Klinik fiir Innere Medizin IV — Nieren- und Hochdruckkrankheiten
Universitit des Saarlandes
Homburg
Direktor: Univ.-Professor Dr. med. Danilo Fliser

Die Rolle von Interleukin-1alpha bei Patienten
mit chronischer Nierenerkrankung

Dissertation
Zur Erlangung des Doktorgrades der Medizin
der medizinischen Fakultit der Universitit des Saarlandes

2016

Tobias Herter

geboren am 24. Mai 1992 in Heidelberg






Inhaltsverzeichnis

ABKURZUNGSVERZEICHNIS .........cooviiiiiiieieieiiseeiete et sesaae I
ZUSAMMENFASSUNG ...ttt ettt ettt sttt ettt saee bt \%
ABSTRACT ...ttt sttt et st be st sbe bt et e s bt e bt et e see e be et e saeenees VI
L. EINLEITUNG . ..ottt ettt et sttt et sbe et st sae bt be e e s 1
1.1. DEFINITION UND EPIDEMIOLOGIE DER CHRONISCHEN NIERENERKRANKUNG ................... |
1.1.1. Ursachen der chronischen Nierenerkrankung.............ccceceevviiiiniiennieeiniieeinieennen. |
1.1.2. Glomerulire FiltrationSTate .........c.eeevuieiriiieeriiieeniieeniie ettt ettt |
1.1.3. Die Albumin-Kreatinin-Ratio .........ccccueerviiieniiieiniiiiiiiieeiieeieeeree e 3
1.1.4. Die Epidemiologie der chronischen Nierenerkrankung...........cceceeeveenierieenienneen. 3

1.2. RISIKOFAKTOREN DER CHRONISCHEN NIERENERKRANKUNG ....c.ueeevieniieriieenirenreenneenneens 4
1.3. ADAPTIVES UND ANGEBORENES IMMUNSYSTEM ......cccceiiiiiiiiiiiiiiniiiieiienreieeneseene e 5
1.3.1. Adaptives IMmUNSYSIEM.....ccuueiiiiiiiiiiiiiiieeeiie ettt ettt 5
1.3.2. Angeborenes IMmUNSYSEIM ......cccuutiiiieiriiieeniieeniieeeiieeeiteeeieeesieesiree e e st e sieees 5

1.4. INTERLEUKIN-1 SUPER-FAMILIE ......cccociiiiiiiiiiiiiiiiiiiiccictcie e 10
LS. INTERLEUKIN-LOU w.cuiiiiiiiiiiiiiiiicicceciecce et 11

2. MATERIAL UND METHODIK ......cc.cocttitiitiiiniieiententeieetesie ettt 12
2.1  MATERIALIEN ...oouiiiiiiiiiiieiieie ettt sttt b e s aesbeene s ae e 12
2.1.1 Chemikalien und REAZENZIEN ........covvuiiiriiiiiiiieiieeiee ettt 12
2.1.2 Gerate/MaterialICN ......coueiuiiiiiiiiieieeiteeteeee ettt et st 14
2.1.4. Puffer und MEdIeN .........coouiiiiiiiiiiiiiiieeeccee ettt 15

22 METHODIK ....ooutiiiiiiiiiiiiieiieie ettt sttt sttt sb e s s b e e s sbeenesasesaeennea 17
2.2.2. Votum der EthiKKOMMISSION ...c..eiiiiiiiiiiiiiieeieeeieeeteeeeeeete e 17
2.2.3. PatientenKOIEKIIV .....eeviiiiiiiiiiiiieeieeteeeeee et 17
2.2.4. PrODENZEWINIUINE ..couuveeiiiieeiiieeiteeeiteeeiteesteeesiteeesiteessbeesaeeesasteesaseeesaseesenseesneeas 18
2.2. 1. StUAIENAESIZN ..cnevieiiiieiiiieeitee ettt et et e et e et e e st e e sbeeesabeeesabeesateesaeeas 18
2.2.5.Isolation von PBMC ......cccciiiiiiiiiiiiieeceee et 18
2.2.0. ZEIIKUITUL ..ottt et 20
2.2.7. Gewinnung von Monozyten und Stimulation .........cccccoeceerveenierieincniecnieeieeee. 21
2.2.8. Enzyme-linked Immunosorbent Assay (ELISA) .....cccoovviiiiiiiiniiiiniieiieeieeee, 22

2.2.9. DUIChfIUSSZYTOMELIIC ..ccuvveeeuiiieiiiiieiie ettt ettt ettt e 24



4.2.10 SEAtISTIK ..ouveiiiiiiiieiiiicic s 28

3.ERGEBNISSE ...ttt ettt et e et e st e e sabee s s abeeesabeesabeeeas 29
3.1. CHARAKTERISIERUNG DER STUDIENGRUPPE ......ccccerttteniiinrteniienreenieeeneenseesseenmeesnneennees 29
3.1.1. RekrutierungsSChema .........cocueiiiiiiiiiiiiiiieeececeee e 29
3.1.2. Grunderkrankungen, Begleiterkrankungen und Risikofaktoren ............cccccccceeenee. 30
3.1.3. Anthropometrische Charakteristika ..........cccceeveiniiriiiniiniieniceeeceeeeen 33
3.1.4. NIeTenfUNKLION ......eiiiiieiiiieiiiee ettt ettt ettt e s esaaees 35
3.1.5. LabOTrParameLer ......ccoueeiiuiieiiieeeiteeeite et ettt ettt eeite e st e st e e eesabeesabeesaeeas 37

2.2. OBERFLACHENEXPRESSION VON IL- 10l . .cciiiiiiiiiiiiiieiceicceececceee e 39
3.3. SEKRETION VON IL-T00uutiuuiiiiiiiiieiieiieeeeteeeete ettt 43
3.3.1. Stimulation mit LPS ..o 43
3.3.2. Stimulation mit LPS und ATP .....coooiiiiiiiieete e 44
3.3.3. Stimulation mit LPS und NIgeriCin........cccceviiieriiiiniieniieeieeeiieesie e 45
3.3.4. Stimulation mit LPS und ATuminium ..........cccoevoviiiniiiiniiiiniieenieeiecee e 46
S.DISKUSSION ...ttt ettt et e et e et e e s bt e e e bte e s bt eesabeeesabeessabeesanseeeas 47
S.1.EXPRESSION VON IL- 10U c.ueiiiuiiiiiieiiiiieiieeiteeeeiee ettt s 47
5.2. SEKRETION VON ILAT00uutiuiiiiiiiiieeiieiie ettt s 49
5.3. BIOLOGISCHE WIRKUNG VON IL-10L c.eviiiiiiiiiiiiiiiiiieeiccteceeceeeeee e 55
5.4. THERAPEUTISCHE KONSEQUENZEN ......ccctttiiieiieniienieeniteenteneeesreesieesneesseesneesmeesnneennees 57
5.5. LIMITATIONEN DER STUDIE......c..ceestttrttrteeniteeitenitenreesitesreesseesseesmeesneesseesaseesseesseenses 60
5.0 ATUSBLICK ...eoutiiiuiieiieettenite et et e it see e st e st e bt e bt st e s bt e e bt e sbeesateesaeeemneesseesaneenneeenneennees 60

6. LITERATURVERZEICHNIS ...ttt ettt ettt s 61
7. EIGENE PUBLIKATIONEN ..ottt ettt st 74

8. DANKSAGUNG ......oiiiiiiiiiiiiicicc et 75



Abkiirzungsverzeichnis

Abkiirzungsverzeichnis

ACB-OP

ACR

AGE

ANCA

AOPP

AP-1

APC

ASC

ATP

BMDM

BMI

BSA

CD

CKD

CLR

COX

CRP

CVD

CXCL

DAMP

Aortokoronare-Bypass-Operation
Albumin-Kreatinin-Ratio

Advanced glycation endproducts
Anti-Neutrophile cytoplasmatische Antikorper
Advanced oxidation protein product
Activator-protein-1

Allophycocyanin

Apoptosis-associated speck-like protein containing a carboxy-

terminal CARD (caspase activation and recruitment domain)
Adenosintriphosphat

Bone marrow derived macrophages
Body-Mass Index

Bovines Serumalbumin

Cluster of Differentiation

Chronic Kidney Disease
C-type-lectin Rezeptor
Cyclooxygenase

C-reaktives Protein

Cardiovascular disease

Chemokine ligand

Damage-associated molecular Pattern



DC
EDTA
ELISA
ER
FACS
FBS
FITC
FMD,,
FSC
GFR
GN

HAX-1

HD

HIF
HMG-1
HRP

IL

IL-1Ra
IL-1RAcP
IL-1R1
IRAK

KHK

Abkiirzungsverzeichnis II
Dendritic cell
Ethylendiamintetraacetat
Enzyme-linked Immunosorbent Assay
Endoplasmatisches Retikulum
Fluorescence-activated cell sorting
Fetales Bovines Serum
Fluorescein isothiocyanat
brachial artery flow mediated dilation
Forward Scatter
Glomerulire Filtrationsrate
Glomerulonephritis

HCLS1-(Hematopoietic lineage cell-specific protein)-assoziiertes

Protein X-1

Hémodialyse

Hypoxie-induzierbarer Faktor
High-Mobility-Group-Protein 1
Meerrettichperoxidase

Interleukin

Interleukin-1-receptor antagonist
Interleukin-1-receptor accesory protein
Interleukin-1-receptor 1
Interleukin-1-Rezeptor assoziierte Kinase

Koronare Herzkrankheit

II



LPS
MAPK
MCP
MFI
MHC
mTOR
MyD88
NALP3
NF-«xB
NK-Zelle
NLR
NLS
NTP
PAMP
pAVK
PBMC
PBS
PDGF
PE
PRR
RAGE
RLR

ROS

Abkiirzungsverzeichnis I
Lipopolysaccharid
Mitogen-aktivierte Proteinkinase
Monocyte chemoattractant Protein
Mean fluorescence intensity
Major-histocompatibility complex
Mammalian-target of Rapamycin
Myeloid differentiation primary response gene 88
NACHT, LRR and PYD domains-containing protein 3
nuclear factor 'kappa-light-chain-enhancer' of activated B-cells
Natiirliche Killerzelle
NOD (Nucleotide-binding oligomerization domain)-like Rezeptor
Nuclear-localization sequence (Kernlokalisierungssequenz)
N-terminal piece
Pathogen-associated molecular pattern
Periphere arterielle Verschlusskrankheit
Peripheral blood mononuclear cells
Phosphate buffered saline
Platelet-derived growth factor
Phycoerythrobilin
Pattern-recognition Rezeptor
Receptor for advanced glycation endproducts
Retinoic acid-inducible gene (RIG)-I-like Rezeptor

Reaktive Sauerstoffspezies

III



SASP

SDMA

sICAM

SSC

sVCAM

TAB

TAK

TLR

TMAO

TMB

TNF

TRAF

TRMP2

Abkiirzungsverzeichnis v
Seneszenz-assoziierter sekretorischer Phidnotyp
Symmetrisches Dimethylarginin
soluble Intercellular Adhesion Molecule
Side Scatter
soluble Vascular cell adhesion molecule
TAK-binding protein
Transforming growth factor beta-activated kinase
Toll-like Rezeptor
Trimethylamin N-oxid
Tetramethylbenzidin
Tumor-Nekrosefaktor
TNF-receptor associated factor

Transient-receptor-potential-cation-channel M2

IV



Zusammenfassung \

Zusammenfassung

Die chronische Nierenerkrankung (CKD) ist eine hédufige Erkrankung, welche mit einer hohen
Morbiditédt und Mortalitét einhergeht und hohe Therapiekosten verursacht. Zu den wichtigsten
Komorbidititen gehdren unter anderem die Entstehung kardiovaskulédrer Erkrankungen. In der
Pathophysiologie der CKD sowie dieser Komorbidititen spielt eine sterile Inflammation
vermittelt durch das angeborene Immunsystem eine zentrale Rolle. Es ist bekannt, dass hierbei
insbesondere Interleukine der IL-1 Super-Familie entscheidend bei der Entstehung und
Aufrechterhaltung dieser Inflammationsreaktion sind. IL-13 wurde als ein zentrales Zytokin
identifiziert, wahrend allerdings neuere Studien zeigen, dass auch IL-1a eine zentrale Rolle bei
der Entstehung einer sterilen Inflammation spielt. Aus diesem Grund wurden in dieser Arbeit
die Monozyten chronisch Nierenkranker und gesunder Probanden isoliert und mittels
Durchflusszytometrie auf deren Oberfldchenexpression von IL-1a untersucht. Zudem wurde in
Zellkulturexperimenten mittels ELISA die Sekretion von IL-1o quantifiziert. Die Ergebnisse
zeigten eine mit zunehmendem Stadium der CKD erhohte Expression von IL-la auf der
Zellmembran der Monozyten im Vergleich zu gesunden Probanden. Auflerdem sezernierten
Monozyten chronisch Nierenkranker mit zunehmendem Stadium der CKD vermehrt IL-1o im
Vergleich zu Monozyten gesunder Probanden. Diese Ergebnisse sprechen fiir eine Rolle von
IL-1oe in der Pathophysiologie der CKD sowie ihrer Begleiterkrankungen und bieten

Moglichkeiten fiir potentielle zukiinftige therapeutische Interventionen.



Abstract VI

Abstract

Chronic kidney disease (CKD) is a frequent disease associated with high morbidity and
mortality causing high health care expenditures. CKD is associated with a variety of
comorbidities such as cardiovascular disease. Sterile inflammation caused by activation of the
innate immune system plays a central role in the pathophysiology of CKD itself and its
comorbidities.

It is known that cytokines of the IL-1 superfamily play important roles in the initiation and
perpetuation of sterile inflammation. IL-1f3 has been thought to represent a key cytokine in this
process but recent publications also suggest a crucial role for IL-1a. We isolated monocytes
from patients with CKD and healthy subjects and quantified cell surface-bound IL-1a
expression by using flow-cytometry. Moreover, IL-1a secretion upon stimulation with known
stimuli of IL-1a secretion was determined by using ELISA. IL-1a expression on the cell
surface of monocytes significantly increased with progression of CKD. Furthermore,
monocytes of CKD patients showed greater secretion of IL-1a in response to several ligands
as compared to healthy subjects. These findings highlight on a role of IL-la in the
pathophysiology of CKD and its comorbidities. Moreover, targeting IL-1a could provide a

potential therapeutic approach.

VI



Einleitung 1

1. Einleitung

1.1. Definition und Epidemiologie der chronischen Nierenerkrankung

Die chronische Nierenerkrankung (CKD) ist definiert als eine Abweichung von der normalen
Nierenstruktur oder Funktion {iber einen Zeitraum von mehr als 3 Monaten (1). Zur weiteren
Einteilung der CKD werden ihre Ursachen, die glomeruldre Filtrationsrate (GFR) und die

Albumin-Kreatinin-Ratio (ACR) herangezogen.

1.1.1. Ursachen der chronischen Nierenerkrankung

Die chronische Nierenerkrankung wird zwar als eigene Krankheit definiert, ist aber die Folge
von verschiedensten systemischen Erkrankungen und Erkrankungen der Niere, welche zu
einem progredienten Verlust der Nierenfunktion fiihren. Dieser Aspekt ist entscheidend zur
Einschédtzung der Prognose und fiir die Therapie und geht deshalb in die Klassifikation der
chronischen Nierenerkrankung ein. Vor allem in den westlichen Léandern sind systemische
Erkrankungen wie Diabetes mellitus und arterielle Hypertonie die vorherrschenden Ursachen,
wihrend in Siidostasien vermehrt auch glomeruldre Erkrankungen oder interstitielle

Nephropathien zur Entstehung der CKD beitragen (2,3).

1.1.2. Glomerulire Filtrationsrate

Die glomerulére Filtrationsrate (GFR) ist ein MaB fiir die allgemeine Filterfunktion der Niere.
Sie kann anhand der renalen Clearance eines bestimmten Stoffes bestimmt werden. Die
Clearance gibt an, wie viele Milliliter Blut, welches die Niere durchflieBt, innerhalb einer
Minute von einem bestimmten Stoff befreit werden. Obwohl exogene Marker zur Bestimmung
der GFR genauer sind, werden im klinischen Alltag die endogenen Marker Kreatinin und
Cystatin C zur Abschidtzung der eGFR (eGFR, estimated GFR) angewendet, da deren
Bestimmung wesentlich einfacher und giinstiger ist. Anhand der Serumwerte dieser Marker
kann dann, mithilfe von in groen epidemiologischen Studien validierten Formeln, die eGFR
abgeschitzt werden. Die CKD-EPI Kreatininformel aus dem Jahr 2012 gilt hierbei als Standard
zur Bestimmung der eGFR (1).

