol (modifiziert nach (Loffler, ef al. 2006)).

Das bei der Cholesterinbiosynthese entstehende Squalen wird zunichst in das Provitamin 7-
Dehydrocholesterin tiberfiihrt und anschlieend in der Haut durch Einwirkung von UV-Licht in
Vitamin Ds (Cholecalciferol) umgewandelt. Zusétzlich werden Cholecalciferol und Vitamin D,
(Ergocalciferol) in geringerem Mafle iiber die Nahrung aufgenommen. Beide Vitamine besitzen
die gleiche biologische Wirksamkeit, werden zunichst im Fettgewebe gespeichert und gelangen
nach Bindung an das Vitamin D-bindende Protein (VDBP) in den Kreislauf und in die Leber, wo
die Hydoxylierung zu 25-Hydoxycholecalciferol (Calcidiol) stattfindet. In der Niere wird die
Biosynthese von Calcitriol (1,25-Dihydroxycholecalciferol) durch die 1la-Hydroxylase
abgeschlossen (Loffler, et al. 2006; Makariou, et al. 2011). Obwohl zahlreiche Organe und
Zelltypen ebenfalls eine la-Hydroxylase besitzen und in der Lage sind Calcitriol zu
synthetisieren, hat dieses lokal erzeugte Calcitriol im Wesentlichen autokrine/parakrine
Wirkungen (Holick 2007; Querfeld, et al. 2010).



Vitamin D kontrolliert in Verbindung mit seinem zur Familie der nukledren Transkriptions-
faktoren gehdrenden Rezeptor (VDR) ca. 3% des humanen Genoms und hat daher eine in jeder
Hinsicht enorme Bedeutung fiir den Stoffwechsel (Bouillon, et al. 2008; Verstuyf, et al. 2010).
In grof3 angelegten Studien wurde festgestellt, dass in der allgemeinen Bevolkerung und auch bei
Kindern die Héufigkeit eines Vitamin D-Mangels zunimmt, was unter anderem auf verdnderte
Nahrungsgewohnheiten, zunehmende Fettleibigkeit und verminderte Sonnenexposition
zuriickzufiihren ist (Hintzpeter, et al. 2008; Looker, et al. 2002; Makariou, et al. 2011).

Wihrend bei einer chronischen Niereninsuffizienz die Pathomechanismen, die zu einer
Gefidlverkalkung mit konsekutiver Erhohung der kardiovaskuldren Morbiditit und Mortalitét
fiihren, relativ gut bekannt sind, gilt dies fiir die Rolle der Proteinurie nur mit Einschrankungen.
Bei diesen Patienten steht moglicherweise der renale Verlust von Fetuin-A, einem wichtigen
Regulator der Mineral-Homdostase, im Vordergrund. Unabhéngig von der Ursache des Fetuin-
A-Mangels besteht eine Assoziation mit endothelialer Dysfunktion und GefdBBverkalkungen
(Cottone, et al. 2010; Ketteler, et al. 2003; Shroff, et al. 2008).

1.4  Eigenschaften und Funktionen von Fetuin-A

Fetuin-A, das auch op-Heremans-Schmid Glykoprotein (AHSG) genannt wird, gehort zur
Superfamilie der Cystatin-C Proteine und wird im Wesentlichen von Hepatozyten synthetisiert
(Brown, et al. 1997; Lee, et al. 2009). Das Gen ist auf Chromosom 3q27-q29 lokalisiert, umfasst
ca. 8 kb und besteht aus sieben Exonen, die fiir ein Protein von ca. 35 kDa kodieren (Osawa, et
al. 1997). Wie alle Mitglieder der Cystatin-C Superfamilie besteht Fetuin-A aus zwei iiber
Disulfidbriicken miteinander verbundenen Polypeptidketten, die zusétzlich sowohl N- als auch
O-glykosidisch gebundene Oligosaccharide tragen. Diese Oligosaccharide sind fiir die
Interaktion mit Lektinen verantwortlich. Daneben existieren Bindungsstellen fiir Apatit und fiir
Mitglieder der Transforming Growth Factor-$ (TGF-f) Superfamilie (Abb. 6).

Apatit TGF-p Al ektine

ADbb.6: Struktur und posttranslationale Modifikationen von Fetuin-A. Gelbe Verbindungslinien
stellen Disulfidbriicken dar, die fiir die Cystatin-dhnlichen Domdnen D1 und D2 charakteristisch
sind.  Serin-Phosphorylierungsstellen — sind  mit  einem  roten  Stern  versehen

[www.biointerface.rwth-aachen.de].



Die zu den Cytokinen gehorende Superfamilie der Transforming Growth Factor-B (TGF-)
umfasst neben TGF-B; und TGF-B, auch die Unterfamilie der Bone morphogenetic proteins
(BMP). Sowohl TGF- als auch die BMPs sind fiir die Entwicklung von Knorpel und Knochen
entscheidend. BMP-2 kann in Abhangigkeit von den lokalen Bedingungen die Umwandlung von
mesenchymalen Zellen in Osteoblasten und Adipocyten induzieren. Fetuin-A blockiert durch
Bindung an TGF-B die TGF-B-abhidngigen Signalkaskaden in Osteoblasten und vermutlich
reguliert das Verhéltnis zwischen Fetuin-A und Cytokinen der TGF-B,-Familie die Auf- und
Abbauvorginge im Knochen (Szweras, et al. 2002).

Dariiber hinaus sind noch die Beteiligung von Fetuin-A am Calpain-vermittelten Remodelling
der Extrazelluldr-Matrix im Rahmen der Wundheilung und die Interaktion zwischen Fetuin-A
und dem Insulin-Rezeptor zu nennen (Auberger, et al. 1989; Lebreton, et al. 1979; Mellgren, et
al. 2007; Srinivas, et al. 1993). Unter physiologischen Bedingungen hat zirkulierendes Fetuin-A
eine Halbwertszeit von einigen Tagen und wird nach Bindung an den Asialoglykoprotein-

Rezeptor iiber die Leber eliminiert (Tolleshaug 1984).

Obwohl Fetuin-A an zahlreichen physiologischen Vorgéngen beteiligt ist, steht die Funktion als
Verkalkungsinhibitor zunehmend im Mittelpunkt des Interesses. Fetuin-A ist ein Serumprotein
und zusétzlich vorrangig in mineralisierten Geweben lokalisiert (Jahnen-Dechent, e al. 2011;
Triffitt, et al. 1976). Untersuchungen an der Fetuin-A Knockout-Maus (AHSG™ Maus) haben
wesentlich zum Verstdndnis der Funktion von Fetuin-A als zirkulierender Inhibitor der
Verkalkung beigetragen (Jahnen-Dechent, et al. 1997; Schiéfer, et al. 2003). Der Phénotyp der
zunichst erzeugten C57BL6""%"" Maus war deutlich milder als erwartet und es fanden sich
neben einer nahezu normalen Knochenmineralisierung nur gelegentliche Weichteilverkalkungen
bei dlteren Tieren (Jahnen-Dechent, et al. 1997). Erst nach Riickkreuzung dieser Méuse auf den
verkalkungssensitiven DBA/2 Hintergrund und der Umstellung auf ein mit Phosphat und
Vitamin D angereichertes Futter entwickelten sich ausgedehnte systemische Verkalkungen (Abb.
7) (Schiéfer, et al. 2003).



Abb. 7: Sporadische Gefifiverkalkungen einer Wildtypmaus (+/+) und einer AHSG Knockout-
Maus (-/-) mit verkalkungssensitivem DBA/2 Hintergrund unter Phosphat und Vitamin D-
reicher Diiit (Schéfer, et al. 2003).

Fetuin-A bindet sowohl freie Calcium- und Phosphationen als auch bereits gebildete
Calciumphosphatnanokristalle, verhindert die Aggregation der Nanokristalle und sorgt fiir den
Transport zu den Orten der Mineralisierung (Jahnen-Dechent, ef al. 2011). Damit ist Fetuin-A
Inhibitor der ektopen Verkalkung und gleichzeitig als Transportprotein mafigeblich an der
orthotopen Mineralisierung beteiligt (Heiss, ef al. 2010; Jahnen-Dechent, et al. 2008). Wihrend
Fetuin-A in der gesunden GefdBwand in der Regel nicht nachweisbar ist, wird es in
atherosklerotisch verdnderten GefdBlen nahezu unabhingig vom Ausmal} der Verkalkung und
den Begleiterkrankungen gefunden. In den friilhen Phasen einer GefdBerkrankung dient die
Akkumulation von Fetuin-A in glatten Muskelzellen mit groBer Wahrscheinlichkeit dazu, die
Mineralisierung zu verhindern (Chen, et al. 2007; Shroff, et al. 2008; Voigt, et al. 2010).
Demgegeniiber reflektiert der Nachweis von Fetuin-A in fortgeschritten calcifizierten Lésionen
wohl eher die ossdre Transformation des betroffenen Gewebes und die Umwandlung einer

primédr nichtmineralisierbaren zu einer mineralisierbaren Matrix.
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2 Ziel der Arbeit

Fetuin-A spielt als multifunktionelles Protein sowohl fiir die Hemmung ektoper als auch fiir die
Gewdhrleistung orthotoper Mineralisierung eine wichtige Rolle. Neben Albumin ist
zirkulierendes Fetuin-A ganz wesentlich fiir die Komplexierung unloslicher Calciumphosphate
verantwortlich. Bislang wurden Fetuin-A Serumspiegel iiberwiegend bei erwachsenen Patienten
in Relation zur Grunderkrankung beurteilt, es ist aber nur wenig iliber die Verdnderungen der

Fetuin-A Serumspiegel im Rahmen von Wachstum und Entwicklung bekannt.

Immunchemische Verfahren sind sehr gut geeignet, um z. B. im Serum die Konzentration eines
definierten Proteins ohne aufwendige Probenvorbereitung relativ zu einem internen Standard
quantitativ zu bestimmen. Allerdings héngt das Ergebnis eines solchen immunchemischen Tests
immer von den Eigenschaften der Antikdrper, dem fiir die Kalibration verwendeten Standard
(natives Protein, rekombinantes Protein, konjugierte Peptide etc.), von der Geometrie des Assays
(z.B. Sandwich-Assay, Inhibitionsassay) und dem gewdhlten Detektionssystem ab. Diese
Einschrankungen erschweren den direkten Vergleich von Ergebnissen, die mit verschiedenen
Assays erzielt wurden. Daher ist es erforderlich, fiir jeden Assay Referenzwerte zu erstellen.
Auch fiir die quantitative Bestimmung von Fetuin-A in Serum und/oder Urin sind Assays

verschiedener Hersteller kommerziell verfiigbar.
Im Rahmen der vorliegenden Arbeit sollte untersucht werden:

1. Ob die Fetuin-A Spiegel bei gesunden Kindern und Jugendlichen mit dem Alter bzw.

Wachstum und Entwicklung assoziiert sind.

2. Ob die Fetuin-A Serumspiegel bei Proteinurie oder nephrotischem Syndrom und
erhaltener glomerulérer Filtrationsrate abnehmen und ob der renale Verlust von Fetuin-A

diesen Abfall erkldren kann.

