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Referat

Das NLRP3 Inflammasom und dessen Komponenten - das Adaptermolekill ASC und die
Cysteinprotease Caspase-1 - sind Bestandteil der menschlichen angeborenen
Immunabwehr. Inflammasome, welche vor allem in leukozytdren immunkompetenten
Zellen lokalisiert sind, kénnen nach einem Aktivierungssignal proinflammatorische
Zytokine wie IL-1B sezernieren. Durch diese kann eine permanente Inflammation
ausgelost und die Entstehung von Stoffwechselstorungen, entziindlichen Erkrankungen
und chronischen Krankheitsverlaufen beginstigt werden. In der vorliegenden
prospektiven Querschnittsstudie wird auf das Verhalten des NLRP3 Inflammasoms bei
chronischer Niereninsuffizienz naher eingegangen. Dafir wurden 15 chronisch
nierenkranke Patienten unter Hamodialysebehandlung rekrutiert und mit einem nach
Alter-, Diabetes- und Geschlecht-gematchten Kontrollkollektiv aus 15 nierengesunden
Hypertoniepatienten verglichen. Im weiteren Verlauf wurden die Proben mittels
klassischer biomolekularer Verfahren untersucht. Ein besonderes Augenmerk wurde
dabei auf die Expression des Adaptermolekiils ASC und des Zytokins IL-1B innerhalb
leukozytarer Zellreihen - vor allem in Monozyten und Granulozyten - gelegt. Mit der
Studie konnte in den leukozytaren Zellen der beiden Patientenkollektive eine Expression
des NLRP3 Inflammasoms und dessen Komponenten nachgewiesen werden. Die
Ergebnisse zeigen in beiden Patientenkollektiven, dass bei Monozyten v.a. die
CD14++CD16+ Zellen, bei Granulozyten die Neutrophilen in der Lage sind ASC zu
exprimieren und so eine Inflammation auslésen kbénnen. Beim Vergleich der
Patientengruppen konnte nachgewiesen werden, dass sowohl chronisch Nierenkranke,
als auch nierengesunde Hypertoniepatienten ASC exprimieren und Uber das NLRP3
Inflammasom eine Entziindung bedingen kénnen. Bei der weiteren Betrachtung der
Ergebnisse fiel auf, dass sich beide Patientenkollektive hinsichtlich der ASC Frequenz
und Expressionsstarke in den einzelnen Zellreihen unterscheiden. Weiterhin wurde
deutlich, dass es keinen signifikanten Unterschied bei systemischen
Entzindungszeichen (z.B. CRP) gibt und dass die Gruppe der Nierengesunden trotz

erhdhter ASC Werte keine erhéhten Serum-IL-13 Werte aufweist.

Wildgrube, Susann: NLRP3/ ASC Expression bei Hamodialysepatienten und
nierengesunden Bluthochdruckpatienten, Halle (Saale), Univ., Med. Fak., Diss., 69
Seiten, 2021.
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Einleitung

1 Einleitung

1.1 Das angeborene und das erworbene Immunsystem

Das humane Immunsystem, bestehend aus dem angeborenen und dem erworbenen
System, verhindert ein Eindringen von potentiell infektiosen Mikroorganismen. Die
angeborene Immunitat sichert eine schnelle, aber inkomplette antimikrobielle Abwehr,
bis sich die langsamere spezifischere erworbene Immunantwort entwickelt (Fearon und
Locksley 1996).

Das angeborene Immunsystem bekampft Krankheitserreger in frihen Stadien der
Infektion. Es ist dem Menschen angeboren und unentbehrlich fir die Erhaltung des
Lebens, wie es Hirayama et al. 2017 in einem Ubersichtsartikel beschreiben. (Hirayama
et al. 2017). Weiterhin spielt es eine wichtige Rolle bei der akuten Inflammation, welche
durch mikrobielle Infektionen oder Gewebeschadigungen ausgeldst wird (Schenten und
Medzhitov 2011). Zu den Zellen des angeborenen Immunsystems gehdren neben
immunkompetenten Leukozyten auch nicht-immunologische Zellen, wie Epithelzellen,
Endothelzellen und Fibroblasten, die Krankheitserreger durch keimbahnkodierte
Mustererkennungsrezeptoren (PRR, pattern recognition receptors) auf ihrer Oberflache
erfassen kdnnen. PRR erkennen zum einen exogene molekulare Pathogen-assoziierte
Strukturen (PAMP, pathogen-associated molecular pattern) und zum anderen endogene
Molekule, die bei einem Trauma, einer Ischamie oder bei einer Gewebeschadigung
freigesetzt werden (DAMP, damage-associated molecular pattern) (Takeuchi und Akria
2010; Menu und Vince 2011; Hirayama et al. 2017). Derzeit sind vier unterschiedliche
Klassen von PRR-Familien erforscht. Dazu gehdéren Membranrezeptoren, wie Toll-like
Rezeptoren (TLR), C-type lectin Rezeptoren (CLR), zytosolische Helikasen, wie retinoic
acid-inducible gene (RIG)-I-like Rezeptoren (RLR) und intrazellulare Rezeptoren wie
nucleotide binding and oligomerization domain (NOD)-like Rezeptoren (NLR). Mit
Ausnahme mancher NLR wird durch die Mustererkennung von PAMP und DAMP durch
die Rezeptoren die Tanskription von Genen reguliert. Diese Gene codieren
proinflammatorische Zytokine, Typ-1-Interferone, Chemokine und antimikrobielle
Proteine, wie es Takeuchi und Akira in ihrem Ubersichtsartikel von 2010 beschreiben
(Takeuchi und Akira 2010).

1.1.1 Bedeutung der Monozyten

Bei Monozyten handelt es sich um mononukleare myeloische Zellen (Leukozyten). Diese
entstammen aus einer hamatopoetischen Stammzelle im Knochenmark und werden
anschliel3end ins periphere Blut ausgeschwemmt. Periphere Blutmonozyten wandern

ins Gewebe und werden zu Makrophagen differenziert. Dort phagozytieren sie
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korperfremdes Material und bauen es intrazellular ab. Weiterhin kbnnen aus Monozyten
antigenprasentierende dendritische Zellen im lympathischen Gewebe entstehen. Somit
sind periphere Monozyten an der angeborenen und erworbenen Immunabwehr, an
Entziindungen, an der Zytokinproduktion (TNF-a, IL-1, IL-6) und an der
Gewebehomoostase beteilligt (Belge et al. 2002; Kratofil et al. 2017).

Humane Monozyten lassen sich anhand ihrer Oberflachenmerkmale (CD, Cluster of
Differentiation) - Antikorper gegen CD14 (Teil des LPS-Rezeptors) und CD16
(Fc lll-Rezeptor) - definieren, wie es Ziegler-Heitbrock und Hofer 2013 in ihrer Studie
beschreiben. Dadurch ist eine Unterteilung in drei verschiedene Subtypen mdglich:
CD14++CD16- (Mol); CD14++CD16+ (Mo2) und CD14+CD16++ (Mo03). Die
Hauptpopulation der humanen Monozyten stellt die Mo1-Gruppe dar (ca. 90%) (Ancuta
et al. 2003; Ziegler-Heitbrock und Hofer 2013). Die CD16+ Monozyten werden auf Grund
ihrer inflammatorischen Eigenschaften als proinflammatorische Monozyten bezeichnet.
So sind sie in der Lage inflammatorische Zytokine, wie TNF-a zu produzieren, hingegen
sezernieren sie nur geringe Mengen vom antiinflammatorischen Zytokin IL-10
(Frankenberger et al. 1996; Belge et al. 2002). Weiterhin wird angenommen, dass
CD16+ Monozyten neben Zytokinen auch ein hohes MalR an Chemokinen und
Adhasionsmolekilen freisetzen kénnen, mittels dieser sie am Endothel haften und
dieses schadigen koénnen, was wiederum die Enstehung von GefalRerkrankungen
beglnstigt. So beschreiben es Merino et al. 2011 in einem Artikel (Merino et al. 2011).
Diesen Effekt erlautern Ramirez et al. 2011 bei Patienten mit chronischer
Niereninsuffizienz. Sie zeigen einen Zusammenhang auf zwischen der erhéhten Menge
an CD16+ Monozyten und dem vermehrten Auftreten von Gefal3erkrankungen bei

diesen Patienten (Ramirez et al. 2011).

1.1.2 Bedeutung der Granulozyten

Granulozyten gehoren, ebenso wie Monozyten, zu den weiRen Blutkérperchen
(Leukozyten). Gebildet werden sie im Knochenmark aus einer multipotenten
Vorlauferzelle. Anhand ihrer mikroskopischen Morphologie kénnen folgenden Subtypen
unterschieden werden: neutrophile, eosinophile und basophile Granulozyten. Anhand
von Oberflachenmerkmalen konnten Neutrophile als CD15+CD16+ und Eosinophile als
CD15+CD16- eingeteilt werden (Gustafson et al. 2015).

Neutrophile stellen den Hauptteil von zirkulierenden Immunzellen im menschlichen
Korper dar und bilden so die erste Verteidigungsebene gegen Infektionen (Mollinedo et
al. 1999). Sie stehen somit im Verdacht, bei der Entstehung und dem Fortschreiten von

akuten Infektionen und Entziindungsreaktionen beteiligt zu sein. Des Weiteren wurde in



Einleitung

Studien aufgezeigt, dass eine hohe Neutrophilenzahl mit Erkrankungen, wie
beispielsweise kardiovaskularen Erkrankungen und chronischer Niereninsuffizienz
einhergeht (Okyay et al. 2013; Catabay et al. 2017). Eine aktivierte Entzindungsreaktion
in  Neutrophilen kann zur Freisetzung von Proteasen, Oxidationsmittel,
proinflammatorischen Zytokinen und Chemokinen fihren. Dies zeigten Mankan et al.
2012 und Bakele et al. 2014 in ihren Studien. Weiterhin stellten sie fest, dass Neutrophile
vor allem durch die Expression des NLRP3 Inflammasomkomplexes in der Lage sind,
eine Entzundungsreaktion auszulosen (Mankan et al. 2012; Bakele et al. 2014).

Eosinophile gelten als multifunktionelle Leukozyten, die an der Immunabwehr gegen
Mikroorganismen beteiligt sind und die Gewebehomoostase regulieren kdnnen. So
spielen sie vor allem bei Krankheiten in den Bereichen Infektionskrankheiten, Allergien,
Autoimmunitdt und Malignitat eine wichtige Rolle. Eine meist asymptomatische
allergische Reaktion lasst sich bei Hamodialysepatienten beobachten. Diese kdnnen mit
einer Erhdohung der Eosinophilen gegen Bestandteile des Dialysekreislaufes reagieren
(Hildebrand et al. 2016; Gauckler et al. 2018). Die Wirkung der Eosinophilen wird Uber
die Sekretion von immunregulatorischen Zytokinen, Lipidmediatoren und zytotoxischen
Granulatproteinen ausgeldst. Die sezernierten Proteine wirken vor allem auf Parasiten
und extrazellulare Mikroorganismen schadlich (Fulkerson und Rothenberg 2013; Ueki et
al. 2016).

1.2 Das Inflammasom

Einige NLRs sind in der Lage multimere Komplexe zu bilden, die so genannten
Inflammasome. Inflammasome haben eine grolle Bedeutung flur die Aktivierung
inflammatorischer Caspasen und Entziindungsmediatoren in Immunzellen. Lokalisiert
sind Inflammasome unter anderem in dendritischen Zellen und Makrophagen. Dort sind
sie fur die angeborene Verteidigung gegen Mikroorganismen verantwortlich (Martinon et
al. 2009). Ein Inflammasom ist ein makromolekularer Proteinkomplex, der aus Nukleotid-
bindenden Oligomerisierungsdoménen (NOD)-ahnlichen Rezeptor-Proteinen aufgebaut
ist. Dieser NOD-like Rezeptor (NLR) stellt die Kernkomponente des Inflammasoms dar
und sorgt fiir die Erkennung von mikrobiellen Gefahrensignalen. Der Proteinkomplex ist
erforderlich fur die Aktivierung von Caspase-1 und daran anschlie3end fiir die Reifung
und Freisetzung von proinflammatorischen Zytokinen aus der Interleukin-1-Familie:
IL-18 und IL-18 (Yuk und Jo 2013; Vladimer et al. 2013). Eine NLR
Inflammasomaktivierung kann an der Entwicklung und Pathogenese von autoimmunen

und -inflammatorischen Erkrankungen beteiligt sein, die jedoch noch genauer erforscht
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werden missen, wie es Davis et al. 2011 in ihrem Ubersichtsartikel beschreiben (Davis
etal. 2011).

1.2.1 NLRP3 Inflammasom

Das NLRP3 Inflammasom — auch bekannt als Nalp3 oder Cryopyrin — ist derzeit am
weitesten erforscht und stellt eine Schlisselplattform dar, die die inflammatorischen
Reaktionen auf metabolische Belastungen und angeborene Immunsensoren koordiniert.
Dieses Inflammasom, bestehend aus einem NLRP3 Geriist, dem Adaptermolekil ASC
und der Cysteinprotease Caspase-1, ist lokalisiert im Zytosol diverser Immunzellen, wie
Makrophagen und dendritischen Zellen, wie es Menu und Vince 2011 in einem
Ubersichtsartikel beschreiben (Menu und Vince 2011). Die Rekrutierung der Molekile
zur Bildung des Inflammasoms wird durch die N-terminale Effektordomane des NLRP3
Gerlustes reguliert. Die NLRP3 Aktivierung fuhrt zu einer Assoziation der Pyrin-Sequenz
(PYD) von NLRP3 mit der Pyrin-Sequenz des ASC Molekils. Dies bewirkt wiederum,
dass die C-terminale Caspase-Aktivierungs- und Rekrutierungsdoméne (CARD) von
ASC mit der CARD der Procaspase-1 verbunden wird. Hierdurch kommt es zur
Autoaktivierung der aktiven tetramerischen Caspase-1, bestehend aus p20- und p10-
Fragementen. Diese Schritte erméglichen die Selbstoligomerisierung des NLRP3
Inflammasoms. Die aktivierte Form der Caspase-1 bewirkt daraufhin, dass pro-Formen
der Zytokine IL-1p3, IL-18 und IL-37 in die aktiven Formen gespalten werden (Menu und
Vince 2011; Monteleone et al. 2018). In einigen Studien, wie von Netea et al. 2009,
wurde die Zytokinproduktion im Zusammenhang mit dem NLRP3 Inflammasomkomplex
in monozytaren Zellen naher untersucht. Hierbei wurde herausgefunden, dass die
Inflammasomkomponenten eine Bedeutung fir eine adaquate Zytokinproduktion

aufweisen (Netea et al. 2009).

NLRP3

| Pyrin g NACHT s
CARD Pyrin LRR

p10, p20 CARD ASC
Caspase-1

Abb. 1: Schematischer Aufbau des NLRP3 Inflammasoms (Menu und Vince 2011)

Da das NLRP3 Inflammasom durch eine Mehrzahl von endogenen und exogenen

Reizen stimuliert wird, kann es als allgemeiner Detektor fir zelluldre Belastungen
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betrachtet werden. Diese Belastungen resultieren aus Pathogeninfektionen, sterilen
Traumata und intrinsischen metabolischen Stérungen, wie es Menu und Vince in ihrem
Ubersichtsartikel 2011 beschreiben (Menu und Vince 2011).

Zu den Stimuli zahlen unter anderem bakterielle, virale und pilzliche Pathogene, die in
das Zytosol einer Wirtszelle eindringen und so eine Infektion bedingen. Das NLRP3
Inflammasom ist in Studien unter anderem mit Antworten auf folgende Bakterien in
Verbindung gebracht worden: Staphylococcus aureus (Mariathasan et al. 2006),
Escherichia coli und Chlamydia spp (Abdul-Sater et al. 2009; Davis et al. 2011).
Weiterhin 16st das Inflammasom eine Immunantwort gegen das Adenovirus (Davis et al.
2011), das Influenza A Virus (Ichinohe et al. 2009) und gegen Pilze, wie Candida
albicans (Wellington et al. 2014) und Aspergillus fumigatus (Davis et al. 2011) aus.
Zusatzlich ist gezeigt worden, dass PAMP das NLRP3 Inflammasom stimulieren kdnnen.
Dazu zahlen laut Menu und Vince Pathogen-assoziierte RNA, DNA, porenbildende
Toxine und Peptidoglykane (Menu und Vince 2011). Zu den bakteriellen porenbildenden
Toxinen z&hlen beispielsweise Nigericin (Mariathasan et al. 2006) und Hamolysin

(Staphylococcus aureus) (Craven et al. 2009; Mufioz-Planillo et al. 2009).

Eine weitere wichtige Entdeckung ist die Tatsache, dass endogene Faktoren (DAMP)
ebenso an der Aktivierung des Inflammasom-Komplexes beteiligt sind. Dazu zahlen
unter anderem extrazellular freigesetztes ATP, Hyaluron, Amyloid-g, Mononatriumurat
und Cholesterinkristalle (Halle et al. 2008; Yamasaki et al. 2009; Menu und Vince 2011).
Die Aktivierung erfolgt, laut Davis et al. 2011, Uber die Wahrnehmung der
Fehllokalisation dieser endogenen Molekile. So sind ATP und Mononatriumurat
Bestandteile des Zytosols. Wenn diese allerdings durch das NLRP3 Inflammasom im
extrazellularen Raum erfasst werden, wird eine Entziindungsreaktion ausgeltst. Eine
ahnliche Reaktion entsteht, wenn extrazellulare Cholesterinkristalle, Hyaluron und

Amyloid-p im Zellinneren erfasst werden (Davis et al. 2011).

Eine weitere Klasse von potentiellen Inflammasomstimuli bilden exogene Umweltreize,
wie Asbest, Silikate, UV-B-Strahlung und Aluminiumsalze (Feldmeyer et al. 2007;
Eisenbarth et al. 2008; Dostert et al. 2008).