-1,209

x SCr
) x0,9934!€" % (1,018 wenn weiblich)

141X mi (SCr 1) X ( 1
min k B max k )

%X (1,159 wenn dunkelhiutig)

2009 CKD-EPI Kreatininformel SCr, Serum-Kreatinin (in mg/dl); k und o, geschlechtsabhiingige
Variablen; min, Minimum von SCr/k oder 1; max, Maximum von SCr/k oder 1. (KDIGO 2012)
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Problematisch ist die Bestimmung der GFR mittels Serum-Kreatinin bei Patienten mit geringer
Filterfunktionseinschrankung und mit geringer Muskelmasse, da das Serumkreatinin abhéngig
von der Muskelmasse ist und in geringer Menge auch tubulér sezerniert wird (4). Dies kann zu
normalen Werten der GFR bei bereits vorhandener Einschrinkung der glomerulédren Filtration
fiihren. Ein endogener Marker, welcher weniger abhingig von diesen Faktoren ist, stellt
Cystatin C dar. Daher kann die Bestimmung der GFR anhand der 2012 CKD-EPI Cystatin C-

Formel in solchen Fillen zu einer sensitiveren Diagnostik beitragen (1.,5).

SCysC
0,8

SCysC
0,8

133xmin ( , 1)79499%max ( ,1)71328%0,96641°" % (0,932 wenn weiblich)

2012 CKD-EPI Cystatin C-Formel SCysC, Serumcystatin C (in mg/l); min, Minimum von
SCysC/0,8 oder 1; max, Maximum von SCysC/0,8 oder 1. (KDIGO 2012)

Goldstandard stellt gemid3 der aktuellen KDIGO Leitlinie die Schitzung der eGFR mittels

Kreatinin und Cystatin C dar. Hierzu existiert folgende Formel:

. (scr & scr 0001 . (scysc .\ 9375 scysc \~ 9771
135x% mln(T,l) xmax(T,l) xmln( o5 ,1) Xmax(w,l) X
0,9954!€" % (0,969weiblich) X (1,08 wenn dunkelhiutig)

2012 CKD-EPI Kreatinin-Cystatin C-Formel SCr, Serumkreatinin (in mg/dl); SCysC,
Serumcystatin C (in mg/l); k und «, geschlechtsabhingige Variablen; min(SCr/k, 1), Minimum von
SCr/k oder 1; max(SCr/k, 1), Maximum von SCr/k oder 1; min(SCysC/0,8, 1), Minimum von SCysC/0,8
oder 1; max(SCysC/0,8, 1), Maximum von SCysC/0,8 oder 1. (KDIGO 2012)

Die Stadieneinteilung der Nierenfunktion nach KDIGO Leitlinie ist in Tabelle 2 dargestellt.

Stadium eGFR Nierenfunktion

G1 >90 mg/dl normal bis hoch

G2 60-90 mg/dl leicht vermindert

G3a 45-60 mg/dl leicht bis mittelgradig vermindert
G3b 30-45 mg/dl mittelgradig bis schwer vermindert
G4 15-30 mg/dl schwer vermindert

GS <15 mg/dl Nierenversagen

Tabelle 2 Stadien der CKD anhand der eGFR (KDIGO 2012)



Einleitung 3

1.1.3. Die Albumin-Kreatinin-Ratio

Ein weiterer Parameter, der zur Einteilung der chronischen Nierenerkrankung herangezogen
wird, ist die Albumin-Kreatinin-Ratio (ACR). Aufgrund seiner negativen Ladung und Gro3e
kann Albumin den glomeruldren Filter nicht passieren und wird auBerdem tubulér
riickresorbiert, wodurch es nicht im Urin nachweisbar ist. Ist der glomerulére Filter beschadigt,
beziehungsweise die tubulidre Riickresorption gestort, kommt es zu einer Ausscheidung von
Albumin mit dem Urin. Der Bestimmung der ACR kommt vor allem bei der Abschidtzung der
Prognose sowie der Mortalitit eine wichtige Rolle zu (1,6). So konnten mehrere Studien zeigen,
dass Patienten mit Proteinurie zehnmal héufiger eine Niereninsuffizienz entwickeln und ein
50% hoheres Risiko haben zu versterben (7). Die Stadieneinteilung der Albuminurie erfolgt

wie in Tabelle 3 gezeigt.

Stadium  Normal bis leicht erhoht Mittelgradig erhoht Stark erhoht
Al A2 A3

ACR <30 mg/g 30-300 mg/g >300 mg/g

Urinstix Negativ bis minimal Minimal bis + + oder grofler

Tabelle 3 Einteilung der CKD nach der Albumin-Kreatinin-Ratio (KDIGO 2012)

1.1.4. Die Epidemiologie der chronischen Nierenerkrankung

In der westlichen Welt erkranken 200 Patienten pro einer Millionen pro Jahr an einer
Niereninsuffizienz oder miissen nierentransplantiert werden (8). In der Global Burden of
Diseases Studie ist die CKD von 1990 bis 2010 von Rang 27 auf 18 der weltweiten
Todesursachen gestiegen und wird fiir 1,4% der erfassten Todesfille verantwortlich gemacht
(9). Die Privalenz der CKD stieg in der NHANES Studiengruppe in den USA zwischen 1994
bis 2004 von 12% auf 14% und ist seither konstant geblieben (10). In Europa ist die Hiufigkeit
der CKD je nach Region sehr unterschiedlich und liegt zwischen 3,3% in Norwegen und 17,3%
im Nordosten Deutschlands (12).

Die chronische Nierenerkrankung stellt somit weltweit eine sehr hdaufige Erkrankung mit einer
hohen Morbiditédt und Mortalitiit dar. So ist das Risiko eines kardiovaskuldren Ereignisses bei
CKD-Patienten deutlich erhoht und auch das Risiko zu sterben ist fiir chronisch Nierenkranke
deutlich hoher. Schon im Stadium G3a haben die Patienten ein 1,2-fach erhohtes Risiko zu
versterben und im Stadium G5 sogar ein 6-fach erhohtes Risiko (13) im Vergleich zu

Nierengesunden.
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1.2. Risikofaktoren der chronischen Nierenerkrankung
Bei der Entstehung der chronischen Nierenerkrankung spielen multiple Faktoren eine Rolle.
Sowohl die klassischen Risikofaktoren kardiovaskuldrer Erkrankungen als auch CKD-

spezifische Risikofaktoren sind in der Pathophysiologie von Bedeutung (Tabelle 4).

Klassische Risikofaktoren CKD-spezifische Risikofaktoren
Diabetes mellitus Alter

Arterielle Hypertonie Nicht-steroidale Antirheumatika (NSAR)
Ubergewicht Minnliches Geschlecht

Hyperlipiddmie Proteinurie

Nikotinabusus Verminderte eGFR

Tabelle 4 Risikofaktoren der CKD

In der Pathophysiologie der chronischen Nierenerkrankung spielt hierbei hédufig eine
chronische, sterile Entziindung eine Rolle, welche durch das angeborene Immunsystem
ausgelost und aufrechterhalten wird. Mehrere Studien zeigen, dass es mit abnehmender GFR
zu einer FErh6hung von Biomarkern fiir oxidativen Stress kommt (14,15). Bei
Héamodialysepatienten ist bekannt, dass eine Erhohung der inflammatorischen Biomarker wie
CRP, IL-6 und TNF-o mit einer erhohten Mortalitidt einhergeht und auch bei chronisch
Nierenkranken in fritheren Stadien ist eine Erhohung der Inflammationsmarker mit einer
erhohten Mortalitit assoziiert (16,17). Aus diesem Grund ist die Rolle des angeborenen
Immunsystems bei der Entstehung und Aufrechterhaltung der chronischen Nierenerkrankung

ein zentrales Thema aktueller Forschung.
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1.3. Adaptives und angeborenes Immunsystem

Das Immunsystem besteht aus dem angeborenen und dem adaptiven Immunsystem, welche

durch verschiedene Mechanismen miteinander verkniipft sind.

1.3.1. Adaptives Immunsystem

Das adaptive Immunsystem ist darauf spezialisiert, eine zielgerichtete Immunreaktion gegen
Erreger auszulosen. Pathogene werden hierbei von Phagozyten (z.B. dendritischen Zellen,
Makrophagen) erkannt und phagozytiert. AnschlieBend migrieren diese Zellen aus dem
Gewebe iiber das Blut in die Lymphknoten, wo sie die von ihnen prozessierten Antigene liber
MHC-I und MHC-II prisentieren und somit eine spezifische Immunreaktion gegen das Antigen

tiber die Aktivierung von B-Lymphozyten oder T-Lymphozyten auslosen (18).

1.3.2. Angeborenes Immunsystem

Bei der Entstehung der chronischen Nierenerkrankung und deren Komplikationen ist das
angeborene Immunsystem von besonderer Bedeutung. Auch das angeborene Immunsystem ist
in der Lage, Pathogene zu erkennen und eine Immunreaktion auszulosen. Allerdings ist diese
Immunreaktion im Unterschied zum adaptiven Immunsystem eine unspezifische
Inflammationsreaktion und keine spezifische Reaktion gegen das auslosende Pathogen.
Bestandteile des angeborenen Immunsystems sind Immunzellen, spezielle Rezeptoren und
deren Liganden sowie Zytokine. Tabelle 5 gibt einen Uberblick iiber ausgewihlte Zelltypen,

welche im angeborenen Immunsystem eine Rolle spielen.
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Zellart

Funktion im Immunsystem

Monozyt

Monozyten entstthen aus mononukledren Vorlduferzellen des
Knochenmarks und zirkulieren im Blut (19,20). Sie haben im Blut eine
Lebensdauer von 1-2 Tagen und gehen, wenn sie in dieser Zeit nicht
rekrutiert werden, in Apoptose (21). Im Blut sind sie an der angeborenen
Immunabwehr gegen diverse Erreger beteiligt und aktivieren durch
Zytokinsekretion weitere Zellen des Immunsystems (22). Auf der anderen
Seite konnen sie auch in Gewebe einwandern und dort zu Makrophagen
differenzieren (21). Monozyten werden anhand der Oberflachenmolekiile
CD14 und CDI6 in klassische (CD14**CD167), intermediire
(CD14**CD16*) und nicht-klassische Monozyten (CD14*CD16%*%)
unterteilt (23). Den klassischen Monozyten wird eine proinflammatorische
Funktion zugeschrieben, wéihrend vermutet wird, dass den nicht-
klassischen Monozyten Funktionen der Virusimmunitéit und Kontroll- und

Regulatorfunktionen zukommen (24).

Makrophagen

Makrophagen sind gewebsstidndige mononukleare Zellen, welche durch
Migration und Differenzierung von Monozyten entstehen (25). Es gibt
allerdings auch gewebsstidndige Makrophagen welche von Dottersackzellen
abstammen und somit nicht der klassischen Differenzierung aus Monozyten
folgen (26). Makrophagen werden in die zwei Typen M1 und M2 unterteilt,
wobel ersteren eine proinflammatorische Funktion zugeschrieben wird und
letztere zur Beendigung einer Entziindungsreaktion beitragen (27). Sie
besitzen eine Vielzahl an Rezeptoren zur Erkennung von Pathogenen und
sind in der Lage, Erreger oder apoptotische Zellen zu phagozytieren und
tiber die Sekretion von Zytokinen weitere Effektorzellen des
Immunsystems zu rekrutieren, um eine Entziindungsreaktion auszuldsen
(28). AuBerdem konnen sie phagozytierte Antigene liber MHC-II auf ihrer
Zelloberfliche préasentieren und somit T-Helferzellen des adaptiven

Immunsystems aktivieren (29).
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Zellart Funktion im Immunsystem

Dendritische DCs stellen eine Verbindung zwischen dem angeborenen und dem
Zellen (DC) adaptiven Immunsystem dar. Sie kommen in den peripheren Geweben vor
und besitzen diverse Oberflichenrezeptoren zur Erkennung von
Pathogenen. Erkennen DCs einen Erreger, so phagozytieren sie diesen und
wandern anschlieBend iiber das Blut in die Lymphknoten, wo sie das
prozessierte Antigen iiber MHC-I oder MHC-II présentieren und die
Lymphozyten des adaptiven Immunsystems aktivieren (18). Neben dieser
Funktion sind DCs aber auch in der Lage eine Vielzahl von Zytokinen zu
produzieren und dariiber natiirliche Killerzellen oder weitere Effektoren des

angeborenen Immunsystems zu aktivieren (30).

Granulozyten Die Gruppe der Granulozyten besteht aus den neutrophilen, eosinophilen
und basophilen Granulozyten. Sie werden auch als die Effektorzellen des
Immunsystems bezeichnet. Stimuliert durch Zytokine und Mediatoren
gelangen sie durch Endotheldiapedese an den Ort der Entziindung, an
welchem sie Pathogene phagozytieren und durch Enzyme und reaktive
Sauerstoffspezies aus ihren Granula eliminieren kénnen (31). Uber Zell-
Zell-Kontakt zu Monozyten, dendritischen Zellen oder Lymphozyten

konnen sie die Immunantwort modulieren (32).

Natiirliche Die NK-Zellen gehoren zur Gruppe der Lymphozyten. Sie sind allerdings
Killer(NK)- Effektoren des angeborenen Immunsystems, wihrend Lymphozyten
Zellen klassischerweise als Zellen des adaptiven Immunsystems betrachtet werden
(33). NK-Zellen sind in der Lage, infizierte Zellen oder Tumorzellen zu
erkennen und zu lysieren (34). Weiterhin konnen sie Zytokine wie INF-y
und TNF-a sezernieren und sind an der Differenzierung von DCs beteiligt,

womit sie Einfluss auf die Regulation von T-Lymphozyten nehmen (35).

Tabelle 5 Zellen des angeborenen Immunsystems



Einleitung 8

Die Aktivierung des angeborenen Immunsystems findet iiber Pattern-Recognition Receptors

(PRRs, Mustererkennungsrezeptoren) auf der Zellmembran beispielsweise von Monozyten und

Makrophagen statt, welche sowohl exogene ’Pathogen-Associated Molecular Patterns’

(PAMPs) als auch endogene "Damage-Associated Molecular Patterns’ (DAMPs) erkennen und

tiber intrazelluldre Signalkaskaden eine Inflammationsreaktion auslosen. Als PAMPs werden

hierbei exogene Liganden bezeichnet, welche zum Beispiel Bestandteile von Mikroorganismen

sind, wohingegen als DAMPs, endogene Liganden bezeichnet werden, welche von

korpereigenen Zellen als Reaktion auf eine Verletzung, Ischdmie oder Zellschidigung

freigesetzt werden (36). Tabelle 6 gibt einen Uberblick iiber die bekannten PRRs und ihre

Funktionen im angeborenen Immunsystem.

Pattern-Recognition-

Rezeptoren

Eigenschaften

Toll-like Rezeptoren
(TLRs)

Es sind bisher zehn verschiedene TLRs im Menschen entdeckt
worden. Sie kommen sowohl auf der Zellmembran als auch auf
intrazelluldren Vesikeln vor. Erkennen sie zum Beispiel
Lipopolysacharide oder virale RNA, aber auch endogene
Liganden wie abnormales HDL von chronisch Nierenkranken,
so fiihren sie iiber einen Signalweg via myeloid differentiation
primary response gene 88 (MyD88) zu einer Aktivierung
verschiedener Transkriptionsfaktoren und zur Freisetzung von

Zytokinen, Rezeptoren und weiteren Mediatoren (37).

C-type lectin Rezeptoren
(CLRs)

Diese Rezeptoren sind durch eine C-typ Lektin-Doméne
gekennzeichnet und vorwiegend fiir die Immunantwort gegen
Pilze von Bedeutung. Neuere Erkenntnisse zeigen aber auch
dass CLRs ebenfalls iiber Transkriptionsfaktoren zur
Freisetzung von proinflammatorischen Zytokinen wie IL-1f

fiihren (38).
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Pattern-Recognition- Eigenschaften

Rezeptoren

Retinoic acid-inducible = RLRs kommen ubiquitédr im Zytoplasma vor und werden durch
gene (RIG)-I-like virale RNA aktiviert. Dadurch wird eine Signalkaskade
Rezeptoren (RLRs) ausgelost, welche zur Freisetzung von Interferon-gamma fiihrt.
Ebenfalls sind Signalwege beschrieben, iiber welche es zur
Aktivierung des Inflammasoms und zur Freisetzung von IL-1f3

kommt (39).

Nucleotide-binding Die Bestandteile der NLRs kommen im Zytoplasma von Zellen
oligomerization domain  vor. Uber ihre Aktivierung kommt es zur Bildung des
(NOD)-like Rezeptoren  Inflammasoms. Bislang wurden einige Inflammasome
(NLRs) beschrieben, wobei das NLRP3-Inflammasom am besten
charakterisiert wurde. Durch ein erstes Signal kommt es iiber
TLRs und NF-xB zur Expression von pro-IL-1B und den
Bestandteilen des Inflammasoms. Durch ein zweites Signal
kommt es dann zur Aktivierung des Inflammasoms durch das
Zusammenlagern von Caspase-1, ASC und NALP3. Dieser
Komplex spaltet anschlieBende die Vorldufer der Zytokine Il-
1B, IL-33 und IL-18 in deren aktive Form, welche daraufthin

sezerniert werden (37).