3. Wie sich Fetuin-A Serumspiegel relativ zur Einschrankung der glomeruldren

Nierenfunktion bei Kindern und Jugendlichen verhalten.
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3 Material und Methoden

3.1 Patienten und Probanden

Die im Folgenden beschriebenen Untersuchungen wurden im Rahmen der Studien ,,Fetuin-A im
Blut und Urin bei gesunden Kindern und Kindern mit Nierenerkrankungen* (Geschéftszeichen
der Ethikkommission: II HV04/2006) und ,,Konzentration 16slicher Calcifizierungsinhibitoren
im Serum von Kindern und Jugendlichen mit physiologischer Nierenfunktion: Erstellung alters-
abhéngiger Normwerte* (Zeichen der Ethikkommission: A 002/2008) durchgefiihrt. In beiden
Studien wurden Kinder und Jugendliche nach altersgerechter Aufklirung und Zustimmung so-
wohl durch die Probanden selbst als auch durch die Eltern eingeschlossen. Von allen Studien-
teilnehmern wurden Alter, Gewicht und Korperh6he zum Zeitpunkt der Probenentnahme erfasst.
Probanden mit chronisch inflammatorischen Erkrankungen wurden grundsétzlich von der Teil-

nahme ausgeschlossen.

Dartiber hinaus galten je nach Fragestellung weitere spezifische Ein- und Ausschlusskriterien:
a) fiir Kinder und Jugendliche der Kontrollgruppen:

Einschlusskriterien: Gesunde Kinder und Jugendliche.

Ausschlusskriterien: Renale oder andere chronische Erkrankungen, regelmifBige Medi-
kamenteneinnahmen, akute oder chronische Infektionen mit Serumspiegeln des C-
reaktiven Proteins (CRP) von mehr als 5 mg/l, erhdhte Serumwerte von Kreatinin (> 2
SD) bzw. eine erniedrigte GFR (< 80 ml/min/1,73m?), metabolische Storungen, Hyperto-
nie, schwere Dystrophien (BMI-SDS < -2 SDS) und Adipositas (BMI-SDS > 2 SDS).

b) fiir Kinder und Jugendliche mit einer CNI:
Einschlusskriterien: CNI Stadien 1-5 und Nierentransplantation.

Ausschlusskriterium: Akute Infektionen.

¢) fiir Kinder und Jugendliche mit einer Proteinurie:
Einschlusskriterium:  Eine  Proteinurie von mehr als 100 mg/m*Tag.
Ausschlusskriterien: Akute Infektionen, erhdhte Serumwerte von CRP (> 5 mg/l) und
Kreatinin (> 2 SD) und erniedrigte GFR (< 80 ml/min/1,73m?).

Die Entnahme der Blut- und Urinproben erfolgte stets morgens in niichternem Zustand im Rah-
men der anstehenden ambulanten bzw. stationdren Behandlung. Bei dialysepflichtigen Patienten
erfolgte die Entnahme vor der Dialysebehandlung. Die Proben wurden in das Forschungslabor
der Kinder- und Jugendklinik gebracht und dort zur Isolierung von Serum mit 2500 U/min
(980g) fiir 15 Minuten bei 4 °C zentrifugiert. Danach erfolgte die Aliquotierung der Serum-
und/oder Urinproben in Polypropylenréhrchen und die anschlieBende Einlagerung bei -80°C bis

zur weiteren Analyse.
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3.2 Materialien

Bayer Vital GmbH, D-51373 Leverkusen
Albustix™ Teststreifen fiir Urin

DIANOVA GmbH, D-20354 Hamburg
Meerrettichperoxidase-konjugierter Esel-Anti-Ziegen-Antikorper

Epitope Diagnostics Inc., USA 92126 San Diego
Fetuin-A ELISA Kit (Katalognummer KT 800)

Merck KGaA, D-64293 Darmstadt
Grundchemikalien (mindestens p.a.- Qualitét)

R&D Systems, Inc., USA-55413 Minneapolis
Polyklonaler Ziegen-Anti-Fetuin-A Antikorper

Sarstedt AG & Co, D-51588 Niimbrecht
Blutentnahmesysteme, Serum-Monovetten, Urin-Monovetten

Tecan Group Ltd., CH-8708 Mannedorf
Infinite M200 PRO Mikroplattenleser, Magellan™ Standard Data Analysis Software

Thermo Fisher Scientific Inc., USA-61101 Rockford
SuperSignal West Pico Chemiluminescent Substrate

Whatman inc., USA-07932 New Jersey
Westran Polyvinyliden-Fluorid Membran
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3.3 Methoden

Die im Rahmen der stationdren bzw. ambulanten Patientenversorgung durchgefiihrten Blutunter-
suchungen wurden im Institut fiir Klinische Chemie und Laboratoriumsmedizin (Kommissari-
sche Leitung: Dr. med. P. Kohlschein) des Universititsklinikums Rostock durchgefiihrt. Die Er-
gebnisse dieser Untersuchungen wurden aus den Patientenakten iibernommen. Abhingig von der
Fragestellung wurden die Konzentrationen von CRP, Protein, Albumin, Kreatinin, Gesamt-
Calcium, Phosphat, PTH, Calcitriol und Calcidiol bestimmt. Sofern die oben genannten Analy-
sen nicht im Rahmen der Patientenversorgung durchgefiihrt wurden, erfolgte die Bestimmung im
selben Labor zu einem spiteren Zeitpunkt aus einem der asservierten und bei -80 °C gelagerten
Aliquote. In den Seren gesunder Probanden wurden neben Calcium und Phosphat auch die Ge-
samteiwei}- und die Albumin-Konzentration im Institut fiir Klinische Chemie und
Laboratoriumsmedizin des Universititsklinikums Rostock bestimmt. Die Ergebnisse quantitati-
ver Analysen des Spontanurins wurden auf die Kreatinin-Konzentration im Urin normiert. Bei
Patienten mit einer Proteinurie wurden im 24h-Sammelurin die Konzentrationen von Protein,
Albumin, o;-Mikroglobulin, a,-Makroglobulin, Immunglobulin G (IgG) und Transferrin im In-
stitut fiir Klinische Chemie und Laboratoriumsmedizin bestimmt. Die Ergebnisse wurden anhand
der Referenzbereiche, die im Institut fiir Klinische Chemie und Laboratoriumsmedizin verwen-
det wurden, beurteilt.

Informationen zum Krankheitsverlauf und Medikation wurden durch Anamnese erhoben

und/oder aus den Akten entnommen.

3.3.1 Quantitative immunchemische Bestimmung von Fetuin-A in Serum und Urin

Die Fetuin-A Spiegel in Serum und Urin wurden mit einem kommerziellen ELISA (Enzyme-
linked Immunosorbent Assay; Epitope Diagnostics, San Diego, USA) entsprechend den Anga-
ben des Herstellers bestimmt. Da es sich um einen manuell durchgefiihrten Test handelt, wurden
alle Analysen als Doppelbestimmungen angesetzt. Das Ergebnis wurde verworfen und die Mes-
sung wiederholt, wenn die Abweichung zwischen beiden Bestimmungen mehr als 10% betrug.
Die Serum- und Urinproben wurden fiir die Bestimmung von Fetuin-A mit dem im Kit enthalte-
nen Probenpuffer 1:10.000 bzw. 1:300 verdiinnt. Die untere Nachweisgrenze des Assays lag bei
0,005 mg/I1.
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3.3.2 Qualitativer Nachweis von Fetuin-A durch Elektrophorese und Western-Blot

Serum und Urin wurde auf eine Proteinkonzentration von 2 mg/l eingestellt und durch Sodium
Dodecyl Sulfat Polyacrylamid Gel Elektrophorese (SDS-Page) in einem 10% Gel unter nicht
reduzierenden Bedingungen getrennt. Die getrennten Proteine wurden zum Nachweis von
Fetuin-A auf eine Polyvinyliden-Fluorid-Membran (PVDF; Whatman Westran PVDF, Dassel,
Germany) iiberfiihrt (Semi Dry Blot nach Towbin (Towbin, et al. 1979)). Freie Bindungsstellen
auf der Membran wurden durch Inkubation mit Blotto (5% Magermilchpulver in 20 mM Tris,
0,3 M NaCl; pH 7,5; 2h Raumtemperatur) blockiert, bevor mit dem polyklonalen Ziegen-Anti-
Fetuin-A-Antiserum (1:300 in Blotto, 4 °C iiber Nacht) inkubiert wurde. Anschlieend wurde die
Membran gewaschen (3 x 5 min 20 mM Tris, 0,3 M NacCl, 0,25% (v/v) Tween 20; pH 7,5) und
mit einem Meerrettichperoxidase-konjugiertem Esel-Anti-Ziegen-Antikorper (1:1000, 1,5h
Raumtemperatur) inkubiert. Gebundene Antikorper wurden durch Chemilumineszenz sichtbar
gemacht (Fischer, et al. 2011).

3.3.3 Berechnung abgeleiteter klinischer und krankheitsspezifischer Grofien
a) Daten zum Patienten:

e Bei allen Patienten und Kontrollpersonen wurden Korperlinge (KL; [m]) und Kor-
pergewicht (KG; [kg]) erfasst. Daraus wurde der Body Mass Index (BMI; [kg/m?])
nach Formel (1) berechnet (Keys, et al. 1972).

KG

(kL)

e Fiir die Berechnung von individuellen alters- und geschlechtsspezifischen Standard-
abweichungen (SDS) fiir Korperlinge (KL-SDS), Korpergewicht (KG-SDS) und BMI
(BMI-SDS) wurden die von Prader, et al. und Kromeyer-Hauschild, et al. publizierten
Daten verwendet (Kromeyer-Hauschild, et al. 2001; Prader, et al. 1989). Die SDS fiir
den BMI basieren auf der LMS-Methode und wurden nach Formel (2) berechnet,
wobei BMI den Individualwert des Kindes und M(t), L(t) und S(t) die alters- und ge-
schlechtsspezifischen Werte fiir M, L und S darstellen.

(1): BMI =

(2): SDS, . = [BMI | M(H)]*® -1
: Lms 1056

e Die Korperoberfliche (KOF; [m?]) ergab sich nach Formel (3) (Mosteller 1987).

KG-KL

(3): KOF =
3600
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b) Bei Vorliegen einer Hypalbumindmie (Cap, gemessen in g/l) wurden die gemessenen

d)

2)

Calciumkonzentrationen (Cages, gemessen in mmol/l) gemd Formel (4) korrigiert
(Payne, et al. 1973).

(4): Ca,,, =Ca,, —(0,025-c,,)+1

Die geschitzte glomerulére Filtrationsrate (GFR; [ml/min/1,73m?]) wurde anhand Formel
(5) aus der Kreatininkonzentration im Serum (Ckrea, gemessen in mg/dl), der Korperldnge
(KL, gemessen in cm) und einem von Alter und Geschlecht abhéngigen Faktor k (Tabelle
2) berechnet (Schwartz, et al. 1976).

