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1. Einleitung

1.1. Chronische Nierenerkrankung

Definition und Bedeutung chronischer Nierenkrankheit

Chronische Nierenerkrankung (engl.: chronic kidney disease, CKD) beschreibt den
fortschreitenden Verlust von Nephronen und damit eine irreversible Einschrinkung der
Nierenfunktion. Definiert wird die CKD nach den Leitlinien der KDIGO (Kidney Disease:
Improving Global Outcomes) als Abweichung von Nierenfunktion- oder struktur iiber mehr
als drei Monate mit Auswirkungen auf den Gesundheitszustand. Die Klassifikation erfolgt
nach Krankheitsursache, glomerulédrer Filtrationsrate (GFR) und Albuminurie [1]. Auf diese
Weise kann der Schweregrad der Erkrankung abgeschétzt und eine Aussage iiber die
Prognose getroffen werden. In Tabelle 1 sind GFR- und Albuminuriestadien und die
dazugehorige Mortalitdtserhohung abgebildet. Das Endstadium der CKD (engl.: end-stage
renal disease, ESRD) ist von der Dekompensation des Nierenversagens im Stadium G5
geprigt, lasst sich allerdings nicht allein am GFR-Wert festmachen [2]. Eine eingeschriankte
Nierenfunktion betrifft aufgrund der Multifunktionalitdt der Niere viele Gesundheitsbereiche
betrifft und schriankt die Lebensqualitit erheblich ein [3]. Mit einer weltweiten Privalenz von
ca. 10% zéhlt sie zu den Volkskrankheiten [4]. In Deutschland liegt die Privalenz sogar noch

hoher und wird mit bis zu 17% [5] angegeben.

Tabelle 1: CKD-Stadien und Erhéhung des Mortalititsrisikos durch CKD.

. e Albuminurie-Kategorie
Relatives Risiko fiir Al A2 A3
allgemeine Mortalitat <30 mg/g 30-300 mg/e > 300 mg/e

Qa Gl >90 1,4 1,6 2,7
s @ 60-89 1,4 1,8 2,7
22 Gl 45-59 1,7 2,2
M g G3b 30-44 2,3
2E G4 15-29
O g

G5 <15

Die GFR-Kategorie bezieht sich auf die geschitzte glomeruldre Filtrationsrate (eGFR). Die
Albuminurie-Kategorie bezieht sich auf das Albumin-zu-Kreatinin-Verhiltnis (ACR) im Urin. Die
Daten in den roten Feldern geben das adjustierte relative Risiko fiir allgemeine Mortalitét in Referenz
zur Gruppe von Personen mit einer eGFR zwischen 90 und 105 ml/min/1,73m’ und einer ACR von
unter 10 mg/g an. Die allgemeine Mortalitiit in der Referenzgruppe betrigt 7/1000 Personenjahren. Die
Daten entstammen einer Metaanalyse und wurden in [1] publiziert. Die Intensitit der roten Farbe
illustriert das Ausmaf} der Risikoerhhung durch CKD.



Einleitung

Eine zusitzliche Biirde stellt die Kostenintensivitdt der verfiigbaren Nierenersatztherapien
dar, die einem GroBteil der Weltbevolkerung aus diesem Grund auch nicht zur Verfligung
stehen [6]. Dies wiederum ist mitverantwortlich dafiir, dass entgegen der allgemeinen
Entwicklung der Abnahme der Letalitit vieler Krankheiten [7] die Mortalitit durch
Nierenerkrankungen von 1990 bis 2013 weltweit sogar um 36,9% zunahm und diese es so in
die traurige Liste der zwanzig hiufigsten Todesursachen schafften [8]. Zu den Risikofaktoren
fiir die Entwicklung einer CKD gehoren Alter [9], Diabetes mellitus, arterielle Hypertonie,
Ubergewicht, Dyslipiddmie und weibliches Geschlecht [10, 11]. Diabetische und hypertensive
Nephropathie machen in Industrielindern zusammen tiiber die Hilfte der CKD-Fille aus.
Weitere  Ursachen sind  entziindliche  Erkrankungen wie interstitielle  oder
Glomerulonephritiden, die autoimmun, toxisch oder - besonders in Entwicklungslindern -
auch infektiés bedingt sein konnen, angeborene Erkrankungen wie Zystennieren,
Fehlbildungen oder Nierensteinleiden, die mit Harnstau einhergehen, und
Stoffwechselerkrankungen. Dariiber hinaus verbleibt eine nicht unerhebliche Zahl an Fillen,

deren Atiologie sich selbst in nephrologischer Betreuung nicht kléren ldsst [12, 13].