Bei der klassischen NLRP3 Aktivierung handelt es sich um einen zweistufigen Prozess,
der rdumlich und zeitlich voneinander getrennt ist, wie ihn Guo et al. 2015 in ihrem
Ubersichtsartikel beschreiben. In den meisten Zelltypen, vor allem in Makrophagen,
umfasst der erste Schritt ein Priming. Hierfir initialisiert zuerst ein NF-KB-aktivierender
Stimulus, wie LPS, der an den Toll-like-Rezeptor 4 (TLR4) bindet, eine verstarkte

zellulare Expression von NLRP3 und pro-IL-13. Gleichzeitig wird das Adpaterprotein
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ASC linear ubiquitiniert und phosphoryliert, damit eine Inflammasomassemblierung
stattfinden kann. Nach dem Priming Dbenttigt die klassische NLRP3
Inflammasom-Aktivierung ein zweites, unterschiedliches Signal, um den Inflammasom-
Komplex zusammenzubauen und Uber die Caspase-1 Aktivierung zur IL-1 Freisetzung
und zum Zelluntergang (Pryoptose) zu fihren. Als Aktivierungssignal dienen alle, wie im
oberen Abschnitt erwdhnten Stimuli des Inflammasoms, vor allem exogenes ATP und
Nigericin. Gemeinsam ist diesen Stimuli, dass sie zellulare Mechanismen beeinflussen,
um so das Inflammasom zu aktivieren. Zu diesen Mechanismen z&hlen u.a. die
Veranderung der zelluldren ionischen Homoostase durch Kalium-Efflux Uber P2X7-
Rezeptoren, Toxin-vermittelte Membranstérungen, Calcium-Einstrom, mitochondriale
Dysfunktion und Cathepsin B-Freisetzung nach Destabilisierung von lysosomalen
Membranen (Guo et al. 2015; He et al. 2016).

Neuere Studien fanden heraus (siehe Abb. 2), dass vor allem in Monozyten ein
alternativer NLRP3 Inflammasom-Aktivierungsweg existiert, der nur durch eine
TLR4-Signalgebung ausgeltst wird und keinen zweiten Stimulus bendétigt. Gaidt et al.
untersuchten in ihrer Studie von 2016 den alternativen Aktivierungsweg innerhalb von
humanen Monozyten. Sie fanden heraus, dass es zu einer Entkopplung von Pyroptose
und IL-1B Freisetzung kommt, im Gegensatz zum Alles-oder-Nichts-Prinzip des
klassischen Weges. Weiterhin wurde festgestellt, dass die Alternative Uber eine
TRIF-RIPK1-FADD-CASP8-Signalgebung ablauft. Allerdings muss der Effekt von
Caspase-8 auf das NLRP3 Inflammasom erst noch in weiteren Studien untersucht
werden (Gaidt et al. 2016).

Signal 2 Signal 1&2
LPS
[LR4

Signal 1
LPS :
TLR4 Y TRIF -~

4 Transcriptional
RIPK1 pnming

e Y FADD
Transcriptional i CASPS
priming .. y
o «
NLRP3 7] NLRP3
: ASC ASC
Caspase-ﬂ Caspase-1
v : :
Pro-IL-18 5
Pro-IL-1B
A |
IL-18
IL-1B

Abb. 2: Inflammasom-Aktivierungswege - klassisch und alternativ (Gaidt et al. 2016)
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1.2.2 NLRP3 Inflammasom bei chronisch nierenkranken Patienten

Die chronische Nierenerkrankung (CKD, chronic kidney disease) wird international in
funf Stadien, entsprechend der glomerularen Filtrationsrate (GFR), eingeteilt. Im letzten
Stadium der Niereninsuffizienz (CKD-5; terminale Niereninsuffizienz) besteht die
Indikation zur Dialyse (Hamodialyse, Pertionealdialyse) oder zur Nierentransplantation
(Levey et al. 2003). Die CKD wird von einer Reihe komplexer schéadlicher
Veranderungen, die physiologische und metabolische Funktionen betreffen, begleitet:
Abnahme der GFR, Uradmie, metabolische Azidose, Insulinresistenz, chronische
Entzindung und oxidativer Stress, so Siew und Ikizler 2010 und Slee 2012 in einem
Ubersichtsartikel (Siew und Ikizler 2010; Slee 2012). Oxidativer Stress steht fur ein
Ungleichgewicht zwischen uberschissigen freien Oxidationsmitteln (ROS, reactive
oxygen species) und unzureichendem Abbau dieser Radikale durch antioxidative
Systeme (z.B. Vitamin C, Glutathion). Reaktive Sauerstoffspezies werden durch
zellulare Stoffwechselaktivitdten, die Sauerstoff verwenden und durch Umweltfaktoren
wie Luftschadstoffe oder Zigarettenrauch entstehen, gebildet. Entfernt werden sie durch
verschiedene antioxidative Abwehrmechanismen. Sie agieren in geringeren
Konzentrationen als sekundare Botenstoffe und regulieren intrazellulare
Signaltransduktionswege. In hoéheren Konzentrationen und im Falle von oxidativem
Stress kbnnen sie zu metabolischen Dysregulationen, zur Inaktivierung von
mitochondrialen Enzymen und zur Schadigung von Lipiden, DNA und Proteinen flhren
(Valko et al. 2006; Birben et al. 2012). So sind freie Oxidationsmolekile auch in der Lage
zu einer fortschreitenden Nierenschadigung bei CKD zu fihren. Schon in einer Studie
von 2009 stellten Granata et al. fest, dass CKD-Patienten eine deutliche Dysregulation
der mitochondrialen Atmungsmechanismen, die zu erhéhtem oxidativen Stress flhren
kénnen, aufweisen (Granata et al. 2009). In einer weiteren Studie von Granata et al. von
2015 wurden hamodialysierte CKD-Patienten untersucht und es wurde festgestellt, dass
das NLRP3 Inflammasom und somit auch die Zytokinfreisetzung verstarkt bei
uramischen Patienten durch eine erhéhte ROS-Produktion aktiviert wird (Granata et al.
2015). Oxidativer Stress und chronische Entzindungen sind somit eng miteinander
verbunden und werden als Hauptursache der Langzeitkomplikationen bei
Dialysepatienten, wie Atherosklerose und Herz-Kreislauf-Erkrankungen, gesehen
(Himmelfarb et al. 2002).

Forscher fanden auch heraus, dass es vor allem bei der Hamodialyse zu zuséatzlichen
biochemischen Veranderungen kommt, wie es Libetta et al. in einem Ubersichtsartikel

2011 beschreiben. So stellen sie folgende Punkte, die flir den erhdhten oxidativen Stress
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und die damit verbundene verstarkte chronische Entziindung bei der Hamodialyse
verantwortlich sind, dar: eine erhdhte ROS-Produktion durch die Bioinkompatibilitat der
Behandlung und eine starke Reduzierung von Antioxidantien, da die Hamodialyse ein
nichtselektiver Prozess ist und es so zum Verlust von essentiellen Substanzen, wie
beispielsweise von Vitamin C, kommt (Libetta et al. 2011). Diese Punkte konnten durch
eine Studie von Ogunro et al. 2014 ebenfalls bestatigt werden. So stellten sie des
Weiteren fest, dass es wahrend der Hamodialysebehandlung zu Wechselwirkungen von
peripheren mononuklearen Blutzellen (PBMC) mit bioinkompatiblen Dialysemembranen
und dem Dialysat kommen kann. Dies kann letztendlich eine erhdhte Morbiditat und
Mortalitat bei den Patienten bedingen (Ogunro et al. 2014).

Canaud et al. entwarfen schon 1999 eine Idee, um Langzeitkomplikationen vor allem die
chronische Entzindung von Hamodialysepatienten zu verringern. Dazu zéhlen die
Verwendung einer biokompatiblen Membran, ultrareine Dialysate, die extrakorporale
Entfernung von ROS und weiteren oxidativen Substanzen und die exogene
Supplementation von antioxidativen Vitaminen (Canaud et al. 1999). So wird noch an
einer Verbesserung der Hamodialyse geforscht, wie man an diversen Studien und
Metaanalysen zu biokompatiblen Membranen, Antioxidantien und der Entfernung von
oxidativem Stress sehen kann (Boaz et al. 2000; Bonnefont-Rousselot et al. 2000;
Himmelfarb et al. 2003; Heinz et al. 2009).

1.2.3 NLRP3 Inflammasom bei kardiovaskularen Erkrankungen

Die Aktivierung des NLRP3 Inflammasoms kann einen Einfluss auf die Pathophysiologie
kardiovaskularer Erkrankungen, wie Hypertonie, Atherosklerose, myokardialer
Ischamie, Kardiomyopathie und Myokardinfarkt haben (Wang et al. 2014; Zhou et al.
2018). So wird das Inflammasom in verschiedenen Zellen des kardiovaskularen Systems
vor allem in Kardiomyozyten, Endothelzellen und Immunzellen exprimiert. Des Weiteren
spielt das NLRP3 Inflammasom eine wichtige Rolle bei der Pathogenese von
kardiovaskularen Risikofaktoren. Dazu zdhlen unter anderem Diabetes mellitus,
Adipositas und Gicht, so Wang et al. 2018 in einem Ubersichtsartikel (Wang et al. 2018).

In entwickelten Gesellschaften zahlt Atherosklerose zu den haufigsten Todesursachen.
Wie Torres et al. 2015 in ihrem Ubersichtsartikel feststellen, handelt es sich bei der
Atherosklerose um eine fortschreitende kardiovaskulare Erkrankung, die mit
Endotheldysfunktionen und Lipidablagerungen in den Arterien einhergeht. In den
GefalBwanden kommt es zu oxidativen Stress, Entzindungsreaktionen,
Makrophageninfiltration in die GefaRwand und zur Bildung von atherosklerotischen

Plaques. Rupturieren diese Plaques, kénnen sie kardiovaskulare Erkrankungen wie



Einleitung

Herzinfarkt und Schlaganfall verursachen (Torres et al. 2015). Bei der Entstehung der
Atherosklerose und deren Fortschreiten spielt vor allem die Entzindung eine
entscheidende Rolle, wie es Baldrighi et al. 2017 in ihrem Ubersichtsartikel beschreiben
(Baldrighi et al. 2017). Bereits 2010 zeigten Duewell et al. im Tierversuch, dass das
NLRP3 Inflammasom eine wichtige Rolle beim Voranschreiten der Atherosklerose spielt.
So stellten sie fest, dass Cholesterinkristalle, die in allen Stadien der Erkrankung in
atherosklerotischen Lasionen nachgewiesen werden konnten, das NLRP3 Inflammasom
in Makrophagen aktivieren und so eine IL-13 Sekretion bedingen. In diesen Lasionen
wurden neben Makrophagen dendritischen Zellen auch Neutrophile im Intima-Raum der
GefalRe entdeckt. Des Weiteren zeigte die Arbeitsgruppe, dass das oxidierte LDL-
Cholesterin Uber eine Cholesterinkristallisation die Inflammasom-Aktivierung induzieren
kann (Duewell et al. 2010). Studien wie von Zheng et al. 2013 und von Bando et al. 2015
zeigen, dass bestimmte atherosklerotische Risikofaktoren mit einem erhéhten NLRP3
Proteinspiegel einhergehen. Dazu z&hlen Rauchen, Hypertonie, Diabetes mellitus,
Hyperurikdmie, ein hoher Gesamt- und LDL-Cholesterinspiegel und ein niedriger HDL -
Cholesterinspiegel (Zheng et al. 2013; Bando et al. 2015).

1.3 ASC

Eine zentrale Rolle bei der Inflammasom-Struktur spielt das 22-kDa-Adaptermolekl
ASC (apoptosis-associated speck-like protein containing a CARD; Pycard) (Masumoto
et al. 1999). In Studien konnte beobachtet werden, dass ASC Molekile vor allem in Milz,
Lunge, aber auch im Verdauungstrakt, Haut, Harnblase und Knochenmark lokalisiert
sind. Vor allem im peripheren Blut zeigen Leukozyten eine hohe Expression von ASC
an. Unter ihnen weisen CD14+ Monozyten das hichste Expressionsniveau auf, wahrend
CD3+ Lymphozyten eher einen niedrigeren ASC Spiegel exprimieren (Masumoto et al.
2001). Durch neuere Studien wurde bekannt, dass auch humane Neutrophile in der Lage
sind, die Schlusselkomponenten des Inflammsomkomplexes zu exprimieren und so
IL-18 zu produzieren (Bakele et al. 2014). Die Arbeitsgruppe um Patankar fand 2015
heraus, dass die IL-1p Produktion in Neutrophilen auch tber einen ASC unabhangigen
Mechanismus stattfinden kann, welcher in folgenden Studien noch genauer untersucht

werden sollte (Patankar et al. 2015).

Das zytosolische ASC Molekll besteht aus zwei verschiedenen Doménen: einer
N-terminalen  Pyrin-Doméne  (PYD) und einer C-terminalen Caspase-
Rekrutierungsdomane (CARD) (Alba 2009). Das ASC Molekiil ist durch die Ausbildung
homotypischer Wechselwirkungen in der Lage sowohl an der Apoptose als auch am

Aufbau des Inflammasom-Komplexes beteiligt zu sein (Park et al. 2007; Alba 2009).
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Far die proinflammatorische Wirkung fungiert das ASC Molekil als molekularer Adapter
zwischen PYD- und CARD- haltigen Signalmolekulen innerhalb des Inflammasoms, was
anschliel3end zur Caspase-1 Aktivierung und zur Prozessierung und Sekretion von IL-1(3
fuhrt. Dafir verknipft ASC seine PYD-Doméane mit der des NLRs und seine
CARD-Doméne mit der von Procaspase-1, wodurch ein Inflammasom-Komplex entsteht
(Schroder und Tschopp 2010; Compan et al. 2015). Da den meisten NLR eine
CARD-Domane, die fir die Interaktion mit Caspase-1 erforderlich ist, fehlt, ist ASC fir
den Zusammenbau der meisten Inflammasom-Komplexe vonndten, wie Hassan und
Amer 2011 in ihnrem Ubersichtsartikel beschreiben (Hassan und Amer 2011). In weiteren
Studien, wie beispielsweise von Fernandes-Alnemri et al. 2007 und Bryan et al. 2009,
wurde die Funktion des Zelltods durch das ASC vor allem bei einer Zellinfektion
untersucht (Pyroptose). Als Reaktion auf eine Stimulation mit proinflammatorischen
Stimuli lagert sich das ASC zu einem 4-6 um groRen ASC Aggregat (Speck) als Reaktion
auf die NLR-Aktivierung zusammen. Diese zytosolischen ASC Aggregate sind in der
Lage, Caspase-1 zu rekrutieren und zu aktivieren, um so eine Pyroptose zu induzieren.
Somit kann dieses ASC Aggregat auch als ASC Pyroptosom bezeichnet werden
(Fernandes-Alnemri et al. 2007; Bryan et al. 2009). Dieses Phanomen beobachteten
ebenfalls Cheng et al. 2010 an Epithelzellen und Sester et al. 2015 in ihrer Studie an
Mausmakrophagen (Cheng et al. 2010; Sester et al. 2015). In der Studie von Dick et al.
2016 wurde herausgefunden, dass die Pyroptose in stimulierten Zellen erst innerhalb
von 30-60 min auftritt, wahrend die ASC Aggregat-Bildung schon nach ungefahr 3 min
abgeschlossen ist. Somit kann angenommen werden, dass die Bildung von ASC
Aggregaten dazu dient, ausreichende Mengen an Caspase-1 zu aktivieren, die
wiederum ausreichend Zytokine aktivieren, bevor die Zelle lysiert und dadurch abstirbt
(Dick et al. 2016).

1.4 Zytokine

Als Zytokine werden Proteine bezeichnet, die im Allgemeinen an der Proliferation,
Differenzierung und Signaltbertragung zwischen den Zellen des Immunsystems beteiligt
sind. Diese werden wahrend einer Entziindungsreaktion im Korper freigesetzt und
dienen der Feinabstimmung der spezifischen Immunantwort. Nach Bindung an einen
spezifischen Zytokinrezeptor werden zelluldre Prozesse ausgeltst, die u.a. in der Lage
sind, inflammatorische Prozesse, den Zellzyklus und die Produktion von
Immunmediatoren zu beeinflussen. Zu den Zytokinen werden im Waesentlichen
Tumornekrosefaktoren (TNF), Chemokine, Interleukine (IL), Interferone (IFN) und
koloniestimulierende Faktoren (CSF) gezahlt (Pezzutto et al. op. 2007; Abels 2018).

10
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1.4.1 Interleukin-18

Interleukin-1 (IL-1a und IL-1B) ist, wie sein Name schon verrat, das erste beschriebene
Interleukin. Seit seiner molekularen Identifizierung in der Mitte der 1980er Jahre, wurden
seine vielfaltigen biologischen Funktionen weiter untersucht. Dinarello stellt schon 1984
in seinem Ubersichtsartikel fest, dass es sich bei dem IL-1 um ein Protein mit niedrigem
Molekulargewicht (15000 Da) und mit vielfaltigen biologischen Aktivitaten handelt
(Dinarello 1984a). Diese Aktivititen umfassen unter anderem die Aktivierung von
T-Helferzellen (Mizel 1982), Induktion von Akut-Phase-Proteinen (Dinarello 1984b),
B-Zell-Reaktionen (Howard et al. 1983), Neutrophilenmobilisierung und Chemotaxis
(Kampschmidt und Upchurch 1980). Des Weiteren gilt IL-1 als Hauptursache fur akute
und chronische Entziindungen (Dinarello 1998).

