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1. Zusammenfassung

Chronische Nierenerkrankungen und kardiovaskulare Erkrankungen zahlen in der westlichen
Bevolkerung zu den héaufigsten Todesursachen und sind in der Allgemeinbevolkerung weit
verbreitet. Die Erforschung der pathophysiologischen Grundlagen der Entstehung und der
Progression von chronischen Nierenerkrankungen und kardiovaskularen Erkrankungen,
insbesondere im Zusammenhang mit Inflammation, sind von grof3em Interesse. In bisherigen
Publikationen konnte gezeigt werden, dass Apolipoprotein C-Ill einen alternativen Signalweg
des NLR family pyrin domain containing 3 Inflammasoms in humanen Monocyten aktiviert
und dadurch sterile Inflammation induziert. Des Weiteren konnte in verschiedenen
Vorpublikationen die Relevanz von posttranslationalen Modifikationen als wesentlichen
Faktor bei verschiedenen pathophysiologischen Prozessen und der Entstehung von

Inflammation gezeigt werden.

Deshalb war es Ziel dieser Arbeit zu untersuchen, ob auch Apolipoprotein C-lIi
posttranslationale Proteinmodikationen aufweist und wie diese dessen (patho)physiologische

Effekte modulieren.

Wir konnten mithilfe der Massenspektroskopie eine posttranslationale Guanidinylierung von
Lysinresten des Apolipoproteins C-lll bei Patienten mit chronischer Nierenerkrankung
nachweisen. Die Guanidinylierung von  Apolipoprotein  C-lll  verstarkt seine
proinflammatorischen Effekte signifikant. Diesen Befund konnten wir nicht nur in Zellkultur in
vitro nachweisen, sondern auch in vivo mithilfe von relevanten tierexperimentellen
Krankheitsmodellen evaluieren. In etablierten Nieren- und Herzschadigungsmodellen
konnten wir zeigen, dass guanidinyliertes Apolipoprotein C-IIl bei Organschadigung in der
Niere akkumuliert. AuRerdem konnten wir in humanisierten Mausen in einem vaskularen
Schadigungsmodell und einem Nierenfibrosemodell zeigen, dass guanidinyliertes
Apolipoprotein C-Ill die vaskulare Regeneration hemmt und Nierenschadigung aggraviert.
Letztlich konnte die klinische Relevanz der experimentellen Entdeckungen in der
prospektiven klinischen CARE FOR HOME-Studie bei 543 Patienten mit chronischer
Nierenerkrankung bestétigt werden. Es bestand eine signifikante Assoziation zwischen der
massenspektroskopisch gemessenen Intensitat an guanidinyliertem Apolipoprotein C-1ll und
dem Erreichen von kardiovaskuldren und renalen Endpunkten sowie dem Mortalitatsrisiko

der Patienten.

Zusammenfassend zeigt die Studie in der posttranslationalen Guanidinylierung von
Apolipoprotein C-lll einen proinflammatorischen Prozess von klinischer Relevanz, der bei
Patienten mit chronischer Nierenerkrankung auftritt. Guanidinyliertes Apolipoprotein C-Ill

stellt dabei nicht nur einen potentiellen diagnostischen Biomarker zur Evaluation der

12
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Prognose von Patienten mit chronischer Nierenerkrankung und kardiovaskularen
Erkrankungen dar, sondern ist durch seine proinflammatorische Wirkung mit Aggravierung
einer Organschadigung, auch ein potentielles therapeutisches Target in der Behandlung von

Patienten mit chronischer Nierenerkrankung.

13
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2. Abstract

Chronic kidney disease and cardiovascular disease are among the leading causes of death
in the Western populations and are highly prevalent in the general population. Studying the
pathophysiological events in the development and progression of chronic kidney disease and
cardiovascular disease, particularly in the context of inflammation, is of great interest.
Previous publications have shown that apolipoprotein C-lll activates an alternative signalling
pathway of the NLR family pyrin domain containing 3 inflammasome in human monocytes
and, thereby, induces sterile inflammation. Furthermore, several previous publications have
demonstrated the relevance of post-translational protein modifications as a major factor in
various pathophysiological processes and the development of inflammation.

The aim of the present study was to screen apolipoprotein C-lll for the presence of
posttranslational protein modifications and to study on how they modulate its

(patho)physiological effects.

Using mass spectroscopy, we identified posttranslational guanidinylation of lysine residues of
apolipoprotein C-lll in patients with chronic kidney disease. We have demonstrated that
guanidinylation of apolipoprotein C-lll significantly potentiates its proinflammatory effects in
vitro in cell culture experiments as well in vivo using relevant murine disease models. In
established kidney and heart injury models, we demonstrated that guanidinylated
apolipoprotein C-lll accumulates within kidney upon organ injury. Furthermore, using
humanized mice in a vascular injury model and a model for kidney fibrosis, we demonstrated
that guanidinylated apolipoprotein C-III inhibits vascular regeneration and aggravates renal
injury. Finally, the clinical relevance of the experimental findings was confirmed in the
prospective CARE FOR HOME clinical trial including 543 patients with chronic kidney
disease. There was a significant association between the mass spectroscopically measured
intensity of guanidinylated apolipoprotein C-lll and the occurrence of cardiovascular and

renal endpoints, as well as the risk of mortality in chronic kidney disease patients.

In conclusion, this study reveals that posttranslationally guanidinylated apolipoprotein C-IlI
triggers proinflammatory effects of clinical relevance occuring in patients with chronic kidney
disease. Guanidinylated apolipoprotein C-1ll does not only represent a diagnostic biomarker
for the evaluation of the prognosis of patients with chronic kidney disease, but also a

potential therapeutic target for the treatment of patients with chronic kidney disease.

14



Dissertation Tamim Sarakpi

3. Einleitung

3.1 Chronische Nierenerkrankung

3.1.1 Definition

Die chronische Nierenerkrankung (CKD) ist durch das Vorhandensein einer pathologischen
Veranderung der Struktur und/oder Funktion der Nieren Uber einen Zeitraum von mindestens
drei Monaten definiert. Hierbei stellt bisher die glomeruldre Filtrationsrate den besten
Parameter zur Abschatzung der Nierenfunktion dar. Basierend auf den Leitlinien der KDIGO
(Kidney Disease: Improving Global Outcomes) ist eine chronische Nierenerkrankung als ein
persistierender Abfall der glomerularen Filtrationsrate unter eine eGFR von 60 ml/min/1,73m?2
und/oder eine Erhéhung der Albuminurie Uber einen Zeitraum von mindestens drei Monaten
definiert (KDIGO, 2012). Weitere Marker fir eine chronische Nierenerkrankung sind ein
abnormales Urinsediment, tubular bedingte Elektrolytstdrungen oder krankheitsrelevante
histologische Veranderungen. Zur Einteilung der chronischen Nierenerkrankung nach dem
Schweregrad der Erkrankung und der damit assoziierten Mortalitat werden die glomerulare
Filtrationsrate sowie die Auspragung der Albuminurie verwendet. Hierdurch erfolgt die
Einteilung in Stadium G1-G5 bzw. A1-A3 (Tabelle 1), wobei im Stadium 5 eine terminale
Nierenerkrankung vorliegt. In diesem Stadium ist die exkretorische, endokrine und
metabolische Nierenfunktion nicht mehr ausreichend, um eine adaquate Regulation des

Kdrpers zu gewahrleisten.

Zu den Hauptursachen der chronischen Nierenerkrankung zahlen - insbesondere in Landern
mit einem hohen und mittleren Einkommen — der Diabetes mellitus Typ Il und die arterielle
Hypertonie. Eine weitere Ursache fur die Entstehung und Progression einer chronischen
Nierenerkrankung stellen Glomerulonephritiden dar. Diese sind bei jungen Menschen die
haufigste Ursache fir das Auftreten einer chronischen Nierenerkrankung (G.B.D.CKD
COLLABORATORS, 2020; KALANTAR-ZADEH et al., 2021; WEBSTER et al., 2017; XIE et
al., 2018).

eGFR Kategorien Albuminurie Kategorien

Stadium | Beschreibung eGFR Stadium | Beschreibung Albuminurie
(ml/min/1,73m?) (mg/g

Kreatinin)
Gl Normal/hoch =90 Al Normal bis <30
gering erhoht
G2 Gering erniedrigt 60-89 A2 Moderat erhoht 30-300
G3a Gering bis 45-59 A3 Stark erhoht >300
moderat
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erniedrigt
G3b Moderat bis 30-44
stark erniedrigt
G4 Stark erniedrigt 15-29
G5 Nierenversagen <15

Tabelle 1 - Kriterien zur Einteilung einer chronischen Nierenerkrankung nach KDIGO-Leitlinien(KDIGO, 2012).

3.1.2 Epidemiologie

Die Pravalenz der chronischen Nierenerkrankung steigt seit Jahren weltweit an. In den
Jahren 2007-2017 kam es zu einer Zunahme der Préavalenz um etwa 25 %. Damit leidet
insbesondere in Landern mit mittlerem bis hohen Einkommen jeder zehnte Mensch unter
einer chronischen Nierenerkrankung. Dies spiegelt sich auch in den weltweiten Todesfallen
durch die chronische Nierenerkrankung wider. Im Jahr 2012 waren schatzungsweise
864.226 der weltweiten Todesfalle (bzw. 1,5% der weltweiten Todesfélle) der chronischen
Nierenerkrankung zuzuordnen (G.B.D.CKD COLLABORATORS, 2020). Basierend auf
Schatzungen der WHO verstarben im Jahr 2016 1.180.000 Menschen an einer Erkrankung
der Nieren, die uUberwiegende Mehrheit dieser Todesfalle entfiel auf chronische
Nierenerkrankungen. Damit stellen Nierenerkrankungen die zwdlfthaufigste Todesursache
weltweit dar, wobei die Prévalenz weiterhin ansteigt (WORLD HEALTH ORGANIZATION,
2018). Menschen mit einer chronischen Nierenerkrankung haben ein deutlich erhéhtes
Risiko fur einen vorzeitigen Tod. Dieses Risiko liegt etwa 10-mal so hoch wie das Risiko des
Fortschreitens der Erkrankung zur terminalen Nierenerkrankung mit daraus resultierender
Dialysepflichtigkeit. Das Mortalitatsrisiko steigt dabei mit abnehmender Nierenfunktion
exponentiell an und ist zu einem grof3en Anteil mit dem Tod durch kardiovaskulare
Ereignisse verbunden (G.B.D.CKD COLLABORATORS, 2020; WORLD HEALTH
ORGANIZATION, 2018, 2021). Auch die Anzahl an dialysepflichtigen Patienten in
Deutschland steigt seit Jahren stetig an. Dabei benétigen jedes Jahr etwa 5000 neue
Patienten eine permanente Nierenersatztherapie. Im Jahr 2016 gab es in Deutschland etwa
81.000 Dialysepatienten (GIRNDT et al., 2016; STATISTISCHES BUNDESAMT, 2021).

3.1.3 Kardiovaskulare Erkrankungen

Unter kardiovaskularen Erkrankungen (CVD) werden verschiedene Krankheitsbilder
zusammengefasst, welche das Gefa3system und/oder das Herz betreffen oder davon
ausgehen. Das Spektrum der kardiovaskuldren Erkrankungen beinhaltet die koronare
Herzerkrankung, periphere arterielle Verschlusskrankheit, Herzinsuffizienz, valvulare
Herzerkrankungen und Arrhythmien. Basierend auf den Erhebungen der WHO stellte die

ischamische Herzerkrankung im Jahr 2016 mit 16,6% die mit Abstand haufigste
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Todesursache dar (G.B.D.CKD COLLABORATORS, 2020; WORLD HEALTH
ORGANIZATION, 2018, 2021). Kardiovaskulare Erkrankungen sind eng mit chronischen
Nierenerkrankungen assoziiert, dabei stellen chronische Nierenerkrankungen einen der
starksten Risikofaktoren fur die Entstehung von kardiovaskularen Erkrankungen dar. Dieser
Zusammenhang ist hoch komplex und bisher nicht vollumfassend verstanden, basiert jedoch
nicht alleine auf klassischen, gemeinsamen Risikofaktoren. Die chronische
Nierenerkrankung stellt einen unabhangigen Risikofaktor fir kardiovaskulare Erkrankungen
dar. Ein Groldteil der Todesfalle durch die chronische Nierenerkrankung ist durch
kardiovaskulare Ereignisse bedingt (G.B.D.CKD COLLABORATORS, 2020; KALANTAR-
ZADEH et al.,, 2021; NORDESTGAARD et al., 2007). Die kardiovaskulare Mortalitat von
Patienten mit einer chronischen Nierenerkrankung nimmt mit Fortschreiten der Erkrankung
exponentiell zu. So weisen Patienten mit einer chronischen Nierenerkrankung im Stadium 3
bereits ein doppelt so hohes Mortalitatsrisiko, in Stadium 4 bereits ein dreimal so hohes
Risiko verglichen mit der Normalbevdlkerung. Dies flihrt zu einer ausgepragten Reduktion
der Lebenserwartung von Patienten mit chronischer Nierenerkrankung. Ein 30 Jahre alter
Patient mit einer chronischen Nierenerkrankung im Stadium 3B, 4 bzw. 5 weist eine
Reduktion der Lebenserwartung von 17, 25 bzw. 29 Jahren im Vergleich zu gleichaltrigen
Personen mit normaler Nierenfunktion auf (GANSEVOORT et al.,, 2013; GIRNDT et al.,
2016).

3.1.4 Kardiovaskuléare Risikofaktoren

Dem Spektrum der kardiovaskularen Erkrankungen liegt eine Vielzahl an traditionellen
Risikofaktoren zugrunde (Tabelle 2). Dazu zéhlen klassischerweise Alter, Geschlecht,
Diabetes mellitus, Rauchen, arterielle Hypertonie, Hypercholesterinamie, familiare
Disposition und Bewegungsmangel. Diese traditionellen Risikofaktoren kénnen durch das
Vorhandensein einer chronischen Nierenerkrankung beeinflusst werden. Als Beispiel konnen
Nierenerkrankungen nicht nur durch arterielle Hypertonie ausgeldost werden, sondern diese
auch verursachen. Es zeigte sich zudem in einer Studie, dass das kardiovaskulare Risiko
durch Hypertonie bei Patienten mit chronischer Nierenerkrankung deutlich starker ansteigt,
als bei solchen mit einer normalen Nierenfunktion (GANSEVOORT et al., 2013). Des
Weiteren zeigt sich, dass eine koronare Herzkrankheit bei einer chronischen
Nierenerkrankung mit einer héheren Wahrscheinlichkeit mehrere und insbesondere kleinere
GefalRe betrifft und dabei mit einer hoheren Wahrscheinlichkeit fir koronare Mikro- und
Makrokalzifikationen einhergeht (SPEER et al., 2021). Die kardiovaskularen Risikofaktoren
stellen gleichzeitig auch Risikofaktoren fir die Entstehung und Progression einer
chronischen Nierenerkrankung dar. Jedoch zeigt sich, dass auch nach Adjustierung fur die
klassischen kardiovaskuldaren Risikofaktoren, die chronische Nierenerkrankung einen

relevanten, unabhangigen kardiovaskularen Risikofaktor darstellt. Hierbei spielen einige nicht
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traditionelle, nierenspezifische Mechanismen eine entscheidende Rolle. Hierzu zdhlen die
Art der Nierenerkrankung, Proteinurie, Anamie, Uberwasserung, Stérungen im Calcium- und
Phosphathaushalt, oxidativer Stress, Inflammation, endotheliale Dysfunktion, thrombogene
Faktoren, Uramietoxine, Elektrolytstorungen und uréamische Dyslipidamie (SPEER et al.,
2021).

Klassische (traditionelle) CKD-spezifische (nicht-traditionelle
Risikofaktoren Risikofaktoren
Alter Art der Nierenerkrankung
Geschlecht Proteinurie
Diabetes mellitus Anémie
Rauchen Uberwéasserung
Arterielle Hypertonie Abnormaler Calcium-Phosphathaushalt
Hypercholesterinamie Oxidativer Stress
Familiare Disposition Inflammation
Bewegungsmangel Endotheliale Dysfunktion
Thrombogene Faktoren
Uramietoxine
Elektrolytstérungen
Uramische Dyslipidamie

Tabelle 2 — Gegenuberstellung von klassischen (traditionellen) und CKD-spezifischen (nicht traditionellen)
kardiovaskuléaren Risikofaktoren.

3.2 Uradmische Dyslipidamie

3.2.1 Charakteristika/Definition

Die uramische Dyslipidamie fasst vielfaltige Stérungen des Lipidstoffwechsels bei
chronischer Nierenerkrankung zusammen. Dabei beschreibt sie ein spezifisches Muster von
Lipoproteinen bei Patienten mit chronischer Nierenerkrankung. Patienten mit einer
chronischen Nierenerkrankung weisen klassischerweise normale LDL-C Plasmaspiegel bei
reduzierten HDL-C Plasmaspiegeln sowie hohe Plasmaspiegel von Triglyceriden und
Lipoprotein(a) auf. Der Metabolismus, die Struktur und die Funktion der Lipoproteine sind bei
diesen Patienten entscheidend verdndert. Durch die verénderte Struktur spielen die
Lipoproteine eine wesentliche Rolle in der Pathogenese der chronischen Nierenerkrankung
und insbesondere bei den damit assoziierten pathophysiologischen Prozessen in der
Entstehung von Niereninsuffizienz-assoziierten kardiovaskularen Erkrankungen. Die

urdmische Dyslipidamie lasst sich klar von der Dyslipidamie bei nephrotischem Syndrom
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abgrenzen. Letztere geht mit erhéhten LDL-C- und Triglyceridplasmaspiegeln bei normalen
HDL-C Plasmaspiegeln einher (SPEER et al., 2021).

3.2.2 High-density Lipoprotein (HDL)

HDL-Partikel stellen eine heterogene Klasse an Lipoproteinen dar, welche eine komplexe
Lipid- und Proteinzusammensetzung besitzen. Im Fettstoffwechsel spielen sie eine Rolle bei
dem Rucktransport von Cholesterin aus dem peripheren Gewebe zur Leber. Dies erfolgt
entweder direkt oder indirekt durch eine Ubertragung auf LDL. Des Weiteren findet eine
direkte Interaktion zwischen HDL und verschiedenen Zellentypen statt, insbesondere mit
Endothelzellen zur Erhaltung der endothelialen Integritdt und Funktion (SPEER et al., 2021).
Man unterscheidet zwischen dem HDL-Cholesterin (HDL-C), was in der klinischen Routine
bestimmt wird, und den ganzen HDL-Partikeln. Apolipoprotein A-l stellt das
Hauptstrukturprotein der HDL-Partikel dar. HDL dient als Transporter flir Cholesterin. Dabei
interagiert es direkt mit Hepatocyten, um eine Aufnahme von Cholesterin in die Hepatocyten
zu induzieren. Die Struktur des HDLs von Patienten mit chronischer Nierenerkrankung
unterscheidet sich von dem Nierengesunder. Insbesondere kommt es durch die
Veranderung des Proteoms von HDL zur Uber- bzw. Unterexpression von verschiedenen
Enzymen und damit zu einem veranderten Metabolismus (LAUFS et al., 2020; SPEER et al.,
2021). In der Dallas Heart Studie konnte beispielsweise gezeigt werden, dass die Kapazitat
von HDL fur den Cholesterin-Ricktransport mit dem Auftreten von kardiovaskularen
Ereignissen und der Gesamtmortalitdt assoziiert ist. Zudem wurde nachgewiesen, dass es
bei Patienten mit chronischer Nierenerkrankung zu einer erhéhten Konzentration von SAA im
HDL Partikel kommt, was dessen Effekte auf das vaskulare System moduliert (ZEWINGER
et al, 2015). AuRerdem akkumuliert symmetrisches Dimethylarginin im HDL
Nierenerkrankter, was dessen vasoprotektive Eigenschaften beeinflusst (SPEER et al.,
2013). Zusammenfassend ist die Niereninsuffizienz-abh&ngige Veranderung von HDL mit
einem veranderten Proteom und dem Verlust der vasoprotektiven Funktion von HDL und
damit einem erhohten Risiko fur kardiovaskulare Erkrankungen, koronarer Herzkrankheit und
einer erhohten Mortalitdt assoziiert (VICTOR et al.,, 2004; ZEWINGER et al., 2015;
ZEWINGER et al., 2017a).

3.2.3 Low-density-Lipoprotein

LDL dient dem Transport von Cholesterin aus der Leber in das periphere Gewebe. Dabei
besteht es aus Cholesterin, Proteinen und Phospholipiden. Es wird in der Leber beim Abbau
von VLDL synthetisiert. Apolipoprotein B stellt das Hauptstrukturprotein von LDL dar. Bei

Patienten mit chronischer Nierenerkrankung liegen die LDL-C-Plasmaspiegel meist im
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normalen Bereich. Allerdings ist die Struktur und damit der Metabolismus von LDL bei diesen
Patienten verandert. In der Allgemeinbevdlkerung stellen erhdhte LDL-C-Plasmaspiegel
einen unabhangigen Risikofaktor fiir Atherosklerose und kardiovaskulédre Erkrankungen dar
(CHOLESTEROL TREATMENT TRIALISTS et al., 2012). Wahrend experimentelle Ansétze
eine pathophysiologische Rolle von modifiziertem LDL bei Niereninsuffizienz-assoziierten
kardiovaskularen Erkrankungen und Mortalitat zeigen, ist dieser Effekt bei Patienten mit
niedriger GFR deutlich weniger ausgepragt als erwartet (TONELLI et al., 2013). Terminale
Nierenerkrankungen gehen unter anderem durch Uramietoxine, Elektrolytverschiebungen
und Hypervolamie mit einem deutlich erhdhten Risiko fir Herzversagen und plétzlichen
Herztod durch Arrhythmien einher. In der SHARP-Studie konnte eine Assoziation zwischen
erhdhten LDL-C-Spiegeln und kardiovaskularen Ereignissen bei Patienten mit chronischer
Niereninsuffizienz gezeigt werden. Jedoch stellte sich weder eine Assoziation zwischen der
Senkung von LDL-C mit dem Progress einer chronischen Nierenerkrankung, noch einem
besseren Outcome durch die Gabe von Simvastatin/Ezetimib dar (HAYNES et al., 2014).
Interessanterweise war jedoch in einer aktuellen Studie mit Gber 600.000 Teilnehmern hohes
LDL-C mit einem erhéhten Risiko fur CKD assoziiert (EMANUELSSON et al., 2019). Bei
chronischer Nierenerkrankung konnten verschiedene Veranderungen der
Lipidzusammensetzung von LDL nachgewiesen werden, es konnte gezeigt werden, dass es
bei Patienten mit chronischer Nierenerkrankung tberwiegend zur Bildung von LDL-Partikeln
mit niedrigerer Dichte kommt. Aufgrund ihrer gesteigerten Fahigkeit zur Infiltration der
arteriellen Intima, wird bei diesen Partikeln eine erhdhte Atherogenitat vermutet (BOWDEN
et al., 2011) (GARDNER et al., 1996).

3.2.4 Triglyceride

Triglyceride bestehen aus einem Glycerin-Molekil, das mit drei Fettsduren verbunden ist.
Die Hypertriglyceridamie ist nicht nur eine haufige Ursache fir Pankreatitiden, sie spielt auch
eine wesentliche Rolle bei der Entstehung von Atherosklerose und kardiovaskularen
Erkrankungen. Dabei liegt die Préavalenz einer milden bis moderaten Hypertriglyceridamie in
der Bevolkerung etwa bei 10% der Erwachsenen. Die Pravalenz einer Hypertriglyceridamie
nimmt dabei parallel zur Pravalenz von Fettleibigkeit und Diabetes mellitus Typ Il zu (LAUFS
et al., 2020). Eine Hypertriglyceridamie ist definiert als eine Storung des Fettstoffwechsels
mit Triglycerid-Spiegeln von dber 180 mg/dl im Blut. Bei Patienten mit chronischer
Nierenerkrankung treten meist erhohte Triglycerid-Plasmaspiegel auf. Dabei ist deren Héhe
mit dem Stadium der Nierenerkrankung assoziiert und bei Dialysepatienten am starksten
erhoht. In mehreren Metaanalysen, die auf der Copenhagen City Heart Studie basierten,
konnte eine starke Assoziation zwischen einer Erhéhung der Nichtern-Triglyceride und

einem erhdhten Risiko fir Myokardinfarkte, ischamische Herzerkrankung, Schlaganfalle und
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Mortalitat gezeigt werden (NORDESTGAARD, VARBO, 2014) (MADSEN et al., 2018). Es
zeigte sich zudem, dass ein niichtern gemessener Triglycerid-Plasmaspiegel von 580 mg/dl
im Vergleich zu einem Spiegel von 70 mg/dl mit einem funffach erhdhten Risiko fur
Myokardinfarkt, dreifach erhdhten Risiko fur ischamische Herzerkrankung und ischamischen
Schlaganfall sowie einem verdoppelten Risiko fur Mortalitat einhergeht (LAUFS et al., 2020;
NORDESTGAARD, VARBO, 2014; SPEER et al, 2021). Bei Patienten mit akutem
Koronarsyndrom (ACS), die unter einer Statintherapie stehen, stellen erhdhte Triglyceride
unabhangig von LDL-C einen Pradiktor fur das kardiovaskulare Risiko dar (SCHWARTZ et
al., 2015).