Tabelle 6 Pattern-recognition Rezeptoren und ihre Funktion

Es sind eine Vielzahl exogener als auch endogener Liganden dieser PRRs bekannt. In der
Pathogenese der CKD sind dabei vor allem endogene Stoffe von Bedeutung, welche iiber eine
Aktivierung des Immunsystems zu einer chronischen Entziindung fiihren. Zu dieser Gruppe
von Liganden gehdren zum Beispiel Fibrinogen, ATP (40), Cholesterinkristalle (41) oder auch
modifiziertes HDL von chronisch Nierenkranken (42). Als Konsequenz der Aktivierung tiber
PRRs kommt es zu einer Freisetzung von Zytokinen, welche zu einer chronischen sterilen
Entziindung fiihren. Hierbei spielen Zytokine der Interleukin-1 Super-Familie eine wichtige

pathophysiologische Rolle.
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1.4. Interleukin-1 Super-Familie

Erstmals beschrieben wurden die Interleukine 1974 von Dinarello et al. als Pyrogene, das heif3t
fieberauslosende Stoffe (43) und 1985 wurden die Aminosiuresequenzen von IL-1o und IL-13
entschliisselt und benannt (44). Diese Gruppe von Zytokinen und ihre Rezeptoren bilden ein
Netzwerk zur Kommunikation und Regulation des angeborenen Immunsystems. In den
folgenden Jahren wurden weitere Zytokine der IL-1 Super-Familie entdeckt. Tabelle 7 zeigt

hierzu eine Ubersicht der heute bekannten Zytokine der Interleukin-1 Super-Familie und ihrer

Funktionen.

Zytokin Rezeptoren Funktion

IL-1a IL-1R1 IL-1R2 Kontrolle von Apoptose vs. Nekrose (45),
Tumorkontrolle (46), Alarmin

IL-1B IL-1R1,IL-1R2 Proinflammatorisch, Tumorangiogenese und
Metastasierung (47), antimikrobielle Wirkung

IL-18 IL-18Ra Aktivierung von Thl-Lymphozyten und NK-
Zellen, dhnlich zu IL-1f3 Caspase-1 abhingig

IL-33 ST2 Aktivierung von Th2-Lymphozyten und M2-
Makrophagen (48), Geweberegeneration

IL-36a IL-36R Th1-Lymphozytenpolarisierung (49)

IL-36f3

IL-36y

IL-36Ra IL-36R Antiinflammatorisch, Schutz vor
tiberschieBender Immunreaktion

IL-1Ra IL-1R1 Antiinflammatorisch, Schutz vor
tiberschieBender Immunreaktion

IL-38 IL-36R Ahnliche Struktur zu IL-36Ra und IL-1Ra

IL-37 IL-18Ra Inhibitor des Immunsystems, Verringerung der

Freisetzung proinflammatorischer Zytokine (50)

Tabelle 7 Zytokine der Interleukin-1 Super-Familie und ihre Funktionen

10
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1.5. Interleukin-1a

IL-1oe wird konstitutiv in Epithelzellen, Zellen des Gastrointestinaltraktes und Keratinozyten
verschiedener Gewebe im Zytosol exprimiert (51,52). Die Funktion von IL-1a ist in diesem
Falle die eines Alarmins, das heiflit, es wird bei Zellschiddigung freigesetzt und dient als
Warnsignal fiir Zellen des Immunsystems. Im Unterschied zu IL-1f ist IL-1c schon in seiner
Vorlduferform aktiv und nicht von der, liber das Inflammasom getriggerten, Spaltung durch
Caspase-1 abhingig (53,54). IL-1a besitzt aullerdem eine Kernlokalisierungssequenz (NLS)
und kann deshalb in den Zellkern translozieren, wo es an Chromatin bindet. Diesem
Mechanismus kommt eine entscheidende Bedeutung beim Zelluntergang durch Apoptose oder
Nekrose zu. In apoptotischen Zellen wird intrazellulédres IL-1a in den Kern transloziert. Somit
kommt es bei Untergang der Zelle nicht zur Freisetzung von IL-1a. (45). In nekrotischen Zellen
hingegen wird durch Verlust der Membranstabilitét IL- 1o aus dem Zytosol freigesetzt, welches
tiber Stimulation des Immunsystems zu einer Entziindungsreaktion fiihrt (55). IL-1ow wird
auBerdem auch membrangebunden auf der Oberfliche von Monozyten exprimiert (56). Nach
Stimulation von Monozyten mit LPS oder hitzeinaktivierten Bakterien sezernieren diese IL-1a
und exprimieren es zusétzlich auf ihrer Membran (57,58). Evidenz fiir eine Rolle von IL-1a in
diversen pathophysiologischen Vorgingen findet sich durch Experimente im Mausmodell. So
hatten Méuse mit einem knock-out fiir IL-1a in einem Modell fiir Colitis deutlich geringere
Epithelschiden und iiberlebten linger als korrespondierende Wildtyp-Méuse (59). Freigang et
al. zeigten in einem Mausmodell, in welchem LDL-Rezeptor Knock-out Miuse unter
cholesterolreicher Diit gesetzt wurden, dass Méuse mit einem zusétzlichen knock-out fiir IL-
la, signifikant weniger Atherosklerose entwickeln (60). Diese Erkenntnisse zeigen, dass IL-
la eine wesentliche Rolle in der Entstehung und Aufrechterhaltung der sterilen Entziindung
spielt, welche auch in der Pathophysiologie der chronischen Nierenerkrankung von Bedeutung
ist.

Zur Untersuchung der Fragestellung, welche Rolle IL-1a bei Patienten mit CKD spielt, wurden
in dieser Arbeit Monozyten von chronisch Nierenkranken und gesunden Probanden auf ihre
Expression von IL-1a auf der Zellmembran untersucht und verglichen. Weiterhin wurde die

Stimulierbarkeit dieser Monozyten zur Sekretion von IL-1ot untersucht.

11
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2. Material und Methodik

2.1. Materialien

2.1.1 Chemikalien und Reagenzien

12

Material

Hersteller

Aluminium (Alum crystals)

InvivoGen,

San Diego, USA

Ammoniumchlorid 4N

Carl Roth GmbH,

Karlsruhe, D

Antikorper CD14 PE BD (Becton, Dickinson Company) , Franklin
Lakes, NJ, USA

(50pg/ml)

Antikorper CD16 APC BioLegend,

(150pg/ml) San Diego, USA

Antikorper Anti-human-IL-1o FITC

(0,5 mg/ml)

eBiosience,

Frankfurt, D

Antikorper Mouse IgGl kappa Isotype

Control, FITC

eBiosience,

Frankfurt, D

Adenosintriphosphat (ATP)

InvivoGen,

San Diego, USA

Bovines Serum Albumin (BSA) PAA Laboratories,
Colbe, D
ELISA-Kit: Mouse IL-loo ELISA Max™ BioLegend,

Deluxe

San Diego, USA

Endotoxinfreies Wasser HyClone™ Water

GE Healthcare Life Sciences,

Utah, USA

Fetales Bovines Serum (FBS)

Gibco /Life Technologies,
Carlsbad, CA, USA

Formaldehyd

Alfa Aesar GmbH,

Karlsruhe, D

12
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Material

Hersteller

LPS-EB Ultrapure

InvivoGen,

San Diego, USA

Ficoll Separationsmedium
(LymphocytSeparation Medium 1077)

PromoCell  bioscience alive  GmbH,
Heidelberg, D

Kaliumhydrogenkarbonat Carl Roth GmbH,
Karlsruhe, D
Natriumazid (NaNj,) Merck Millipore GmbH,
Schwalbach, D
Nigericin InvivoGen,

San Diego, USA

Opti-MEM Reduced Serum Medium

Gibco /Life Technologies,
Carlsbad, CA, USA

Phosphatgepufferte Salzlosung (PBS)

Gibco /Life Technologies,
Carlsbad, CA, USA

Pen/Strep (10.000 U/1)

Gibco /Life Technologies,
Carlsbad, CA, USA

Salzsdure 6N

Carl Roth GmbH,

Karlsruhe, D

Schwefelsdure 1M

Fisher Scienific,

Loughborough, UK

Trypanblau 0,4% Sigma life science,
St. Luis, USA

Tween-20 AppliChem GmbH,
Darmstadt, D

Medium (RPMI-1640 GlutaMAX™)

Gibco /Life Technologies,
Carlsbad, CA, USA

13
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2.1.2 Gerite/Materialien

Geritename

Hersteller

Durchflusszytometer FACSCantoll

BD (Becton, Dickinson Company) , Franklin
Lakes, NJ, USA

ELISA 96-Well Platten Greiner Bio-One International GmbH,
Frickenhausen, D
Inkubator Binder GmbH,
Tuttlingen, D
Mikrotitierplatten-Photometer Sunrise Tecan Trading AG,
Mainnedorf, CH
Schiittler PMR-30 Platform Rocker Grant Bio,
Oregon,USA
Sicherheitswerkbank Airstream Esco class I Biomedis  Vertriebsgesellschaft ~GmbH,
BSC GieBlen, D
Zentrifuge Megafuge 1.0 R Heraeus Holding GmbH,
Hanau, D
Zentrifuge 5804 R Eppendorf AG,
Hamburg, D

14



Material und Methodik 15

2.1.4. Puffer und Medien

Puffer / Medium Rezept
Ammoniumchlorid Lysepuffer (0,155M) 500 ml H,0
4,15 g NH,Cl
0,5006 g KHCO4

0,1 ml EDTA-LOsung

pH 7.4 mit Salzsiure titrieren

EDTA-Losung (0,5M)

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

auf 1000 ml auffiillen und autoklavieren

ELISA Coating-Puffer

200 ul 5X Coating-Buffer (Carbonatpuffer)

800 ul H,0O
ELISA Waschpuffer 500 ml PBS
0,25 ml Tween 20
ELISA Assay Diluent 10 ml Assay Diluent Stock

40 ml PBS

ELISA Fixationsantikorperlosung

5 ul FixationsantikOrperansatz

995 ul Coating-Puffer

ELISA Detektionsantikorperlosung

5 ul Detektionsantikoperansatz

995 ul Assay Diluent

ELISA Avidin-horseradish-peroxidase
(HRP)-Losung

1 pl Avidin HRP

999 ul Assay Diluent

15
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Puffer/Medium Rezept
FACS-Puffer 500 ml PBS
5% (v/v) FBS

0,5% (w/v) BSA
0,007 (v/v) NaN;

FACS-Firbepuffer

200 pl FACS-Puffer
1 pl CD16 APC Antikorper (0,75 pg/ml)
4 nl CD14 PE Antikorper (1 pg/ml)

4 pl IL-1o FITC Antikorper (10 pg/ml)

Aluminium (40 mM)

1 ml endotoxinfreies Wasser
20 mg Aluminium

5 min durch Ultraschall homogenisieren

ATP (200 mM)

1 ml endotoxinfreies Wasser

110 mg ATP

Nigericin (2,68 mM)

2ml Ethanol
10mg Nigericin

3 ml steriles PBS

Zellkulturmedium (Vollmedium)

500ml RPMI
10% FBS
1% Pen/Strep

16
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2.2. Methodik

Die Versuche wurden - soweit nicht anders angegeben - bei Raumtemperatur (20 °C) und mit
deionisiertem Wasser durchgefiihrt. Die Versuchsdurchfiihrung fand unter sterilen

Bedingungen statt.

2.2.2. Votum der Ethikkommission

Diese Arbeit fand im Rahmen der Studie ,,Untersuchungen zur Rolle des Inflammasoms bei der
Entstehung kardiovaskuldrer Erkrankungen* statt, welche am 20.08.2013 unter der
Kennnummer 155/13 von der Ethikkommission der Arztekammer des Saarlandes genehmigt

wurde.

2.2.3. Patientenkollektiv

In der Zeit von September 2013 bis zum Mérz 2016 wurden an der Klinik fiir Innere Medizin
IV des Universititsklinikums des Saarlandes Patienten mit chronischer Nierenerkrankung
rekrutiert. Das Stadium der chronischen Nierenerkrankung wurde anhand der CKD-EPI
Kreatinin Cystatin C-Formel in die Stadien G1 bis G5 nach KDIGO 2012 festgelegt (1). Die
Stadien G1 und G2, sowie die Stadien G4 und G5 wurden jeweils zu einer Gruppe
zusammengefasst. Als weitere Studiengruppen wurden Patienten nach Nierentransplantation
(‘Transplant’) und Hdmodialyse-Patienten rekrutiert. Eine Gruppe mit gesunden Probanden
wurde als Referenzgruppe in die Studie eingeschlossen. Fiir alle Gruppen galten das Vorliegen
eines Malignoms, einer Schwangerschaft oder einer akuten Entziindung definiert durch eine
Leukozytose >10.000 Zellen/ul als Ausschlusskriterien. Fiir die Gruppe der Gesunden galten
weiterhin eine regelmifige Einnahme von Medikamenten, eine manifeste KHK, eine pAVK,
eine zerebrovaskulédre Erkrankung und ein Diabetes mellitus als Ausschlusskriterien. Neben der
Entnahme vendsen Blutes zur Isolierung von PBMC wurde bei der Rekrutierung eine
Anamnese, korperliche Untersuchung und eine allgemeine klinisch-chemische
Laboruntersuchung durchgefiihrt. Hierbei wurden Kreatinin, Cystatin C, Albumin, Harnstoff,
Harnséure, Kalium, CRP, Leukozyten, Himoglobin und HbA1C erfasst. Anhand von Kreatinin
und Cystatin C im Blut wurde die eGFR nach der zuvor beschriebenen beschriebenen Formel
(siehe Seite 2, Einleitung), sowie anhand von Albumin und Kreatinin im Urin die ACR

bestimmt und die Patienten den Studiengruppen zugeordnet.
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2.24. Probengewinnung

Die Probengewinnung erfolgte durch vendse Blutentnahme in der Ellenbeuge in der
nephrologischen Ambulanz oder der Dialyseabteilung der Klinik fiir Innere Medizin IV.
Gesunde Probanden wurden aus Mitarbeitern des Universitdtsklinikums rekrutiert. Nach
Aufkldrung und Einwilligung der Probanden zur Teilnahme an der Studie wurden insgesamt 99
ml vendsen Blutes in 9 ml EDTA-Monovetten und Serum-Monovetten entnommen. Weiterhin

wurden 50 ml Urin des Patienten in Monovetten asserviert.

2.2.1. Studiendesign

Zunichst wurden Peripheral Blood Mononuclear cells (PBMC) aus dem Vollbut der Probanden
isoliert. AnschlieBend wurde durchflusszytometrisch die Expression von IL-la auf der
Zelloberfliche der verschiedenen Monozytenpopulationen gemessen. In einem weiteren Schritt
wurden die PBMCs kultiviert, durch Adhédrenzkultur Monozyten gewonnen und diese mit
bekannten Aktivatoren der IL-lo Freisetzung stimuliert. AnschlieBend wurde die

Konzentration von IL-lo. im Zellkultur-Uberstand mittels Enzyme-linked Immunosorbent

Assay (ELISA) quantifiziert.

2.2.5. Isolation von PBMC

Ein  Standardverfahren = zur  Isolation = von  PBMCs  stellt die  Ficoll-
Dichtegradientenzentrifugation dar. Hierbei nutzt man die geringere Dichte der Monozyten
gegeniiber weiteren Bestandteilen des Blutes (z.B. Erythrozyten, Granulozyten), um sie von
diesen zu trennen. Das Trennmedium wird durch das Losen von Ficoll 400 und
Natriumdiatrizoat auf eine Dichte von 1,077 g/ml angesetzt. Ficoll 400 besteht aus einem
gelosten Saccharose-Epichlorhydrin-Copolymer, welches durch seine hohe Molekiilmasse von
400 kDa kaum osmotisch wirksam ist und somit optimale Eigenschaften fiir die
Dichtegradientenzentrifugation bietet. In der Phase der PBMCs verbleiben neben den
Monozyten allerdings auch Thrombozyten und einzelne Erythrozyten. Die Thrombozyten
konnen im Anschluss durch Waschschritte entfernt werden und die Erythrozyten werden durch
eine osmotische Himolyse mittels Ammoniumchlorid entfernt. Ausgangsmaterial waren 18 ml
Blut der Probanden, welches mit EDTA zur Gerinnungshemmung versetzt wurde. Dieses wurde
mit 18 ml PBS (0,5 M EDTA) gemischt und in ein 50 ml Falcon iiberfiihrt. AnschlieBend
wurden zwei weitere 50 ml Falcons mit jeweils 15 ml des Ficoll-Mediums bereitgestellt. Auf
diese wurde nun vorsichtig das Blut-PBS-Gemisch geschichtet. Wichtig war hier, dass sich eine
moglichst klare Trennschicht zwischen dem Ficoll-Medium und dem Blut-PBS-Gemisch
bildete und es nicht zur Vermischung der beiden Phasen kommt.
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Im nichsten Schritt wurden die beiden Falcons bei 400 G fiir 30 min bei 20 °C zentrifugiert.
Hierbei war darauf zu achten, dass ohne Bremse zentrifugiert wurde, da sich ansonsten die
getrennten Schichten beim Abbremsen vermischen. Alle weiteren Zentrifugationsschritte

konnten mit Bremse durchgefiihrt werden. Die Schichtung der Zellen zeigt Abbildung 1.

