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Zusammenfassung

Die chronische Nierenerkrankung (CKD) hat sich innerhalb der letzten Jahrzehnte zu einer
weltweiten Gesundheitsproblematik entwickelt. Sie geht mit einer hohen Morbiditat und
Mortalitdt einher. Dadurch werden hohe Therapiekosten verursacht. Kardiovaskuldre
Erkrankungen z&hlen, unter anderem, zu den wichtigsten Komorbiditaten. Eine, durch das
angeborene Immunsystem vermittelte, sterile Entzundung spielt bei Entstehung und
Progression der CKD und deren Komorbiditaten eine entscheidende Rolle. Im Rahmen der
Manifestation und Aufrechterhaltung der Entziindungsreaktion nehmen das NLRP3-
Inflammasom und die Interleukine der IL-1-Super-Familie, insbesondere IL-1R eine zentrale
Rolle ein. Ziel dieser Arbeit war es die Aktivitat des NLRP3-Inflammasoms bei Patienten mit
chronischer Niereninsuffizienz zu untersuchen. Hierzu wurden Monozyten von Patienten mit
chronischer Niereninsuffizienz und von gesunden Probanden isoliert. In diesen Zellen wurde
sowohl die Expression der Inflammasom-Komponenten als auch die Freisetzung von IL-1
nach Stimulation als MaR fir die Inflammasom-Aktivitat quantifiziert. Die Ergebnisse belegen,
dass die Komponenten des NLRP3-Inflammasoms ASC, NLRP3 und IL-1B in Monozyten von
Patienten mit chronischer Nierenkrankheit im Vergleich zu gesunden Probanden signifikant
starker exprimiert werden. Zusétzlich konnte nachgewiesen werden, dass Monozyten von
Patienten mit chronischer Nierenerkrankung im Vergleich zu gesunden Probanden signifikant
mehr IL-18 nach Stimulation mit bekannten NLRP3-Aktivatoren sezernieren. Diese Ergebnisse
zeigen, dass das NLRP3-Inflammasom bei Patienten mit chronischer Nierenerkrankung starker
aktiviert ist und deuten auf eine wichtige pathophysiologische Rolle des NLRP3-Inflammasoms
bei der CKD-assoziierten sterilen Inflammation hin. Ebenfalls legen sie nahe, dass eine
therapeutische Modulation des NLRP3-Inflammasoms ein potenzielles therapeutisches Target

darstellen kodnnte.



Abstract

Chronic kidney disease (CKD) has developed into a global public health problem. It is
associated with high morbidity and mortality and causes high therapy costs. Cardiovascular
diseases are among the most important comorbidities. Sterile inflammation mediated by the
innate immune system plays a crucial role in the development and progression of CKD and its
comorbidities. The NLRP3-inflammasome and interleukins of the IL-1 super family, in
particular 1L-18, play a central role in the manifestation and maintenance of the inflammatory
reaction. The aim of this work was to investigate the activity of the NLRP3-Inflammasome in
patients with CKD. For this purpose, monocytes from patients with CKD and healthy volunteers
were isolated and both the expression of the inflammasome components and the release of IL-
1R after stimulation were quantified as a measure of the inflammasome activity. The results
show that the expression of the components of the NLRP3 inflammasome ASC, IL1B and
NLRP3 are higher in monocytes from patients with CKD as compared to healthy volunteers. In
addition, it was demonstrated that monocytes from patients with chronic kidney disease secrete
significantly more IL-1R upon stimulation with known NLRP3 activators compared to
monocytes from healthy volunteers. These results, that the NLRP3 inflammasome is more
activated in patients with CKD, suggest an important pathophysiological role of the NLRP3
inflammasome in CKD-associated sterile inflammation and highlight modulation of the NLRP3

inflammasome as a potential therapeutic target.
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1. Einleitung

1.1. Definition und Klassifikation der chronischen Niereninsuffizienz
Der Begriff chronische Niereninsuffizienz (CKD) steht flir eine Gruppe heterogener
Erkrankungen, welche die Nierenfunktion und die Nierenstruktur beeinflussen (1). Laut der

National Kidney Foundation liegt eine CKD vor bei:

1. einem Nierenschaden > 3 Monate, der durch eine Biopsie oder Marker fiir Nierenschidden
bestatigt worden ist, mit oder ohne Verminderung der glomeruldren Filtrationsrate (GFR)
auf <60 ml/min/1,73m? oder (2, 3)

2. einer GFR < 60 ml/min/1,73m? > 3 Monate, mit oder ohne Nierenschéden (4, 5).

Die Definition ist unabhangig von der Atiologie (6). Nierenschiden werden gesichert durch
Biopsien, oder Marker flr Nierenschaden wie die Proteinurie (Ausscheidung von Eiweil3 im
Urin > 300 mg pro 24 h), ein veréndertes Urinsediment oder Pathologien in der Bildgebung (6).
Erhdhte Albuminwerte im Urin sind friihe Marker fur Nierenschaden durch Diabetes mellitus,
Glomerulonephritiden sowie arterielle Hypertonie und sind mit einer schlechten Prognose
bezuglich der Progression der Nierenerkrankung und kardiovaskularen Erkrankungen (CVD)
assoziiert (4).

Anhand der glomeruldren Filtrationsrate (GFR) l&sst sich die Nierenfunktion sowie der
Schweregrad der CKD abschatzen (7). Sie gibt an, wie viel Volumen pro Zeiteinheit von den
Glomeruli der Nieren filtriert wird und wird allgemein, als der beste Nierenfunktionsindex,
angesehen (4). Bei gesunden, jungen Erwachsenen liegen die Werte bei 120-130
ml/min/1,73m2, mit dem Alter nehmen sie kontinuierlich ab (7). Niedrige Werte sind mit
zunehmenden Komplikationen der CKD assoziiert (4). Berechnet werden kann die eGFR
(estimated GFR) anhand der CKD-EPI Kreatinin Formel, welche seit 2012 als klinischer

Standard verwendet wird (8).
SCr SCr
141 x min (T, 1)% x max (T' 1)~1209x 0,9934%" x (1,018 wenn weiblich)

x (1,159 wenn dunkelhautig)

CKD-Epi Kreatinin Formel: SCr steht fiir Serumkreatinin (mg/dl); k ist 0,7 fur Frauen und 0,9 fir Manner; a ist
-0,329 fiir Frauen und -0,411 ftr Manner; min ist das Minimum fir % oder 1; max ist das Maximum fUr% oder
1.



Da das Serumkreatinin abhangig von der individuellen Muskelmasse ist, kann die Abschatzung
der eGFR anhand des Serumkreatinins bei Menschen mit sehr wenig, oder sehr viel
Muskelmasse problematisch sein. Es kann zu falsch normalen Werten bei bereits eingetretener
Nierenfunktionseinschrankung kommen (9). In solchen Fallen kann Cystatin C, ein von der
Muskelmasse weitestgehend unabhéngiger Faktor, mittels der CKD-EPI Cystatin C Formel, zur
sensitiveren Berechnung der eGFR verwendet werden (8).

Laut aktuellen KDIGO Leitlinien ist der Goldstandard der eGFR Abschatzung, eine

Berechnung anhand Serumkreatinin und Serum-Cystatin C (8).

SCysC SCysC
0,8 0,8

x 0,99541€7 (1,018 wenn weiblich) x (1,159 wenn dunkelhiutig)

, 1)79375 x max (

SCr SCr
135 x min (T, 1)* x max (T' 1)~%601x min ( ,1)0711

CKD-EPI Kreatinin-Cystatin C-Formel: SCr steht fir Serumkreatinin (mg/dl); k ist 0,7 fir Frauen 0,9 flr

Manner; o ist -0,248 fiir Frauen und -0,207 fir Manner; min (%) ist das Minimum fir % oder 1; max (Skﬂ) ist

SCysC\ - .. SCysC
Y27y ist das Minimum von =%
0,8 0,8

das Maximum fir Skﬂ oder 1; SCysC steht fiir Serum- Cystatin C (mg/l); min (
SCysC
0,8

. . SCysC
) ist das Maximum von === oder 1.

oder 1; max ( v

Mittels der GFR lasst sich die CKD in fiinf Schweregrade einteilen (siehe Tabelle 1).

Stadium Beschreibung GFR [ml/min]
1 Nierenschaden mit leicht erhéhter oder normaler GFR ~ >90

2 Nierenschaden mit leicht eingeschrankter GFR 60-89

3a Mittelgradig-moderat eingeschrankte GFR 45-59

3b Mittelgradig-schwer eingeschrénkte GFR 30-44

4 Schwer eingeschrankte GFR 15-29

5 Nierenversagen <15

Tabelle 1 Schweregradeinteilung der chronischen Niereninsuffizienz (CKD) (4, 5).

1.2. Epidemiologie der chronischen Niereninsuffizienz

Die chronische Niereninsuffizienz hat sich innerhalb der letzten Jahrzehnte zu einer weltweiten
Gesundheitsproblematik  entwickelt (6). Neben Herz-, cerebrovaskuldren sowie
Krebserkrankungen gehort die chronische Niereninsuffizienz zu den Haupttodesursachen
chronischer Erkrankungen innerhalb der Industrienationen (2). Inzidenz und Préavalenz der
chronischen Niereninsuffizienz steigen in Europa, den USA und Japan stetig an (10). Im Laufe

der letzten zwanzig Jahre hat sich die Inzidenz mehr als verdoppelt (11). Arterielle Hypertonie



und Diabetes mellitus, die beiden Hauptursachen fir das Voranschreiten der chronischen
Niereninsuffizienz, hdufen sich in der Bevolkerung und leisten hier einen groRRen Beitrag (10).
Die Pravalenz steigt steiler als die Inzidenz, da Patienten, durch die immer effizienter
werdenden Therapieoptionen, langer tberleben (10). Ebenfalls steigt die Notwendigkeit fur den

Einsatz von Nierenersatzverfahren, wie Dialyse und Nierentransplantation, rapide an (2, 12).

1.3. Prognose von Patienten mit chronischer Niereninsuffizienz

Die chronische Niereninsuffizienz fihrt zu einer signifikanten Steigerung der Morbiditat und
Mortalitat (11). Schaut man sich die Progression von Nierenerkrankungen an, haben Patienten
mit chronischer Niereninsuffizienz ein hohes Risiko im Krankheitsverlauf eine terminale
Niereninsuffizienz (ESRD) zu erreichen (13). Hier kann nur noch durch Dialyse oder
Nierentransplantation das Langzeitiiberleben gesichert werden (13, 14). Die Préavalenz
niedriger CKD-Stadien ist jedoch bei weitem hoher als die der ESRD (6, 15). Das mdgliche
Outcome von Patienten mit chronischer Niereninsuffizienz umfasst nicht nur die ESRD, es
bestehen auBerdem komplexe Beziehungen zu anderen Erkrankungen (11). So treten sehr
héufig kardiovaskuldre Erkrankungen auf sowie, durch die verminderte Nierenfunktion
ausgeloste Komplikationen, wie Storungen des Wasser-, Elektrolyt- und Sdaure-Basen-
Haushaltes (6).

1.4. Kardiovaskulare Ereignisse als Hauptursache der hohen Mortalitat bei

Niereninsuffizienz

Die chronische Niereninsuffizienz ist mit einem erhohten Risiko flr kardiovaskulare Ereignisse
assoziiert (16). Im Jahr 2003 hat die American Heart Association (AHA) bekanntgegeben, dass
Patienten mit CKD als Hochrisikogruppe, fur im Krankheitsverlauf auftretende kardiovaskulare
Ereignisse, einzuschdtzen sind (17). Bei Patienten mit CKD ist das Risiko an einem
kardiovaskularen Ereignis zu sterben sogar hoher als jenes, eine ESRD zu entwickeln (17).
Selbst in Abwesenheit traditioneller, kardiovaskularen Risikofaktoren, haben Patienten mit
chronischer Niereninsuffizienz ein erhéhtes Risiko flr kardiovaskulare Ereignisse (18). Diese
renal-kardiovaskuldre Assoziation findet man vor allem bei Patienten in weiter
fortgeschrittenen CKD-Stadien. Aber auch Patienten mit nur leicht reduzierter Nierenfunktion
weisen eine gesteigerte kardiovaskuldre Belastung auf. Diese Belastung fuhrt zu erhohter

Mortalitat, erhdhter Wahrscheinlichkeit fir kardiovaskuldre Ereignisse sowie gesteigerter



Hospitalisierung (1, 18). Eine direkte Abhé&ngigkeit zwischen dem Risiko fir kardiovaskulére

Ereignisse und dem Stadium der CKD ist erkennbar (14)

1.5. Traditionelle kardiovaskulare und CKD-spezifische Risikofaktoren

Risikofaktoren sind definiert, als ein messbares Element oder eine Charakteristik, die
ursachlich, mit einer erhdhten Krankheitsrate verbunden ist und ein unabhéngiger und
signifikanter Préadiktor fir das Risiko eine Krankheit zu entwickeln, darstellt (19). Traditionelle
kardiovaskulére Risikofaktoren sind hier definiert als Faktoren, die in der ,,Framingham Heart
Study* genutzt wurden, um das Risiko flr die Entstehung einer symptomatisch ischdmischen

Herzkrankheit einzuschatzen und sind in Tabelle 2 aufgefihrt (19, 20)

Traditionelle kardiovaskulare Risikofaktoren
Bluthochdruck
Nikotinabusus
Diabetes mellitus
Dyslipidamie (Hypercholesterindmie, Hypertriglyzeridamie, HDL-C|, LDL-C1)
Adipositas
Physikalische Inaktivitat
Tabelle 2 Traditionelle kardiovaskulare Risikofaktoren (17, 19, 21).

Die meisten der traditionellen kardiovaskuldren Risikofaktoren wie Bluthochdruck, Diabetes
mellitus, oder Dyslipidamie, weisen bei Patienten mit chronischer Niereninsuffizienz eine hohe
Pravalenz auf (17). Neben den traditionellen kardiovaskularen, lassen sich ebenfalls CKD-

spezifische Risikofaktoren beschreiben.

CKD-spezifische Risikofaktoren
Méannliches Geschlecht
Afroamerikanische Abstammung
Alter
Nicht-steroidale Antirheumatika (NSAR)
Verminderte Nephronen-Anzahl (z.B. bei geringem Geburtsgewicht)
Schlafapnoe-Syndrom
Proteinurie
Tabelle 3 CKD-spezifische Risikofaktoren (22-27)



1.6. Unterschiede der adaptiven und angeborenen Immunitéat

Die chronische Niereninsuffizienz ist durch ein pro-inflammatorisches Mikromilieu
charakterisiert, welches die Progression der Niereninsuffizienz selbst, als auch die Entstehung
kardiovaskularer Komplikationen fordert (28, 29). Hierbei spielt sowohl eine Aktivierung des
adaptiven als auch des angeborenen Immunsystems eine wichtige Rolle.

Die angeborene Immunitét besteht aus einer Vielzahl angeborener physikalischer, chemischer,
zelluléarer sowie humoraler Abwehrmechanismen gegen Krankheitserreger und benétigt keine
primare Pragung, oder Antigenadaption (30). Sie basiert auf der unspezifischen Erkennung von
bestimmten exogenen und/ oder endogenen pathogenen Mustern, welche von
Mustererkennungsrezeptoren (PRRs) gebunden werden (31). Aus der Aktivierung dieser PRRs
resultiert eine sofortige Zellaktivierung, die zum Auslésen der Komplement- und
Koagulationskaskade sowie zur Opsonierung fihrt (31). Des Weiteren kommt es zur
Freisetzung pro-inflammatorischer Zytokine und Chemokine und zur Phagozytose (31). Die
angeborene Abwehr ist also direkt nach Erregerkontakt aktiv und gewdhrleistet eine erste,
schnelle Abwehrreaktion (30).

Die erworbene Immunitat hingegen besteht aus zellulédren und humoralen Mechanismen (32).
Im Gegensatz zum angeborenen kann das erworbene Immunsystem spezifische Erreger
erkennen und diese gezielt abtéten (32). Im Rahmen der zelluldren Abwehr binden T- und B-
Lymphozyten spezifische Histokompatibilitatskomplex (MHC)-gebundene Antigene und
eliminieren diese (31). In der humoralen Abwehr spielen Immunoglobuline eine wichtige Rolle.
Diese neutralisieren und opsonieren Antigene, aktivieren das Komplementsystem und fiihren
so zur Einleitung der Zelllyse (30). Die Erregererkennung erfolgt tber antigenspezifische
Zellen, die eine vorherige Aktivierung bendtigen (33). Diese erfolgt meist Uber eine
Aktivierung des angeborenen Immunsystems (33). Die erworbene Immunitat ist der
angeborenen also nachgeschaltet und reagiert dementsprechend langsamer, aber daflr
hochspezifisch (33). Beide, die angeborene, sowie die erworbene Immunitdt spielen eine

wichtige Rolle in der Entstehung und Progression der chronischen Niereninsuffizienz (16).

1.7. Bestandteile des angeborenen Immunsystems

Wie bereits beschrieben besteht das angeborene Immunsystem aus physikalischen, chemischen,
zelluldren sowie humoralen Abwehrmechanismen, die alle von Geburt an vorhanden sind (30).
Zu den physikalischen und chemischen Mechanismen gehdren unter anderem die intakte Haut,

Schleimhé&ute und die Produktion von Sekreten und Schleim (30).



Zu den Zellen des angeborenen Immunsystems zahlen Granulozyten, Zellen des monozytéren

Phagozytensystems, natiirliche Killerzellen und dendritische Zellen (31, 34).

1.7.1. Zellen des angeborenen Immunsystems

Granulozyten gehodren zu den Leukozyten, von denen sie etwa 40-60 % ausmachen (30). Sie
werden von Chemokinen an den Ort der Entziindung gelockt und sind vor allem an der
Akutabwehr beteiligt (35). Aktuellen Studien nach sind sie an der Regulierung, der
Rekrutierung und der Aktivierung von dendritischen Zellen beteiligt (35). Je nach
Eigenschaften und Morphologie werden sie unterteilt in Neutrophile, Eosinophile und
Basophile, wobei die Neutrophilen den grof3ten Teil ausmachen und zur Phagozytose befahigt
sind (35).

Das monozytare Phagozytensystem besteht aus phagozytosefdhigen Zellen, die von
Monozyten abstammen. Sie machen etwa 4-8 % der Leukozyten aus. Monozyten werden im
Knochenmark gebildet und verbleiben zundchst im Blut. Nach kurzer Zeit migrieren sie in
periphere Gewebe und differenzieren dort zu Makrophagen. Lokalisiert sind sie unter anderem
in der Niere, Leber, Lunge, Knorpel, Knochen und Gehirn. Sie besitzen die Fahigkeit zur
amoOboiden Fortbewegung und Adhésion an Oberflichen und sind beteiligt an
Erregerelimination durch Phagozytose, Antigenpréasentation mittels MHC-11-Molekiilen sowie
Sekretion proinflammatorischer Zytokine, Chemokine, Wachstums- und Komplementfaktoren
(36).