Das Zytokin IL-1B ist als potentes proinflammatorisches Zytokin an
Wirtsabwehrreaktionen bei Infektionen und Verletzungen beteiligt. Es wird von einer
Vielzahl von Zelltypen produziert und sezerniert, vor allem von Zellen des angeborenen
Immunsystems wie Makrophagen und Monozyten. Dies wird schon 1984 in einem
Ubersichtsartikel von Dinarello beschrieben (Dinarello 1984a). IL-1B wird als inaktive
31-kDa-Vorstufe auch als pro-IL-13 benannt (Thornberry et al. 1992; Cheneval et al.
1998). Es wird als Antwort auf einen Entziindungsreiz gebildet und reichert sich
intrazellular an. Die Induktion dieser pro-IL-13 Expression wird als Initialisierungsschritt
bezeichnet. Ein zweites Signal, beispielsweise exogenes ATP oder Nigericin, bewirkt
daraufhin den Zusammenbau des Inflammasom-Komplexes. Dieser fuhrt Uber eine
Caspase-1 Aktivierung zur proteolytischen Spaltung des pro-IL-1B in die aktive Form
IL-1B (Perregaux und Gabel 1994; Cheneval et al. 1998; Bauernfeind et al. 2011).

In den 1990er Jahren stellten Schatz und Dobberstein bei der Analyse des II-18 fest,
dass dem Zytokin eine typische N-terminale sekretorische Signalsequenz - auch Leader-
Sequenz genannt - fehlt. Diese Sequenz ist daflr verantwortlich, dass sekretorische
Zytokine in das endoplasmatische Retikulum geleitet werden, von dort aus in den
Golgi-Apparat transportiert werden, um dann Uber sekretorische Wege freigesetzt zu
werden (Schatz und Dobberstein 1996). Somit wird angenommen, dass die IL-1B
Freisetzung eher unkonventionellen Sekretionsmechanismen folgt. Monteleone et al.
beschreiben 2015 in ihrem Ubersichtsartikel die unterschiedlichen Sekretionswege fiir
IL-1B. So teilen sie die Sekretionsmechanismen in vesikuldre und nicht-vesikuldre Wege
ein. Zu den vesikuldren Mechanismen zahlen u.a. die Exozytose in den extrazellularen
Raum. Dies geschieht (ber sekretorische Lysosomen, multivesikuldre Korper,
Exosomen und udber Mikrovesikelabgabe und sekretorische Autophagie. Nicht-

vesikulare Transportwege umfassen die IL-13 Sekretion Uber die Plasmamembran
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(durch direkte Translokation oder durch einen Membrantransporter) oder Uber die
passive Freisetzung wahrend der Zelllyse (Monteleone et al. 2015). Allerdings sind viele
der Mechanismen noch nicht vollstandig geklart und es gibt noch immer Kontroversen
dariiber, wie genau IL-18 aus der Zelle exportiert wird. Damit IL-1 nach seiner
Freisetzung auch inflammatorisch wirken kann, muss es zunéchst an den IL-1-Rezeptor
(IL-1R) der Zielzellen binden. Dieser erkennt neben IL-13 auch IL-1a (Mosley et al.
1987). AnschlieBend werden Signalkaskaden innerhalb der Zelle ausgelost, die Uber
eine Hochregulierung von Genprodukten zu einem entzundlichen Zustand fihren. So
werden beispielsweise Matrixmetalloproteinasen und Cyclooxygenase-2 (Cox-2)
aktiviert (Guan et al. 1998; Flannery et al. 1999).

12



Zielstellung

2 Zielstellung

Ziel der vorliegenden Dissertationsarbeit ist es, mit Hilfe einer prospektiven
Querschnittsstudie Aussagen zum Verhalten des NLRP3 Inflammasoms und dessen
Komponenten bei Hamodialysepatienten zu treffen. Dabei wird im Speziellen auf das
Adaptermolekil ASC eingegangen, welches innerhalb des Inflammasomkomplexes
agiert und zur Reifung proinflammatorischer Zytokine, wie IL-13 beitragt.

Mittels klassischer biochemischer Methoden soll das NLRP3 Inflammasom,
insbesondere die ASC und IL-1B Expression, analysiert werden. Ein besonderes
Augenmerk wird dabei auf das Verhalten von leukozytaren immunkompetenten Zellen -
Monozyten und Granulozyten und deren Subpopulationen - gelegt. Die gewonnen
Ergebnisse werden mit einem Kontrollkollektiv aus nierengesunden Hypertoniepatienten
verglichen.

Mit der Studie sollte herausgefunden werden, ob eine Hamodialysebehandlung bei
chronischer Niereninsuffizienz eine gesteigerte Inflammation zur Folge hat und ob
Unterschiede in der Auspragung zwischen den einzelnen leukozytaren Zellreihen in den

betrachteten Patientenkollektiven bestehen.
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3 Material und Methoden

3.1 Material

Verbrauchsmaterialien

Material und Methoden

Tabelle 2: Verbrauchsmaterialien, die fiir die Studie verwendet wurden

Material

Hersteller

KIMTECH® Science Prazisionswischtiicher

Kimberly-Clark Worldwide, Inc.,
Dallas, USA

Minicooler fir PCR-Tubes

llona Schubert, Leipzig, D

Pasteurpipetten (Glas)

Carl-Roth GmbH & Co. KG,

Karlsruhe, D

Pipettenspitzen 0,5-20 pl Ultra Micro Tips

llona Schubert, Leipzig, D

Pipettenspitzen 1-200 pl

llona Schubert, Leipzig, D

Pipettenspitzen 100-1250 pl

llona Schubert, Leipzig, D

Pipettenspitzen 1-5 ml Makro

llona Schubert, Leipzig, D

Reaktionsgefalie 0,5 ml; 1,5 ml EasyFit

llona Schubert, Leipzig, D

Zentrifugenréhrchen 15 ml, 50 mli

llona Schubert, Leipzig, D

gestopfte Pipettenspitzen 1-100 pl

VWR International, Radnor, USA

S-Monovette - 9ml EDTA; 2,7 ml Serum

Sarstedt AG & Co., NUmbrecht, D

Multi-Adapter

Sarstedt AG & Co., NUmbrecht, D

Sicherheits-Multifly-Kantle 21G 80 mm

Sarstedt AG & Co., NUmbrecht, D

Mulltupfer-Set, D=3 cm, steril

Fuhrmann GmbH, Much, D

MicroAmp Fast Optical 96 Well Reaction Plate
(0,1 ml) VE: 20 Platten

Thermo Fisher Scientific,
Waltham, USA

Handschuhe. Ultra Vinyl, GréRe: M

BSN medical GmbH, Hamburg, D

Einmalpipetten (serologische); 5 ml, 10 ml, 25 ml

Greiner bio-one GmbH,

Kremsmiunster, AUT

PCR-Plate; 96 Well fir ABI Cycler

llona Schubert, Leipzig, D
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BD Falcon, 5 ml Polystyrene Round-Bottom Tube

Corning Science México S.A. de
C.V., Reynosa, Mexico

Zymo-Spin IIC Columns

ZymoResearch, Irvine, USA

Zymo-Spin lIC Columns

ZymoResearch, Irvine, USA

Thermal Sealing Film for PCR Plates

VWR International, Radnor, USA

Tempus™ Blood RNA Tube

Greiner bio-one GmbH,

Kremsmiunster, AUT

Gerate

Tabelle 3: Geréte, die fir die Studie verwendet wurden

Gerat

Hersteller

Rack, MultiRack, (PP) mittel flr

Zentrifugenréhrchen

llona Schubert, Leipzig, D

Signal-Timer

Carl-Roth GmbH & Co. KG,

Karlsruhe, D

Microzentrifuge (Geratetyp: UniFuge)

Carl-Roth GmbH & Co. KG,

Karlsruhe, D

Klhlschrank (Geratetyp: Spezial-468)

Kirsch GmbH, Offenburg, D

Klhlschrank (GT: Labo-100)

Kirsch GmbH, Offenburg, D

Tiefklihlschrank -20 °C (GT: GNP 3056)

Liebherr-Hausgerate GmbH,

Ochsenhausen, D

Tiefkiihlschrank -20 °C (GT: KGGSUU41A)

Siemens, Miunchen, D

Tiefkiihlschrank -80 °C (GT: HERAfreeze)

HERAEUS Instruments, Hanau, D

Tiefklihlschrank -80 °C (GT: MDF-U74V

Sanyo, Minchen, D

Heraeus Megafuge 11R, Zentrifuge

ThermoFisher Scientific,

Schwerte D

Sicherheitswerkbank Labgard Klasse Il (GT: NU-
437-400)

NuAire, Inc. Plymouth, USA
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Universal 320 Tischzentrifuge mit Zyto-System

Hettich GmbH, Tuttlingen, D

Hettich Microliter Centrifuge, Mikro 220R

Hettich GmbH, Tuttlingen, D

Vortexer (GT: Q1)

VWR International,Radnor, USA

Real Time PCR Step one Plus

(GT: Primer Express 3,0)

Applied Biosystems Deutschland
GmbH, Darmstadt, D

Thermocycler PCR Express (GT: Hybraid)

Thermo Fisher Scientific GmbH,

Schwerte, D

MACSQuant TM Analyser (GT: MACSQuant)

Miltenyi Biotec GmbH, Bergisch
Gladbach, D

Computertastatur (GT: L100)

DELL GmbH, Frankfurt a.M., D

Computermaus (GT: RX250)

Logitech, Newark, USA

Tecan Infinite M200 Pro Nanoquant

Tecan Trading AG, Mannedorf,
CHE

Thermomixer (GT: MHR 13)

Ditabis AG, Pforzheim, D

Drucker (Ecosis P2135dn)

Kyocera, Esslingen, D

Rechner (GT: URLA25)

ProSoft Krippner GmbH, Halle, D

Monitor (GT:HP L2445w)

HP Inc., Palo Alto, USA

Gefrierschrank (GT: GNP 3056)

Liebherr GmbH, Biberach an der
Riss, D

Pipetus

Hirschmann Laborgerédte GmbH &
Co. KG, Eberstadt, D

Kompaktwaage (EMB 600-2)

Kern & Sohn GmbH, Balingen, D

Brutschrank (NU-5510)

NuAire, Inc. Plymouth, USA

HLC Vakuum - Sicherheits - Absaugsystem (GT:
AZ04)

Hettich GmbH, Kirchenlengern, D

Vortex Genie 2 (GT: G-560 E)

Bender und Hobein AG,

Munchen, D

Eisbehélter fir 50 Tubes (1,5/ 2,0 ml)

llona Schubert, Leipzig, D

16



Material und Methoden

ELx 808 Ultra Microplate Reader

BioTek Instruments, Inc.,
Winooski, USA

Keyence 8000 Fluoreszenz-Mikroskop

Keyence Deutschland GmbH,

Neu-Isenburg, D

Monoklonale Antikérper

Tabelle 4: Liste der verwendeten monoklonalen Antikorper

Monoklonale Antikérper Klon Hersteller
Anti-Human - CD15
HI98 eBioscience, Frankfurt, D

eFluor450

Miltenyi Biotec GmbH, Bergisch
Anti-CD3 FITC human BW 264/56

Gladbach, D
Anti-Human-CD14 Pe-

_ 61D3 Affymetrix Inc., San Diego, USA

Cyanine7
Human-CD16 APC 3G8 Life Technologies Corp., Carlsbad,
Conjugate USA

Santa Cruz Biotechnology, Dallas,
ASC-Alexa Fluor 488 B3

USA
PE anti-ASC HASC-71 BioLegend, San Diego, USA

FITC: Fluoreszeinisothiocyanath; PE: Phycoerythrin; APC: Allophycocyanin; AAD:

amino-actinomycin D
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Material und Methoden

Tabelle 5: Substanzen, die fur die Studie verwendet wurden

Substanz

Hersteller

Phosphate Buffered Saline (PBS)

Sigma Aldrich Chemie GmbH,
Steinheim, D

Ethylendiamintetraacetic acid (EDTA)

Roche, Basel, CHE

Ficoll-Paque TM Plus (1,077 g/ ml)

GE Healthcare, Little Chalfont,
UK

Fotales Kélber Serum (FCS)

Biochrom GmbH, Berlin, D

Aqua Spullésung (Ampuwa ® Spullésung)

Fresenius SE & Co. KGaA, Bad
Homburg v.d.H., D

Natriumchlorid

Carl-Roth GmbH & Co. KG,

Karlsruhe, D

Lipopolysaccharides 0127:B8 E.coli (LPS)

(Sigma-Aldrich) KIM Il, UKH, D

Nigericin sodium salt Rerady made Solution

Sigma Aldrich Chemie GmbH,

Steinheim, D

Paraformaldehyd (PFA)

Carl-Roth GmbH & Co. KG,

Karlsruhe, D

Saponin

Sigma Aldrich Chemie GmbH,
Steinheim, D

MACSQuant Running Buffer

Miltenyi Biotec, Bergisch
Gladbach, D

Washing Solution MACSQuant

Miltenyi Biotec, Bergisch
Gladbach, D

MACSQuant Calibrations Beads

Miltenyi Biotec, Bergisch
Gladbach, D

RMPI 1640, without L-Glutamine

Sigma Aldrich Chemie GmbH,

Steinheim, D

Humanes Serum Albumin (HSA)

CSL Behring GmbH, Marburg, D

Penecillin/ Streptomycin; flissig

Biochrom GmbH, Berlin, D
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L-Glutamine 10000 u/ml

Lonza, Basel, CHE

Albumin Fraktion V (BSA)

Carl-Roth GmbH & Co. KG,
Karlsruhe, D

7-AAD Viability Staining Solution

eBioscience,Frankfurt, D

Natriumazid

Carl-Roth GmbH & Co. KG,
Karlsruhe, D

ZR RNA MiniPrep™ (Cat: R1064)

RNA Lysis Buffer

RNA Prep Buffer

RNA Wash Buffer

DNA/ RNAse freies Wasser
Zuymo Spin™ IIC/ lll Columns

Collection Tubes

ZYMO Research, Freiburg, D

TagMan Gene Expression Assay

Gen: CASP1; Hs00354836_m1;
Gen: NLRP3; Hs00918082_m1;
Gen: IL-13; Hs01555411 g1;
Gen: PyCARD; Hs01547324 gH,;
Gen: RPL37a_Hs01102345 ml

Invitrogen/ life technologies,
Darmstadt, D

Tempus ™ Spin RNA Isolation Reagent Kit

RNA Purification Resuspension Solution
RNA Purification Wash Soluitonl & 2

Nucleic Acid Purification Elution Solution

Invitrogen/ life technologies,
Darmstadt, D

FastGene® Scriptase Base cDNA Kit

Oligo dT primer

Random hexamer

FastGene® Scriptase Basic Buffer
FastGene® Scriptase Basic

dNTP mixture

Rnase Inhibitor

Destilliertes Wasser

Nippon Genetics Europe GmbH,

Dueren, D
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Human IL-1 beta Uncoated ELISA Kit

Capture Antibody: vortitriertes, gereinigtes Anti-
Human-IL-1B3 Antikorper

Detection Antibody: vortitriertes, Biotin-konjugiertes
Anti-Human-IL1[3 Antikorper

IL-1 beta Standard

Coating Buffer (Phosphate Buffered Saline (PBS,
10x)

5x ELISA/ ELISASPOT Diluent

Enzym: Avidin-HRP

Substratlsg.: Tetramethylbenzidin (TMB)
Wasch-Puffer (1x PBS, 0,05 % Tween™-20)
Stoplsg.: (2 N H2S0.)

Invitrogen/ life technologies,
Darmstadt, D

Ethanol; absolut

Sigma Aldrich Chemie GmbH,
Steinheim, D

Ultra Pure Water = Reinstwasser

Biochrom AG, Berlin, D

Fluoroshield with DAPI (DAPI= 4",6-Diamidin-2-
phenylindol)

Sigma Aldrich Chemie GmbH,
Steinheim, D

Puffer und Medien

Tabelle 6: Zusammensetzung der Puffer und Medien, die fir die Studie verwendet

wurden

Name Ingredienz Menge

RMPI-Medium RPMI-Medium 500 ml

mit 2 % FCS 1 % Penicillin/Streptomycin 5ml
1 % Glutamin 5ml
2% FCS 10 ml

FACS-Puffer PBS 500 mi
Natriumazid (10%) 3,5 mi
Bovines Serumalbumin 05¢g
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PBS + 2mM EDTA PBS 1000 ml
0,5 mM EDTA-Lsg. 4 ml
Saponin 5% Saponin 29
PBS 39,72 ml
Natriumazid (10 %) 0,28 ml
Saponin 4 % Saponin 1649
PBS 39,72 mi
Natriumazid (10 %) 0,28 ml
Saponin 0,1% FACS-Puffer 100 ml
Saponinlsg. (5 %) 2 mi
PFA 4 % Paraformaldehyd 8¢
PBS 200 mi
PFA 1 % PFA (4 %) 12,5 ml
FACS-Puffer 37,5 ml
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3.2 Methoden

3.2.1 Klinischer Teil

Studiendesign

Fur diese prospektive Querschnittsstudie wurden Patienten eingeschlossen, die sich in
ambulanter Dialysebehandlung im Kuratorium fur Dialyse und Nierentransplantation e.V.
(KfH; Arztliche Leitung: Prof.Dr.med. Matthias Girndt) befanden. Des Weiteren wurden
fur die Kontrollgruppen Patienten aus der Klinik fiir Innere Medizin (KIM) Il und Ill des
Universitatsklinikums Halle (UKH) in die Studie mit einbezogen. Diese Patienten wurden
nach Alter, Geschlecht und nicht renalen Vorerkrankungen (v.a. einer
Diabeteserkrankung) passend zu den Dialysepatienten gematched. Die Patienten
wurden Uber den Studienablauf informiert und eine voraussichtliche Studienteilnahme

erortert.
Folgende Ein- und Ausschlusskriterien waren fir eine Studienteilnahme entscheidend:

Einschlusskriterien:
e Lebensalter > 18 Jahren
e Beide Geschlechter
e Einwilligung nach Aufklarung

¢ Dialysepatienten mit terminaler Niereninsuffizienz (chronische Niereninsuffizienz
Grad 5 - GFR < 15 ml/min) seit mindestens 3 Monaten

Ausschlusskriterien:

e Fehlende Kooperationsbereitschaft (Einwilligung)

e Lebensalter < 18 Jahren

¢ Dialysepatienten mit terminaler Niereninsuffizienz < 3 Monate

e Dialysepatienten mit einem Hb-Wert kleiner als 10 mg/dl bzw. groRer als
12 mg/dl

¢ Bekannte Gichterkrankung

¢ Bekannte Autoimmunerkrankungen (Lupus erythematodes, Morbus Wegener

¢ Bekanntes bosartiges Tumorleiden inkl. Phaochromozytom, auf3er Hauttumoren

¢ Einnahme von immunsupprimierenden Medikamenten

e Schwere Infektion (Dialysepatienten: CRP > 40 mg/dl; Kontrollpatienten:
CRP >10 mg/ml)

e Psychiatrische oder neurologische Erkrankungen, die die Geschéftsfahigkeit

beeintrachtigen
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e Bekannte Schwangerschaft oder fehlende Kontrazeption (prémenopausaler

Frauen)

An der Querschnittsanalyse nahm ein Kollektiv aus insgesamt 30 Patienten, darunter
15 Hamodialysepatienten (CKD5-D, HD) sowie 15 nierengesunde Personen mit
Bluthochdruck (BP) der KIM Il und 11l des UKHs teil.