3.3  Triglycerid-reiche Lipoproteine

3.3.1 Triglycerid-Stoffwechsel allgemein und bei chronischer
Nierenerkrankung
Der Transport von Triglyceriden erfolgt Gberwiegend durch Chylomikronen und VLDL. Nach
Aufnahme von Triglyceriden tber die Nahrung erfolgt die Bildung von Chylomikronen im
Darm. Diese werden anschlieBend Uber das lymphatische System in die venodse
Blutstrombahn geleitet. Die endogene Aufhnahme von Triglyceriden zum Beispiel nach
Freisetzung aus Lysosomen oder nach de novo Lipogenese erfolgt Uber VLDL.
AnschlieRend findet die Lipoproteinlipase-vermittelte Freisetzung von freien Fettsauren mit
Aufnahme durch das Fett- und Muskelgewebe statt. Die sogenannten Remnants der
Chylomikronen werden von der Leber verstoffwechselt. Hier erfolgt im Anschluss die Bildung
von VLDL. Aufgrund der kurzen Halbwertszeit von Chylomikronen sind diese nur
postprandial messbar. Im nlichternen Zustand stellt VLDL den Haupttréager von Triglyceriden
dar. Die Produktion von VLDL wird durch freie Fettsduren und Insulin angeregt. Die
Lipoproteinlipase kann Triglyceride im VLDL hydrolysieren. Dadurch kommt es zur
Entstehung von IDL, die ubrig gebliebenen Triglyceride werden wiederum von der
hepatischen Lipase hydrolysiert. Des Weiteren erfolgt ein CETP-vermittelter Austausch von
Triglyceriden gegen Cholesterinester von HDL, dadurch entsteht aus IDL LDL. Diese werden
anschlieend wieder in die Leber aufgenommen. Die LPL-vermittelte Lipolyse von
triglyceridreichen Lipoproteinen wird durch verschiedene Apolipoproteine der Leber
vermittelt, eines davon ist ApoC3. Dieses inhibiert die Aktivitdt der Lipoproteinlipase
(ROSENSON et al., 2014) (HAAS et al., 2013). Triglyceridreiche Lipoproteine spielen eine
Rolle in der Entstehung von Atherosklerose. Dabei konnen die grof3en VLDL-Partikel zwar
nicht direkt die arterielle Wand erreichen, aber kleinere cholesterinreiche Remnants von
VLDL stehen im Verdacht, im subendothelialen Schichten von BlutgefaRen zu akkumulieren.

Dort kdnnen sie durch die Freisetzung von freien Fettsduren, Monoacylglycerol und anderen
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Molektlen eine Inflammationsreaktion induzieren (LAUFS et al., 2020; NORDESTGAARD,
VARBO, 2014; SPEER et al., 2021). Abbildung 1 stellt den Metabolismus von Triglycerid-
reichen Lipoproteinen schematisch dar.
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Abbildung 1 - Darstellung des Metabolismus von Triglycerid-reichen Lipoproteinen. FFA, Freie Fettsduren. LPL,
Lipoproteinlipase. ANGPTL3, Angiopoietin-like protein-3. ANGPTL4, Angiopoietin-like protein-4. HL, Hepatische Lipase.
Abbildung von Univ.-Prof. Dr. Dr. T. Speer.

3.3.2 Apolipoprotein C3 (ApoC3)
3.3.2.1 Effekte von ApoC3 auf den Trigylceridstoffwechsel

ApoC3 wird Uberwiegend in der Leber und zu Teilen im Darm synthetisiert und ist ein
Hauptbestandteil von VLDL. Zudem ist es in Chylomikronen und HDL nachweisbar. Im
Fettstoffwechsel wirkt es inhibierend auf die LPL und verhindert durch die Interaktion mit
ApoE die Wiederaufnahme von Chylomikronen und VLDL-Remnants in die Leber. Durch die
Inhibition der LPL kommt es zur Verringerung der LPL-abhangigen Lipolyse von
triglyceridreichen Lipoproteinen und damit zu gesteigerten Triglycerid-Plasmaspiegeln. Bei
Patienten mit chronischer Nierenerkrankung sind die ApoC3-Level gesteigert. Dadurch
kommt es bei diesen Patienten zu einer reduzierten Aktivitdt von LPL und damit zu einer
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Steigerung der Triglycerid-Plasmaspiegel. Aktuelle Studien zeigen eine signifikante
Assoziation zwischen ApoC3-Spiegeln und Mortalitat. In der LURIC Studie wiesen Patienten
mit erhéhten ApoC3-Spiegeln in einer Nachbeobachtungsperiode von 9,9 Jahren zudem
deutlich erhdhte systemische Inflammationsmarker auf (ZEWINGER et al.,, 2020).
Demzufolge stellt ApoC3 ein potentielles therapeutisches Target in der Behandlung von
kardiovaskularen Erkrankungen und der chronischen Nierenerkrankung dar. Passend dazu
konnten neuere Studien demonstrieren, dass Loss-of-function Mutationen im APOC3
Genlocus nicht nur mit einer deutlichen Reduktion von Triglycerid-Plasmaspiegeln, sondern
auch mit einem reduzierten Auftreten von kardiovaskularen Erkrankungen und ischdmischen
Herzinfarkten einhergehen. Aul3erdem konnte durch die Hemmung von ApoC3 mittels
Antisense-Nucleotiden bei Patienten mit Hypertriglyceridamie eine deutliche Reduktion der
Triglycerid-Plasmaspiegel erreicht werden. In epidemiologischen Studien konnten erhdhte
ApoC3 Plasmaspiegel als unabhangiger Risikofaktor fir koronare Herzerkrankung und
Atherosklerose etabliert werden (GRAHAM et al., 2013; JIN et al., 2016; JOHNSON, 2004;
KHETARPAL et al., 2017; OLIVIERI et al., 2003; OLIVIERI et al., 2002; SILBERNAGEL et
al., 2020).

3.3.2.2 Aktivierung des angeborenen Immunsystems durch ApoC3

Bei der Entstehung von verschiedenen kardiovaskularen Erkrankungen spielt sterile
Inflammation eine wichtige Rolle. Diese wird insbesondere durch eine Aktivierung des
angeborenen Immunsystems vermittelt, was zur Entstehung einer sterilen Inflammation fuhrt
(LEEMANS et al., 2014; ZEWINGER et al., 2020). Das angeborene Immunsystem detektiert
Pathogene durch verschiedene ,pattern recognition receptors® (PRRs). Diese erkennen
unterschiedliche mikrobielle Strukturen, die ,pathogen-associated moleular patterns®
(PAMPs) wie zum Beispiel bakterielle Wandbestandteile wie Lipopolysaccaride. PRRs
kénnen aber auch durch endogene Substanzen, die beispielsweise bei Zellschadigung
freigesetzt werden, aktiviert werden. Diese bezeichnet man als ,danger-associated
molecular patterns® (LAMKANFI, DIXIT, 2014). Eine essentielle Rolle bei der sterilen
Inflammation spielen verschiedene Inflammasom-Komplexe, die zu den ,pattern recognition
receptors® zahlen und sowohl durch endogene und als auch durch exogene Stimulanzien
aktiviert werden kdnnen. Eines der bisher am besten untersuchten Inflammasome stellt das
NLRP3 Inflammasom dar. Es handelt sich dabei um einen multimeren Proteinkomplex aus
NLRP3, ASC und Caspase-1, welcher nach seiner Aktivierung uUber verschiedene
Signalwege, Pro-Formen von Zytokinen in ihre aktive Form prozessiert. Hier sind
insbesondere IL-18 und IL-18 zu nennen. Die Kklassische Aktivierung des NLRP3-
Inflammasoms in Makrophagen erfolgt durch zwei unabhangige Signale, die im ersten Schritt
zur Expression der Inflammasombestandteile und im zweiten Schritt zu deren
Zusammensetzung und Aktivierung fuhren (LAMKANFI, DIXIT, 2014). Die kanonische
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Inflammasom-Aktivierung basiert auf der Bildung von Pyroptosom-Formationen, dem
inflammatorischen Zelltod der Pyroptose und Kaliumausstrom. Es konnten jedoch alternative
Signalwege, die auf humane Moncyten begrenzt sind, demonstriert werden. Die alternative
Aktivierung basiert im Gegensatz zur klassischen Inflammasom-Aktivierung auf dem TLR4-
TRIF-RIPK1-FADD-CASP8-Signalweg und bendétigt keine zweistufige Aktivierung (GAIDT et
al., 2016). Ein Trigger der alternativen Aktivierung des Inflammasoms in humanen
Monocyten ist ApoC3 (ZEWINGER et al., 2020). In einer aktuellen Studie konnte gezeigt
werden, dass ApoC3 in humanen Monocyten uber einen alternativen Signalweg das NLRP3-
Inflammasoms aktiviert und so eine systemische Inflammation hervorruft. Uber diesen
Signalweg hemmt ApoC3 die Regeneration von arteriellen L&sionen und fordert die
Entwicklung von Nierenschadigungen. Dieser Zusammenhang ist insbesondere bei allen
Erkrankungen, die mit erhéhten Plasmaspiegeln von ApoC3 assoziiert sind, relevant. Dazu
gehoren die chronische Nierenerkrankung, die koronare Herzerkrankung, der Myokardinfarkt
und Diabetes mellitus 1l (ZEWINGER et al., 2020).

3.3.3 Posttranslationale Lipoproteinmodifikationen

Posttranslationale Modifikationen beschreiben einen Prozess, bei dem Proteine nach
abgeschlossener Translation verandert werden. Sie gewinnen in den letzten Jahren
zunehmend an Interesse, da sich in verschiedenen Studien eine Assoziation zwischen
diesen Veranderungen und Krankheitsbildern wie Atherosklerose, Diabetes mellitus und
chronischer Nierenerkrankung gezeigt haben (OK et al.,, 2005) (WANG et al.,, 2007)
(HORKKO et al., 1994). Dabei wurden verschiedenste Modifikationen beschrieben, darunter
Glykosylierung, Oxidation, Nitrosylierung, Acetylierung, Carbamylierung und

Guanidinylierung.

3.3.3.1 Oxidierung

Oxidativer Stress und Inflammation sind wesentliche Faktoren fir die Ausbildung von
posttranslationalen Modifikationen. Oxidativer Stress entsteht durch einen Uberschuss an
reaktiven Sauerstoffspezies (ROS). An der Regulation des Gleichgewichts zwischen Bildung
und Abbau der ROS ist eine Vielzahl von enzymatischen und nicht-enzymatischen
Prozessen beteiligt. ROS stellen einen wichtigen Bestandteil des unspezifischen
Abwehrsystems dar. Jedoch konnen hohe ROS Konzentrationen negative Effekte auf
Funktion und Struktur von Gewebe haben. Das urdmische Milieu bei Patienten mit
chronischer Nierenerkrankung fuhrt durch die Akkumulation von harnpflichtigen Substanzen
zu gesteigertem oxidativen Stress und beglnstigt somit oxidative Prozesse.
Dementsprechend sind bei Patienten mit chronischer Nierenerkrankung die Plasmaspiegel
von oxidiertem LDL (oxLDL) deutlich erhéht (CACHOFEIRO et al., 2008). Die Oxidation von

LDL wird im Plasma durch die ebenfalls zirkulierenden Antioxidantien verhindert. Der
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Uberwiegende Anteil der Oxidation von LDL findet im subendothelialen Raum statt
(NORDESTGAARD, VARBO, 2014). Die Aufnahme von LDL in den subendothelialen Raum
wird durch endotheliale Dysfunktion gefordert, diese ist wiederum bei erhéhtem oxidativen
Stress gesteigert. Oxidativer Stress reduziert hierbei die Verfugbarkeit von
Stickstoffmonoxid, beeinflusst dadurch die vaskulare Funktion und ermdéglicht den Eintritt von
LDL in die arterielle GefalRwand (MUNZEL et al., 1997).

3.3.3.2 Carbamylierung

Eine weitere posttranslationale Modifikation stellt die Carbamylierung dar (WANG et al.,
2007). Cyanat und Isocyansaure kénnen Aminosauren von Proteinen und andere Molekile
carbamylieren und dadurch deren Struktur und Funktion verandern. Carbamylierte Proteine
finden sich in Neutrophilen, Monocyten und Erythrocyten sowie im Nierengewebe von CKD-
Patienten (KRAUS, KRAUS, 2001). Carbamylierte Proteine von urémischen Patienten
zeigen einen Verlust oder eine Anderung ihrer biologischen Aktivitat. Darauf basierend wird
vermutet, dass die Carbamylierung von Proteinen einen Faktor der Toxizitat des urdmischen
Milieus darstellt (WANG et al., 2007). Das fur die Carbamylierung notwendige Cyanat wird
entweder enzymatisch durch die Myeloperoxidase (MPO) produziert oder entsteht nicht-
enzymatisch durch den Zerfall von Harnstoff als Stoffwechselendprodukt beim Abbau von
Aminosauren (BAUM, 2021). Die MPO ist ein Enzym, das von Leukocyten sezerniert wird
und einen wichtigen Bestandteil der angeborenen Immunantwort darstellt. Es konnte
demonstriert werden, dass der Prozess der Carbamylierung bei renaler Dysfunktion und
Uradmie auftritt und dabei durch die MPO beschleunigt wird. Dieser Inflammations-abhangige
Prozess spielt eine entscheidende Rolle in der Entstehung von Atherosklerose (NICHOLLS,
HAZEN, 2005). Die MPO-katalysierte Carbamylierung von Proteinen konnte in humanen
atherosklerotischen Plagques nachgewiesen werden. Dort zeigt sie sich im Vergleich zu
normalem arteriellem Gewebe deutlich ausgepragter. Die dabei zugrundeliegenden
chemischen Prozesse basieren auf dem MPO/H202/SCN- -System von Leukocyten. Dabei
sind die Plasmaspiegel von SCN- abhangig von der Erndhrung und unter anderem bei
Rauchern deutlich erhoéht. Auch die Carbamylierung von ApoB stellt eine haufige
posttranslationale Modifikation von LDL dar, diese tritt bei Patienten mit chronischer
Nierenerkrankung gehauft auf, jedoch nicht bei Gesunden. Zudem induziert carbamyliertes
LDL eine endotheliale Dysfunktion, einen wichtigen Schritt in der Pathogenese der
Atherosklerose (SPEER et al., 2014) (WANG et al., 2007) (LIU et al., 2016).

3.4  Fragestellung

Aktuelle Studien heben zunehmend die sterile Inflammation als einen entscheidenden Faktor

der der Entstehung und dem Fortschreiten von Erkrankungen wie Atherosklerose, Diabetes
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mellitus Typ Il, chronischer Nierenerkrankung und kardiovaskularen Erkrankungen hervor.
Die zugrundeliegenden pathophysiologischen Prozesse sind von grofem Interesse, da sie
entscheidend fur die Entwicklung von neuen prognostischen, praventiven und
therapeutischen Instrumenten sind. Ziel dieser Arbeit ist es deshalb, posttranslationale
Protein-Modifikationen im ApoC3 zu identifizieren und deren (patho)physiologische Relevanz

in vitro und in vivo in verschiedenen Krankheitsmodellen zu untersuchen.
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4. Methoden

4.1 Materialien

4.1.1 Antikorper

Name Spezies Hersteller Verdinnung

Primar-Antikorper

Anti-DKK3 Antikorper Hase Abcam 1:100
#ab187532

Anti-F4/80 Antikorper (BM8) Maus eBiosience 1:100
#14-4801-82

Anti-Ly6G/Ly6C Antikorper Maus eBiosience 1:100

(RB6-8C5) #14-5931-82

Sekundar-Antikdrper

Goat anti-Rat IgG (H+L) Ziege Invitrogen 1:200

Antikorper, Biotin #31830

Goat anti-Rabbit IgG (H+L) Ziege Invitrogen 1:200

Antikdrper, Biotin #31820

Tabelle 3 - Auflistung der verwendeten Primar- und Sekundarantikdrper.

4.1.2 Experimentelle Modelle: Zelllinien

Zelllinie

Hersteller

HEK-Blue hTLR2 Zellen

Invivogen #hkb-htlr2

HEK-Blue hTLR4 Zellen

Invivogen #hkb-htlr4

Tabelle 4 - Auflistung der verwendeten Zelllinien.

4.1.3 Kommerzielle Assays und Kits

Bezeichnung

Hersteller

Humaner IL1-beta/ll-1F2 Duoset ELISA

R&D systems #DY201

Humaner IL-6 Duoset ELISA

R&D systems #DY206

CD14 MicroBeads, Human

Miltenyi Biotec #130-050-201

Tabelle 5 - Auflistung der verwendeten kommerziellen Assays und Kits.
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4.1.4 Experimentelle Modelle: Organismen/Stamme

Mausstamm

Lieferant

C57BL/6J

Jackson Laboratory, Bar Harbor, Maine, USA

NOD.CB17/Prkdcscid/scid/R]

Janvier Labs, Le Genest-Saint-Isle, Frankreich

Tabelle 6 - Auflistung der verwendeten Mausstamme.

4.1.5 Medien, Lésungen, Puffer

Medien, Lésungen, Puffer

Details

Draqg5

1pl Drag5
250 pl 1 9% BSA

Hunger-Medium

RPMI GlutaMax
Penicillin/Streptomycin
10mM HEPES

Hunger-Medium
(Makrophagenstimulation)

RPMI GlutaMax

50 U/ml Penicillin

50 pg/ml Streptomycin
10 mM HEPES

Krebs-HEPES Puffer (KHB)

Noxygen, Elzach

Natriumbicarbonat-Puffer

NaHCOs

Natrium-Citratpuffer

2,941 g Sodiumcitrat
1000 ml destilliertes Wasser
500 ul Tween 20

pH 6,0
PBS/EDTA (Monocytenisolation) PBS

0,5M EDTA
Phosphat bufferd saline (PBS) 137 mM NacCl

2,7 mM KCI

8,1 mM Na2HPO4
1,5 mM KH2PO4
pH 7,2-7,4

0,2 um gefiltert

Reagenzverdiinnungslosung PBS

1% BSA

pH 7,2-7,4

0,2 um gefiltert
Stopplésung H2SO.4
Substratlésung 1:1 Gemisch aus H;O, und

Tetramethylbenzidine
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TNB Blocking Puffer

1,576 g Tris-HCL

0,876 g NaCl

100 ml destilliertes Wasser
pH 7,5

0,5 g Blocking Reagenz

Waschpuffer

PBS
0,05 % Tween®
pH 7,2-7,4

Vollmedium (HEK-Zellen)

DMEM

4.5 g/l Glukose

10 % FBS

50 U/ml Penicillin

50 pg/ml Streptomycin
100 pg/ml Normocin

2 mM L-Glutamin

Vollmedium (PBMC-Kultur)

RPMI GlutaMax

10 % Fetales bovines Serum
50 U/ml Penicillin

50 pg/ml Streptomycin

10 mM HEPES

Tabelle 7 - Auflistung der verwendeten Medien, Lésungen, Puffer.

416 Gerate

Produkt

Hersteller

Anasthesie-System Fluovac

Harvard Apparatus, Holliston, MA, USA

COz-Inkubator Serie CB

Binder, Tuttlingen

ESR-Spektrometer e-scan

Bruker BioSpin GmbH, Rheinstetten

Heraeus Fresco 17 Centrifuge

Thermo Scientific, Waltham, MA, USA

Heraeus Megafuge 1.0R

Heraeus instruments, Osterode

MACS Separator

Milteny Biotec Inc., Deutschland

Microplate Reader sunrise-basic

Tecan, Mannedorf, Schweiz

Mikroplatten (DY990)

R&D Systems, Minneapolis, Minnesota, USA

Mikrozentrifuge PicoFuge I

Stratagene, CA, USA

Multipipette

Eppendorf, Hamburg

Optima XPN 90 Ultracentrifuge mit
Ultrazentrifugenrotor Typ 70.1 Ti

Beckman Coulter, Brea, CA, USA

Pipettierhilfe Pipetman

Gilson International, Limburg an der Lahn

Pipettierhilfe Pipetus-akku

Hirschmann Laborgeréte, Eberstadt
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Pipettierhilfe Swift PET

Abimed Analysen-Technik, Langenfeld

Plattenversiegelungsgerat (DY992)

R&D Systems, Minneapolis, Minnesota, USA

Préazisionswaage PCB
100-3 (0,001 g)

Kern & Sohn GmbH, Balingen-Frommern

Semi-Mikrowaage R
160P-D1 (0,00001 g)

Sartorius AG, Géttingen

Vortex REAX 2000

Heidolph Instruments, Schwabach

Zeiss Axio Imager 2

Carl Zeiss Microscopy, Jena, Deutschland

Zeiss LSM 900

Carl Zeiss Microscopy, Jena, Deutschland

Tabelle 8 - Auflistung der verwendeten Gerate.

4.1.7 Software
Software Hersteller
Image J 1.52a National Institutes of Health, Bethesda,

Maryland, USA

Prism 8 for MacOS

GraphPad Software, La Jolla, CA, USA

SPSS Statistics Version 25

IBM, Endicott, New York, USA

Stata/IC 15.1

StataCorp, College Station, Texas USA

WInEPR Aquisition Program

Bruker BioSpin, Billerica, Massachusetts, USA

ZEN 3.0 (Blue edition)

Carl Zeiss Microscopy, Jena, Deutschland

Tabelle 9 - Auflistung der verwendeten Software.

4.1.8 Chemikalien und sonstige Reagenzien

Chemikalien und sonstige
Reagenzien

Hersteller

1-Hydroxy-3-methoxycarbonyl-2,2,5,5-
Tetramethylpyrrolidin (CMH)

Noxygen, Elzach

4',6-Diamidin-2-phenylindol (DAPI)

Thermo Fisher Scientific, Massachusetts, USA

Adenin-Diat (0,2%)

Altromin International, Deutschland

Alpha-Cyano-4-hydroxyzimtsdure

Sigma Aldrich, St. Louis, MO, USA

Ammoniumchlorid-L6sung

Carl Roth, Deutschland

Apolipoprotein C3

Holzel Diagnostika, Deutschland
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Aqua dest.