Naturliche Killerzellen stammen von lymphoiden Stammzellen ab, werden aber, wegen ihrer
schnellen Reaktionsbereitschaft und fehlender Rezeptoren zur speziellen Antigenerkennung,
dem angeborenen Immunsystem zugeordnet (36, 37). Sie sind beteiligt an der unspezifischen
Antigenerkennung und dem Erkennen und Abtéten virusinfiziertet oder entarteter Zellen sowie
der Zytokinsekretion (36, 37).

Dendritische Zellen gehdren zu den professionell antigenprasentierenden Zellen und besitzen
wie Makrophagen MHC-11-Rezeptoren auf der Oberflache (38). Sie haben einen Zellkdrper mit
langen, verzweigten Fortsdtzen und dienen der Erkennung und T-Zell-Prasentation

unspezifischer Antigene (38).

1.7.2. Mustererkennungsrezeptoren (PRRS)
Zur Erkennung von Mikroorganismen nutzt das angeborene Immunsystem eine Reihe von
Mustererkennungsrezeptoren (PRRs) (34). Diese Rezeptoren befinden sich auf der

Zelloberflache und in intrazellularen Kompartimenten (34). Zu ihren Hauptfunktionen zéhlen
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Opsonierung, Aktivierung proinflammatorischer Signalwege, Aktivierung der Komplement-
und Koagulationskaskase, Phagozytose und Einleitung von Apoptose (34). Sie erkennen
konservierte Strukturen, sogenannte Pathogen-assoziierte molekulare Muster (PAMPs) und bei
Zellschadigung entstehende, endogene Molekiile, die sogenannten Gefahr-assoziierten
molekularen Muster (DAMPs) (39). Die durch die PRRs ausgeloste intrazelluldare
Signalkaskade fuhrt zur Expression von Entziindungsmediatoren, welche die Elimination von
Pathogenen und infizierten Zellen koordinieren (39). Folglich spielt das angeborene
Immunsystem nicht nur eine wichtige Rolle im Aufsplren von Pathogenen, wie Bakterien,
Viren, oder Pilzen, sondern ist ebenfalls in sterile Entziindungsprozesse involviert (40). PRRs
werden, neben Makrophagen und dendritischen Zellen, ebenfalls von einer Reihe nicht-
professioneller Immunzellen exprimiert, zu denen endotheliale und epitheliale Zellen sowie
neutrophile Granulozyten zahlen (39, 40). Die Expression der meisten dieser Rezeptoren lasst
sich auch im Nierengewebe nachweisen (40). Alle PRRs besitzen bestimmte Gemeinsamkeiten
(41). Erstens erkennen alle PRRs PAMPs (41). Zweitens werden PRRs konstitutiv exprimiert
und erkennen Pathogene ungeachtet ihrer Phase im Lebenszyklus (41). Derzeit sind fiinf Arten
von PRRs bekannt (39, 40). Ihrer subzellularen Lokalisation nach kénnen sie in zwei Gruppen

unterteilt werden, transmembrane und intrazellulare PRRs (siehe Tabelle 4) (39).

Transmembrane PRRs Intrazellulare PRRs
Toll-like Rezeptoren (TLRS) RIG-I-like Rezeptoren (RLRS)
C-Typ-Lectin-Rezeptoren (CLRs) NOD-like Rezeptoren (NLRs)

AIM2-like Rezeptoren (ALRS)

Tabelle 4 Arten von Mustererkennungsrezeptoren (eng. pattern recognition receptors, PRRS) (42).

Toll-like Rezeptoren (TLRs) und C-Typ-Lectin-Rezeptoren (CLRs) sind transmembrane
Proteine, die in der Plasmamembran und in Endosomen lokalisiert sind, wo sie DAMPs und
PAMPs im extrazellularen Milieu identifizieren (39). Die zweite Gruppe setzt sich zusammen
aus zytoplasmatischen Proteinen und beinhaltet RIG-I-like Rezeptoren (RLRs), AIM2-like
Rezeptoren (ALRs) und NOD-like Rezeptoren (NLRs), welche sich in intrazellularen
Kompartimenten befinden (39). Wéhrend CLRs und RLRs vor allem in die Erkennung von
Viren und Pilzen involviert sind, spielen TLRs und NLRs eine wichtige Rolle in der Erkennung
endogener Liganden und werden mit verschiedenen Krankheitszustdnden, wie Atherosklerose,
arterieller Hypertonie sowie chronischer Niereninsuffizienz, assoziiert (40). Bekannte

Liganden sind in Tabelle 5 aufgefihrt.



1.7.3. Toll-like Rezeptoren (TLRS)

Toll-like Rezeptoren (TLRs) kdnnen in der Zellmembran sowie in endosomalen Membranen
lokalisiert sein (34). Beim Menschen sind 10 TLRs bekannt, bei Méusen 13 (34). Diese
verfiigen jeweils Uber eine N-terminale Leucinreiche Domane (LRR) zur Ligandenbindung und
eine Toll-Interleukin Rezeptor Doméne (TIR) fir die intrazelluldre Signaltransduktion. (34,
43). Nachdem ein Ligand an einen TLR gebunden hat, wird, Uber die TIR-Domane, der
Transkriptionsfaktor NFkB (nuclear factor-kB) aktiviert (34). Dieser transloziert in den
Zellkern, wo er die Genexpression proinflammatorischer Zytokine reguliert (34). Ein weiterer
Signalweg fuhrt zur Expression von Typ-1-Interferon (39). Einige TRLs bendtigen Ko-
Rezeptoren zur Induktion der Signalwege, andere kdnnen nur in Kooperation miteinander die
Signalkaskade auslosen (39, 44). TLR4 ist der am besten charakterisierteste TLR (39). Er
erkennt Lipopolysaccharid (LPS), ein Bestandteil der dufReren Membran gram-negativer

Bakterien (39). Ausgewahlte endogene, mit CKD assoziierte Liganden sind in Tabelle 5

aufgefunhrt.
Ligand PRR
Modifiziertes LDL TLR1, TLR2
Hitzeschockprotein 60 und 70 TLR2, TLR4
High-mobility-group box 1 (HMGB1) TLR2, TLR4
Harnsaure TLR2, TLR4, NLRP3
Surfactantprotein A TLR2, TLR4
Lipopolysaccharid (LPS) TLR4
Hyaloron TLR4
Fibronectin TLR4
Fibrinogen TLR4
Heparin Sulfat TLR4
Adenosintriphosphat (ATP) NLRP3, P2X7
Alum NLRP3
Asbest NLRP3
Kieselsdure NLRP3
Nigericin NLRP3

Tabelle 5 Ausgewahlte endogene Mustererkennungsrezeptor-Liganden (eng. pattern recognition receptors,
PRRs) (37, 39, 45, 46).



1.7.4. NOD-like Rezeptoren (NLRS)

NOD-like Rezeptoren (NLRs) bilden eine weitere, wichtige Untergruppe der PRR-Familie
(40). Sie sind im Zytoplasma der Wirtszelle lokalisiert (47). Die NLR-Familie besteht aus 23
Proteinen, die eine gemeinsame Grundstruktur aufweisen (47). Zentral besitzen sie eine
nukleotid-bindende Domane (NOD oder NACHT), welche die Oligomerisation initiiert und der
Rezeptorfamilie ihren Namen verleiht (43, 47). Eine C-terminal lokalisierte LRR-Doméne ist
fiir die direkte oder indirekte Ligandenerkennung zusténdig (43, 47). N-terminal befindet sich
die Effektor-Domaéne, welche fiir die Protein-Signalmolekdl-Interaktion zustandig ist und somit
die Signalweiterleitung vermittelt (43, 47). Der Effektor-Domane nach kénnen NRLs in finf
Untergruppen eingeteilt werden: NLRP mit einer Pyrin-Doméne (PYD), NLRC mit einer
Caspase-rekrutierungs-Domane (CARD), NLRA mit einer Acidic-transactivation-Domane (A-
Doméne), NLRB mit einer Baculovirus Inhibitor of apoptosis repeat,-Domane (BIR-Doméne)
und NLRX (42, 48).

1.7.5. Pathogen-assoziierte molekulare-Muster (PAMPs) und Schadens-assoziierte

molekulare Muster (DAMPS)

Pathogen-assoziierte molekulare Muster (PAMPs) und Schadens-assoziierte molekulare
Muster (DAMPs) sind Gefahrensignale, die von PRR tragenden Zellen erkannt werden und zu
einer Aktivierung des angeborenen Immunsystems flihren (49).

PAMPs sind von Mikroorganismen stammende Molekdle (34). Im Rahmen von Infektionen,
wirken sie als exogene Liganden und machen das Immunsystem auf Pathogene aufmerksam
(34). Sie kommen in vielen verschiedenen Organismen vor, jedoch nicht im Wirt selbst und
helfen der Wirtszelle zwischen ,,eigen und ,,fremd* zu unterscheiden (34). Im Gegensatz dazu
sind DAMPs von der Wirtszelle vermittelte Molekdile. Sie werden im Rahmen von Traumata,
Isch&mien und Gewebsschéden von der beschadigten Zelle exprimiert und wirken als endogene
Liganden, die eine Immunantwort initiieren und aufrecht erhalten (49). Diese Immunantwort
kann in Anwesenheit, ebenso wie in Abwesenheit, von pathogenen Infektionen stattfinden. Eine
erhdhte Serumkonzentration dieser DAMPs ist mit vielen entzlindlichen Krankheiten assoziiert,
einschlieBlich Sepsis, Atherosklerose, Morbus Crohn und Krebs (49).



1.8. Das Inflammasom — ein zentraler Bestandteil des angeborenen
Immunsystems

1.8.1. Struktur und Funktion des Inflammasoms

Inflammasome sind im Zytoplasma lokalisierte Multiproteinkomplexe, die im Rahmen von
potenziellen Gefahren, wie Infektionen oder stress-assoziierten Stimuli zusammengesetzt
werden (22, 23). Typischerweise bestehen Inflammasome aus einem Sensorprotein, einem
Adapterprotein und dem Proenzym Procaspase-1 (50, 51). Zu den Sensorproteinen gehdrt u.a.
die NOD-like Rezeptorfamilie (44, 51). Nach Aktivierung des Sensorproteins durch DAMPs
und PAMPs, bindet es mit seiner Pyrin-Domane das Adapterprotein ASC (Apoptosis-
associated speck-like protein containing a CARD) (44). ASC wiederum bindet die monomere
Procaspase-1 mittels seiner CARD-Rekrutierungsdomane (44). Das zusammengesetzte
Inflammasom fuhrt zur Aktivierung von Caspase-1, welche wiederum die Prozessierung der
proinflammatorischen Zytokine Pro-1L-18, Pro-1L-18 und Pro-1L-33 in ihre biologisch aktiven
Formen Kkatalysiert (23, 24). Aktives IL-1R spielt eine essenzielle Rolle bei Immunreaktionen
und ist an der Rekrutierung von Entziindungszellen an den Ort der Infektion beteiligt (26). IL-
18 ist wichtig fir die Bildung von Interferon-y und fuhrt zu einer Aktivitatssteigerung der
Zytolyse von natirlichen Killerzellen (26). IL-33 ist an der Alarmierung des Immunsystems im
Rahmen von Gewebsschaden und Stress beteiligt. Neben der Aktivierung proinflammatorischer
Zytokine, sind Inflammasome ebenfalls an der Einleitung von Pyroptose beteiligt (44).
Pyroptose ist ein Caspase-1-abhéngiger, programmierter Zelltod, bei dem die Zellen
anschwellen (44). Die Plasmamembran rupturiert und es kommt zur Freisetzung weiterer
proinflammatorischer Molekile (44). Diese Eigenschaften machen Inflammasome zu
wichtigen Bestandteilen des angeborenen Immunsystems (16). Die Inflammasomaktivitét wird
vom Karper streng reguliert, um eine exzessive Zytokinfreisetzung zu verhindern (52). Die
Regulation der Aktivierung geschieht auf vielen, verschiedenen Ebenen (52). Auch bei der
Entstehung und Progression der chronischen Niereninsuffizienz spielen Inflammasome eine
wichtige Rolle (53). Von den bisher bekannten Inflammasomen ist das NLRP3-Inflammasom

das am besten charakterisierte (54).
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Abbildung 1 Inflammasom-Komponenten und Zytokinverédnderung durch aktives NLRP3: Das aktive
NLRP3-Inflammasom besteht aus drei Komponenten: NLRP3 mit Pyrin-, NACHT- und LRR (leucine-rich-
repeat)-Doméne; das Adapterprotein ASC (Apoptosis-associated speck-like protein containing a CARD) mit
CARD (n-terminal activation and recrutation domain) und Pyrin-Doméne und Caspase-1 mit CARD-, p20- und
pl0-Doméne. Das Sensorprotein NLRP3 bindet nach Aktivierung ASC. ASC wiederum bindet Caspase-1. Das
aktivierte Inflammasom katalysiert die Umwandlung der proinflammatorischen Pro-Zytokine Pro-1L-1R, Pro-IL-
18 und Pro-IL-33 in ihre biologisch aktive Form.

1.8.2. Aktivierung des NLRP3-Inflammasoms

Zur Aktivierung des NLRP3-Inflammasoms werden zwei Signale bendtigt (46, 51). Ein erstes
Signal, welches auch als ,Priming“ bezeichnet wird und ein zweites, welches die
Zusammensetzung des Inflammasoms einleitet (siehe Abbildung 2) (46, 51). Liganden wie z.B.
LPS, oder TNF-a. (siehe Tabelle 5) binden an TLRs und fiihren zur vermehrten Expression von
NLRP3 (46, 51). Normalerweise ist die Expression von NLRP3 relativ gering (55). Dieser, auch
als ,,Signal 1 bezeichnete, NF-kB-abhéngige VVorgang fuhrt neben vermehrter Expression von
NLRP3 zur Expression von Procaspase-1, dem Adapterprotein ASC (Apoptosis-associated
speck-like protein containing a CARD) sowie Expression der Pro-Zytokine Pro-IL-18, Pro-IL-
18 und Pro-1L-33 (46, 51). ,,Signal 2* induziert die Zusammensetzung des funktionalen
Inflammasomkomplexes, welcher die Caspase-1-abhéngige Spaltung der Proenzyme in ihre
biologisch aktive Form katalysiert (16, 46).
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Abbildung 2 Aktivierung des NLRP3-Inflammasoms: Signal 1 besteht aus der Aktivierung von TLRs und flihrt
zur Expression verschiedener Inflammasom-Bestandteile (ASC, NLRP3, Caspase-1), sowie den Pro-Formen von
IL-16, 1L-18 und IL-33. Signal 2 leitet die Zusammensetzung des aktiven Inflammasom-Komplexes ein und
induziert die Caspase-1-abhéngige Spaltung der Pro-Zytokine in ihre biologisch aktive Form.

Als ,.Signal 2 fungieren zahlreiche PAMPs, Toxine von bakteriellen, viralen, mykotischen,
und protozoischen Pathogenen sowie DAMPs. Zu den DAMPs zéhlen u.a. kristalline Molekile
(Alum, Kieselsdure, Asbest) die Phagozytose fur die Aktivierung benétigen, ATP das durch
seinen Oberflachenrezeptor P2R7 agiert und porenformende Toxine wie Nigericin (siehe
Tabelle 5) (46, 54).

Aktuell werden fiinf Modelle vermutet, die ,,Signal 2 vermitteln (16, 56).

- Zellularer Ausstrom von Kalium-lonen

- Produktion reaktiver Sauerstoffspezies (ROS)

- Translokation von Mitochondrien

- Sekretion mitochondrialer DNA (mtDNA), oder Cardiolipin

- Lysosomale Destabilisierung

12



1.9. Zielsetzung

Ziel dieser Arbeit war es, die Aktivitat des wichtigsten Vertreters der Gruppe der
Inflammasome, dem NLRP3-Inflammasom, bei Patienten mit chronischer Niereninsuffizienz
zu untersuchen. Hierzu wurden Monozyten von Patienten mit chronischer Niereninsuffizienz
und von gesunden Probanden isoliert. In diesen Zellen wurden sowohl die Expression der
Inflammasom-Komponenten als auch die Freisetzung von IL-1R nach Stimulation als Mal3 fir

die Inflammasom-Aktivitat quantifiziert.
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2. Material und Methoden

2.1. Material
2.1.1. Gerate

Gerat

Inkubator

Schittler PMR-30 Plattform Rocker
Sicherheitswerkbank Airstream Esco class 11
BSC

Zentrifuge Megafuge 1.0 R

Zentrifuge 5804 R

Mikrotitierplatten-Photometer Sunrise

Tabelle 6 Gerate und deren Hersteller

2.1.2. Verbrauchsmaterialien

Material
ELISA 96-Well Platten

Tabelle 7 Materialien und deren Hersteller

Hersteller

Binder GmbH,
Tuttlingen, D

Grant Bio,

Oregon,USA

Biomedis Vertriebsgesellschaft GmbH,
GieRen, D

Heraeus Holding GmbH,
Hanau, D

Eppendorf AG,
Hamburg, D

Tecan Trading AG,
Mannedorf, CH

Hersteller
Greiner Bio-One International GmbH,

Frickenhausen, D
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2.1.3. Chemikalien

Substanz

Aluminium (Alum crystals)

Ammoniumchlorid 4N

Adenosintriphosphat (ATP)

Bovines Serum Albumin (BSA)

Endotoxinfreies Wasser HyClonervw Water

Fetales Bovines Serum (FBS)

Formaldehyd

LPS-EB Ultrapure

Ficoll Separationsmedium

(LymphocytSeparation Medium 1077)

Kaliumhydrogenkarbonat

Natriumazid (NaNs)

Nigericin

Opti-MEM Reduced Serum Medium

Phosphatgepufferte Salzlosung (PBS)

Schwefelsaure 1M

Hersteller

InvivoGen,

San Diego, USA

Carl Roth GmbH,
Karlsruhe, D

InvivoGen,

San Diego, USA

PAA Laboratories,
Colbe, D

GE Healthcare Life Sciences,
Utah, USA

Gibcol/Life Technologies,
Carlsbad, CA, USA

Alfa Aesar GmbH,
Karlsruhe, D

InvivoGen,

San Diego, USA
PromoCell bioscience alive GmbH,
Heidelberg, D

Carl Roth GmbH,
Karlsruhe, D

Merck Millipore GmbH,
Schwalbach, D
InvivoGen,

San Diego, USA
Gibco/Life Technologies,
Carlsbad, CA, USA
Gibco/Life Technologies,
Carlsbad, CA, USA
Fisher Scienific,
Loughborough, UK
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Pen/Strep (10.000 U/I)

Trypanblau 0,4%

Tween-20

Medium (RPMI-1640 GlutaMAXrm)

Chloroform

Ethanol 75 %

H.0-DEPC

H3POg4

Trizol

Tabelle 8 Chemikalien und deren Hersteller

2.1.4. Medien und Pufferlésungen

Medium/ Pufferlosung

Verdinnungsmedium

PBS/ EDTA Ansatz

Ammoniumchlorid Lysepuffer (0,155M)

Gibco /Life Tfechnologies,
Carlsbad, CA, USA
Sigma life science,

St. Luis, USA
AppliChem GmbH,
Darmstadt, D

Gibcol/Life Technologies,
Carlsbad, CA, USA
Fisher Scienific,
Loughborough, UK

Carl Roth GmbH,
Karlsruhe, D

Fisher Scienific,
Loughborough, UK
Gibcol/Life Technologies,
Carlsbad, CA, USA
Fisher Scienific,
Loughborough, UK

Rezept

186,1 g Disodiumethylenediaminetetrat-
acetat 2H>O

800 m I HZOdest

pH 8,0 mit NaOH einstellen
autoklavieren
500 mg PBS (ohne Mg und Ca)

5ml 0,5M EDTA-L6sung

500 ml H10
4,15 g NHeCI
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EDTA-L6sung (0,5 M)

ELISA Coating-Puffer

ELISA Waschpuffer

ELISA Assay Diluent

ELISA Fixationsantikorperlosung

ELISA Detektionsantikorperldsung

ELISA Avidin-horseradish-peroxidase

(HRP)-L6sung

Aluminium (40 mM)

ATP (200 mM)

Nigericin (2,68 mM)

Zellkulturmedium (Vollmedium)

Tabelle 9 Medien und Pufferlésungen

0,5006 g KHCOq
0,1 ml EDTA-L6sung

pH 7,4 mit Salzséure titrieren

186,1 g EDTA
800 ml H10
pH 8,0 mit NaOH einstellen

auf 1000 ml auffillen und autoklavieren

200 ul 5X Coating-Buffer (Carbonatpuffer)

800 pul H20

500 ml PBS
0,25 ml Tween 20

10 ml Assay Diluent Stock
40 ml PBS

5 ul Fixationsantikdrperansatz
995 ul Coating-Puffer

5 pl DetektionsantikOperansatz
995 ul Assay Diluent

1 pl Avidin HRP
999 pl Assay Diluent

1 ml endotoxinfreies Wasser
20 mg Aluminium

5 min durch Ultraschall homogenisieren
1 ml endotoxinfreies Wasser
110 mg ATP

2 ml Ethanol

10 mg Nigericin

3 ml steriles PBS

500 ml RPMI

10 % FBS

1 % Pen/Strep
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2.2. Methodik
2.2.1. Ethikvotum

Alle Versuche fanden im Zuge der ,,Untersuchungen zur Rolle des Inflammasoms bei der
Entstehung kardiovaskuldrer Erkrankungen® statt. Die hierfur bendtigte Genehmigung wurde
am 20.08.2013, unter der Kennziffer 155/13, von der Ethikkommission der Arztekammer des

Saarlandes erteilt.