Vor Zentrifugation Schichtung nach Zentrifugation

Plasma
Blut-PBS-Gemisch

PBMC's

Trennmedium (Ficoll)

Trennmedium (Ficoll) Granulozyten

Erythrozyten

Abbildung 1 Die Schichtung der Zellen vor und nach Zentrifugation

Nun wurde die Schicht der PBMCs mit einer 10 ml Spritze und einer 20 G Kaniile vorsichtig
abgenommen und in ein 50 ml Falcon iiberfiihrt. Wichtig war dabei, die Schicht sehr genau zu
entnehmen und moglichst kein Ficoll mit abzunehmen, da dieses zytotoxisch ist. Das Falcon
wurde mit PBS/EDTA aufgefiillt und bei 400 G fiir 10 min bei 4°C zentrifugiert. Es bildete sich
ein Zellpellet am Boden des Falcon. Der Uberstand iiber dem Zellpellet wurde abgesaugt, das
Zellpellet in 2,5 ml PBS/EDTA resuspendiert und in ein 15 ml Falcon iiberfiihrt, welches mit
PBS/EDTA aufgefiillt wurde. Dieses Falcon wurde mit 300 G fiir 10 min bei 4 °C zentrifugiert.
Wieder wurde der Uberstand abgesaugt und das Pellet in 2 ml PBS resuspendiert. Hierzu
wurden 6 ml Ammoniumchloridlosung gegeben und es wurde fiir 10 min bei 4 °C zur Lyse der
Erythrozyten inkubiert. Im Anschluss wurde das Falcon bei 400 G fiir 10 min bei 4 °C
zentrifugiert. Erneut wurde der Uberstand abgesaugt und das Zellpellet in 10 ml
Zellkulturmedium resuspendiert. Mithilfe einer Neubauerzdhlkammer (Abb. 2) wurde die
Anzahl der PBMCs im Zellkulturmedium bestimmt. Hierzu wurden 10 ul der Zellsuspension
mit 90 ul Trypanblau (4%) vermischt. Das Trypanblau hat die Eigenschaft tote Zellen
anzufirben, da bei diesen die Integritidt der Zellmembran defekt ist. Vitale Zellen werden

hingegen nicht angeférbt und erscheinen hell unter dem Lichtmikroskop.
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Von diesem Zellsuspension-Trypanblaugemisch wurden nun 10 pl in die Zéahlkammer gegeben

und unter dem Lichtmikroskop ausgezahlt.

Abbildung 2 Der Aufbau einer Neubauer-Zihlkammer: Zur Zihlung der PBMCs werden die

I1x1 mm breiten und 0,1 mm tiefen blauen Quadrate ausgezahlt.

Das Prinzip der Neubauerzihlkammer besteht darin, dass die grauen Quadranten genau 1 mm
lang und breit und 0,1 mm tief sind. Somit ergibt sich ein Volumen von 0,1 ul pro Quadrant.
Es werden alle vier blauen Quadranten ausgezidhlt und der Mittelwert ermittelt. Durch die
vorherige Verdiinnung erhilt man anschlieBend durch Multiplikation mit dem Faktor 10* die
Zellzahl pro Milliliter Zellsuspension. Von diesen Zellen wurden je 200.000 Zellen auf 12
Wells einer 96 Well-Platte ausgesdt. Hierfiir wurden 3,2 Millionen Zellen aus der
Zellsuspension entnommen und mit Zellkulturmedium auf 3,2 ml aufgefiillt, sodass die Zellen
pro Well in 0,2 ml Ndhrmedium inkubierten. AnschlieBend wurden 2 Millionen Zellen der

Zellsuspension zur durchflusszytometrischen Analyse in ein 1,5 ml Reaktionsgeféf3 tiberfiihrt.

2.2.6. Zellkultur

Die in den 96 Well Platten ausgesidten Zellen wurden fiir eine Stunde bei 37°C und 5% CO,
inkubiert. In dieser Zeit adhirierten die Monozyten am Boden der Platte. AnschlieBend wurde
das Medium iiber der Platte vorsichtig entnommen und durch neues RPMI-Vollmedium ersetzt.
Die Reinheit der so gewonnen Monozyten betrdgt ca. 97 %. Durch diesen Mediumwechsel
wurden tote Monozyten, welche nicht adhérieren, sowie andere Zellen, welche zuvor in der

Isolation nicht vollstédndig entfernt wurden, beseitigt.

20



Material und Methodik 21

Im néchsten Schritt wurden die Monozyten iiber Nacht im Inkubator bei 37 °C und 5 % CO,
im Zellkulturmedium inkubiert. Das Vollmedium besteht hierbei aus RPMI-1640
GlutaMAX™, einem etablierten Kulturmedium welches aus einem Hydrogencarbonat-Puffer
sowie einer Kombination von Glukose, Salzen, Aminosduren und Vitaminen besteht.
Zusitzlich wurden diesem 10% fetales bovines Serumalbumin (FBS) zugesetzt, welches
diverse Wachstumsfaktoren bereitstellt sowie 1% einer Antibiotikakombination aus Penicillin

uns Streptomycin, um das Wachstum von Pilzen und Bakterien zu verhindern.

2.2.7. Gewinnung von Monozyten und Stimulation

Nach Inkubation der Zellen in Vollmedium iiber Nacht, wurde am folgenden Tag das
Vollmedium durch Opti-MEM Medium ersetzt. Uber diesen Schritt wurden die Monozyten in
threm Wachstum arretiert. Aulerdem wurde das FBS entfernt, welches bei der spiteren
Analyse mittels ELISA zu einem starken unspezifischen Signal und einer ungenauen Messung

fiihren wiirde. Die Anordnung der Proben ist in Abbildung 3 dargestellt.
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Abbildung 3 Aufbau der Zellkultur: Pro Well befinden sich 2 Millionen Zellen in 0,2 ml
Zellkulturmedium. In jeder Zeile sind die jeweiligen Stimulantien aufgefiihrt.

Nach dem Mediumwechsel erfolgte zunichst eine Stimulation der Zellen mit dem TLR4-
Liganden LPS (10 ng/ml, 4 hr) und im Anschluss eine Stimulation der Zellen mit ATP (5 mM,
1hr), Nigericin (1 yM, lhr) sowie Aluminium-Kristallen (200 pg/ml, 3 hr). Nach Ende der
Stimulationszeit wurde die 96 Well Platte bei 400 G fiir 10 min bei 4 °C zentrifugiert.
AnschlieBend wurde vorsichtig der Uberstand abgenommen, in 1,5 ml Eppendorf-Tubes

tiberfiihrt und bei -80°C bis zur IL-10 Messung mittels ELISA asserviert.
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2.2.8. Enzyme-linked Immunosorbent Assay (ELISA)

Der ELISA ist in seinen verschiedenen Varianten die derzeit am héufigsten verwendete
Methode zur quantitativen Analyse von Proteinen. Das Prinzip des Sandwich-ELISA besteht
darin, einen Antikorper, welcher an einen gesuchten Stoff bindet, mit seinem Fc-Teil auf eine
Platte zu binden und anschlieBend mit einem zweiten gegen das Antigen gerichteten
Antikorper, welcher an ein Enzym gebunden ist, eine Farbreaktion auszuldsen. Diese kann dann
photometrisch detektiert und mittels einer Standardreihe mit bekannten Konzentrationen des

gesuchten Stoffes quantitativ ausgewertet werden. Abbildung 4 zeigt diesen Ablauf.

TMP

Detektionsantik6rper TMP (blau)

Zugabe von Schwefelsdure

@ TMP (gelb)

Féngerantikdrper

Abbildung 4 Versuchsablauf des Sandwich-ELISA: Die Platte ist mit einem Fangerantikorper
beschichtet, welcher das gesuchte Antigen bindet. An diesen bindet ein biotinylierter
Detektionsantikorper, welcher tiber Biotin an Avidin-HRP bindet. Die Meerrettichperoxidase
(HRP) fiihrt durch Zugabe eines Substrates zu einer Farbreaktion, welche photometrisch
quantifiziert wird.

Zum Nachweis des von den Monozyten sezernierten Il-1a wurde das Human-IL-1a ELISA
MAX™ Deluxe Set verwendet. Zunichst wurde eine ELISA 96 Well Platte mit 50 ul/Well der
Fixationsantikorperlosung beschichtet, mit Parafinfolie versiegelt und iiber Nacht bei 4° C im
Kiihlschrank inkubiert. Die Antikérper binden bei diesem Vorgang, welcher auch als Coating
bezeichnet wird, mit ihrem Fc-Teil an die Polystyrolmolekiile des Plattenbodens. Am néchsten
Tag wurde die Platte viermal mit Waschpuffer gewaschen, um nicht-gebundenen Antikorper
zu entfernen. Bei allen Waschschritten war darauf zu achten ausreichend Waschpuffer zu
verwenden (mindestens 300 pl/Well) und diesen vor dem nédchsten Waschschritt komplett zu

entfernen.
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AnschlieBend wurden auf jedes Well 100 ul des Assay Diluent gegeben, die Platte mit Parafilm
versiegelt und eine Stunde bei Raumtemperatur auf einem Schiittler inkubiert. Durch BSA,
welches im Assay Diluent enthalten ist, werden freie unspezifische Proteinbindungsstellen
geblockt und somit verhindert, dass an diese im Verlauf Detektionsantikorper binden und ein
unspezifisches Hintergrundsignal verursachen. Wihrend dieser Inkubationszeit konnten die
Standards und die Proben vorbereitet werden. Es wurde eine Standardreihe mit der hochsten
Konzentration von 250 pg/ml durch Zugabe von 5,88 ul Standardlésung (42,5 ng/ml) zu 994,12
pl Assay Diluent angesetzt und anschlieend immer auf die Hélfte verdiinnt. So ergab sich eine
Konzentrationsreihe von 250 pg/ml, 125 pg/ml, 62,5 pg/ml, 31,3 pg/ml, 15,6 pg/ml, 7.8 pg/ml,
3,9 pg/ml und 0 pg/ml IL-1a. Die Konzentration von 0 pg/ml enthélt Assay Diluent ohne
Standardldsung. Nach dem Blocking erfolgten vier weitere Waschschritte der ELISA-Platte mit
dem angesetzten Waschpuffer. Die Proben wurden vor Auftragen auf die Platte nochmals auf
einem Vortexgerit gemischt. Pro Well wurden nun 50 pl der Verdiinnungsreihe des Standards
und der Proben aufgetragen, die Platte mit Parafilm versiegelt und zwei Stunden auf dem
Schiittler inkubiert. Es folgten erneut vier Waschschritte, um ungebundenes Protein zu
entfernen. AnschlieBend wurden auf jedes Well 50 ul der Detektionsantikorperlosung gegeben
und die versiegelte Platte fiir eine weitere Stunde auf einem Schiittler inkubiert. Wieder folgten
vier Waschschritte, bevor 50 pl der Avidin-HRP-Losung auf jedes Well gegeben und die Platte
fiir 30 min auf dem Schiittler inkubiert wurde. Avidin hat eine hohe Affinitit zu Biotin und
wird dariiber an den biotinylierten Fc-Teil des Detektionsantikdrpers gebunden. Es wird in
einem Komplex mit der Meerrettichperoxidase (HRP) hinzugegeben, welche als Enzym die
spétere Farbreaktion katalysiert. Nach Inkubation mit Avidin-HRP wurden die Wells fiinfmal
mit Waschpuffer gewaschen. Nun wurden pro Well 50 pl der Substratlosung F hinzugegeben
und die Platte fiir 20 Minuten im Dunkeln auf einem Schiittler inkubiert. Die Substratlosung
enthilt Tetramethylbenzidin (TMB), welches durch Reaktion mit der Meerrettichperoxidase
oxidiert wird und eine blaue Farbreaktion eingeht. Im letzten Schritt wurden 25 pl
Schwefelsdure pro Well hinzugegeben, um die Reaktion zu stoppen, wobei sich TMB gelb
farbt. Nun kann photometrisch die Adsorption bei 450 nm und 570 nm gemessen und so im
Vergleich zur Standardreihe quantitativ die IL-la Konzentration im Zellkulturiiberstand

bestimmt werden.
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2.2.9. Durchflusszytometrie

Durchflusszytometrie ist eine weit verbreitete Methode zur Untersuchung und
Charakterisierung von Zellen. Das Prinzip ist dabei, dass die Zellen in einer Tréagerfliissigkeit
in einem laminaren Strom durch eine Kiivette flieBen, wobei diese so diinn ist, dass sich die
Zellen hintereinander aufreihen. Der Aufbau eines Durchflusszytometers ist in Abbildung 5

schematisch gezeigt.

Luft

1 Luftfilter Tragerflussigkeit Laminarer Probenfluss
Probe in Messklvette

O Luftpumpe
Messkiivette

Druckregler

Filter

Probenréhrchen

Tragerflussigkeitsbehdlter  Abfallbehélter Probendruckregler

Abbildung 5 Aufbau eines Durchflusszytometers. Uber den Probendruckregler wird
Tragerfliissigkeit unter Druck durch die Messkiivette getrieben und durch Luftdruck im
Probenrohrchen wird die Probe ebenfalls in die Messkiivette gedriickt, wo sie von der
Tragerfliissigkeit aufgenommen wird und sich die Zellen in einem laminaren Strom aufreihen.
(aus: Der Experimentator — Immunologie)

Beim Durchlaufen der Kiivette passieren die Zellen einen Laser. Hinter dem Laser befinden
sich zwei Detektoren, die das Streulicht und das reflektierte Licht auffangen.

Der Forward Scatter (FSC) misst dabei das Seitwirtsstreulicht, welches an der Zelle
vorbeistrahlt und gibt Informationen iiber die Grofle der Zelle. Im Winkel von 90° zum FSC
befindet sich der Side Scatter (SSC) fiir das Seitwirtsstreulicht. Dieses ldsst Schliisse iiber die
Granularitit der Zelle zu. Diese beiden Zellcharakteristika bilden die Basis der Analyse durch
die Durchflusszytometrie. Zusitzlich konnen bestimmte Proteine der Zelle mit Antikdrpern

markiert werden, welche ein bestimmtes Fluorochrom tragen.
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Das Fluorochrom wird beim Durchlaufen des Lasers angeregt und emittiert Strahlung einer
gewissen Wellenlidnge, welche detektiert wird. Daraus kann auf die Expression des markierten
Proteins auf der Zelloberfliche geschlossen werden. Da es verschiedene Fluorochrome gibt,
welche Licht mit unterschiedlichen Wellenldngen emittieren, ist es moglich, in einer Analyse
verschiedene Antigene auf der Oberfldche der Zellen zu markieren und zu quantifizieren.
Hierzu werden teildurchlédssige Spiegel und verschieden Filter eingebaut, um das Licht der
gewiinschten Wellenldnge vor dem Detektor zu isolieren. AuBBerdem ist es zuséatzlich moglich,
durch Verwendung verschiedener Laser die Bandbreite an Fluorochromen, welche angeregt
werden konnen, zu erhdhen und damit weitere Marker in einer Messung verwenden zu konnen.

Einen schematischen Aufbau der Optik zeigt Abbildung 6.

Das optische System

FL1

SSC

Ao 530/30

488/10\‘ Spiegel
FL2

FL4 v >4L .
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661/16\</
/

Sammellinse

X P
FL3 [\670L
Laser .
488 nm > vV - ’
Fokussierungs- Messklivette 488/10 FSC-Diode
Linse

Abbildung 6 Schematischer Aufbau der Optik: Die Zellen werden beim Passieren der
Messkiivette durch den Laser bestrahlt. Uber den FSC und SSC konnen ZellgroBe und
Granularitit bestimmt werden. Durch Markierung der Zelle mit Fluorochromen lassen sich
verschiedene Oberfldchenproteine der Zelle markieren und durch teildurchlédssige Spiegel und
Filter die Signale isoliert detektieren (FL1-4). (aus: Der Experimentator — Immunologie)

Ausgangsmaterial fiir die Messung von IL-1o waren zwei Millionen PBMCs, welche aus dem
Blut der Probanden isoliert wurden. Von diesen wurden je eine Million in ein FACS-Ro6hrchen
tiberfiihrt. Die Zellen wurden mit FACS-Puffer gewaschen und anschliefend fiir 45 min bei
4°C mit den Antikorpern fiir CD14 (0,75 pg/ml), CD16 (1 pg/ml) und IL-1a (10 pg/ml) bzw.
Mouse IgG1 kappa Isotyp Kontrolle (10 yg/ml) inkubiert. Hierzu gab man 50 ul des FACS-

Farbepuffers zu einer Probe.
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Die zweite Probe wurde als Kontrolle nicht gefidrbt und wihrenddessen bei 4°C in FACS-Puffer
gelagert. Anschlieend wurden die Zellen erneut fiir 5 min mit FACS-Puffer gewaschen. Zur
Fixierung der Zellen wurden 300 pl Formaldehyd pro Rohrchen hinzugegeben und fiir 20 min
bei 4°C inkubiert. Hierbei sollten die Proben regelméfig gemischt werden. Im Anschluss folgte
ein weiterer Waschschritt mit FACS-Puffer fiir 5 min und die Zellen wurden in 300 ul FACS-
Puffer bei 4°C bis zur Messung aufbewahrt. Die Messung erfolgte hierbei jeweils innerhalb
von maximal zwei Tagen nach der Farbung. Die Messung wurde mit dem Durchflusszytometer
FACS Cantoll durchgefiihrt. Hierbei wurde die Mean fluorescence intensity (MFI) der

gefarbten Probe im Vergleich zur ungefirbten Kontrolle gemessen.
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Abbildung 7 Analyse der FACS-Messung.