Apotheke des Universitatsklinikums des
Saarlandes

ATTO-488-NHS-Ester

ATTO-TEC, Siegen, Deutschland

Bovines Serumalbumin (BSA)

VWR International GmbH, Darmstadt

Chromogen AEC

VWR International GmbH, Darmstadt

Deferoxamin (DFO)

Noxygen, Elzach

Dexpanthenol-Augensalbe

Bayer AG, Deutschland

Diethyldithiocarbamat (DETC)

Noxygen, Elzach

Dulbecco’s Modified Eagle Medium

Gibco/Thermo Fisher Scientific, Massachusetts,
USA

Eosinpulver Sigma Aldrich, Deutschland

Ethanol Sigma Aldrich, St. Louis, MO, USA

Evan'‘s Blau Thermo Fisher Scientific, Massachusetts, USA
Formaldehyd Sigma Aldrich, Deutschland

Goldchlorid-Losung

Sigma Aldrich, Deutschland

Guanidinhydrochlorid-L&sung

Sigma Aldrich, Deutschland

Harnstoff

Sigma Aldrich, Deutschland

HRP-konjugiertes Streptavidin

Thermo Fisher Scientific, Massachusetts, USA

Isofluran

Baxter International, Deerfield, IL, USA

KETAVET

Zoetis, New Jersey, USA

Lichtgruin-SF Losung

Sigma Aldrich, Deutschland

Lipopolysaccharide (LPS)

InvivoGen, Kalifornien, USA

Methylisoharnstoffbisulfat-Losung

Sigma Aldrich, Deutschland

Natriumthiosulfat-Lésung

Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland

Periodsaure-LOosung

Thermo Fisher Scientific, Massachusetts, USA

Peroxidase

Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland

Phosphatgepufferte Salzlésung (PBS)

Gibco/Thermo Fisher Scientific, Massachusetts,
USA

Pikro-Siriusrot-L6sung

VWR International GmbH, Darmstadt

ROMPUN (2%)

Bayer AG, Deutschland

RPMI, Glutamax

Gibco/Thermo Fisher Scientific, Massachusetts,
USA

Saccharose-Epichlorhydrin-Copolymer

(Ficoll)

GE Healthcare, lllinois, USA
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saures Hamalaun nach Mayer

Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland

Silbernitrat/Methenamin-Borat Losung

Sigma Aldrich, Deutschland

Standardfutter

Altromin International, Deutschland

Trypanblau (0,4%)

Invitrogen/Life Technologies, Carlsbad, CA,
USA

Trypsin Gibco/Thermo Fisher Scientific, Massachusetts,
USA
Tween-20 AppliChem, Darmstadt

Vectashield Mounting-Medium mit DAPI

Vector Labs, Burlingame, CA, USA

Wasserstoffperoxid

Sigma Aldrich, Deutschland

Xylol

Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland

Tabelle 10 - Auflistung der verwendeten Chemikalien und sonstige Reagenzien.

4.1.9 Verbrauchsmaterialien

Verbrauchsmaterialien

Hersteller

6/0 Prolene Faden

B. Braun, Melsungen, Deutschland

7/0 Prolene Faden

B. Braun, Melsungen, Deutschland

Aspirationspipette (2 ml)

Sarstedt, Newton, NC, USA

Deckglaser (50x24 mm)

Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland

Eppendorf-Mikroreaktionsgefald (1,5 ml)

Sarstedt, Newton, NC, USA

Falcon-Zentrifugationsréhrchen (15 ml)

Greiner-bio.one, Frickenhausen

Falcon-Zentrifugationsréhrchen (50 ml)

Greiner-bio.one, Frickenhausen

Indium-Zinnoxid beschichtete Trager

Bruker Daltonic, Bremen, Deutschland

Microplatte (96-well) Microlon 200
(Med. Bindung, U-Boden)

Greiner-bio.one, Frickenhausen

Mikro-Kapillaren

Hirschmann Laborgeréte, Eberstadt

Neubauer "improved" Zahlkammer

Biochrom AG, Berlin

Spitzen fur Multipipette(50/100 pl)

VWR International GmbH, Darmstadt

TipOne Filterspitzen
(10/20/100/200/1000 pl)

Starlab, Hamburg, Deutschland

Zellkulturplatte (12-well)

Greiner-bio.one, Frickenhausen

Zellkulturplatte (6-well)

TPP Switzerland, Trasadingen, Schweiz

Zellschaber

SPL Life sciences, Korea

Tabelle 11 - Auflistung der verwendeten Verbrauchsmaterialien.
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4.2 Mause
C57Bl/6J-Wildtypmause (WT) von Jackson Laboratory (Bar Harbor, Maine) wurden fir die

Durchfiihrung des Niereninsuffizienzmodells mittels Adenin-Diat eingesetzt.
Immuninkompetente NOD.CB17/Prkdcscid/scid/Rj Mause wurden von Janvier erworben. Die
zugrundeliegende Mutation unterdrickt die Lymphocytendifferenzierung und damit die
Ausbildung von B- und T- Lymphocyten. Zudem wird die Funktion von
antigenprasentierenden Zellen, myeloiden Zellen und NK-Zellen unterdriickt. Demzufolge ist
dieser Mausstamm fur die Transplantation von fremden Immunzellen, wie sie bei den
Experimenten mit humanisierten Mausen notwendig sind, optimal geeignet. Die NOD-SCID
Mause wurden im Rahmen des Nierenfibrosemodells durch unilaterale Ureterligatur sowie im

perivaskularen Carotisschadigungsmodell eingesetzt.

Die Tiere wurden in der Tierhaltung des Instituts fiir Klinisch Experimentelle Chirurgie am
Universitatsklinikum des Saarlandes unter Standardbedingungen gehalten. Alle
Tierexperimente wurden durch das zustandige Landesamt fir Verbraucherschutz genehmigt
(Genehmigungsnummer 34/2014 und 21/2015).

4.3 Zelllinien

HEK?293-Zellen, die mit humanem TIr2 bzw. Tlr4 Genen transfiziert wurden, wurden von
Invivogen erworben. Die Transfektion erfolgte dabei jeweils durch ein pUNO-TIr2 bzw.
pUNO-TIr4-Plasmid, welches das entsprechende Gen beinhaltet. Die Zellen wurden in
DMEM-Medium kultiviert, welches 4,5 g/l Glukose, 10 % FBS, 50 U/ml Penicillin, 50 pg/mi

Streptomycin, 100 ug/ml Normocin (Invivogen) und 2 mM L-Glutamin enthielt.

4.4 CARE FOR HOMe Studie
Die CARE FOR HOMe Studie (Nummer der Zustimmung der Ethikkommission 54/04)

beinhaltet Patienten mit bestatigter chronischer Nierenerkrankung im Stadium G2-4
basierend auf den KDIGO Leitlinien (KDIGO, 2012), die in der nephrologischen Ambulanz
am Universitatsklinikum des Saarlandes rekrutiert wurden. Die Patienten waren mindestens
18 Jahre alt. Ausschlusskriterien waren aktive maligne Erkrankungen, klinisch manifeste
Infektionen, aktive immunsuppressive Therapie, Zustand nach Nierentransplantation
und/oder bestatigte akute Nierenschadigung. In die aktuelle Analyse wurden 543 Patienten
eingeschlossen, die Uber einen mittleren Zeitraum von 5,3 Jahren nachbeobachtet wurden.
Es wurden j&hrliche Vorstellungen mit laborchemischer Bestimmung der eGFR durchgefiihrt.
Die Plasmaproben zur proteomischen Analyse wurden morgens nichtern entnommen und
sofort bei -80 °C bis zur Durchfuhrung der Analysen gelagert. Der kombiniert primére
kardiovaskulare Endpunkt wurde als das Auftreten eines auf Atherosklerose-bedingten

kardiovaskuldren Ereignisses (akuter Myokardinfarkt, chirurgische oder interventionelle
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koronare, cerebrovaskulare, oder peripher-arterielle Revaskularisation, Apoplex mit
Symptomatik = 24 Stunden, Amputation oberhalb des Kndchels) oder Tod definiert. Der
kombiniert primér renale Endpunkt wurde als Abfall der eGFR auf <50% der initial
errechneten glomerularen Filtrationsrate, dem Erreichen einer terminalen Nierenerkrankung

mit Notwendigkeit eines Nierenersatzverfahrens oder Tod definiert.

4.5 Massenspektrometrie und Proteomanalyse

Diese Analysen wurden im Rahmen einer Kooperation in unserem SFB TRR 219 durch die
Arbeitsgruppe von Frau Prof. Dr. Vera Jankowski am Institut fir Molekulare Herz-Kreislauf-
Forschung (IMCAR) an der RWTH Aachen durchgefiihrt. Die Matrix-assisted laser
desorption/ionization time-off-flight Massenspektrometrie (MALDI-TOF-MS) stellt ein
Werkzeug zur Analyse der Zusammensetzung von allen Arten von Biomolekilen dar.
Dadurch ist es mdglich, gezielt die Zusammensetzung und Veranderung von einzelnen
Proteinen zu analysieren und posttranslationale Modifikationen zu identifizieren. Im ersten
Schritt wurden 30 ug Protein durch Gelelektrophorese aufgetrennt und anschliel3end das Gel
mittels Commassie Brilliant Blue G-250 (BioRad, Minchen, Deutschland) gefarbt. Danach
erfolgte basierend auf der Gelelektrophorese die Aufteilung nach Gewicht in zwei Gruppen O-
20 kDa und 20-37 kDa und anschlielend die Aufreinigung. Im Anschluss wurden die
Proteine mittels Trypsin verdaut, aufgearbeitet und auf die MALDI Zielplatte aufgebracht. Als
MALDI Matrix wurde Alpha-Cyano-4-hydroxyzimtsaure verwendet. Die
Massenspektrometrieanalysen wurde unter Verwendung von MALDI-time of flight/time of
flight (TOF/TOF) Massenspektrometer (Ultrareflex Ill; Bruker Daltonic, Deutschland) und
MALDI-RapifleX-Massenspektrometer (Bruker-Daltonic, Deutschland) durchgefuhrt. Dabei
war ersteres mit einem Laser mit einer Wiederholungsrate von 100-200 Hertz ausgestattet.
Die abgebildeten Spektren bilden im Durchschnitt 200 Einzelaufnahmen ab (BONK,
HUMENY, 2001; DOLL, BURLINGAME, 2015; FIEDLER, 2021; JAISSON et al., 2011).
Kalibrierte und beschriftete Spektren des analysierten ApoC3 wurden der Datenbanksuche
Swiss-Prot (http://www.expasy.org) unterzogen, dabei wurde die Software Bruker Bio-Tool
3.2 und Mascot 2.2 search engine (Matrix Science Ltd, London, UK) verwendet (NAGIN et
al., 2018).

4.6  Exvivo Guanidinylierung von ApoC3

Ex vivo sollten verschiedene Wege fur die Entstehung von guanidinyliertem ApoC3 ermittelt
werden. Dazu erfolgte die Inkubation von ApoC3 mit verschiedenen Substanzen. Zunachst
wurde 1 mg einer ApoC3-L6sung in einer Konzentration von 50 pg/ml in destilliertem Wasser
geloést und Uber einen Zeitraum von 24 Stunden bei Raumtemperatur mit 1 mM
Methylisoharnstoffbisulfat-Lésung, 1 mM Guanidinhydrochlorid-L6sung oder 1 mM Harnstoff
inkubiert. AnschlieRend wurden die ApoC3-Praparationen gegen Phosphatpuffer dialysiert.
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Danach wurde das modifizierte ApoC3 fir massenspektrometrische Analysen genutzt
(KIMMEL, 1967; NAGIN et al., 2018). Das gleiche Procedere wurde fir die Herstellung von
gApoC3 fur die weiterfihrende Verwendung in unseren Experimenten genutzt. Die
verwendeten Konzentrationen von Methylisoharnstoffbisulfat lagen hierbei bei 10 mM bzw. 1
M. Zur Analyse von konzentrationsabhangigen Unterschieden durch die Inkubation von
ApoC3 mit Harnstoff wurde eine  Konzentrationsreihe  mit  ansteigenden
Harnstoffkonzentrationen durchgefihrt. Dafir wurde 1 mg ApoC3 mit einer Konzentration
von 50 mg/ml in destilliertem Wasser geltst und bei Raumtemperatur Giber 24 Stunden mit O
mg/dl, 50 mg/dl, 100 mg/dl und 200 mg/dl Harnstoff inkubiert. Danach erfolgte wie oben
beschrieben eine Dialyse.

4.7 Zweidimensionale Proteomanalyse von Gewebe

Die Durchfuhrung der zweidimensionalen Proteomanalyse von Gewebeschnitten wurde
ebenfalls durch die Arbeitsgruppe von Frau Professor Vera Jankowski, Leiterin der
Massenspektrometrie basierten Bioanalytik des IMCAR am Universitatsklinikum Aachen
durchgefuihrt. Gefrorene Nierenabschnitte wurden auf spezielle, zuvor mit Polylysin
beschichtete, Trager (Indium-Zinnoxid beschichtete Trager) aufgebracht. AnschlieRend
erfolgte der Protein-Verdau mittels Trypsin und das Auftragen einer Matrix fur die
Durchfihrung  der  Massenspektrometrie  (Alpha-Cyano-4-hydroxyzimtsaure). Die
Beschichtung mit Trypsin und der Matrixsubstanz erfolgte jeweils mit einem speziellen
Sprayer flir Massenspektrometrie (HTX TM-Sprayer: TMSP-M3). Die Schnitte wurden mit
Rapiflex im positiven Reflektormodus gemessen, dabei wurde ein Messbereich von 500-
3200 Da und ein Messgitter von 30 um verwendet. Die Bildanalysen erfolgten mit SCIiLS Lab
2020b Software. Die MS/MS Spektren wurden mit dem Rapiflex erstellt, anschlielend
erfolgte der Abgleich der Peptidsequenzen mit einer entsprechenden Datenbank
(SwissProt). Hierbei wurde die Mascot 2.2 Software und die Software Bruker Bio-Tool 3.2

genutzt.

4.8 Isolation von Monocyten

Mononukleédre Zellen des peripheren Blutes (PBMCs) wurden aus dem peripheren Blut von
gesunden Spendern mittels Ficoll-Dichtegradientenzentrifugation isoliert. Die Technik basiert
auf der unterschiedlichen Dichte von verschiedenen Zellen des Blutes. Hierfir wird Vollblut
mit PBS/EDTA verdinnt und Uber geldstes Saccharose-Epichlorhydrin-Copolymer (=Ficoll)
Uberschichtet. AnschlieBend erfolgt die Zentrifugation zur Aufteilung der verschiedenen
Zellarten. Ficoll dient hierbei als Trennmedium fur die verschiedenen Zellen (Abbildung 2).
Dabei ist es aufgrund seiner hohen Molekilmasse kaum osmotisch wirksam und somit gut
fur die Dichtegradientenzentrifugation geeignet. Zur Trennung der PBMCs von Granulocyten
und Erythrocyten wird hierbei die Dichte des Trennmediums auf 1,077 g/ml angesetzt. Die
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Erythrocyten und Granulocyten kénnen aufgrund ihrer hdéheren Dichte die Ficoll-Phase
passieren, wahrend sich die PBMCs mit einer Dichte unter 1,077 g/ml auf die Ficoll-Phase
auflagern (Abbildung 2).

Plasma
Blut-PBS-Gemisch

Zentrifugation

S ———— PBMCs

Trennmedium (Ficoll)
Dichte 1,077 g/ml
Trennmedium (Ficoll)
Dichte 1,077 g/ml

Granulozyten

Erythrozyten

Abbildung 2 — Schematische Darstellung der Zellen vor und nach Zentrifugation.

Initial wurden 18 ml Vollblut durch Hinzugabe von PBS/EDTA auf ein Volumen von 35 ml
adjustiert und anschlieRend vorsichtig tber 15 ml Ficoll Losung Uberschichtet. Dabei war
genau darauf zu achten, dass es nicht zur Vermischung zwischen dem Blut und dem
Trennmedium kam. AnschlieRend erfolgte die Zentrifugation tGber 30 Minuten bei 400 g und
Raumtemperatur. Dies diente zur Aufteilung der verschiedenen Zellen basierend auf ihrer
Dichte. Um zu verhindern, dass es zur Vermischung von verschiedenen Zellen kam, musste
die Zentrifugation ohne zuséatzliche Beschleunigung oder Abbremsung erfolgen. Die
entstehende PBMC-Interphase wurde vorsichtig abpipettiert. Dabei war darauf zu achten,
mdoglichst kein Ficoll mitzunehmen. Die gewonnenen Zellen wurden in ein 50 ml Falcon
Roéhrchen tberfuhrt und erneut mit PBS/EDTA auf 50 ml aufgeflillt. AnschlieRend erfolgte die
Aufreinigung durch mehrmaliges waschen und zentrifugieren mittels PBS/EDTA-L6sung um
verbliebene Thrombocyten zu entfernen. Hierflr erfolgte in drei Schritten jeweils die
Zentrifugation mit 400 g, 300 g und 140 g. Die Reduktion der Drehzahl diente dazu, um
maoglichst einen geringen Zellschaden zu verursachen. Die Zentrifugation erfolgte dabei
jeweils Uber zehn Minuten bei 4 °C. Nach der Zentrifugation erfolgte jeweils das Absaugen
des Uberstandes und das erneute Auffillen mit PBS/EDTA auf 50 ml. Nach dem dritten
Zentrifugationsschritt wurde ebenfalls der Uberstand abgesaugt. Hiernach erfolgte die Lyse
der verbliebenen Erythrocyten durch osmotische Lyse. Die Zellen wurden dafir mit 2 ml
PBS/EDTA aufgefillt und anschlieRend wird 6 ml eisgekihlte Ammoniumchlorid-Lésung

hinzugefigt. Es erfolgte die Inkubation bei 4 °C tber zehn Minuten, anschliel3end die erneute
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Zentrifugation bei 400 g und 4 °C iber 15 Minuten. Hiernach wurde erneut der Uberstand
abgesaugt und das finale Zellpellet mit vorgewarmtem Vollmedium auf 10 ml aufgefillt. Nach
erfolgter Isolation der PBMCs wurde eine Probe der Suspension mit Trypanblau-Ldsung
gefarbt und die Zellzahl mikroskopisch mittels Zahlkammer bestimmt. Trypanblau farbt tote
Zellen aufgrund des Verlustes der Integritat ihrer Zellmembran blau. Vitale Zellen werden
nicht angefarbt und erscheinen lichtmikroskopisch hell. Hierfir wurden 10 pl der
Zellsuspension mit 90 pl Trypanblau vermischt. Von diesem Gemisch wurden wiederum 10
pl zur Auszéhlung verwendet. Hierfir kam eine Neubauerz&hlkammer zum Einsatz. Diese
beinhaltet 0,1 pl pro Quadranten, sodass durch Auszahlung und Hochrechnung eine
Quantifizierung der Zellen pro Mikroliter méglich war. Zur Berechnung der Zellzahl wurde

folgende Formel verwendet.

Zellzahl in den Quadranten
4

Zellzahl pro ul = * 10 * Verdilmnungsfaktor

Der Verdunnungsfaktor berechnete sich hierbei aus dem verwendeten Verhdltnis aus
Zellsuspension zu Trypanblau. In diesem Fall lag ein 1:10 Verhéltnis vor, sodass der
Verdunnungsfaktor gleich 10 war.

Im Anschluss an die Isolation wurden eine Million der isolierten Zellen in Zellmedium (RPMI
GlutaMax, 10% fetales bovines Serum, Penicillin, Streptomycin, 10mM HEPES) uberfuhrt
und anschlieBend zur Durchfihrung eines ELISA auf 96 Well Mikrotiterplatten ausgesat.
Nach einer Stunde wurden die nicht-adharenten Zellen entfernt und das Medium durch ein
Hunger-Medium (RPMI GlutaMax, Penicillin/Streptomycin, 10mM HEPES) ersetzt. Hiernach
wurden die Zellen Gber 16 h mit 50 ug/ml nativem oder guanidinyliertem ApoC3 inkubiert. Im

Anschluss erfolgte die Durchfiihrung eines ELISA wie weiter unten beschrieben (vgl. 4.9).

4.9 Enzyme-linked Immunosorbent Assay

Enzyme-linked Immunosorbent Assay (ELISA) stellt ein immunologisches Standardverfahren
zum Nachweis und Quantifizierung von bestimmten Molekilen dar. Ein klassisches
Verfahren stellt der Sandwich-ELISA dar. Hierbei wird die zu analysierende Probe an eine
antikorperbeschichtete Platte gebunden und anschlielend mittels eines weiteren Enzym-
gekoppelten Antikdrpers markiert. Dieses Enzym I0st wiederum eine Farbreaktion aus, die
zur Quantifizierung notwendig ist. Die enzymatische Farbreaktion wird genutzt, um
photometrisch die Konzentration der gesuchten Substanz zu bestimmen. Dazu wird die

Absorption mit der einer Standardreihe verglichen, deren Konzentration bekannt ist.

Die Zytokinkonzentration im Uberstand von humanen Monocyten wurde mit kommerziell
erhéltlichen ELISA Sets (Humaner ll1-beta/ll-1F2 Duoset ELISA Humaner II-6 Duoset ELISA)
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durchgefuhrt. Zur Quantifizierung von IL-1B bzw. IL-6 wurden zunachst die 96 Well
Mikrotiterplatten vorbereitet. Dazu wurden die entsprechenden Capture Antikorper fur IL-13
bzw. IL-6 mit PBS (137 mM NacCl, 2,7 mM KCI, 8,1 mM Na2HPO4, 1,5 mM KH2PO4, pH 7,2-
7,4) auf eine Konzentration von 4 pg/ml verdinnt und anschlie3end die Mikrotiterplatte mit
100 pl pro Well beschichtet. Die Platte wurde nun Gber Nacht bei Raumtemperatur inkubiert.
Im Anschluss wurde die Platte mittels Waschpuffer (0,05% Polysorbat 20 in PBS pH 7,2-7,4)
dreimal gewaschen. Hiernach wurde die Platte mit 300 pl Reagenzlésung (1% BSA in PBS,
pH 7,2-7,4, 0,2 um gefiltert) pro Well geblockt und fir eine Stunde inkubiert. Im Anschluss
wurde der bereits beschriebene Waschvorgang wiederholt. Zur Durchfiihrung des Assays
wurden pro Well 100 pl des Uberstandes der PBMCs bzw. des Standards in Reagenzlésung
gegeben und anschlieBend fur zwei Stunden inkubiert. Es erfolgte erneut der oben
beschriebene Waschvorgang. Danach wurden pro Well 100 pl des in Reagenzlésung
suspendierten Detektionsantikérpers fur IL-18 (250 ng/ml) gegeben und fir zwei Stunden
inkubiert. Es folgte erneut der oben beschriebene Waschvorgang. Jetzt wurden 100 pl
Streptavidin-HRP zu jedem Well hinzugegeben und fir 20 Minuten bei Raumtemperatur
inkubiert. Erneut wurde der bekannte Waschvorgang durchgefiihrt. Nun wurden 100 ul der
Substratldsung (1:1 Mischung aus Farbreagenz A (H202) und Farbreagenz B
(Tetramethylbenzidin)) in jedes Well gegeben. Dabei musste darauf geachtet werden, dass
die Platte in diesem Schritt keinem direkten Licht ausgesetzt wurde. Nach 20 Minuten
wurden 50 ul pro Well Stopplésung (2N H2SO4) hinzugefiigt und vorsichtig durch
Schwenken vermischt. Im Anschluss erfolgte die photometrische Messung der optischen
Dichte (Wellenlange: 450 nm, Referenz: 540 nm). Anhand der photometrischen Daten
konnte nun basierend auf Vergleichen mit einer Standardkurve die Bestimmung der IL-13-

bzw. IL-6- Konzentration erfolgen.

4.10 Elektronspinresonanz-Spektroskopie

Die Elektronenspinresonanz-(ESR-)Spektroskopie stellt ein Verfahren dar, bei dem die
Wechselwirkung zwischen magnetischen und elektrostatischen Feldern mit ungepaarten
Elektronen der zu untersuchenden Substanzen genutzt wird. Daraus werden
charakteristische Spektren erzeugt. Dabei wird der Eigendrehimpuls (Spin) von ungepaarten
Elektronen genutzt, um den Elektronen ein magnetisches Moment zu verleihen. Die daraus
resultierenden Absorptionsspektren werden genutzt, um chemische Verbindungen, die
ungepaarte Elektronen enthalten, voneinander zu unterscheiden. Da ungepaarte Elektronen
als freie Radikale hochreaktiv sind und somit eine sehr geringe Halbwertszeit besitzen, um
ausreichend zu akkumulieren, sind sie nicht direkt detektierbar. Deshalb missen sie durch
Kopplung an stabilere Trager mit langerer Halbwertszeit — sogenannte Spin traps —
detektierbar gemacht werden. Es handelt sich dabei in der Regel um organische Molekile,

die in der Lage sind, Radikale zu binden (ROHN, KROH, 2005).
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Zur Bestimmung der Superoxidproduktion als Marker fir zellularen oxidativen Stress wurde
als Spin trap 1-Hydroxy-3-methoxycarbonyl-2,2,5,5-Tetramethylpyrrolidin (CMH) verwendet.
Die wie oben beschrieben isolierten PBMCs wurden in 200 pl Krebs-HEPES Puffer (KHB)
suspendiert. Dieser enthielt zusatzlich 25 pM Deferoxamin (Noxygen) und 5 pM
Diethyldithiocarbamat (DETC) als Chelatoren, um ungebundenes Eisen zu binden. CMH
(200 puM, 6 pl pro 200 pl KHB) wurde hinzugefugt und die Zellen anschlieBend mit ApoC3 (50
pg/ml) oder LPS (100 ng/ml) Uber eine Stunde bei 37 Grad Celsius und 5% Kohlenstoffdioxid
inkubiert. AnschlieBend wurden 50 pl des Uberstandes mit dem Bruker e-scan Spektrometer
(Bruker Biospin) gemessen. Im Detail wurde hierflr die Suspension blasenfrei in eine
Mikrokapillare aspiriert und diese anschlie3end mit einem Versiegelungskitt verschlossen.
Die Messung erfolgte mit einer Mikrowellenleistung von 18,11 mW und einer
Modulationsamplitude von 2,3 G. Das Magnetfeld wurde dabei wie folgt konfiguriert: center
field 3484,5 g sweep time 5,24 s, field sweep 16 G. Jede Probe wurde hierbei insgesamt
funfmal gemessen, zudem erfolgten Messungen zur Berechnung des Hintergrundsignals,
dazu wurden 48,5 u KHB-Chelatorenlosung (25 upM Deferoxamin, 5 uM
Diethyldithiocarbamat) mit 1,5 ul CMH (200 uM) vermischt.