2.2.2. Die Studiengruppe

Untersucht wurden Patienten mit chronischer Niereninsuffizienz, welche von September 2014
bis Mérz 2016 in der Klinik fir Innere Medizin 1V des Universitatsklinikums des Saarlandes
rekrutiert wurden. Die Einteilung der chronischen Niereninsuffizienz erfolgte anhand der CKD-
EPI-Kreatinin-Formel in die Stadien G1-G5. Hierbei wurden die Stadien G1 und G2 (,,G1-2%),
sowie G4 und G5 (,,G4-5%) jeweils zu einer Gruppe zusammengefasst. Weitere Gruppen
bildeten Hamodialysepatienten (,,HD*) sowie Patienten nach Nierentransplantation
(,,Transplant®). Als Referenzgruppe diente eine Gruppe gesunder Probanden, welche aus
Mitarbeitern der Universitatsklinik rekrutiert wurde. Als Ausschlusskriterium galt fiir alle
Gruppen das Vorliegen einer bosartigen Krebserkrankung, einer Schwangerschaft, oder einer
akuten Entziindung mit Leukozyten Uber 10000 Zellen/pL. Fir die Referenzgruppe galt des
Weiteren das Vorliegen einer pAVK, eines Diabetes mellitus, einer manifesten koronaren
Herzkrankheit (KHK), einer zerebrovaskuldaren Erkrankung, oder einer regelmaRigen
Medikamenteneinnahme als Ausschlusskriterium. Bei jedem Patienten wurden eine Anamnese,
eine korperliche Untersuchung, eine Urindiagnostik und eine vendse Blutentnahme
durchgefiihrt. Das abgenommene Blut diente einerseits der Isolierung von Monozyten, als auch
der Gewinnung Klinisch-chemischer Labordaten. Hierzu zéhlten Kreatinin, Cystatin C,
Harnsdure, Harnstoff, Kalium, Albumin, Leukozyten, CRP, Hadmoglobin und der HbAlc.
Neben der Berechnung der eGFR mittels der bereits beschrieben Formel (siehe Abschnitt 1.1.),

erfolgte die Bestimmung von Albumin und Kreatinin im Urin.

2.2.3. Probenentnahme
Alle Probanden wurden vor der Blutentnahme entsprechend aufgekléart und willigten in die
Untersuchung ein. Die Probenentnahme erfolgte in der nephrologischen Ambulanz und der

Dialysestation der Klinik fiir Innere Medizin 1V an der Universitat des Saarlandes. Entnommen
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wurde vendses Blut aus der Ellenbeuge. Abgenommen wurden insgesamt 99ml vendéses Blut in

EDTA- und Serum-Monovetten, sowie Urin in einer Urin-Monovette.

2.2.4. Methodischer Versuchsaufbau

Zur besseren Ubersichtlichkeit wurde der Versuchsablauf in Abbildung 3 bildlich dargestellt.
Die ersten zwei Schritte mit Entnahme der Blutproben und Isolation von Monozyten waren fur
alle Proben identisch. Ein Teil der Zellen wurde im Verlauf ausgesat und mit bekannten
NLRP3-Aktivatoren stimuliert. AnschlieBend wurde mittels Enzym-linked Immunoabsorbend
Assay (ELISA) die Konzentration von IL-1R im Uberstand quantifiziert. Bei dem anderen
Anteil der Zellen wurde die RNA isoliert und in cDNA umgewandelt. AnschlieRend wurde mit
Hilfe der Polymerasekettenreaktion (QPCR) die relative Expression von NLRP3-Inflammasom-
Bestandteilen und IL1B bestimmt.

RNA-Isolation CDNA-Synthese gPCR
Zellaussaat Stimulation ELISA

Abbildung 3 Methodischer Versuchsaufbau: Die Blutproben stammen von Patienten mit CKD Grad 1-5,
Hamodialysebehandlung, Z.n. Nierentransplantation sowie gesunden Probanden als Kontrollgruppe. Stimuliert
wurde mit den NLRP3-Aktivatoren LPS, ATP, Nigericin und Alum.

Blutproben PBMC- Isolation

Sofern nicht anders angegeben, wurden alle Versuche bei 20°C Raumtemperatur sowie unter

sterilen Bedingungen durchgefuhrt.

2.2.5. Gewinnung humaner monozytarer Zellen (PBMC)

PBMC ist die Kurzform mononukledrer Zellen aus peripherem Blut (eng. peripheral blood
mononuclear cells), welche in diesem Schritt durch Dichtegradientenzentrifugation mittels
Ficoll isoliert wurden. Hierbei macht man sich die geringe Dichte der Monozyten, im Gegensatz
zu anderen Blutbestandteilen, zu Nutze, um diese zu separieren.

Fur die Isolation wurden pro Probanden 27 ml frisches Vollblut in einem EDTA-R6hrchen
verwandt. Das Blut wurde frisch, unmittelbar nach Entnahme, verwandt. Das
Verdinnungsmedium (PBS + 5ml 0,5 M EDTA) und das Separationsmedium (Ficoll) wurden
auf RT erwarmt. In zwei 50 ml Falcon Réhrchen wurden je 9 ml Vollblut Gberfiihrt und die
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Blutréhrchen mit jeweils 9 ml PBS/EDTA ausgespilt. Das beigefligte EDTA verhindert die
Koagulation der Blutproben. Das Gemisch wurde zu dem Vollblut in ein 50 ml Falcon
Réhrchen uberfuhrt. Zwei 50 ml Falcon Roéhrchen wurden mit je 15 ml Separationsmedium
befillt und mit dem Blut/PBS/EDTA Gemisch iberschichtet. Die Falcon Réhrchen wurden bei
400 G, bei RT, 30 Minuten lang zentrifugiert. Hierbei war es wichtig, dass ohne Bremse
zentrifugiert wurde, da sich sonst, beim Abstoppen, die Schichten vermischt hétten. Die Dichte
des Separationsmediums (1,077 g/ml) ermdglicht eine Trennung der Blutbestandteile gemaR
ihrer spezifischen Dichte. Das Separationsmedium besitzt eine hohere Dichte als Monozyten
sowie Lymphozyten und eine geringere als Erythrozyten und die meisten Granulozyten. Durch
das Zentrifugieren bildeten sich folgende Schichten: Die oberste Schicht aus Blutplasma und
PBS/EDTA, darunter eine milchige Schicht aus mononukleéren Zellen, gefolgt von einer klaren
Schicht aus Separationsmedium. In den untersten Schichten sammelten sich Granulozyten und

Erythrozyten.

«— Plasma

«— PBMC's

+— Ficoll Seperationsmedium

+— Granulozyten

«— Erythrozyten

Abbildung 4 Zellschichtung nach Zentrifugation

Die oberste Schicht aus Plasma und PBS/EDTA wurde mit einer Stabpipette vorsichtig
abgenommen und verworfen. Die mononukledre Zellschicht wurde unter Hin- und Herriihren
mit einer 10 ml Spritze und einer 8-9 cm langen 20 G x 2 %°“ Kaniile abgenommen und in ein
neues 50 ml Falcon Rohrchen tberfuhrt. Das Falcon Réhrchen mit den mononukleéren Zellen
wurde mit PBS/EDTA auf 50 ml aufgefullt und bei 400 G, bei 4 °C, mit Bremse, 10 min
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zentrifugiert. Nach dem Zentrifugieren wurde der Uberstand abgesaugt. Das Zellpellet wurde
in 2,5 ml PBS resuspendiert, in ein 15 ml Falcon Rohrchen Gberfihrt und erneut mit PBS/
EDTA aufgefullt. Bei 1200 Rounds per Minute (RPM) wurde das Falcon Roéhrchen bei 4 °C,
mit Bremse, 10 min zentrifugiert, um Thrombozyten und Zellbruchstiicke zu entfernen. Es
folgte ein zweiter Waschschritt, bei dem erneut der Uberstand abgesaugt und das Zellpellet in
2 ml PBS resuspendiert wurde. Das 15 ml Falcon Rohrchen wurde dann mit PBS/ EDTA
aufgefillt und bei 300 G, bei 4 °C, mit Bremse, 10 min zentrifugiert. Der Uberstand wurde
abgesaugt und das Zellpellet in 2 ml PBS resuspendiert. Als nachster Schritt folgte eine 1:4
Lyse mit Ammoniumchlorid. Ammoniumchlorid dient der Lyse von, noch im Zellpellet
vorhandener Erythrozyten. Zu der 2 ml PBS-Zell-Supsension wurde 6 ml Ammoniumchlorid
zugegeben und dann fur 10 min bei 4 °C inkubiert. Ein letztes Mal wurde bei 400 G, bei 4 °C,
mit Bremse, 15 min zentrifugiert. Der Uberstand wurde abgesaugt, das Zellpellet in 2 ml
Medium (RPMI + 10 % FBS + 1% Pen/Strep) resuspendiert und mit Medium auf 10 ml
aufgefullt.

2.2.5.1. Bestimmung der Zellzahl

Zur Bestimmung der Zellzahl der PBMCs im Zellkulturmedium wurde eine mikroskopische
Zellz&hlung mit Hilfe einer Neubauer-Zahlkammer vorgenommen. 10 pl der Zellsuspension
wurden mit 90 ul Trypanblau (4 %) gemischt. 10 ul dieses Zell/Trypangemisches wurden in
eine Neubauer-Zahlkammer pipettiert und anschlieBend unter einem Lichtmikroskop
ausgezahlt. Trypanblau farbt ausschliellich abgestorbene Zellen und totes Gewebe blau,
lebende Zellen bleiben farblos. Die Quadranten einer Neubauer-Zéhlkammer sind 0,1 mm tief
und 1 mm lang sowie breit. Hieraus errechnet sich das Volumen von 0,1 pl pro Quadranten.
Gezahlt wurden die lebenden Zellen in 4 groRen Quadranten (64 Kleinquadranten), woraus sich

folgende Formel fiir die Berechnung der Zellzahl pro ml Zellsuspension ergibt:

Zellzahl (Zellzahl 4 Grofdquadranten

2 ) x Verdinnungsfaktor Trypanblau

ml

x 10.000 x Milliliter Zellsuspension

Die Multiplikation mit dem Faktor 10.000 dient dem Ausgleich der vorherigen Verdinnung.
Zur anschlieBenden Kultivierung und Stimulation der isolierten, mononukledren Zellen wurden
diese in Zellkulturplatten ausgesét. Es wurden jeweils 200.000 Zellen auf 12 Wells einer 96-

Lochplatte ausgesat. Hierzu wurden 3,2 Millionen Zellen mit 3,2 ml Nahrmedium vermengt.
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Pro Well wurden die Zellen in 0,2 ml N&hrmedium inkubiert. Fir die RNA-Lysate wurden

anschlieBend 6 Millionen Zellen in RNAse freie Eppendorf Réhrchen Gberfihrt.

2.2.6. Zellstimulation

Im Anschluss wurden die ausgeséten Zellen fir 1 h bei 37 °C und 5 % COz inkubiert. Wahrend
der Inkubation adhéarieren die Monozyten am Boden der Wells. Eine Stunde nach Aussaat der
Zellen wurde das Zellkulturmedium abpipettiert und frisches RPMI-Medium (RPMI-1640
GlutaMAX™) hinzugegeben. Der Mediumswechsel dient dazu, nicht adhérierende Zellen zu
entfernen. Nachfolgend wurden die Zellen Gber Nacht, bei 37 °C und 5 % im RPMI-Medium
inkubiert.

2.2.6.1. Stimulation mit LPS

Am Folgetag wurde das RBMI-Medium durch Opti-MEM Medium ersetzt. Es erfolgte
zundchst eine Stimulation mit dem Lipopolysaccharid (LPS), einem Toll-like Rezeptor-
Liganden. Hierzu wurden 5 pl LPS (10 ng/ml) in 200 pl H2Odest gegeben und mithilfe eines
Schiittlers gut vermischt. AnschlieBend wurde ein Mastermix von LPS in Opti-MEM™
Medium hergestellt (1 pul LPS/ml). Pro Well der 96-Lochplatte wurden 5 ul der LPS/Opti-
MEM™ Lgsung hinzugegeben und die Platten anschlieRend fiir 3h bei 37 °C inkubiert.
Abbildung 5 zeigt den genauen Aufbau der Zellkultur.

22



1 2 3 45 6 7 8 9 101112
A ' L pS Ve “\:{r’ “\/"“\}
B ¥ W Ve Ips+atp -Y \IIH\IK WH\}
& 4 > << ><><
D & < LPS+Alm | [ | ) )
7N o SR VARV ‘;H< ><’,>=~<\,:~ <
E l:\. /)‘\ A S (\ s r‘ /I"\ .J'il'\ ) \ j’l
F r«’ ‘-,f" YN \r’;_{ ( \‘*{ \:( \I/ \‘fﬁ ): }
>< &< ><>—4{I>~<><><>
) )/HVH:: , (,Hi(;:-—{(“ :: I\ S \‘::-—-r.") >_<'
f
\x,/'!\ NI AN ANGAN f”( f/k\ f”:(‘x JIM /\.f):\x,«'

Abbildung 5 Versuchsaufbau Zellkultur: Neben jeder Reihe ist das entsprechende Stimulanz abgebildet.

2.2.6.2. Stimulation mit Alum, Nigericin und ATP

Nach 3 h wurden die Zellen aus dem Inkubator genommen und mit ATP (1 h), Nigericin (1 h)
und Alum (3 h) stimuliert. Hierzu wurden die einzelnen Substanzen mit jeweils 200 pl Medium
angesetzt: 2 pl ATP/ 200 pl Medium (Endkonzentration 2 nM), 0,75 pl Nigericin/ 200 pl
Medium (Endkonzentration 10 pM) und 2 pl Alum/ 200 pl Medium (Endkonzentration 200
pl/ml). Pro Well wurden jeweils 50 pl der Substanz/ Medium-Gemische hinzugegeben. Fir den
genauen Aufbau siehe Abbildung 5.

Nach Ende der Stimulation wurden die 96-Lochplatten aus dem Inkubator genommen und mit
400 G, bei 4 °C, 10 min zentrifugiert. AnschlieBend wurden die Platten direkt auf Eis gelagert.
Je 200 pl der Uberstande wurden vorsichtig abgenommen und, in auf Eis liegende, Eppendorf
Réhrchen Uberfihrt und flr die spatere Verwendung zur IL-18 Messung mittels ELISA bei -80
°C eingefroren.
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2.2.7. Enzym linked immunosorbent Assay (ELISA)

Beim Enzym linkes immunosorbent Assay (ELISA) kdnnen mit Hilfe von Antikorpern,
spezifische Proteine erkannt und quantifiziert werden.

Das in dieser Arbeit verwendete ,,Human IL-1 beta ELISA Kit*“ (eBioscience) wurde den
Herstellerangaben nach verwendet. Dazu wurde zunéchst eine 96-Loch-Mikrotiterplatte mit
jeweils 50 ul/Well IL-18 spezifischen ,,Capture-Antikdrpern® beschichtet und bei 4 °C Uber
Nacht inkubiert. Nach dreimaligem Waschen der Mikrotiterplatte mit Waschpuffer (500 ml
PBS + 25 ml 0,05 % Tween 20) folgte ein Blockierungsschritt, um unspezifische Bindungen
zu verhindern. Hierzu wurde die Mikrotiterplatte tber 1 h mit 100 pl/Well Assay Diluent (10
ml 5x Assay Diluent + 40 ml PBS) beschichtet. Um nicht gebundene Substrate zu entfernen,
wurde erneut dreimal mit Waschpuffer gewaschen. Nach Zugabe von 50 pl/Well des
Uberstandes der stimulierten PBMC (siehe Abschnitt 2.2.6.2.), sowie Zugabe der im Kit
enthaltenen Standardreihe mit bekannten IL-11 Konzentrationen, wurde die Mikrotiterplatte fir
2 h bei RT inkubiert. In dieser Zeit konnte IL-18 an die ,,Capture-Antikorper binden. Es folgte
dreimaliges Waschen mit Waschpuffer. Als néchstes wurde der biotinylierte
Sekundarantikdrper hinzugegeben. Hierzu wurden 4 pl Sekundarantikérper mit 996 pl Assay
Diluent angesetzt und jeweils 50 ul pro Well verwendet. Bei RT wurde die Mikrotiterplatte fur
1 h inkubiert, in welcher der sekundare Antikorper ebenfalls an das bereits gekoppelte IL-113
bindet. Nach viermaligem Waschen mit Waschpuffer erfolgte die Zugabe von 50 pl/Well
Avidin-HRP-L6sung (HRP eng. horsredish peroxidase) fiir 40 min bei RT. Avidin-HRP bindet
mit hoher Affinitat an Biotin und erlaubt so den Nachweis von biotinylierten Antikérpern. Zur
Entfernung von Uberstinden wurde die Mikrotiterplatte sechsmal mit Waschpuffer gewaschen.
Um die Antikorper-Antigen-Komplexe quantifizierbar zu machen, erfolgte die Zugabe von 50
ul/Well H202-TMB Substratlosung (Tetramethylbenzidin) fir 15 min in Dunkelheit bei RT.
HRP reagiert mit H202, wodurch Protonen freigesetzt werden. Dies fiihrt zu einer Oxidierung
des farblosen TMB mit einem, daraus resultierenden, blaulichen Farbumschlag. Als letzter
Schritt wurde Stopper-Loésung (1 M HsPOs) hinzugeben, was zur Entstehung eines stabilen
gelben Farbkomplexes fiihrte. Die Lichtabsorption wurde bei 450 nm und 570 nm im Magellan
Plate Reader gemessen. So konnte, im Vergleich zur Standard-Reihe, quantitativ die 1L-13

Konzentration im Uberstand bestimmt werden.
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2.2.8. RNA-Isolation
2.2.8.1. Stabilisierung von RNA Proben

Die wie in 2.2.5.1 beschriebenen 6 Millionen, in Eppendorf Réhrchen Gberfuhrten, Zellen
wurden mit 4000 RPM, bei 4 °C, 10 min zentrifugiert. AnschlieBend wurde der Uberstand
abgenommen und verworfen. Das Zellpellet wurde in 300 pl TRI-Reagenz resuspendiert und

bei -80 °C eingefroren.