Man erhilt - wie in Abbildung 7 oben links gezeigt - eine Darstellung der gemessenen Events.
Jeder Punkt entspricht einem Event, also einem Partikel, welcher den Laser passiert hat. Sie
sind nach GroBe (FSC) und Granularitit (SSC) aufgeteilt. Das Gate wurde nun so gelegt, dass
moglichst nur Events, welche den Charakteristika von Monozyten entsprechen, ausgewihlt

sind.
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AnschlieBend wurden die ausgewihlten Zellen anhand der gemessenen Fluoreszenz fiir die
Oberflachenmarker CD14 und CD16 charakterisiert und anhand dieser Merkmale in die
Subpopulationen eingeteilt (Abbildung 7 unten). Weiterhin wurden die Events des Gates
entsprechend ihrer Oberflachenmarkierung mit IL-1o-FITC charakterisiert (Abbildung 7 oben

rechts).
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Abbildung 8 Isotypenkontrolle zur Bestimmung der unspezifischen Bindungen

Da die Fluoreszenz-markierten Antikorper neben der spezifischen Bindung mit ihrem Fab-Teil
an IL-1a auch mit ihrem Fc-Teil unspezifisch an die Zelloberfliche binden kénnen, wurde
zudem eine Isotyp-Kontrolle durchgefiihrt. Um unspezifische Bindungen zu detektieren, wurde
die Probe mit einem Antikorper desselben Isotyps gefarbt, welcher jedoch nicht an IL-1a
bindet. Hierbei konnte - wie in Abbildung 8 dargestellt — eine unspezifische Antikorper-

Bindung an die Monozyten ausgeschlossen werden.
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4.2.10 Statistik

Die statistischen Auswertungen wurden mit dem Programm IBM SPSS Statistics 24
durchgefiihrt. Zur graphischen Darstellung wurden GraphPad Prism und Microsoft Excel 2016
verwendet. Kontinuierliche Variablen der Patientencharakteristika wurden als Mittelwerte mit
einer Standardabweichung und kategoriale Variablen als prozentuale Verteilung angegeben.
Patientencharakteristika wurden mittels Fisher-Exact Test fiir kategoriale Variablen oder One-
Way ANOVA Test fiir kontinuierliche Variablen verglichen. Messwerte der
Durchflusscytometrie sowie ELISA wurden als Dot Plots dargestellt. Der horizontale Strich
gibt den Mittelwert, die Whiskers den Standard Error of the Mean (SEM) an. Statistische
Unterschiede wurden mittels One-Way ANOV A sowie Dunnet’s Post-hoc Test untersucht. Ein

Signifikanzniveau von P < 0.05 wurde als statistisch signifikant angenommen. Weiterhin

wurden folgende Symbole definiert: * P < 0,05; ** P <0,01; *** P <0,001.
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3. Ergebnisse

3.1. Charakterisierung der Studiengruppe

3.1.1. Rekrutierungsschema
In die Studie wurden im Zeitraum vom 01.09.2013 bis zum 01.03.2016 insgesamt 267
Probanden eingeschlossen. Diese wurden nach den im Abschnitt Methodik beschriebenen

Kriterien in die Studiengruppen eingeteilt. Abbildung 9 zeigt das Rekrutierungsschema.

267 Patienten

47 Patienten
(fehlendes Material)

2 Patienten
(Einschlusskriterien nicht erfullt)

218 Patienten

N=74 N =20 N =46 N =31 CKD N =30 N=17
Gesunde |CKD Stadium | CKD Stadium| Stadium Dialyse (HD) | Transplant
G1+2 G3 G4+5
(GFR>60 mg/dl) (GFR=30-60 (GFR<30 mg/dl)
mg/dl)

Abbildung 9 Rekrutierungsschema.

Von den rekrutierten Patienten wurden 47 ausgeschlossen, da an dem Tag der Rekrutierung
keine Isolation von Monozyten durchgefiihrt werden konnte. Hier wurden lediglich
Serumproben fiir kiinftige Analysen asserviert. Weitere zwei Patienten wurden nachtriglich
ausgeschlossen, da sie Einschlusskriterien der Gruppe der gesunden Probanden nicht erfiillten.

In beiden Fillen lag ein Diabetes mellitus vor.
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3.1.2. Grunderkrankungen, Begleiterkrankungen und Risikofaktoren

Von Bedeutung zur Charakterisierung der Studiengruppen sind die Grund- und
Begleiterkrankungen der Niereninsuffizienz sowie die Risikofaktoren fiir kardiovaskulire
Erkrankungen, welche bei den Patienten der jeweiligen Gruppe vorlagen. Die
Grunderkrankungen wurden in die vier Kategorien diabetische Nephropathie, vaskulédre
Nephropathie, Glomerulonephritis, und Sonstige eingeteilt, wobei teilweise bei einem Patienten
auch gleichzeitig mehr als eine Grunderkrankung vorhanden sein konnte. In die Kategorie
,Sonstige’ wurden alle Grunderkrankungen eingeteilt, welche nicht einer der anderen
Kategorien zuzuordnen waren. Beispiele fiir sonstige Grunderkrankungen sind Nephrolithiasis,
Schrumpfnieren, Autosomale Polyzystische Nierenerkrankungen oder die Schadigung nach
akutem Nierenversagen. Die Verteilung der Grunderkrankungen in den einzelnen

Patientengruppen ist in Abbildung 10 dargestellt.
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Abbildung 10 Grunderkrankungen in den Studiengruppen

Es zeigte sich ein typisches Verteilungsbild von Grunderkrankungen, welche in der westlichen
Welt zur chronischen Niereninsuffizienz fiihren. Die hédufigste Grunderkrankung in den
Gruppen der Nierenkranken war die vaskuldre Nephropathie, welche bei bis zu 65% der

Patienten vorkam.
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Die diabetische Nephropathie war hingegen nur bei 13% der Patienten im Stadium G3
ursdchlich und in den weiteren Gruppen noch seltener. In den Gruppen ‘HD’ und ‘Transplant’
bildeten die sonstigen Erkrankungen mit 40% und 47% den groften. Glomerulonephritiden
kamen vor allem in den Gruppen ‘CKD G445’ und ‘Transplant’ vor.

Weiterhin  wurde neben den Grunderkrankungen auch das Vorliegen typischer
Begleiterkrankungen der chronischen Nierenerkrankung erfasst. Diese sind in Abbildung 11

dargestellt.
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Abbildung 11 Begleiterkrankungen in den Studiengruppen

Die bei den Patienten am héufigsten vorkommende Erkrankung war die koronare
Herzerkrankung (KHK). In der Gruppe ‘HD’ litten 27% der Patienten an einer KHK,
wohingegen in der Gruppe ‘Transplant’ nur 12% diese Begleiterkrankung aufwiesen. Eine
weitere Begleiterkrankung, welche hiufig bei chronisch Nierenkranken vorkommt, ist die
peripher arterielle Verschlusskrankheit (pAVK). In der Gruppe der Dialysepatienten waren
27% der Patienten an einer pAVK erkrankt. In den anderen Gruppen kam diese Erkrankung
hingegen seltener vor. Ein geringer Anteil der Patienten hatte sich bereits einer Aortokoronaren
Bypass-OP unterzogen oder einen Herzinfarkt erlitten Auch der Schlaganfall war eine im

Vergleich zur pAVK und der KHK deutlich seltenere Begleiterkrankung.
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Weiterhin wurden auch die wichtigsten Risikofaktoren fiir kardiovaskuldre Erkrankungen

erfasst. Deren Vorkommen in den Studiengruppen ist in Abbildung 12 gezeigt.
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Abbildung 12 Risikofaktoren in den Studiengruppen

Der am Héufigsten vorkommende Risikofaktor war die arterielle Hypertonie. Bei 95% der
Patienten in der Gruppe ‘CKD G142’ lag dieser Risikofaktor vor und auch in den anderen
Gruppen wiesen zwischen 71% und 80% der Patienten einen arteriellen Hypertonus auf.
Ebenfalls ein hdufiger Risikofaktor war der Nikotinkonsum. 34% der Gesunden waren Raucher
und weitere 22% ehemalige Raucher. In den Gruppen der Nierenkranken iiberwog der Anteil
der ehemaligen Raucher welcher zwischen 43% in der Gruppe ‘CKD G3’ und 60% in der
Gruppe ‘CKD G142’ lag. Auch der Diabetes mellitus als Begleiterkrankung stellt einen
Risikofaktor fiir die Entwicklung kardiovaskuldrer Erkrankungen und einer chronischen
Nierenerkrankung dar. In der Gruppe der Gesunden waren nach der Definition keine an
Diabetes mellitus Erkrankten eingeschlossen. In den weiteren Gruppen lag der Anteil zwischen

35% in der Gruppe CKD G1+G2 und 53% in der Gruppe ‘HD’.
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3.1.3. Anthropometrische Charakteristika

Zum Vergleich der Gruppen untereinander wurden anthropometrische Messwerte zum
Zeitpunkt der Probenentnahme erfasst. Die Patienten hatten ein Durchschnittsalter von 65.8 +
12.1 Jahren. Insgesamt waren 77 % der Probanden ménnlich. In der Gruppe der Gesunden
tiberwog der Anteil der Frauen mit 70 %. In den anderen Gruppen hingegen war der Anteil der
Minner zwischen 63 % in der Gruppe ‘HD’ und 80 % im Stadium CKD G1+G2 durchgehend
hoher als der weibliche Anteil.

Der BMI der Patienten mit chronischer Nierenerkrankung lag iiber dem der gesunden
Probanden wiéhrend die Gruppen ‘HD’ und ‘Transplant’ einen niedrigeren BMI aufwiesen.
Die durchschnittliche Herzfrequenz lag bei 71 + 12 Schligen/min und es zeigte sich kein
signifikanter Unterschied zwischen den Gruppen. Beim Blutdruck wiederum zeigten sich
deutliche Gruppenunterschiede. Die Werte fiir den systolischen Blutdruck lagen im Mittel bei
142 + 22 mmHg und fiir den diastolischen Blutdruck bei 81 + 13 mmHg. Vor allem in der
Gruppe ‘HD’ lagen sowohl systolischer als auch diastolischer Blutdruck niedriger als in den
anderen Gruppen und auch bei den gesunden Probanden war der systolische Blutdruck mit im
Mittel 131 + 19 mmHg deutlich niedriger als in den Gruppen der Stadien G1 bis G5 und
‘Transplant’. Tabelle 8 zeigt gibt einen Uberblick iiber die erfassten anthropometrischen Daten

der jeweiligen Gruppe als Mittelwert mit Standardabweichung.
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Gesund CKD CKD G3 CKD HD Transplant P
G1+G2 G4+GS5
(N=74) (N=46) (N=30) (N=17)
(N=20) (N=31)
Alter (Jahre) 594+12.5 60,2+13.5 64,0+9,7 68,9+7.,5 67,3+14,0 54,5+13,6 <0.001
Geschlecht (% 30 80 65 71 63 76 0.001
Miinnlich)
0.319
GrofBe (cm) 170 £ 10 172 £8 168 +9 168+ 8 169+ 9 168 + 10
<0.001
Gewicht (kg) 76 + 18 93 +£22 91 +£21 84 £ 16 79 £ 19 77+ 20
<0.001
BMI (kg/m?) 26+ 5 316 32+7 305 26+ 7 27+ 6
. <0.001
RR systolisch 131 +19 150 + 22 145+ 20 154 £25 134 + 22 145 £ 25
(mmHg)
. . <0.001
RR diastolisch 84 +13 87+ 14 82+ 10 82 +13 67+ 13 86+ 16
(mmHg)
0.118
Herzfrequenz 74 +11 70 £ 13 6711 74+ 13 71+£11 68 £ 11
(1/min)

Tabelle 8 Anthropometrische Charakteristika der Studiengruppen. Dargestellt sind Mittelwert +/- SD oder % der Gruppe
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3.1.4. Nierenfunktion

Zur Bestimmung der eGFR in den Gruppen wurden die Parameter Kreatinin und Cystatin C
bestimmt und die eGFR anhand der CKD-EPI Formeln nach KDIGO 2012 abgeschitzt (1). In
der Gruppe ‘HD’ erfolgte keine Bestimmung der eGFR. Bei den Gesunden lag die
durchschnittliche eGFR mit 95 + 17 ml/min/1,73m? KOF im Normbereich. Mit zunehmendem
Stadium der CKD von G1 bis G5 nahm die eGFR immer weiter ab und lag in der Gruppe ‘CKD
G4+5’ im Durchschnitt bei 20 + 5 ml/min/1,73m* KOF. Bei den Nierentransplantierten lag die
eGFR der Spenderniere im Mittel bei 46 + 16 ml/min/1,73m? KOF und somit im Bereich eines
Stadiums G3a nach KDIGO. Zur weiteren Charakterisierung der Nierenfunktion und als
Prognosemarker fiir das Fortschreiten der CKD wurde Albumin im Urin bestimmt und die ACR
berechnet. In der Gruppe der Dialysepatienten (HD) ist die Bestimmung der ACR nicht
sinnvoll, da bei den meisten Patienten keine Restdiurese mehr vorhanden ist, und wurde deshalb
nicht durchgefiihrt. In der Gruppe der gesunden Probanden lag keine Albuminurie vor und alle
Probanden waren in Stadium A1 zu verordnen. Schon in Gruppe ‘CKD G142’ lag bei 55% der
Patienten ein Stadium A2 (30-300 mg Albumin/g Kreatinin) vor und mit weiterer Zunahme des
Stadiums der Nierenerkrankung zeigte sich eine Zunahme der Albuminurie und des Anteils der
Patienten in Stadium A3 (>300 mg Albumin/g Kreatinin). In der Gruppe ‘CKD G445’ war der
Anteil der Patienten im Stadium A3 mit 45% am hochsten.

Die erfassten Parameter der Nierenfunktion sind in Tabelle 9 dargestellt.
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Gesund CKD G1+2 CKD G3 CKD G4+5 Transplant P
(N=74) (N=20) (N=46) (N=31) (N=17)
<0.001
Kreatinin (mg/dl) 0,8+0,2 1,1+03 2,7+8,2 28+1,1 16+0,6
<0.001
Cystatin C 09+0,2 1,1 +0,1 1,7+0,3 3321 1,8+0,7
.. <0.001
eGFR CKD-EPI Kreatinin 96 + 17 74 + 18 45+ 10 24 + 11 52+23
(ml/min/1.73m2 KOF)
. <0.001
eGFR CKD-EPI Cys.@atln 94 +19 72 +21 38+10 18+ 4 44 + 16
C (ml/min/1.73m2 KOF)
eGFR CKD-EPI 95+17 71 +10 41+9 20+5 46 £ 16 <0.001
Kreatinin/Cystatin C
(ml/min/1.73m2 KOF)
ACR <30 mg Albumin/g 100 45 41 29 28
Kreatin (%)
ACR 30-300 mg 0 55 37 26 54 <0.001
Albumin/g Kreatinin (%)
ACR <300 mg Albumin/g 0 0 22 45 18
Kreatinin (%)

Tabelle 9 Nierenfunktionsparameter in den Studiengruppen. Dargestellt sind Mittelwert +/- SD oder % der Gruppe
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3.1.5. Laborparameter

Neben den Parametern zur Nierenfunktion wurden weitere Laborwerte zur Charakterisierung
der Studiengruppen bestimmt. Als weitere Laborparameter, welche direkt durch die
Nierenfunktion beeinflusst werden, wurden Harnsdure und Harnstoff bestimmt. Bei der
Harnséure zeigten sich typischerweise in allen Gruppen im Vergleich zu den Gesunden erhohte
Harnsdurewerte. Die Gruppe ‘CKD G445’ hatte mit 7,9 + 2,8 mg/dl die hochsten Werte.
Demgegeniiber lag die Harnsdure bei den gesunden Probanden mit 5,6 + 3,5 mg/dl am
niedrigsten. Beim Harnstoff zeigten sich ebenfalls klare Unterschiede zwischen den Gruppen.
Mit zunehmendem Stadium der CKD kam es zu einem deutlichen Anstieg des Harnstoffes mit
dem hochsten Wert in der Gruppe ‘HD’.

CRP als Entziindungsparameter lag in der Kontrollgruppe (‘Gesund’) im Normbereich und
stieg mit zunehmendem Stadium der Niereninsuffizienz. Mit 10,5 = 12 mg/dl lag er in der
Gruppe der Dialysepatienten am hochsten. In der Gruppe ’Transplant’ lag der Wert hingegen
wieder im Normbereich wie auch in der Kontrollgruppe (‘Gesund’). Beim Hidmoglobinwert
zeigte sich ein inverses Muster. Mit zunehmendem Stadium der Niereninsuffizienz nahm hier
der mittlere Himoglobinwert ab und lag in der Gruppe ‘HD’ mit 11,2 + 1,8 mg/dl am
niedrigsten. In der Gruppe der gesunden Probanden (‘Gesund’) und ‘CKD G142’ war er mit
14,5 £ 1,2 mg/dl am hochsten.