4.11 Fluoreszenzmarkierung von ApoC3 unter Verwendung von
Atto-488

Atto-488 ist ein Fluoreszenzmarker, der besonders zur Einzelmolekulldetektion und
Durchflusszytometrie geeignet ist.

Zur Fluoreszenzmarkierung von ApoC3 wurde 1 mg ApoC3 in PBS auf ein Volumen von 170
pl verdinnt. AnschlieBend wurde Atto-488 in Natriumbicarbonat-Puffer (1 M pH 8,5) geltst
und hinzugefligt. Die Losung wurde nun fiir eine Stunde bei Raumtemperatur inkubiert.

Zuletzt wurde das markierte ApoC3 durch Gelfiltration aufgereinigt.

4.12 Konfokalmikroskopie
Anders als ein konventionelles Lichtmikroskop beleuchtet ein Konfokalmikroskop nur einen

kleinen Ausschnitt eines Praparates. Es entstehen optische Schnittbilder des Préaparates.

Diese ermdglichen es, einzelne Schichten des jeweiligen Gewebes zu analysieren.

Humane Monocyten wurden hierfir auf Kammerobjekttrager ausgesat und fir eine Stunde
(37°C, 5% CO,) mit Atto-488-ApoC3 bzw. Atto-488-ApoC3 inkubiert. Die genaue Abfolge der

Farbung ist in Tabelle 12 aufgelistet.

Reagenz Inkubationszeit Bedingung
PBS Spilen Waschschritt
PBS Spilen Waschschritt
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50 pg/ml Atto-488-nApoC3 60 Minuten 37°C, 5% CO»

bzw. Atto-488-gApoC3 Inkubation (g)ApoC3

4% Paraformaldehyd 20 Minuten Fixierung

PBS Spulen Waschschritt

PBS Spulen Waschschritt

0,1 % Triton X-100 15 Minuten Permeabilisierung

PBS Spilen Waschschritt

PBS Spulen Waschschritt

1% BSA 30 Minuten Blocken von unspezifischen
Bindungsstellen

20 uM Drag5 (1 pl in 250 pl | 15 Minuten 37°C

1 % BSA)

PBS Spilen Waschschritt

Tabelle 12 - Abfolge der Farbung von ApoC3 inkubierten humanen Monocyten. Falls nicht anders aufgefuhrt bei
RT und im Dunkeln.

Drag5 ist ein DNA-Farbstoff, der Farbung der Nuclei eingesetzt wurde. Die Bilder wurden im
Anschluss mittels Konfokalmikroskop aufgenommen und mithilfe der ZEN-Software

ausgewertet. Die verschiedenen Gruppen wurden verblindet analysiert.

4.13 Durchflusszytometrie

Die Durchflusszytometrie ist eine Technik zur Untersuchung und Charakterisierung von
Zellen. Sie basiert auf dem laminaren Fluss von Zellen in einer Tragersubstanz durch eine
Kivette. Dabei ist der Durchmesser der Kivette so gering, dass die Zellen sich einzeln
hintereinander aufreihen. Die Zellen werden nun mittels Laser angestrahlt, das Streulicht und
das reflektierte Licht werden von Detektoren aufgenommen. In Abhéangigkeit von der
Verteilung des Lichtes lassen sich Rickschlisse auf GréRe und Granularitat der Zelle
schlieBen. Zur weiteren Differenzierung besteht die Mdoglichkeit, zellulare Proteine mit
Fluorochrom-markierten Antikbrpern zu markieren. Diese werden wiederum durch die
Strahlung des Lasers angeregt und emittieren selbst Strahlung mit einer charakteristischen
Wellenlange. Durch die Verwendung von verschiedenen Fluorochromen mit
unterschiedlichen Wellenlédngen ist es moglich, verschiedene Antigene der Zellen zu
markieren und zu differenzieren. Hierfir kommen verschiedene teildurchlassige Spiegel und
Filter zum Einsatz um das Licht von verschiedenen Wellenlangen auf die entsprechenden

Detektoren zu isolieren.

Die bereits oben beschriebenen HEK293-Zellen oder PBMCs wurden mit Atto-488-
markiertem ApoC3/gApoC3 (50 pg/ml) fur eine Stunde inkubiert (37°C, 5% COy,).

AnschlieRend wurden die Zellen dreimal mit PBS gewaschen und dann in 500 pl FACS-
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Puffer resuspendiert. Im Anschluss wurden sie mittels FACS (BD FACSCanto Il) wie oben

beschrieben analysiert. Die Datenanalyse erfolgte mit der Software FlowJo Software.

4.14 Histologie und Immunfluoreszenz

Es kamen verschiedene Standardfarbungen zum Einsatz, diese wurden nach etablierten
Protokollen durchgefihrt. Zum Einsatz kamen Hamatoxylin/Eosin Farbung, Picro-Siriusrot
Farbung und Gomori-Trichromfarbung. Tabelle 13 fasst die verwendeten Farbungen mit

Zuordnung von Funktion und Darstellung in der Mikroskopie zusammen.

Farbung Funktion Ergebnis

Hamatoxylin/Eosin Ubersichtsfarbung Zellkerne dunkelblau, Zellplasma

zartrosa-rot

Sirius-Rot Kollagenfarbung Zellkerne braun-schwarz,

Muskulatur, Zytoplasma gelb,

Kollagen rot
Gomori- Kollagenfarbung kollagenes Bindegewebe griin,
Trichromfarbung Zellkerne schwarz, Muskulatur
blafl3rot
F4/80 Makrophagen Antigen rot, Zellkerne blau
Ly-6G/Ly-6C Neutrophile Granulocyten Antigen rot, Zellkerne blau
DKK3 Tubularer Stressmarker Antigen rot, Zellkerne blau

Tabelle 133 - Zusammenfassung der verwendeten Farbungen mit Zuordnung von Funktion und Darstellung in
der Mikroskopie

4.14.1 Hamatoxylin/Eosin-Farbung

Die Hamatoxylin/Eosin-Farbung dient in erster Linie als Ubersichtsfarbung zur
morphologischen Untersuchung der Gewebeschnitte. Sie farbt basophile Strukturen wie
DNA, Zellkerne, Ribosome und das rER blau und azidophile Strukturen wie Proteine

Zytoplasma, Mitochondrien, das sER und Kollagen rot.

Zur Durchfihrung der Farbung wurden die vom Paraffinblock angefertigten Schnitte (3 um)
auf einen Objekttrager Ubertragen. Anschliel3end wurden sie im Brutschrank bei 57 °C fir 30
Minuten angetrocknet. Hiernach erfolgte die Farbung. Dazu wurden die Schnitte, wie in
Tabelle 14 dargestellt, aufgearbeitet. Xylol diente zur Entparaffinierung der Schnitte, die

absteigende Alkoholreihe in Verbindung mit dem destillierten Wasser zur Rehydratation.
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Reagenz Inkubationszeit
Xylol 10 Minuten
Xylol 10 Minuten

100 % Alkohol 5 Minuten

100 % Alkohol 5 Minuten

90 % Alkohol 5 Minuten

80 % Alkohol 5 Minuten

70 % Alkohol 5 Minuten
Destilliertes Wasser 5 Minuten

Tabelle 14 - Entparaffinierung und Rehydratation der Praparate.

Nach der Rehydratation erfolgte die Farbung mit saurem Hamalaun nach Mayer fir zehn
Minuten. Dadurch wurden initial sowohl Zellkern als auch Zellplasma rot eingefarbt. Im
nachsten Schritt erfolgte eine Inkubation in Leitungswasser fir 15 Minuten. Die hierin
enthaltenen Mineralspuren fuhrten zu einer pH-Verschiebung vom sauren Milieu zum
Neutralpunkt. Dadurch gab das Zellplasma den basischen Farbstoff ab, wéahrend die
Zellkerne ihn behielten und sich dabei von rotbraun zu blau farben. Nun wurde das Préaparat
Uber eine Minute in Eosinlésung (0,1%) gegeben. Die angesauerte Ldsung fihrte zur
Farbung von Zellplasma, Bindegewebe und Kollagenfasern. Die Zellkerne nahmen den

sauren Farbstoff aufgrund der Verschiebung des Milieus nicht mehr auf.

Danach erfolgte das Abspilen mit destilliertem Wasser. Im Anschluss erfolgte die

Entwasserung und Fixierung des Praparates wie in Tabelle 15 dargestellt.

Reagenz Inkubationszeit
Destilliertes Wasser Spilen

70 % Alkohol Spilen

80 % Alkohol Spulen

90 % Alkohol Spilen

100 % Alkohol 5 Minuten

100 % Alkohol 5 Minuten

Xylol 10 Minuten
Xylol 10 Minuten

Tabelle 15 - Entwasserung und Fixierung der Préparate.

AbschlieBend wurde das Praparat mit Eindeckmedium tberschichtet und mit einem

Deckglas verschlossen.
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4.14.2 Sirius-Rot Farbung

Die Sirius-Rot Farbung dient zur Farbung von kollagenem Bindegewebe. Dabei wird die
naturliche Doppelbrechung von kollagenem Bindegewebe verstarkt. In Kombination mit
Polarisationsmikroskopie dient sie als selektives Verfahren zur Erfassung von
Kollagenfasern.

Die Farbung erfolgte in mehreren Schritten, diese sind in Tabelle 16 abgebildet.

Reagenz Inkubationszeit
Eisenhamatoxylin nach Weigert 2 Minuten
Eosinlosung (0,1 %) 1 Minute
Leitungswasser Spilen
Destilliertes Wasser Spulen
Pikro-Siriusrot-Losung 60 Minuten
Verdinnte Essigsaure Spullen
100 % Alkohol 5 Minuten
100 % Alkohol 5 Minuten
Xylol 10 Minuten
Xylol 10 Minuten

Tabelle 16 - Reihe zur Farbung, Entwasserung, Fixierung der Praparate.

Das grob disperse Siriusrot farbt das lockere Bindegewebe an, wéahrend die fein disperse
Pikrinsdure die dicht strukturierte Muskulatur markiert. Durch die erneute Ansauerung der
Zellkerne bewirkt die Pikrinsaure zudem die Farbédnderung der Zellkerne von blau auf

dunkelbraun.

In diesem Fall wurde keine schrittweise Konzentrationssteigerung angewandt, da niedrige
Alkoholkonzentrationen zu einer Auslosung des Farbstoffes gefuhrt héatten. Das Praparat
wurde mit Eindeckmedium uberschichtet und mit einem Deckglas versiegelt. Als Ergebnis
der Farbung zeigten sich die Zellkerne braun-schwarz, Muskulatur und Zytoplasma gelb und
Kollagen rot.

4.14.3 Immunfluoreszenz-Farbung

Die immunhistochemische Farbung mit F4/80 Antikoérpern dient zur Markierung von
Makrophagen. Das F4/80 Antigen ist ein Oberflachenrezeptor, der zur EGF-TM7 Familie
gehort. Es wird auf der Mehrheit der ausgewachsenen Makrophagen exprimiert, jedoch auch
auf peritonealen Eosinophilen, Langerhanszellen und anderen dendritischen Zellen.

Die immunhistochemische Farbung mit Ly-6G/Ly-6C-Antikérpern dient zur Markierung von
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neutrophilen Granulocyten. Ly-6G ist auch als Myeloid-Differenzierungsantigen Grl bekannt,
dieses tritt im Rahmen der Entwicklung der Myeloidzellreihen im Knochenmark auf. Auch
Monocyten exprimieren es vortbergehend, jedoch nur wahrend ihrer Entwicklung im
Knochenmark. Dickkopf-3 ist ein Stressmarker der von tubuléren Epithelzellen exprimiert
wird. Er ist mit einem zeitnahen Risiko fur das Fortschreiten einer chronischen
Nierenerkrankung und das Auftreten eines akuten Nierenversagens assoziiert (SCHUNK et
al., 2021b). Die Quantifizierung der DKK3-positiven Areale dient somit als Marker fur einen
ablaufenden pathologischen Prozess im betroffenen Nierengewebe. Die
immunhistochemische Farbung erfolgt durch DKK3-Antikorper.

Die immunhistologische Farbung erfolgte jeweils nach der ABC-Methode mit
Tyramidverstarkung. Hierbei wurde der Avidin-Biotin-Komplex verwendet, der im weiteren
Verlauf an den biotinylierten Sekundar-Antikdrper bindete. Durch die Amplifikation mit
biotinyliertem Tyramid wurde eine Verstarkung des initial schwachen Signals bewirkt. Zudem
erfolgte bei dieser Technik die Eindeckung mit dem Kernfarbstoff DAPI um zusatzlich die

Zellkerne blau zu farben. Die Arbeitsschritte des ersten Tages sind in Tabelle 17 dargestellt.

Reagenz Inkubationszeit Bedingung
60 Minuten 56°C

Xylol 10 Minuten

Xylol 10 Minuten

100 % Alkohol 5 Minuten

100 % Alkohol 5 Minuten

90 % Alkohol 5 Minuten

80 % Alkohol 5 Minuten

70% Alkohol 5 Minuten

Destilliertes Wasser 1 Minute

1% H20: 5 Minuten

Destilliertes Wasser 1 Minute

Na-Citratpuffer 20 Minuten 95°C

Na-Citratpuffer 10 Minuten Abklhlen

Destilliertes Wasser 4 Minuten

PBS 5 Minuten

TNB-Puffer 30 Minuten

Primarer Antikorper (1:100) Uber Nacht 4°C, feuchte Kammer

Tabelle 17 - Immunfluoreszenz-Farbung Tag 1.
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Die Priméarantikdrper stellten hierbei wie oben beschrieben jeweils Anti-Mouse F4/80 Antigen
puified (rat IgG2a), (e Bioscience); Anti-Mouse ly-6G (GR-1) purified (rat 1IgG2b, kappa) (e
Bioscience) bzw. Anti-DKK3 (Abcam) dar. Die Verdinnung der Antikorper auf die
Zielkonzentration (1:100) erfolgte mit TNB. Nach der Inkubation Gber Nacht wurde die

Farbung am zweiten Tag, wie in Tabelle 18 abgebildet, fortgeflhrt.

Reagenz Inkubationszeit Bedingung
60 Minuten 37°C

PBS 10 Minuten

Sekundarer Antikorper 45 Minuten

(1:200)

PBS 10 Minuten

Streptavidin- 30 Minuten

Merretichperoxidase

PBS 10 Minuten

Tyramid-Gebrauchslésung 10 Minuten

PBS 10 Minuten

Texas-Red 30 Minuten 37°C

PBS 10 Minuten

Mounting Medium with DAPI Eindecken

Tabelle 18 - Immunfluoreszenz-Farbung Tag 2.

Bei den Sekundaren Antikdrpern handelte es sich um biotinylierte Detektionsantikorper
jeweils Goat anti rabbit (Invitrogen) (DKK3) bzw. Goat anti rat (Invitrogen) (F4/80 und Ly-
6G/Ly-6C) mit einer Verdiinnung von 1:200 in TNB. Nach der erfolgten Farbereihe wurden
die Schnitte bei 4°C Uber 24 Stunden in einer Schachtel lichtgeschiitzt ausgehartet. Als
Endergebnis stellten sich die Antigen-Antikérper-Komplexe in der Fluoreszenzmikroskopie

rot dar, die Zellkerne blau.

Die Bilder wurden mittels Zeiss Axio Imager 2 angefertigt und der Software ZEN
ausgewertet. Die  Ly6G, F4/80 und DKK3  Expression wurde  mittels
Immunfluoreszenzmikroskopie analysiert. Dabei wurde zur Quantifizierung der positiven
Areale die Software Image J verwendet. Die verschiedenen Gruppen wurden verblindet

analysiert.

4.15 Niereninsuffizienzmodell mittels Adenindiat bei Mausen

C57BIl6/J-Mause wurden basierend auf einem klassischen Niereninsuffizienzmodell einer

Adenindiat (0,2%, Altromin) zugefiihrt. Die Kontrollgruppe wurde wéhrenddessen mit
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Standardfutter (Altromin) geflttert. Es erfolgte gemaf den geltenden Tierschutzrichtlinien ein
engmaschiges Monitoring der Tiere mit regelmé&iigen Gewichtskontrollen. Nach 14 Tagen
erfolgte die Euthanasie mit anschlieRender Entnahme der Nieren. Die gewonnenen Organe

wurden aufgeteilt und jeweils in Formalin fixiert oder in flussigem Stickstoff eingefroren.

4.16 Humanisierte Mause

Die Isolation von PBMCs von gesunden menschlichen Spendern erfolgte wie oben
beschrieben. Die isolierten Zellen wurden durch magnetische Zellseparation weiter aufgeteilt,
um ausschlie3lich Monocyten zu erhalten. Hierfur wurden humane CD14 MicroBeads (an
Magnetpartikel gekoppelte Antikbrper - Miltenyi Biotec) verwendet. CD14 wird in hohem
MalRe auf Monocyten exprimiert, in niedrigerem Male auf Granulocyten und manchen
dendritischen Zellpopulationen. Fur die Zellseparation wurden im ersten Schritt die zu
isolierenden Zellen mithilfe eines Antikdrpers gegen CD14 markiert. Diese Antikdrper waren
wiederum an spezielle Magnetpartikel gekoppelt, die es im weiteren Verlauf erméglichten,
die Zellen beim Durchfluss durch ein magnetisches Feld zurlickzuhalten. Die Zellen
verblieben dadurch in der Durchflusssaule, wahrend alle unmarkierten Zellen aussortiert
wurden. Im Detail wurde nach Bestimmung der Zellzahl (vgl. Zellzéhlung Neubauer-
Zahlkammer unter 4.8) die Zellsuspension bei 300 g fir zehn Minuten zentrifugiert und
anschlieRend der Uberstand komplett abpipettiert. Nun wurde das Zellpellet in 80 pl
Pufferlosung pro 107 Zellen resuspendiert. Dazu wurden 20 pl der CD14 MicroBeads pro 107
Zellen gegeben. Die Suspension wurde grindlich durchmischt und anschlieend fur 15
Minuten bei 2-8 °C inkubiert. Im Anschluss wurden die Zellen mit 1-2 ml Puffer pro 107 Zellen
gewaschen und fur zehn Minuten bei 300 g zentrifugiert. Der Uberstand wurde nun erneut
abpipettiert. Die Zellen wurden jetzt in 500 ul Pufferldsung resuspendiert. Die Saule fir die
magnetische Separation wurde im magnetischen Feld des MACS Separators platziert. Es
wurden 3 ml Pufferlésung in die LS Saule gefillt. AnschlieRend wurde die Zellsuspension
eingefillt. Die unmarkierten Zellen liefen nun durch die S&ule hindurch, wahrend die
markierten Zellen zuriickgehalten wurden. Nun wurde die LS S&ule jeweils dreimal mit 3 ml
Pufferlosung gewaschen. Im Anschluss wurde die LS S&ule aus dem Separator entfernt und
Uber einem Falcon platziert. Die LS Saule wurde mit 5 ml Pufferlésung gefillt. Danach wurde
der zugehoérige Kolben genutzt, um die magnetisch markierten Zellen aus der LS Saule zu
I6sen. Zum Abschluss wurden die separierten Zellen durchflusszytometrisch auf lhre
Reinheit Uberprift. Die Zellen wurden sofort nach Isolation in NOD-SCID Mause
transplantiert (vgl. 4.17, 4.18).
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4.17 Carotisschadigungsmodell bei Mausen

Das Modell der perivaskularen Carotisschadigung ist ein Kklassisches vaskulares
Schadigungsmodell. Das Modell ermdglicht es, den Einfluss von verschiedenen Stimulanzien

auf die Re-Endothelialisierung nach vaskularer Schadigung zu untersuchen.

Das Modell erfolgte bei immuninkompetenten NOD-SCID Mé&usen. Die Narkose wurde
mittels Isofluran durchgefuhrt. Nach Applikation von Dexpanthenol-Augensalbe, um ein
Austrocknen der Augen wahrend des Eingriffs zu verhindern, wurden die Mause auf einer
Warmematte platziert, um eine Hypothermie zu vermeiden. Die linke Arteria carotis
communis wurde operativ freigelegt und anschlieRend elektrisch mittels bipolarer Pinzette
geschadigt. Dabei wurde Uber eine Strecke von 4 mm jeweils 2 Sekunden pro Millimeter ein
elektrischer Strom von 2 W angewandt. Nach sorgfaltigem Verndhen der Wunde erfolgte
eine Injektion von CD14* humanen Monocyten (107 Zellen) (vgl. 4.16) und nApoC3 bzw.
cApoC3 (50 pg/ml Blutvolumen) tber die Schwanzvene. Eine Woche nach Injektion erhielten
die Tiere eine intraventse Evans Blau-Injektion, um die deendothelialisierten Bereiche der A.
carotis zu farben. Nach 45 Minuten erfolgte die Euthanasie und die A. carotis wurden
entnommen. AbschlieBend wurde das reendothelialisierte Areal mikroskopisch quantifiziert
(ZEWINGER et al., 2020).

4.18 Unilaterales Ureterschadigungsmodell bei Mausen

Das Modell der unilateralen Ureterligatur ist ein haufig angewandtes tierexperimentelles
Nierenschadigungsmodell, bei dem es durch die gezielte Ligation eines Ureters zu einer

einseitigen Nierenschadigung kommt.