Die Autorin dieser Dissertation rekrutierte alle teilnehmenden Probanden mit
Unterstitzung des KfH (PD Dr.med.habil. Fiedler) und der KIM Il (Leitung: Prof.Dr.med.
Girndt) und Il (Leitung: Prof.Dr.med. Sedding) und fuhrte die klinischen und die

experimentellen Untersuchungen eigensténdig durch.

Der Aufklarungsbogen und der klinische Anamnesebogen - Bestatigung durch die
Ethikkommission des Universitatsklinikums Halle - wurden in Zusammenarbeit mit Dr.

Ulrich erstellt.

Studienablauf

Zu Beginn der Studie wurden alle Probanden durch die Autorin und einen Oberarzt der
KIM 1l des UKHs aufgeklart. Bei Einverstdndnis wurden den Patienten mehrere
Blutproben unter standardisierten Bedingungen abgenommen. Vier 9 ml
EDTA-Monovetten wurden zur Bestimmung der PBMC- (Monozyten und Lymphozyten)
und Granulozytenzellzahl und zur ASC und IL-1B Analyse benétigt. Weiterhin bedurfte
es der EDTA-Monovetten fir eine RNA Analyse mit anschlieRender Polymerase
Kettenreaktion (PCR, polymerase chain reaction). Ein 9 ml Tempus Blood RNA Tube
wurde zur Stabilisierung und Isolierung von Gesamt-RNA aus Vollblut verwendet,

welche fur die Genexpressionsanalyse bendtigt wurde.

Die Abnahme der Blutproben der Dialysepatienten erfolgte vor der Dialyse durch das
KfH-Team. Die Proben der Bluthochdruckpatienten wurden ebenfalls am Morgen von
den Arzten der KIM Il und lll abgenommen. Gekuhlt gelangten die Blutproben in das
Labor der KIM lI-Nephrologie. Die Zeit zwischen Entnahme und Bearbeitung betrug nicht

mehr als zwei Stunden.

Datenerfassung der Studiengruppen

Fur die Dokumentation der Probandendaten, die fiir nephrologische und kardiovaskulare
Erkrankungen typisch sind, wurde ein standardisierter Fragebogen eingesetzt. Dieser
Fragebogen behandelte folgende Punkte: Rauchgewohnheiten, Vorhandensein und
Medikation eines Diabetes mellitus, Sportgewohnheiten, Schlaganfall oder Herzinfarkt

bei dem Probanden selbst und bei Verwandten ersten Grades vor Erreichen des 60.
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Lebensjahres und Operationen im Zusammenhang mit arteriellen
Verschlusskrankheiten. Probanden, die angaben taglich mehr als eine Zigarette zu
rauchen, galten als aktive Raucher. Weitere Fragestellungen betrafen die
Einschrankungen des téaglichen Lebens durch Brustschmerz (CCS Klassifikation, I-1V),
durch Luftnot (NYHA Klassifikation, [-IV) sowie einer Einschrnkung durch
belastungsabhangige Schmerzen in den Unterschenkeln (pAVK Klassifikation, I-II).
Soweit vorhanden, wurden alle weiteren Probandencharakteristika (Medikation,

Vorerkrankungen) den arztlichen Dokumentationen entnommen.

Aus Dokumentationsakten des KfH wurden Daten wie Grof3e, Gewicht und der daraus
berechnete BMI Ubernommen, sofern sie nicht alter als zwei Wochen waren. Die
klinischen Parameter der Probanden von KIM Il und Il wurden im Anamnesegesprach
erfragt oder aus vorhandenen arztlichen Dokumentationen Ubernommen. Bei
Probanden, die angaben an Diabetes mellitus erkrankt zu sein, die einen nicht-niichtern
Blutzucker grofRer als 200 mg/dl, einen Nuchtern-Blutzucker grof3er als 126 mg/dl
aufwiesen oder Blutzucker-senkende Medikamente einnahmen, kam es zur Einstufung

als Diabetiker.

Mittels Standardverfahren wurden einige Routineparameter sowohl von den
Dialysepatienten als auch von der Kontrollgruppe im Zentrallabor des UKH (Leitung:

Dr.med. B. Ludwig-Kraus) bestimmt.

Folgende Parameter wurden analysiert: Differentialblutbild, CRP, Harnstoff, Kreatinin,

Elektrolyte (Natrium, Kalium, Calcium), Hamoglobin und Hamatokrit.

3.2.2 Experimenteller Teil

Isolation von Lymphozyten, Monozyten und Granulozyten
Im Nachfolgenden ist die Methode zur Zellreihenisolation mittels Durchflusszytometrie
naher erlautert. Das fir diese Methode verwendete Protokoll ist als Standardverfahren

im Labor der Nephrologie des UKHSs (Leitung: Dr. C. Ulrich) etabliert.

Das Vollblut aus vier EDTA-Monovetten wurde einem Standardprotokoll der
Dichtezentrifugation unterzogen. Unter sterilen Bedingungen kam es zur Verdinnung
von je 7 ml des antikoagulierten Vollblutes im Verhdltnis 1:3,5 mit PBS + 2 mM EDTA in
einem 50 ml Falcon-GefaR. AnschlieBend wurde die Lésung mit 13 ml eines
Dichtemediums (Ficoll, 1,077 g/ ml) unterschichtet, ohne dass sich dabei die beiden
Phasen vermischten. Nach einer erfolgten Zentrifugation (1000 g, 18 °C, 15 min, ohne
Bremse) der Falcon-GefaR wurde der entstandene PBMC-Ring, bestehend aus

Lymphozyten und Monozyten enthommen und in ein neues 50er Falcon-Gefal}
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Uberfiihrt. Ebenso wurde mit den Granulozyten, welche sich (ber der
Erythrozytenschicht befanden, verfahren.

In drei folgenden Waschschritten kam es zur Reinigung der PBMC. Dafir wurde das
Falcon auf 50 ml mit PBS + 2 mM EDTA aufgefillt und anschlie3end dreimal zentrifugiert
(300 g, 8 °C, 10 min, mit Bremse). Im nadchsten Schritt erfolgte die Aufnahme des
entstandenen Zellpellets in 1 ml sterilem RPMI-Medium mit 2 % FCS.

Fur die weitere Granulozyten-Reinigung galt es, die restlichen Erythrozyten durch eine
45 sek. dauernde Inkubation mit Aqua Braun zu lysieren. Abgestoppt wurde die Reaktion
durch Zugabe von 1,8 % NaCl-Lésung. Die Proben wurden anschlieRend zentrifugiert
(300 g, 8 °C, 10 min, mit Bremse) und nochmals lysiert. Das nach einer letzten
Zentrifugation entstandene Zellpellet wurde ebenfalls, wie die PBMC, in 1 ml sterilem
RPMI-Medium mit 2 % FCS aufgenommen.

Die Zellzahl- und Zellgualitatsbestimmung erfolgte am MACSQuant Analysator (Miltenyi
Biotec, Bergisch-Gladbach, Deutschland). Hierftir wurden 10 ul der Proben in 381 pl des
FACS-Puffers resuspendiert und mit einer Antikdrpermixtur (5 pl Anti-CD3 FITC; 2 pl
Anti-CD15 eF450; 1 ul Anti-CD14 Pecy7; 2,5 ul Anti-7-AAD) behandelt und umgehend

per FACS-Analyse gemessen.

Prinzip der Durchflusszytometrie

Die Durchflusszytometrie ist ein labormedizinisches Messverfahren, das zur Analyse von
verschiedenen Zellarten und deren Charakteristika eingesetzt wird und auf der
Aussendung von Lichtsignalen beruht. So wird es beispielsweise fir die Erstellung eines
kleinen Blutbildes oder eines Differentialblutbildes (Aufteilung in Lymphozyten,
Monozyten und Granulozyten) verwendet. Eine andere Bezeichnung fur die
durchflusszytometrische Analyse ist FACS (fluorescence activated cell sorting). FACS
ist eine geschiitzte Handelsmarke der Firma BD Biosciences Heidelberg (Deutschland).
Fur die in der Studie abgebildete FACS-Analyse wird ein Gerat mit drei Laserquellen und
neun optischen Kanalen der Firma Miltenyi Biotec (MACSQuant Analysator, Miltenyi

Biotec, Bergisch-Gladbach, Deutschland) verwendet.

Eine Differenzierung der unterschiedlichen Zellen des peripheren Blutes ist anhand von
GroRRe, Granularitat und antigener Oberflachenmerkmale méglich. Fir die Gewinnung
monozytarer, lymphozytarer und granulozytarer Zellen aus periphervendsem Blut wird
eine Dichtegradienten-Zentrifugation durchgefiihrt. Hierbei kommt es zur Auftrennung
der verschiedenen Zellpopulationen anhand ihres spezifischen Gewichtes. Mit Hilfe

antigener Oberflachenmerkmale (Einteilung nach der internationalen Klassifikation - CD,
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Cluster of Differentiation) kdnnen die Zellen noch weiter unterschieden werden. An diese
Oberflachenmerkmale binden fluorkonjugierte Antikorper, die durchflusszytometrisch
nachweisbar sind. Somit ist es mdglich, die verschiedenen leukozytaren Zellreihen zu
unterscheiden (Adan et al. 2017).

Fir die in dieser Studie durchgefuhrte Zellreihenisolation wurden fluorkonjugierte
Antikorper eingesetzt, welche sich gegen humane antigene Strukturen richten. In den
Anlagen (Kapitel 9.1) findet sich eine Tabelle, in der die verwendeten Fluorchrome
aufgefuihrt sind. Folgende Antikdrper wurden verwendet, um die verschiedenen Zellen
sichtbar zu machen: Die Population der Lymphozyten wurde durch einen Antikdrper
gegen den CD3-Rezeptor markiert und durch die GroRe und Granularitéat der Zellen
durchflusszytometrisch bestimmt. Die Gesamtheit der Monozyten konnte mittels
Antikdrper gegen CD14 (LPS-Rezeptor) und die Gesamtheit der Granulozyten mittels
Antikorper gegen CD15 (3-Fucosyl-N-Acetyl-Lactosamin) detektiert werden und die
Zellen in der Analyse nach zellcharakteristischen Merkmalen identifiziert werden. Als
letzte Zellgruppe galt es, die Population der nicht-lebensfahigen Zellen mittels
7-Aminoactinomycin (7-AAD) zu bestimmen. Dazu zahlten Zellen mit beschadigter
Zellmembran oder mit gestortem fehlendem Zellstoffwechsel, die den Farbstoff nicht

daran hindern konnten, in die Zelle einzudringen.

Die Grundlage der Durchflusszytometrie bilden Zellen, die sich in Suspension befinden.
Diese werden einzeln hintereinander durch eine Messkammer geleitet, in der sie mit
einem Laser angestrahlt werden. Dabei verursachen sie ein fir jeden Zelltyp
spezifisches Streulicht, welches mittels Detektoren nachgewiesen werden kann. Das
Streulicht korreliert einerseits mit der Gro3e, Oberflache und Granularitat der Teilchen
(Struktur der Zellmembran) und andererseits mit der durch das Laserlicht angeregten
Fluoreszenz der Zellen. Die Fluoreszenz entsteht durch mit Fluoreszenzfarbstoff-
markierten Antikbrpern, die sich gegen bestimmte Oberflaichenmerkmale der Partikel
richten. Das entstehende Streulicht kann nach seinen Charakteristika eingeteilt werden
in das Vorwartsstreulicht (FSC, Forward Scatter) und das Seitwartsstreulicht (SSC, Side
Scatter). FSC ergibt sich aus der Beugung des Lichts und ist abhangig von dem Volumen
der Zelle. SSC hingegen ist ein MaR fir die Lichtbrechung und gibt Ausklnfte tber die
Granularitat der Zelle sowie Uber die Menge ihrer intrazellularen Vesikel. Anhand dieser
Zellcharakteristika kann die untersuchte Zelle schon ungefahr einem Bestandteil des
peripheren Blutes (z.B. Monozyten, Lymphozyten und Granulozyten) zugeteilt werden.
Eine genauere Einteilung erfolgt anschlieend anhand der Fluoreszenzmerkmale. Mit
Hilfe von fluoreszenzkonjugierten Antikérpern kénnen verschiedene

Oberflachenantigene der Zelle nachgewiesen werden, da die verwendeten Antikdrper
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Uber eine Antigen-Antikorper-Reaktion an der jeweiligen Zelle binden. Entscheidend fur
die Auspragung des Oberflachenmarkers ist einerseits der Anteil der Zellen, die fir
diesen Oberflachenmarker positiv sind und andererseits die Expressionsdichte der
gebundenen Antikorper auf der jeweiligen Zelle (Adan et al. 2017).

Die Darstellung der Ergebnisse einer FACS-Analyse erfolgt entweder in einem
Histogramm oder in einem Dotplot. Jeder einzelne Punkt in dem Dotplot steht fir eine
gemessene Zelle, eingeteilt nach den Charakteristika Gro3e und Granularitat oder nach
der Expression des Oberflachenantigens.

Zellzahlbestimmung und Vitalitatsmessung am Durchflusszytometer
MACSQuant ®Analyzer

Im ersten Schritt der Arbeit, der Isolation der PBMC und Granulozyten, wurden die
einzelnen Zellreihen detektiert (siehe Abb.3). Dies erfolgte anhand der Granularitat und
GroRRe der Zellen in einem FSC/SSC Dotplot. AnschlieBend wurden die Zellreihen
anhand ihrer Fluoreszensmerkmale weiter analysiert. Hierfir wurde die
Expressionsdichte von CD3 auf der Ordinate und die von CD14 auf der Abzisse
aufgetragen, sodass eine Heterogenitat der Zellen erkennbar wurde. Somit wurden
CD3+ Zellen als Lymphozyten, CD14+ Zellen als Monozyten und CD3-CD14- Zellen als
Granulozyten definiert. In einem weiteren Dotplot wurde die Vitalitdt der gemessenen

Zellen dargestellt. Dies erfolgte durch die Messung des Fluoreszensmerkmals 7-AAD.
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PBMC-Isolation
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Abb 3.: Gatingstrategie - In der Abbildung wurden die Zellreihen der PBMC und der
Granulozyten unterschieden; a.) Unterscheidung im FSC/SSC Dotplot; b.) Messung der
Vitalitat mittels 7-AAD Gehalt; c.) CD3/CD14 Expression der Zellen

ASC Expressionsanalyse von Lymphozyten, Monozyten und Granulozyten

Fur die ASC Analyse in PBMC und Granulozyten bedurfte es der zuvor gemessenen
Zellzahlen in der FACS-Analyse. Daraufhin wurden verschiedene Inkubationsanséatze in
FACS-Rohrchen vorbereitet: drei Proben fir die PBMC ASC Analyse; drei fur PBMC
HASC Analyse (anti-ASC) und drei fUr die Granulozyten ASC Analyse. Fir die Proben
wurden jeweils 0,5 Mio. PBMC bzw. 0,2 Mio. Granulozyten mit 1 ml RPMI-Medium mit
2 % FCS inkubiert. Jeder Ansatz enthielt eine negative Kontrolle, eine Probe, die mit 1 pl
LPS stimuliert wurde und jeweils eine Probe, die fir ca. 4 h im Eisbad inkubierte. Die
anderen Proben inkubierten fiir ca. 4 h bei 37 °C im Brutschrank. Nach abgelaufener
Zeit erfolgte die Anfarbung der Zellen mittels Antikbrpermixtur (2 pl Anti-CD15 eF450;
1 pl Anti-CD14 Pecy7; 2 ul Anti-CD16 APC). Die Proben, die zuvor mit LPS stimuliert
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wurden, wurden nun nochmals mit 1 pl Nigericin (5 pg/pl) stimuliert. Die Proben
inkubierten ein weiteres Mal fur 45 min im Brutschrank bzw. im Eisbad und wurden
anschlieRend zentrifugiert (300g, 5 min, mit Bremse) und der Uberstand verworfen.
Damit die Oberflachenfarbung in den folgenden Arbeitsschritten erhalten blieb, kam es
zur Fixierung der Antikorper auf der Zelloberflache mit 0,5 ml einer 1 % PFA-LGsung.
Nach erneuter 15 mindtiger Inkubation wurden die Proben mit FACS-Puffer behandelt,
erneut zentrifugiert und der Uberstand verworfen. Im nachsten Schritt erfolgte die
Zugabe von 2 ml einer 0,1 % Saponinlésung und die Proben wurden fir weitere 20 min
im Dunkeln inkubiert. Die verwendete Saponinlésung fuhrte zu einer Komplexbildung in
der Zellmembran, wodurch Poren innerhalb der Membran entstanden, durch die
Flissigkeiten in die Zelle einstromen konnten. Nach erneuter Zentrifugation (500 g,
10 min, mit Bremse) wurde zu jeder Probe die entsprechende Antikbrpermixtur gegeben:
die Proben fir die PBMC und Granulozyten ASC Analyse erhielten jeweils 45 pl
FACS-Puffer; 2,5 ul Saponin 5 % und 2,5 pl ASC-AF 488. Die Proben fiur die PBMC
HASC-Analyse wurden mit 45 ul FACS-Puffer; 2,5 ul Saponin 5 % und 2,5 pl HASC-PE
behandelt. Daraufhin inkubierten die Proben fir 30 min im Dunkeln und wurden
anschlielend mit 2 ml FACS-Puffer versetzt und zentrifugiert (500 g, 10 min, mit
Bremse). Die Aufnahme des entstandenen Zellpellets erfolgte in 400 ul FACS-Puffer und

die Messung wurde mittels Durchflusszytometrie durchgefthrt.