Eine hédufige Komorbiditit und Risikofaktor der CKD ist der Diabetes mellitus. Vergleicht man
HbA1C, einen Parameter fiir die langfristige Einstellung des Blutzuckers in den
Studiengruppen, so zeigte sich in allen Gruppen ein signifikant erhohter Wert gegeniiber der
Kontrollgruppe (’Gesund’). In der Gruppe ‘Transplant’ war der Wert mit 6,4 + 1 % am hochsten
und in der Gruppe der gesunden Probanden (‘Gesund’) mit 54 + 0,4 % am niedrigsten.
Weiterhin wurde die Zahl der Leukozyten im Blut bei den jeweiligen Patientengruppen
bestimmt. Diese lag im Durschnitt bei 7,6 + 2,5 x10°Zellen/l im und war in der Gruppe der
gesunden Probanden (‘Gesund’) mit 7,0 + 2,0 x10°Zellen/l am niedrigsten und in der Gruppe
‘Transplant’ mit 8,8 + 4,2 x10°Zellen/l am hichsten. Tabelle 10 zeigt einen Uberblick iiber die

erfassten Laborparameter in den jeweiligen Studiengruppen
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Gesund CKD G1+2 CKD G3 CKD G4+5 HD Transplant P
(N=74) (N=20) (N=46) (N=31) (N=30) (N=17)
<0.001
Harnstoff (mg/dl) | 272 +8,5 | 37,0+13,3 | 60,0+19,6 117,6 = 1249 + 60,8 + 22,4
34,5 36,0
<0.001
Harnséure (mg/dl) | 5,6 +3,5 66+1,6 72+19 79+28 69+1,5 75+18
0.8310
Kalium (mmol/l) 43+04 44+04 46+0,6 4,7+0,6 48+0,8 44+0,6
0.001
CRP (mg/dl) 25+24 28+22 49+54 62+6,7 10,5+ 12 25+22
Leukozyten 7,0+2,0 72+14 7,7+22 75+2,1 74+31 8.8 +4,2 0.096
(10%/u1)
. . <0.001
Hiimoglobin 145+1,2 145+14 | 13514 123+2,1 112+1,8 122 +3,5
(mg/dl)
<0.001
HbAlc (%) 54+04 59+0,7 63+0,9 62+08 6,1+13 64+10

Tabelle 10 Laborparameter der Studiengruppen. Dargestellt sind Mittelwert +/- SD

38



Ergebnisse 39

2.2. Oberflichenexpression von IL-1a

Mithilfe von fluoreszenzmarkierten Antikorpern wurde durchflusszytometrisch die
Oberflachenexpression von IL-1a auf den isolierten Monozyten gemessen. Da in der Gruppe
‘Transplant’ nicht ausreichend Monozyten zur durchflusszytometrischen Analyse gewonnen

werden konnten, ist diese nicht aufgefiihrt.
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Abbildung 13 Mean fluorescence intensity (MFI) fiir IL-1a-FITC der Monozyten: Es sind
Mittelwert und Standardfehler dargestellt. * = p < 0,05, ** =p < 0,01, *** = p < 0,001 fiir den

Vergleich mit den gesunden Probanden.

In der Untersuchung der Gesamtpopulation der Monozyten zeigten sich die in Abbildung 13
dargestellten Unterschiede zwischen den Studiengruppen. Mit zunehmendem Stadium der
Nierenerkrankung zeigten die Monozyten eine gesteigerte Expression von IL-1o auf ihrer
Oberflédche. Bis auf die Gruppe ‘CKD G142’ war diese Erhohung signifikant im Vergleich zu

den gesunden Probanden. Die hochste Expression von IL-1a zeigte die Gruppe ‘HD’.
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Anhand der Oberflichenmarker CD14 und CDI16 wurden die Monozyten in ihre
Subpopulationen eingeteilt und isoliert auf die Oberflachenexpression von IL-1o untersucht.

Abbildung 14 zeigt die Expression von IL-1a auf der Oberfldche der klassischen Monozyten
(CD14++CD16-) in den Studiengruppen.
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Abbildung 14 MFI fiir IL-1a-FITC der klassischen Monozyten (CD14++CD16-). Es sind
Mittelwert und Standardfehler dargestellt. * = p < 0,05, ** =p < 0,01, *** = p < 0,001 fiir den

Vergleich mit den gesunden Probanden.

Bei den klassischen Monozyten (CM) zeigte sich in allen Gruppen eine erhohte MFI von IL-
1o-FITC im Vergleich zur Kontrollgruppe (‘Gesund’). In der Gruppe ‘CKD G142’ war dieser
Unterschied nicht signifikant unterschiedlich verglichen mit der Kontrollgruppe (,Gesund’). In
den weiteren Gruppen hingegen war die erhohte Oberflichenexpression von IL-la im
Vergleich zur Kontrollgruppe (‘Gesund’) signifikant. Mit zunehmendem Stadium der

Nierenerkrankung zeigte sich eine Erhohung der Oberfldchenexpression von IL-1a.
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Als weitere Subpopulation wurde die Gruppe der intermedidren Monozyten (CD14++CD16+)
auf ihre Oberfldchenexpression von IL-lo untersucht. Die MFI fiir IL-1a-FITC der

intermedidren Monozyten in den Studiengruppen ist in Abbildung 15 dargestellt.
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Abbildung 15 MFI von IL-1a-FITC der intermedidren Monozyten (CD14++CD16+): Es sind
Mittelwert und Standardfehler dargestellt. * = p < 0,05, ** =p < 0,01, *** = p < 0,001 fiir den

Vergleich mit den gesunden Probanden.

Bei den intermedidren Monozyten zeigte sich ebenfalls in allen Gruppen eine Erh6hung der
Oberflachenexpression von IL-1a im Vergleich zur Kontrollgruppe (‘Gesund’). In der Gruppe
‘CKD G142’ war der Unterschied erneut nicht signifikant wéhrend sich in den anderen
Gruppen signifikanter Unterschied zur Kontrollgruppe (‘Gesund’) zeigte. Mit zunehmendem
Stadium der Nierenerkrankung zeigte sich eine Zunahme der Oberfldachenexpression von IL-
la.. Die hochste Expression von IL-1a zeigte sich auf der Oberfliche der Monozyten der

Gruppe ‘HD’.
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Als dritte Subpopulation wurden die nicht-klassischen Monozyten (CD14+CD16++)
charakterisiert. Hier zeigte sich ebenfalls in allen Gruppen eine hohere MFI im Vergleich zur
Kontrollgruppe (‘Gesund’). Allerdings waren die Unterschiede nur in den Gruppen ‘CKD G3’
und ‘HD’ verglichen zur Kontrollgruppe signifikant. Wie bei den intermedidren Monozyten
war die MFI von IL-10-FITC in der Gruppe ‘CKD G4+5’ niedriger als in der Gruppe ‘CKD
G3’. Sonst zeigte sich mit zunehmendem Stadium der Nierenerkrankung ein Anstieg der
Oberflachenexpression von IL-1o.. Die MFI von IL-1a-FITC der nicht-klassischen Monozyten
in den Studiengruppen ist in Abbildung 16 dargestellt.
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Abbildung 16 MFI von IL-1a-FITC der nicht-klassischen Monozyten (CD14+CD16++): Es
sind Mittelwert und Standardfehler in den Gruppen dargestellt. * = p < 0,05, ** = p < 0,01,

% = p < 0,001 fiir den Vergleich mit den gesunden Probanden..

Insgesamt zeigte sich bei der Expression von IL-1a auf der Oberfldche der Monozyten in allen
Gruppen eine Erhohung der Expression mit zunehmendem Stadium der chronischen
Nierenerkrankung mit den hochsten Werten in der Gruppe der Dialysepatienten. In dieser
Gruppe und der Gruppe ‘CKD G3’ war die Expression von IL-la im Vergleich zur
Kontrollgruppe (’Gesund’) in allen Subpopulationen der Monozyten signifikant erhoht. In der
Gruppe ‘CKD G1+2’ zeigte sich zwar eine Erhohung der MFI im Vergleich zu den gesunden

Probanden, erreichte aber keine statistische Signifikanz.
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3.3. Sekretion von IL-1a

3.3.1. Stimulation mit LPS

Im ersten Versuchsansatz wurden die Monozyten nur mit LPS inkubiert. Dieser Ansatz diente
zur Untersuchung der basalen Sekretion von IL-lo ohne weiteren Sekretionsstimulus.

Abbildung 17 zeigt die Konzentration von IL-1o im Medium in den Studiengruppen nach

Inkubation mit LPS.
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Abbildung 17 Sekretion von IL-1a nach Stimulation mit LPS (100 ng/ml, 4 hr): Es sind jeweils
Mittelwert und Standardfehler in den Gruppen dargestellt. * = p < 0,05, ** =p < 0,01, *** =p

< 0,001 fiir den Vergleich mit den gesunden Probanden.

Am hochsten war die IL-1a, Konzentration im Uberstand von Monozyten der Gruppe ‘HD’ mit
32 + 7,9 pg/ml und am niedrigsten in der Gruppe der gesunden Probanden (‘Gesund’) mit 9 +
1,5 pg/ml. In den Gruppen ‘CKD G4+5’ und ‘HD’ zeigte sich eine signifikante Erhohung der
Sekretion im Vergleich zu Monozyten der Kontrollgruppe (‘Gesund’). In den weiteren Gruppen

hingegen war dieser Unterschied nicht signifikant.
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3.3.2. Stimulation mit LPS und ATP

Bei der Stimulation der Monozyten mit ATP zeigte sich eine deutlich erhohte Sekretion von
IL-1a im Vergleich zur Inkubation nur mit LPS. Schon in der Gruppe der Gesunden lag die
Konzentration nach Stimulation im Mittel bei 51,9 + 7,2 pg/ml. Abbildung 18 zeigt die

Konzentration von IL-1o im Medium nach Stimulation mit LPS und ATP.
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Abbildung 18 Sekretion von IL-1a nach Stimulation mit LPS (100 ng/ml, 4 hr) und ATP (1,1
mg/ml, 1hr). Es sind jeweils Mittelwert und Standardfehler in den Gruppen dargestellt. In allen
Gruppen zeigte sich eine erhohte Sekretion im Vergleich zur Kontrollgruppe (‘Gesund’). * = p

<005, ** =p <001, *** =p <0,001.

In allen Gruppen zeigte sich eine erhohte Sekretion von IL-1a im Vergleich zur Kontrollgruppe
(‘Gesund’). In den Gruppen ‘CKD G3’ und ‘Transplant’ sowie in den Gruppen ‘CKD G4+5’
und ‘HD’ signifikant erhoht im Vergleich zur Kontrollgruppe (‘Gesund’). Mit zunehmendem
Stadium der Nierenerkrankung zeigte sich eine stirkere Sekretion von IL-1a mit der hochsten

Konzentration im Medium von 114 + 8,7 pg/ml in der Gruppe ‘HD’.
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3.3.3. Stimulation mit LPS und Nigericin
Bei der Stimulation der Monozyten mit LPS und Nigericin war die Sekretion von IL-1a im

Vergleich zur Inkubation mit LPS ebenfalls erhoht.
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Abbildung 19 Sekretion von IL-1a nach Stimulation mit LPS (100 ng/ml, 4 hr) und Nigericin
(7,5 pg/ml, 1hr). Es sind jeweils Mittelwert und Standardfehler in den Gruppen dargestellt. * =
p<005,**=p<0,01, *** =p<0,001.

In allen Gruppen war die Sekretion von IL-1a im Vergleich zur Kontrollgruppe (‘Gesund’)
erhoht und mit zunehmendem Stadium der Nierenerkrankung kam es zu einer Zunahme der
Sekretion von IL-1a. In den Gruppen ‘CKD G3’, ‘CKD G4+5’ und ‘HD’ war die Sekretion
von IL-lo signifikant hoher im Vergleich zur Kontrollgruppe (‘Gesund’). Die stérkste
Sekretion lag bei den Monozyten der Gruppe "HD’ mit einer Konzentration von IL-1a von
114,8 + 8,7 pg/ml im Medium vor. In den Gruppen ‘CKD G142’ und ‘Transplant’ war die
Sekretion hingegen nur leicht erhoht im Vergleich zur Kontrollgruppe (‘Gesund’) und dieser

Unterschied nicht signifikant.

45



Ergebnisse 46

3.34. Stimulation mit LPS und Aluminium
Auch bei der Stimulation mit LPS und Aluminium war eine stiarkere Sekretion von IL-1a im

Vergleich zur Inkubation mit LPS erkennbar.
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Abbildung 20 Sekretion von IL-1a nach Stimulation mit LPS (100 ng/ml, 4 hr) und Aluminium

(200 pg/ml, 3 hr). Es sind jeweils Mittelwert und Standardfehler in den Gruppen dargestellt. *
=p<005,** =p<0,01, *** =p<0,001.

In den Gruppen 'CKD G445’ und ‘HD’ zeigte sich eine signifikant erhohte Sekretion von IL-
la im Vergleich zur Gruppe der gesunden Probanden (‘Gesund’). Die stérkste Sekretion lag
wie auch bei den vorigen Stimulantien in der Gruppe "HD’ mit 83,5 + 9,0 pg/ml IL-1a im
Medium vor. Auch in den Gruppen ‘CKD G142’ und ‘CKD G3’ war die Sekretion im
Vergleich zur Kontrollgruppe erhoht, allerdings war dieser Unterschied nicht signifikant.
Insgesamt lassen die Ergebnisse erkennen, dass Monozyten von chronisch Nierenkranken
nach Stimulation verstérkt IL-1a sezernieren und im Vergleich zu Monozyten von

Nierengesunden stirker auf die Stimulation der Sekretion von IL-1a reagieren.
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5. Diskussion

In der vorliegenden Arbeit konnte erstmals nachgewiesen werden, dass die Expression von IL-
loo auf der Oberfliche von Monozyten von Nierenkranken im Vergleich zu gesunden
Probanden signifikant erhoht ist. Diese stieg mit zunehmender Einschrinkung der
Nierenfunktion an und war bei Dialysepatienten am hochsten. Gleichzeitig wurde gezeigt, dass
Monozyten von Patienten mit chronischer Nierenerkrankung sowohl basal als auch nach
Stimulation signifikant mehr IL-lo sezernieren als Monozyten von Gesunden. Diese
Ergebnisse legen nahe, dass IL-1a eine wichtige Rolle bei Entstehung einer CKD-assoziierten

Inflammation spielt.

5.1. Expression von IL-1a

IL-1o ist ein proinflammatorisches Zytokin der IL-1 Super-Familie. Es kommt in einer
Vorliduferform (pro-IL-1a, 31 kDa) , als prozessierte Form (mature IL-1a, 17 kDa) sowie als
N-terminales Fragment (IL-1a-NTP, 16 kDa) in diversen Zellen des Korpers vor (44,63). Wie
auch IL-1p bindet es an den IL-1R1 und aktiviert dariiber verschiedene proinflammatorische
Signalwege, wobei IL-1a neben dieser Wirkung als proinflammatorisches Zytokin noch eine
Vielzahl weiterer Funktionen zugeschrieben werden. IL-1a kann sowohl intrazelluldr im
Zytosol und Nukleus lokalisiert sein, als auch in den Extrazellularraum sezerniert werden (64).
Weiterhin kommt es in ,apoptotic bodies’ vor, welche aus Zellen im Rahmen der Apoptose
freigesetzt werden, und kann in oberflichengebundener Form auf der Zellmembran
verschiedener Zellen exprimiert sein (65,66).

IL-1a wird als membrangebundenes Protein auf der Oberfliche von Monozyten exprimiert
(66,67). In dieser Form wurde es auch auf weiteren h@dmatopoetischen und nicht-
hidmatopoetischen Zellen wie B-Lymphozyten, T-Lymphozyten, Endothelzellen und dermalen
Fibroblasten nachgewiesen (66,68,69).

Membrangebundenes IL-1a entspricht dabei in seiner Proteinstruktur dem pro-IL-1a und ist
iber eine Lectinbindung in der Plasmamembran verankert (63,67). Kaplanski et al. konnten
zeigen, dass membrangebundenes IL-1a iiber die juxtakrine Stimulation von Endothelzellen,
diese zur Sekretion von IL-8 anregt (70). IL-8 ist an der Rekrutierung neutrophiler
Granulozyten und an deren Migration durch das Endothel beteiligt, einem wichtigen

pathogenetischen Schritt in der Entstehung von Atherosklerose (71).
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Ebenfalls ist bekannt, dass die chronische Nierenerkrankung mit erhohten Werten
proinflammatorischer Zytokine wie IL-6, welches von Endothelzellen freigesetzt wird, und IL-
8 im Serum einhergeht (72—74). Erhohte Serumlevel von IL-6 und IL-8 sind als Risikofaktoren
fiir kardiovaskulidre Erkrankungen bekannt und mit einer erhthten Mortalitdt bei chronisch
Nierenkranken im Stadium der Dialysepflicht assoziiert (75,76). In diesem Zusammenhang
konnte das erhohte IL-lo auf Monozyten chronisch Nierenkranker an den erhohten
Serumwerten von IL-6 und IL-8 beteiligt sein, da IL-1a iiber IL-1R1 die Expression der
genannten Zytokine induziert. Es stellt sich jedoch weiterhin die Frage nach der Ursache der
erhohten Expression von IL-1a auf der Oberfliche von Monozyten chronisch Nierenkranker.
Die Tatsache, dass Monozyten von Patienten mit Niereninsuffizienz - also basal ohne
zusitzliche Stimulation — IL-la auf ihrer Oberfliche exprimieren, spricht dafiir, dass
verschiedene endogene Substanzen, z.B. TLR-Liganden bei Nierenkranken die Expression von
IL-1a stimulieren. Moglicherweise sind hierbei modifizierte Lipoproteine beteiligt, die bei
Nierenkranken akkumulieren und beispielsweise mit TLR-2 interagieren (42).