Die unilaterale Ureterligatur erfolgte bei immuninkompetenten NOD-SCID Mé&usen. Die
Narkose wurde mittels Isofluran durchgefiihrt. Um ein Austrocknen der Augen zu verhindern,
wurde Dexpanthenol-Augensalbe appliziert. Die Mause wurden auf einer Warmematte
platziert, um eine Hypothermie zu vermeiden. Nach Einleitung der Narkose mittels Isofluran
erfolgte das grundliche Desinfizieren des OP-Gebietes und die Fixierung der Maus in
Ruckenlage. Hiernach erfolgte eine Inzision am unteren, linken Abdomen. Der Ureter wurde
freigelegt und anschlieBend mit 6/0 Prolene-Néahten ligiert. Die Wunde wurde sorgfaltig
verschlossen. AnschlieBend erfolgte die intraventse Injektion von 10’ PKH67 markierten
CD14* humanen Monocyten (vgl. 4.16) uber die Schwanzvene. Die Injektion erfolgte
zusammen mit NApoC3 bzw. gApoC3 (50 pg/ml Blutvolumen). Die Mause wurden nach funf
Tagen euthanasiert und die Nieren fir die histologischen Analysen entnommen (ZEWINGER
et al., 2020).
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4.19 Quantifizierung und statistische Analyse

Die statistischen Analysen erfolgten unter der Verwendung von SPSS Version 25.0 und
STATA IC 15 mit den Paketen ,postrcspline® und ,traj“. Graphische Darstellungen wurden
mithilfe von GraphPad Prism erstellt. Die in der experimentellen Studie abgebildeten
Balkendiagramme geben jeweils den Mittelwert + den Standardfehler des Mittelwertes (SEM)
an. Die statistischen Unterschiede wurden mittels Student's t-Test (zwei Gruppen) oder
Varianzanalysen (mehr als zwei Gruppen) und Dunnett's Post-hoc-Tests analysiert, um das
Signifikanzniveau zu ermitteln. In den klinischen Studien wurden die normalverteilten Daten
als Mittelwert + SD dargestellt. Nicht-normalverteilte Daten wurden als Median mit
Interquartilsabstand abgebildet. Um die statistischen Unterschiede zwischen den stetigen
Variablen zu ermitteln, wurden One-Way ANOVA Tests verwendet. Die nichtlineare
Assoziation zwischen der Intensitat von gApoC3 und Mortalitét, kardiovaskuldren oder
renalen Endpunkten wurde durch die Verwendung von Restricted cubic splines mit drei
Knoten (0,000; 0,007; 0,0162) analysiert. Hierbei gibt die zentrale schwarze Linie den
Mittelwert an und das umgebende graue Areal das zugehdrige 95%-Konfidenzintervall. Die
einzelnen Spikes zeigen die individuelle Verteilung der Messwerte. Die Analysen wurden fir
Alter, Geschlecht, pravalente kardiovaskulare Erkrankungen, BMI, systolischen Blutdruck,
Raucheranamnese, Diabetes mellitus, eGFR und Albuminurie adjustiert. Zusatzlich wurden
Cox-Regressionsanalysen fur die jeweiligen Endpunkte durchgefihrt. Die Patienten wurden
dabei in Abhéangigkeit von der Intensitat von gApoC3 in der Massenspektrometrie in Tertiale
eingeteilt. Des Weiteren wurde fur diese Gruppen die Assoziation zwischen ApoC3- bzw.
Triglyceridplasmaspiegeln und Mortalitat bzw. dem Erreichen der kardiovaskuldren bzw.
renalen Endpunkte (vgl. 4.4) mittels Cox-Regressionsanalysen analysiert. Um eine
Assoziation zwischen der gApoC3 Intensitat und jahrlichen Veranderungen der errechneten
glomerularen Filtrationsrate im Rahmen der Beobachtungsperiode darzustellen, wurden
Gruppen-basierten Trajektoren der errechneten GFR erstellt. Dazu wurde das STATA Paket
.raj“ verwendet. Die Herangehensweise basiert auf dem SAS PROC TRAJ Procedere
(NAGIN et al.,, 2018), welches einem semiparametrischen Model fir longitudinale Daten
unter der Verwendung von maximaler Wahrscheinlichkeitsmethodik entspricht. Die optimale
Anzahl von Gruppen wurde dabei mithilfe des Bayesschen Informationskriteriums ermittelt.
AnschlieRend wurden multinominale logistische Regressionsanalysen durchgefiihrt, um die
Assoziation zwischen der Intensitat an gApoC3 und der Zugehdrigkeit zu verschiedenen
Trajektorengruppen zu ermitteln. Die Gruppe 1 wurde dabei als Referenz verwendet. Die
Analysen wurden fur Alter, Geschlecht, Pravalenz von kardiovaskularen Erkrankungen, BMI,
systolischem Blutdruck, Raucheranamnese, Diabetes mellitus, eGFR und Albuminurie
adjustiert. Ein zweiseitiger Signifikanzwert von <0,05 wurde als statistisch signifikant

gewertet.
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5. Ergebnisse

5.1 Identifikation von posttranslationaler Guanidinylierung von
ApoC3

Wir flhrten im ersten Schritt Proteomanalysen von ApoC3 von gesunden Personen,
Patienten mit chronischer Nierenerkrankung sowie isoliertem, nativem ApoC3 durch, mit dem
Ziel posttranslationale Proteinmodifikationen von ApoC3 zu identifizieren. Abbildung 3 zeigt
die entsprechenden Massenspektrometrie-Analysen. Hierbei lie3 sich am ApoC3 von
Patienten mit CKD eine posttranslationale Guanidinylierung von Lysinresten nachweisen. Bei
gesunden Personen und nativem ApoC3 traten diese nicht auf.

R .
Guanidinyl
HNZ~NH, ¢ Y

Lys44 Natives

o ~ L

Rel. Massen-Signal Intensitat [AU]

320 340 360 380 400
Molekulargewicht (m/z)

Abbildung 3 - Relative Massen-Signal Intensitaten von nativem ApoC3, ApoC3 von Gesunden und ApoC3 von
CKD-Patienten. Die roten Pfeile markieren den guanidinylierten Lysinrest 44.
Abbildung entnommen aus Schunk et al. JASN 2021

Wie in Abbildung 4 dargestellt, wurde die Intensitat des Massen-Signals von gApoC3 in
einem Patientenkollektiv von 543 CKD-Patienten bestimmt und nach der eGFR der Patienten
aufgeschlisselt. Es kommt zur Darstellung, dass die Intensitdt des Massen-Signals von
gApoC3 bei Patienten mit einer eGFR unterhalb von 30 ml/min/1,73m? im Vergleich zu

solchen mit einer GFR oberhalb von 60 ml/min/1,73m? signifikant erhéht war.

49



Dissertation Tamim Sarakpi

P=0.0002
| 1
P=0.038
10' | ——— | °
o
g}
0 <
s 0.1
o
0=
&2 0.014
=2
. =
3~ 0.001-
o
0.0001
eGFR >60 30-60 <30 ml/min/1.73m?

N=122 N=297 N=124

Abbildung 4 - Relative gApoC3 Massen-Signal Intensitéaten von 543 CKD Patienten aufgeteilt nach ihrer eGFR
entsprechend der KDIGO-Leitlinien (KDIGO, 2012).
Abbildung entnommen aus Schunk et al. JASN 2021

Abbildung 5 stellt die 3-dimensionale Struktur von humanem ApoC3 dar. Dabei sind die

Lysinreste, an denen die posttranslationale Guanidinylierung nachgewiesen wurde markiert.

Guanidinyliertes ApoC3

Abbildung 5 - 3-dimensionale Darstellung der Struktur von humanen ApoC3. Die roten Pfeile markieren
Lysinreste an denen posttranslationale Guanidinylierungen nachgewiesen wurden.
Abbildung entnommen aus Schunk et al. JASN 2021

5.2  Entstehung der Guanidinylierung

In einem weiteren Schritt sollten die Mechanismen untersucht werden, die bei einer CKD zur
Guanidinylierung von ApoC3 fuhren. Hierzu wurde ex vivo natives ApoC3 mit
Methylisoharnstoff, Guanidin und Harnstoff inkubiert und dann die Guanidinylierung mittels
Massenspektrometrie quantifiziert. Bei allen vorgenannten drei Substanzen handelt es sich
um Stoffe, die als klassische Uramietoxine bekannt sind und bei Nierenkranken im Blut
akkumulieren. Abbildung 6 zeigt Massenspektrometrie-Analysen von ApoC3 nach
Inkubation mit Methylisoharnstoff, Guanidin oder Harnstoff. Es zeigte sich anhand der

Intensitat der Masseanalysen, dass durch die Inkubation mit allen drei Substanzen ex vivo
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eine Guanidinylierung von ApoC3 induziert werden konnte. Diese ist jeweils durch einen
roten Pfeil markiert. Bei Inkubation mit Harnstoff zeigte sich zudem eine Carbamylierung, wie
sie bereits in verschiedenen Vorpublikationen beschrieben wurde (WANG et al., 2007). Die
Guanidinylierung von ApoC3 mithilfe von Methylisoharnstoff wurde auch fiir alle weiteren in

vitro und in vivo Experimente genutzt.

Plasma + Methylisoharnstoff Plasma + Guanidin Plasma + Harnstoff
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Abbildung 6 - Relative Massen-Signal Intensitaten von ApoC3 nach Inkubation von Plasma mit
Methylisoharnstoff (1 mM), Guanidin (1 mM) oder Harnstoff (1 mM) mit Markierung von
Guanidinylierung/Carbamylierung an Lysinresten. Die Inkubation erfolgte jeweils fiir 24 Stunden bei
Raumtemperatur.

Abbildung entnommen aus Schunk et al. JASN 2021

Der chemische Prozess der Guanidinylierung von Lysinresten ist in Abbildung 7 dargestellt.
Durch die ablaufende Reaktion kommt es zur Anlagerung einer Guanidin-Gruppe an Lysin

mit Bildung von Homoarginin, also guanidinyliertem Lysin.
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Abbildung 7 - Chemische Reaktion bei der Entstehung von guanidinyliertem Lysin (Homoarginin) durch Guanidin
und Harnstoff.
Abbildung entnommen aus Schunk et al. JASN 2021

Wir konnten zudem nachweisen, dass es durch Inkubation von nApoC3 mit steigenden und
pathophysiologisch relevanten Harnstoffkonzentrationen zu einer dosisabhéangigen Zunahme
(Abbildung 8). Dabei

Massenspektrometrie in der Negativkontrolle ohne Harnstoff keine Guanidinylierung von

der Guanidinylierung von ApoC3 kam konnte in der

ApoC3 nachgewiesen werden.
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Abbildung 8 - Relative Intensitat des Massen-Signals von gApoC3 nach Inkubation von ApoC3 (50 pg/ml) mit
unterschiedlichen Konzentrationen von Harnstoff (50 mg/dl, 100 mg/dl, 200 mg/dl). Die Inkubation erfolgte jeweils
fur 24 Stunden bei Raumtemperatur (n=4 pro Gruppe).

Abbildung entnommen aus Schunk et al. JASN 2021

5.3 CKD induziert die Guanidinylierung von ApoC3 In Vivo

Im n&chsten Schritt wollten wir ermitteln, ob eine Niereninsuffizienz auch in einem murinen
System zur  Guanidinylierung fohrt.  Hierfir wendeten wir ein  klassisches
Niereninsuffizienzmodell an, indem Mause einer Adenindiat (AD) unterzogen wurden,

welches in Abbildung 9 schematisch dargestellt ist.

2 Wochen

Adenin Diat (AD)
oder
Standard Diat (SD)

Abbildung 9 - Schematische Darstellung des experimentellen Ablaufs. C57BI6/J-Mause erhielten fir 2 Wochen
eine Adenindiat (0,2 %) oder Standard Diat. Danach erfolgt die Euthanasie.
Abbildung entnommen aus Schunk et al. JASN 2021

Die Wirksamkeit des verwendeten Niereninsuffizienzmodells wurde laborchemisch durch die
Messung des  Serumkreatinins sowie des  Serumharnstoffs als relevante
Nierenretentionsparameter nachgewiesen. In Abbildung 10 ist das Serumkreatinin bzw. der
Serumharnstoff nach zwei Wochen Adenindiat bzw. einer Standarddiat gegeniibergestellt.
Die Adenindiat fuhrte bei beiden Parametern im Vergleich zur Standarddiat (SD) zu einem

signifikanten Anstieg.
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Abbildung 10 - Serumkreatinin bzw. Serumharnstoff nach 2 Wochen Standarddiat (SD) oder Adenindiat (AD)
(n=6 pro Gruppe).
Abbildung enthommen aus Schunk et al. JASN 2021

Die Abbildung 11 =zeigt reprasentative Abbildungen von 2D-Proteomanalysen mit
Darstellung des FLK*GYWSK* (m/z 1113,6) Fragmentes in den histologischen Schnitten der
Niere. Bei Tieren, die eine Adenindiat erhalten haben, wurde eine deutliche Akkumulation
von gApoC3 nachgewiesen. Dieser Effekt war in der Kontrollgruppe bei Tieren mit

Standarddiat nicht zu beobachten.

Maus #1 Maus #2 Maus #3
MALDI
Standard relative Intensitét
Diat P
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ApoC3 Fragment +
. Guanidinylierung
Adenin FLK*GYWSK*
pat m/z1113.6
3 mm

Abbildung 11 - Reprasentative Darstellung von 2-dimensionalen Proteomanalysen in denen das gApoC3
Fragment FLK*GYWSK* (m/z 1113,6) in Nieren nach Standard-Diat oder Adenin-Diat dargestellt ist (n=3 pro
Gruppe).

Abbildung entnommen aus Schunk et al. JASN 2021

Wir konnten zusatzlich nachweisen, dass auch im Serum von Mausen, die eine Adenindiat
erhielten, nach zwei Wochen eine signifikante Anzahl von Lysinresten von ApoC3
guanidinyliert war. Im Plasma von Mausen in der Standarddiat-Gruppe lieRen sich hingegen

keine Guanidinylierungen am ApoC3 nachweisen (Abbildung 12).
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Abbildung 12 - Anzahl von guanidinylierten Lysinresten in ApoC3 im Plasma von Mausen nach Standard-Diat
oder Adenin-Diat fur 2 Wochen (n=6 pro Gruppe). Reprasentatives Protein-Fingerprinting von ApoC3 aus dem
Serum einer Maus nach 2 Wochen AD. Die roten Pfeile markieren jeweils das unmodifizierte Peptid FLKGYWSK
(1027 Da) bzw. das modifizierte Peptid FLK*GYWSK* (1113 Da) von ApoC3.

Abbildung entnommen aus Schunk et al. JASN 2021

5.4  Guanidinyliertes ApoC3induziert Inflammation
Abbildung 13 stellt die Konzentration von IL-18 bzw. IL-6, die mittels ELISA aus dem

Uberstand von humanen Monocyten gemessen wurden, dar. Die humanen Monocyten
wurden zuvor jeweils entweder mit LPS, nApoC3 oder gApoC3 inkubiert. gApoC3 wurde
hierfir mit Methylisoharnstoff in aufsteigender Konzentration guanidinyliert. In unstimulierten
Monocyten kam es zu keiner relevanten Ausschittung von IL-1B. Die restlichen Gruppen
zeigten jeweils eine gesteigerte Ausschittung von IL-1B. Diese war nach Stimulation mit
nApoC3 deutlich héher als in der LPS Gruppe. Im direkten Vergleich zu nApoC3 fiihrte die
Inkubation mit carbamyliertem ApoC3 (cApoC3) zu keinem relevanten Unterschied. Nach
Stimulation der humanen Monocyten mit gApoC3 kam es jedoch in Abh&ngigkeit von der
verwendeten Methylisoharnstoff-Konzentration und damit in Abhangigkeit von der Starke der
Guanidinylierung zu einer signifikant starkeren Ausschiittung von IL-1p3. Diese Konstellation

zeigte sich in @hnlicher Form auch fir IL-6.
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Abbildung 13 - Bestimmung von IL-718 bzw. IL-6 nach Stimulation von humanen Monocyten mit LPS (10 ng/ml,
16 h), nApoC3 (50 pg/ml, 16 h), cApoC3 (50 pg/ml, 16 h Inkubation) oder gApoC3 (50 pg/ml, 16 h Inkubation).
gApoC3 ist dabei nach der zur Herstellung verwendeten Methylisoharnstoffkonzentration (1 mM, 10 mM, 100 mM,
1 M Inkubation 24 h, RT) in aufsteigender Konzentration aufgeteilt (n=6 pro Gruppe).

Abbildung enthommen aus Schunk et al. JASN 2021

Aktuelle Publikationen konnten zeigen, dass die gesteigerte Produktion von reaktiven
Sauerstoffspezies eine entscheidende Rolle bei der ApoC3-vermittelten Aktivierung des
NLRP3 Inflammasoms spielt (ZEWINGER et al., 2020). Basierend auf dieser Erkenntnis
wurde im néchsten Schritt die Produktion von reaktiven Sauerstoffspezies von humanen
Monocyten nach Stimulation mit LPS, nApoC3, cApoC3 oder gApoC3 mithilfe der
Elektronenspin-Resonanz-Spektroskopie bestimmt (Abbildung 14). Hierbei zeigte sich, dass
gApoC3 eine deutlich starkere Produktion von Superoxid induziert als nApoC3 oder cApoC3.
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Abbildung 14 - Bestimmung der Superoxid-Produktion nach Stimulation von humanen Monocyten mit LPS (10
ng/ml, 16 h), nApoC3 (50 pg/ml, 16 h), cApoC3 (50 pg/ml, 16 h) oder gApoC3 (50 pg/ml, 16 h). gApoC3 ist dabei
nach der zur Herstellung verwendeten Methylisoharnstoffkonzentration (1 mM, 10 mM, 100 mM, 1 M, Inkubation
24 h, RT) in aufsteigender Konzentration aufgeteilt (n=6 pro Gruppe).

Abbildung enthommen aus Schunk et al. JASN 2021
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Um eine mogliche Veranderung der Bindung von ApoC3 an humane Monocyten durch eine
Guanidinylierung zu analysieren, wurden humane Monocyten mit Atto-488-markiertem
nApoC3 bzw. gApoC3 inkubiert. Abbildung 15 zeigt die durchflusszytometrisch quantifizierte
Intensitat von Atto-488 und damit die Bindung von ApoC3 an die Monocyten. Hierbei zeigte
sich, dass die Guanidinylierung zu einer gesteigerten Bindung des ApoC3 an humane
Monocyten flihrte.
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Abbildung 15 - Reprasentative Darstellung nach durchflusszytometrischer Analyse von Monocyten nach
Inkubation mit Atto-488-nApoC3/ Atto-488-gApoC3 (50 pg/ml, 37°C, 1 h). Reprasentativ flr jeweils drei
unabhangige Experimente.

Abbildung entnommen aus Schunk et al. JASN 2021

Die proinflammatorischen Effekte von ApoC3 werden unter anderem durch TLR2 und TLR4
vermittelt (ZEWINGER et al., 2020). Um den Effekt der Guanidinylierung auf die Bindung an
diese Rezeptoren zu ermitteln, wurden humane embryonale Nierenzellen (HEK-Zellen)
eingesetzt, die zuvor entweder mit TIr2 oder TIr4 Konstrukten transfiziert wurden. Durch die
Transfektion exprimieren diese Zellen den jeweiligen Rezeptor auf ihrer Zelloberflache. Die
transfizierten Zellen wurden nun jeweils mit Atto-488-markiertem nApoC3 bzw. gApoC3
inkubiert und durchflusszytometrisch analysiert. Die Ergebnisse sind in Abbildung 16
dargestellt. Wahrend die Guanidinylierung auf die Bindung von ApoC3 an TLR2 keinen
nachweisbaren Effekt aufwies, kam es im Vergleich zu nApoC3 zu einer deutlich

gesteigerten Bindung von gApoC3 an TLR4.

56



Dissertation Tamim Sarakpi

HEK293T 2,0K HEK293T
1,2K-
Tir2 Tir4
900_ 1 1,5K"
=
ﬁ A
& 6004 1,0K7
3004 | 500 4
0 ‘l. T T T T 0 \' T T T !
10° 10 102 100 10¢ 100 10 102 10°  10¢
Atto-488 ApoC3 Atto-488 ApoC3

" Unbehandelt gApoC3 nApoC3

Abbildung 16 - Reprasentative Darstellung der durchflusszytometrischen Analyse von transfizierten HEK-Zellen
(TLR2/TLR4) nach Inkubation mit Atto-488-nApoC3/ Atto-488-gApoC3 (50 pg/ml, 37°C, 1 h). Repréasentativ fur
jeweils drei unabhangige Experimente.

Abbildung entnommen aus Schunk et al. JASN 2021

Die verstarkte Bindung von gApoC3 wurde zudem mittels Konfokalmikroskopie bestéatigt.
Abbildung 17 zeigt reprasentative konfokalmikroskopische Abbildungen von humanen
Monocyten, die mit Atto-488-gelabeltem nApoC3 bzw. gApoC3 inkubiert wurden. Die
Aufnahmen zeigten dabei eine im Vergleich zum nApoC3 deutlich héhere Akkumulation von

gApoC3 in humanen Monocyten.

nApoC3 gApoC3
Atto-488-ApoC3

Abbildung 17 - Reprasentative Darstellung konfokalmikroskopischer Aufnahmen humaner Monocyten nach
Inkubation mit Atto-488-nApoC3 / Atto-488-gApoC3 (50 ug/ml, 37°C). Reprasentativ fiir jeweils drei unabhéngige
Experimente.

Abbildung entnommen aus Schunk et al. JASN 2021
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5.5 Guanidinyliertes ApoC3 hemmt die vaskuldre Regeneration

und fordert Nierenschadigung bei humanisierten Mausen

Kirzlich konnte unsere Arbeitsgruppe zeigen, dass die ApoC3 vermittelte alternative
Aktivierung des NLRP3-Inflammasoms auf das humane System beschrankt ist (ZEWINGER
et al.,, 2020). Um nun die Relevanz der experimentellen Befunde in Krankheitsmodellen zu

untersuchen, wurden humanisierte Mause verwendet.

Zunachst sollte hier der Einfluss von gApoC3 auf die vaskulare Regeneration untersucht
werden. Abbildung 18 zeigt eine schematische Darstellung des Versuchsablaufes.
Immuninkompetente  Mause wurden im ersten  Schritt einer perivaskularen
Carotisschadigung unterzogen. AnschlieRend erfolgte die Transplantation von humanen
CD14* Monocyten. Zusatzlich erhielten die Mause eine Injektion von nApoC3, gApoC3 bzw.
PBS als Kontrollgruppe. Eine Woche nach Transplantation wurde Evans Blau injiziert und
anschlielend wurden die Tiere euthanasiert. Im Anschluss quantifizierten wir

lichtmikroskopisch das re-endothealisierte Areal der geschadigten A. carotis.

- W . @ 1 Woche _  Quantifizierung des
@ re-endothelialisierten

Areals
NOD-SCID Perivaskulére Transplantation von
Maus Carotis- 1x10” CD14+
schadigung humanen Monozyten

Injektion von PBS/ApoC3

Abbildung 18 - Schematische Darstellung des experimentellen Ablaufs des perivaskularen
Carotisschadigungsmodells in humanisierten Mausen.
Abbildung entnommen aus Schunk et al. JASN 2021

Die Abbildung 19 zeigt das re-endothealisierte Areal eine Woche nach Durchfiihrung des
perivaskularen Carotis-Schadigungsmodells dar. Der Prozess der Re-Endothelialisierung bei
der Gruppe, die gApoC3 erhalten haben, wurde deutlich starker unterdrickt, als bei der
Gruppe, die nApoC3 erhalten haben. Die Inhibition der Re-Endothelisation war hierbei von
der verwendeten Methylisoharnstoffkonzentration abhéngig. Je hoéher die zur gApoC3
Herstellung verwendete Methylisoharnstoffkonzentration war, also je starker die
Guanidinylierung von ApoC3 ausgepragt war, desto starker wurde die Re-Endothelisation
unterdrickt (Abbildung 19)
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Abbildung 19 - Re-endothelialisiertes Areal eine Woche nach perivaskuléarer Carotisschadigung bei
humanisierten NOD-SCID M&usen nach Injektion von nApoC3 / gApoC3 (jeweils 50 pg/ml Blutvolumen) nach
Inkubation mit aufsteigender Methylisoharnstoffkonzentration (10 mM /1 M, Inkubation Uber 24 h bei
Raumtemperatur, n=6 pro Gruppe)

Abbildung entnommen aus Schunk et al. JASN 2021

Als zweites Krankheitsmodell wurde eine unilaterale Ureterligatur als klassisches
Fibrosemodell der Niere durchgefihrt (Abbildung 20). Direkt nach Durchfihrung der
Ureterligatur wurden die Tiere mit humanen CD14* Monocyten transplantiert und erhielten je

nach Gruppe PBS, nApoC3 oder gApoC3. Finf Tage nach Transplantation erfolgte die

Euthanasie der Tiere mit Explantation der Nieren und Anfertigung von histologischen

Schnitten.

@ o Tage Quant|f|2|erun%
@ von renaler Schadigung

NOD-SCID Unilaterale = Transplantation von
Maus Ureter- 1x10” CD14+
ligation humanen Monozyten

Injektion von PBS/ApoC3

Abbildung 20 - Schematische Darstellung des Ablaufs einer unilateralen Ureterligatur in humanisierten NOD-
SCID-Mausen mit Injektion von PBS/ApoC3.
Abbildung entnommen aus Schunk et al. JASN 2021

Abbildung 21 zeigt die angefertigten Sirius-rot gefarbten Nierengewebsschnitte. Die Nieren
der mit gApoC3 behandelten Mause wiesen eine deutlich ausgepragtere Fibrosebildung auf
als die der nApoC3-Gruppe. Die Flache der fibrotischen Areale war hierbei von der
Methylisoharnstoff-Konzentration, die zur Herstellung des gApoC3 verwendet wurde,

abhangig. Eine hohere Konzentration ging dabei mit einer verstarkten Fibrosebildung einher.
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Abbildung 21 - Sirius-rot Farbung von histologischen Nierengewebsschnitten 5 Tage nach Durchfiihrung einer
UUO in humanisierten NOD-SCID Méausen und Injektion von nApoC3 / gApoC3 (jeweils 50 pg/ml Blutvolumen)
mit ansteigenden Methylisoharnstoffkonzentrationen (10 mM/ 1 M Inkubation tber 24 h bei Raumtemperatur),
Darstellung des prozentualen Fibroseareals nach Gruppen, (n=4-6 pro Gruppe).