2.2.8.2. RNA-Isolation aus stabilisierten Proben

Zunachst wurde die isolierte RNA in cDNA transkribiert, welche abschlieRend in einer gPCR
verwendet wurde. Die in TRI-Reagenz gelagerten Proben wurden aufgetaut und 5 min bei RT
inkubiert. Im Verhéltnis 1/5 (Chloroform/Trizol) wurde, unter Auf- und Abpipettieren,
Chloroform zu den Proben in die Eppendorf Réhrchen hinzugegeben (60 pl Chloroform/ 300
pg Trizol). Anschliefend wurden die Proben 15 s auf einem Schittler gemischt. Chloroform
fuhrt zu einer Trennung des Homogenats. Hierbei geht RNA in die wéssrige Phase, DNA in die
Zwischenphase und Proteine in die organische Phase tber. Die Proben wurden bei RT, 7 min,
inkubiert, danach folgten 15 min Zentrifugation bei 4 °C und 11200 RPM. Die obere, wassrige
Phase, welche die RNA beinhaltet, wurde vorsichtig abgenommen und in ein neues Eppendorf
Réhrchen Uberfuhrt. Der Rest wurde verworfen. Zur RNA-Prazipitation (RNA-Féllung aus der
waéssrigen Phase) wurde im Verhaltnis 1/2 I1sopropanol hinzugegeben (150 ul Isopropanol/ 300
pl Trizol). Durch Invertieren wurde die Probe gemischt und anschliefend 5 min bei RT
inkubiert. Nach 10 min Zentrifugation, bei 4 °C und 11200 RPM, wurde der Isopropanol-
Uberstand dekantiert. Die Probe wurde im Verhéltnis 1/1 mit 75 %igem Ethanol gewaschen
(300 ul Ethanol/ 300 pl Trizol). Durch Invertieren wurde die Probe gemischt. Es folgten 5 min
Zentrifugation, bei 4 °C und 11200 RPM. Anschliefend wurde das Ethanol direkt mittels
Wasserstrahlpumpe abgesaugt. Nach Zugabe von 30 ul DEPC-Wasser, wurden die Proben bei
55 °C, 10 min auf dem Schuttler inkubiert und anschlieBend herunterzentrifugiert. Es erfolgte

dann die Bestimmung der RNA-Konzentration.

2.2.8.3. Messung RNA-Konzentration

Die Messung der RNA-Konzentration erfolgte mittels NanoDrop Mikrovolumen
Quantifizierung von Nukleinsauren (Verhaltnis A260/ A280 > 1,7 - Messung der Reinheit der
RNA, optimales Verhéltnis 1,7 - 2,0). 1,8 ul der in Abschnitt 2.2.8.2 gewonnen RNA wurden

zur Messung der RNA-Konzentration eingesetzt.
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2.2.9. cDNA-Synthese

Fur die gPCR-Analyse muss die zu untersuchende RNA zunéchst in die komplementare cDNA
(copy-DNA) umgeschrieben werden. Die cDNA wird mit Hilfe des Enzyms Reverse
Transkriptase aus RNA synthetisiert. In dieser Arbeit erfolgte die cDNA-Synthese mit Hilfe
des ,,DyNAmo cDNA Synthesis Kit for gRT-PCR* von Thermo Scientific. Zum sterilen
Pipettieren wurden Pipettenspitzen mit Filter benutzt. Zunachst wurde die isolierte RNA mit
Nuklease-freiem H20 verdinnt. Es wurden 1 ug RNA in 7 pl Nuklease-freiem H20 gelést. Um
die Sekundérstrukturen zu denaturieren, wurden die RNA Proben 5 min bei 65 °C inkubiert und
anschlieend 2 min auf Eis gestellt. Im ndchsten Schritt wurde der cDNA Mastermix durch
Mischen von 2 x RT Puffer, Primer und Reverse Transkriptase angesetzt und die verdiinnte
RNA Vorlage hinzugegeben (siehe Tabelle 10).

Komponenten 1x
Nuklease-freies H20 /
RT Buffer (2x) 10 pl
Random Hexamer Prime Set 1l
M-MuLV RNase H+ Reverse Transkriptase 2 ul
13 pl
Verdinnte RNA fur cDNA/ H20 fiir cDNA- 7 ul
Ansatz 20 pl

Tabelle 10 Reaktionsansatz cDNA-Synthese

Die Proben wurden in den programmierten Heizblock gestellt und das Programm gestartet
(siehe Tabelle 11). AnschlieBend wurden die Proben bis zur qPCR auf Eis gelagert oder bei

-20 °C eingefroren.

Schritt Ziel Temperatur  Zeit [min]
1. Primer Extension 25°C 10

2. cDNA-Synthese 37°C 30

8l Termination 85 °C 5

Tabelle 11 Inkubationsprotokoll cDNA-Synthese
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2.2.10. gPCR

Die qPCR wurde unter Verwendung des ,,SYBR Green Maxima Kits* (# K0252) von Thermo
Scientific durchgefuhrt. Verwandt wurde jeweils 1 pl der cONA (siehe Abschnitt 2.2.9.). Der

Mastermix wurde durch Mischen von Nuklease-freiem H2O, Vorwarts- und Rickwértsprimer
und SYBR Green PCR Master Mix hergestellt und auf die Stripes aufgeteilt (je 24 pl). An
einem gesonderten Arbeitsplatz wurde die cDNA hinzu pipettiert (siehe Tabelle 12).

Komponenten
Nuklease-freies H20
Vorwaértsprimer

Ruckwartsprimer

SYBR Green PCR Master Mix

cDNA+/ cDNA-/ H20

Ansatz

Tabelle 12 gPCR Mastermix

1x
9,5ul
1l
1l
12,5 ul
24 ul
1l
25 ul

Die LoOsung wurde kurz zentrifugiert, wobei wichtig war, dass sich keine Luftblasen im

Eppendorf RoOhrchen bildeten. Danach wurden die Streifen in den programmierten

Thermocycler gestellt und das entsprechende Programm gestartet (siehe Tabelle 13). Zunéchst

wird die cDNA durch Erhitzen denaturiert. Bei geringerer Temperatur erfolgt als nachster

Schritt die Anlagerung eines Oligonukleotid-Paares an die denaturierte cDNA. Zuletzt wird der

neue DNA-Strang durch den Einbau von Desoxynukleotiden synthetisiert.

Schritt

o &~ W N

6.

Tabelle 13 Ablaufprotokoll gPCR

Ziel

Hot start
Denaturierung
Annealing
Elongation
Schmelzkurve
Abkuhlen

Temperatur

95°C
95°C
60 °C
72 °C

Zeit

10 Min
15 Sek
30 Sek
30 Sek

Anzahl
Zyklen
1

40

40

40
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Die Quantifizierung der mMRNA des zu untersuchenden Gens erfolgte unter Einbeziehung des
Referenzgens Hprtl zur relativen Quantifizierung. Hprtl ist ein ,,Housekeeping™ Gen, das in
Monozyten basal exprimiert wird und dient als Referenz um die Expression, in Relation zu

diesem Protein, beurteilen zu konnen.

2.2.11. Amplifikationskurve, Schmelzkurve und C+-Wert

Nach Beendigung des Programms wurden die Amplifikationskurve, die Schmelzkurve sowie
der Cr-Wert ausgewertet. In der Amplifikationskurve wird die Messung der
Amplifikatzunahme wahrend jedes einzelnen Zyklus dargestellt. Die Schmelzkurvenanalyse
wird durchgefuhrt, um sicherzustellen, dass lediglich ein Amplifikat entstanden ist. Jede
dsDNA hat eine spezifische Schmelztemperatur, die definiert ist als diejenige Temperatur, bei
der 50 % der dsDNA einzelstrangig vorliegt. Die Schmelzkurve wird erstellt, indem nach
Beendigung der gPCR die DNA langsam erhitzt wird, wodurch Amplifikate und
Heteroduplices ,,schmelzen®. Die Anderung der Fluoreszenz, die aus der Trennung der
Molekiile resultiert, wird gemessen. Der Ct-Wert ist ein Mal fiir die Quantitat der vorliegenden
DNA. Je mehr DNA in der Probe vorliegt, desto groRer ist der Ct-Wert. Er bezeichnet den
PCR-Zyklus, bei dem das QPCR-Fluoreszensignal erstmals einen benutzer- oder
programmfestgelegten Schwellenwert tiberschreitet.

2.2.12. Statistik

Zur statistischen Analyse der Daten wurde das Programm ,,IBM SPSS Statistics 24 verwandt.
Die graphische Darstellung erfolgte mittels ,,GraphPad PRISM*. Kontinuierliche Variablen der
Patientencharakteristika wurden als Mittelwert mit Standardabweichung angegeben,
kategoriale Variablen als prozentuale Verteilung innerhalb der Gruppe. Stimulation und
Zytokinbestimmung wurden stets in Duplikaten durchgefiihrt. Messwerte der gPCR sowie
ELISA wurden als Dot Plots dargestellt. Der horizontale Strich gibt den arithmetischen
Mittelwert, die Whiskers die Standardabweichung (standard error of mean, SEM) an. Gruppen
wurden mithilfe des Kruskal Wallis Test mit anschlieBendem Dunns Multiple Comparison Test

verglichen. Ein p-Wert von <0,05 wurde als statistisch signifikant gewertet.
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3. Ergebnisse

3.1. Charakterisierung der Studiengruppe

3.1.1. Rekrutierung

Insgesamt nahmen in der Zeit vom 10.04.2014 bis 29.04.2016, 245 Probanden an der Studie
teil. Dies[[e wurden, wie bereits in der Methodik Abschnitt 2.2.2. beschrieben, in sechs
verschiedene Gruppen unterteilt. Insgesamt wurden 102 Probanden aus der Studie
ausgeschlossen, da am Tag der Blutentnahme keine Monozytenisolation durchgefiihrt werden
konnte. An diesen Tagen wurden lediglich Serumproben fur zukinftige Studien asserviert. In
der gesunden Kontrollgruppe wurden 2 Patienten ausgeschlossen, da ein Diabetes mellitus oder
ein arterieller Bluthochdruck vorlag.

CKD G1-2, n=15

2 ausgeschlossen
aufgrund Diabetes,
Arterieller Hypertonie

als Gesunder
142 Patienten

102 ausgeschlossen

aufgrund fehlender
e CKD 4-5,n=20

Monozytenisolation

245 Patienten

Transplant, n= 16

Hiamodialyse, n=25

Gesunde, n= 38

Abbildung 6 Rekrutierungsschema.

3.1.2. Demographische Ausgangsdaten und Patientencharakteristika

Um die einzelnen Gruppen besser untereinander vergleichen zu kdnnen, wurden zum Zeitpunkt
der Blutentnahme, demographische Daten (Alter, Geschlecht), sowie Daten zu den
Patientencharakteristika (Grolze, Gewicht, BMI, Blutdruck, Herzfrequenz) erhoben.

Das Durchschnittsalter der Probanden lag bei 61,7 £ 15,3 Jahren. Insgesamt konnte eine

Korrelation zwischen Probandenalter und Grad der Niereninsuffizienz festgestellt werden. So
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lag das Durchschnittsalter in den Gruppen G4-5, HD und Transplant tiber dem der Gruppen
G1-2 und der Gesunden Kontrollgruppe. Das Alter der Gesunden Kontrollgruppe lag mit 49,2
+ 12,9 Jahren ca. 10 Jahre unterhalb dem der restlichen Gruppen. 43 % der Studienteilnehmer
waren weiblich, 57 % mannlich. Insgesamt Uberwogen in allen Gruppen, auBer bei den
Gesunden, die ménnlichen Probanden.

Der BMI der Gruppen G1-2 und G3 lag tiber dem der gesunden Kontrollgruppe und Patienten
in der Gruppe G4-5, wahrend sich in den Gruppen HD und Transplant ein niedrigerer BMI
zeigte. Beim Blutdruck fielen erhebliche Unterschiede zwischen den einzelnen Gruppen auf.
Bei Patienten bis Stadium G4-5 lagen deutlich héhere Durchschnittswerte als in den restlichen
Gruppen vor. Der hichste systolische Wert bestand mit 150 + 26 mmHg in der Gruppe G4-5,
der niedrigste mit 134 + 21 mmHg in der gesunden Kontrollgruppe. Die Gruppen HD und
Transplant wiesen deutlich niedrigere Werte auf als alle anderen Gruppen und lagen nur knapp
uber dem der Gesunden. Bei einer durchschnittlichen Herzfrequenz von 71 £+ 12/ min zeigten
sich keine signifikanten Unterschiede zwischen den einzelnen Gruppen.

Tabelle 14 zeigt einen Uberblick, der zu Demographie und Patientencharakteristika erhobenen

Daten.
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CKD CKD CKD HD Transplant = Gesund = Gesamt

G1-2 G3 G4-5
(n=15) (n=28) (n=20) (n=25) (n=16) (n=38) (n=142)
Alter 59,7+ 680+ 715+ 69,7 + 52,1 + 492+ 61,7+
(Jahre) 15,2 11,8 9,6 11,0 14,9 12,9 15,3
Geschlecht 20 43 25 40 31 74 43

(% weiblich)
Gewicht 948 £ 88,5+ 819+ 78,9 77,7+ 79,3+ 835%

(kg) 20,8 19,7 15,8 18,3 20,8 15,0 18,4
GroRe 1730+ 1680+ 1685+ 169,7+ 1675+ 163,7+ 1684
(cm) 7.9 8,6 7.9 8,5 10,8 9,8 +8,9
BMI 31,7 31,4 29,0 27,6 27,9 29,0 29,6
(kg/m2)
RRsyst 148 £23 143+21 150+26 137+22 136+20 134+ 141+
(mmHg) 21 23
RRdiast 83+12 81+9 8112 67+14 82%15 762+  78%
(mmHg) 14,3 14
Herzfrequenz = 71+14 67+12 79+12 71+11 66+11 70+9 71+
(2/min) 12

Tabelle 14 Demographische Daten und Patientencharakteristika der Studiengruppen: Dargestellt sind
Mittelwert + Standardabweichung bzw. der prozentuale Anteil der jeweiligen Gruppe (%).

3.1.3. Grunderkrankungen

Zur genaueren Beurteilung der Studiengruppen ist es von Bedeutung, welche Erkrankung der
chronischen Niereninsuffizienz zugrunde liegt. Hierzu erfolgte die Einteilung in vier
Untergruppen: diabetische Nephropathie, vaskuldre Nephropathie, Glomerulonephritiden und
Sonstige. In die Kategorie Sonstige wurden alle Grunderkrankungen zusammengefasst, welche
keiner der drei anderen Kategorien zugeordnet werden konnten. Beispiele hierfir sind
Nierenschadigung im Rahmen einer akuten Niereninsuffizienz, Schrumpfnieren unklarer
Genese, polyzystische Nierenerkrankungen oder Nephrolithiasis. In Tabelle 15 ist die

Verteilung der Grunderkrankung in den einzelnen Studiengruppen dargestellt.

31



CKD CKD
G1l-2 G3
(n=15)  (n=28)
Vaskulare 40 50
Nephropathie (%)
Diabetische 0 14
Nephropathie (%)
Glomerulonephritiden 20 21
(%)
Sonstige 40 32
(%)

CKD
G4-5
(n=20)
50

35

15

HD

(n=25)

40

28

20

52

Transplant

(n=16)

12

12

31

50

Gesund

(n=38)
0

Tabelle 15 Zugrundeliegende Grunderkrankungen der chronischen Niereninsuffizienz in den einzelnen

Studiengruppen: Dargestellt ist der prozentuale Anteil der jeweiligen Gruppe (%).

Die am haufigsten vorliegende Grunderkrankung war mit 30 % die vaskuldre Nephropathie.

Dies spiegelt, wie bereits in Abschnitt 1.2. beschrieben, die typische Verteilung der Ursachen

der chronischen Niereninsuffizienz in den Industrienationen wider. Gefolgt wurde die vaskulére

Nephropathie von sonstigen Erkrankungen mit insgesamt 27 %. Die diabetische Nephropathie

war in fast allen Gruppen nur in geringem Anteil vertreten.

3.1.4. Komorbiditaten und kardiovaskulare Risikofaktoren

Neben den Grunderkrankungen wurden ebenfalls die Komorbiditaten sowie kardiovaskuléren

Risikofaktoren der Patienten erfasst. Bei den Probanden mit chronischer Niereninsuffizienz

zeigte sich als haufigste Begleiterkrankung die koronare Herzkrankheit (KHK). In der Gruppe

der Hamodialysepatienten lag diese bei 28 % vor. Ebenfalls zeigte sich h&ufig eine periphere

arterielle Verschlusskrankheit. Insgesamt bei 7 % der Probanden. Tabelle 16 zeigt die

Komorbiditaten in den einzelnen Studiengruppen.
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CKD CKD CKD HD Transplant Gesund

G1-2 G3 G4-5
(n=15) (n=28) (n=20) (n=25) (n=16) (n=38)

KHK 13 14 20 28 6 0
(%)

ACVB- OP 7 4 5 4 6 0
(%)

Myokardinfarkt 13 4 10 8 6 0
(%)

Schlaganfall 7 7 0 4 0 0
(%)

pAVK 7 11 5 20 0 0
(%)

Tabelle 16 Komorbiditaten in den Studiengruppen: Dargestellt ist der prozentuale Anteil der jeweiligen
Gruppe (%).