(5): GFR =k . 2L

Krea

Tab. 2: Altersabhiingige Werte fiir den Faktor k zur Abschiitzung der GFR

Alter [Jahre] Faktor k
ménnlich weiblich

<1 friihgeboren 0,33

<1 neugeboren 0,45

1-13 0,55

>13 0,70 | 050

Die prozentuale fraktionierte Exkretion (FE) von Fetuin-A oder Albumin wurde an-
hand Formel (6) berechnet (Bazzi, et al. 2000; Deegens, et al. 2007).

U
6): FE_ =—"% x Dy 100%

prot
prot crea

Ucrea und Upor SOWIE Screa und Sy symbolisieren die Urin- und Serumkonzentrationen

von Kreatinin und Fetuin-A bzw. Albumin.

Die Krankheitsdauer ergab sich als Differenz zwischen dem Datum der Probenentnahme
und dem Datum des erstmaligen Auftretens klinischer Symptome, d.h. einer Erhéhung
der Retentionswerte oder einer Proteinurie von mehr als 100 mg/m?/Tag. Die Dauer der
Proteinurie wurde aus der Differenz zwischen dem Datum der Probenentnahme und dem

Beginn der akuten oder der chronischen Proteinurie errechnet.

Die kumulative Dauer der Dialysebehandlung wurde als Summe aller Zeitrdume bis Pro-

benentnahme definiert, in denen eine Dialyse stattgefunden hat.

Die Dauer der Behandlung mit einem Nierentransplantat ergab sich aus der Differenz

zwischen dem Datum der Probenentnahme und dem Datum der Nierentransplantation.
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3.3.4 Statistische Verfahren

Die statistische Auswertung erfolgte mit dem Softwarepaket SPSS Version 17.0 (SPSS Inc. Chi-
cago, Illinois, USA) und SigmaPlot Version 10.0 (Systat Software Inc. San Jose, California,
USA). Ein Kolmogorov-Smirnov-Test wurde fiir die Priifung der Normalverteilung durchge-
fiihrt. Fiir normal verteilte Parameter sind Mittelwert und Standardabweichung angegeben. Fiir
Gruppenvergleiche wurde der ungepaarte Student t-Test verwendet und Korrelationen wurden
nach Pearson berechnet. Varianzanalysen wurden mit der einfaktoriellen ANOVA (analysis of
variance) durchgefiihrt. Bei nicht normal verteilten Daten sind Median und Bereich angegeben.
Der parameterfreie Wilcoxon-Mann-Whitney-Test wurde fiir Gruppenvergleiche benutzt. Zur
Beurteilung der Assoziationen zwischen verschiedenen Variablen wurde der Spearman Test her-
angezogen. Alle Variablen, die signifikant mit den Fetuin-A Serumkonzentrationen assoziiert
waren (p < 0,1), wurden in die multiple Regressionsanalyse eingeschlossen. Bei CNI-Patienten
waren dies die gewichtsbezogene Vitamin Ds-Jahresdosis, die Serumkonzentration von Calcium
und das CNI Stadium. In der Gruppe der Proteinurie-Patienten waren dies die Serumkonzentrati-
onen von Protein, Albumin, Albumin-korrigiertem Calcium und die auf Kreatinin bezogenen

Urinkonzentrationen von Protein, Albumin und Fetuin-A.

Grundsitzlich wurde eine Irrtumswahrscheinlichkeit von weniger als 5 % (p < 0,05) als statis-

tisch signifikant akzeptiert.
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4 Ergebnisse

4.1 Konzentration von Fetuin-A im Serum und Urin gesunder Kinder und Jugendlicher

Fiir die Bestimmung der Fetuin-A Referenzwerte standen Seren von 246 gesunden Kindern und
Jugendlichen (133 ménnlich / 113 weiblich) mit einem mittleren Alter von 9,7 Jahren (9 Tage —
18 Jahre) zur Verfiigung. Die Probanden wurden in fiinf Altersgruppen aufgeteilt. Dabei war die
Anzahl der Probanden pro Altersgruppe relativ dhnlich. Sowohl innerhalb dieser Altersklassen
als auch iiber alle Altersklassen hinweg waren die Fetuin-A Serumkonzentrationen normalver-
teilt (Kolmogorov-Smirnov-Test p = 0,302). Des Weiteren zeigte sich keine Assoziation mit dem
Alter (p = 0,300) oder Geschlecht (p > 0,05). Auch nach Normierung der Fetuin-A Konzentrati-
onen auf den Protein- bzw. Albumingehalt im Serum zeigte sich keine Assoziation mit dem Alter
oder Geschlecht (Abb. 8). Damit ergab sich fiir das Referenzintervall (Mittelwert + 1,96 SD) fiir
Fetuin-A im Serum ein Bereich von 0,22 g/l bis 0,70 g/1 (0,46 £+ 0,24 g/1).
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Abb. 8: Anzahl der Probanden pro Alterskohorte (A), Darstellung der Fetuin-A Serumkon-
zentrationen (B) und die auf den Serumproteingehalt (C) bzw. auf den Serumalbumingehalt
(D) bezogenen Fetuin-A Konzentrationen innerhalb der Alterskohorten und im gesamten Kol-
lektiv.

Weifle bzw. schraffierte Siulen symbolisieren die Anzahl der weiblichen bzw. mdnnlichen Pro-
banden. Die Boxplots stellen Median, 25. und 75. Perzentile dar. Ausreifser sind als offene Krei-
se dargestellt.
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Dartiber hinaus waren die Fetuin-A Serumspiegel bei gesunden, normalgewichtigen Probanden
(alterskorrigierter BMI-SDS) nicht mit dem BMI assoziiert (Abb. 9).

o
o

o
o

Fetuin-A [g/L]
o o
[\ I
Lo o o b o 0 0 0 0 0 0 b 9l

©
(=)

3 2 14 0 1 2 3
BMI-SDS

Abb. 9: Zusammenhang zwischen den Fetuin-A Serumkonzentrationen und dem BMI-SDS.
Weifse offene Kreise geben die von der Studie ausgeschlossenen Probanden wieder, schwarze
Kreise zeigen die Probanden, die im Bereich von zwei Standardabweichungen von BMI-SDS

liegen.

Von insgesamt 50 Kindern und Jugendlichen (22 minnlich / 28 weiblich) mit einem mittleren
Alter von 14,2 Jahren (7,6 — 17,6 Jahre), die fiir eine andere themenverwandte Studie rekrutiert
wurden, standen Spontanurine filir die Bestimmung von Fetuin-A zur Verfiigung. Bei elf dieser
Probanden lagen die Fetuin-A Konzentrationen im Urin unterhalb der Nachweisgrenze, in den
restlichen 34 Proben ergab sich eine auf Kreatinin normierte mittlere Konzentration von 0,37 +
0,2 mg/g. Die Fetuin-A Konzentration im Urin war weder mit dem Alter (Spearman r =-0,171,

p = 0,30) noch mit dem Geschlecht (Mann-Whitney-Test p = 0,899) assoziiert.
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4.2 Fetuin-A bei Patienten mit chronischer Niereninsuffizienz

4.2.1 Charakterisierung der Patienten

Es wurden 112 Patienten mit einem Alter zwischen 0,3 und 20 Jahren (Median 12,6 Jahre) unter-
sucht. In Tabelle 3 sind die renalen Grunderkrankungen und die medikamentdse Therapie zu-

sammengefasst.

Tab. 3: Demographische und klinische Merkmale der CNI-Patienten

N %
Geschlecht
ménnlich 65 58
weiblich 47 42
Renale Grunderkrankung
Kongenitale Anomalien von Niere und Harntrakt 47 42
Hereditdre Nephropathien 26 23
Glomeruldre Erkrankungen 19 17
Andere 20 18
Medikation
Antihypertensiva 101 90
ACE-Inhibitoren 72
ATI1-Blocker 29
Beta-Blocker 63
Calciumkanal-Blocker 42
Furosemid 82
Vasodilatatoren 18
Phosphatbinder
Calcium-haltige Phosphatbinder 26 23
Sevelamer 17 15
Vitamin D und Hormonbehandlung
Vitamin Ds 72 64
Calcitriol 52 46
Erythropoietin 38 34
Wachstumshormon 44 39
Immunsuppression nach Nierentransplantation 19 17
Cyclosporin A 15
Tacrolimus 4
Mycophenolat Mofetil 19
Prednisolon 9
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Die mittlere Dialysezeit betrug 1,2 Jahre (Bereich 0,3 — 16,5 Jahre). Die mittlere Dialyseetfizi-
enz, ausgedriickt als die Harnstoff Clearance pro Zeit und Verteilungsvolumen (Kt/V), belief
sich bei Hamodialyse (HD) auf 1,68 (Bereich: 1,4 — 2,5) und bei Peritonealdialyse (PD) auf 1,85
(Bereich: 1,7 — 2,6). Die Dialysatlosungen hatten eine Calciumkonzentration von 1,25 mmol/l.
Die mittlere Zeit seit Nierentransplantation betrug 5,6 Jahre (Bereich 0,1 — 15,6 Jahre). Bei allen
Patienten handelte sich es um die erste Nierentransplantation, wobei sieben Patienten die Niere

eines verstorbenen und zwolf Patienten die Niere eines lebenden Spenders erhalten hatten.

4.2.2 Fetuin-A Serumkonzentrationen bei allen CNI-Patienten

Die anthropometrischen und biochemischen Daten der Patienten mit konservativer Behandlung

und nach Nierentransplantation (NTX) sind in Tabelle 4 dargestellt.

Tab. 4: Anthropometrische und biochemische Daten (Median und Bereich) in Relation zur

Nierenfunktion
CNI 1 CNI 2 CNI 3 CNI 4 NTX
(n=10) (n=20) (n=18) (n=19) (n=19)
GFR 96" 720 48%"b-¢ 24%b-cd 574
[ml/min/1.73m’] (92-125) (64-89) (30-59) (15-30) (19-158)
8.0° 11.9 14.8 10.5 13.2°
Alter [Jahre] (0.3-16.8) (0.9 - 20.7) (0.8-18.3) (0.3-20.3) (5.4-20.3)
-1.18 -0.93 -1.29 -1.05 124
KL-SDS (-3.00-0.85)  (-4.4-127)  (-3.88-0.83)  (-5.21-0.92)  (-3.62-1.06)
0.49 2.96 -0.78° -0.21 0.22°
BMI-SDS (-4.83-1.94)  (-3.69-1.59)  (-4.06-2.21)  (-2.60-2.42)  (-2.11-2.75)
Albumin [g/] 40.0 39.4 39.6 40.9 40.1
& (37.4-57.4)  (28.5-43.4) (14.6-4.9) (14.4-46.4)  (30.1-47.5)
1.00 1.48 1.18 1.00 3.29
CRP [mg/l] (1-23) (1-16) (1-30) (1-10) (1-44)
Calcium 2.43 2.41° 2.42 2.54° 2.44
[mmol/1] (230-2.70)  (1.87-2.62)  (2.33-2.72)  (1.60-2.70)  (2.10-2.74)
Phosphat 1.48 1.53 1.51 1.65 1.49
[mmol/1] (0.91-1.97)  (0.86-2.78)  (0.91-2.15)  (1.09-2.67)  (0.69-1.82)
55 52° 104°¢ 137%¢ 128
PTH [ng/1] (29-80) (20-172) (17-208) (60-944) (29-285)
Calcidiol 77.8 74.9 78.4 76.8 77.1
[nmol/] (40.7-120) (15.2-130) (14.1-133) (12.6-215) (27-142)
Calcitriol 135° 113 92 77° 84
[pmol/] (79-278) (55-210) (29-247) (12-307) (12-225)
Fetuin-A [g/] 0.48 0.37"* 0.40 0.45° 0.43
& (0.15-0.64)  (0.16-0.53)  (0.24-0.84)  (0.30-0.78)  (0.15-0.62)

NTX=Nierentransplantation; KL=Kérperlinge, Signifikante Unterschiede (p<0,05) zwischen

Gruppen (gleiche Buchstaben) und gegeniiber gesunden Kontrollen (*).
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Innerhalb der Gruppe aller CNI-Patienten waren die Fetuin-A Spiegel normalverteilt und unab-
hiangig vom Geschlecht (Kolmogorov-Smirnov-Test: p = 0,507; Student t-Test p = 0,276).