Abbildung entnommen aus Schunk et al. JASN 2021

Zudem wurde die Akkumulation von F4/80-positiven Makrophagen und Ly6G-positiven
neutrophilen Granulocyten sowie die Expression des tubularen Stressmarkers DKK3
(SCHUNK et al., 2021b) nach Immunfluoreszenz-Farbung quantifiziert (Abbildung 22). Hier
zeigte sich im Vergleich zu nApoC3 nach Applikation von gApoC3 eine signifikant
gesteigerte entzindliche Zellinfiltration und eine gesteigerte Expression von DKK3. Diese
war von der Starke der Guanidinylierung (verwendete Methylisoharnstoff-Konzentration)

abhangig.
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Abbildung 22 - Nierengewebsschnitte 5 Tage nach Durchfiihrung einer UUO in humanisierten NOD-SCID
Mausen und Injektion von nApoC3 / gApoC3 (jeweils 50 pg/ml Blutvolumen) mit ansteigenden
Methylisoharnstoffkonzentrationen (10 mM/1 M Inkubation Uber 24 h bei Raumtemperatur). Renale Expression
von F4/80, Ly6G, DKK3 (n=4-6 pro Gruppe).

Abbildung entnommen aus Schunk et al. JASN 2021

5.6 Guanidinyliertes ApoC3 ist mit kardiovaskularen und renalen

Ereignissen assoziiert

Die in den experimentellen Modellen nachgewiesenen Ergebnisse sollten nun an einem
relevanten Patientenkollektiv auf ihre klinische Relevanz Uberprift werden. Hierzu wurde die
Guanidinylierung von ApoC3 im Plasma von CKD-Patienten quantifiziert, die in die
prospektive CARE FOR HOMe Studie eingeschlossen wurden (Abbildung 23). Von 575
Patienten mit einer CKD im Stadium G2-4 nach KDIGO-Leitlinien (KDIGO, 2012), die in der
nephrologischen Ambulanz der Universitat des Saarlandes vorstellig waren, wurden 30
Patienten wegen fehlender Follow-up Informationen ausgeschlossen. Zwei weitere Patienten
wurden ausgeschlossen, weil keine Plasmaproben zur Quantifizierung von gApoC3 zur
Verfigung standen. Bei den restlichen 543 Patienten wurden Messungen der gApoC3
Massen-Signal Intensitat durchgefihrt und im Follow-up auf eine Assoziation mit klinischen

Endpunkten evaluiert.

61



Dissertation

Tamim Sarakpi

CARE FOR HOMe
N=575

—

Messung der
gApoC3 Massen-Signal
Intensitat
N=543

Assoziation mit
klinischen Endpunkten
N=543

N=30 keine follow-up Informationen verfliigbar

N=2 keine Serumproben verfligbar

Abbildung 23 - Schematische Darstellung der Teilnehmer der CARE FOR HOME Studie.
Abbildung entnommen aus Schunk et al. JASN 2021

Fur die folgenden Analysen wurden die Patienten anhand der Intensitdt von gApoC3 in

Tertiale eingeteilt. In Tabelle 19 sind die Baseline-Charakteristika der Patienten dargestellt.

Hier zeigte sich unter anderem, dass Patienten mit gApoC3 im héchsten Tertial im Schnitt

alter waren, einen hoheren systolischen Blutdruck hatten, mehr systemische Inflammation

(hsCRP) sowie eine starker eingeschrénkte Nierenfunktion aufwiesen, als Patienten mit einer

niedrigen gApoC3 Intensitat.

Gesamt gApoC3 Intensitat P
<0.001 0.002-0.017 >0.017
(N=543) (N=190) (N=168) (N=185)
Alter (Jahre) 65.5+12.2 | 63.4+12.9 66.2+11.8 66.9+11.5 | 0.013
Geschlecht (%
_ 58.0 55.8 53.0 64.9 0.058
mannlich)
Body mass index
30.4+5.9 30.3t5.5 30.9+5.5 30.3t5.4 0.484
(kg/m?)
systolischer
152+24 149+24 153+23 155+25 0.041
Blutdruck (mmHgQ)
diastolischer
85+13 84+12 86+13 86+13 0.397
Blutdruck (mmHg)
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Phosphat (mg/dl) 3.4+0.7 3.3+0.6 3.3+0.6 3.4+0.8 0.077
Gesamtcholesterin
190444 191+40 189+47 189+42 0.795
(mg/dl)
Triglyceride (mg/dl) 135 (93) 133 (95) 133 (86) 144 (106) | 0.567
ApoC3 (mg/dl) 112.8 111.2 121.3
108.0 (76.9) 0.077
(91.6) (110.9) (119.8)
LDL-Cholesterin
113+37 114+34 112+40 113+35 0.788
(mg/dl)
HDL-Cholesterin
52+17 52+17 53+17 50+17 0.351
(mg/dl)
hoch sensitives C-
reaktives Protein 1.56+0.62 | 1.43+0.53 1.45+0.49 1.71+0.67 | <0.001
(mgfl)
Kreatinin (mg/dl) 45.5+18.1 | 49.5+17.9 47.2£17.5 41.7£17.9 | <0.001
geschatzte
glomerulare
_ _ 55 (36) 50 (28) 50 (27) 63 (49) <0.001
Filtrationsrate
(m1/min/1.73m?)
Harnstoff (mg/dl) 45.3
32 (186) | 27.0(155.3) | 25.0(114.9) 0.061
(248.4)
Albuminurie (mg/g 214.6 137.8 210.7 315.1 0.001
<0.
Kreatinin) (486.6) (294.6) (431.8) (925.5)
N-terminales-pro B-
natriuretisches Peptid 32.2 27.4 33.9 35.7 0.194
(ng/ml)
Pravalenz von
kardiovaskularen 10.1 14.2 7.1 8.6 0.062
Erkrankungen (%)
Raucher (%) 38.9 38.9 36.9 40.5 0.782
Diabetes mellitus (%) | 65.5+12.2 | 63.4+12.9 66.2+11.8 66.9+x11.5 | 0.013

63




Dissertation

Tamim Sarakpi

Schleifendiuretika (%) 43.9 33.7 47.0 51.6 0.001
Thiazide (%) 51.1 51.3 49.4 52.4 0.849
Aldosterone 22.0 18.5 25.0 22.7 0.321
Antagonisten (%)

Betablocker (%) 69.6 61.1 76.2 72.2 0.005
Angiotensin- 50.3 49.5 51.2 50.3 0.949
Rezeptorblocker (%)

ACE-Hemmer (%) 35.2 38.9 28.6 37.3 0.092
Calcium Antagonisten 51.9 52.1 48.2 55.1 0.429
(%)

Statine (%) 52.9 51.6 58.9 48.6 0.141
Andere Lipidsenkende 10.7 9.5 125 10.3 0.636
Therapien (%)

Antidiabetische 315 29.5 32.7 32.4 0.757
Therapie (%)

Tabelle 19 — Baseline-Charakteristika der Teilnehmer der prospektiven CARE FOR HOME Studie (n=543) nach

gApoC3 Intensitat in der Massenspektrometrie in Tertiale eingeteilt.
Tabelle entnommen aus Schunk et al. JASN 2021

5.6.1 Assoziation zwischen gApoC3 und kardiovaskularen Risikofaktoren

Abbildung 24 stellt die Assoziation zwischen der Intensitat von gApoC3 und verschiedenen

Parametern dar. Hierbei zeigte sich, dass Patienten mit einer KHK eine héhere gApoC3

Intensitat aufwiesen, aber kein Zusammenhang zwischen der gApoC3 Intensitat und

anderen klassischen kardiovaskularen Risikofaktoren wie Rauchen, Diabetes mellitus oder

Dyslipidamie bestand.
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Abbildung 24 - Darstellung der gApoC3 Intensitat in verschiedenen Subgruppen (Albuminurie, Diabetes mellitus,
Einnahme von Lipid-Senkern, Raucher, CVD und CAD) der Teilnehmer der CARE FOR HOME Studie n=543.
Adjustiert flr Alter, Geschlecht, BMI, systolischer Blutdruck, eGFR. CVD, kardiovaskulare Erkrankung. CAD,
koronare Herzkrankheit.

Abbildung entnommen aus Schunk et al. JASN 2021

5.6.2 Assoziation zwischen gApoC3 und Lipoprotein-Konzentrationen bzw.
Inflammationsmarkern

Es zeigte sich zudem keine Assoziation zwischen der gApoC3 Intensitat und der Plasma-

Konzentrationen von Gesamt-Cholesterin, LDL-C, HDL-C, Triglyceriden und ApoC3 selbst

(Abbildung 25). Allerdings zeigte sich, dass eine hthere gApoC3 Intensitat mit erhdhten

hsCRP und Serum Amyloid A (SAA) Konzentrationen - also systemischer Inflammation —

assoziiert war.

65



Dissertation

Tamim Sarakpi

P=0.455 P=0.529 P=0.997
1 1 1
. P=0.802 P=0.675 P=0.678
J200q T 1207 — 607
= 150 - 390 - g
% 3 a40-
3100 E 60 - E
2 Q Q
(&) - =1 201
- o
£ 50 - 3 30 - <
[y}
(/7]
Q
O 0 1 1 ] 0 1 1 || 0 I 1 I
Tertiale der 1 2 3 1 2 1 2 3
gApoC3
Intensitat
P=0.981 P=0.628
1 1
P=0.991 P=0.04
200 . P09 000, P=0-048
= e T T
2 150 - L1+ 150 - — [+
B o) T
E £
o 100 A =100 -
o ™
= (&)
S 8‘ 50
E: 50 - <
l_
0 T T T 0 1 | I
Tertiale der 1 2 3 1 2 3
gApoC3
Intensitat
P=0.031 P=0.025
1
P=0.856 150, P=0.668
57 I @2 T
> T T < 100
E, [T o 1
i 2 T
Q
2 & s0- T
2 £ T J_
3]
0]
0 T T T 0 i T i
Tertiale der 1 2 3 1 2 3
gApoC3
Intensitat

Abbildung 25 - Darstellung der Plasmakonzentrationen von Gesamtcholesterin, LDL-C, HDL-C, Triglyceriden,
ApoC3, hsCRP und Serum Amyloid A in Abhangigkeit der in Tertiale eingeteilten gApoC3 Intensitat. Adjustiert fur
Alter, Geschlecht, pravalente kardiovaskulare Erkrankungen, BMI, systolischer Blutdruck, Raucheranamnese,

Diabetes mellitus, eGFR und Albuminurie n=543.
Abbildung entnommen aus Schunk et al. JASN 2021
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5.6.3 Assoziation zwischen gApoC3 und kardiovaskularen und renalen
Endpunkten.

Zur Untersuchung des Zusammenhangs zwischen der gApoC3 Intensitdt und den

unterschiedlichen Endpunkten in der CARE FOR HOMe Studie wurden Restricted Cubic

Spline Plots erstellt. Abbildung 26 zeigt den Zusammenhang zwischen der gApoC3

Intensitat und dem Risiko fur den kombinierten kardiovaskularen Endpunkt. Es zeigte sich,

dass Patienten mit einer erhéhten gApoC3 ein signifikant erhéhtes Risiko flir das Erreichen

des kardiovaskularen Endpunktes innerhalb des Beobachtungszeitraums aufwiesen.

0.5
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0.3
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P<0.0001
0.1-_Hmuh|_mmm_muw 1 T8 1 ¥

T
0 0.05 0.10 0.15 0.20
gApoC3 Massen-Signal Intensitét

Risiko fiir den kombinierten CV Endpunkt

Abbildung 26 - Assoziation zwischen dem Risiko flr den kombinierten kardiovaskul&ren Endpunkt und der
gApoC3 Massen-Signal Intensitat der 543 CKD Patienten der CARE FOR HOME Studie dargestellt als eines
Restricted Cubic Spline Plot. Die schwarze Linie markiert das Risiko fir den kombinierten kardiovaskularen
Endpunkt, das hellgraue Areal das zugehdrige 95%-Konfidenzintervall. Die einzelnen Spikes zeigen die
individuelle Verteilung der Massen-Signal Intensitat von gApoC3. Adjustiert fir Alter, Geschlecht, Pravalenz von
kardiovaskularen Erkrankungen, BMI, systolischem Blutdruck, Raucheranamnese, Diabetes mellitus, eGFR und
Albuminurie.

Abbildung entnommen aus Schunk et al. JASN 2021

Gleiches galt fir den Zusammenhang zwischen der gApoC3 Intensitat und der Gesamt-
Mortalitat (Abbildung 27). Auch hier zeigte sich, dass eine héhere gApoC3 Intensitat mit
einem signifikant erhohten Risiko der Patienten assoziiert war, im

Nachbeobachtungszeitraum zu versterben.
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Abbildung 27 - Assoziation zwischen dem Mortalitatsrisiko und der gApoC3 Massen-Signal Intensitat der 543
CKD Patienten der CARE FOR HOME Studie dargestellt als Restricted Cubic Spline Plot. Die schwarze Linie
markiert das Mortalitatsrisiko, das hellgraue Areal das zugehorige 95%-Konfidenzintervall. Die einzelnen Spikes
zeigen die individuelle Verteilung der Massen-Signal Intensitat von gApoC3. Adjustiert fur Alter, Geschlecht,
Pravalenz von kardiovaskularen Erkrankungen, BMI, systolischem Blutdruck, Raucheranamnese, Diabetes
mellitus, eGFR und Albuminurie.

Abbildung entnommen aus Schunk et al. JASN 2021

Ebenso konnten wir einen signifikanten Zusammenhang zwischen der gApoC3 Intensitéat und

dem Risiko fur den kombinierten renalen Endpunkt bestehend nachweisen (Abbildung 28).
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Abbildung 28 - Assoziation zwischen dem Risiko flr den kombinierten renalen Endpunkt und der gApoC3
Massen-Signal Intensitat der 543 CKD Patienten der CARE FOR HOME Studie dargestellt als Restricted Cubic
Spline Plot. Die schwarze Linie markiert das Risiko fur den kombinierten renalen Endpunkt, das hellgraue Areal
das zugehorige 95%-Konfidenzintervall. Die einzelnen Spikes zeigen die individuelle Verteilung der Massen-
Signal Intensitat von gApoC3. Adjustiert fuir Alter, Geschlecht, Pravalenz von kardiovaskularen Erkrankungen,
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BMI, systolischem Blutdruck, Raucheranamnese, Diabetes mellitus, eGFR und Albuminurie.
Abbildung entnommen aus Schunk et al. JASN 2021

5.6.4 Zusammenhang zwischen gApoC3 Intensitat und Trajektoren der eGFR
In der CARE for HOMe Studie erfolgten jahrliche Follow-Up Visiten, bei denen die eGFR
quantifiziert wurde. Um nun unterschiedliche Muster der Veranderung der Nierenfunktion im
Follow-Up bei den Studienteilnehmern zu identifizieren, wurden Trajektoren der eGFR
generiert. 23,1 % der Patienten zeigten eine konstante glomerulare Filtrationsrate, 58,9 %
der Patienten einen Abfall der glomerularen Filtrationsrate und 16,1 % einen raschen Abfall
der glomeruléren Filtrationsrate. Die restlichen <2% der Patienten wiesen einen Anstieg der
eGFR auf. Dieser ist am ehesten im Rahmen eines reversiblen akuten Nierenversagens zum
Zeitpunkt des Studieneinschlusses zu erklaren. Die durchschnittliche jahrliche Anderung der
eGFR lag in der Referenzgruppe bei 0,7 + 1,4 ml/min/1,73 m?, in der Gruppe mit abfallender
eGFR bei -1,3 = 1,4 ml/min/1,73 m2 und in der Gruppe mit rasch abfallender eGFR bei -3,5 £
1,7 ml/min/1,73 m? (Abbildung 29).

N Durchschnittliche jahrliche
(%) Anderung der eGFR
(mL/min/1.73m3)
o |
= —p Gruppe 4 9 +3.8+1.0
Steigende (1.7)
eGFR
R 2
o
G
o Gruppe 1 126 +0.7+1.4
g — (Referenz) (23.2)
5 o j=——_
2 —p Gruppe 2 320 -1.3+1.4
<L Fallende (58.9)
eGFR
2 == Group 3 88 -3.5x1.7
! T T T T T T Rasch
(16.2)
0 1 2 3 4 5 fallende
eGFR

Follow-up (Jahre)

Abbildung 29 - Darstellung der prozentualen Anderung der eGFR im Rahmen der Nachbeobachtung der 543
Patienten aus der CARE FOR HOME Studie mittels Gruppen-basiertem Trajektoren-Modelling (4 Gruppen,
Gruppe 1 stabile GFR, Gruppe 2 abfallende GFR, Gruppe 3 rasch abfallende GFR, Gruppe 4 ansteigende GFR).
Darstellung der durchschnittlichen jahrlichen Anderung der eGFR als schwarze Linie mit zugehdrigen 95%-
Konfidenzintervall als hellgraues Areal. Adjustiert fiir Alter, Geschlecht, Pravalenz von kardiovaskularen
Erkrankungen, BMI, systolischem Blutdruck, Raucheranamnese, Diabetes mellitus, eGFR und Albuminurie.
Abbildung entnommen aus Schunk et al. JASN 2021

Nun wurde der Zusammenhang zwischen der gApoC3 Intensitdt und dem Risiko fur eine im
Verlauf abfallende bzw. rasch abfallende eGFR mittels multinominaler logistischer
Regression untersucht (Abbildung 30). Patienten mit einer gApoC3 Intensitat im dritten
Tertial wiesen dabei ein signifikant hoheres Risiko fur eine abfallende bzw. rasch abfallende

eGFR auf als Patienten mit einer gApoC3 Intensitét im ersten Tertial (Tabelle 20).
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Abbildung 30 - Assoziation von gApoC3 Massen-Signal Intensitat und der Veranderung der eGFR in
Trajektoren-Gruppen, adjustiert fur Alter, Geschlecht, CVD, BMI, systolischer Blutdruck, Raucherstatus, Diabetes
mellitus, eGFR, Albuminurie.

Abbildung entnommen aus Schunk et al. JASN 2021

Model Tertiale der Risiko fur die Zuordnung Risiko fir die Zuordnung
gApoC3 zu Trajektoren Gruppe 2 zu Trajektoren Gruppe 3
Intensitat
HR (95 % CI) P HR (95 % CI) P
Nicht- 1 Referenz Referenz
Adjustiert
2 1.37 (0.81-2.33) 0.238 2.13 (1.08-4.17) 0.031
3 1.75 (1.03-2.94) 0.039 3.13 (1.52-6.25) 0.002
Adjustiert 1 1 Referenz Referenz
2 1.28 (0.76-2.17) 0.346 2.17 (1.10-4.35) 0.026
3 1.75 (1.02-2.86) 0.042 3.03 (1.43-6.25) 0.003
Adjustiert 2 1 Referenz Referenz
2 1.22 (0.71-2.08) 0.460 1.96 (0.98-4.00) 0.058
3 1.64 (0.96-2.86) 0.071 2.63 (1.23-5.56) 0.012
Adjustiert 3 1 Referenz Referenz
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2 1.32 (0.76-2.27) 0.334 2.00 (0.97-4.17) 0.059

3 1.82 (1.04-3.23) 0.036 2.56 (1.18-5.56) 0.018
Adjustiert 4 1 Referenz Referenz

2 1.10 (0.61-2.00) 0.751 2.04 (0.98-4.25) 0.057

3 2.01 (1.05-3.87) 0.037 2.74 (1.25-5.99) 0.012

Tabelle 190 — Multinominale logistische Regressionsanalyse der Assoziation zwischen den Tertialen der gApoC3
Intensitat und den Trajektoren -Gruppen der eGFR n=543. Die Referenzkategorie ist jeweils Tertial 1.
Adjustiert 1: adjustiert fir Alter und Geschlecht.
Adjustiert 2: adjustiert flr Alter, Geschlecht, pravalente CVD, BMI, systolischer Blutdruck, Raucherstatus und

Diabetes mellitus.
Adjustiert 3: adjustiert fur Alter, Geschlecht, pravalente CVD, BMI, systolischer Blutdruck, Raucherstatus,

Diabetes mellitus, eGFR und Albuminurie; Adjustiert 4 adjustiert fir Alter, Geschlecht, pravalente CVD, BMI,
systolischer Blutdruck, Raucherstatus, Diabetes mellitus, Albuminurie und Triglyceride.
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6. Diskussion

In dieser Arbeit konnte erstmals die Guanidinylierung von ApoC3 als posttranslationale
Modifikation bei Patienten mit chronischer Nierenerkrankung nachgewiesen werden.
Zusatzlich wurden die zugrundeliegenden pathophysiologischen Ablaufe analysiert. Die
Bildung von gApoC3 in einem uramischen Milieu konnte durch Inkubation mit Harnstoff
induziert werden. Es konnte gezeigt werden, dass die posttranslationale Modifikation von
ApoC3 zu einer gesteigerten Bindung an humane Monocyten fuhrt. Des Weiteren lie3 sich
dieser Prozess auf eine verstarkte Bindung von gApoC3 an TLR4 zurtckfuhren. Die
Guanidinylierung von ApoC3 fiihrte dadurch zu einer Steigerung der ApoC3-induzierten
Ausschittung von inflammatorischen Markern. Sowohl in den experimentellen Daten als
auch in einer prospektiven klinischen Studie konnte eine deutliche Assoziation von gApoC3
mit dem Auftreten und Fortschreiten von Kkardiovaskularen Erkrankungen und
Nierenschadigung demonstriert werden. gApoC3 férdert die Nierenschadigung und hemmt

die vaskulare Regeneration.

6.1  Triglyceride und ApoC3 bei kardiovaskularen Erkrankungen
6.1.1 Epidemiologische Evidenz

ApoC3 spielt eine entscheidende Rolle im Stoffwechsel von triglyceridreichen Lipoproteinen.
Die Hauptfunktion besteht dabei in der Inhibierung der Lipoprotein Lipase und der
hepatischen Lipase, wodurch die Wiederaufnahme von Triglyceriden in die Leber unterdriickt
wird. Allerdings wird vermutet, dass die Inhibition der hepatischen Clearance durch ApoC3
einen wesentlichen Einfluss auf die ApoC3 assoziierte Hypertriglyceridamie hat (MENDIVIL
et al., 2010).

Eine Hypertriglyceriddmie ist mit verschiedenen pathologischen Prozessen assoziiert, unter
anderem mit Insulinresistenz, metabolischem Syndrom, Diabetes mellitus und
kardiovaskularen Erkrankungen (GORDTS et al.,, 2016). In einer zeigte sich, dass HDL,
welches ApoC3 enthielt, mit einem erhdhten Risiko flr Koronare Herzkrankheit assoziiert
war, wahrend HDL ohne ApoC3 mit einem niedrigeren Risiko verbunden war (JENSEN et al.,
2018). Passend hierzu konnte nachgewiesen werden, dass ApoC3 im HDL von Patienten mit
koronarer Herzkrankheit akkumuliert und das so verandertes HDL die endotheliale Apoptose
fordert (RIWANTO et al.,, 2013). Aktuelle Studien zeigen signifikant erhohte ApoC3-
Plasmaspiegel bei Patienten mit AMI oder CKD. In der LURIC-Studie konnte nachgewiesen
werden, dass Patienten mit erhdhten ApoC3-Spiegeln deutlich erhéhte systemische
Inflammationsmarker wie hsCRP aufwiesen. Erhéhte ApoC3 Spiegel waren zudem mit

einem signifikant erhéhten Mortalitatsrisiko assoziiert. Demzufolge stellt sich ApoC3 als
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potentiell wichtiges therapeutisches Target in der Behandlung von CVD und CKD dar
(ZEWINGER et al., 2017b; ZEWINGER et al., 2020).

Hierzu passend konnten wir zeigen, dass die posttranslationale Guanidinylierung von
ApoC3, die bei CKD-Patienten auftritt, zur gesteigerten Inflammation fiihrt. Hohe Intensitaten
der Guanidinylierung von ApoC3 sind dabei mit signifikant erhdhtem hsCRP und Serum-
Amyloid A als systemische Inflammationsmarker assoziiert. Auf3erdem sind sie mit erhéhtem

kardiovaskularem Risiko und erhohtem Mortalitatsrisiko assoziiert.