Neben den hdufigsten Komorbiditaten wurden ebenfalls Risikofaktoren der chronischen
Niereninsuffizienz erfasst. Hierzu zahlten die arterielle Hypertonie, Diabetes mellitus, aktiver
Nikotinabusus und Zustand nach Nikotinabusus. Der am haufigsten vorliegende Risikofaktor
war mit insgesamt 58 % die arterielle Hypertonie. In der Gruppe der Gesunden lag
definitionsgeméR keine arterielle Hypertonie oder Diabetes mellitus vor. 16 % der Gesunden
waren aktive Raucher, 39 % ehemalige Raucher. In den anderen Gruppen tberwogen mit
Anteilen zwischen 60 % in der Gruppe G1-2 und 39 % in G3 ehemalige Raucher. Ein Diabetes
mellitus lag insgesamt bei 32 % der Probanden vor.
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CKD CKD CKD HD Transplant  Gesund

G1l-2 G3 G4-5
(n=15) (n=28) (n=20) (n=25) (n=16) (n=38)
Avrterielle 87 82 75 80 69 0
Hypertonie (%)
Diabetes Mellitus 27 46 40 56 38 0
(%)
Nikotinabusus 7 11 10 12 0 39
(%)
Z.n. Nikotinabusus 60 39 55 44 25 16
(%)

Tabelle 17 Kardiovaskuldre Risikofaktoren in den Studiengruppen: Dargestellt ist der prozentuale Anteil
der jeweiligen Gruppe (%).

3.1.5. Parameter der Nierenfunktion

Zur Einschatzung der Nierenfunktion erfolgte die Berechnung der eGFR anhand der CKD-EPI
Formeln nach KDIGO. Hierzu wurden die Kreatinin- und Cystatin C Werte im Serum erfasst.
In der gesunden Kontrollgruppe lag die durchschnittliche eGFR mit 96 £ 17 ml/min/1,73m?
KOF im Normbereich. Mit zunehmendem Stadium der chronischen Niereninsuffizienz zeigte
sich, wie erwartet, eine Abnahme der eGFR. Zur weiteren Einschatzung der chronischen
Niereninsuffizienz erfolgte die Bestimmung von Albumin im Urin. Mit zunehmendem Stadium
der Nierenfunktion zeigte sich eine vermehrte Albuminausscheidung im Urin. In der Gruppe
der Hamodialysepatienten war, bei zumeist fehlender Restdiurese, eine Erfassung der
Urinparameter nicht sinnvoll. Beim Harnstoff, als direkt durch die Nierenfunktion beeinflusster
Parameter, zeigte sich in allen Stadien der chronischen Niereninsuffizienz eine deutliche

Zunahme im Gegensatz zu Werten bei gesunden Probanden.
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CKD CKD CKD HD Transplant | Gesund
G1-2 G3 G4-5
(n=15) (n=28) (n=20) (n=25) (n=16) (n=38)
Kreatininim Serum 10+03 35+10 28+12 78+29 1504 08%0,2
(mg/dl)
Cystatin Cim Serum | 1,0+0,2 1,7 2,8 41+37 1605 09+0,2
(magll)
Harnstoff im Serum = 34+12 57+21 114+32 119+33 61 + 24 279
(mg/dl)
Albumin im Urin 25,3 31,6 43,3 / 19,7 /
(mgfl)
eGFR CKD-EPI 73+£19 44+£10 24+13 5 5322 96 + 17
Kreatinin
(ml/min/1,73m? KOF)

eGFR CKD-EPI 74+24 3910 17+4 26 44 +£ 16 96 + 20
Cystatin C
(ml/min/1,73m? KOF)
eGFR CKD-EPI 71+8 40+£9 205 25 46 £ 16 96 £ 19

Kreatinin/CystatinC
(ml/min/1,73m2 KOF)

Tabelle 18 Nierenparameter der Studiengruppen: Dargestellt sind Mittelwert + Standardabweichung. Bei nicht
normal verteilten Variablen erfolgte die Berechnung des IQR (Interquartal Range, Median)

3.1.6. Weitere Laborparameter

Neben den, in Abschnitt 3.1.5. beschrieben, nierenspezifischen Laborparametern wurden
weitere wichtige laborchemische Parameter erfasst. Hierzu zéhlten, unter anderem, die zwei
Entziindungsmarker C-reaktives Protein (CRP) und die Leukozyten. Beim CRP zeigte sich eine
positive Korrelation zwischen Grad der Niereninsuffizienz und CRP Wert. So lag der Wert in
der Gruppe G1-2 bei 2 mg/l und bei Hamodialysepatienten bei 7 mg/l. Der H&moglobin-Wert
war bei den Gesunden sowie Patienten mit niedrigen CKD-Stadien am hdchsten, jeweils bei
14,5 mg/dl. Bis hin zur Hamodialyse-Gruppe zeigte sich ein leicht abfallender Trend der
Hamoglobinwerte. Neben den kardiovaskuldren Risikofaktoren wurden ebenfalls die Blutfette
Gesamtcholesterin, LDL-Cholesterin (LDL-C), HDL-Cholesterin (HDL-C) und die
Triglyceride erfasst. Beim Gesamtcholesterin und dem LDL-C zeigten sich die hdchsten Werte

in der gesunden Kontrollgruppe. Generell zeigten sich bei allen Blutfetten jedoch nur geringe
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Schwankungen zwischen den einzelnen Probandengruppen. Bei Diabetes mellitus als haufiger
Komorbiditdt und CKD-Risikofaktor wurde, zur Erfassung der Blutzuckereinstellung, der
HbAlc als Langzeitzuckerwert bestimmt. Hier zeigten sich, im Vergleich mit der gesunden
Kontrollgruppe, alle weiteren Gruppen mit hoheren Werten. Tabelle 19 zeigt einen Uberblick

Uber die Laborparameter in den verschieben Studiengruppen.

CKD CKD CKD HD Transplant = Gesund
G1-2 G3 G4-5
(n=15) (n=28) (n=20) (n=25) (n=16) (n=38)
Kalium 44+03 46+£06 48+06 48+0,7 4406 42x04
(mmol/l)
CRP 3 2 7 7 2 1
(mg/l)
Leukozyten 74+£15 7724 75+2 7533 9+44 7,3£2,3
(103/pl)
Hamoglobin 145+ 13,4 = 12+1.2 11,2 + 12,1+ 3,7 145+
(mg/dl) 14 15 1,6 1,2
Gesamcholesterin | 181 +£50 176+28 175+45 176+45 189+45 208 +43
(mg/dl)
HDL- Cholesterin | 52+15 53+16 4712 43 68 £ 27 590+ 18
(mg/dl)
LDL- Cholesterin | 102+48 98+23 102+40 104+ 37 98 + 29 124 + 37
(mg/dl)
Triglyceride 177 + 88 141 163 £ 70 108 151 + 67 114
(mg/dl)
HbAlc 58+06 6,1+09 59+06 63%x13 6,31 53+0,3
(%)

Tabelle 19 Weitere Laborparameter der Studiengruppen: Dargestellt sind Mittelwert + Standardabweichung,
Bei nicht normal verteilten Variablen erfolgte die Berechnung des IQR (Interquartal Range, Median).

3.2. Expression von Inflammasom-Komponenten

Um zu bestimmen, ob in Monozyten von Patienten mit chronischer Niereninsuffizienz die
Inflammasom-Komponenten NLRP3, ASC und IL-1[ starker exprimiert werden, wurde die

MRNA-Expression dieser Inflammasom-Komponenten untersucht. Hierzu wurden Monozyten
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von Patienten mit chronischer Niereninsuffizienz isoliert und die relative Genexpression der
Gene NLRP3, ASC und IL1B mittels RT-gPCR (quantitativer Polymerasekettenreaktion)

quantifiziert.

3.2.1. Expression von NLRP3
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Abbildung 7 NLRP3-Genexpression in humanen Monozyten von Patienten mit chronischer
Niereninsuffizienz im Vergleich zu Gesunden: Die RNA wurde isoliert und die Genexpression mittels RT-qPCR
quantifiziert. HPRT1 fungiert als Referenzgen. Die Daten reprasentieren Mittelwerte und Standardfehler (engl.
standard error of the mean, SEM). Jeder Punkt stellt eine Patientenprobe dar.

Wie in Abbildung 7 dargestellt, zeigte sich bereits in Monozyten von Patienten mit nur
leichtgradig eingeschrénkter Nierenfunktion (CKD G1-2) eine signifikant hohere NLRP3-
MRNA Expression im Vergleich zu den gesunden Probanden. Diese persistierte auch bei
schwerer eingeschrénkter Nierenfunktion und war bei Patienten in allen Krankheitsstadien

nachweisbar.
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3.2.2. Expression von ASC
ASC stellt einen weiteren essenziellen Bestandteil des NLRP3-Inflammasoms dar. Abbildung
8 zeigt die mRNA-Expression von ASC in Monozyten der verschiedenen Patientengruppen und

gesunden Probanden.
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Abbildung 8 ASC-Genexpression in humanen Monozyten von Patienten mit chronischer Niereninsuffizienz
im Vergleich zu Gesunden: Die RNA wurde isoliert und die Genexpression mittels RT-gPCR quantifiziert.
HPRT1 fungiert als Referenzgen. Die Daten repréasentieren Mittelwerte und Standardfehler (engl. standard error
of the mean, SEM). Jeder Punkt stellt eine Patientenprobe dar.

Wie bei NLRP3 lasst sich auch fir ASC in allen Patientengruppen eine signifikant héhere
MRNA-Expression im Vergleich zur Kontrollgruppe nachweisen. Diese war bereits in der
Gruppe CKD G1-2 signifikant hoher als im Vergleich zu gesunden Probanden. Die hdchste

Expression liel? sich in Monozyten von Hdmodialysepatienten nachweisen.
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3.2.3. Expression von IL1B

IL-1R ist das Schlussel-Effektorzytokin des NLRP3-Inflammasoms. Aus diesem Grund wurde
auch die mMRNA-Expression von IL1B quantifiziert. Abbildung 9 zeigt die mMRNA Expression
von IL1B.
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Abbildung 9 IL1B-Genexpression in humanen Monozyten von Patienten mit chronischer Niereninsuffizienz
im Vergleich zu Gesunden: Die RNA wurde isoliert und die Genexpression mittels RT-qPCR quantifiziert.
HPRT1 fungiert als Referenzgen. Die Daten reprasentieren Mittelwerte und Standardfehler (engl. standard error
of the mean, SEM). Jeder Punkt stellt eine Patientenprobe dar.

In allen Patientengruppen zeigt sich im Vergleich zur gesunden Kontrollgruppe eine signifikant
erhohte 1L1B-mRNA-Expression. Die starkste Expression zeigt sich in Monozyten von

Patienten nach Nierentransplantation.
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3.3. Sekretion von IL-118

Neben der Bestimmung der relativen Genexpression von NLRP3-Inflammasombestandteilen
und IL1B in Monozyten von Patienten mit chronischer Niereninsuffizienz war es Ziel dieser
Arbeit, die Sekretion von IL-18 nach Stimulation mit den bekannten NLRP3-Aktivatoren LPS,
ATP, Nigericin und Alum zu untersuchen. In dieser Arbeit wurde die Konzentration von IL-1

im Zellkulturtiberstand der entsprechend stimulierten Monozyten quantifiziert.

3.3.1. Stimulation mit LPS
Im ersten Teil des Experimentes wurden die Monozyten mit LPS allein stimuliert. Dies diente

zur Untersuchung der basalen Sekretion von IL-1R ohne weitere Stimuli.
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Abbildung 10 IL-1R-Konzentration im Zellkulturiiberstand humaner Monozyten von Patienten mit
chronischer Niereninsuffizienz im Vergleich zu Gesunden, nach Stimulation mit LPS (100 ng/ml, 3h): Die
IL-1R-Konzentration im Uberstand wurde mittels ELISA gemessen. Die Daten représentieren Mittelwerte und
Standardfehler (engl. standard error of the mean, SEM). Jeder Punkt stellt eine Patientenprobe dar.
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Wie in Abbildung 10 dargestellt, zeigte sich bei den Patienten in den Gruppen CKD G3, G4-5
und bei Hamodialysepatienten eine signifikant erhéhte IL-1R-Konzentration, im Uberstand von
LPS stimulierten Monozyten, im Gegensatz zu gesunden Patienten. Die starkste Expression von
IL-1 zeigte die Gruppe der Hamodialysepatienten. Insgesamt liel® sich mit zunehmendem

Stadium der chronischen Niereninsuffizienz eine Zunahme der IL-1R-Sekretion nachweisen.

3.3.2. Stimulation mit LPS + ATP
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Abbildung 11 IL-1}-Konzentration im Zellkulturiberstand humaner Monozyten von Patienten mit
chronischer Niereninsuffizienz im Vergleich zu Gesunden, nach Stimulation mit LPS (100 ng/ml, 3h) und
ATP (2 nM, 1h): Die IL-1R-Konzentration im Uberstand wurde mittels ELISA gemessen. Die Daten
reprasentieren Mittelwerte und Standardfehler (engl. standard error of the mean, SEM). Jeder Punkt stellt eine
Patientenprobe dar.

In Abbildung 11 ist die IL-1R3-Konzentration im Zellkulturiiberstand nach Stimulation mit LPS
und ATP dargestellt. Die hochste Expression zeigte sich hier bei Patienten nach
Nierentransplantation. Insgesamt waren die Ergebnisse in den Gruppen G4-5, HD sowie

Transplant signifikant hoher als im Vergleich zur gesunden Kontrollgruppe.

41



3.3.3. Stimulation mit LPS + Nigericin
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Abbildung 12 IL-1R-Konzentration im Zellkulturtberstand humaner Monozyten von Patienten mit
chronischer Niereninsuffizienz im Vergleich zu Gesunden, nach Stimulation mit LPS (100 ng/ml, 3h) und
Nigericin (10 uM, 1h): Die IL-1R-Konzentration im Uberstand wurde mittels ELISA gemessen. Die Daten
reprasentieren Mittelwerte und Standardfehler (engl standard error of the mean, SEM). Jeder Punkt stellt eine
Patientenprobe dar.

Abbildung 12 zeigt die IL-18-Konzentration nach Stimulation mit LPS und Nigericin. In den
Gruppen G3, G4-5 sowie bei Hamodialysepatienten konnte eine signifikante Erhdhung der
IL-1R-Konzentration im Zellkulturtiberstand der entsprechend stimulierten Monozyten im

Vergleich zu Monozyten von Gesunden nachgewiesen werden.
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3.3.4. Stimulation mit LPS + Alum
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Abbildung 13 IL-1R-Konzentration im Zellkulturiberstand humaner Monozyten von Patienten mit
chronischer Niereninsuffizienz im Vergleich zu Gesunden, nach Stimulation mit LPS (100 ng/ml, 3h) und
Alum (200 pl/ml, 3h): Die IL-1R-Konzentration im Uberstand wurde mittels ELISA gemessen. Die Daten
reprasentieren Mittelwerte und Standardfehler (engl standard error of the mean, SEM). Jeder Punkt stellt eine
Patientenprobe dar.

Wie in Abbildung 13 dargestellt, konnten in den Gruppen G3, G4-5 und HD im Vergleich zur
gesunden Kontrollgruppe signifikant héhere IL-13-Konzentrationen im Zellkulturiiberstand der
entsprechend stimulierten Monozyten nachgewiesen werden. In den Gruppen G1-2 sowie
Transplant lie sich keine signifikant erhohte IL-1R-Konzentration nachweisen. Insgesamt zeigt
sich mit Schweregradzunahme der chronischen Niereninsuffizienz eine Zunahme der IL-1(-

Konzentration mit den durchschnittlich hchsten Werten bei Dialysepatienten.
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4. Diskussion

Diese Studie konnte erstmals belegen, dass die Komponenten des NLRP3-Inflammasoms ASC,
NLRP3 und IL-1R in Monozyten von Patienten mit chronischer Niereninsuffizienz im
Vergleich zu gesunden Probanden signifikant starker exprimiert werden. Zusétzlich konnte
nachgewiesen werden, dass Monozyten von Patienten mit chronischer Niereninsuffizienz im
Vergleich zu gesunden Probanden signifikant mehr IL-18 nach Stimulation mit bekannten
NLRP3-Aktivatoren sezernieren. Diese Ergebnisse zeigen, dass das NLRP3-Inflammasom bei
CKD-Patienten starker aktiviert ist und deuten auf eine wichtige pathophysiologische Rolle des
NLRP3-Inflammasoms bei der CKD-assoziierten sterilen Inflammation hin.

4.1. IL-1R - ein Schltsselzytokin

IL-1 ist ein potentes, pro-inflammatorisches Zytokin der Interleukin-1-Superfamilie. Es
handelt sich hierbei um einen wichtigen Vermittler von Entziindungsreaktionen (57).
Gleichsam ist IL-1 unentbehrlich fur Abwehrreaktionen gegen Krankheitserreger und spielt

eine Rolle bei autoinflammatorischen Erkrankungen (58).

4.1.1 Biologische Wirkungen

Diese Studie konnte eine vermehrte IL-1B8-Sekretion von Monozyten vor und nach Stimulation
mit verschiedenen, bekannten NLRP3-Aktivatoren nachweisen. Dies legt nahe, dass eine
NLRP3-abhé&ngige IL-1R-Sekretion eine Rolle bei der Entstehung einer CKD-assoziierten
sterilen Inflammation zu spielen scheint.

Die Wirkungen von IL-18 sind dabei sehr vielfaltig. IL-1% weist durch eine Interaktion mit
Interleukin-1-Rezeptoren zum einen direkte Effekte auf verschiedene Effektorzellen auf. Zum
anderen stimuliert IL-11 die Sekretion weiterer proinflammatorischer Zytokine wie TNF-a und
IL-6, was somit eine Inflammationsreaktion amplifiziert (59). TNF-a und IL-6 sind Mediatoren
akuter und chronischer Entziindungsreaktionen (60), wie es bei der chronischen
Niereninsuffizienz der Fall ist. Gleichzeitig konnten epidemiologische Studien nachweisen,
dass die Serumspiegel dieser beiden Zytokine sowohl mit der Prévalenz als auch mit dem
Schweregrad chronischer Nierenerkrankungen assoziiert sind (61). Erhohte IL-6-Serumspiegel
gelten als Risikofaktor flr kardiovaskulére Erkrankungen in der Gesamtpopulation und werden
unabhdngig davon, mit einer erhdhten Mortalitat bei niereninsuffizienten Patienten assoziiert
(62, 63).
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Die gesteigerte Sekretion von IL-18 durch Monozyten von chronisch Nierenerkrankten kénnte
also indirekt an den erhohten Serumspiegeln von TNFa- und IL-6 beteiligt sein.

Neben einer indirekten Aktivierung des angeborenen Immunsystems ubt IL-1R, bei akuten und
chronischen Nierenerkrankungen, ebenfalls verschiedenste direkte Effekte aus (59). So
induziert IL-1R die Expression und Aktivierung von verschiedenen Akut-Phase-Proteinen wie
COX-2  (Cyclooxygenase-2),  induzierbarer  Stickstoffmonoxid-Synthase  (iNOS),
verschiedensten Oxidasen und Phospholipase A2. IL-1R fihrt so zur Produktion von
Stickstoffmonoxid (NO), reaktiven Sauerstoffspezies (ROS), Prostaglandinen und
plattchenaktivierendem Faktor (PAF), welche an der Entstehung einer systemischen
Inflammationsreaktion beteiligt sind (64). Dartber hinaus ist IL-18 ein potenter Induktor von
Chemokinen und endothelialen Adhasionsmolekulen. Wodurch es zur Gewebsinfiltration von
Leukozyten und der Adhésion neutrophiler Granulozyten an Endothelzellen fiihrt (65). Hierbei
handelt es sich um einen zentralen pathogenetischen Prozess bei der Entstehung und
Progression chronischer Nierenerkrankungen sowie CKD-assoziierten atherosklerotischen
(kardio-) vaskuldren Erkrankungen (66).