Daneben sind eine Vielzahl weiterer Stimuli bekannt, darunter LPS, verschiedene Bakterien
wie Mycobakterium tuberculosis oder Listeria monocytogenes selbst und TNFa, welche zu
einer vermehrten Expression von IL-l1o auf der Zelloberfliche fiihren (57,77,78). Somit
scheint IL-1a in seiner membrangebundenen Form sowohl eine Funktion in der Abwehr
intrazellulédrer Erreger als auch externer Stimuli zu haben.

Eine weitere Rolle spielt membrangebundenes IL-1o bei der Regulation des sogenannten
Seneszenz-assoziierten sekretorischen Phéinotyps (SASP). Dieser charakterisiert einen Zustand,
in welchen Zellen bei Alterung iibergehen und welcher sich durch fehlende Proliferation sowie
die Sekretion von Metalloproteasen, Wachstumsfaktoren und proinflammatorischer Zytokine
wie IL-6 und IL-8 auszeichnet. IL-1ca auf der Oberfldche von seneszenten Fibroblasten fiihrte
zu einer juxtakrinen Stimulation benachbarter Fibroblasten und zur Sekretion von IL-6 und IL-
8 (79). Dabei ist der Transkriptionsfaktor ,mamalian-target of rapamycin’ (mTOR) an einer
erhohten Membranexposition von IL-1a beteiligt, und seine Suppression dessen fiihrt zu einer
verminderten Membranexposition von IL-1a sowie einer verminderten Sekretion von IL-6 und
IL-8. Der Mechanismus des SASP verhindert die Teilung geschidigter Zellen und somit die
Entstehung von Entartungen, fiihrt auf der anderen Seite jedoch zu einer chronischen sterilen

Inflammation, welche langfristig zu einer Gewebeschéadigung fiihrt.
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Die chronisch erhohte Exposition von IL-1a auf der Oberfliche von Monozyten chronisch
Nierenkranker konnte somit zu einer schnelleren Zellalterung von Geweben sowie dem
Endothel fiihren und dariiber an dem beschleunigten Alterungsprozess beteiligt sein, welcher
sich bei chronisch Nierenkranken beobachten lisst (80). Neben der juxtakrinen Aktivitit des
membrangebundenen prolL-1a., kann es auch durch Proteasen wie Granzym B, Elastase oder
Mastzellchymase, welche es extrazellulir zu maturem IL-lo prozessieren von der
Zellmembran freigesetzt und somit systemisch wirksam werden (81).

Zusammen mit IL-33 und HMG-1 gehort IL-1a zu einer Gruppe von Zytokinen, welche
konstitutiv in ihrer Vorlduferform im Zytosol exprimiert werden (82—-84). Die konstitutive
Expression von prolL-la im Zytosol ist in verschiedenen Zelltypen wie Epithelzellen des
Gastrointestinaltraktes, Leberparenchymzellen, Nierenparenchymzellen, Lungenepithelien,

Endothelzellen, Astrozyten oder Keratinozyten der Haut beschrieben (51,52,59).

5.2. Sekretion von IL-1a

Neben der membrangebundenen Form wird prolL-la und mature IL-loo auch von
hidmatopoetischen sowie nicht-hdmatopoetischen Zellen sezerniert. In seiner konstitutiv
intrazelluldr exprimierten Form kommt IL-1o die Rolle eines Alarmins zu, welches das
umliegende Gewebe vor Zellschiddigung ,,warnt* (55). Kommt es infolge einer Zellschiadigung
zur Auflésung der Membranintegritidt, wird IL-la passiv aus den nekrotischen Zellen
freigesetzt und ,,alarmiert” die umliegenden Zellen, was zu einer lokalen Inflammation und
Infiltration des Gewebes durch neutrophile Granulozyten fiihrt (85). Beispielsweise bei
Hypoxie sind hierbei die Transkriptionsfaktoren Hypoxie-induzierbare Faktoren (HIF) HIF-1a
und HIF-2 fiir die vermehrte Expression von IL-1a verantwortlich (86). Es ist jedoch weiterhin
umstritten, ob die passive Sekretion von IL-1o aus nekrotischen Zellen oder IL-1a., welches
von Makrophagen sezerniert wird, die sterile Inflammation, welche von nekrotische Zellen
ausgelost wird, initiiert (55,85,87).

In Zellen, welche in Apoptose gehen, wird im Unterschied zu nekrotischen Zellen pro-IL-1a
in den Zellkern transloziert, wo es an Chromatin bindet und somit seine Freisetzung aus der
Zelle inhibiert wird (45). Werden apoptotische Zellen jedoch nicht ziigig abgebaut kommt es
zur Freisetzung von IL-1a enthaltenden Mikropartikeln, den ,apoptotic bodies’, welche bei

Freisetzung des proinflammatorischen Zytokins ebenfalls zu einer Inflammationsreaktion

fiihren (65).
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Die Regulation des Transportes von pro-IL-la in den Zellkern findet iiber eine
Kernlokalisierungssequenz (NLS) statt, welche sich auf IL-1a-NTP befindet (88). Dieser
Transport findet aktiv iiber den Ran-GTP/GDP Zyklus und Kernporen statt (89). Eine wichtige
Rolle spielt hierbei das Protein HAX-1, welches unter anderem in der Regulation von Apoptose
eine Rolle spielt. Zudem spielen auch IL-1R2 eine Rolle beim Transport von pro-IL-1a in den
Zellkern. In Fibroblasten fiihrte die Supression von HAX-1 zur Verhinderung des Transports
von IL-1a in den Zellkern und Untersuchungen von Kawaguchi et al. legen nahe, dass ein
Komplex aus pro-IL-la, IL-1R2, Hax-1 und weiteren Proteinen fiir den intranukleédren
Transport sowie die Bindung von IL-1a an DNA essentiell sind (90). Durch Schidigung der
DNA wird die NLS an Lys82 acetyliert und daraufhin wird pro-IL-1o vermehrt in den Zellkern
transportiert (91). AuBerdem besitzt die NLS zellmembranpenetrierende Eigenschaften und
somit konnte Il-1a theoretisch aufgrund seiner Gréfe auch passiv in den Zellkern gelangen
(89,92). Es gibt somit unterschiedliche Wege des Transportes von pro-IL-1c und IL-1a-NTP
in den Zellkern, wobei deren Funktion bislang unklar ist. Zusammenfassend ldsst sich
festhalten, dass IL-1a bei Nekrose freigesetzt wird, wihrend seine Freisetzung in Apoptose
durch Translokation in den Zellkern und die Bindung an Chromatin verhindert wird. Verbleibt
IL-1a im Zytosol, wird es schlieBlich ubiquitinyliert und somit dem Proteasom zum Abbau
zugefiihrt (93).

In Monozyten hingegen wird IL-1a nicht konstitutiv exprimiert, sondern erst nach Stimulation
zum Beispiel mit dem TLR4 Liganden LPS kommt es zur Transkription der mRNA von IL-1ca..
(94). Diese Expression wird iiber Signalwege, welche die Transkriptionsfaktoren AP1 und NF-
kB aktivieren, reguliert (95,96). In Monozyten konnte aullerdem eine antisense-IL-1oo RNA
nachgewiesen werden, welche bei Stimulation mit Liganden des TLR iiber NF-xB
hochreguliert wird und fiir die Expression von IL-1a. liber diesen Signalweg essentiell ist (97).
Im Unterschied zu IL-1P3, welches durch Caspase-1 prozessiert wird, wird prolL-1o durch
Calpain-Proteasen zu maturem IL-1o geschnitten (98,99). Da pro-IL-1a wie auch matures IL-
lo mit dhnlicher Affinitit an den IL-1R1 binden, kommt dieser Prozessierung vermutlich keine
Aktivierungsfunktion zu (54). Sie ist vielmehr fiir den Sekretionsweg der aktiven Sekretion von
maturem IL-lo nach Stimulation der Zelle von Bedeutung. So wurde nach Stress durch

Hitzeschocks matures IL-1a aktiv sezerniert, wohingegen prolL-lo intrazelluldr verblieb

(100).

50



Diskussion 51

Da matures IL-1a keine Signalpeptidsequenz fiir das Endoplasmatische Retikulum (ER)
besitzt, kann es jedoch nicht iiber den klassischen Sekretionsweg der Exozytose iiber den ER-
Golgi-Apparat sezerniert werden. Einen moglichen Sekretionsweg von maturem IL-1a stellt
die Komplexbildung mit dem Exportprotein SI00A13 da, mit welchem es einen hetero-
tetrameren Komplex bildet und daraufhin iiber die Plasmamembran transportiert wird (101).
Weiterhin wird eine Rolle des Inflammasom-Signalweges iiber Caspase-1 bei der Sekretion
von IL-1a diskutiert. Bei Stimulation von Monozyten mit Stimulantien des Inflammasom-
Signalweges, war die Sekretion von IL-1a je nach Stimulus abhingig, oder unabhingig von
den Komponenten ASC, NALP3 und Caspase-1. Obwohl Caspase-1 nicht direkt an der
Prozessierung von prolL-1a zu mature IL-1a beteiligt ist, ist die Sekretion von IL-1a nach
Stimulation mit ATP und Nigericin Caspase-1-abhingig. Aluminium hingegen stimuliert die
Sekretion von IL-1ow durch Monozyten unabhéngig von Inflammasom und Caspase-1 (102).
Werden die Aluminiumkristalle phagocytiert, kommt es zur Destabilisierung der
Phagolysosomen, was wiederum zur Freisetzung von reaktiven Sauerstoffspezies (ROS) in der
Zelle fiihrt (103). Diese aktivieren den TRPM2 Kanal und es kommt zu einem Einstrom von
Calcium-Ionen, wodurch wiederum das NLRP3-Inflammasom aktiviert wird (104). Da die
Sekretion von IL-1a durch Stimulation mit Aluminium jedoch unabhéngig von der Aktivierung
des NLRP3-Inflammasoms ist, wird Calpain vermutlich direkt durch den Einstrom der Ca**-
Ionen aktiviert und IL-1a prozessiert und sezerniert. Die genauen Signalwege, liber welche die
verschiedenen Stimulantien zur Sekretion von IL-1a fiihren, sind unbekannt. Allerdings zeigen
sich deutliche Unterschiede zwischen den einzelnen Stimulantien, so dass auch hier von einer
komplexen Regulation auszugehen ist. Abbildung 21 fasst die Mechanismen zusammen, iiber

welche es zur Expression und Sekretion von IL-1o kommt.
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Abbildung 21 Expression und Sekretion von IL-1c.. Durch Bindung an TLRs kommt es zur Aktivierung von
Transkriptionsfaktoren (A), zur Transkription von IL-1oo mRNA und deren Translation zu Pro-IL-1a. Dieses kann
durch Bindung an HAX1 und eine NLS, in den Zellkern translozieren (B) und dort die Transkription von Zytokinen
und Chemokinen aktivieren, sowie zur Fragmentierung der DNA und zu Apoptose fiihren. Pro-IL-1a kann iiber
eine Lectinbindung auf der Oberfliche der Zelle exprimiert werden (C) und so eine lokale Entziindung auslosen.
Wird es durch extrazelluldre Proteasen wie z.B. Granzym B von der Membran geldst kann es auch systemisch
wirksam werden (D). IL-1a kann auch aktiv sezerniert werden. Durch Freisetzung von Sauerstoffradikalen kommt
es zu einem Einstrom von Ca**-Ionen und zu einer Aktivierung der Protease Calpain. Diese schneidet Pro-IL-1a.
zu mature IL-1a welches iiber einen alternativen Sekretionsweg freigesetzt wird (E). Verwendung der Abbildung
mit freundlicher Genehmigung von Dr. Dr. T. Speer.

Neben den in dieser Arbeit verwendeten Stimuli ist eine Vielzahl weiterer Stimulatoren der
Sekretion von IL-1a bekannt. Dazu gehoren Candida albicans, Uratkristalle, Siliziumkristalle,
Titanoxid und Toxin B (102). Auerdem fiihrte die Stimulation von Endothelzellen mit Seren
chronisch Nierenkranker zu einer vermehrten Expression des TLR4 auf deren Oberfldche sowie
zu einer Aktivierung des Inflammasoms (105) und konnte somit auch die Expression von IL-
la beeinflussen. Zusammen mit den Ergebnissen der vorliegenden Arbeit, spricht dies dafiir,

dass es im urdmischen Milieu zu verstédrkter Stimulation der Monozyten kommt.
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Eine mogliche Ursache konnten Stoffe sein, welche aufgrund der verminderten Nierenfunktion
im Serum akkumulieren. Der Vergleich des Metaboloms chronisch Nierenkranker mit dem
Nierengesunder hat eine Vielzahl an Stoffen identifiziert, welche bei CKD akkumulieren
(106,107). Eine Gruppe von Stoffen welche vielfach untersucht wurdeb, sind Metabolite der
Aminosdure Tryptophan. So stimuliert Indoxylsulfat die Produktion von ROS durch
Makrophagen und fiihrt zu einer Freisetzung von Ca®* aus den Mitochondrien (108). Diese
intrazelluldre Ca**-Erhohung konnte auch Calpain-Proteasen aktivieren und somit zu der
vermehrten Sekretion von IL-1o durch Monozyten chronisch Nierenkranker beitragen.
Daneben akkumuliert auch Trimethylamin N-oxid (TMAO) bei chronisch Nierenkranken
(109). Es ist bei chronisch Nierenkranken mit vermehrter Atherosklerose und einer erh6hten
Moralitit assoziiert (109,110). Stimulation von Endothelzellen mit TMAO in vitro fiihrten zu
einer Aktivierung des NLRP3-Inflammasoms und zur Sekretion von IL-1f (111). Da dieser
Signalweg eng mit der Regulation der Expression und Sekretion von IL-lo verkniipft ist,
konnte dieser Stimulus auch an der vermehrten Expression und Sekretion von IL-1o durch
Monozyten chronisch Nierenkranker im Vergleich zu Gesunden beteiligt sein.

Neben Stoffen, welche bei CKD akkumulieren, konnten auch Proteine, welche bei chronisch
Nierenkranken verdndert vorliegen zu einer Stimulation der Monozyten fiihren.

Proteine werden nach Translation sowohl intrazellulédr als auch extrazelluldr modifiziert. Zu
diesen posttranslationalen Modifikationen welche bei CKD und CVD relevant sind gehoren
Carbamylierung, Glykierung, Oxidation und Carbonylierung (112). Im urdmischen Milieu
chronisch Nierenkranker kommt es vermehrt zur Carbamylierung von Proteinen im Vergleich
zu gesunden Patienten und diese ist mit einer erhohten Mortalitdt assoziiert (113,114).
Weiterhin werden vermehrt antioxidativ wirksame Stoffe wie Glutathion und Cystein
carbamyliert, was zu einem verminderten Schutz vor ROS bei chronisch Nierenkranken beitragt
(115). AuBerdem fiihrt carbamyliertes LDL zu einer endothelialen Dysfunktion mit vermehrter
Produktion reaktiver Sauerstoffspezies (116). Uber diese Mechanismen konnte es auch zu der
Stimulation der Monozyten chronisch Nierenkranker und deren verstérkter Expression von IL-

1o kommen.
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Weiterhin geht ein Verlust der Nierenfunktion mit einer vermehrten Retention glykierter
Proteine einher, welche auch beim Diabetes mellitus, einem Hauptrisikofaktor der CKD,
vermehrt vorkommen (117,118). Diese ‘advanced gylcation endproducts’ (AGE) binden an den
‘receptor for advanced gylcation endproducts’ (RAGE) und fiihren iiber diesen zu einer
Aktivierung  des  Transkriptionsfaktors =~ NF-xB.  Darauthin  werden  vermehrt
proinflammatorische Zytokine wie IL-la oder IL-6 sezerniert (119,120). Dies wire ein
moglicher Signalweg, welcher zu der chronischen Inflammation bei chronisch Nierenkranken
beitrdgt und zu der verstirkten Expression und Sekretion von IL-lo durch Monozyten
chronisch Nierenkranker fiihrt.