ASC Expressionsanalyse von Monozyten im Durchflusszytometer

Mittels Durchflusszytometrie wurde eine ASC Expressionsanalyse von PBMC
durchgefuhrt (siehe Abb. 4). Im ersten Schritt wurden die PBMC anhand ihrer
Granularitat und GroRRe in einem FSC/SSC Dotplot identifiziert. AnschlielRend konnten
die Granulozyten mit Hilfe eines CD14 vs CD15 Dotplots abgegrenzt werden. Die
Gesamtheit der Monozyten wurde als CD14+ASC+ definiert und nach den Klonen ,clone
B3“ und ,clone HASC-71“ (anti-ASC) unterschieden. Jeder Klon enthalt sowohl eine
unstimulierte und eine stimulierte Probe (u4 und s4), als auch eine negativ Kontrolle
(Co(u4) und Co(s4)).
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Gating-Schema ASC-positive Monozyten
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Abb.4: Gatingstrategie - Diese wurde in der Abbildung nach CD14 und ASC/ HASC
aufgetrennt, dargestellt. Jeder Punkt entspricht einer Zelle. a.) PBMC; b.) CD14+
Monozyten; c.) CD14+ASC+ Monozyten unstimuliert und stimuliert; d.) CD14+HASC+

Monozyten unstimuliert und stimuliert

ASC (clone B3) Expressionsanalyse von Monozytensubgruppen im
Durchflusszytometer

Die Gesamtheit der Monozyten wurde in der vorherigen durchflusszytometrischen
Analyse als CD14+ASC+ definiert und mit Hilfe weiterer Dotplots konnte eine
Differenzierung der Monozyten stattfinden (siehe Abb. 5 a. und b.). Hierfir wurde die
Expressionsdichte der antigenen Oberflachenstruktur CD14 (LPS-Rezeptor) lber der
Oberflachenstruktur CD16 (FCylll-Rezeptor) aufgetragen. In diesem Dotplot zeigte sich
die Gesamtheit der Monozytenpopulation nicht mehr als homogene Masse, sondern eine
Heterogenitéat war entstanden. Diese erlaubte eine weitere Einteilung der Monozyten in

Subpopulationen. In  der durchflusszyometrischen Messung wurden die
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Monozytengruppen jeweils im unstimulierten und im stimulierten Zustand analysiert. Des

Weiteren wurde auch eine CD14+ASC- Probe (Negativkontrolle) mitgemessen.

Die folgenden Subpopulationen konnten mittels Gatingstrategie differenziert werden:

e Hohe CD14 Expression, geringe CD16 Expression = CD14++CD16- Monozyten
(Mo1l) (Abb. 5 c)

e Hohe CD14 Expression, hohe CD16 Expression = CD14++CD16+ Monozyten
(Mo2) (Abb. 5 d)

e Niedrige CD14 Expression, hohe CD16 Expression = CD14+CD16++
Monozyten (Mo3) (Abb. 5 e)

Gating-Schema ASC-positive Monozytensubgruppen
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Abb.5: Gatingstrategie - Diese wurde in der Abbilung nach CD14 und ASC Expression
aufgetrennt,  abgebildet. Jeder  Punkt stellt  einen Monozyten  dar.
a.) Monozytensubpopulationen unstimuliert; b.) Monozytensubpopulationen stimuliert;
c.) Mol; d.) Mo2; e.) Mo3
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ASC (clone B3) Expressionsanalyse von Granulozytensubgruppen im
Durchflusszytometer

Im ersten Schritt der durchflusszytometrischen Analyse der Granulozyten konnten diese
mittels FSC/SSC Dotplot anhand ihrer Grof3e und Granularitat identifiziert werden (siehe
Abb. 6). AnschlieRend erfolgte in einem CD14/CD15 Dotplot die PBMC-Exkludierung.

Es fand eine Betrachtung im unstimulierten und eine im stimulierten Zustand statt.

In der weiteren Analyse konnten die Granulozyten nun anhand ihrer CD15/CD16 und
ASC Expression in verschiedene Untergruppen untergliedert werden. Zuerst gab es in
einem CD15/CD16 Dotplot eine Untescheidung zwischen Eosinophilen (CD15+CD16-)
und Neutrophilen Granulozyten (CD15+CD16+). AnschlieRend fand eine Untersuchung
der beiden Zellgruppen anhand der ASC Expression statt. Die Durchflusszytometrie
wurde sowohl bei unstimulierten (u4), als auch bei stimulierten (s4) Zellen durchgefihrt

und eine Negativkontrolle (Co) wurde ebenfalls mit analysiert.

Gating-Schema ASC-positive Granulozytensubgruppen
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Abb.6: Gatingstrategie - In dieser Abbilung wurden die Granulozyten anhand ihrer CD15
und CD16 Expression dargestellt. a.) Gesamtheit der Granulozyten unstimuliert; b.)
Gesamtheit der Granulozyten stimuliert; c.) Aufteilung der Granulozyten in Neutrophile
und Eosinophile; d.) Neutrophile mit ASC Expression; e.) Eosinophile mit ASC
Expression
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TOFIE-Analyse inklusiver Immunfluoreszenz-mikroskopischer Darstellung

Die TOFIE-Analyse (Time of flight inflammasome evaluation) erfolgte
durchflusszytometrisch in einem FSC-H vs FSC-A Blot. Ihr liegt nach Sester et al. 2015
die Uberlegung zu Grunde, dass es bei NLRP3 Aktivierung zu einer Zusammenlagerung
mehrerer ASC Molekiilen kommt, die damit im Durchflusszytometer anhand ihrer
grolReren ,Flache® (area) nachweisbar sind (Sester et al. 2015). Die Zellen wurden
anschlieBend auch mittels Immunfluoreszenzmikroskopie analysiert. Hierzu wurden
Zytospin-Praparate angefertigt.

Je 1 Mio. Zellen wurden in RPMI mit 2 % FCS fur 4 h bei 37 °C inkubiert. Die Zellen
wurden nach Zugabe von 2 ml PBS und anschlie3ender Zentrifugation (300 g, 5 min)
geerntet. Darauffolgend wurden sie mittels 4 % Paraformaldehyde und 4 % Sucrose fir
10 min bei Raumtemperatur fixiert. Nach einem Waschschritt (2 ml PBS) wurden die
Zellen mit 0,5 % BSA in PBS fur 5 min blockiert, abermals gewaschen und mittels
0,05 %Triton-X-100 L6ésung in PBS fur 5 min bei Raumtemperatur lysiert. Die Reaktion
wurde durch Zugabe von 2 ml PBS abgestoppt. Die Zellen wurden anschlielend bei
500 g fur 5 min pelletiert und in 50 pl PBS + 0,2 % HSA aufgenommen. Nach Zugabe
von je 3 pl ASC-PE wurden die Proben fur 30 min gefarbt. Die Reaktion wurde durch
Zugabe von 2 ml PBS und anschlieRender Zentrifugation (500 g, 5 min) abgestoppt. Das
Pellet wurde in 50 pl PBS resuspendiert und auf einen Objekttrager mit Filterkarte
aufgebracht (Zentrifugieren: Zytospin bei 180 g, 10 min). Nach Abtropfen wurden die
Praparate 15 min luftgetrocknet und mit einem Tropfen Fluoroshield eingedeckelt. Die
Proben wurden mittels Keyence 8000 Fluoreszenz-Mikroskop (Keyence Deutschland

GmbH, Neu-Isenburg, Deutschland) analysiert.

IL-1B Analyse aus Zellkulturiberstand

Fur die IL-1B8 Analyse aus Zellkulturiberstanden wurde der Human IL-1beta Uncoated
ELISA-Kit (Invitrogen/ life technologies, Darmstadt, Deutschland) verwendet. Dieser KIT
der 2. Generation enthélt alle nétigen Reagenzien, Standards und Verdinnungsmittel
zur Durchfihrung quantitativer Enzyme-Linked Immunosorbent Assays (ELISA). Mittels
diesem ist es moglich, den exakten Proteinspiegel in Proben (Serum, Plasma und
Zellkulturiiberstanden) zu messen. Weiterhin kann der ELISA die gespaltene, reife Form
von der ungespaltenen pro-Form des menschlichen IL-1( unterscheiden (Thermofischer
2018a).

Bevor der ELISA durchgefiihrt werden konnte, mussten die Zellkulturiiberstande aus
Zellproben gewonnen werden. Hierfur wurden jeweils zwei Proben - eine unstimulierte

und eine stimulierte - mit je 2 Mio. PBMC und zwei Proben mit je 2 Mio. Granulozyten
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mit 1 ml RPMI-Medium mit 2 % FCS versetzt. AnschlieRend erfolgte die Stimulation je
einer PBMC- und einer Granulozyten-Probe mittels 1 pl LPS und die Inkubation aller
Proben fir ca. 4 h bei 37 °C im Brutschrank. Nach erfolgter Inkubationszeit wurden die
stimulierten Proben mit 2 pl Nigericin angeregt und anschliel3end alle vier Proben
zentrifugiert (300 g, 5 min, mit Bremse). Anschliel3end konnten die Zellkulturiiberstande
fur den ELISA verwendet werden. Die Aufnahme der entstandenen Zellpellets erfolgte
in 400 pl RNA Lysispuffer. Die Losung wurde in 1,5 ml Eppendorf Tubes transferiert und
konnte bis zur RNA lIsolation bei -20 °C eingefroren werden.

Zu Beginn des ELISA-Versuchs wurden folgende Reagenzien vorbereitet. Coating
Buffer wurde 1:10 in deionisiertem Wasser verdinnt. In dem entstandenen Coating
Buffer konnte dann der Capture Antibody geldst werden (1:250). Anschlie3end wurden
100 ul des Capture Antibody in jedes Well einer 96-Well Platte (Corning™ Costar™
9018) pipettiert und die Platte verschlossen bei 4 °C lber Nacht (24 h) inkubiert. Nach
dieser Inkubationszeit wurde die Well-Platte in drei aufeinanderfolgenden
Waschschritten mit 250 ul pro Well Waschpuffer gewaschen. Fir den Waschpuffer
wurde vorher PBS mit 0,05 % Tween versetzt. Im néachsten Schritt wurde das
ELISA/ELISASPOT-Verdunnungsmittel (1:5 mit deionisiertem Wasser) hergestellt.
Davon wurden in jedes Well 200 ul aufgetragen und die Platte eine Stunde bei
Raumtemperatur inkubiert. AnschlieBend wurden die IL-13 Standards in einer
zweifachen seriellen Verdlinnung aufgetragen. Daran anschlieBend erfolgte die
Ubertragung von 100 pl einer jeden Proben pro Well. Als Proben dienten hier die
Zellkulturiiberstande von PBMC und Granulozyten, jeweils im unstimulierten und im
stimulierten Zustand. AufRerdem wurden noch zwei Wells, die als Blank dienten, mit
100 pl ELISA-ELISASPOT-Verdunnungsmittel gefillt. Danach inkubierte die
verschlossene Well-Platte hochmals bei 4 °C tGber Nacht (fir 24 h). Im nachsten Schritt
wurde die Platte erneut mit je 250 ul pro Well Waschpuffer in finf Waschschritten
gewaschen, um dann 100 pul Detection Antibody in die gereinigten Wells auftragen zu
kénnen. Dafur erfolgte vorher die Verdinnung des Detection Antibodys mit 1:250
ELISA/ELISASPOT-Verdunnungsmittel. Nach erneuter einstindiger Inkubation bei
Raumtemperatur und finf folgenden Waschgangen wurden 100 pl des
Avidin-HRP-Konzentrats (Enzym) pro Well aufgetragen. Auch das Enzym wurde zuvor
mit ELISA/ELISASPOT-Verdunnungsmittel (1:250) verdinnt. Die verschlossene Platte
inkubierte nochmals fur 30 min bei Raumtemperatur. Nach Ablauf der Zeit wurde die
Platte nochmals gewaschen und anschlieBend wurde in jedes Well 100 pl der
Tetramethylbenzidin  (TMB)-Substrat-Loésung pipettiert. Nach weiteren 15 min
Inkubationszeit wurde die Reaktion mit 50 pl Stop-Losung (2 N H>SO4) abgestoppt und
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die Platte bei 450 nm am Ultra Microplate Reader (BioTek Instruments, Inc., Winooski,
USA) gemessen.

RNA Isolation mittels ZR RNA MINI Prep

Fir die RNA Isolation wurde der ZR RNA MINI Prep (ZYMO Research, Freiburg,
Deutschland) verwendet. Fir diesen Versuch wurden die Proben, wie im
vorhergehenden Versuch (IL-1B aus Zellkulturiberstand) beschrieben, behandelt.

Die eingefrorenen Proben der Zellpellets wurden aufgetaut, resuspensiert und im
nachsten Schritt zentrifugiert (12000 g, 20 °C, 1 min, mit Bremse). Das Lysat wurde
anschlieend in ein Zymo-Spin TM IlIC Column mit Collection Tube Uuberfuhrt,
zentrifugiert und 800 pl einer 100 % Ethanolldsung zu dem Durchfluss gegeben, um so
die Hydrathille der DNA aufzulésen. 600 pl des Mixes wurden in ein Zymo-Spin TM IIC
Column mit Collection Tube pipettiert, zentrifugiert und daran anschlieRend die
restlichen 600 ul des Mixes in das gleiche Column (berfihrt. Nach erneuter
Zentrifugation (12000 g, 1 min, mit Bremse) wurde der entstandene Durchfluss
verworfen und 400 pl RNA Pep Buffer zu den Proben gegeben. Nun erfolgten zwei
Waschschritte mittels 800 pl RNA Wasch Buffer. Um das Zymo-Spin TM IIC Column
komplett zu entleeren, bedurfte es zwei weiterer Zentrifugationsschritte (12000, 2 min,
mit Bremse). Anschlie3end fand die Platzierung des IIC Columns in ein RNA/ DNAse
freies Tube statt und 30 pl DNA/ RNAse freies Wasser wurden auf die Column Membran
aufgetragen. Eine nochmalige Zentrifugation bedurfte es, um die RNA aus dem Column
zu eluieren. Die isolierte RNA konnte im Anschluss daran am Tecan Infinite M200 Pro
Nanoquant Thermaoblock (Tecan Trading AG, Mannedorf, Schweiz) gemessen oder bis

zur Weiterverarbeitung bei -80 °C gelagert werden.

RNA Isolation mittels TEMPUS Spin

Den Studienteilnehmern wurde fur die RNA Isolation Blut mittels Tempus™ Blood RNA
Tube (invitrogen/life technologies, Darmstadt, Deutschland) abgenommen. Das
Tempus™ Blood RNA System dient der Stabilisierung und Isolierung der zellularen RNA
aus Vollblut. Durch die Stabilisierung der RNA mittels Stabilisierungsreagenz kann eine
Genexpression analysiert werden. Wenn das Blut sich mit dieser Reagenz vermischt,
tritt sofort die Lyse ein. Ein weiterer Effekt der Reagenz ist, dass die zellulare RNAse
inaktiviert wird und eine Selektion vorgenommen wird - so verbleiben DNA und Proteine
in der Losung, wahrend die RNA ausfallt (Thermofischer 2018b).

Die Patientenproben wurden nach Abnahme invertiert und anschlieBend bei

Raumtemperatur fur 2 h gelagert, um eine ausreichende Lyse der Blutzellen
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sicherzustellen. Daraufhin konnten sie fir einen Tag bei 4 °C und anschliel3end aufrecht
stehend bei -20 °C bis zur Weiterverarbeitung eingefroren werden.

Fur die Weiterverwendung des Tempus Tubes war es von Noten, dieses bei
Raumtemperatur Uber eine gewisse Zeit aufzutauen. Im ersten Schritt der RNA Isolation
musste die Probe aufgereinigt werden. Hierfiir wurden ca. 3 ml PBS-Buffer zur Probe
gegeben und anschlieRend zentrifugiert (2443 g, 30 min). Der Uberstand wurde
verworfen und das entstandene Zellpellet mit einem RNA Resuspensions Buffer versetzt

und mittels Vortex-Mixer gelost.