Unsere Ergebnisse zeigen eine Zunahme der IL-1R-Expression und Sekretion mit zunehmender
Schwere der CKD. Dies legt nahe, dass IL-1R und seine inflammatorischen Effekte auch an der
Progression einer chronischen Niereninsuffizienz beteiligt sein konnten.

Zuletzt fuhrt IL-1% zur Mobilisation von Neutrophilen aus dem Knochenmark und aktiviert
verschiedenste Leukozytensubpopulationen sowie verschiedene Zelltypen in der Niere selbst
(65). Die entzlindliche Zellrekrutierung tragt, unter anderem, zur Nierenschadigungen bei.
Beispielsweise konnte im Ischdmie-Reperfusionsmodell der Maus eine IL-1B-mediierte
Forderung der Nierenschadigung durch Rekrutierung von Neutrophilen und Makrophagen

nachgewiesen werden (66, 67).

4.1.2. Prozessierung und Aktivierung

Die Sekretion von biologisch aktivem IL-18 durch das NLRP3-Inflammasom ist streng
reguliert. Bei der klassischen Inflammasom-Aktivierung werden zwei Signale fur die
Aktivierung benotigt. Der erste Aktivierungsschritt fiihrt zu einer vermehrten Expression der
Inflammasom-Bestandteile NLRP3, ASC, Caspase-1 und Pro-IL-18. Ein zweiter
Aktivierungsschritt fiihrt schliellich zu einer proteolytischen Prozessierung des inaktiven Pro-
IL-11 durch Caspase-1 in reifes, also biologisch aktives, IL-1B (17 kDa) (46).

Eine Aktivierung von Mustererkennungsrezeptoren durch verschiedenste, exogene PAMPs
oder endogene DAMPs fiihrt unter anderem zur Expression des inaktiven Pro-IL-1i (31 kDa),
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welches zunédchst im Zytosol akkumuliert (58, 68). Zu den Pro-1L-1R8 bildenden Zellen gehdren
unter anderem Monozyten (69), Makrophagen (69), B-Lymphozyten (70), natirliche
Killerzellen (70) und dendritischen Zellen (71). Die Induktion der Pro-IL-1R-Expression wird
als Priming-Schritt bezeichnet.

In unserer Studie konnten wir in Monozyten von CKD-Patienten eine erhéhte Expression der
Inflammasom-Bestandteile NLRP3, ASC und IL-1f nachweisen. Dies legt nahe, dass
endogene, bei der Niereninsuffizienz akkumulierende Mediatoren zu einem Priming der
Monozyten fiihren. Um nun die biologisch aktive Form des Interleukins zu erhalten, muss Pro-
IL-11 durch die Protease Caspase-1 prozessiert werden (72). Auch Caspase-1 liegt zunachst in
einer inaktiven Pro-Form (Pro-Caspase-1) vor. Erst eine Aktivierung des NLRP3-Inflammasom
fuhrt zu Aktivierung von Caspase-1, welche dann Pro-IL-1R in seine aktive Form prozessieren
kann (47). Die Inflammasom-Aktivierung erfolgt dabei wie bereits in Abschnitt 1.8.2.
ausfuhrlich beschrieben.

Interessanterweise konnten wir nachweisen, dass Monozyten von Nierenkranken bereits basal,
das heifst nur nach Stimulation mit LPS, ohne Stimulation mit bekannten NLRP3-Aktivatoren,
vermehrt IL-18 sezernieren. Diese Ergebnisse deuten darauf hin, dass die Monozyten
Nierenkranker nicht nur ,,geprimed“ sind, sondern endogene Mediatoren auch eine direkte

Inflammasom-Aktivierung induzieren.

4.1.3. Sekretion

Aufgrund der Vielfalt der Sekretionsreize und den unterschiedlichen Zelltypen, die 1L-1R
sezernieren, sind die genauen Mechanismen der IL-1B Sekretion bislang nicht vollstandig
geklart. Da IL-1B8 keine Signalsequenz fir die Kompartimentierung innerhalb des Golgi-
Apparats und die Freisetzung durch klassische sekretorische Vesikel besitzt, sind fur seine
Sekretion nicht-klassische Mechanismen erforderlich (73). Zu moglichen Sekretionswegen
gehoren:

Q) Die Exozytose von sekretorischen Lysosomen, in denen zytosolisches IL-1[3 mittels
undefinierten Proteintransportern akkumuliert (74);

(1)  Die Freisetzung membranbegrenzter Mikrovesikel aus Plasmamembranbléschen,
die durch Evaginationen der Oberflaichenmembran gebildet werden und
zytosolisches IL-1p einschliel3en (75);

(1)  Die Freisetzung membranbegrenzter Exosomen infolge von Exozytose
multivesikularer Korper, die durch Invaginationen von Recycling-Endosomen

entstehen, welche zytosolisches IL-1p einschlie3en (76);
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(V) Die Exozytose von Autophagosomen oder Autophagolysosomen, die zytosolisches
IL-1R3, durch Einschlieung wahrend der Bildung der initialen Isolationsmembran,
akkumulieren (77);

(V)  Die direkte Freisetzung von zytosolischem IL-1% durch Zelltod, Pyroptose oder
Nekroptose (78).

4.2. Zell-spezifische Aktivierungswege des NLRP-Inflammasoms

NLRP3 sowie IL-1B konnten bisher in unterschiedlichsten Zelltypen nachgewiesen werden.
Von besonderer Bedeutung fur die Entstehung und Progression von Nierenschaden ist die
Expression und Aktivierung des NLRP3-Inflammasoms in Monozyten (79), Makrophagen
(79), dendritischen Zellen (80) sowie Endothel- und Epithelzellen (81).

4.2.1. Monozyten

Die vorliegende Studie untersuchte die Expression und Aktivierung des NLRP3-Inflammasoms
in direkt aus dem Blut isolierten Monozyten. Es handelt sich hierbei um die bislang erste Studie,
in der die Inflammasom-Aktivierung bei CKD-Patienten direkt, in aus Patienten gewonnenen
Zellen, untersucht wurde. Die meisten publizierten Studien zur Rolle von NLRP3 bei
chronischen Nierenerkrankungen wurden bisher in vitro an Makrophagen in verschiedenen
Mausmodellen durchgefiihrt.

Monozyten stellen eine wichtige im Blut zirkulierende Zellpopulation dar, welche in direkten
Kontakt mit DAMPs treten (82, 83). Eine Aktivierung des NLRP3-Inflammasoms spielt eine
bedeutende Rolle bei der Aktivierung von Monozyten. Eine Aktivierung fuhrt zu einer trans-
endothelialen Migration der Monozyten und induziert schlieBlich deren Differenzierung in
Makrophagen (83). Bezogen auf die Oberflachenexpression von CD14 und CD16 lassen sich
drei Monozyten-Populationen unterscheiden: klassische (CD14++ CD16-), intermediare
(CD14++, CD16+) und nicht-klassische Monozyten (CD14+, CD16++) (84). Bei Patienten mit
CKD sind im Gegensatz zu Gesunden vermehrt CD14+ und CD16+ Monozyten im peripheren
Blut nachweisbar. Hierbei handelt es sich um eine Population von insbesondere pro-
inflammatorischen Monozyten (84). Eine weitere Studie konnte eine signifikante Assoziation
zwischen der Monozytenzahl und dem Risiko fiir chronische Nierenerkrankungen nachweisen
und hat auch gezeigt, dass die Monozytenzahl per se einen signifikanten Pradiktor fir das

Outcome bei chronisch Nierenkranken darstellt (85). Der genaue Mechanismus, welcher der
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Assoziation von Monozyten und Niereninsuffizienz zugrunde liegt, konnte bisher jedoch nicht
eindeutig geklart werden.

Somit liegen in Zusammenschau der Befunde bei CKD-Patienten nicht nur erhohte
Monozytenzahlen vor, sondern — so zeigen es unsere Ergebnisse — weisen diese Monozyten
auch eine erhohte Inflammasom-Aktivitat auf, was in einer gesteigerten Sekretion von IL-1R
nach Stimulation resultiert. Monozyten spielen demnach eine wichtige Rolle bei der Entstehung

einer CKD-assoziierten Inflammationsreaktion.

4.2.2. Makrophagen

Wie bereits dargestellt, erfolgten die meisten bisher durchgefiihrten Studien zur Rolle von
NLRP3 bei chronischen Nierenerkrankungen an murinen Makrophagen (86, 87). Makrophagen
sind sowohl in der gesunden Niere als auch bei verschiedenen Nierenerkrankungen histologisch
nachweisbar (88). Bei nahezu allen Niereninsuffizienzmodellen der Maus sowie in humanen
Biopsiepraparaten, lassen sich deutlich héhere Makrophagenzahlen nachweisen als in gesunden
Nieren. Dies fuhrt zur Spekulation, dass Makrophagen eine zentrale Rolle bei renalen
Entzliindungsprozessen und bei der Progression einer Niereninsuffizienz spielen (88, 89).

Im Gegensatz zu Monozyten kdnnen Makrophagen IL-112 nicht allein durch Bindung von TLR-
Liganden prozessieren und freisetzen, sondern bendtigen einen zweiten Stimulus wie
beispielsweise ATP (90). Ebenfalls konnte in unstimulierten Makrophagen im Gegensatz zu

Monozyten kaum Caspase-1 Aktivitdt nachgewiesen werden (91, 92).

4.2.3. Dendritische Zellen

Neben Monozyten und Makrophagen spielen auch dendritische Zellen eine wichtige Rolle bei
Nierenerkrankungen (93, 94). Mittels Lasermikroskopie konnte gezeigt werden, dass renale,
dendritische Zellen ein umfassendes Netzwerk bilden, welches das gesamte Tubulointerstitium
und alle Nephrone umspannt (95). In einer an, von Monozyten abstammenden, dendritischen
Zellen durchgefiihrten Studie konnte nachgewiesen werden, dass die Differenzierung der
Monozyten in dendritische Zellen bei CKD-Patienten deutlich eingeschréankt war. Auch in
dendritischen Zellen werden die verschiedenen Inflammasom-Komponenten exprimiert. Im
Vergleich zu Makrophagen scheinen dendritische Zellen allerdings eine geringere Schwelle zur
Inflammasomaktivierung aufzuweisen (80), das heil’t, dass niedrigere Konzentrationen von

PAMPs und DAMPs bereits eine Inflammasom-Aktivierung induzieren kénnen.
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Neben den klassischen Immunzellen exprimieren auch verschiedene andere renale Zelltypen
wie Endothelzellen (81, 96), Epithelzellen (97, 98), Podozyten (96) und Mesangialzellen (99)
die verschiedenen Inflammasom-Komponenten und sind in der Lage nach Aktivierung IL-18
zZu sezernieren.

Die Tatsache, dass nahezu alle Zelltypen der Niere ein funktionales NLRP3-Inflammasom
aufweisen, deutet auf eine besondere Bedeutung des NLRP3-Inflammasoms hin und legt nahe,
dass systemische Inflammasom-Aktivatoren, wie sie bei der Niereninsuffizienz vermehrt
akkumulieren oder vermehrt gebildet werden, zu einer ausgepragten Inflammationsreaktion der

Niere mit Beteiligung nahezu aller renalen Zelltypen flhren.

4.3. Endogene Aktivatoren des NLRP3-Inflammasoms bei

Nierenerkrankungen

Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit zeigen, dass Monozyten von CKD-Patienten eine
erhohte mRNA-Expression der verschiedenen Inflammasom-Komponenten aufweisen und
nach Stimulation mehr IL-1R sezernieren als Monozyten von gesunden Probanden. Diese
Ergebnisse legen nahe, dass endogene Mediatoren bei der Niereninsuffizienz eine

Inflammasom-Aktivierung induzieren. Hier kommen verschiedene DAMPSs in Frage.

43.1ATP

Das in dieser Studie verwendete ATP ist ein bekannter NLRP3-Aktivator (100). Neben der
Inflammasom-Aktivierung fungiert ATP auch als Chemotaxis-Mediator, was zur Rekrutierung
von Makrophagen und Phagozytose der apoptotischen Zellen fiihrt (101). Extrazellulares ATP
scheint eine wichtige Rolle bei der Entstehung von Nierenschdden und bei chronischen
Erkrankungen wie Diabetes mellitus, arterieller Hypertension sowie hereditaren
Nierenerkrankungen, wie der polyzystischen Nierenerkrankung, zu spielen (102, 103). Dies
suggeriert, dass ATP moglicherweise einen endogenen Inflammasom-Aktivator bei Patienten
mit chronischer Nierenerkrankung darstellt. In der Zelle fungiert mitochondriales ATP als
universelle Energiequelle fir Zellreaktionen und Stoffwechsel (104). Bei Zellschadigung oder
Zell-Stress werden ATP und andere Nukleotide passiv von toten Zellen freigesetzt oder auch
aktiv von gestressten Zellen sezerniert. ATP bindet an P2X-Rezeptoren (P2XR), Nukleotid-
gesteuerte lonenkandle und ermdglicht den Einstrom von Natrium und Calcium sowie den
Ausstrom von Kalium aus der Zelle (105). Die so erhohte intrazelluldre Calciumkonzentration

fuhrt zur Aktivierung von MAP-Kinasen wie p38 und Phospholipase AZ2-abhangiger
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Signalwege (104). Daneben fiihrt der Kaliumausstrom aus der Zelle zur Aktivierung des
NLRP3-Inflammasoms (104).

4.3.2. HMGB1

Ein weiteres gut charakterisiertes DAMP bei Patienten mit chronischen Nierenerkrankungen
stellt das High mobility group box 1 Protein (HMGBL1) dar. Verschiedene Krankheitshilder wie
Atherosklerose, Adipositas, Insulinresistenz, Diabetes mellitus und auch die chronische
Niereninsuffizienz sind mit einer erhohten HMGB1-Expression assoziiert (106). So weisen
Patienten mit CKD erh6hte HMGB1-Konzentrationen in Blut und Urin auf. Gleichzeitig wird
auch in geschadigten Nieren signifikant mehr HMGB1 exprimiert (107). Bei HMGB1 handelt
es sich um ein ubiquitdr exprimiertes DNA-bindendes Protein, das die Nukleosomonen
stabilisiert und die Transkription reguliert (108, 109). HMGBL1 ist ein Spate-Phase-Protein und
wirkt als proinflammatorischer Mediator bei Sepsis sowie steriler Infektion (110). Es induziert
die Chemotaxis von Immunzellen und stimuliert die Reifung und Migration dendritischer
Zellen (111). Ferner bindet es an den Rezeptor fur Advanced glycation end products, (RAGE)
und stimuliert die NFkB-abhéngige Proteinexpression von beispielsweise NLRP3, Caspase-1
und Pro-IL-18 durch eine direkte Interaktion mit TLR2, TLR4 und RAGE (112, 113).

4.3.3. S100

Die S100-Proteine bilden eine groRe Gruppe Calcium-bindender Proteine und sind an
Entziindungen und Fibrosen im Zusammenhang mit Krebs oder Erkrankungen der Nieren, des
Herzens, der Gelenke und der Lunge beteiligt (114). Die Konzentration von S100A12 korreliert
mit der Gesamt- und Kkardiovaskuldren Mortalitdt bei Patienten mit chronischer
Niereninsuffizienz. Zudem sind bei Nierenkranken die Plasmakonzentrationen von S100A12
bereits in friheren Erkrankungsstadien erhéht und erreichen ihr Maximum bei
Dialysebehandlungen (115). S100-Proteine werden nach Zellstress aus Phagozyten in den
Extrazellularraum sezernieren und fiihren Gber eine Interaktion mit RAGE und anderen
Rezeptoren zur Entstehung einer Inflammationsreaktion (116-118). Die S100A8 und S100A9-
Freisetzung aus aktivierten Phagozyten aktiviert TLR4 und somit die Expression der

verschiedenen Inflammasom-Komponenten und Pro-1L-1R3-Induktion (116).

4.3.4. Harnsaure
Losliche Harnséure wird von geschadigten und apoptotischen Zellen freigesetzt und fungiert

als endogener Inflammasom-Aktivator (119). Die Serum-Harnséure-Konzentrationen sind bei
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Patientin mit chronischer Niereninsuffizienz hdufig erhoht (3). Viele Studien konnten
dokumentieren, dass erhohte Serum-Harnséure-Spiegel ein unabhéngiger Prédiktor fir die
Progression einer CKD darstellen (120, 121). Im Tiermodell induzierte Harnsdure eine
glomerulére Hypertonie sowie eine progrediente Nierenschadigung (122). Zudem legen
Pilotstudien nahe, dass eine Senkung der Serum-Harnséure-Konzentration die Progression
einer chronischen Niereninsuffizienz verlangsamen konnte (3).Mononatriumuratkristalle
wurden mit als erste NLRP3-Inflammasom-Aktivatoren identifiziert und fungieren als ,,Signal
2 bei der NLRP3-Aktivierung. Sie bendtigen demnach die Anwesenheit eines ,,Priming agent*

wie z.B. LPS, um die Inflammasom-abhéangige IL-1}-Sekretion zu induzieren (123).

4.3.5. Hitzeschockproteine (HSP)

Hitzeschockproteine (HSP) fungieren als intrazelluldre ,,Chaperon“-Proteine, die neu
synthetisierte Polypeptidketten leiten, um eine Aggregation und Fehlfaltung zu verhindern und
somit lebenswichtige Funktionen der Proteine erhalten (124, 125). Sie werden nach ihrem
Molekulargewicht in fiinf Gruppen eingeteilt: kleines HSP (inkl. Hsp27), HSP60, HSP70,
HSP90 und HSP110 (126). Bei Zellschadigung und Nekrose freigesetzte, extrazellulare HSP
spielen eine zentrale Rolle bei der angeborenen und adaptiven Immunantwort (127).
Intrazellulare HSP, vor allem HSP70, verzbdgern, durch antipoptotische Aktivitat und
Zytoprotektion, ein Fortschreiten der CKD (127). In murinen Studien fuhrte ein HSP70-Mangel
zu einer vermehrten NLRP3-Inflammasom-Aktivitat mit erhohter Caspase-1-Aktivierung und
IL-1R-Reifung, ebenfalls hemmte HSP70 die Aktivierung des NLRP3-Inflammasoms durch
direkte Interaktion mit NLRP3 (128).