Im Gegensatz zu gesunden Probanden war die Fetuin-A Serumkonzentration bei Kindern mit
einer chronischen Niereninsuffizienz signifikant niedriger. Bei Klassifizierung entsprechend dem
Stadium der Niereninsuffizienz zeigte sich, dass Kinder und Jugendliche mit médBigem Funkti-
onsverlust (CNI Stadium 2) (Mann-Whitney-Test p = 0,004) und solche mit chronischer Dialy-
sebehandlung (CNI Stadium 5) (Mann-Whitney-Test p < 0,001) gegeniiber gesunden Kontrollen
signifikant niedrigere Fetuin-A Spiegel aufwiesen. Demgegeniiber lagen die Fetuin-A Spiegel
bei Patienten in den CNI Stadien 1, 3 und 4 sowie nach Nierentransplantation im Referenzbe-
reich (Abb. 10).
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Abb. 10: Fetuin-A Serumkonzentrationen entsprechend den verschiedenen CNI Stadien vor

und nach NTX im Vergleich mit gesunden Kindern (Co). * = p < 0,01 gegeniiber Gesunden.

Unabhéngig vom Grad der Niereninsuffizienz waren die Serumspiegel von Fetuin-A und Calci-
um (r = 0,296, p < 0,01) sowie von Fetuin-A und Albumin (r = 0,303, p < 0,01) miteinander as-
soziiert. Allerdings war zwischen Fetuin-A und der Albumin-korrigierten Calciumkonzentration
bzw. zwischen Fetuin-A und der Phosphatkonzentration keine Assoziation vorhanden (Abb. 11).
Aufgrund der beobachteten Assoziation zwischen Fetuin-A und Calcium wurden auch die Vita-
min D-Spiegel sowie die Behandlung mit Vitamin Ds; (CNI Stadien 1-4 und NTX) bzw.
Calcitriol (CNI Stadium 5) in die Betrachtungen mit aufgenommen. In beiden Fillen wurden die
auf das Gewicht bezogenen kumulativen Jahresdosen berechnet. In Tabelle 5 sind signifikante
Korrelationen der Fetuin-A Serumkonzentration bei Kindern und Jugendlichen mit einer CNI

zusammengefasst.
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Abb. 11: Fetuin-A Serumkonzentrationen in Abhingigkeit der Calcium- (A und C) und Phos-
phatserumkonzentrationen (B und D) im Gesamtkollektiv der CNI-Patienten (A und B) und
bei gesunden Kontrollen (C und D). (4, v = 0,30, p < 0,01).

Tab. 5: Korrelationen der Fetuin-A Serumkonzentration bei allen CNI-Patienten

r P
Alter [Jahre] -0,334 <0,01
Protein [g/1] 0,203 <0,05
Albumin [g/1] 0,303 <0,01
CRP [mg/1] -0,212 <0,05
Kreatinin [umol/l] -0,200 <0,05
Calcium [mmol/1] 0,296 <0,01
Vitamin Ds-Jahresdosis [ug/kg/Jahr] 0,263 <0,01

Die multiple lineare Regressionsanalyse ergab, dass sowohl ein CNI Stadium 5 (Dialysebehand-
lung; B = -0,20) als auch die gewichtsbezogene Vitamin Ds-Jahresdosis (B = 0,24) unabhingige
Pridiktoren fiir die Fetuin-A Spiegel sind (kumulatives r* = 0,17; p < 0,01). Dahingegen wurden
das Serumcalcium und alle weiteren Faktoren, die zuvor als signifikante Korrelate von Fetuin-A

identifiziert wurden, vom endgiiltigen Modell ausgeschlossen.
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4.2.3 Fetuin-A Serumkonzentrationen bei Dialysepatienten

Die anthropometrischen und biochemischen Daten der Dialysepatienten sind in Tabelle 6

wiedergegeben.

Héamodialysierte Patienten wiesen signifikant niedrigere Fetuin-A Spiegel als Kontrollen auf
(0,33 £0,08 g/l vs. 0,46 + 0,24 g/l, p < 0,01), wihrend bei Patienten mit Peritonealdialyse keine
signifikanten Unterschiede gegeniiber den Kontrollen bestanden (0,44 £+ 0,15 g/l vs. 0,46 + 0,24

g/1). Bei dialysierten Patienten fand sich eine signifikant negative Abhéngigkeit zwischen Fetuin-

A und CRP sowie eine positive Assoziation zwischen Fetuin-A und Parathormon (Abb. 12).

Signifikante Korrelationen der Fetuin-A Serumkonzentration bei Kindern mit Dialysebehand-

lung sind in Tabelle 7 zusammengefasst.

Tab. 6: Anthropometrische und biochemische Daten der Dialysepatienten

CNI 5 HD PD
(n=26) (n=16) (n=10) p
Alter [Jahre] 153+£6,5 16,9 +22 10,5+ 7,0 < 0,001
KL-SDS -1,13+ 1,40 -1,5+1,55 -0,51 £ 0,88 0,077
BMI-SDS -0,02 + 1,48 0,07 +£1,37 -0,16 £ 1,69 0,697
Dialysedauer [Monate] 41 + 58 52+71 24 + 20 0,252
Serumspiegel von
Kreatinin [pumol/I] 781+ 231 786 £212 775 £ 269 0,912
Albumin [g/1] 32,8+6,4 33,4+72 31,9+5,3 0,600
CRP [mg/1] 9,6 22,9 14,43 £ 28,4 1,96 £ 1,57 0,484
Calcium [mmol/1] 2,33+£0,20 2,35+0,22 2,29+0,16 0,542
Phosphat [mmol/I] 1,76 £ 0,45 1,78 £ 0,42 1,84 £ 0,52 0,759
PTH [ng/1] 303 £175 243 £ 106 395 £226 0,066
Calcidiol [nmol/I] 74,1+ 29,6 77,4 + 34,0 69,6 + 23,6 0,587
Calcitriol [pmol/] 48 + 60 51,6 £70,3 42,9 +41,5 0,773
Fetuin-A [g/1] 0,37 £0,12 0,33 £0,08 0,44 £ 0,15 0,022

Tab. 7: Korrelationen der Fetuin-A Serumkonzentration bei Dialysepatienten

r P
Alter [Jahre] -0,399 <0,05
KL-SDS 0,532 <0,01
CRP [mg/1] -0,495 <0,05
PTH [pg/ml] 0,734 <0,01
Calcitriol-Jahresdosis [ug/kg/Jahr] 0,388 <0,05
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Abb. 12: Fetuin-A Serumkonzentrationen als Funktion der CRP (A) und PTH (B) Spiegel bei
dialysierten Patienten. A, r = -0,495, p < 0,05; B, r = 0,734, p < 0,001. Offene Kreise zeigen

peritonealdialysierte und geschlossene Kreise himodialysierte Patienten.

4.2.4 Serumspiegel von Vitamin D und Fetuin-A bei Kindern mit CNI

Bei 101 CNI-Patienten wurden die Calcidiolspiegel bestimmt. Es zeigte sich bei 53 Patienten

eine Suffizienz (250HD > 75 nmol/l), wohingegen 27 Patienten insuffiziente Calcidiolspiegel

(40 - 75 nmol/l), 18 einen Calcidiolmangel (25 - 40 nmol/l) und drei einen gravierenden

Calcidiolmangel (< 25 nmol/l) aufwiesen.

Von 97 CNI-Patienten waren die Calcitriolspiegel bekannt. 19 Patienten wiesen zu hohe und 19

Patienten zu niedrige Calcitriolspiegel auf (Mangel < 43 pmol/l). Die Calcitriolspiegel im Serum

waren positiv mit der GFR assoziiert, wohingegen sich fiir Calcidiol kein solcher Zusammen-
hang zeigte (Abb. 13).
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Abb. 13: Korrelation der Calcitriol- (A) und Calcidiolspiegel (B) mit der GFR. (4, r = 0,60,

p < 0,001).
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Des Weiteren bestand eine Assoziation zwischen den Serumspiegeln von Calcium und Calcidiol
(Abb. 14).
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Abb. 14: Korrelation zwischen den Calcium- und der Calcidiolserumkonzentrationen.
(r=20,44, p < 0,0001).

Unabhéngig vom Grad der Niereninsuffizienz zeigte sich bei den mit Vitamin D; behandelten
Patienten eine positive Korrelation zwischen der gewichtsbezogenen Vitamin Ds-Jahresdosis und
dem Fetuin-A Serumspiegel (Abb. 15A). Analog bestand bei dialysierten Patienten (CNI 5) eine
signifikante Korrelation zwischen der gewichtsbezogenen Jahresdosis von Calcitriol und der
Fetuin-A Serumkonzentration (Abb. 15B).
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Abb. 15: Fetuin-A Serumkonzentrationen als Funktion der gewichtsbezogenen Vitamin D;-
Jahresdosis im Gesamtkollektiv (A) und die Assoziation zwischen dem Fetuin-A Serumspiegel
und der gewichtsbezogenen Calcitriol-Jahresdosis bei dialysierten Patienten (B). Offene Kreise
zeigen peritonealdialysierte und geschlossene Kreise hdmodialysierte Patienten.

(A, r=0,263, p<0,01; B, r = 0,388, p < 0,05).
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4.3 Untersuchung der Patienten mit einer Proteinurie

4.3.1 Charakterisierung der Patienten

Insgesamt wurden 58 Patienten (34 mannlich / 24 weiblich) mit einem mittleren Alter von 10,8 &
5,81 Jahren untersucht und in Abhéngigkeit von den Albuminkonzentrationen im Serum und
dem Ausmal} der Proteinurie kategorisiert. Jeweils 14 Patienten litten an einem nephrotischen
Syndrom (tidgliche Proteinausscheidung im Urin von mehr als 1 g/m? und Albumin im Serum

< 25 g/l), oder einer groen Proteinurie (tdgliche Proteinausscheidung im Urin von mehr als 1
g/m? und Albumin im Serum > 25 g/1). 30 Patienten wiesen eine milde Proteinurie (tdgliche Pro-
teinausscheidung im Urin von weniger als 1 g/m? und Albumin im Serum > 25 g/I) auf. Unab-
hiangig vom Grad der Proteinurie wurde bei 14 der 58 Patienten eine Proteinurie des gemischten
Typs und bei den iibrigen Patienten eine Proteinurie vom glomeruldren Typ diagnostiziert.