Eine weitere Form der posttranslationalen Modifikation, welche bei Patienten mit CKD im
Vergleich zu Gesunden vermehrt vorkommt ist die Oxidation und Carbonylierung von
Serumproteinen (121). Chronisch Nierenkranke zeigen erhohte Werte fiir ,advanced oxidation
protein products’ (AOPPs), sowie fiir [L-1 (122). Erhohte Serumwerte fiir AOPPs gehen bei
chronisch Nierenkranken mit erhohtem Risiko fiir kardiovaskulére Ereignisse einher (123).
Ebenfalls ist bei chronisch Nierenkranken bekannt, dass HDL durch symmetrisches
Dimethylarginin (SDMA) modifiziert ist, wodurch HDL nicht mehr vasoprotektiv wirkt,
sondern zur endothelialen Dysfunktion beitrdgt und erhohte Serumwerte fiir SDMA sind bei
chronisch Nierenkranken mit einer erhohter kardiovaskuldren Mortalitdt assoziiert (42,124).
Somit kommen auch derart modifizierte Proteine als Ursache der der vermehrten Expression
sowie Sekretion von IL-1a durch Monozyten chronisch Nierenkranker in Frage. Es konnte
jedoch bisher noch fiir keinen dieser Stoffe eine direkte Stimulation der Monozyten zur

Expression von IL-1a nachgewiesen werden.
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5.3. Biologische Wirkung von IL-1a

IL-1a bindet an den IL-1R1, welcher zusammen mit seinem Corezeptor IL-1RAcP zur

Aktivierung von MyD88 fiihrt. Dariiber kommt es zur Translokation von NF-xB und MAPK
in den Zellkern und zur Transkription proinflammatorischer Zytokine. Der Signalweg iiber den

IL-1R1 ist in Abbildung 22 dargestellt.
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Abbildung 22 Signalweg von IL-1a. IL-1c. bindet an den IL-1R1, iiber welchen er zusammen mit dem
Corezeptor I1-1RACP zu einer Aktivierung von MyD88 fiihrt (125). MyD88 interagiert mit IRAK-4 und IRAK-1,
und IRAK-4 phosphoryliert im Anschluss IRAK-1, woraufhin dieses TRAF-6 bindet (126,127). Der Komplex aus
IRAK-1 und TRAF-6 bindet an den membrangebundenen Komplex aus TAK1, TAB1 und TAB2 und 16st ihn von
der Zellmembran. TAK-1 wird daraufhin aktiviert und fiihrt tiber NF-xB und MAPK zur Transkription
proinflammatorischer Effektoren (128,129). Verwendung der Abbildung mit freundlicher Genehmigung von Dr.
Dr. T. Speer.
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Nach Aktivierung dieser Signalwege kommt es zur Sekretion einer Vielzahl an
proinflammatorischer Zytokine wie IL-6, IL-8, MCP-1, COX-2, IL-1 und IL-1a (130). Die
physiologischen und pathophysiologischen Funktionen von IL-lo sind dabei vielfach
untersucht worden.

Die physiologischen Funktionen von IL-lo als ,Alarmin’ und seine Funktion in der
Unterscheidung von apoptotischem und nekrotischem Zelltod wurden bereits zuvor besprochen
(siehe Seite 4). Eine weitere wichtige Funktion kommt IL-1a bei der Immunreaktion gegen
Legionella pneumophilia zu. Im Mausmodell ist hier IL-1o aus Monozyten der Initiator der
Rekrutierung neutrophiler Granulozyten nach Lungeninfektion mit L. pneumophilia (131).
Auch bei der Infektion von Miusen mit Yersinia enterocolitica ist IL-1a das entscheidende
Zytokin zur Initiierung einer Entziindungsreaktion (132). Bei Infektion mit Adenoviren war IL-
la ebenfalls das entscheidende Zytokin fiir die Freisetzung von CXCL-1 und CXCL-2 und die
Infiltration neutrophiler Granulozyten in die Milz (133,134). Somit ist IL-1o. an diversen
Abwehrreaktion auf Pathogene iliber PRRs des angeborenen Immunsystems beteiligt und hat
hierbei seine Funktion vor allem bei der Initiierung der Entziindung.

Neben seiner physiologischen Funktion spielt IL-1a bei verschiedenen Erkrankungen eine
Rolle. Wie bereits beschrieben ist IL-1oc am SASP und der Zellalterung beteiligt. Dieser
Phinotyp geht mit tumorférdernden Eigenschaften einher. Bei Patienten mit squamdsem
Zellkarzinom der Haut gingen erhohte Werte fiir IL-1a mit einer verstidrkten Metastasierung
sowie einer deutlich verschlechterten Prognose einher (135). Auch in vitro Experimente zeigen
eine tumor- und metastasenfordernde Wirkung von IL-1ca auf Leber- und Pakreastumorzellen
(136,137).

IL-1o ist auch an der Pathophysiologie autoinflammatorischer Erkrankungen beteiligt wie zum
Beispiel den ’crypopyrin associated periodic syndromes’, systemischer Sklerose, familidrem
mediterranen Fieber, Morbus Behcet oder Gicht (138). So zeigten Fibroblasten von Patienten
mit systemischer Sklerose eine erhohte Expression von IL-1a, welche zu einer vermehrten
Expression von IL-6 und Platelet-derived Growth Factor A (PDGF-A) fiihrte (139). Einige
Experimente in vitro und im Mausmodell zeigten, dass IL-1a bei chronisch entziindlichen

Darmerkrankungen ein entscheidender Faktor bei der Initiierung der Inflammation ist und seine

Blockade fiihrte zu einer Reduktion der Entziindung (59,140,141).
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An der Entziindung des Gehirns nach Schlaganfall ist IL-1a ebenfalls beteiligt (142,143). Im
Mausmodell zeigten die Tiere nach hypoxisch-ischdmischer Hirnschidigung erhohte
Serumwerte fiir IL-1oe und im Rattenmodell fiir ischdmische Hirnschddigung zeigte sich ein
hirnprotektiver Effekt fiir die Applikation von IL-1RA (144,145).

Bei chronisch inflammatorischen Erkrankungen wie der CVD oder CKD fiihrt ebenfalls das
angeborene Immunsystem zu einer sterilen Inflammation tiber IL-1a. Freigang et al. konnten
im Mausmodell zeigen, dass ein Knockout fiir IL-loo zu verminderter Bildung von
fettinduzierter Atherosklerose fiihrt und die Sekretion von IL-1o durch fettsdurestimulierte
Knochenmark-stimmiger Makrophagen (BMDMs) Ca**-abhingig ist (60). AuBerdem zeigten
Miuse, welche nur in hdmatopoetischen Zellen einen Knockout fiir IL-1a. haben, eine
verringerte Bildung von Atherosklerose durch fettreiche Nahrung (146).

Somit spielt IL-1a bei einer Vielzahl haufiger Erkrankungen als auch seltenerer Erkrankungen
eine Rolle, weshalb das Verstidndnis der physiologischen als auch der pathophysiologischen
Funktionen von IL-1a, welches erst seinen Anfdngen begriffen ist, Gegenstand einer Vielzahl

aktueller Experimente und Studien ist.

5.4. Therapeutische Konsequenzen

Eine Vielzahl an Studien zeigt eine sterile chronische Inflammation als pathogenetischen Faktor
der chronischen Nierenerkrankung und ihrer Begleiterkrankungen (72-76). Die Ergebnisse der
vorliegenden Arbeit untermauern diese Hypothese und zeigen, dass IL-1a in diesen Prozess
involviert sein kann. Eine Reduktion der Inflammation bei Patienten mit CKD bietet somit eine
vielversprechende therapeutische Option.

Einen potentiellen Ansatz bietet der Einsatz von Statinen bei Patienten mit CKD. In der
JUPITER-Studie zeigte die Behandlung mit Statinen neben den lipidsenkenden Eigenschaften
auch eine Reduktion der Inflammation und eine Verringerung des kardiovaskuldren Risikos
(147). Weiterhin fiihrte die Statinbehandlung bei CKD-Patienten mit erhohten
inflammatorischen Markern zu einer geringeren Abnahme der GFR im Vergleich zu CKD-
Patienten ohne Erhohung dieser Marker (148).

Eine weitere potentielle Interventionsmoglichkeit zur Reduktion der Inflammation besteht in
der Blockade von IL-1. Sie wird bereits in der Therapie einer Vielzahl von Erkrankungen

eingesetzt.
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Dabei sind derzeit drei verschiedene Therapeutika zugelassen: der rekombinante IL-1
Rezeptorantagonist Anakinra, der humane IL-1p Antikérper Canakinumab und der Decoy-
Rezeptor Rilonacept. Ein Anti-IL-1a-Antikorper sowie ein Anti-IL-1R-Antikorper befinden
sich in klinischen Studien (138).

Ihr therapeutisches Potential zeigte sich in der Behandlung der Cryopyrin-assoziierten
periodischen Syndrome. Diese seltenen Erkrankungen zeichnen sich durch Mutationen im
NLRP3-Inflammasom aus, wodurch iibermédBig IL-1p freigesetzt wird, was zu Fieber,
Myalgien bis hin zu aseptischer Meningitis fiihren kann (149-151). Sowohl Rilonacept als auch
Canakinumab fiihrten bei diesen Patienten zu einem schnellen Riickgang der Symptome bei
geringen Nebenwirkungen (152-154).

Eine weitere Gruppe von Erkrankungen, welche auf die Blockade von IL-1 ansprechen, sind
entziindliche Gelenkerkrankungen wie die rheumatoide Arthritis oder Gicht. Die Wirkung von
Anakinra bei rheumatoider Arthritis ist in einigen klinischen Studien belegt und auch
Canakinumab fiihrte zu einem deutlichen Riickgang der Symptome (155,156). Bei der
Behandlung von Gicht zeigten sich fiir Anakinra, Canakinumab und Rilonacept eine Reduktion
schmerzhafter Anfille und eine Reduktion der Entziindung (157-161). Uratkristalle, welche fiir
die schmerzhaften Gichtanfélle verantwortlich sind, stimulieren Makrophagen zur Sekretion
von IL-1o und IL-1 (162). Dass die Inhibierung dieses Mechanismus therapeutisch erfolgreich
ist, ldsst vermuten, dass auch bei chronisch Nierenkranken die Blockade von IL-1 erfolgreich
zur Behandlung der chronisch sterilen Inflammation eingesetzt werden konnte.

Auch bei Diabetes mellitus zeigt die Blockade von IL-1 therapeutische Erfolge. Im Mausmodell
fiir Typ-1-Diabetes fiihrte ein knock-out des IlI-1R zu einer verzdgerten Progression der
Erkrankung (163). Bei Kindern mit Typ-1 Diabetes fiihrte die Behandlung mit Anakinra direkt
nach Erstdiagnose ebenfalls zur Verzogerung der Progression des Diabetes (164). Bei
bestehendem Typ-1 Diabetes konnte jedoch in Placebo-kontrollierten Studien weder fiir
Anakinra, noch Canakinumab eine Wirksamkeit gezeigt werden (165). Diese Ergebnisse deuten
darauf hin, dass IL-1 an der Initiierung des Typ-1 Diabetes beteiligt ist, und am ehesten in dieser
Krankheitsphase eine Blockade von IL-1 therapeutisches Potential bietet. Die Behandlung von
Patienten mit Typ-2 Diabetes mit Anakinra fiihrte zu Verbesserung der Blutzuckerkontrolle,
einer Reduktion der Inflammationsmarker wie CRP und IL-6, sowie zu einer verstirkten
Insulinproduktion (166). Interessanterweise hielt der Effekt der 13-wochigen Behandlung an
und auch 39 Wochen nach der Therapie zeigten die Patienten einen geringeren Insulinbedarf

sowie ein reduziertes CRP und IL-6 im Vergleich zu vor der Therapie (167).
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In einer Pilotstudie zeigten sich diese Effekte auch fiir die selektive Blockade von IL-1oa durch
MABpl (168). Grofe, randomisierte Placebo-kontrollierte Doppelblindstudien fehlen hier
jedoch. Da in vielen Fillen der chronischen Nierenerkrankung ein Diabetes mellitus zugrunde
liegt, konnte eine Therapie durch Blockade von IL-1 bei diesen Patienten synergistisch wirksam
sein.

Weiterhin zeigt die Therapie durch Blockade von IL-1 vielversprechende Ergebnisse bei der
Behandlung von Patienten nach Myokardinfarkt. In zwei randomisierten Placebo-kontrollierten
Studien kam es durch Behandlung mit Anakinra zu einer Verbesserung der linksventrikuldren
Funktion im Vergleich zur Placebogruppe (169,170). In der Placebogruppe entwickelten 30%
ein Herzversagen, im Unterschied zu 5% in der Gruppe unter Therapie mit Anakinra (170).
Auch in weiteren Studien mit Anakinra kam es durch die Blockade von IL-1 zu einer Besserung
der linksventrikuldren Funktion (171).

Somit findet sich die Therapie durch Blockade von IL-1 bereits in einer Vielzahl verschiedener
Erkrankungen. Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit sprechen dafiir, dass die gezielte
Blockade von IL-1 auch in der Therapie der CKD erfolgsversprechend sein konnte.

Im Tiermodell mit 5/6-nephrektomierten Ratten wurde durch Inhibierung der IL-1-Rezeptor
assoziierten Kinase 4 (IRAK4) eine Reduktion inflammatorischer Marker wie IL-1p3, IL-6,
MCP-1 sowie CRP, sowie eine Verbesserung der Clearance fiir Kreatinin im Vergleich zu
unbehandelten Ratten erreicht (172). In einem Mausmodell fiir diabetische Nephropathie fiihrte
die Behandlung mit Anakinra zu einer reduzierten Nierenschiddigung (173).

In einer Pilotstudie zeigte die Behandlung mit Anakinra bei Patienten an Dialyse eine
Reduktion inflammatorischer Biomarker sowie einen Anstieg von Praalbumin im Serum (174).
In einer weiteren Studie wurden Patienten der Stadien G3 und G4 fiir zwolf Wochen mit
Rilonacept behandelt. Im Vergleich zur Behandlung mit Placebo hatten diese Patienten
verminderte inflammatorische Biomarker sowie eine Verbesserung des ,brachial artery flow
mediated dilation’ (FMDy,), einem Mal fiir die Endothelfunktion. Eine weitere Studie zur
Anwendung von Anakinra bei chronisch Nierenkranken mit Diabetes mellitus ist bereits
abgeschlossen. Ihre Ergebnisse stehen jedoch noch aus (175). Die Ergebnisse der Studien sowie
die vorliegende Arbeit zeigen deutlich, dass IL-1a in den Prozess der sterilen Inflammation bei
chronisch Nierenkranken involviert ist. Ein genaueres Verstdndnis der Ursache der erhohten
Expression von IL-1a sowie groBere Studien zur Wirksamkeit der Blockade von IL-1 werden

hier weitere wichtige Erkenntnisse liefern.
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5.5. Limitationen der Studie

In den Gruppen ,CKD G142’ und ,Transplant’ zeigte sich kein signifikanter Unterschied zur
Gruppe der gesunden Probanden. Dies ist am ehesten der relativen niedrigen Gruppengrof3en
geschuldet. In die Studie wurden nur kaukasische Probanden eingeschlossen, was eine
Ubertragbarkeit der Ergebnisse auf andere Ethnien mit teilweise differenten Mechanismen der
Entstehung der chronischen Nierenerkrankung einschrénkt.

Abgesehen von diesen limitierenden Faktoren, zeichnete sich die untersuchte Population durch
ein typisches Profil an Risikofaktoren und Begleiterkrankungen chronisch Nierenkranker wie
einem erhohter BMI, arterieller Hypertonie, einem erhdhten HbA1C, einem erhdhten CRP
sowie einem verringerten Hdmoglobinwert aus. Somit ist die untersuchte Kohorte als
reprasentativ fiir Patienten mit einer chronischen Nierenerkrankung in den westlichen
Industrielindern anzusehen. Zudem ist diese Analyse bislang die einzige Studie, in der

systemisch bei Patienten mit unterschiedlichen Stadien einer chronischen Nierenerkrankung die

Expression als auch die Sekretion von IL-1o untersucht wurde.

5.6. Ausblick

Monozyten von chronisch Nierenkranken exprimieren vermehrt IL-1o auf ihrer Oberfldche und
sezernieren vermehrt IL-1a nach Stimulation mit Stimulantien des NLRP3-Inflammasoms im
Vergleich zu Gesunden. Diese Unterschiede sind Teil der proinflammatorischen Dysregulation,
welche bei chronisch Nierenkranken zur Progression der CKD sowie zur Entstehung diverser
Begleiterkrankungen fiihrt. Offene Fragen wie nach der Ursache der erhohten Expression von
IL-1a miissen durch weitere Experimente untersucht werden. Dies konnte gezielte Therapien
gegen die Inflammation und ihre Folgen bei chronisch Nierenkranken ermoglichen. Da IL-1a
in einer Vielzahl von Erkrankungen eine Rolle spielt, ist auch die grundlegende physiologische
Funktion und Regulation von IL-la weiter zu erforschen, um mogliche Zusammenhinge
aufkldren zu konnen. Antiinflammatorische Therapieansitze zur Behandlung der CKD zeigen
in Studien vielversprechende Ergebnisse, sind jedoch erst in ihren Anfidngen begriffen. Die
gezielte Inhibierung von IL-1 findet in einem breiten Spektrum an Erkrankungen bereits
Anwendung und eine Vielzahl an Studien, zusammen mit den Ergebnissen der vorliegenden
Arbeit sprechen dafiir, dass diese Strategie auch in der Behandlung der CKD erfolgreich sein
konnte. Aus diesem Grund ist es wichtig, durch weitere klinische sowie Grundlagenforschung
in diesem Bereich Fragen wie der nach einem Stimulus der Inflammation bei CKD zu

beantworten.
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