Erhohte Konzentrationen von Triglyceriden stellen einen unabhangigen Risikofaktor fur
kardiovaskulare Erkrankungen dar. Aufgrund von unterschiedlichen Outcomes bei
verschiedenen Studien zur Assoziation von Triglyceriden, triglyceridreichen Lipoproteinen
und kardiovaskularen Risiko (CHAPMAN et al., 2011), besteht bis heute Unklarheit Gber
adaquate  Therapieempfehlungen  bei  Patienten mit milder bis moderater
Hypertriglyceridamie (HEGELE et al., 2014). Dabei zeigen grof3e Beobachtungsstudien, dass
erhdhte Trigylceridplasmaspiegel und niedrige HDL-C-Plasmaspiegel mit einem erhdhten
kardiovaskularen Risiko assoziiert sind. Die genaue Rolle, die Remnants von
triglyceridreichen Lipoproteinen bei der Entstehung von Atherosklerose und kardiovaskularen
Erkrankungen spielen, bleibt jedoch weiterhin ein Thema von groRem Interesse (CHAPMAN
et al., 2011). In verschiedensten Studien zeigen sich Triglyceride als signifikanten Pradiktor
fur die koronare Herzkrankheit, dabei kommt es jedoch durch die Verwendung von
unterschiedlichen Messmethoden zu sehr variablen Ergebnissen, die am ehesten die
Assoziation von Triglyceriden mit verschiedenen Krankheitsbildern unterschatzen (AUSTIN,
1991). Verschiedene groRe Assoziationsstudien zeigen dabei wiederholt eine deutliche
Assoziation zwischen erhohten Triglyceridspiegeln und einem erhdéhten Risiko fir
kardiovaskulare Erkrankungen, Myokardinfarkte, ischamische Herzerkrankung und
Mortalitatsrisiko (BLANKENHORN et al., 1990; HODIS et al., 1994; HOKANSON, AUSTIN,
1996).

ApoC3 spielt eine wichtige Rolle im Stoffwechsel von Triglyceriden und trigylceridreichen
Lipoproteinen. Dabei legen sowohl experimentelle als auch klinische Daten eine
Dysregulation des Fettstoffwechsels durch erhéhte ApoC3-Spiegel nahe (CHAN et al., 2006;
CHAN et al., 2008). Eine erhdhte ApoC3 Produktion ist ein typisches Merkmal bei Patienten
mit Hypertriglyceriddmie und ist mit einem atherogenen Lipoproteinprofil assoziiert. In
unserer aktuellen Studie war die Guanidinylierung von ApoC3 nicht mit einem veranderten
Lipoproteinprofil assoziiert. Diese Ergebnisse legen unterschiedliche Effekte von nApoC3
und gApoC3 nahe. Die Assoziation von intensiver modifiziertem gApoC3 und erhdhtem
kardiovaskuldren Risiko, sowie erhohtem  Mortalitatsrisiko scheint nicht mit

Hypertriglyceridamie oder der Veranderung der Zusammensetzung der Lipoproteine
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assoziiert zu sein. Vielmehr fuhrt die Guanidinylierung von ApoC3 in erster Linie zu einer
Modulierung seiner proinflammatorischen Eigenschaften durch eine verstarkte Ausschuttung

von inflammatorischen Zytokinen.

6.1.2 Genetische Evidenz

Die genetische Pradisposition fur die Entwicklung einer Hypertriglyceridamie basiert in der
Regel nicht auf monogenetischen Ursachen, sondern auf multi- oder polygenetischer
Grundlage. Dabei gibt es haufige DNA-Varianten, die mit kleiner Effektstarke einhergehen
und seltene DNA-Varianten, die mit einer groRen Effektstarke einhergehen (HEGELE et al.,
2014). ApoC3 ist an der Entstehung von einem weiten Spektrum an relevanten
Krankheitsbildern beteiligt. In den letzten Jahren zeigt sich verstarkt, dass die ausgepragte
Varianz von Triglyceridplasmaspiegeln in der Bevolkerung stark mit genetischen Variationen
in den Apoc3- und Apoc5-Genen assoziiert ist. Das Apoc3-Gen wird in grol3em Malf3e in der
Leber und mit geringerem Anteil im Darm exprimiert. Es konnte unter anderem
nachgewiesen werden, dass ein Single Nucleotide Polymorphism (SNP) in der
Promotorregion von Apoc3 bei jungen Mannern mit einer erniedrigten Insulinantwort im
oralen Glukosetoleranztest einhergeht. Dadurch zeigt sich eine interessante Verknipfung
zwischen Hypertriglyceridamie und Insulinresistenz (VAN DIJK et al., 2004). Auch der T-
455C Polymorphismus im Apoc3-Gen, der mit der Insulinantwort assoziiert ist, hat einen
Einfluss auf Triglycerid- und ApoC3-Plasmaspiegel. In einer Studie zur Ermittlung des
kardiovaskularen Risikos bei Patienten mit metabolischem Syndrom waren die ApoCS3-
Spiegel bei Patienten mit metabolischem Syndrom signifikant erhdht. Die Wahrscheinlichkeit
fur das Auftreten eines metabolischen Syndroms korrelierte mit erhéhten ApoC3-Spiegeln.
Des Weiteren wiesen Patienten mit metabolischem Syndrom und koronarer Herzkrankheit
deutlich hthere ApoC3-Spiegel auf als Patienten mit metabolischem Syndrom ohne koronare
Herzkrankheit. Patienten mit metabolischem Syndrom und der -455C Variante hatten eine
vielfach erhohte Wahrscheinlichkeit unter koronarer Herzkrankheit zu leiden.
Zusammenfassend zeigt sich somit eine relevante Assoziation zwischen Gain-of-Function
ApoC3-Polymorphismen und dem KHK-Risiko bei Patienten mit metabolischem Syndrom
(MILLER et al., 2007; OLIVIERI et al., 2003; OLIVIERI et al., 2002). Die Assoziation von
verschiedenen Polymorphismen im Apoc3 Genlocus mit dem Verlust der Regulation von
ApoC3 durch Insulin ist durchaus relevant, da es durch die Uberexpression von ApoC3 zur
Entwicklung von Hypertriglyceriddmie kommen kann (LI et al, 1995). Die bisher
beschriebene Assoziation von ApoC3 und dem Auftreten von verschiedenen Pathologien
bezieht sich in erster Linie auf die Veranderung des ApoC3- bzw. Triglyceridplasmaspiegels.
In unserer aktuellen Studie konnten wir erstmals zeigen, dass bei Patienten mit chronischer
Nierenerkrankung eine posttranslationale Guanidinylierung von ApoC3 auftritt. Diese ist

wiederum mit gesteigerter Inflammation und einem erhohten kardiovaskuldaren Risiko
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assoziiert. Erst kurzlich wurden Gain-of-Function Varianten von Apoc3 beschrieben, die im
Vergleich zum Wildtyp mit 30 % hoheren Plasmakonzentrationen von ApoC3 und 60 %
hoéheren Nuchtern-Triglycerid-Plasmakonzentrationen einhergehen. Diese Polymorphismen
sind mit dem Auftreten von nicht-alkoholischer Fettleber und Insulinresistenz assoziiert
(PETERSEN et al., 2010). In einer genomweiten Assoziationsstudie konnten heterozygote
Trager einer Null-Mutation im Apoc3-Gen identifiziert werden. Diese wiesen im Vergleich zu
Nicht-Tragern um 50 % niedrigere ApoC3 Plasmaspiegel auf. Bei den Tragern der Mutation
zeigten sich zudem niedrigere Triglyceridspiegel und LDL-C-Spiegel sowie erhdhte
Konzentrationen von HDL-C. Damit verbunden waren bei diesen Patienten Kalzifikationen
der Koronararterien deutlich seltener als bei vergleichbaren nicht-Tragern (POLLIN et al.,
2008). Passend dazu konnten neuere Studien zeigen, dass Loss-of-Function Mutationen von
Apoc3 nicht nur mit einer deutlichen Reduktion der Triglyceride, sondern auch mit einem
reduzierten Auftreten von kardiovaskularen Erkrankungen und Herzinfarkten einhergehen
(JORGENSEN et al., 2014) und zudem mit einem reduzierten Risiko flr koronare
Herzkrankheit assoziiert sind (TG et al., 2014). Die Analyse von Loss-of Function und Gain-
of-Function Mutationen im Apoc3-Gen ist fur die Entwicklung von mdglichen
Behandlungsstrategien von groRem Interesse. Das deutlich reduzierte kardiovaskulare
Risiko bei Patienten mit einer Loss-of-Function Mutation im Apoc3-Gen ist auch im Hinblick
auf mogliche Therapiekonzepte von Bedeutung. Die Mdglichkeit der Reduktion des
kardiovaskularen Risikos durch eine gezielte Reduktion von ApoC3 oder eine gezielte
Pravention von posttranslationalen Modifikationen kénnten relevante Behandlungsstrategien

in der Pravention von kardiovaskularen Ereignissen darstellen.

6.1.3 Experimentelle Evidenz

Es konnte gezeigt werden, dass bei LPL-defizienten Mausen ApoC3 zu einer Steigerung der
Triglyceridspiegel fuihrt (GORDTS et al., 2016). Bei transgen veranderten Mausen, mit 100
Kopien des Apoc3-Gens kam es zur verstarkten Expression von ApoC3 mit deutlich

erhdhten ApoC3-Spiegeln und damit zu schweren Hypertriglyceridamien (ITO et al., 1990).

Bei der familidaren Chylomikrondmie kommt es durch eine genetische Stérung zu einem
Defekt der Lipoproteinlipase und dadurch zu schwerer Hypertriglyceriddmie und
rezidivierenden Pankreatitiden. Patienten mit dieser Stdrung wurden mit einem Inhibitor der
Apoc3-RNA behandelt. Hierunter zeigten sich sowohl die ApoC3-Spiegel, als auch die
Triglyceridspiegel deutlich regredient. Dadurch konnte ein LPL unabhangiger Signalweg von
ApoC3 in der Regulation des Triglyceridmetabolismus demonstriert werden (GAUDET et al.,
2015; GAUDET et al., 2014). Es konnte nachgewiesen werden, dass eine starke Assoziation
zwischen ApoC3 und Faktor Vlla-AT besteht. Demzufolge fihren erhéhte ApoC3- Spiegel zu

einer erh6hten pro-thrombotischen Aktivierung des Gerinnungssystems (MARTINELLI et al.,
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2019). Auch bei der Entstehung und Progression von Diabetes mellitus Typ Il zeigt sich eine
Assoziation mit ApoC3. Erhohte ApoC3-Plasmaspiegel gehen dabei mit einer erhohten
Insulinresistenz  einher. Dabei konnte experimentell gezeigt werden, dass eine
Insulinresistenz der Pankreasinseln eine lokale Produktion von ApoC3 férdern kann, die
wiederum die Funktion und das Uberleben der pankreatischen B-Zellen reduziert. Hierbei
spielt auch die Hyperglykamie eine wichtige Rolle, da sie die Genexpression von Apoc3 in
der Leber steigert. ApoC3 stellt damit eine Verbindung zwischen Insulinresistenz und B-Zell-
Versagen dar (AVALL et al., 2015). Die Uberexpression von humanem Apoc3 in Mausen
fuhrt zur Hypertriglyceridamie. Dabei zeigt sich eine Korrelation zwischen den ApoC3- und
Triglycerid-Konzentrationen. Die erhdhte Konzentration an Triglyceriden lief3 sich hierbei auf
eine Erh6hung der Anzahl an VLDL-groRen Partikeln zuriickfihren, die mehr Triglyceride
und ApoC3 enthielten und dabei weniger ApoE (VAN DIJK et al., 2004). Interessanterweise
konnte kirzlich in verschiedenen tierexperimentellen Ansatzen demonstriert werden, dass
ein ApoC2 mimetisches Peptid durch die Aktivierung der LPL und der Antagonisierung der
triglyceridsteigernden Wirkung von ApoC3, die Senkung von Plasmatriglyceridspiegeln
verursachte (WOLSKA et al., 2020). Neben dem beschriebenen Einfluss von ApoC3 auf
Insulinresistenz und Hypertriglyceriddmie konnte vor Kurzem auch die Assoziation von
ApoC3 mit steriler Inflammation demonstriert werden (ZEWINGER et al., 2020). In unserer
aktuellen Studie konnten wir nun eine Verknipfung von CKD und Inflammation durch die
posttranslationale Modifikation von ApoC3 nachweisen. In dem uramischen Milieu von CKD
Patienten kommt es zur posttranslationalen Guanidinylierung von ApoC3 und damit zu
gesteigerter Inflammation. Die Induktion eines uréamischen Milieus bei Mausen fuhrt zur
Bildung und Akkumulation von gApoC3 im Nierengewebe. Wir konnten zudem am
tierexperimentellen Modell zeigen, dass gApoC3 in humanisierten Mausen die vaskulare

Regeneration hemmt und eine Nierenschadigung fordert.

6.2  Alternative Inflammasomaktivierung durch ApoC3

Unsere Arbeitsgruppe konnte kirzlich nachweisen, dass ApoC3 durch die Aktivierung des
NLRP3-Inflammasoms, basierend auf einem alternativen Signalweg in humanen Monocyten,
zur Induktion von steriler Inflammation fihrt. In diesem Zusammenhang wurde gezeigt, dass
ApoC3 konzentrationsabhangig eine Ausschittung von IL-13 von humanen Monocyten
verursacht. Die Ausschittung von IL-1B ist dabei NLRP3- abhé&ngig. Durch die Stimulation
von humanen Monocyten mit ApoC3 kommt es zu einer Heterodimerisierung von TLR2 und
TLR4 und damit zu einer Aktivierung des alternativen Signalweges (ZEWINGER et al.,
2020). Wir konnten demonstrieren, dass die Guanidinylierung von ApoC3 zu einer
gesteigerten Bindung von ApoC3 an TLR4 fuhrt und dadurch zur gesteigerten Inflammation
beitragt. Eine essentielle Rolle bei der Signalkaskade der alternativen

Inflammasomaktivierung spielt die Produktion von Superoxid-Radikalen. Diese werden durch
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die Inkubation von humanen Monocyten mit ApoC3 deutlich vermehrt produziert. Zudem wird
die ApoC3-mediierte Inflammasom-Aktivierung durch die Vorbehandlung der Monocyten mit
Antioxidantien fast vollstandig aufgehoben. Passend zur gesteigerten Ausschiittung von
inflammatorischen Zytokinen und der gesteigerten Bindung von gApoC3 an humane
Monocyten konnten wir in dieser Arbeit nachweisen, dass gApoC3 eine gesteigerte
Produktion von Superoxiden bewirkt und damit Inflammation fordert. In tierexperimentellen
Modellen konnte an humanisierten Mausen gezeigt werden, dass eine Substitution von
ApoC3 in einem vaskularen Schéadigungsmodell zu einer Hemmung der vaskularen
Regeneration fuhrt. Zudem konnte anhand von einem klassischen Nierenfibrosemodell
demonstriert werden, dass ApoC3 die Ausbildung einer Nierenschadigung fordert. In einem
Patientenkollektiv von CKD Patienten traten im Vergleich zur gesunden Kontrollgruppe
deutlich héhere Plasmakonzentrationen von ApoC3 auf. Dabei zeigte sich eine Assoziation
zwischen hoéheren Plasmakonzentrationen und Mortalitat (ZEWINGER et al.,, 2020). Es
konnte gezeigt werden, dass die TLR2- Aktivierung eine ROS-Produktion in Monocyten und
Makrophagen hervorrufen kann (WEST et al.,, 2011). Auch in weiteren Studien konnte
demonstriert werden, dass TLR2 die endotheliale ROS Produktion stimuliert (SPEER et al.,
2013). Die gesteigerte endotheliale ROS-Produktion spielt auch bei der Vermittlung von
anderen inflammatorischen Signalwegen eine essentielle Rolle. So wird durch
carbamyliertes LDL Uber eine Aktivierung des Lectin-like oxidized low-density lipoprotein
Rezeptors-1 (LOX-1) die endotheliale ROS-Produktion angeregt, carbamyliertes LDL ist
wiederum mit erhéhtem Auftreten von kardiovaskuléaren Ereignissen und Mortalitt assoziiert
(HOLY et al., 2016; SPEER et al., 2014; TAO et al., 2016). Unsere Studie identifiziert mit der
Guanidinylierung von ApoC3 eine weitere posttranslationale Modifikation, die mit gesteigerter

Inflammation, erhohtem kardiovaskularen Risiko und erh6htem Mortalitatsrisiko assoziiert ist.

6.3 Posttranslationale Modifikationen bei CKD

Bei Patienten mit chronischer Nierenerkrankung kommt es durch das Fortschreiten der
Erkrankung zur Akkumulation von verschiedenen Uramietoxinen. Diese sind wiederum an
der posttranslationalen Modifikation von Proteinen beteiligt (WANG et al., 2007). Durch diese
Modifikationen ist es mdglich, dass verschiedene Toxine mit einer erhdhten Affinitat an
modifizierte Tragerproteine binden kdnnen und somit ein erhdhtes molekulares Gewicht
erhalten. Dadurch konnen diese Toxine einer glomerularen Filtration entgehen bzw. im
Rahmen der Dialysetherapie nicht entfernt werden. Uramietoxine kénnen wiederum selbst
zum Fortschreiten der chronischen Nierenerkrankung und zur Induktion von verschiedenen
kardiovaskularen Erkrankungen fuhren. Posttranslationale Modifikationen spielen somit eine
wichtige Rolle bei der Entstehung und Progression von CKD und CVD. Sie kénnen jedoch
potentiell auch als Biomarker fir diese Erkrankungen dienen (GAJJALA et al., 2015). In

unserer aktuellen Studie konnte die Akkumulation von gApoC3 tierexperimentell in einem
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Niereninsuffizienzmodell und bei CKD Patienten nachgewiesen werden. Dabei konnten wir
eine Assoziation der Intensitat der posttranslationalen Modifikation von ApoC3 und dem
kardiovaskularen und renalen Outcome aufzeigen. CKD Patienten mit hohen gApoC3
Intensitaten wiesen dabei ein signifikant erhohtes Risiko fur eine Verschlechterung bzw.
rasche Verschlechterung ihrer Nierenfunktion auf.

Ein weiteres Beispiel fir den Einfluss von Uramie-bedingten Verédnderungen auf die
Entstehung und Progression von CKD und CVD stellt der Nachweis von symmetrischen
Dimethylarginin (SDMA) im HDL von Patienten mit chronischer Nierenerkrankung dar. Durch
diese Modifikation kommt es zur Transformation von physiologischem HDL zu einem
abnormalen Lipoprotein. Es konnte gezeigt werden, dass dieses abnormale HDL durch die
Aktivierung von TLR2 zu endothelialer Dysfunktion und Hypertension beitragt (SPEER et al.,
2013). In weiteren Studien konnte zudem gezeigt werden, dass das akute Phase Protein
Serumamyloid A die Eigenschaften von HDL verandert und damit seine positiven Effekte
beeintrachtigt. Bei hohen Plasma-Konzentrationen von SAA zeigen hohe HDL-C
Konzentrationen mit einer erhdhten kardiovaskularen Mortalitat assoziiert (ZEWINGER et al.,
2015).

6.4  Posttranslationale Modifikation von Lipoproteinen

Unsere Aktuelle Studie befasst sich mit dem Auftreten und dem Effekt der
posttranslationalen Guanidinylierung von ApoC3. Wie wir bereits aus verschiedenen Studien
wissen, stellen posttranslationale Modifikationen von Lipoproteinen einen wesentlichen
Faktor in der Entstehung und Progression von CKD und CVD dar. Dabei flhrt unter anderem
das uramische Milieu bei der chronischen Nierenerkrankung zu posttranslationalen
Modifikationen, die im Anschluss wiederum zum Fortschreiten der pathologischen Prozesse
beitragen. Die bisher am besten beschriebenen posttranslationalen Modifikationen beziehen

sich auf die Oxidierung und Carbamylierung von Lipoproteinen.

6.4.1 Oxidierung

Das Hauptstrukturprotein von LDL Apolipoprotein B ist anféllig flr posttranslationale
Modifikationen. Dabei gilt oxidiertes LDL (oxLDL) als ein wichtiger Baustein in der
Entstehung von Atherosklerose. Durch die Interaktion mit LOX-1 kommt es zur endothelialen
Dysfunktion, endothelialen Leukocytenadhé&sion, Schaumzellbildung, Plaquedestabilisierung,
Plattchenaggregation und myokardialen Ischamie. Die Plasmakonzentrationen von oxLDL
sind bei Patienten mit chronischer Nierenerkrankung aufgrund des uréamischen Milieus und
damit gesteigertem systemischen oxidativen Stress erhoht. Dieser Effekt wird auch dadurch
verstarkt, dass die antioxidative Funktion von HDL, die bei gesunden Menschen eine
Oxidation von LDL verhindert, bei Patienten mit chronischer Nierenerkrankung eingeschrankt

ist. Diese Wirkung von HDL wird bei gesunden Menschen durch die Arylesterase Aktivitét
78



Dissertation Tamim Sarakpi

des HDL-assoziierten Enzyms Paraoxonase-1 (PON-1) vermittelt. Durch die Vermittlung von
antioxidativen Prozessen spielt PON-1 eine entscheidende Rolle fiir die antiinflammatorische
Wirkung von HDL. Durch die antioxidative Wirkung von HDL wird unter anderem die
Oxidierung von LDL verhindert. Bei Patienten mit chronischer Nierenerkrankung ist die
Aktivitat von PON-1 sowie der Serum Arylesterase reduziert. Dadurch verliert HDL die
Fahigkeit zur Pravention von oxidativen Prozessen, was wiederum zur vermehrten
Akkumulation von oxidiertem LDL und schlussendlich zur Férderung des Progresses von
CKD und CVD fuhrt (KENNEDY et al., 2013; MORENA et al., 2000). Zudem fuhren
posttranslationale Modifikationen von LDL zur Veranderung der Proteinstruktur und zu einer
veranderten Bindung an verschiedenen Rezeptoren wie LOX-1, was eine wichtige Rolle bei
der Vermittlung der proatherogenen Effekte von oxLDL spielt (WANG et al., 2007; WOLSKA
et al., 2020).

6.4.2 Carbamylierung

Eine weitere posttranslationale Modifikation von Lipoproteinen bei der CKD stellt die
Carbamylierung dar. Es konnte gezeigt werden, dass eine posttranslationale Modifikation
durch Carbamylierung von Proteinen bei Patienten mit einer chronischen Nierenerkrankung
eine vaskulare Dysfunktion fordert (CARRACEDO et al., 2011). Zudem konnte
nachgewiesen werden, dass carbamylierte Lipoproteine proatherogene Eigenschaften
besitzen. Im Rahmen einer klinischen Studie wurde die Relevanz der Carbamylierung von
Proteinen ermittelt. Hierfir wurde der Zusammenhang zwischen der Konzentration an
Protein-gebundenem Homocitrullin - als Produkt bei der Carbamylierung von Lysinresten —
mit der Pravalenz von atherosklerotischer Koronarer Herzkrankheit evaluiert. Es zeigte sich,
dass eine starke, unabhangige Assoziation zwischen Protein-gebundenem Homocitrullin und
der Pravalenz von koronarer Herzkrankheit und kardiovaskularen Erkrankungen besteht
(WANG et al, 2007). Erhdhte Spiegel von carbamyliertem LDL waren zudem mit
kardiovaskularen Ereignissen und Mortalitat bei Patienten mit chronischer Nierenerkrankung
assoziiert (SPEER et al., 2014). Mechanistisch kommt es im Rahmen der chronischen
Nierenerkrankung zur Akkumulation von carbamyliertem LDL und zur Interaktion von
carbamyliertem LDL und Endothelzellen. Dadurch wird Apoptose, oxidativer Stress und
Autophagie induziert. Des Weiteren kann carbamyliertes LDL in Makrophagen die Bildung
von Schaumzellformationen férdern (APOSTOLOV et al., 2013; APOSTOLOV et al., 2011;
BOSE et al., 2016; OK et al., 2005). Auch die Carbamylation von ApoAl und ApoC3 in HDL
tritt bei Patienten mit chronischer Nierenerkrankung wesentlich haufiger auf als bei gesunden
Kontrollgruppen (CHANG et al., 2018). Durch diese posttranslationale Modifikation gehen die
vasoprotektiven Eigenschaften von HDL verloren. Carbamyliertes HDL inhibiert unter

anderem die endotheliale Migration, Proliferation und Angiogenese (SUN et al., 2016). Die
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posttranslationale Modifikation von Lipoproteinen fiihrt somit durch unterschiedliche

Pathomechanismen zur Erhdhung des kardiovaskularen Risikos.