Eine Ubersicht der renalen Grunderkrankungen und Medikationen der Patienten gibt Tabelle 8.

Tab. 8: Demographische und klinische Merkmale der Proteinuriepatienten

N %
Patientenzahl 58
Minnlich 34 59
Weiblich 24 41
Renale Grunderkrankung
Minimal change Nephropathie* 31 54

IgA-Nephropathie

Fokale segmentale Glomerulosklerose
Postinfektiose Glomerulonephritis
Lupusnephritis

Purpura Schonlein-Henoch Nephritis
Alport-Syndrom

N W Wk B~ B~
W W W 9 3

Unbekannt
Medikation

Antihypertensiva 30
ACE-Inhibitoren 29
AT1-Blocker 5
Beta-Blocker
Calciumkanal-Blocker 2
Furosemid 7

Immunsuppressive Therapie 23
Azathioprin
Cyclosporin-A 5
Methylprednisolon
Mycophenolat Mofetil 3
Prednisolon 22

* =steroid-sensibles idiopathisches nephrotisches Syndrom

_27 -



Die anthropometrischen und biochemischen Charakteristika (Mittelwert + SD) der Patienten sind
in Tabelle 9 zusammengefasst. Weder im Gesamtkollektiv noch in den Untergruppen zeigten
sich geschlechtsabhdngige Unterschiede fiir die Fetuin-A Spiegel in Serum und Urin (Student t-
Test p=10,738 und p = 0,301).

Tab. 9: Anthropometrische und biochemische Daten der Proteinuriepatienten

Alter [Jahre] 10,8 + 5,81
Korperldngen SDS 0,43 + 1,47
BMI SDS 0,20 + 1,39
Krankheitsdauer [Monate] 36,5 £ 51
Grad der Proteinurie [g/m?*/d] 2,70 + 5,0
GFR (ml/min/1,73m?) 151 £ 37
Serumkonzentration von

Protein [g/1] 59,3 + 11,5
Albumin [g/1] 31,3 + 11,0
CRP [mg/1] 30 £ 48
Calcium [mmol/l] 2,25 £ 0,17
Korrigiertes Calcium [mmol/1] 2,47 £ 0,15
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4.3.2 Fetuin-A Serumkonzentration bei Proteinurie

In allen Patientengruppen war die mittlere Fetuin-A Konzentration im Serum gegeniiber gesun-
den Kontrollen signifikant erniedrigt (0,39 + 0,16 g/l vs. 0,46 = 0,12; p < 0,01), wihrend gleich-
zeitig die auf Kreatinin bezogene Ausscheidung mit dem Urin signifikant erhoht war (7,38 +
10,88 mg/g vs. 0,37 £ 0,2 mg/g; p < 0,05) (Abb. 16).

0.8

S-Fetuin-A [g/L]
o o
EN o

o©
[\

| =

0.0 T T -
Co PU NS gr. PUmilde PU

Abb. 16: Vergleich der Fetuin-A Serumspiegel in den Untergruppen der Proteinuriepatienten
miteinander und mit den Referenzwerten. Weifse Balken: Gesunde Kontrollen; schwarze Bal-
ken: Gesamtkollektiv der Proteinuriepatienten, quergestreifte Balken: Nephrotisches Syndrom,
schraffierte Balken: Grofse Proteinurie; gepunktete Balken: Milde Proteinurie. Die Fehlerbalken
geben den Standardfehler an. * = p < 0,05, %% =p < 0,01.

Im Gesamtkollektiv korrelierte der Fetuin-A Serumspiegel positiv mit dem Protein- (r = 0,58,

p <0,0001) und dem Albumingehalt im Serum. Auch zwischen Calcium und Fetuin-A im Serum
gab es eine positive Korrelation, die sich nach Korrektur um das albumingebundene Calcium ins
Negative dnderte (Abb. 17).

Bei Patienten mit steroidsensiblem idiopathischem nephrotischen Syndrom war nach Remission
ein deutlicher Anstieg des Fetuin-A Serumspiegels (0,18 £ 0,13 g/l vs. 0,39 + 0,08; p < 0,05;

n = 7) zu beobachten.
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Abb. 17: Fetuin-A Serumkonzentrationen bei Proteinuriepatienten (A, C, E) und gesunden
Kontrollen (B, D, F) als Funktion von Serumalbumin (A, B), Gesamtserumcalcium (C, D)
und Albumin-korrigiertem Serumcalcium (E, F). A, r = 0,604, p < 0,001; C, r = 0,623, p <
0,001; E, r =-0,327, p < 0,05.
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4.3.3 Renaler Fetuin-A Verlust bei Proteinurie

Western Blot Untersuchungen bestétigten den renalen Fetuin-A Verlust. Die Intensitidt der
Fetuin-A Bande war mit dem Ausmal} der Proteinurie assoziiert. Wihrend ein intensives Signal
im Urin von Kindern mit nephrotischem Syndrom und ein schwicheres, aber immer noch klar
erkennbares Signal im Urin von Kindern mit einer groBen Proteinurie beobachtet wurde, war bei

Kindern mit milder Proteinurie und bei gesunden Kontrollen kaum ein Signal festzustellen (Abb.

18).
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Abb. 18: Western Blots korrespondierender Serum- und Urinproben von Kindern mit
nephrotischem Syndrom (A), grofier (B) und milder Proteinurie (C). Alle Proben wurden auf
eine Proteinkonzentration von 2 mg/l eingestellt. Die relative Grofie der Markerproteine ist

angegeben. S = Serum,; U = Urin.

Bei 13 von 25 Patienten mit milder Proteinurie und bei 11 von 50 Kontrollpersonen lagen die
quantitativ bestimmten Fetuin-A Konzentrationen unterhalb der Nachweisgrenze. Bei den iibri-
gen Proben bestitigte sich eine signifikante Assoziation zwischen dem Grad der Proteinurie und

der Fetuin-A Konzentration im Urin (Abb. 19).
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Abb. 19: Assoziation der Urinkonzentrationen von Fetuin-A und Gesamteiweis bei

Proteinuriepatienten. r = 0,604, p < 0,001.
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Auch zwischen den Konzentrationen von Fetuin-A und anderen in den Urin ausgeschiedenen
Proteinen bestanden signifikante Korrelationen (Tabelle 9).

Tab. 10: Signifikante Assoziationen der Fetuin-A Konzentrationen in Serum und Urin mit den

fiir eine Proteinurie charakteristischen Proteinen und der Kreatininkonzentration

Fetuin-A Konzentrationen im
Serum [g/1] Sammelurin [mg/d*m?)

Sammelurinparameter r P r P
Fetuin-A [mg/d*m?] -0,42 <0,05

Protein [mg/d*m?] -0,43 <0,01 0,62 <0,01
Albumin [mg/d*m?] -0,49 <0,01 0,67 <0,01
al-Globulin [mg/d*m?] -0,49 <0,01 0,70 <0,01
Immunglobulin G [mg/d*m?] -0,36 <0,05 0,73 <0,01
Transferrin [mg/d*m?] -0,48 <0,01 0,67 <0,01
Kreatinin [mmol/I] 0,38 <0,01 -0,56 <0,01

4.3.4 Zusammenhang zwischen Fetuin-A Verlust und Fetuin-A Serumkonzentration

Die Fetuin-A Serumkonzentration hidngt linear vom Grad der Proteinurie, der Albuminurie und
dem renalen Fetuin-A Verlust ab (Abb. 20). Allerdings trdgt Fetuin-A deutlich weniger als Al-
bumin zur Gesamtproteinausscheidung bei. Dieser Befund tritt nach Normierung auf die
Kreatininkonzentration im Urin noch deutlicher hervor. Der Vergleich mit der ebenfalls auf
Kreatinin normierten Albuminausscheidung unterstreicht, dass der relative renale Fetuin-A Ver-

lust um zwei bis drei GroBenordnungen kleiner ist (Abb. 21).
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Abb. 20: Fetuin-A Serumkonzentrationen als Funktion von Proteinurie (4), Albuminurie (B)
und Fetuin-A Exkretion im Urin bei Kindern mit Proteinurie. A, n = 58, r = -0,407, p < 0,005,
B, n=36,r=-0462,p<0,01;, C,n=34,r=-0,484, p < 0,005.
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Abb. 21: Zusammenhang zwischen den auf Kreatinin normierten Urinkonzentrationen von
Protein und Fetuin-A (A, n = 35) bzw. von Protein und Albumin (B, n = 33).
A, r=20901,p<0,001I; B, r=20978 p < 0,0001.

Bei Patienten mit einem nephrotischem Syndrom liegen die Albuminkonzentrationen in Serum
und Urin in vergleichbarer GroBenordnung. Ebenso ist ein kausaler Zusammenhang zwischen
renalem Albuminverlust und Hypalbumindmie offensichtlich. Dagegen sind die im Urin gemes-
senen Fetuin-A Konzentrationen deutlich geringer als im Serum. Daher wurde sowohl fiir Albu-
min als auch fiir Fetuin-A die fraktionelle Exkretion berechnet (Abb. 22, Tabelle 10).

0,8 B - 0,8
—_ ] o [ —_
é 0,6 00 o — 0,6 \2
< ] ° o [ <
1 - o - 1
£ 04+ o 2 . - 04 £
& 0,2 ] %> o0 0,2 &
@ ® ° 4 SR
] o ° o -
0,0 - 0,0
I I 1 tT 1 I I
0,001 0,01 0,1 0,001 0,01 0,1
Fraktionelle Fetuin-A Ausscheidung [%]
Abb. 22: Serum Fetuin-A als Funktion der fraktionellen Fetuin-A Clearance bei

Proteinuriepatienten (A) und gesunden Kontrollen (B). A, n = 36, r =-0,616, p < 0,01.
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Tab. 11: Serumkonzentrationen von Albumin und Fetuin-A sowie ihre jeweilige fraktionelle

Ausscheidung (FE) bei Proteinuriepatienten und bei gesunden Kontrollen.

Nephrotisches Grof3e Proteinurie ~ Milde Proteinurie Kontrollen
Syndrom

Albumin  Serum- 15.85 + 543' 31,16 + 4,10° 38,87 + 6,32° 42,67 + 2,84
konzentration [g/1]
Albumin/Kreatinin =) 5, 3y qub 3,98 + 2,85° 0,35 + 0,36°
[g/g] im Urin
F,]/:;] von Albumin o 560 L 0 608%% 0,069 + 0.049" 0,007 + 0,01
Fetin-A  Serum- )5, g ge0c 039 1 0,15 0,45 + 0,14° 0,46 + 0,12¢
konzentration [g/1]
Fetum-A/Kregtmm 15.80 16,245 8.01 8,9% ¢ 1.86 2,0>¢ 0,37 £ 0.2%¢
[mg/g] im Urin
FE von Fetwin-A o408 + 0,037°"¢ 0,0168 = 0,029 0,0022 + 0,002°¢ 0,0017 = 0,003

[%0]

Identische Buchstaben zeigen signifikante Unterschiede zwischen den

0,05).