Im zweiten Schritt der Isolation wurde die Probe in ein Collection-Tube mit Filter
Uberfuhrt, welcher vorher mit 100 il RNA Purification Wasch Solutionl benetzt wurde.
AnschlieBend erfolgten mehrere Waschschritte mit RNA Purification Wash Solution
1 und 2. Nach jedem durchgefiihrten Waschschritt fand eine Zentrifugation der L6sung
(16000 g, 1 min) statt und der entstandene Uberstand wurde aus dem Tube verworfen.
Ein folgender Zentrifugationsschritt (16000 g, 1 min) sorgte fur das Trocknen der
Membran. Daraufhin kam es zur Zugabe von 100 pl einer Nucleic Acid Purification
Elution Solution auf den Filter, welcher fir 2 min bei 70 °C im Thermoblock inkubiert

wurde. Ein abschlieRender Zentrifugationsschritt diente der RNA Eluierung.

Die entstandene RNA Ldsung wurde in ein neues 1,5 ml Eppendorf Tube transferiert,
um mdogliche Verunreinigungen zu vermeiden. Bis zum weiteren Gebrauch wurde die

Probe auf Eis gelagert oder fur eine spétere Verarbeitung bei -80 °C eingefroren.

RNA Konzentrationsmessung

Zur Ermittlung der RNA Konzentration und Reinheit wurde eine Infinite NanoQuant Plate
und ein Infinite M200 PRO NanoQuant Reader sowie die i-control-Microplate Reader
Software der Firma Tecan (Tecan Trading AG, Mannedorf, Schweiz) verwendet. Die
Messung einer jeden RNA Probe erfolgte als Doppelbestimmung mittels
Absorptionsspektrometrie. Das Absorptionsmaximum von RNA befindet sich bei 260 nm,
das von Proteinen bei 280 nm. Die Reinheit der RNA kann iber den Quotienten OD260
(optische Dichte) und OD280 errechnet werden (Caprez et al. 2018). Der Quotient liegt
idealerweise zwischen 1,8 und 2,0. In die Studie wurden nur Proben miteinbezogen, die
in diesem Bereich gemessen wurden.

Auf die Pipettierfelder der Infinite NanoQuant Plate wurden zur Eichung zuallererst je
2 pl Elution Solution pipettiert. Anschliel3end wurde die Losung entfernt und die Felder

mit je 2 pl der zu messenden RNA Probe belegt. Nach abgeschlossener
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Konzentrationsbestimmung wurden die RNA Proben bis zur Weiterverarbeitung
bei -80 °C gelagert.

cDNA Synthese

In einem weiteren Versuch wurde die zuvor isolierte und gemessene RNA in cDNA
umgewandelt. Hierfir fand eine Umschreibung von jeweils 300 ng RNA (RNA aus dem
Tempus Spin) und je 100 ng RNA (RNA aus ZR RNA MINI Prep) mittels High Capacity
cDNA Reverse Transkription Kit (Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA) in cDNA statt.

Fir diese Umschreibung in cDNA wurde ein Mastermix hergestellt. Hierfir wurde die
entsprechende RNA Menge von 300 ng bzw. 100 ng mit 1 pl oligo dT primer und 1 pl
Random hexamer versetzt. Anschliel3end erfolgte die Inkubation der Proben bei 42 °C
fur 10 min. Fur diesen Schritt fand der Thermocycler PCR Express (Thermo Fisher
Scientific  GmbH, Schwerte, Deutschland) Verwendung. Nach Ablauf dieser
Inkubationszeit wurden folgende Substanzen zu der RNA hinzugefugt: 2 pl
10x FastGene® Scriptase Basic buffer; 2 pul dNTP mixture (10 nM); 1 ul FastGene®
Scriptase Basic (200 units) und 0,5 pl Rnase Inhibitor. Das Gesamtvolumen einer Probe
sollte 20 ul betragen, wenn dieses nicht erreicht wurde, wurde das fehlende Volumen
durch Nuklease-freies Wasser ersetzt. Anschlie3end inkubierten die Proben erneut bei
42 °C fur 60 min, danach bei 90 °C fur 5 min. Nach dieser Zeit wurden die Proben auf
4 °C heruntergekihlt bis zur Weiterverarbeitung. Wenn diese nicht am selben Tag

erfolgte, erfolgte die Einfrierung der Proben bei -20 °C.

guantitative Real-time PCR (RT-PCR)
Die RT-PCR stellt ein Verfahren dar, welches der Amplifikation von Nukleinsauren dient.
Das Prinzip beruht auf der herkémmlichen PCR und einer weiteren Quantifizierung der

aus der RNA transkribierten DNA. Das Grundprinzip geht auf K.Mullis von 1986 zurlick:

Im ersten Schritt der PCR werden die doppelstrangigen cDNA-Strdnge mittels
Denaturierung bei 95 °C aufgespalten, sodass zwei Einzelstrang-DNA-Matrizen
entstehen. Nach Absenkung der Temperatur auf 60 °C lagern sich die dazugegebenen
synthetischen Oligonukleotid - Primer am 3"-Ende an (Annealing). Diese Primer
markieren den Startpunkt fur die Polymerisation. Anschlieend wird die Temperatur auf
ein Arbeitsoptimum von 72 °C fiir die Tag-Polymerase erneut erhdht. Die thermostabile
Tag-Polymerase beginnt nun mit der Synthese der komplementaren DNA-Strange vom
angelagerten Primer aus. Das Ergebnis der PCR ist eine neu entstandene DNA, die
exakt der urspringlichen Template-DNA entspricht. Die  beschriebenen

Reaktionsschritte werden zyklisch wiederholt und somit die DNA-Matrize exponentiell
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amplifiziert. Die Amplifizierung erfolgt an beiden cDNA-Strangen. Somit kommt es im
ersten Elongationsschritt zu einer Verdopplung der DNA-Menge und nach Zyklus-
Wiederholung zu einer Vervierfachung, usw. (Mullis et al. 1986). Bei der quantitativen
RT-PCR kommt es zu einer Quantifizierung der Genprodukte, die mittels
Fluoreszenzmessungen wéahrend eines PCR-Zyklus in Echtzeit durchgefihrt wird.
Hierfir werden sogenannte FRET-Sonden (Fluoreszenz-Resonanz-Energietransfer)
wéahrend der RT-PCR eingesetzt. FRET bedeutet, dass ein Donor-Fluorchrom
(Reporter) - durch eine Lichtquelle stimuliert - einen Energieteil an ein Akzeptor-
Fluorchrom weiterleitet. Donor- und Akzeptor- Fluorchrom mussen sich hierfir in
hinreichender N&he zueinander befinden. Somit wird die Sonde an einem Ende mit
einem Akzeptor-, am anderen Ende mit einem Reporter-Fluoreszenzfarbstoff markiert.
Die verwendete Taq-Polymerase besitzt eine Polymeraseaktivitit und eine
573"-Exonuklease-Aktivitat. Gleichzeitig zu der Gegenstrangsynthese baut sie die
Sonden ab. Dadurch entfernen sich Akzeptor und Reporter zunehmend voneinander,
was eine geringere Energieabgabe an den Akzeptor zur Folge hat. Dies hat wiederum
in jedem Zyklus die Folge, dass am Elongationsende die zunehmende Reporter-

Fluoreszenz gemessen wird (Bernard und Wittwer 2000).

Fur den Versuch wurden je 1 pl cDNA und je 9 ul einer FRET-Sonde auf eine 96 Well
PCR-Platte aufgetragen. Folgende Sonden wurden fir diesen Versuch verwendet:
ACTB (B-Aktin); RPL37a; Pycard (ASC); NLRP3; Caspase 1 und IL-1B. Anschliel3end
wurde die Platte mit Hilfe eines Thermal Sealing Films verschlossen und zentrifugiert
und daraufhin mittels StepOne Plus (life technologies) gemessen. Die Messung erfolgte
in Doppelwerten und sowohl eine Negativ-Kontrolle, als auch eine interne Kontrolle
wurden auf jeder 96 Well Platte mit aufgetragen. Die RT-PCR lief unter folgenden
Bedingungen im Fast Modus: 95 °C/ 10 min und 40x (95 °C/ 10 sek; 60 °C/ 1 min) und
die Auswertung erfolgte mittels DataAssist™ Software Version 3.0 (Thermo Fisher
Scientific, Waltham, USA).

Fur eine relative Quantifizierung wurden die Housekeeping Gene B-Aktin und RPL37a
als endogener Standard verwendet. Daraus ergab sich der ACt (cycle treshold)-Wert wie

folgt:

ACtZielgen = CtZielgen - CtHousekeepinggen (Mean)
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Die ACt-Werte der einzelnen Gene und Monozytengruppen wurden auf eine interne
Kontrolle normiert. Daraus wurde ein Relatives Vielfaches der Gen-Expression

errechnet:

2—ACtzielgen

R . =
QZlelgen 2 —ACinterne Kontrolle

ASC

Abb.7: Logarithmierte Darstellung der Fluoreszenssignale der RT-PCR fiir -Aktin und
ASC mit Treshold

Der Treshold (siehe Abb. 7 die blaue Linie) wurde flir die Zielgene B-Aktin und ASC bei
0,05 festgesetzt. Die Zyklenanzahl, in welcher das Fluoreszenssignal die Treshold-Linie

passierte, wurde als Ct-Wert festgelegt.

3.2.3 Statistische Methoden

Die in der Arbeit angegebenen Ergebnisse sind, wenn nichts Anderes angegeben ist, als
Mittelwert + Standardabweichung (SD) ausgedriickt. Um wesentliche Unterschiede in
klinischen und demografischen Merkmalen zu bewerten, wurde der gepaarte T-Test (bei
gepaarten Ergebnissen) oder der Wilcoxon-Vorzeichen-Rang-Test (bei nicht gepaarten
Ergebnissen) durchgefiihrt. Die statistische Auswertung und Erstellung der Diagramme
erfolgte mit der Software SPSS 21.0 (SPSS Inc., Chicago, USA) und GraphPad Prism
6.0 Statistik-Software (GraphPad Software Inc., La Jolla, USA). Alle Werte, die innerhalb
des Signifikanzniveaus von 5 % (p < 0,05) lagen, wurden als statistisch signifikant

eingestuft und mit einem Stern markiert.
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4 Ergebnisse

4.1 Eigenschaften der Studiengruppen

Die gesammelten Daten Uber klinische, laborchemische und immunphanotypische
Charakteristika der untersuchten Patientenkollektive wurden flr eine bessere
Darstellung in Tabelle 1 zusammengefasst. Insgesamt nahmen 30 Probanden an der
Studie teil, davon 15 chronisch nierenkranke Patienten der Stufe 5 (HD-Patienten) sowie
15 nierengesunde Kontrollprobanden (BP-Patienten). Die Gruppe der Kontrollpersonen
setzte sich aus nierengesunden Hypertoniepatienten, die sich entweder zur
Hypertoniebehandlung auf den Stationen der KIM Il und Il oder zur regelmafiigen

ambulanten Hypertonieberatung im UKH befanden, zusammen.

4.2 Unterschiede zwischen den Studiengruppen

In der Tabelle 1 wurden die Studienkollektive HD- und BP- Patienten anhand

verschiedener Parameter miteinander verglichen.

Bei der ndheren Betrachtung der Monozytensubpopulationen wurde kein signifikanter
Unterschied zwischen beiden Patientenkollektiven deutlich. Hingegen zeigten sich die
Eosinophilen (CD15+CD16-) signifikant erhoht in der HD-Gruppe (p= 0.035). Bei den
Neutrophilen (CD15+CD16+) liel3 sich ein solcher Effekt nicht erkennen (p= 0.5416). Bei
der Analyse der eingenommenen Medikamente beider Gruppen fielen signifikante
Unterschiede, bei Beta-Blockern (p= 0.005), Diuretika (p= 0.035) und Vitamin D
(p=0.001) auf.
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Tabelle 1: Vergleich CKD5-Gruppe mit der Kontrollgruppe

Ergebnisse

Charakteristika CKD5-D Kontrollen Statistik
HD (N=15) BP (N=15)
Alter 59,7+13,9 60,0+10,6 0,807
Geschlecht (%, weiblich) 46,7 46,7 1,000
Diabetes (%) 13,3 13,3 1,000
Hypertonie (%) 100 100 1,000
Schlaganfall (%) 6,7 1,000
KHK (%) 6,7 1,000
pAVK (%) 0 0 1,000
Raucher (%) 60,0 33,3 0,273
BMI (kg/m2) 26,8454 30,345,6 0,122
CRP (mg/l) 6,8+13,0 2,1+1,4 0,311
Harnstoff (mmol/l) 22,4+54 4,7+0,9 0,001
Kreatinin (umol/l) 873,6£241,9 80,8+11,8 0,001
Hamoglobin (mmol/l) 7,1+0,5 8,6+1,1 0,001
Hamatokrit (I/1) 0,3+0,02 0,4+0,05 0,001
Calcium (mmol/l) 1,54£0,5 2,4+0,09 0,001
Natrium (mmol/l) 139,443,4 141,842,9 0,014
Kalium (mmol/l) 5,1+0,6 4,0+0,5 0,001
Leukozyten (G/ul) 6,6+2,3 6,0+1,9 0,511
Mo1+ASC+ (%) 89,2+11,2 96,3+4,1 0,083
Mo2+ASC+ (%) 93,545,2 96,7+3,4 0,080
Mo3+ASC+ (%) 97,0+2,4 96,1+4,3 0,787
Eosinophile (%) 89,4483 79,1498 0,035
Neutrophile (%) 97,2428 97,1464 0,542
ACE-Hemmer (%) 6,7 6,7 1,000
ARB (%) 66,7 60,0 1,000
Statine (%) 26,7 33,3 1,000
ASS (%) 33,3 26,7 1,000
Beta-Blocker (%) 93,3 40,0 0,005
Diuretika (%) 46,7 6,7 0,035
Ca-Kanal-Blocker %) 33,3 46,7 0,710
Vitamin D (%) 100,0 0 0,001
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4.3 ASC Expression in leukozytaren Zellen

Im Folgenden wurde die ASC Expression in den verschiedenen leukozytaren Zellen -
PBMC, Granulozyten und deren Subpopulationen - von Hamodialysepatienten
bestimmt. Alle gewonnenen Ergebnisse wurden mit denen des Kontrollkollektives
(nierengesunde Hypertoniepatienten) verglichen. Die Betrachtung erfolgte unter
unstimulierten Bedingungen sofort und nach vierstindiger Inkubation und unter
stimulierten Bedinungen nach vierstiindiger Inkubation. Stimuliert wurden die Zellen
mittels LPS und Nigericin, um so eine optimale Stimulation des Inflammasomkomplexes

zu gewabhrleisten.

Die ASC Expression wurde zum einen als Frequenz (Anzahl der positiven Zellen) und
zum anderen als mittlere Fluoreszenzintensitat (MFI, mean fluorescence intensity)
angegeben. Diese ist ein Mal} fir die Menge gebundenen Fluoreszenzfarbstoffes pro

Partikel. Die dargestellten Boxplots zeigen den Mittelwert + Standardabweichung (SD).

4.3.1 ASC Expression in Monozyten

Innerhalb der isolierten PBMC wurde die Zellpopulation der Monozyten
durchflusszytometrisch als CD14+ detektiert. Bei der Betrachtung der Monozyten in
beiden Patientengruppen in Tabelle 2 zeigt sich kein signifikanter Unterschied, es wurde
nahezu die gleiche Anzahl an Zellen isoliert (p= 0.324). Ebenso verhdlt es sich mit der

Vitalitat der Zellen, die in beiden Gruppen bei ca. 99% lag.

Tabelle 2: PBMC - Isolationsvalidierung

CKD5-D (HD) Kontrollen (BP) Statistik
Anzahl isolierter | 38,33+18,19 32,45+9,27 0,324
PBMC (Mio/
27 ml VB)
CD14+ 6,79+2,99 5,76+2,31 0,365
Monozyten an
PBMC (Mio)
Vitalitat PBMC 99,54+0.3 99,76+0.31 0,105
(%)
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ASC Frequenz und Expressionsdichte der Monozyten

Wie in der Abb. 8 dargestellt, ist unter unstimulierten Bedingungen (uP(T0)) die Frequenz
der Monozyten, die ASC exprimieren, bei HD- und BP-Patienten nahezu gleich (a.).
Nach erfolgter Inkubation (uP (T4)) lasst sich eine beginnende Reduktion der
ASC Frequenz erkennen, die durch eine Stimulation der Zellen noch verstéarkt wird (sP
(T4)). Aber es ist klar ersichtlich, dass die BP-Patienten unter stimulatorischen
Bedingungen (sP (T4)) eine signifikant hohere CD14+ASC+Frequenz aufweisen.