4.3.6. Extrazelullare Matrix (ECM)-Glykoproteine

Ferner fihren Zellstress sowie Apoptose zur Akkumulation von Spaltprodukten der
extrazellularen Matrix (ECM) (129). Hierbei handelt es sich unter anderem um Spaltprodukte
von Fibronektin, Fibrinogen sowie von Proteoglykanen wie Hyaluron, Biglycan und Versican.
Diese konnen tber TLRs die Expression der NLRP-Inflammasom-Komponenten steigern und
spielen deshalb eine Rolle bei der Inflammasom-Aktivierung (130-132). Im Rahmen einer
Nierenfibrose kommt es zu einer UbermaRigen Akkumulation extrazellularer Matrix, welche
die Niere zerstort und das Parenchym ersetzt. Infolgedessen kommt es zu einem
fortschreitenden Verlust der Nierenfunktion (133). Die Nierenfibrose ist, unabhangig von der
Atiologie der Grunderkrankung, ein pathologisches Hauptmerkmal der CKD und mafRgeblich
an der Progression dieser beteiligt (134).
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Daneben konnen bei der Niereninsuffizienz eine Vielzahl weiterer Substanzen als DAMPs
fungieren. Dazu gehdren Galectine (135), Adenosin (136) sowie Tamm-Horsfall-Protein
(THP). THP st ein, im dicken, aufsteigenden Teil der Henle-Schleife exprimiertes,
Glykoprotein, das nach proteolytischer Spaltung im Urin ausgeschieden wird (137). Die THP-
Ausscheidung im Urin  korreliert mit der eGFR und ist bei verschiedenen
Nierenfunktionsstérungen einschlieBlich Glomerulonephritis, diabetischer Nephropathie,
Lupusnephritis und polyzystischen Nierenererkrankungen verringert. Moglicherweise entsteht
die verringerte Ausscheidung durch eine fortschreitende tubuldre Schédigung, die zu einer
verringerten Menge an THP-sezernierenden Zellen fiihrt (138). THP-Nanopartikel aktivieren
das NLRP3-Inflammasom in humanen Monozyten, mit konsekutiver IL-1}-Freisetzung (139).
Ein Vergleich zwischen THP-Serumkonzentration von Gesunden und erhdhten
Konzentrationen bei CKD-Patienten in Korrelation mit entziindungsférdernden Zytokinen
zeigt, dass IL-1B, TNF-a, IL-6 und IL-8 positiv mit dem Serum-THP korrelieren. Die
Ergebnisse lassen vermuten, dass eine signifikante Verschiebung von l6slichem THP vom
Lumen in das Interstitium erfolgt, wo es eine, unter anderem NLRP3-abhangige,
Immunreaktion auslést und so zu einer CKD-Progression beitragt (140). Eine kirzlich
verOffentlichte Studie identifizierte ebenfalls Apolipoprotein C3 (ApoC3) als endogenen
NLRP3-Aktivator. Mittels Bildung eines Heterotrimers zwischen TLR2, TLR4 und SCIMP
wird eine IL-1R-Freisetzung in menschlichen Monozyten induziert. Bei Patienten mit CKD
zeigten sich im Gegensatz zu gesunden Probanden signifikant erhdhte ApoC3-

Plasmakonzentrationen, welche mit einer erhthten Gesamtmortalitat assoziiert sind (141).

Zusammenfassend kommen bei der chronischen Nierenerkrankung verschiedene, endogene
Inflammasom-Aktivierungen in Betracht. Insbesondere scheint das gesamte urdmische
Mikromilieu und somit die Summe an verschiedenen DAMPs in einem multifaktoriellen
Prozess, sowohl die Expression der verschiedenen Komponenten des NLRP3-Inflammasoms,

als auch dessen Aktivierung zu induzieren.

4.4. Rolle des NLRP3-Inflammasoms bei der Entstehung und Progression

von Nierenerkrankungen

In der vorliegenden Studie konnte erstmals gezeigt werden, dass Monozyten von

Nierenkranken im Vergleich zu Nierengesunden eine signifikant erhdhte Expression
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verschiedener Inflammasom-Komponenten aufweisen. Gleichzeitig sezernieren diese nach
Stimulation mehr IL-18 als Zellen gesunder Probanden.

Die vermehrte IL-1 Sekretion konnte eine wichtige Rolle bei der Progression chronischer
Nierenerkrankung spielen. Verschiedene Studien konnten tierexperimentell nachweisen, dass
IL-11 zu einer renalen Inflammation sowie der Entstehung einer Fibrose fuhrt (142, 143). Die
Progression einer chronischen Nierenerkrankung bis hin zur terminalen Niereninsuffizienz ist
ein komplexer Prozess. Die Akkumulation und Aktivierung von Entziindungszellen im
geschadigten Niereninterstitium stellt einen universellen Befund beim Nierenversagen,
unabhangig von dessen Atiologie, dar und korreliert umgekehrt mit der Nierenfunktion (144—
146). Eine sterile Inflammation ist also eine zentrale Komponente vieler akuter und chronischer
Nierenerkrankungen (89). Die genauen molekularen Mechanismen, welche die
Entziindungsprozesse bei der Niereninsuffizienz regulieren, bleiben jedoch bis dato unklar.
Hier konnte sowohl eine Inflammasom-Aktivierung in zirkulierenden
Leukozytenpopulationen, als auch in ortsstdndigen Zellen der Niere eine wichtige Rolle spielen.
In verschiedenen tierexperimentellen Studien wurde deshalb die Rolle des NLRP3-

Inflammasoms bei unterschiedlichen Nierenerkrankungen untersucht.

4.4.1. Diabetische Nephropathie

Die diabetische Nephropathie stellt, neben der hypertensiven Nephropathie, eine der
Hauptursachen der chronischen Niereninsuffizienz dar (147). Hierbei ist eine sterile
Inflammation ein treibender Faktor fiir die Progression der diabetischen Nephropathie (148).
Das, durch dauerhaft erhdhte Glucosespiegel, aktivierte NLRP3-Inflammasom ist durch
Vermittlung einer Entzindungsreaktion an Entstehung und Progression der diabetischen
Nephropathie beteiligt (149). Eine intrarenale Inflammation ist sowohl bei Leptinrezeptor-
defizienten Mausen (db/db- Madusen; Modulierung Typ-2-Diabetes), als auch bei, durch
Streptozotocin (spezifisch toxisch fir die insulinproduzierenden Betazellen in den
Langerhans’schen Inseln) induzierten, Typ-1-Diabetes der Maus nachweisbar. Gleichzeitig
lasst sich intrarenal eine erhohte IL-13- und NLRP3-mRNA-Expression nachweisen (96). Im
Streptozotocin-Mausmodell liel? sich in Caspase-1-defizienten Mausen eine deutlich geringere
renale Schadigung nachweisen als in Wildtyp-Mé&usen (96). Bei NLRP3-Knockout-Mé&usen mit
diabetischer Nephropathie zeigte sich eine verbesserte Nierenfunktion, verminderte
glomeruldare Hypertrophie, Glomerulosklerose und interstitielle Fibrose (150). Auch
epidemiologische Studien am Menschen haben die Rolle von IL-18 und IL-18 im Rahmen der

diabetischen Nephropathie hervorgehoben. Die Serumspiegel beider Zytokine waren bei
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Patienten mit Albuminurie signifikant erhéht, wobei die Hohe der Serumspiegel mit dem
Ausmal der Albuminurie korrelierte (96). Bei neu-diagnostizierten Typ-2-Diabetikern lieen
sich dartber hinaus deutlich erhthte NLRP3-, ASC- und Caspase-1-Serumlevel nachweisen
(151).

4.4.2. Renales Ischamie-Reperfusionsschadigungsmodell (IRI)

Experimentelle Ischdmie-Reperfusionsschadigungsmodelle (IRI) konnten eine Rolle von IL-1R
und IL-18 bei der Auslosung einer renalen Entzundungskaskase nachweisen, die zur
Rekrutierung von Neutrophilen und Makrophagen in der Niere fuhrt (67). Durch akuten
nekrotischen Zelltod im Rahmen der IRl kommt es zu einer NLRP3-vermittelten, sterilen
Entziindungsreaktion (152). Es konnte gezeigt werden, dass eine NLRP3-Defizienz Méuse vor
todlichen renalen IRI schiitzt. Hierbei tiberlebten 86 % der NLRP3-defizienten Mause eine IRI-
Belastung, im Vergleich zu Wildtyp-Mausen, bei denen nur 10 % uberlebten. Zusétzlich ist ein
Mangel an NLRP3 und ASC mit reduzierten neutrophilen Infiltraten und geringeren IL-1R
Serumwerten assoziiert (153). IL-18 ist ein zentraler Mediator bei der IRI. Caspase-1-defiziente
Méuse, IL-18-defiziente M&use und mit IL-18 inhibierenden Antikorpern behandelte Mé&use
zeigten eine signifikant verbesserte Nierenfunktion und histologisch signifikant weniger
Nierenschadigung nach IRl (154, 155). Zudem konnte bei Patienten mit einer akuten
Niereninsuffizienz IL-18 im Urin als Marker fur tubuldre Entziindungen und friihe akute
tubuldre Nekrosen identifiziert werden. Hierbei korrelierten die 1L-18 Konzentrationen im Urin

mit einem erhohten Schweregrad des akuten Nierenversagens (156).

4.4.3. Unilaterale Ureterobstruktion (UUO)

Eine weitere Studie konnte zeigen, dass das NLRP3-Inflammasom die Nierenentziindung und
Fibrose bei einseitiger Ureterobstruktion (UOQ) iber 14 Tage bei Mausen reguliert. Nach UUO
war in der Niere eine erhohte Expression von IL-1B, IL-18 sowie von aktiver Caspase-1
nachweisbar. Das Fehlen von NLRP3 fiihrte zu einer Abschwachung der tubuldren Schadigung,
einer reduzierten Leukozyteninfiltration und einer geringeren Nierenfibrose. Da IL-18 und IL-
18 an der Nierenschadigung und Fibrose beteiligt sind, trug am ehesten eine verringerte
inflammasomabhdngige Zytokinmaturation zu dem verbesserten Outcome bei NLRP3-
defizienten Mdusen bei (146). Diese Ergebnisse konnten in einigen weiteren Studien bestatigt
werden (152, 157, 158).
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4.4.4. Kristall-induzierte Erkrankungen

Kristallinduzierte, Inflammasom-vermittelte Entziindungen bieten eine Erklarung fir
Nierenschaden im Rahmen von kristallbedingten Nephropathien. Verschiedene kristalline
Substanzen wie Mononatriumurat (159) und Calciumoxalat (160), sind gut charakterisierte
Aktivatoren des NLRP3-Inflammasoms. Mononatriumkristalle sind relevant bei akuter sowie
chronischer Niereninsuffizienz (161). In epidemiologischen Studien sind erhohte
Serumharnsaurespiegel mit der Progression einer chronischen Niereninsuffizienz assoziiert
(162, 163). Experimentelle Daten konnten eine Aktivierung des NLRP3-Inflammasoms bei
Harnsaure-induzierten Nierenschédden nachweisen. Vice versa zeigten NLRP3-defiziente

Méuse deutlich geringe renale Schadigungen nach Applikation von Calciumoxalat (161, 164).

4.4.5. Autoimmunologische Nierenerkrankungen

Auch bei autoinflammatorischen Erkrankungen wird zunehmend eine Rolle des NLRP3-
Inflammasoms diskutiert. So konnte in einem murinen EAE (experimentale autoimmun
Encephalomyelitis) Modell gezeigt werden, dass durch gesteigerte IL-18 und IL-18 Sekretion,
NLRP3 die Differenzierung von CD4+ T-Zellen beeinflusst wird (165, 166). Autoreaktive
CD4+ T-Zellen sind wichtige Mediatoren in der Pathogenese autoimmunologischer
Nierenerkrankungen wie der ANCA (antineutrophile zytoplasmatische Antikorper)-
assoziierten Vaskulitis (AAV), der Lupusnephritis sowie dem Goodpasture Syndrom (167—
169). Die Schlussfolgerung, dass NLRP3 auch bei renalen autoinflammatorischen
Erkrankungen eine wichtige Rolle spielen kénnte liegt demnach nahe. Hier bendtigt es jedoch

weiterer Studien in der Zukunft.

Diese tierexperimentellen und epidemiologischen Ergebnisse zeigen, dass eine Aktivierung des
NLRP3-Inflammasoms eine zentrale Rolle bei akuten und chronischen Nierenerkrankungen
spielt. Genetisch in unterschiedlichen Inflammasom-Komponenten defiziente Mause (z.B.
NLRP3, IL-1R, Caspase-1) wiesen in unterschiedlichen Tiermodellen eine deutlich geringere
Schédigung der Niere auf. In unserer Studie zeigt sich, dass die Inflammasom-Aktivierung in
humanen Monozyten mit zunehmender Einschrankung der Nierenfunktion deutlich zunahm.
Dies legt nahe, dass es eine progrediente chronische Nierenerkrankung mit einer zunehmenden
Inflammasom-Aktivierung assoziiert ist. Allerdings l&sst sich nicht klaren, ob der Grad der
Inflammasom-Aktivierung in zirkulierenden Monozyten auch mit dem Grad der Inflammasom-

Aktivierung in der Niere selbst assoziiert ist.
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4.5. Rolle des NLRP3-Inflammasoms bei der Entstehung CKD-assoziierter

kardiovaskularer Erkrankungen

Das NLRP3-Inflammasom spielt nicht nur eine wichtige Rolle bei der Entstehung und
Progression von Nierenschdden selbst, sondern ebenfalls bei der Entstehung und Progression
kardiovaskularer Erkrankungen, als wichtige Komorbiditaten und Komplikationen chronischer
Nierenerkrankungen. Hierzu zahlen atherosklerotische GefaRerkrankungen und arterielle

Hypertonie.

4.5.1. Atherosklerose

Atherosklerose entsteht durch Umbauprozesse der Arterienwand, welche letztlich zur Bildung
atherosklerotischer Plaques flhren. Dabei kdnnen Plaqueruptur, oder -erosion zu akuten
kardiovaskularen Ereignissen wie Myokardinfarkt oder Schlaganfall fiihren. Eine sterile
Entziindung der Gefallwand spielt eine wichtige Rolle sowohl bei der Entstehung als auch bei
den Komplikationen der Atherosklerose (170, 171). In verschiedenen Mausmodellen konnte
nachgewiesen werden, dass das Fehlen von TLR2, TLR4 sowie des TLR Adapterproteins
MyD88 zu verminderten atherosklerotischen Lasionen fuhrte (172-174). Neben TLRs ist auch
das NLRP3-Inflammasom in die Pathogenese der Atherosklerose involviert. So begunstigt eine
Aktivierung des NLRP3-Inflammasoms in Endothelzellen die Entstehung atherosklerotischer
Lasionen (175). Patienten mit koronarer Atherosklerose wiesen eine vermehrte NLRP3-
Expression in den Koronararterien auf, welche mit der Schwere von Koronarstenosen
korrelierte (176). Ebenfalls konnte nachgewiesen werden, dass Cholesterinsteine, welche im
Rahmen der Atherosklerose in der GefaBwand akkumulieren, einen direkten NLRP3-Aktivator
darstellen. Entsprechend konnte in NLRP3- und IL-B-Knockout-Mausen eine verringerte
Atherosklerose nachgewiesen werden (177). Auch wurde gezeigt, dass das VVorhandensein von
Risikofaktoren (Rauchen, Bluthochdruck, Diabetes mellitus, hohes Gesamt- oder LDL-
Cholesterin, niedriges HDL- Cholesterin) mit einer erhohten NLRP3-Proteinexpression in der

Aorta von Patienten mit manifester koronarer Herzkrankheit korreliert (176).

4.5.2. Arterielle Hypertonie

Die arterielle Hypertonie stellt eine wichtige Ursache und gleichzeitige Folge einer chronischen
Niereninsuffizienz dar. In den letzten Jahren wurde gezeigt, dass die adaptive und die
angeborene Immunitat eine wichtige Rolle bei der Pathogenese der arteriellen Hypertonie sowie
bei Hypertonie-assoziierten Endorganschaden spielen (16). Bei Patienten mit arterieller

Hypertonie zeigten sich erhdhte Serumspiegel des NLRP3-abhéngigen Zytokins IL-18 (178).
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Ebenfalls wird vermutet, dass IL-1 direkt den GefalRtonus moduliert. Es wurde beobachtet,
dass eine ex vivo Inkubation von Aortenringen hypertensiver Ratten mit IL-18 zu einer
verstarkten Vasokonstriktion fuhrt, im Vergleich zu aortalem Gewebe von normotensiven
Ratten (179). Angiotensin-II ist ein vasokonstriktorisches Peptid, welches durch Aktivierung
des Renin-Angiotensin-Systems generiert wird. Es wird lokal in der Niere gebildet, ist ein
wichtiger Mediator der arteriellen Hypertension und hat im Rahmen dieser eine Schliisselrolle
in der Regulation entzundlicher Prozesse (180, 181). Es konnte gezeigt werden, dass eine
systemische IL-1B-Inhibition eine Aktivierung des Renin-Angiotensin-Systems reduziert, die
Bildung reaktiver Sauerstoffspezies (ROS) verringert und dadurch, durch Hypertonie
verursachte, vaskuldre Schaden verzogert (182). Eine an Mdauseherzen durchgefihrte Studie
konnte nachweisen, dass eine systemische Angiotensin-l1-Applikation zu einer verstarkten
NLRP3-Inflammasom-Aktivitat und IL-1B-Expression im Herzen fuhrt. Die gleiche
Arbeitsgruppe wies auch eine deutlich verminderte Angiotensin-Il induzierte myokardiale
Fibrose durch Blockade des NLRP3-Inflammasoms nach (183). Die 2015 durchgefihrte
TAMRISK Studie konnte zudem belegen, dass der Single Nucleotide Polymorphism rs7512998
im NLRP3-Genpolymorphismus mit erhéhten systolischen und diastolischen Blutdruckwerten

verbunden ist und einen altersbedingten Blutdruckanstieg voraussagen konnte (184).

4.5.3. Herzinsuffizienz

Unter den potenziellen kardiovaskuldren Komplikationen der Niereninsuffizienz stellt die
Herzinsuffizienz eine der fuhrenden dar. Ihre Prévalenz korreliert mit einem Abfall der
Nierenfunktion (185).

Kardiomyozyten und Myokardfibroblasten exprimieren alle bendtigten Bestandteile zur
NLRP3-Inflammasombildung und Aktivierung. (186, 187). Das NLRP3-Inflammasom in
Myokardfibroblasten ist der erste Sensor fur DAMPs nach einer Myokardverletzung und ist
daher priméar fur die Auslésung der Entziindungsreaktion in verletztem Herzgewebe
verantwortlich (188). Auch IL-1 wird bei Herzinsuffizienz vermehrt exprimiert und ist mit
einer schlechten Belastungstoleranz und Umbau nach Ischdmie-Reperfusionsverletzungen
assoziiert (188, 189). In einer murinen Versuchsreihe konnte nachgewiesen werden, dass das
NLRP3-Inflammasom zur Entwicklung einer Herzinsuffizienz nach Myokardinfarkt beitragt
(190).

Basierend auf diesen wissenschaftlichen Grundlagen zeigt sich ein klarer Effekt einer

Aktivierung des NLRP3-Inflammasoms auf die Entstehung unterschiedlicher kardiovaskulérer
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Erkrankungen. Die von uns beobachtete gesteigerte NLRP3-Aktivitdt in Monozyten
Nierenkranker mit daraus resultierender gesteigerter Sekretion von IL-1R legt nahe, dass diese
Inflammasom-Aktivierung nicht nur mit einer Progression der Niereninsuffizienz selbst
assoziiert ist, sondern auch eine wichtige Rolle bei der Entstehung CKD-assoziierter

kardiovaskularer Erkrankungen spielt.