Gruppen an (jeweils p <

Die multiple Regressionsanalyse ergab, dass die Serum Fetuin-A Spiegel von der Konzentration

des Serumproteins determiniert werden, wihrend die ursidchliche Nierenkrankheit, die Dauer der

Proteinurie, die

CRP  Serumspiegel,

sowie die

Anzahl und Anwendung

von

Immunsuppressiva/Antihypertensiva keine signifikanten Korrelate der Fetuin-A Serumkonzent-
ration oder der Fetuin-A Ausscheidung im Urin waren ( = 0,832; p < 0,001; Modell r* = 0,693).
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4.3.5 Vitamin D und Fetuin-A bei Kindern mit Proteinurie

Von 38 Patienten mit unterschiedlich ausgepréigter Proteinurie lagen Angaben zu den Serum-

spiegeln von Vitamin D; und von 36 Patienten Angaben zu den Calcitriolserumspiegeln vor. Es

zeigte sich, dass nur drei Patienten ausreichend mit Vitamin D3 (Calcidiol > 75 nmol/l) versorgt

waren, wohingegen 32 Patienten eine ausreichende Versorgung mit Calcitriol aufwiesen. Bei

sieben Patienten musste eine insuffiziente Versorgung mit Vitamin D3 (Calcidiol 40 — 75 nmol/l)

diagnostiziert werden. Bei 20 Patienten lag ein leichter Calcidiolmangel (12,5 — 40 nmol/l) und

bei acht Patienten ein gravierender Calcidiolmangel (< 12,5 nmol/l) vor. Sowohl Calcitriol als

auch Calcidiol waren signifikant positiv mit den Fetuin-A Spiegeln im Serum assoziiert. Wiah-

rend sich zwischen Calcidiol und dem Ausmal der Proteinurie eine negative Korrelation zeigte,

konnte ein solcher Zusammenhang zwischen der Proteinurie und Calcitriol nicht festgestellt

werden.
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Abb. 23: Zusammenhang zwischen Calcidiol (A, B) bzw. Calcitriol (C, D) und den Serum
Fetuin-A Spiegeln (linke Reihe) bzw. Proteinurie (rechte Reihe).
A,n=38r=0438 p<00I1; B,n=38r=-0357,p<005 C, r=0582,p <0001
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5 Diskussion

Erkrankungen wie Diabetes mellitus und Hypertonie zdhlen zu den klassichen Risikofakoren
kardiovaskuldrer Erkrankungen, die sich in der Regel schleichend aus Dyslipidimie und
endothelialer Dysfunktion entwickeln und sich als Atherosklerose mit und ohne Verkalkungen
manifestieren. Endotheliale Dysfunktion, Hypertonus und Dyslipiddmie treten bei Kindern und
Jugendlichen einerseits als Folge des Lebensstils, z.B. in Verbindung mit einer Adipositas, und
andererseits als Folge chronischer Systemerkrankungen wie z. B. Diabetes mellitus Typ I oder
Nierenerkrankungen auf. Daher werden Biomarker, die neben der funktionellen und
morphologischen Beurteilung des kardiovaskuldren Systems eine Abschédtzung des Risikos
kardiovaskuldrer Morbiditdt erlauben, auch fiir die Padiatrie zunehmend interessant. In diesem
Zusammenhang ist das multifunktionelle Serumprotein Fetuin-A in den letzten Jahren in den
Mittelpunkt des Interesses geriickt. Breit angelegte Studien haben gezeigt, dass bei Erwachsenen
sowohl erhohte als auch erniedrigte Fetuin-A Serumspiegel mit kardiovaskuldrer Morbiditit und
Mortalitét assoziiert sind (Ix, ef al. 2006; Ketteler, et al. 2003; Stefan, et al. 2008; Stenvinkel, et
al. 2005; Weikert, et al. 2008).

5.1 Konzentration von Fetuin-A in Serum und Urin gesunder Kinder und Jugendlicher

Wihrend es relativ einfach ist fiir gesunde Erwachsene Referenzwerte zu erstellen, muss bei
padiatrischen Referenzwerten immer der mogliche Einfluf von Wachstum und Entwicklung
beriicksichtigt werden. Als mit dieser Arbeit begonnen wurde gab es in der Literatur keine
Angaben dariiber wie bzw. ob sich die Fetuin-A Serumspiegel mit dem Alter verdndern. Eine
solche Abhingigkeit wiirde aufgrund der zahlreichen Interaktionen, die zwischen Fetuin-A und
Wachstumsfaktoren beschrieben wurden und den hohen Fetuin-A Konzentrationen im fetalen
Kélberserum nicht tiberraschen (Jahnen-Dechent, ef al. 2011).

Voraussetzung fiir die Erstellung von Referenzwerten ist erstens die Definition von ,,normal®
bzw. ,,gesund“ und zweitens eine ausreichend grofle Anzahl von ménnlichen und weiblichen
Probanden aller Altersstufen. Zur Teilnahme an dieser Studie wurden Kinder und Jugendliche
mit einer altersgerechten korperlichen Entwicklung (Grofe, Gewicht und BMI jeweils zwischen
der 3. und 97. Perzentile bzw. nicht mehr als zwei SD vom altersentsprechenden Mittelwert
abweichend) und ohne pathologischen Befund in der klinisch-chemischen Basisanalyse
eingeladen. Hierbei wurden sowohl solche Probanden beriicksichtigt, die zu elektiven Eingriffen
oder aufgrund akuter Beschwerden stationdr aufgenommen wurden als auch solche, die zur
Abkldrung oder zur Nachsorge von Erkrankungen ambulant behandelt wurden. Zusitzlich
rekrutierten wir auch gesunde Geschwisterkinder und Freunde der Probanden. Wir konnten in
unserer Klinik in einem Zeitraum von drei Jahren ein Kollektiv aus 246 gesunden Kindern und

Jugendlichen zusammenstellen und die Fetuin-A Spiegel in Abhingigkeit von Alter, Geschlecht
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und korperlicher Entwicklung (Korperhohe, BMI) bestimmen. Wir konnten zeigen, dass bei
gesunden Kindern mit normaler Korperhohe und normalem BMI die Fetuin-A Serumspiegel
unabhingig von Alter, Geschlecht und den Korpermassen (Hohe, Gewicht, BMI) sind (Wigger,
et al. 2009). Der von Reinehr et al. fiir adipdse Kinder beschriebene Zusammenhang zwischen
Fetuin-A und dem BMI-SDS bestitigte sich nicht (Reinehr, et al. 2008).

Neben unserer Studie sind noch zwei weitere Untersuchungen zu Fetuin-A Serumspiegeln bei
gesunden Kindern und Jugendlichen publiziert worden (Hausler, ef al. 2009; Shroff, et al. 2008).
Diese Studien basieren auf kleineren Untersuchungskollektiven (133 bzw. 75 Probanden), wobei
in der Studie von Hausler et al auch frithgeborene Kinder und solche mit sehr niedrigem Ge-
burtsgewicht eingeschlossen wurden (Héusler, ef al. 2009; Shroff, ef al. 2008). Dabei zeigte sich,
dass die Fetuin-A Spiegel bei Geburt nach der 37. Schwangerschaftswoche konstant blieben,
also de facto nicht mit dem Alter assoziiert sind. Dieser Befund stimmt also sehr gut mit unseren
Ergebnissen iiberein (Wigger, et al. 2009). Demgegeniiber beschreibt die Londoner Arbeitsgrup-
pe bei 75 Kindern und Jugendlichen eine lineare Assoziation zwischen den Fetuin-A Serumwer-
ten und dem Alter (Shroff, et al. 2008). Diese Probandenzahl ist sicherlich nicht ausreichend, um
eine gleichmiBige Besetzung aller Altersstufen zu gewihrleisten. Dieser Einwand gilt umso
mehr, weil bei einem manuell durchgefiihrten ELISA die Reproduzierbarkeit per se etwas
schlechter ausfillt als es bei einer vollstindig automatisierten Methode wie z. B. der Nephelo-
metrie der Fall ist. Daher sind flir die Erstellung von Referenzwerten fiir manuelle Tests zwei
oder drei Probanden pro Altersstufe sicher nicht ausreichend. Unabhingig vom Alter der Pro-
banden stimmen die mittleren Fetuin-A Serumkonzentrationen in den beiden Studien, die den
ELISA von Epitope Diagnostics verwenden, sehr gut iiberein (0,46 g/l + 0,12 g/1; (Wigger, et al.
2009) vs. 0,41 g/l + 0,13 g/L; (Shroff, et al. 2008)), wihrend mit der Nephelometrie etwas hohe-
re Serumkonzentrationen ermittelt wurden (0.58 g/l + 0,12 g/l; (Hausler, et al. 2009)).

5.2 Fetuin-A bei nierenkranken Kindern und Jugendlichen
5.2.1 Fetuin-A bei CNI

Die Fetuin-A Serumkonzentrationen waren bei Kindern und Jugendlichen mit einer groflen
Proteinurie und bei Kindern mit terminaler Niereninsuffizienz signifikant niedriger als der Refe-
renzbereich bei gesunden Kindern und Jugendlichen. Im Gegensatz dazu wiesen nierentransplan-
tierte Kinder normale Fetuin-A Serumspiegel auf.

Dabei war auffillig, dass in unserer Studie nur hdmodialysierte Kinder erniedrigte Fetuin-A Se-
rumspiegel aufwiesen, wahrend sich bei solchen, die peritonealdialysiert wurden im Vergleich zu
den Referenzwerten eher normale Fetuin-A Serumkonzentrationen zeigten (Schaible, et al.
2011). Dieses Phanomen wurde auch in anderen Studien beschrieben (Shroff, et al. 2008).
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Moglicherweise beruht dies weniger auf der Dialyseform als vielmehr auf dem Ernéhrungs- und
Allgemeinzustand der Patienten. So zeigten Erwachsene, die mit Peritonealdialyse behandelt
wurden bei gleichzeitiger Malnutrition, Inflammation und deutlicher vaskuldrer Calcifizierung
die niedrigsten Fetuin-A Serumspiegel (Wang, et al. 2005). Diese Begleiterscheinungen treten
allerdings bei Kindern und Jugendlichen, die mit Peritonealdialyse behandelt werden, deutlich
seltener auf. Auch bei unseren Patienten gab es keine Anzeichen fiir eine Malnutrition oder
chronische Entziindung. Ein ganz anderes Bild zeigte sich bei Kindern und Jugendlichen, die
eine Hdmodialyse bendtigten. Hier wurde die negative Assoziation zwischen Fetuin-A und CRP
sehr deutlich.