Bei der Betrachtung der mittleren Expressionsdichte pro Zelle (MFI) wird deutlich, dass
die HD-Patienten unter allen Bedingungen durchgangig signifikant niedrigere Werte im
Vergleich zu BP-Patienten aufweisen (b.). Des Weiteren fallt auf, dass es generell unter
Stimulation zu einer Downregulation der ASC Expression kommt (HD (uP (T4)): 4,4+0,4
vs HD (sP (T4)): 3.9+0,4, (p< 0,001); BP (uP (T4)): 5,4+1,6 vs BP (sP (T4)): 4,7+1,5,
(p<0,05)).
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Abb. 8: a.) ASC Frequenz (%) und b.) ASC Expressionsdichte pro Zelle (MFI) in der
Monozyten-Gesamtpopulation, im Vergleich HD- zu BP-Patienten, unter unstimulierten
Bedingungen (uP (TO0)), unter unstimulierten Bedingungen nach vierstlindiger
Inkubationszeit (uP (T4)) und unter stimulierten Bedingungen nach vierstiindiger
Inkubationszeit (sP (T4))

TOFIE der Monozyten
In Abb. 9 ist die Inflammasomaktivierung in Form von ASC Aggregatbildung mittels
dargestellt. Bei BP- im Vergleich zu HD-Patienten ist eine signifikant hohere ASC

Aggregatbildung unter basalen wie stimulatorischen Bedingungen nachweisbar. Die
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Inflammasomaktivierung in Form von ASC Aggregaten steigt in beiden Gruppen unter
Stimulation nicht an (HD (uP (T4)): 0,04+0,05 vs HD (sP(T4)): 0,05%0,09, (p< 0,875); BP
(uP (T4)): 0,36+0,68 vs BP (sp(T4)): 0,21+0,32, (p<0,932)).

uP (T0) uP (T4) sP(T4)

TOFIE Monocytes [%]
TOFIE Monocytes [%]

TOFIE Monocytes [%]

T T - T T o T T
HD BP HD BP HD BP

Abb. 9: Frequenz (%) TOFIE-positiver Monozyten, vergleichende Darstellung von HD-
und BP-Patienten, unter unstimulierten (UP (To), uP (T4)) und stimulierten (sP (T4))
Bedingungen

Immunfluoreszenzmikroskopie zum Nachweis der ASC Expression

Zur besseren Darstellung des ASC Adapter-Proteins in Monozyten eines HD-Patienten
wurden unter unstimulierten Bedingungen Zytospinpréaparate angefertigt. In Abb. 10 sind
in Fluoroshield eingebettete Monozyten (a.) und ihre ASC Expression (b.) von einem

HD-Patienten exemplarisch dargestellt. Unterschiede in den Praparaten von HD- und

BP-Patienten waren nicht ersichtlich.

a.) DAPI b.) ASC
Abb. 10: Darstellung der ASC Expression in Monozyten von Hamodialysepatienten

mittels Zytospinpraparat: a.) Anfarbung von Monozyten mittels DAPI (4",6-Diamidin-2-
phenylindol); b.) ASC Expression der Monozyten
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4.3.2 ASC Expression in den Monozyten-Subgruppen

Die Monozyten-Gesamtpopulation wurde anhand der zellularen Oberflachenexpression
von CD14 und CD16 in verschiedene Subpopulationen unterteilt. Die daraus
entstandenen drei Subpopulationen wurden als Mol, Mo2 und Mo3 bezeichnet.
Vergleicht man die ASC Expressionsstérke pro Zelle der einzelnen Subgruppen, so ragt
Mo2 mit der héchsten Expressionsdichte sowohl bei HD- als auch BP-Patienten heraus
(HD- Mo1: 5,5+0,4 vs Mo2: 10,0£3,0 vs Mo3: 7.8+1,4, (p<0,001); BP- Mo1: 6,0+1,3 vs
Mo2: 11,2+2,8 vs Mo3: 8,1+2,0, (p<0,001)).

Die Analyse des ASC Molekiils bei Mol (CD14++CD16-) zeigt, dass HD-Patienten im
Vergleich zu den BP-Patienten im Durchschnitt signifikant geringere Werte aufweisen -
sowohl bei der Frequenz (Abb. 11a.) als auch bei der Expressionsdichte pro Zelle (Abb.
11b.). Beiden betrachteten Patientenkollektiven ist gemeinsam, dass es zu einer
geringgradigen Downregulation der ASC Expression bei Stimulation kommt.
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Abb. 11: a.) ASC Frequenz (%) und b.) ASC Expressionsdichte pro Zelle (MFI) in der
Monozyten-Subgruppe Mol - CD14++CD16-, im Vergleich HD- zu BP-Patienten, unter
unstimulierten (uP (TO); uP (T4)) und stimulierten (sP (T4)) Bedingungen

Innerhalb der Subpopulation Mo2 (CD14++CD16+) lasst sich ein dhnlicher Effekt, wie
bei Mol feststellen (Abb.12). So weisen auch hier die HD-Patienten eine signifikant
geringere ASC Expression bei der Frequenz (12a.) und bei der Expressionsdichte (12b.)
unter allen Bedingungen im Vergleich zu BP-Patienten auf. Hierbei zeigt sich ebenso

eine Downregulation der ASC Expression in beiden Kollektiven bei Stimulation.
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Abb. 12: a.) ASC Frequenz (%) und b.) ASC Expressionsdichte pro Zelle (MFI) in der
Monozyten-Subgruppe Mo2 - CD14++CD16+, im Vergleich HD- zu BP-Patienten, unter
unstimulierten (uP (TO), uP (T4)) und stimulierten (sP (T4)) Bedingungen

Zu der dritten Subpopulation Mo3 werden all diejenigen Monozyten gezahlt, die
CD14+CD16++ sind (Abb. 13). Unter unstimulierten Bedinungen (uP (TO), uP (T4))
zeigen beide Gruppen nahezu gleiche Werte fir die Frequenz (a.) und fur die

Fluoreszenzintensitat (b.).

Nach Stimulation der Mo3-Zellen weisen auch hier wieder die BP-Patienten eine héhere
ASC Expression auf. Wie in den anderen Subpopulationen kommt es bei der
Mo3-Gruppe zu einer ASC Downregulation innerhalb der beiden Patientengruppen nach

erfolgter Stimulation.
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Abb. 13: a.) ASC Frequenz (%) und b.) ASC Expressionsdichte pro Zelle (MFI) in der
Monozyten-Subgruppe Mo3 - CD14+CD16++, im Vergleich HD- zu BP-Patienten, unter
unstimulierten (uP (TO), uP (T4)) und stimulierten (sP (T4)) Bedingungen

4.3.3 ASC Expression in Granulozyten

Die Population granulozytarer Zellen wurde durchflusszytometrisch als
CD15+CD14-CD3- detektiert. Die Anzahl isolierter Granulozyten innerhalb der beiden
Patientenkollektive ist nicht signifikant unterschiedlich (p= 0.77). Gleichermaf3en verhalt
es sich mit der Vitalitat der isolierten Zellen (p= 0.1085) (Tabelle 3).

Tabelle 3: Granulozyten - Isolationsvalidierung

CD15+ CKD5-D (HD) Kontrollen (BP) Statistik
Anzahl isolierter | 30,8+20,84 28,82+12,9 0,77
Zellen

(Mio/27ml)

Vitalitat (%) 98,35+1,63 97,03+3,25 0,1085

ASC Frequenz und Expressionsdichte der Granulozyten
Die Frequenz ASC positiver Granulozyten ist unter basalen (uP (T0), uP (T4)) wie unter
stimulatorischen Bedingungen (sP (T4)) in beiden Patientenkollektiven nahezu gleich

und liegt bei fast 100 Prozent (Abb. 14a.). Jedoch zeigen die Granulozyten der
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nierengesunden Hypertoniepatienten eine signifikant hbhere ASC Expressionsdichte pro
Zelle (Abb. 14b.). Auffallig ist, dass beide Patientenkollektive mit einer ASC
Hochregulation auf eine Stimulation reagieren (HD (uG (T4)): 5,3 vs HD (sG (T4)):
11,0£2,2, (p< 0,047); BP (uG (T4)): 7,6+4,3 vs BP (sG (T4)): 15,4+4,9, (p< 0,012)).
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Abb. 14: a.) ASC Frequenz (%) und b.) ASC Expressionsdichte pro Zelle (MFI) in der
Granulozyten-Gesamtpopulation. Vergleichende Darstellung von HD- und BP-Patienten,
unter unstimulierten (uG (T0), uG (T4)) und stimulierten (sG (T4)) Bedingungen

TOFIE der Granulozyten

Die Daten der TOFIE-Analyse der Granulozyten zeigen keine signifikanten Unterschiede
in der ASC Aggregatbildung, weder unter basalen (uG) noch stimulatorischen
Bedingungen (sG) (Abb. 15).
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Abb. 15: Frequenz (%) TOFIE-positiver Granulozyten, Vergleich von HD- zu BP-
Patienten, unter unstimulierten (UG (T0), uG (T4)) und stimulierten (sG (T4))
Bedingungen
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Immunfluoreszenzmikroskopie zum Nachweis der ASC Expression

In Abb. 16 sind in Fluoroshield eingebettete Granulozyten (a.) und ihre ASC Expression
(b.) von einem HD-Patienten exemplarisch dargestellt. Unterschiede in den Préparaten
von HD- und BP-Patienten waren nicht ersichtlich.

a.) DAPI b.) ASC

Abb. 16: Darstellung der ASC Expression in Granulozyten von Hamodialysepatienten
mittels Zytospinpraparat: a.) Anfarbung von Granulozyten mittels DAPI; b.) ASC
Expression der Granulozyten

4.3.4 ASC Expression in den Granulozyten-Subgruppen

In einem nachsten Schritt werden die Granulozyten-Subgruppen der HD- und BP-
Patienten genauer untersucht. Dabei lassen sich zwei Gruppen ermitteln: zum einen die
CD15+CD16- Eosinophilen und zum anderen die CD15+CD16+ Neutrophilen.

Die Frequenz eosinophiler ASC exprimierender Granulozyten ist unter basalen (UG)
Bedingungen bei HD-Patienten signifikant héher im Vergleich zu hypertonen
nierengesunden Patienten (Abb. 17a.). Unter stimulatorischen (sG) Bedingungen ist die
Frequenz ASC positiver Granulozyten nicht signifikant unterschiedlich in beiden
Gruppen. Die ASC Expressionsdichte ist auf niedrigem Niveau signifikant hdher in der
Nierengesundengruppe (Abb. 17b.). Des Weiteren fallt auf, dass es generell unter
Stimulation zu keiner signifikanten Veranderung der eosinophilen ASC Expression
kommt (HD (uG (T4)): 62,8+11,8 vs HD (sG (T4)): 68,0£18,4, (p< 0,307); BP (uG (T4)):
62,4+32,0 vs BP (sG (T4)): 85,1+40,3, (p< 0,11)).
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Abb. 17: a.) ASC Frequenz (%) und b.) ASC Expressionsdichte pro Zelle (MFI) in
Eosinophilen Granulozyten - CD15+CD16-, verglichen werden HD- und BP-Patienten,
unter unstimulierten (uG (T0), uG (T4)) und stimulierten (sG (T4)) Bedingungen

Die Frequenz neutrophiler ASC exprimierender Granulozyten ist bei HD-Patienten im
Vergleich zu nierengesunden BP-Patienten nicht signifikant unterschiedlich (Abb. 18a.).
Die Expressionsdichte pro Zelle hingegen ist sowohl basal (UuG) als auch unter
stimulatorischen (sG) Bedingungen bei Hamodialysepatienten signifikant erniedrigt
(Abb. 18b.). Im Gegensatz zu den Eosinophilen fallt auf, dass es unter Stimulation zu
einer signifikanten Hochregulation der neutrophilen ASC Expression kommt (HD (uG
(T4)): 5,241,3 vs HD (sG (T4)): 11,5+2,3, (p< 0,001); BP (uG (T4)): 7,4+4,1 vs BP (sG
(T4)): 16,3+4,8, (p< 0,001)).
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Abb.18: a.) ASC Frequenz (%) und b.) ASC Expressionsstarke pro Zelle (MFI) in
Neutrophilen - CD15+CD16+, verglichen werden HD- und BP-Patienten, unter
unstimulierten (UG(T0), uG(T4)) und stimulierten (sG(T4)) Bedingungen

4.4 Expression von Genen, die fir NLRP3 Inflammasom-Komponenten kodieren

Mittels RT-PCR wurden die mRNA Spiegel von NLRP3, ASC und Interleukin-1B in
Monozyten und Granulozyten von HD-Patienten im Vergleich zu nierengesunden
BP-Patienten gemessen. Nierengesunde Hypertoniepatienten weisen sowohl in
Gesamtleukozyten (Abb. 19a.), als auch in isolierten unstimulierten PBMC (Abb. 19b.)
im Vergleich zu Hamodialysepatienten ein signifikant héheres Niveau fir die
IL-18-mRNA Expression auf, wohingegen Sensor und Adapter mRNA Expression nicht
unterschiedlich sind. Unter stimulatorischen Bedingungen ergab die mRNA
Expressionsanalyse  keine  signifikanten Unterschiede  zwischen beiden

Patientengruppen (Abb. 19c.).
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Abb. 19: Darstellung des Expressionsniveaus von NLRP3, ASC und IL-18 in Monozyten,
im Vergleich HD- und BP-Patienten, a.) leukozytdre Gesamtanalyse (Tempus);
b.) PBMC unter unstimulierten (uP) und c.) PBMC unter stimulierten Bedingungen (sP)

Die Analyse der Granulozyten in Abb. 20a. zeigt, dass das Expressionsniveau fiir NLRP3

bei BP-Patienten unter basalen Bedingungen im Vergleich zu HD-Patienten nicht

signifikant erhoht ist. Das Expressionsniveau fir ASC und IL-18 ist in der Gruppe der

HD-Patienten erhoht. Eine Stimulation der Granulozyten mit LPS und Nigericin bewirkt

in beiden Kollektiven eine Hochregulation der Expression, wobei der Grad der

Hochregulation zu keinen signifikanten Unterschieden in den beiden Kohorten fuhrt
(Abb. 20b.).
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Abb. 20: Darstellung des Expressionsniveaus von NLRP3, ASC und IL-18 in
Granulozyten, im Vergleich HD- und BP-Patienten, a.) unter unstimulierten (uG) und
b.) unter stimulierten Bedingungen (sG)

4.5 IL-1B Sezernierung

Die IL-1 Freisetzung wurde im Serum und in Zellkulturiiberstdinden gemessen. Der
IL-18 Serumspiegel zwischen HD- und BP-Patienten ist nicht signifikant unterschiedlich
(Abb. 21).

IL-1b [pg/mI]
N

HID BIP

Abb. 21: Darstellung der IL-18 Serumspiegel bei HD-Patienten, im Vergleich zu BP-

Patienten

Die IL-13 Analyse der Zellkulturiiberstande ist in Abb. 22 dargestellt. Hierbei zeigt sich,
dass in Monozyten (Abb. 22a.), aber auch in Granulozyten (Abb. 22b.) des
nierengesunden Kontrollkollektivs, mehr IL-1B unter unstimulierten und stimulierten
Bedingungen im Vergleich zu HD-Patienten freigesetzt wird. Des Weiteren fallt auf, dass
eine Stimulation der Zellproben mittels LPS und Nigericin zu einer signifikant héheren
Zytokinsekretion in Monozyten und Granulozyten beider Patientenkollektive fiihrt.
Monozyten sezernieren unter allen Bedingungen bis zu 600-fach mehr IL-1f im

Vergleich zu Granulozyten.
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Abb 22: Darstellung der IL-78 Expression a.) in Monozyten und b.) in Granulozyten im
Vergleich HD- und BP-Patienten
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5 Diskussion

In der vorliegenden prospektiven Querschnittsstudie, die mittels klassischer
biomolekularer Untersuchungsmethoden durchgefihrt wurde, wurde die NLRP3
Inflammasomaktivitdt bei chronisch nierenkranken Patienten im Vergleich zu
nierengesunden Hypertoniepatienten untersucht. Innerhalb des NLRP3 Inflammasom-
Komplexes wurden als wichtige Komponenten das Adaptermolekil ASC, welches durch
Aggregatbildung unmittelbar an der Aktivierung des Komplexes beteiligt ist sowie das
Aktivierungsendprodukt - das proinflammatorische Zytokin IL-1 - in den Fokus
genommen. Dabei wurden neben den einzelnen Aktivitaiten auch die mMRNA
Expressionen der jeweiligen Inflammasomkomponenten betrachtet. Die gewonnenen
Ergebnisse Uber die untersuchten Studiengruppen, Zellreihen und einzelnen NLRP3
Inflammasomkomponenten (ASC, IL-1B) wurden in den Kontext zu bisherigen

Forschungsergebnissen gesetzt.
5.1 Bedeutung leukozytarer Zellen fir den Inflammasomkomplex

5.1.1 Die Bedeutung der Monozyten

Monozyten sind immunkompetente Zellen, die an der angeborenen Immunabwehr
teilnehmen. Mittels durchflusszytometrischer Analyse kdnnen die Zellen innerhalb der
isolierten PBMC als CD14+ detektiert werden. Wie von Ancuta et al. 2003 sowie
Ziegler-Heitbrock und Hofer 2013 beschrieben, lassen sich Monozyten anhand der
Oberflachenmerkmale CD14 und CD16 in drei Subpopulationen - CD14++CD16- (Mo1l),
CD14++CD16+ (Mo2) und CD14+CD16++ (Mo3) - aufteilen ( Ancuta et al. 2003; Ziegler-
Heitbrock und Hofer 2013). In unseren Daten konnten wir belegen, dass Monozyten ASC
konstitutiv exprimieren. Dartber hinaus konnte zum ersten Mal gezeigt werden, dass
dies auf alle Monozytensubpopulation zutrifft, wobei Mo2 Zellen die hdchste Expression
aufweisen  (ASC  Expressionsdichte  Mo2>Mo3>Mol). Eine Form der
Aktivierungsmessung stellt die sogenannte TOFIE-Analyse dar. In der Analyse kénnen
NLRP3 Aktivierungszustande anhand der ASC Zusammenlagerung nach Aktivierung
(sogenannte ,Specks®) durchfluRzytometrisch analysiert werden. Unsere Daten zeigen,
dass Monozyten nicht nur in der Lage sind, das Adaptermolekul zu exprimieren, sondern
auch zur ASC Aggregatbildung fahig sind und damit den Anstol3 zur proinflammtorischen
IL-1R8 Freisetzung geben konnen. Somit passen sich unsere Ergebnisse in
Untersuchungen, wie beispielsweise von Belge et al. 2002 ein. In dieser Studie konnte
die Arbeitsgruppe aufzeigen, dass CD16+ Monozyten (Mo2 und Mo3) signifikant mehr

proinflammatorische Zytokine produzieren im Vergleich zu CD16- Monozyten. So
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beschrieben sie CD16+ Monozyten als Hauptakteure einer Aktivierung des
Immunsystems (Belge et al. 2002).