4.6. Therapeutische Ansatze einer antiinflammatorischen Therapie

Die Biologie von Monozyten, Rezeptoren des angeborenen Immunsystems sowie Zytokinen
bei Nierenerkrankungen ist aufgrund der Fahigkeit sowohl Verletzungs- als auch
Reparaturprozesse auszuldsen sehr komplex, was die Identifizierung von spezifischen
Therapiemdglichkeiten schwierig macht (191). Entsprechend mangelt es bisher an spezifischen
Therapien, um die Progression chronischer Nierenerkrankungen zu verlangsamen oder gar zu
verhindern (192). Da Entzlindungsprozesse eine entscheidende Rolle bei der Entstehung und
Progression einer chronischen Niereninsuffizienz spielen, stellen sie ein potenzielles
therapeutisches Target dar. Der Nachweis der erhéhten Expression von NLRP3 und anderen
Inflammasom-Bestandteilen bei CKD-Patienten, zusammen mit den oben dargestellten in vivo
Ergebnissen unterschiedlicher Nierenschadigungsmodelle, legt nahe, dass auch eine
therapeutische Modulation des NLRP3-Inflammasoms ein potenzielles therapeutisches Target
darstellen konnte. Mdgliche Ansatzpunkte flr die Therapie von Inflammasom-vermittelten
Erkrankungen sind eine Modulation der Inflammasom-Komponenten wie ASC und NLRP3,

sowie deren Downstream-Targets Caspase-1, IL-1p und IL-18.

4.6.1. NLRP3-Inhibitoren

Das direkte Targeting von NLRP3 durch kleine Molekile ist spezifisch, kostengiinstig und
weniger invasiv als die Blockade von Zytokinen mittels Antikdrpern (193). Bisher wurden
mehrere solcher Inhibitoren identifiziert. Ein mdglicher Vorteil von spezifischen NLRP3-
Inflammasom-Blockern gegeniiber IL-1B-suppressiven Therapien besteht darin, dass NLRP3-
spezifische Wirkstoffe ebenfalls die Expression von IL-18 beeinflussen kénnten, aber dennoch
die IL-1R-Aktivierung durch andere Inflammasome zulassen wirden, was wichtig fir die

Reaktion auf Infektionen und andere zelluldre Prozesse ist (194).

4.6.1.1. MCC950

Die Diarylsulfonylharnstoff-Verbindung MCC950 ist der potenteste, der selektiven NLRP3-

Inhibitoren (195, 196). MCC950 inhibiert spezifisch die kanonische und nicht-kanonische
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Aktivierung von NLRP3-Inflammasomen in Makrophagen von Mausen und Menschen in vitro,
ohne die NLRP1-, NLRC4- und AIM2-Inflammasome oder TLR-vermittelten Signalwege zu
beeinflussen. MCC950 reduziert die IL-1R-Produktion in vivo und reduzierte in einer Studie an
Méusen die Schwere einer Autoimmun-Enzephalomyelitis, sowie Letalitdt von Méausen mit
Kryopyrin-assoziiertem periodischem Syndrom (196). MCC950 ist nicht in der Lage, die
Freisetzung von IL-1a zu hemmen und den Zelltod als Reaktion auf partikuldre Stimuli zu
verhindern, da diese Ereignisse NLRP3 unabhdngig sind (197). Auch wenn der genaue
Mechanismus der MCC950-vermittelten NLRP3-Hemmung nicht abschlieRend geklart wurde,
konnte in verschiedenen préklinischen Modellen eine therapeutische Wirksamkeit festgestellt
werden; Hierzu gehdren Atherosklerose, Diabetes mellitus und Myokardinfarkt (197-199).
Obwohl diese Studien tberzeugende Nachweise fur die Wirksamkeit gegen NLRP3 liefern,
wurde eine klinische Phase-11-Studie zu MCC950 bei Patienten mit rheumatoider Arthritis
aufgrund von Lebertoxizitat ausgesetzt (200). Aktuelle Studien untersuchen MCC950 ebenfalls
in préklinischen Modellen der akuten und chronischen Niereninsuffizienz. In einem
Mausmodell konnte gezeigt werden, dass die Fibrose im Rahmen einer ditinduzierten
Oxalatkristall-Nephropathie durch MCC950 abgeschwacht wurde (201). Dariiber hinaus
reduzierte es Nierenschaden und verbesserte den systemischen Blutdruck von Mausen mit

Deoxycortison-induzierter arterieller Hypertonie (202).

4.6.1.2. C172

C172, ein Inhibitor des Transmembran-Leitfahigkeitsregulierungskanals fir Mukoviszidose
(CFTR) und sein Analogon CY-09 wurden kirzlich als weitere NLRP3-Inhibitoren identifiziert
(203). CY-09 hemmt spezifisch das NLRP3-Inflammasom, indem es an die ATP-bindende
NACHT-Doméne von NLRP3 bindet und dessen ATPase-Aktivitdt und Oligomerisierung
hemmt (203, 204). Da CY-09 keine CFTR-hemmende Aktivitat aufweist und somit das Risiko
fir Nebenwirkungen verringert ist, sind klinische Studien in Planung (203, 205). In
Mausmodellen des Kryopyrin-assoziierten autoinflammatorischen Syndroms (CAPS), Gicht
und bei Typ-2-Diabetes zeigte CY-09 eine signifikante reduzierte NLRP3-Inflammasom-
Aktivitat (203). Spezifische Studien zu CY-09 bei chronischer Niereninsuffizienz gibt es bisher

keine.

4.6.1.3. Tranilast
Tranilast, ein Tryptophan-Metaboliten Analogon, welches seit langer Zeit in verschiedenen

asiatischen Landern zur Behandlung von Allergien, Asthma und hypertrophen Narben
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zugelassen ist, wurde ebenfalls kirzlich als NLRP3-Inhibitor beschrieben (206). Tranilast
bindet wie CY-09 an die NACHT-Domdane von NLRP3 und hebt die NLRP3-NLRP3-
Interaktion und damit eine NLRP3-Oligomerisierung auf, ohne jedoch dabei die ATPase-
Aktivitat zu beeintrachtigen. Hierdurch hemmt es spezifisch NLRP-Inflammasome, nicht
jedoch AIM2- oder NLRC4-Inflammasome (207). Es konnte ebenfalls gezeigt werden, dass
Tranilast auch die LPS-induzierte Freisetzung von Pro-1L-18 sowie IL-6 unterdriickt (208).

4.6.1.4. Colchicin

Colchicin ist ein pflanzliches Alkaloid, das seit Jahrhunderten zur Behandlung entziindlicher
Erkrankungen wie Gicht eingesetzt wird (209). Es stort die Mikrotubuli-Polymerisation und
beeintrachtig dadurch die Neutrophilenfunktion (Adhasion, Rekrutierung, Adhésion) was zu
einer Entziindungshemmung fuhrt (210). Dartber hinaus besitzt Colchicin anti-fibrotische
Eigenschaften (211). Es hat sich gezeigt, dass Colchicin die NLRP3-Inflammasom-Aktivitat
sowohl in tierexperimentellen, als auch in humanen Studien wirksam blockiert (212-214),
teilweise indem es den intrazelluldren Transport und die raumliche Anordnung von NLRP3 und
ASC behindert (213). Colchicin bietet somit ein potenzielles therapeutisches Target bei CKD
und Atherosklerose. In murinen Modellen konnte bei chronischer Cyclosporin-Nephrotoxizitét
eine Nephroprotektion durch Colchicin nachgewiesen werden (215, 216). Ebenfalls zeigte sich
eine verringerte interstitielle Fibrose und Serum-Kreatinin beim Goodposture-Syndrom (217).
Weitere Studien belegten eine VVorbeugung einer chronischen Niereninsuffizienz bei Patienten
mit Amyloid-Nephropathie im Rahmen eines familidren Mittelmeerfiebers (218), sowie
verringerte interstitielle Fibrose nach Nieren-Allotransplantation (219). Es fehlen jedoch
Studien zur genauen Wirkung von Colchicin auf das NLRP3-Inflammasom spezifisch bei CKD
Patienten. Die kurzlich veroffentlichte COLCOT (Colchicin cardiovascular outcome)-Studie
zeigte eine signifikante Verringerung der wiederkehrenden kardialen Ereignisse bei Patienten
mit koronarer Herzkrankheit und Low-Dose-Colchicin-Therapie (220). Colchicin bietet also

sowohl bei der CKD als auch der Atherosklerose aussichtsreiche Therapiemdéglichkeiten.

Viele andere direkte Inhibitoren, einschlieSlich MNS (221), OLT1177 (222), BOT-4-on (223),
Parthenolid (224) und INF39 (204) beeinflussen die NLRP3-Inflammasom-Aktivitét, indem sie
dessen ATPase-Aktivitat inhibieren. Sie wurden bisher jedoch nur in vitro und nicht in vivo in
NLRP3-abhéngigen Modellen getestet (203).
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Ein Schwerpunkt der zukinftigen Forschung besteht somit darin, die molekularen
Mechanismen der Aktivierung des NLRP3-Inflammasoms besser zu verstehen, um somit
wirksame NLRP3-Inhibitoren oder Hemmpfade zu identifizieren und deren therapeutisches
Potenzial zu bewerten. Es fehlen Studien speziell zur Wirkung der verschiedenen Therapeutika

bei chronischen Nierenerkrankungen.

4.6.2. Biologicals

IL-1, das Effektorzytokin, bietet neben NLRP3-Antagonisten ebenfalls einen mdéglichen
Ansatzpunkt fur spezifische Therapien bei chronischen Nierenerkrankungen. Verschiedene auf
IL-1 abzielende Medikamente wie Canakinumab, Anakinra, und Rilonacept wurden bereits an
Patienten mit Nierenerkrankungen getestet. Die Antagonisierung von IL-1R hat verschiedene
anti-entziindliche Effekte, wie eine Verbesserung der endothelialen Dysfunktion und des
vaskuléren oxidativen Stresses sowie eine Unterdriickung, von weiteren entzlndlichen
Zytokinen, einschlieBlich TNF-o und IL-6, welche lokale Entziindungsreaktionen und

Nierenschadigungen verursachen kénnen (225).

4.6.2.1. Canakinumab

Canakinumab ist ein humaner monoklonaler Antikdrper mit hoher Affinitat gegentiber IL-1R
(226). Die 2018 verdoffentlichte Canakinumab Anti-Inflammatory Thrombosis Outcome Studie
(CANTOS) zur Inhibierung von IL-1R durch Canakinumab zeigte, bei Patienten mit manifester
koronarer Herzkrankheit und anhaltender Erhohung der CRP-Werte, eine Senkung der
Rezidivraten von Myokardinfarkt und Schlaganfall und eine verringerte Inzidenz im Rahmen
kardiovaskularer Todesfalle in der Gruppe der mit Canakinumab-behandelten Patienten (227).
Das Patientenkollektiv umfasste insgesamt 17200 Patienten. Somit handelt es sich bei
CANTOS um eine der bislang groBRten Studien zu spezifischen antiinflammatorischen
Therapien. Insgesamt gab es keinen Unterschied in der Gesamtmortalitdt zwischen den beiden
Behandlungsgruppen. Gleichzeitig war die Therapie mit Canakinumab im Vergleich zur
Placebogruppe mit einer erhohten Haufigkeit todlicher Infektionen assoziiert. Patienten mit
schwerer chronischer Niereninsuffizienz (eGFR <30 ml/min pro 1,73m?) waren von der Studie
ausgeschlossen (62). Post-hoc Analysen konnten jedoch zeigen, dass Canakinumab bei
Patienten in frihen CKD-Stadien sicher und gut vertraglich war. Insgesamt lieR sich kein
positiver Effekt auf eine CKD-Progression nachweisen. Die Auswertung der CKD- Progression
war jedoch kein priméres Ziel der Studie, somit gab es kein spezielles Patientenkollektiv mit

Einschrankungen der Nierenfunktion, um die Chancen auf die Erfassung renaler Endpunkte zu
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maximieren. Obwohl die Ergebnisse von CANTOS das Vorhandensein einer signifikanten
Nierenschutzwirkungen nicht unterstiitzen, schlief3en sie diese aber auch nicht aus (228).
Aktuell ist das Medikament bei verschiedenen rheumatologischen Autoimmunerkrankungen
sowie bei gewissen Formen des periodischen Fiebers zugelassen (229, 230). In einer weiteren
randomisierten, Placebo kontrollierten Phase-1Ib-Studie, reduzierte Canakinumab die
systemische Entziindung (CRP, IL-6, Fibrinogen) bei Diabetikern mit hohem kardiovaskularem
Risiko (231).

4.6.2.2. Anakinra

Die Wirkung von IL-18 wird teilweise durch IL-1Ra reguliert. Es handelt sich hierbei um einen
Glykoprotein-Inhibitor, der den IL-1-Rezeptor der Zelloberflache mit hoher Affinitat bindet,
ohne ihn dabei zu aktivieren. Er konkurriert also mit dem IL-13-Molekil um die Bindungsstelle
(232). Bisher ist Anakinra der im klinischen Alltag am haufigsten verwendete IL-1R-
Antagonist (233). Er ist zugelassen fir die Therapie der rheumatoiden Arthritis und verbessert
hier zusétzlich die linksventrikuldre sowie die vaskulare Funktion (234). Anakinra verbessert
ebenfalls die Glykdmie und die Betazellsekretionsfunktion, zusatzlich verringert es die
systemische Entziindung bei Patienten mit Diabetes mellitus Typ 2 (235). Da Anakinra
hauptséachlich renal eliminiert wird, ist eine Dosisanpassung fur Patienten mit schwerer
Niereninsuffizienz notwendig (236). Eine Studie an 14 Hamodialysepatienten, konnte eine
deutliche CRP- sowie IL-6-Reduktion bei Patienten nach Therapie mit Anakinra im Gegensatz

zur Placebo-Kontrollgruppe feststellen (237).

4.6.2.3. Rilonacept

Rilonacept ist eine rekombinante Form des IL-1-Rezeptorkomplexes, welche durch das
retikuloendotheliale System und renal eliminiert wird (238). In einer Studie konnte gezeigt
werden, dass eine zwolfwochige Therapie mit Rilonacept die systemische Entzlindungsreaktion
bei Patienten mit CKD G3-4 reduzierte und die vaskuldre Endothelfunktion verbesserte (239,
240).

Andere Wirkstoffe, darunter Gevokizumab (241), ein Anti-IL-18 monoklonaler Antikorper,

GSK1070806 (242), ein IL-18-blockierender Antikorper und MABpl (243), ein IL-1a-

neutralisierender Antikorper, befinden sich aktuell in der friihen Entwicklung (244).
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Die bisherige Forschung hat gezeigt, dass Therapien welche auf IL-1 sowie anderen Zytokine
der IL-1-Familie abzielen, ein groRes Potential bei der Therapie von chronischen
Nierenerkrankungen haben. Unsere Daten mit einer zunehmenden Inflammasom-Aktivierung
bei bereits nur leichtgradig eingeschrankter Nierenfunktion zeigen, dass moglicherweise gerade
Patienten in frihen Krankheitsstadien von einer die Inflammasom-Aktivitdt modulierenden
Therapie profitieren konnten und sich so mdglicherweise auch eine Reduktion der CKD-

Progression erzielen lassen konnte.

4.7. Limitationen

Die vorliegende Studie erfolgte an kaukasischen Patienten mit chronischer Niereninsuffizienz
und gesunden Probanden. Deshalb lassen sich die Ergebnisse nicht auf andere ethnische
Gruppen Ubertragen. Allerdings zeichnete sich das Patientenkollektiv durch das Vorliegen
typischer Risikofaktoren und Begleiterkrankungen der chronischen Niereninsuffizienz in den
Industrielandern aus und stellt damit eine reprasentative Studienpopulation dar. Die Daten
zeigen erstmals, dass in Monozyten von Patienten mit Niereninsuffizienz eine Inflammasom-
Aktivierung vorliegt. Die zugrundeliegenden Mechanismen wurden im Rahmen der Studie
nicht geklart. Die Stimulation der isolierten Monozyten erfolgte mit bekannten Inflammasom-
Aktivatoren. Welche endogenen DAMPs bei Niereninsuffizienz hierfur verantwortlich sind,
war nicht Gegenstand der aktuellen Studie und bleibt nachfolgenden Studien vorbehalten. Die
Studie war als Querschnittsstudie angelegt, deshalb konnen die gewonnen Daten nicht
nachweisen, ob die Inflammasom-Aktivitat mit der Progression der Niereninsuffizienz oder
dem Auftreten kardiovaskuldrer Ereignisse bei diesen Patienten assoziiert ist. Bei Patienten im
Stadium G1-2 der Niereninsuffizienz zeigte sich nach Stimulation der Monozyten mit den
Inflammasom-Aktivatoren ein Trend hin zu einer erhohten IL-13-Sekretion. Allerdings war
dieser Unterschied aufgrund einer zu geringen Patientenzahl in dieser Gruppe nicht signifikant.

4.8. Ausblick und Zusammenfassung

Verschiedene Faktoren konnen zu einer Dysregulation des Immunsystems und einer
entzlindlichen Aktivierung im Rahmen chronischer Nierenerkrankungen beitragen. Das
NLRP3-Inflammasom wird zunehmend als integraler Bestandteil der Pathogenese solcher
Nierenerkrankungen und ihrer Komplikationen erkannt. Diese Studie konnte zeigen, dass
Monozyten von Patienten mit chronischer Niereninsuffizienz vermehrt IL-18 und die
Inflammasom-Komponenten NLRP3 und ASC exprimieren. Gleichzeitig sezernieren diese
nach Stimulation mit bekannten NLRP3-Aktivatoren im Vergleich zu einer gesunden
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Kontrollgruppe vermehrt IL-1R3. Es handelt sich hierbei um die erste Studie an Patienten mit
chronischer Niereninsuffizienz, die einen Zusammenhang zwischen der Nierenfunktion und
einer NLRP3-Inflammasom-Aktivierung zeigt. Diese Arbeit leistet somit einen wichtigen
Beitrag fur weitere Studien zur Inflammasom-Biologie in der Nephrologie. VVon entscheidender
Bedeutung wird es sein, DAMPs und die zugrundeliegenden zelluldren Signalwege zu
identifizieren, die bei der Niereninsuffizienz zur Inflammasom-Aktivierung fiihren. Das
therapeutische Targeting spezifischer Zytokine bei chronischen Nierenerkrankungen stellt ein
attraktives Ziel dar, insbesondere da spezifische Anti-IL-13-Therapien bereits unter anderen
Bedingungen entwickelt und getestet wurden und im Kklinischen Alltag im Rahmen
verschiedener Erkrankungen Anwendung finden. Neben IL-18 als méglichem Therapieansatz
kdnnte auch eine direkte Inhibition von NLRP3 als neue gezielte anti-inflammatorische

Therapie bei Nierenkranken erfolgsversprechend sein.
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