Interessanterweise waren die Fetuin-A Serumspiegel nicht nur bei Dialysepatienten, sondern
auch bei Patienten mit einer beginnenden Niereninsuffizienz (CNI Stadium 2) signifikant redu-
ziert, wihrend sich bei moderater Niereninsuffizienz (CNI Stadium 3 und 4) normale Fetuin-A
Konzentrationen zeigten. Dieser Befund konnte darauf hinweisen, dass es nach einem initialen
Abfall der Fetuin-A Spiegel zunichst zu einer Anpassung der Fetuin-A Spiegel an die geénderte
Stoffwechselsituation kommt, sich dieser Mechanismus aber bei zunehmender Niereninsuffizi-
enz erschopft. Obwohl wir in unserer Studie ausschlieflich den ELISA der Firma Epitope
Diagnostics verwendet haben sowie durch stets mitgefiihrte Prazisions- und Richtigkeitskontrol-
len relativ sicher sind, dass dieser Anpassungseffekt tatséchlich existiert, sind longitudinale Be-
obachtungen, wie sie in der kiirzlich angelaufenen 4C-Studie (Cardiovascluar Comorbidity in
Children with Chronic Kidney Disease) geplant sind, fiir die Kldrung dieser Frage unentbehrlich

(www.4c-study.org).

Die Ubertragung der Befunde, die bei erwachsenen Patienten mit milder bis moderater CNI er-
hoben wurden, ist nur eingeschrankt mdglich, da in diesen Studien unterschiedliche Assays ver-
wendet wurden (Cottone, et al. 2010; Manghat, et al. 2011). Zusitzlich spielen auch
posttranslationale Modifikationen wie z. B. Glykosylierung oder Phosphorylierung eine Rolle, da
diese Isoformen je nach Assay in unterschiedlichem Ausmal erfasst werden (Smith, ef al. 2010).
Dariiber hinaus gibt es zwei Studien, in denen der relative Anteil des mit Calciumphosphat bela-
denen Fetuin-A bestimmt und als geeigneter Marker fiir den Calcifizierungsstress identifiziert
wurde (Hamano, et al. 2010; Smith, et al. 2011).
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5.2.2 Fetuin-A bei Patienten mit Proteinurie und erhaltener glomerulirer Nierenfunktion

Wihrend davon ausgegangen wird, dass niedrige Fetuin-A Spiegel bei dialysierten Patienten im
Wesentlichen eine Folge der Mikroinflammationen sind, ist bei Patienten mit nephrotischem
Syndrom bzw. grof3er Proteinurie moglicherweise der renale Verlust von Fetuin-A deutlich rele-
vanter als eine entziindungsbedingte Reduktion der Synthese (Ketteler, et al. 2005). Wir haben
daher gepriift, ob es i) eine Assoziation zwischen dem Ausmal} der Proteinurie und der Fetuin-A
Serumkonzentration gibt und ob ii) die renalen Fetuin-A Verluste zur Erkldarung niedriger

Fetuin-A Serumspiegel ausreichen.

Hierfiir wurde Fetuin-A im Urin zunichst semiquantitativ (Western Blot) sowie bei grofler
Proteinurie auch quantitativ bestimmt und zu den Fetuin-A Serumwerten in Relation gesetzt. In
Ubereinstimmung mit einer vor knapp 20 Jahren von Kishore et al durchgefiihrten Untersuchung
konnten wir zeigen, dass die Fetuin-A Serumkonzentration parallel zum Ausmall der
Hypoproteindmie, der Hypoalbumindmie und der Proteinurie abnimmt (Kishore, et al. 1983).
Wihrend wir sowohl zwischen der Fetuin-A Konzentration im Urin und der Proteinurie als auch
zwischen der Fetuin-A Serum- und Urinkonzentration eine eindeutige Assoziation nachweisen
konnten, wurden diese Zusammenhéinge von Kishore et al nicht beobachtet (Kishore, et al.
1983). Diese Diskrepanz zwischen den Studien kénnte durchaus auf methodische Probleme zu-
riickzufiihren sein. Die fritheren Ergebnisse von Kishore et al basieren auf der Technik der radia-
len Immunodiffusion, einem aufwendigen und aus mehreren Teilschritten bestehendem Verfah-
ren, dass nicht nur unempfindlicher als ein direkter ELISA, sondern auch deutlich schlechter zu
standardisieren ist. Dariiber hinaus sind die mit der radialen Immunodiffusion bestimmten abso-
luten Konzentrationen von Fetuin-A im Urin nur schwierig mit den aktuellen Daten zu verglei-
chen. Denn es ist nicht nur unklar, ob damals Sammelurin oder Spontanurin eingesetzt wurde,

sondern es fehlt auch eine Normierung auf die Protein- oder die Kreatininkonzentration im Urin.

Es ist jedoch zu bezweifeln, ob die niedrigen Fetuin-A Serumspiegel tatséchlich auf den renalen
Fetuin-A Verlust zuriickzufiihren sind, da die Serum- und Urinkonzentrationen von Fetuin-A um
ca. zweil Groflenordnungen differieren. Diese Diskrepanz wird noch deutlicher, wenn man die
Fetuin-A und Albumin Konzentrationen in Serum und Urin betrachtet: Die Serumkonzentratio-
nen von Fetuin-A und Albumin unterscheiden sich um ca. zwei Gréf3enordnungen (Albumin ~30
g/l, Fetuin-A 0,4 g/l), die Urinkonzentrationen allerdings um drei GroBenordnungen. Anders
ausgedriickt betrdgt die durchschnittliche fraktionelle Fetuin-A Ausscheidung nur ca. 1/10 der
fraktionellen Albuminausscheidung (0,016 + 0,029% vs. 0,162 + 0,403%; p < 0,001) (Tabelle
11). Diese Diskrepanz ist umso erstaunlicher, weil sich beide Proteine sowohl in ihrer Funktion
als Transportmolekiil fiir niedermolekulare Proteine und insbesondere fiir Calcium als auch in
den biochemischen und physikochemischen Eigenschaften (Molekulargewicht: 60-65 kDa vs.
52-57 kDa; isoelektrischer Punkt zwischen pH 4 und 5) stark dhneln. Daher wiirde man auch
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eine vergleichbare renale Ausscheidung und tubuldre Reabsorption erwarten. Der starke lineare
Zusammenhang zwischen Serum- und Urinkonzentrationen beider genannten Proteine ldsst den
Schluss zu, dass beide ihre tubulidre Reabsorptionskapazitét iiberschreiten, welche wiederum fiir
Albumin im Vergleich zu Fetuin-A niedriger ausfillt. Somit konnen die niedrigen Fetuin-A Se-
rumspiegel bei Proteinuriepatienten mit nephrotischem Syndrom bzw. groBer Proteinurie nur zu
einem gewissen Teil durch den Verlust von Fetuin-A iiber den Urin erklart werden und es miis-
sen auch andere Faktoren in Betracht gezogen werden. Hier ist aufgrund der von uns durchge-
fiihrten Western Blot Untersuchungen primir an eine proteolytische Degradation zu denken.
Solche niedermolekularen Fetuin-A Fragmente entgehen moglicherweise der immunchemischen
Bestimmung und fiihren zu falsch niedrigen Fetuin-A Konzentrationen im Urin. Weiterhin konn-
te natiirlich auch die hepatische Synthese reduziert und/oder die Clearance von Fetuin-A erh6ht
sein und dadurch bei relativ geringer Ausscheidung in den Urin trotzdem eine deutliche Ernied-
rigung der Serumspiegel bedingt sein. Eine solche reduzierte hepatische Synthese ist besonders
wahrscheinlich, wenn die CRP Spiegel als Ausdruck einer Inflammation oder allgemeiner einer
Akut-Phase Antwort erhoht sind. Eine solche CRP-Erh6hung war bei Proteinuriepatienten nicht
nachweisbar und man kann daher spekulieren, ob das nephrotische Stadium auch die Proteinsyn-
these, z.B. durch Beeintrichtigung der metabolischen Kontrolle des Proteinumsatzes, beeinflusst.
So wurde kiirzlich gezeigt, dass die Gammaglobulinsynthese durch Transferrin reguliert wird
und ein renaler Transferrinverlust sekundir zu einer Hypogammaglobulindmie fiihrt, wohinge-
gen der renale Verlust der Gammaglobuline zu vernachldssigen ist (Kemper, et al. 2002;
Warshaw, ef al. 1984).

5.2.3 Fetuin-A und Vitamin D

Wihrend die Korrelationen zwischen Fetuin-A und der renalen Funktion bzw. zwischen Fetuin-
A und CRP nicht ganz neu sind, ist die Assoziation zwischen Fetuin-A und den
Calcidiol/Calcitriol Serumspiegeln bzw. zwischen Fetuin-A und einer Behandlung mit Vitamin
D3 von uns erstmalig beschrieben worden. Auch wenn die hier durchgefiihrten Untersuchungen
nicht erkldren konnen wie sich Calcidiol und/oder Calcitriol auf die hepatische Synthese und
Sekretion von Fetuin-A auswirken, so weisen unsere Ergebnisse doch auf die Existenz eines sol-
chen Mechanismus hin. Dieses gilt insbesondere deshalb, weil Calcitriol nicht nur ein
pleiotrophes Hormon ist, sondern zusammen mit seinem Rezeptor vermutlich 3% des humanen
Genoms kontrolliert (Bouillon, ef al. 2008; Verstuyf, et al. 2010). Dariiber hinaus wurde ein Vi-
tamin D-Mangel mit vielen humanen Erkrankungen in Zusammenhang gebracht (Verstuyf, et al.
2010). Nach Bindung an den Vitamin D-Rezeptor (VDR) und Dimerisierung mit dem Retinoid-
X Rezeptor (RXR) interagieren die VDR-RXR Heterodimere in der Promoterregion der Zielgene
als Transkriptionsfaktoren mit dem Vitamin-D Responsive Element (VDRE) (Plum, ef al. 2010;
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Verstuyf, et al. 2010). Das Andocken der VDR-RXR Heterodimere an diese Regionen induziert
oder verhindert iiber Co-Regulatoren die Genexpression. Sowohl der VDR als auch die 1-a-
Hydroxylase (CYP27B1) kommen nicht nur in der Niere, sondern auch in einer Vielzahl von
Organen, wie z.B. der Haut, Prostata, Mamma, Plazenta, Intestinalzellen, Immunzellen und
Osteoblasten vor (Plum, ef al. 2010; Querfeld, et al. 2010; Verstuyf, et al. 2010).

Bei Proteinuriepatienten waren sowohl die Serumkonzentrationen von Calcidiol als auch von
Calcitriol positiv mit den Fetuin-A Serumspiegeln assoziiert. Calcidiol und Calcitriol zirkulieren
im Serum in Protein-gebundener Form. Neben Albumin dient vor allem das Vitamin D-bindende
Protein (VDBP) als Trager. Mehrere Studien haben gezeigt, dass der Verlust von VDBP bei gro-
Ber Proteinurie und beim nephrotischen Syndrom zwar zu einem Vitamin D-Mangel (d.h. ernied-
rigte Calcidiolspiegel) flihrt, die Calcitriolspiegel hingegen noch lange im Normalbereich gehal-
ten werden konnen (Auwerx, et al. 1986; Grymonprez, et al. 1995; Koenig, ef al. 1992; Schmidt-
Gayk, et al. 1977; van Hoof, et al. 2001; Weng, et al. 2005). Diese Befunde bestétigten sich in
unserer Studie. Allerdings lagen die Calcitriolspiegel bei Patienten mit einem nephrotischen
Syndrom bereits im unteren Referenzbereich, was auf eine langsame Erschopfung des
Calcidiolspeichers hindeuten konnte. Unter physiologischen Bedingungen liegt Calcidiol gegen-

gegeniiber Calcitriol in einem deutlichen molekularen Uberschuss vor (nmol/l vs. pmol/l).