Ein weiterer Effekt der Monozyten, der in einigen Studien schon beschrieben wurde, ist
das Inflammasomverhalten nach Aktivierung. Fir eine ausreichende Aktivierung des
NLRP3 Inflammasomkomplexes und der Freisetzung von IL-13 wurde deshalb eine
zweifache Stimulation der Zellen mittels LPS und Nigericin durchgefiihrt (klassischer
NLRP3 Aktivierungs-Pathway). Dieses Vorgehen wurde schon in Studien von Perregaux
und Gabel 1994 und Cheneval et al. 1998 n&her beschrieben. So zeigten sie, dass ein
entzindlicher Stimulus, wie LPS, grol3e intrazellulare Speicher von pro-IL-1f3 induzieren
kann. Allerdings bedarf es eines zweiten Stimulus’, wie Nigericin oder ATP, der
aktiviertes reifes IL-1p freisetzt (Perregaux und Gabel 1994; Cheneval et al. 1998).
Diesen Effekt konnten wir in der vorliegenden Studie bestatigen. So kam es nach
erfolgter Stimulation und Inkubation der PBMC in beiden Probandengruppen zu einer
Zunahme der IL-13 Zytokinproduktion. Bei der Betrachtung des Inflammasomkomplexes
lie3 sich hingegen in beiden Patientenkollektiven eine Abnahme der monozytaren ASC
Expression nach Stimulation erkennen. Dieser Effekt, der sowohl auf Proteinebene als
auch bei der TOFIE-Analyse zu sehen ist, wurde so noch nicht beschrieben. Er deutet
darauf hin, dass moglicherweise eine Art ,shut-down-Mechanismus® zu Grunde liegt, der
eine UberschieRende ASC Aggregatbildung verhindern kann. Netea et al. zeigten 2009,
dass eine Inhibition der monozytaren ASC und NLRP3 Expression die IL-1[ Freisetzung
auch nach LPS-Stimulation signifikant reduzieren kann (Netea et al. 2009). Die
Notwendigkeit von Inflammasomkomponenten fir die Zytokinsekretion konnte schon in
friheren Studien, wie beispielsweise von Mariathasan et al. 2004 und Sutterwala et al.
2006 aufgezeigt werden. So stellten sie fest, dass das NLRP3 Inflammasom und ASC
fur die Zytokinproduktion unverzichtbar zu sein scheinen, da es ansonsten zu einer

fehlerhaften Zytokinreifung kommt (Mariathasan et al. 2004; Sutterwala et al. 2006) .

In einem nachsten Schritt der Studie wurden die Monozytenpopulationen und deren ASC
Expression innerhalb der beiden Studiengruppen - chronisch nierenkranke Patienten
unter Hamodialysebehandlung und nierengesunde Hypertoniepatienten - miteinander
verglichen. Dabei konnten signifikante Unterschiede zwischen den Alters-, Geschlechts-
und Diabetes-gematchten Kollektiven festgestellt werden. So wiesen chronisch
Nierenkranke eine signifikant geringere ASC Expression auf Proteinebene auf. Die RNA
Expression war zwar nicht signifikant unterschiedlich in beiden Gruppen, jedoch die ASC

Aggregatbildung - als maRgeblicher Aktivierungsplattformgeber war erniedrigt.

Somit scheint Uberraschenderweise eine niedrigere monozytdre NLRP3 Inflammasom-

Aktivierung bei den multimorbiden Dialysepatienten im Vergleich zu den hypertonen

56



Diskussion

Patienten mdoglich zu sein. Generell ist bekannt, dass kardiovaskulare Erkrankungen,
unabhangig von einer Niereninsuffizienz, den NLRP3 Inflammasom aktivieren kdnnen
(Liu et al. 2017). Der enge Zusammenhang zwischen renalen Erkrankungen und den
damit assoziierten kardiovaskularen Erkrankungen bei Dialysepatienten lie3en uns
spekulieren, dass der Grad der Inflammasomaktivierung bei Dialysepatienten hoher oder
zumindest gleichstark zu den gematchten Hypertonikern ausfallt. Die Analyse von ASC
als Adapterprotein und als Aktivierungsmarker des NLRP3 Inflammasoms ist unseres
Erachtens in bisherigen Studien ungenlgend betrachtet. Inwiefern sich ,unser ASC
Befund auf das Endprodukt des NLRP3 Inflammasoms auswirkt, wird nachfolgend noch

diskutiert werden.

5.1.2 Die Bedeutung der Granulozyten

Neben der Monozytenpopulation wurden in der Studie auch Granulozyten analysiert. Die
Gesamtheit der Granulozyten konnte duchflusszytometrisch als CD15+ detektiert
werden. Mittels anti-CD15 und -CD16 Farbung wurden zwei Gruppen identifiziert:
CD15+CD16- (Eosinophile) und CD15+CD16+ (Neutrophile). Diese Einteilung wurde
ebenfalls schon in einer friiheren Studie durchgefihrt (Gustafson et al. 2015). Obwohl
Neutrophile zu den am haufigsten vorkommenden Zellen bei Infektionen und
Entzindungen im menschlichen Koérper zadhlen, ist ihre Rolle bei der
Inflammasomaktivierung und dessen Komponenten noch nicht genauer erforscht. So
richtete sich ein Teil der Studie der Untersuchung des NLRP3 Inflammasomkomplexes
in Neutrophilen. Um Aussagen Uber das Inflammasomverhalten treffen zu kénnen,
wurde auch hier die ASC und IL-1B Expression in den Zellen bestimmt. Dabei zeigten
sich bei Neutrophilen hohere Frequenz-Werte ASC+ Zellen und niedrigere
Expressionsdichten pro Zelle im Vergleich zu den eosinophilen Granulozyten. Durch
eine Stimulation der Zellen mittels LPS und Nigericin (zweifach Stimulation wie bei den
Monozyten) wurde die ASC Expression innerhalb der Neutrophilen hochreguliert, was
eine Verstarkung der Inflammation bedeutet. Die durchgeflihrte Stimulation bewirkte in
der Granuloyztengesamtpopulation ebenfalls eine Zunahme der IL-13 Sekretion. Somit
konnte nachgewiesen werden, dass Neutrophile auf eine Entziindungsreaktion oder
Infektion des Koérpers mit einer verstarkten Inflammasomaktivierung reagieren. Dieser
Effekt bestatigt die bisherigen Erkenntnisse von Mankan et al. 2012 und Bakele et al.
2014, dass Neutrophile die Hauptakteure der Immunabwehr innerhalb der
Granulozytenpopulation darstellen. Sie sind in der Lage, das NLRP3 Inflammasom und
dessen Komponenten zu aktivieren und so Uber Zytokine, wie IL-1f proinflammatorisch

zu wirken (Mankan et al. 2012; Bakele et al. 2014). Im Widerspruch zu diesen
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Erkenntnissen steht die Studie von Patankar et al. 2015. Diese Arbeitsgruppe stellte im
Mausmodell fest, dass Neutrophile zur IL-13 Sekretion einen ASC unabhéngigen Weg
nutzen (Patankar et al. 2015). In kinftigen Studien sollte deshalb nochmals genauer auf
die Inflammasomaktivitat in Neutrophilen eingegangen werden, da die Auswirkungen
von Neutrophilen zur gesamten IL-1B Produktion und ihre Mechanismen noch
weitgehend unklar sind.

Es ist bekannt, dass Neutrophile als Hauptentziindungszellen auch einen Einfluss auf
chronische Erkrankungen wie eine chronische Niereninsuffizienz aufweisen. Dies wurde
in Studien, wie beispielsweise von Reddan et al. 2003 und Catabay et al. 2017,
festgestellt. So zeigten sie, dass chronisch nierenkranke Patienten unter
Hamodialysebehandlung eine erhdhte Neutrophilenzahl aufweisen. Diese ist Ausdruck
einer verstarkten Entzundungsreaktion im Korper und scheint mit einem erhohten
Mortalitatsrisiko verbunden zu sein (Reddan et al. 2003; Catabay et al. 2017). Der fur
eine solche Entziindungsreaktion ursdchliche NLRP3 Inflammasomkomplex wurde in
Neutrophilen noch nicht nédher betrachtet. Unsere Daten zeigen eine erhdhte ASC
Frequenz bei chronisch Nierenkranken im Vergleich zu nierengesunden
Hypertoniepatienten einerseits und eine erniedrigte ASC Expressionsstarke pro Zelle
(MFI1) andererseits. Durch diese etwas ambivalenten Daten lasst sich bei Einbezug der
ASC Aggregatbildung, die in beiden Patientenkollektiven nicht unterschiedlich ist, eher
mutmalfen, dass die granulozytdre NLRP3 Aktivierung zwischen beiden Gruppen nicht
unterschiedlich ist. Dass ein Zusammenhang zwischen chronisch kardiovaskularen
Erkrankungen, wie Hypertonie und einer systemischen Entzindung im Koérper -
ausgelost durch Neutrophile - besteht, bleibt unbenommen (Imtiaz et al. 2012; Okyay et
al. 2013). Inwiefern eine NLRP3 Inflammsomaktivierung dazu beitragt, obliegt weiteren
Studien.

5.2 Bedeutung der Niereninsuffizienz versus ,reiner” Hypertonie fir den NLRP3

Inflammasomkomplex

Unsere Studie untersucht die Bedeutung der Inflammasomaktivierung von
immunkompetenten Zellen (ASC Aggregatbildung, IL-1B Freisetzung) bei Nierenkranken
im Vergleich zu einer gematchten Gruppe von nierengesunden Hypertonikern. Wichtig
fur die Deutung der Daten erscheint uns auch die Tatsache, dass keine signifikanten
Unterschiede beziglich systemischer Entziindungszeichen zwischen beiden Gruppen

zu finden waren.

Studien, die die NLRP3 Inflammasom-Aktivierung zwischen Hamodialysepatienten im

Vergleich zu Gesunden analysiert haben, stellen ein signifikant erhéhtes
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Expressionsniveau fir das NLRP3 Inflammasom fest (Granata et al. 2015). Dieser Effekt
wurde ebenfalls in vorherigen Studien, wie von Vilaysane et al. 2010, belegt. Die
Arbeitsgruppe von Vilaysane et al. betrachtete hierbei, ob humane Nierenerkrankungen
zu einer erhohten NLRP3 Inflammasomexpression fuhren. Sie konnten mit ihrer Studie
aufzeigen, dass eine Nierenerkrankung eine Hochregulation des Inflammasoms im
Korper bewirkt und dies eine chronische Entziindungsreaktion auslésen kann (Vilaysane
et al. 2010).

Unsere Ergebnisse zeigen eine starkere monozytare Aktivierung des NLRP3 Komplexes
(ASC Aggregatbildung) bei nierengesunden Hypertonikern. Das ist tiberraschend, da die
Multimorbiditéat der Dialyspatienten durchaus die Vermutung zulésst, dass eine starkere
bzw. zumindest eine gleichstarke Aktivierung des NLRP3 Inflammsoms bei diesen
Patienten zu erwarten ware. Jedoch ist die Komplexitéat der kardiovaskularen Erkrankung
- auch ohne Nierenbeteiligung - nicht zu unterschatzen. So untersuchten beispielsweise
Zheng et al. 2013 den Zusammenhang zwischen der NLRP3 Inflammasomexpression
im Aortengewebe und kardiovaskularen Risikofaktoren. Dabei fanden sie heraus, dass
an Hypertonie oder Diabetes erkrankte Patienten und Raucher eine stark erhdhte
NLRP3 Expression im Vergleich zu gesunden Kontrollpatienten aufweisen (Zheng et al.
2013). In einer weiteren Studie von Bando et al. 2015 wird gezeigt, dass
lebensstilbedingte Erkrankungen - Hypertonie, Diabetes, Hyperlipidamie - die NLRP3
Inflammasomaktivitat im subkutanen Fettgewebe férdern und dadurch die Schwere der
koronaren Atherosklerose negativ beeinflussen (Bando et al. 2015). Auch hier bedarf es
weiterer Studien, die die genaueren Mechanismen und Einflussfaktoren

kardiovaskularer Risikofaktoren auf die NLRP3 Inflammasomexpression untersuchen.

Interessanterweise munden die signifikant hoheren ASC Aktivierungswerte bei
nierengesunden Hypertonikern in unserer Studie nicht in héhere IL-1[3 Spiegel. Beide
Gruppen - HD- und BP-Patienten - besitzen nahezu identische IL-1[3 Spiegel. Dies legt
den Verdacht nahe, dass bei Dialysepatienten Giber NLRP3 unabhangigem Weg IL-113
produziert werden muss bzw. dass bei den Nierengesunden ein Mechanismus vorliegt,

der zur Begrenzung der IL-1R Ausschittung beitragt.

5.3 Einschrankungen

Die geringe Anzahl an Probanden, die an der Pilotstudie teilgenommen haben, sollte als
Einschrankung dieser Studie berlcksichtigt werden. Die gewonnenen Daten geben
dennoch einen ersten Uberblick Uiber das Inflammasomverhalten, insbesondere der ASC
Expression, in den verschiedenen leukozytaren Zellreihen bei niereninsuffizienten

Patienten unter Dialysebehandlung. Ebenso konnte der Einfluss einer kardiovaskuléren
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Erkrankung - Hypertonie - auf die Aktivitat des NLRP3 Inflammasomkomplexes
aufgezeigt werden. Hier kann als weitere Einschrdnkung gesehen werden, dass die
Studie nicht berlcksichtigt, wie sich weitere kardiovaskulare Risikofaktoren, wie das
Rauchverhalten oder eine Diabeteserkrankung auf das NLRP3 Inflammasom auswirken.
Prospektive Studien in groBerem Malstab sind erforderlich, um genauere

Schlussfolgerungen ziehen zu kénnen.

60



Zusammenfassung

6 Zusammenfassung

In den letzten Jahren wurde zunehmend herausgefunden, dass die Aktivierung des
NLRP3 Inflammasoms bei der Immunabwehr eine grof3e Rolle spielt. So wird es im
Korper durch eine Vielzahl von Stimuli aktiviert und ist in der Lage, tUber die Sekretion
proinflammatorischer Zytokine wie IL-18 eine permanente Inflammation auszulésen.
Folgen einer solchen Inflammation sind chronische Entziindungsprozesse,
Homdostasestdrungen und eine Beeintrachtigung der Organfunktion. Jingere Studien
messen der Inflammasomaktivierung auch bei chronischen Nierenerkrankungen eine
groRe Bedeutung bei (Chang et al. 2014; Granata et al. 2015). Mit der vorliegenden
Studie wollte die Arbeitsgruppe deshalb herausfinden, inwieweit eine NLRP3
Inflammasomaktivierung einen  Effekt auf chronisch  Nierenkranke unter
Hamodialysebehandlung aufweist. Ein besonderes Augenmerk wurde dabei auf die
einzelnen Inflammasomkomponenten - das Adaptermolekil ASC und das
proinflammatorische Zytokin IL-1f - gelegt. Weiterhin sollte untersucht werden, ob eine
Inflammasomaktivierung einer bestimmten leukozytdren Zellreihe zugeschrieben
werden kann. Die Arbeitsgruppe rekrutierte fir diese prospektive Querschnittsstudie 15
Hamodialysepatienten. Die zu untersuchenden Blutproben wurden klassischen
biomolekularen Methoden unterzogen. Die gewonnenen Ergebnisse wurden mit denen
eines gematchten Kontrollkollektivs nierengesunder Hypertoniepatienten verglichen.
Zusammenfassend lasst sich aus den gewonnenen Ergebnissen der Studie schliel3en,
dass sowohl Monozyten als auch Granulozyten in der Lage sind das NLRP3
Inflammasom und dessen Komponenten zu exprimieren und somit eine Inflammation in
beiden Patientenkollektiven auszulésen. Monozyten und Granulozyten sind jedoch
hinsichtlich ihres ASC Expressionsgrades unter Stimulation verschieden und es
existieren Unterschiede bei ASC Frequenzen und -Expressionsdichten innerhalb der
einzelnen Zellreihen. Beim Vergleich der Patientenkollektive zeigen unsere Ergebnisse
deutlich, dass sich beide Patientenkollektive - chronisch Nierenkranke und
nierengesunde Hypertoniker - hinsichtlich der NLRP3 Inflammasomaktivierung und ASC
Frequenz voneinander unterscheiden. Obwohl Nierengesunde héhere ASC Werte
aufweisen, resultieren daraus keine erhdhten Serum-IL-1B Spiegel. Auffallig ist auch,
dass es keinen signifikanten Unterschied bei systemischen Entziindungszeichen, wie
CRP gibt.

AbschlieRend lasst sich sagen, dass es kinftig weiterer Studien bedarf, die besonders
den Einfluss kardiovaskularer Erkrankungen auf eine NLRP3 Inflammasomaktivierung

untersuchen.
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Thesen

8 Thesen

1. Leukozytare Zellreihnen (Monozyten und Granulozyten) verfligen Uber eine
Expression des Adaptermolekils ASC.

2. Monozyten und Granulozyten unterscheiden sich im ASC Expressionsgrad unter

Stimulation.

3. Monozyten exprimieren ASC und bilden ASC Aggregate fiur die

proinflammatorische IL-1p Freisetzung.

4. Neutrophile Granulozyten haben im Vergleich zu eosinophilen Granulozyten

unterschiedliche ASC Frequenzen und Expressionsdichten.

5. Chronisch Nierenkranke unterscheiden sich in ihrer signifikant geringeren

monozytaren NLRP3 Inflammasomaktivierung von nierengesunden Patienten.

6. ASC Frequenz und Expressionsstéarke pro Zelle von Neutrophilen ist bei chronisch

Nierenkranken signifikant geringer als bei nierengesunden Patienten.

7. Zwischen den Gruppen gibt es keinen signifikanten Unterschied bei systemischen

Entzindungszeichen (CRP).

8. Nierengesunde zeigen trotz hoherer ASC Werte keine erhdhten Serum-IL-1(3

Spiegel.
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