6.4.3 Guanidinylierung

Als weitere posttranslationale Modifikation konnte die Guanidinylierung von Albumin bei
Patienten mit chronischer Nierenerkrankung identifiziert werden. Das posttranslational
modifizierte Albumin zeigte dabei Veranderungen in der Bindungskapazitat fur Indoxylsulfat.
Bei Indoxylsulfat handelt es sich um ein hydrophobes Uramietoxin, welches bei Patienten mit
chronischer Nierenerkrankung akkumuliert (RUETH et al., 2015). Fibrinogen von
Dialysepatienten weil3t ebenfalls posttranslationale Modifikationen durch Glykosylierung und
Guanidinylierung auf. Diese Modifikationen spielen eine Rolle bei der Bildung von
Fibrinkoageln. Modifiziertes Fibrinogen bildet dabei im Vergleich zu unmodifiziertem
Fibrinogen deutlich dinnere Fasern und dadurch dichtere Koagel aus. Diese
prothrombotische Koagelstruktur stellt einen unabhangigen Risikofaktor fir Mortalitat dar.
Somit handelt es sich hierbei um einen relevanten Effekt, der zumindest in Teilen auf der
posttranslationalen Modifikation von Fibrinogen basiert (SCHUETT et al., 2017). Als weiteres
Beispiel fur relevante Guanidinylierungen konnte im Serum von Patienten mit systemischen
Lupus erythematodes (SLE) eine posttranslationale Guanidinylierung von Y-box binding
proteinl (YB-1) nachgewiesen werden. Diese Modifikation korrelierte dabei mit der
Krankheitsaktivitdt und ging mit einer gesteigerten Aktivierung des Notch-3 Signalweges in
T-Lymphocyten einher. Die Depletion von Notch-3 im Lupus-Tiermodell fihrte zu einer
Aggravierung der Erkrankung mit signifikant erhéhter Mortalitat, sodass der YB-1:Notch-3
Signalkaskade eine protektive Wirkung bei SLE zugeschrieben wird. In diesem
Zusammenhang zeigt die posttranslationale Guanidinylierung von YB-1 eine protektive
Wirkung (BREITKOPF et al.,, 2020). In unserer aktuellen Studie konnten wir die
posttranslationale Guanidinylierung von ApoC3 beschreiben. Die Guanidinylierung von
ApoCa3 flhrt durch eine gesteigerte Bindung an TLR4 zu einer erhéhten Bindung an humane
Monocyten. Dadurch verstarkt die Guanidinylierung die proinflammatorischen Effekte von
ApoC3.

6.5 Therapeutische Modulation der Triglyceride und ApoC3

Die Wirksamkeit von Lipidsenkern wie Statinen, Ezetimib und PCSK9-Inhibitoren ist seit
Jahren bekannt und ihre Relevanz in der Pravention von kardiovaskularen Ereignissen
unumstritten. Wahrend der Effekt bei diesen Préparaten primar der Senkung des LDL-C
zugeschrieben wird, stellt sich die Frage, welchen Einfluss die Senkung der Triglyceride auf
die kardiovaskulare Risikoreduktion hat. In der Literatur gibt es insbesondere fir die
Wirksamkeit von Fibraten, Niacin und Omega-3-Fettsduren kontroverse Berichte. Mit der

Antisense-Nukleotid-Inhibition existiert zudem eine neue gezielte Behandlungsstrategie bei
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der Therapie der Hypertriglyceriddmie. In den letzten Jahren etabliert sich zudem
Inflammation zunehmend als essentieller Faktor bei der Entstehung und der Progression von
kardiovaskularen Erkrankungen. Somit spielt auch die antiinflammatorische Wirkung der
einzelnen Behandlungsstrategien eine wesentliche Rolle (ROSS, 1999) (HANSSON, 2005)
(LIBBY et al., 2009).

6.5.1 Fibrate

Fibrate beeinflussen sowohl Plasma-Triglyceridspiegel, als auch HDL-C-Spiegel. Dabei
konnte gezeigt werden, dass sie effektiv Triglycerid-Level senken und dabei HDL-C steigern
und somit das kardiovaskuldre Risiko bei Patienten mit sehr hohen Triglycerid-
Plasmaspiegeln senken konnten (ROBINS et al., 2001; RUBINS et al.,, 1999). Es sollte
hierbei beachtet werden, dass in verschiedenen Studien die zusatzliche Gabe von Fibraten
in Kombination mit Statinen im Vergleich zur Monotherapie mit Statinen keine weitere
Risikoreduktion fiir das kardiovaskuldre Risiko erbrachten (LAUFS et al., 2020). Bei der
Therapie mit Fibraten sollte aulerdem beachtet werden, dass eine Behandlung mit Fibraten
mit einer Abnahme der Nierenfunktion assoziiert ist. Insbesondere bei Patienten mit einer
eGFR unterhalb von 30 ml/min/1.73m? besteht ein deutlich erhéhtes Risiko fiir eine
Nierenfunktionsverschlechterung (LIPSCOMBE, BARGMAN, 2001; LIPSCOMBE et al.,
2001). Bisher ist jedoch unklar, ob es sich hierbei um eine echte
Nierenfunktionsverschlechterung, oder lediglich um einen Anstieg der Serumkreatinin-Werte
durch eine gesteigerte Kreatininproduktion handelt (SICA, 2009). Zudem ist ein grof3er Anteil
der Risikoreduktion fir kardiovaskulare Ereignisse mit den gesteigerten HDL-C-
Plasmaspiegeln assoziiert, wobei HDL von Patienten mit fortgeschrittener Nierenerkrankung
seine vasoprotektiven Wirkungen verliert (SPEER et al., 2013). Passend hierzu konnte in
post-hoc Analysen der ,Action to Control Cardiovascular Risk in Diabetes’ (ACCORD)-
Studie, die die Wirksamkeit von Statinen gegen eine Kombination aus Statinen und
Fenofibraten untersucht hat, gezeigt werden, dass eine zusatzliche Therapie mit
Fenofibraten keinen Effekt auf das Outcome von Patienten mit CKD aufwies. Bei Patienten
mit normaler Nierenfunktion und Diabetes mellitus Typ Il war die zusatzliche Gabe von
Fenofibraten mit einer deutlich reduzierten kardiovaskularen Mortalitat assoziiert
(PAPADEMETRIOU et al., 2017). Basierend auf diesen Gesichtspunkten sollten Fibrate bei
CKD-Patienten nur bei massiv erhdhten Triglyceridplasmaspiegeln (e.g. >1000 mg/dl)
erwogen werden und dabei eine individuelle Nutzen-Risiken-Abwagung erfolgen. Aktuell lauft
mit der PROMINENT-Studie (Pemafibrate to Reduce Cardiovascular OutcoMes by Reducing
Triglycerides IN patiENts With diabeTes) eine Phase 3 klinische Studie zur Evaluation des
selektiven Peroxisom Proliferator Aktivierten Rezeptor (PPAR) - Modulators Pemafibrat. Die
Studie schlief3t etwa 10.000 Patienten mit Typ 2 Diabetes mellitus und Hypertriglyceridamie

ein (ARAKI et al., 2018). In unserer aktuellen Studie konnten wir zeigen, dass die
81



Dissertation Tamim Sarakpi

posttranslationale Modifikation von ApoC3 in primar nicht mit einer Veranderung des
Lipidprofils, sondern mit gesteigerter Inflammation einhergeht. Die Guanidinylierung von
ApoC3 tritt bei Patienten mit ur&mischem Milieu auf. Gerade bei Patienten mit
fortgeschrittener chronischer Nierenerkrankung ist die Behandlungsmaoglichkeit mit Fibraten
jedoch sehr eingeschrankt. Zur Therapie dieses Patientenkollektivs werden somit in Zukunft
andere antiinflammatorische Behandlungsstrategien bendtigt werden.

6.5.2 Niacin

In der ,Atherothrombosis Intervention in Metabolic syndrome with low HDL/high triglycerides:
impact on Global Health outcomes’ (AIM-HIGH)-Studie wurde ein Patientenkollektiv mit
manifester atherosklerotischer kardiovaskularer Erkrankung und atherogener Dyslipidamie
mit hohem kardiovaskularem Risiko eingeschlossen. Bei diesen Patienten wurde untersucht,
ob die Gabe von Extended release niacin (ERN) zusatzlich zur bereits etablierten Therapie
mit Statinen und einem Baseline LDL-C von 71 mg/dl zur Reduktion von kardiovaskularen
Events fuhrt. Die Behandlung mit ERN fuhrte im Vergleich zur Placebogruppe zwar zur
deutlichen Reduktion der Triglycerid-Plasmaspiegel, ging allerdings nicht mit einer
signifikanten Reduktion des kardiovaskuldren Risikos einher (INVESTIGATORS, 2011,
INVESTIGATORS et al., 2011; PROBSTFIELD et al., 2018). Eine post hoc Analyse der AIM-
High-Studie befasste sich mit einer Subgruppe von Patienten mit chronischer
Nierenerkrankung. Die Gabe von ERN war im Vergleich zu Placebo mit einer signifikanten
Reduktion der Triglycerid-Spiegel und einem Anstieg des HDL-C verbunden. Es zeigte sich
jedoch, dass die Gabe von ERN zusatzlich zu Simvastatin im Rahmen der
Sekundarpravention auch in diesem Patientenkollektiv keine Verbesserung des
kardiovaskularen Outcomes oder der renalen Funktion hervorrief und zudem mit einer
erhdhten Gesamtmortalitat assoziiert war (KALIL et al., 2015). Auch die Erfahrungen mit der
Therapie von Niacin zeigen, dass eine reine Senkung der Triglycerid-Plasmaspiegel nicht
zwangslaufig mit einem besseren kardiovaskularen Outcome der Patienten einhergeht. In
diesem Zusammenhang stellt sich erneut die Notwendigkeit weiterer Behandlungsstrategien

zur Reduktion des kardiovaskularen Risikos dar.

6.5.3 Omega-3-Fettsauren

Omega-3-Fettsauren senken Triglycerid-Plasmaspiegel sowohl bei Patienten mit als auch
ohne chronische Nierenerkrankung. Bisher konnte jedoch die Gabe von niedrigen Dosen bis
1 g/d keine Reduktion des kardiovaskuldren Risikos zeigen. Eine Meta-Analyse, die
insgesamt zehn Studien und 77.917 Personen einschloss, konnte keine Empfehlung zur
Gabe von niedrigen Dosen an Omega-3-Fettsduren in der Pravention von kardiovaskularen
Ereignissen abgeben (AUNG et al., 2018). Auch in weiteren Studien konnte kein

verbessertes kardiovaskuldres Outcome durch die Supplementierung mit Omega-3
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Fettsauren gezeigt werden (MANSON et al., 2019). In der REDUCE-IT Studie wurde der
Effekt von hoheren Dosen Omega-3-Fettsauren getestet. Hierfur erhielten Patienten mit
hohem kardiovaskularem Risiko und erhohten Triglycerid-Plasmaspiegeln zusétzlich zur
Statintherapie (LDL-C Baseline Median 75 mg/dl) 4 g Icosapent-Ethyl pro Tag. In diesem
Patientenkollektiv konnte durch die Gabe von Icosapent-Ethyl eine signifikante Reduktion
des kardiovaskularen Risikos im Vergleich zur Placebogruppe gezeigt werden. Die
REDUCE-IT Studie konnte somit einen Benefit durch die Gabe von Icosapent-Ethyl zeigen,
wies aber explizit daraufhin, dass diese Ergebnisse nicht auf die allgemeine
Supplementierung von Omega-3-Fettsauren anwendbar seien. Diese erbrachten in den
bisherigen Studien keinen klinischen Vorteil. Zudem sollte darauf hingewiesen werden, dass
das positive Outcome auch durch weitere Faktoren als die Senkung der Triglycerid-Level
verursacht wurde, da die positiven Ergebnisse auch unabhangig von den Triglycerid-
Plasmaspiegeln in der Baseline waren (BHATT et al., 2019). Des Weiteren stellte sich die
Frage, ob die in der Placebogruppe verwendeten Mineral-Ol Praparate fiir den signifikanten
Unterschied verantwortlich waren, da unter anderem eine verminderte Resorption von
Statinen sowie der verzeichnete CRP Anstieg von Uber 30 % diskutiert wurde. Letztendlich
wird vermutet, dass die ausgepragte kardiovaskulare Risikoreduktion, die in der REDUCE-IT
Studie gezeigt wurde, nicht vollstandig durch die Effekte des Mineral6ls zu erklaren sind und
dass somit eine tatsachliche Risikoreduktion durch die Einnahme von Icosapent-Ethyl
bestehen konnte ((FDA), 2019). In der STRENGTH-Studie zur Wirksamkeit von Hochdosis
Omega-3 Fettsauren in der 13.078 Patienten mit hohem kardiovaskularem Risiko und
adaquater Statintherapie eingeschlossen wurden, erfolgte die Gabe von Eicosapentaenséaure
und Docosahexaensaure. Die Studie wurde bereits friihzeitig abgebrochen, da statistische
Analysen keine Reduktion des kardiovaskuladren Risikos durch die Gabe dieser Omega-3-
Fettsaure-Kombinantion zeigen konnten (NICHOLLS et al., 2020). Die Frage, ob eine Gabe
von  verschiedenen  Omega-3-Fettsdure-Kombinationen  mit einem  reduzierten

kardiovaskularen Risiko einhergeht, bleibt somit weiterhin umstritten.

6.5.4 Antisense Nukleotide

Bereits in friheren Studien konnte gezeigt werden, dass durch ApoC3 Antisense-
Oligonukleotide selektiv ApoC3 und damit Triglyceridplasmaspiegel gesenkt werden konnten
(GRAHAM et al., 2013) (GAUDET et al., 2015). In diesem Rahmen konnte zudem gezeigt
werden, dass die Inhibition von ApoC3 gut vertragen wurde und nicht mit einer
Hepatotoxizitat assoziiert war. Die ApoC3 Inhibition zeichnete sich damit als potentielles
therapeutisches Target zur Kardioprotektion ab (GRAHAM et al, 2013; MILONAS,
TZIOMALQS, 2019). In einer klinischen Phase Il Studie konnte ebenfalls gezeigt werden,
dass die Antisense-Inhibierung von ApoC3 bei Patienten mit Hypertriglyceridamie eine

deutliche Reduktion der Triglycerid-Level verursachte (GAUDET et al., 2015). Im Rahmen
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der Klinischen Phase Il APPROACH-Studie reduzierte das gegen ApoC3 gerichtete
Antisense-Nukleotid Volanesorsen die ApoC3-Plasmaspiegel um bis zu 84% sowie die
durchschnittlichen Triglyceridplasmaspiegel um 77%, ohne dabei schwere Nebenwirkungen
zu verursachen. In dieser Studie wurden 66 Patienten mit familidrem Chylomikronamie
Syndrom (FCS) eingeschlossen und erhielten wdchentlich subkutane Injektionen von 300 mg
Volanesorsen oder Placebo. Als relevante Nebenwirkungen wurden Thrombozytopenien und
Reaktionen an der Injektionsstelle beschrieben (WITZTUM et al., 2019a; WITZTUM et al.,
2019b). Die COMPASS-Studie stellt eine weitere klinische Phase lll Studie dar, in der
Patienten mit einer multifaktoriellen Chylomikrondmie mit Volanesorsen oder Placebo
behandelt wurden. Volanesorsen konnte auch in dieser Studie eine signifikante Reduktion
der Triglyceridplasmaspiegel bewirken im Gegensatz zu der APPROACH-Studie zeigte sich
hier nur ein Fall einer Thrombozytopenie (GOUNI-BERTHOLD et al., 2021). Aktuell wird ein
Next-Generation Oligonukleotid, das ApoC3 als Ziel hat, entwickelt (AKCEA-APOCIII-Lgx). In
einer bisherigen Phase 1/2a Studie mit gesunden Freiwilligen mit milder Hypertriglyceridamie
konnte eine Reduktion der Triglycerid-Plasmaspiegel von 65% erzielt werden. Zudem traten
in diesem Rahmen keine relevanten Nebenwirkungen auf. Aktuell 1auft mit der Phase-llI-
BALANCE-Studie eine weitere Studie mit Gabe von AKCEA-APOCIII-Lrx zur Therapie von
Patienten mit familiarem Chylomikronamiesyndrom (IONIS PHARMACEUTICALS, 2020). Im
Gegensatz zur bisherigen Zielsetzung der Therapie von Patienten mit familidren
Chylomikronamiesyndrom ist die langfristige Zielsetzung beim Einsatz von Antisense-
Inhibitoren von ApoC3 die Reduktion des kardiovaskularen Risikos bei Hochrisiko-Patienten.
Die bisherigen Studien zur gezielten Antisense-Inhibition von Apoc3 beziehen sich in erster
Linie auf die Senkung von ApoC3- und Triglyceridplasmaspiegeln. Wie wir in unserer Studie
zeigen konnten, spielt neben der jeweiligen Plasmakonzentration auch eine inflammatorische
Komponente eine entscheidende Rolle bei der Reduktion des kardiovaskularen Risikos. Es
konnte bereits demonstriert werden, dass ApoC3 in der Lage ist, einen alternativen
Signalweg des NLRP3-Inflammasoms zu aktivieren (ZEWINGER et al., 2020). In unserer
aktuellen Studie konnten wir zudem nachweisen, dass die posttranslationale Modifikation
von ApoC3 diesen Effekt durch eine gesteigerte Bindung an humane Monocyten verstarkt
und dadurch mit gesteigerter Inflammation und erhéhtem kardiovaskuléaren Risiko assoziiert
ist. Die gezielte Antisense-Inhibition von ApoC3 stellt somit eine interessante potentielle
Behandlungsmethode zur Inhibition von systemischer Inflammation dar. Eine mdogliche
Reduktion von systemischer Inflammation durch die Gabe von Antisense-Inhibitoren von

ApoC3 sollte im Rahmen weiterer Studien untersucht werden.

6.6 Limitationen der Studie

Die aktuelle Studie hat verschiedene Limitationen. Zundchst wurden im Rahmen unserer

klinischen Studien ausschliel3lich kaukasische Patienten eingeschlossen. Demzufolge kann
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keine generelle Aussage fur andere Ethnizitaten getroffen werden. Da die Relevanz der
Guanidinylierung von ApoC3 im Rahmen dieser Studie erstmals gezeigt werden konnte, gibt
es bisher keine spezifische Therapie zur Inhibierung der Guanidinylation. Der Beweis, dass
eine gezielte Therapie, die auf die Guanidinylierung von ApoC3 abzielt, einen positiven
klinischen Effekt zeigt, konnte dementsprechend bisher nicht erbracht werden und wird in

zukunftigen Studien untersucht werden mussen.

6.7 Ausblick

6.7.1 Therapeutische Modulation posttranslationaler Modifikation

Die Erforschung der Entstehung und der Bedeutung von posttranslationalen Modifikationen
stellt ein interessantes Themenfeld der Zukunft dar. In bisherigen Studien konnte die
vielfaltige Beteiligung von posttranslationalen Modifikationen sowohl als Marker als auch als
Antreiber bei der Entstehung und dem Progress von kardiovaskularen Erkrankungen
nachgewiesen werden. Der Fortschritt in verschiedenen Technologien unter anderem der
Massenspektroskopie ermdglicht es pathophysiologische Prozesse bis zur Molekularebene
zu analysieren und hierdurch krankheitsrelevante posttranslationale Modifikationen
aufzudecken. Des Weiteren koénnen basierend auf diesen Ergebnissen sowohl
experimentelle als auch klinische Studien genutzt werden, um die Relevanz dieser
Modifikationen zu evaluieren. Wie unter anderem in unserer aktuellen Studie gezeigt werden
konnte, handelt es sich bei diesen Modifikationen nicht um rein deskriptive Befunde, sondern
um pathophysiologisch relevante Faktoren, die sowohl mit einem schlechteren
kardiovaskularen Outcome als auch mit erhéhter Mortalitdt einhergehen. Aus bisherigen
Studien ist bekannt, dass verschiedene Aminosauren die Carbamylierung von LDL hemmen
konnten (SPEER et al., 2014). Der Einsatz von Aminosauren stellt somit auch fur die
Pravention von posttranslationaler Guanidinylierung einen potentiellen therapeutischen
Ansatz dar. Ein weiterer entscheidender Ansatz ist die Reduktion von Risikofaktoren fur die
Entstehung von posttranslationalen Modifikationen wie Inflammation, oxidativer Stress und
uramischer Dyslipidamie. Die Untersuchung von weiteren relevanten posttranslationalen
Modifikationen und die Entwicklung von mdglichen diagnostischen und therapeutischen

Strategien stellt eine spannende Aufgabe der zukiinftigen Forschung dar.

6.7.2 Anti-inflammatorische Therapieansatze

Die Rolle der Inflammation bei der Entstehung und dem Progress von kardiovaskularen
Erkrankungen ist von grof3em Interesse. In den letzten Jahren konnten mehrere Studien die
entscheidende Bedeutung von Inflammation bei der Entstehung von kardiovaskularen
Erkrankungen und als mogliches therapeutisches Target zeigen. Insbesondere konnte in der
CANTOS-Studie, COLCOT, sowie in der LODOCO2- Studie konnte demonstriert werden,
dass die Reduktion von Inflammation mit einem besseren kardiovaskularen Outcome bei
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Patienten mit einem hohen kardiovaskularen Risiko assoziiert ist (NIDORF et al., 2020;
RIDKER et al., 2017; TARDIF et al., 2019). Die CANTOS-Studie konnte als erste Studie im
groBen Maldstab nachweisen, dass eine antiinflammatorische Therapie mit einem
reduzierten kardiovaskularen Risiko einhergeht. Die Gabe von Canakinumab, einem gegen
Interleukin-13 gerichteter Antikdrper, fihrte zu einer Reduktion kardiovaskularer Ereignisse
bei Patienten mit frischem Herzinfarkt. In der COLCOT-Studie und der LODOCO2-Studie
konnte gezeigt werden, dass die breit antiinflammatorisch wirksame Substanz Colchicin,
ebenfalls das kardiovaskulare Risiko von Patienten mit manifester kardiovaskularer
Erkrankung senkt.

6.7.3 Zusammenfassung

Zusammenfassend baut unsere aktuelle Studie auf bisherigen Ergebnissen auf, die zeigen
konnten, dass ApoC3 zur Aktivierung eines alternativen Signalweges des NLRPS3-
Inflammasoms in humanen Monocyten fiihrt. Die posttranslationale Guanidinylierung von
ApoC3 fuhrte hierbei zu einer verstarkten Aktivierung des NLRP3-Inflammasoms, dadurch
zur Steigerung von Inflammation und somit letztlich zu einem schlechteren kardiovaskularen
Outcome der Patienten. In Zusammenschau aus den experimentellen und klinischen Daten
konnte in der vorliegenden Arbeit gezeigt werden, dass es sich bei guanidinyliertem ApoC3
nicht nur um einen potentiellen diagnostischen Marker handelt, der es ermdglicht, Aussagen
Uber die Prognose und das kardiovaskulare Risiko von Patienten mit CKD und CVD zu
treffen, sondern dass die posttranslationale Guanidinylierung von ApoC3 auch ein
potentielles therapeutisches Target darstellt. Bisher gibt es keine gezielten
Therapiestrategien zur Inhibition von posttranslationalen Modifikationen, sodass hier vor
allem die Reduktion von bekannten traditionellen und nicht-traditionellen Risikofaktoren in
der kardiovaskularen Pravention zum Einsatz kommt. Die Entwicklung von gezielten
therapeutischen Methoden zur Inhibition von posttranslationalen Modifikationen und damit
zur Reduktion von Inflammation und damit des kardiovaskularen Risikos stellt einen

vielversprechenden Ansatz fiir zuklinftige Studien dar.
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7. Lebenslauf

Aus datenschutzrechtlichen Grinden wird der Lebenslauf in der elektronischen Fassung der

Dissertation nicht veroffentlicht.
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