Bei CNI-Patienten zeigten sich keine direkten Zusammenhénge zwischen den Serumkonzentrati-
onen von Fetuin-A und Vitamin D, aber in der Gesamtgruppe der chronisch Nierenkranken wa-
ren die Fetuin-A Serumspiegel signifikant mit dem Serumcalcium und der kumulativen ge-
wichtsbezogenen Jahresdosis von Vitamin Ds assoziiert. In der Dialysegruppe lagen die Serum-
konzentrationen von Calcitriol, trotz Substitution, mit einem mittleren Wert von 21 pmol/l deut-
lich unterhalb des Referenzbereiches (< 43 pmol/l). Zudem korrelierte die Serumkonzentration
von Fetuin-A mit der kumulativen gewichtsbezogenen Calcitriol-Jahresdosis sowie mit den Se-
rumspiegeln von PTH positiv, mit CRP negativ. Wéhrend die negative Assoziation mit CRP
wohl am ehesten Ausdruck der (Mikro-)Inflammationen ist, weisen die positiven Assoziationen
mit Vitamin D3 bzw. Calcitriol und PTH auf die Funktion von Fetuin-A als Bindungsprotein fiir
Calcium und/oder Calciumphosphat-Nanokristalle hin. Das wiederum wiirde bedeuten, dass die
Calciumspiegel die Fetuin-A Synthese triggern. Diese Hypothese wird leider durch die multiple
Regressionsanalyse nicht gestiitzt, hier wurden Vitamin D; und die Notwendigkeit einer Dialy-
sebehandlung als unabhingige Pradiktoren der Fetuin-A Serumkonzentration identifiziert, wih-
rend die Calciumspiegel aus dem endgiiltigen Modell ausgeschlossen wurden. Damit kann ver-
mutet werden, dass doch die Vitamin Ds-Dosis, die die intestinale Calciumaufnahme stimuliert,

das auslosende Moment war.
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In einer anderen Studie konnte gezeigt werden, dass die Calcitriolspiegel bei nicht dialysierten
Erwachsenen mit diabetischer Nephropathie und koronarer arterieller Calcifizierung signifikant
mit den Fetuin-A Serumspiegeln korrelieren (Mehrotra, et al. 2005). Zudem triagt Calcitriol
selbst in hoheren Dosen zur Calcifizierung bei. Durch Modulation der PTH related peptides
(PTHrp) verhindert es, dass diese ihre calcifizierungsinhibitorische Wirkung an glatten Getéaf3zel-
len entfalten konnen (London, ef al. 2005). Dariiber hinaus zeigte sich bei dialysierten Erwach-
senen mit sekunddrem Hyperparathyreoidismus, dass Calcitriol nicht nur PTH supprimiert, son-
dern offensichtlich auch die Fetuin-A Serumspiegel erhoht (Manenti, et al. 2010).

Ob der insgesamt dargestellte Einfluss von Vitamin Ds / Calcitriol auf die hepatische Fetuin-A
Synthese durch einen direkten Calcitriol-VDR bezogenen Effekt oder indirekt iiber die
Calcidmie ausgeldst wird, bleibt Gegenstand zukiinftiger Forschung. Ein persistierender Fetuin-
A Mangel konnte eine entscheidende Rolle in der Pathogenese der kardiovaskuldren Morbiditét

von Kindern mit CNI oder chronischem nephrotischem Syndrom spielen.

Die vorgelegten Studien haben den Nachteil, dass sie zwar den aktuellen Zustand, nicht aber die
individuellen Veridnderungen wihrend des Verlaufs der Erkrankung erfassen. Dieses wire insbe-
sondere im Hinblick auf die longitudinalen Effekte von Vitamin D; und Calcitriol sehr lohnend
und kann moglicherweise im Rahmen der bereits erwéihnten 4C-Studie erfolgen (www.4c-

study.org).
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6 Zusammenfassung

Fetuin-A ist ein multifunktionelles Serumprotein und spielt in seiner Funktion als
Calcifizierungsinhibitor fiir den Mineralstoffwechsel eine besondere Rolle. Bei erwachsenen
Dialysepatienten besteht eine Assoziation zwischen niedrigen Fetuin-A Serumkonzentrationen

und dem AusmalB der Gefallverkalkungen.

Ziel dieser Studie war es
e pidiatrische Referenzwerte fiir die Fetuin-A Serumkonzentration zu erstellen
e die Auswirkungen einer chronischen Niereninsuffizienz (CNI) im Kindes- und Jugendal-
ter auf die Fetuin-A Serumkonzentration zu untersuchen
e zu iiberpriifen, ob niedrige Fetuin-A Serumspiegel bei Kindern und Jugendlichen mit

chronischer Proteinurie durch renalen Verlust bedingt sind.

Es wurden 246 Seren und 50 Urine von gesunden Kindern und Jugendlichen im Alter von 0 - 18
Jahren untersucht. Die von Alter und Geschlecht unabhédngige Fetuin-A Serumkonzentration
betrug 0,46 + 0,24 g/l, die mittlere, auf die Kreatinin-Ausscheidung normierte, Fetuin-A Kon-
zentration im Urin betrug 0,37 + 0,2 mg/g U-Kreatinin. Bei gesunden Kindern und Jugendlichen
korrelierten die im Serum gemessenen Konzentrationen von Fetuin-A nicht mit der Konzentrati-

on von Gesamteiweill, Albumin, Calcium oder Phosphat.

Die Fetuin-A Serumspiegel wurden bei 112 Kindern und Jugendlichen mit einer CNI bestimmt.
Es zeigte sich, dass Kinder mit einer leichten Einschrinkung der Nierenfunktion (CNI Stadium
2; n=20) und solche mit terminaler CNI (n=26) gegeniiber Kontrollen signifikant erniedrigte
Fetuin-A Spiegel aufwiesen. Unabhédngig vom Grad der CNI waren die Fetuin-A Serumspiegel
signifikant positiv mit den Serumkonzentrationen von Gesamteiweill, Albumin und Calcium
sowie mit der kumulativen gewichtsbezogenen Jahresdosis von Vitamin Ds korreliert. Signifi-
kant negative Korrelationen bestanden sowohl zwischen den Fetuin-A Serumspiegeln und dem
Alter als auch zwischen der CRP- und der Kreatinin-Konzentration im Serum. Mit einer multip-
len Regressionsanalyse wurden Dialysebehandlung und die Vitamin Ds-Jahresdosis als unabhin-

gige Pradiktoren der Fetuin-A Serumspiegel identifiziert.

Bei Kindern und Jugendlichen mit terminaler Niereninsuffizienz fanden sich zwischen den
Fetuin-A Serumspiegeln und dem PTH-Serumspiegel sowie der kumulativen gewichtsbezogenen
Calcitriol-Jahresdosis positive Korrelationen. Patienten mit Peritonealdialyse zeigten im Gegen-

satz zu den mit Himodialyse behandelten Patienten nahezu normale Fetuin-A Serumspiegel.
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Pédiatrische Patienten mit Proteinurie zeigten gegeniiber gesunden Kontrollen signifikant niedri-
gere Fetuin-A Serumspiegel. Des Weiteren korrelierten bei diesen Patienten die Fetuin-A Se-
rumkonzentrationen positiv. mit der Protein-, Albumin-, Calcium-, Calcidiol- und
Calcitriolkonzentration im Serum. Dariiber hinaus zeigten sich signifikant negative Korrelatio-
nen zwischen den Fetuin-A Serumspiegeln und dem Grad der Proteinurie, der Albuminurie und
der Fetuin-A Konzentration im Urin. Die Albumin- und Fetuin-A Konzentrationen im Urin nah-
men mit steigender Proteinurie zu. Auch die fraktionelle Fetuin-A Ausscheidung war signifikant
mit dem Grad der Proteinurie und mit dem Fetuin-A Serumspiegel assoziiert. Diese Befunde

wurden durch Western Blot Untersuchungen bestatigt.

_44 -



7

10.

11.

Thesen

Das Referenzintervall fiir die Fetuin-A Konzentration im Serum gesunder Kinder und Ju-
gendlicher betragt 0,22 bis 0,70 g/l (0,46 = 0,24 g/1).

Die mittlere auf Kreatinin bezogene Konzentration von Fetuin-A im Urin betrug bei ge-
sunden Kindern 0,37 + 0,2 mg/g Kreatinin.

Die Serumspiegel von Fetuin-A waren bei Patienten mit CNI Stadium 2 im Vergleich zur

Referenzgruppe signifikant erniedrigt.

Bei Patienten mit chronischer Niereninsuftfizienz waren die Fetuin-A Serumspiegel signifi-
kant mit dem Serumcalciumgehalt und mit der kumulativen gewichtsbezogenen Jahresdo-

sis von Vitamin D; assoziiert.

Bei himodialysierten Patienten waren die Fetuin-A Serumkonzentrationen gegeniiber den
Referenzwerten signifikant vermindert und die Serumspiegel von Fetuin-A und CRP korre-

lierten negativ.

Bei Dialysepatienten korrelierten die kumulative gewichtsbezogene Calcitriol-Jahresdosis

und die Serumspiegel von PTH jeweils mit den Fetuin-A Serumspiegeln.

Das Gesamtkollektiv der Proteinuriepatienten, die Erkrankten mit nephrotischem Syndrom
und die Patienten mit groBBer Proteinurie zeigten signifikant niedrigere Fetuin-A Serum-

spiegel als das Referenzkollektiv.

Im Gesamtkollektiv der Proteinuriepatienten korrelierten die Fetuin-A Serumkonzentratio-
nen positiv mit dem Protein- und dem Albumingehalt im Serum. Auch zwischen den Cal-
cium- und Fetuin-A Serumspiegeln ergab sich eine positive Korrelation, die nach Korrek-

tur um das albumingebundene Calcium ins Negative umschlug.

Western Blot Untersuchungen zeigten ein intensives Fetuin-A Signal im Urin von Kindern
mit nephrotischem Syndrom, ein schwicheres Signal im Urin von Kindern mit einer gro-
en Proteinurie und bei der Kontrollgruppe sowie bei Kindern mit milder Proteinurie kaum

ein Signal.

Bei Proteinuriepatienten waren die Fetuin-A Serumkonzentrationen signifikant negativ mit
dem Grad der Proteinurie, der Albuminurie und der Fetuin-A Konzentration im Urin asso-

ziiert.

Der Grad der Proteinurie korrelierte stark mit der Albuminurie und mit der Fetuin-A Aus-

scheidung im Urin.
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12.

13.

Die fraktionelle Fetuin-A Ausscheidung war signifikant mit dem Grad der Proteinurie und

mit den Fetuin-A Serumspiegeln assoziiert.

Bei Proteinuriepatienten waren sowohl die Serumkonzentrationen von Calcidiol als auch

von Calcitriol positiv mit den Fetuin-A Serumspiegeln assoziiert.
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