Hyperoxalurie und Oxalatnephropathie

Eine seltenere aber fiir das Verstindnis dieser Arbeit wichtige Ursache fiir chronische
Nierenerkrankung ist die Oxalatnephropathie. Da es fiir den experimentellen Ansatz der
Arbeit unmoglich war, die gewiinschte wissenschaftliche Erkenntnis direkt am nierenkranken
Menschen zu gewinnen, wurde ein murines CKD-Modell gewdhlt, bei dem die
Nierenschiadigung iiber eine erhohte, orale Oxalatzufuhr erfolgte. Oxalat ist das Salz der
Oxalsédure, das im Korper nicht abgebaut, sondern fast ausschlieBlich iiber die Niere
ausgeschieden wird [14]. Es wird je etwa zur Hilfte iiber die Nahrung intestinal
aufgenommen und zur Hilfte endogen beim Abbau von Glyoxylat gebildet [15]. Bei
Ubersiittigung bildet es mit Kalzium schwerldsliche Kalziumoxalat-Kristalle (Abbildung 1),
die entweder als Mono- oder als Dihydrat vorkommen [16]. FEine erhohte
Serumoxalatkonzentration fiihrt daher {iber eine vermehrte renale Ausscheidung zunéchst in
der Niere zur Bildung von Kalziumoxalatkristallen, die sich im Nierengewebe ablagern und
zu Oxalatnephropathie und Nephrolithiasis fithren konnen. Bei Oxalatserumspiegeln iiber 30
uM [17] kann es auch zu systemischer Oxalose mit Oxalatablagerung in anderen Organen
kommen. Von einer Hyperoxalurie wird bei Ausscheidung von mehr als 40-45 mg Oxalat im
24-Stunden-Urin gesprochen [18]. Im Verlauf kommt es zu einem progredienten
Funktionsverlust der Nieren, was ab einer GFR von weniger als 30-40 ml/min/1,73m” einen

weiteren Anstieg der Oxalatkonzentration im Serum zur Folge hat [19].
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Abbildung 1: Kalziumoxalat.
Strukturformel und elektronenmikroskopische Aufnahme [20] von Kalziumoxalatkristallen.

Es wird unterschieden zwischen primdren und sekundiren Formen der Hyperoxalurie. Die
primdre Hyperoxalurie stellt eine Gruppe von seltenen, erblichen Enzymdefekten dar, die
dazu fiihren, dass Glyoxylat vermehrt zu Oxalat abgebaut wird. Thre Prévalenz wird auf etwas
mehr als 1:400.000 geschétzt [21]. Der Erbgang verlduft autosomal-rezessiv. Es wurden
bisher drei Typen charakterisiert. Dariiber hinaus gibt es noch Fille, die sich keinem der drei
Typen zuordnen lassen [22]. Sekundéire Formen beruhen auf einer vermehrten, passiven
Absorption von Oxalat aus dem Darm. Neben dem iiberméBigen Verzehr oxalatreicher
Lebensmittel wie zum Beispiel Niissen, Sternfrucht, Rhabarber, Sauerampfer oder Spinat, der
gelegentlich sogar zu akutem Nierenversagen fithren kann [23, 24], spielt die Malabsorption
von Fetten hierbei eine wichtige Rolle [25]. Unter normalen Umstinden sorgt die
Komplexierung mit Kalzium aus der Nahrung fiir eine geringe Oxalatresorption im Darm von
nur ca. 5-10% [26]. Nicht resorbierte, freie Fettsduren binden jedoch die Kalziumionen, was
zur Folge hat, dass der Anteil des nicht-komplexierten Oxalats ansteigt und im Colon
absorbiert wird. Auf diese Weise konnen Erkrankungen, die mit einer Fett-Malabsorption
einhergehen, wie etwa chronische Pankreatitis, bilidre Leberzirrhose, Kurzdarmsyndrom,
Zustand nach bariatrischer Operation, chronisch-entziindliche Darmerkrankungen oder
Zoliakie zu einer sekundidren Hyperoxalurie mit konsekutiver Nierenerkrankung fiithren [27].
Systemische Oxalose tritt bei sekundéirer Hyperoxalurie nur selten auf, wurde jedoch fiir
einige schwere Fille von Morbus Crohn beschrieben [28].

In der Niere wird Oxalat nicht nur glomerulédr filtriert, sondern zur Regulation der
Konzentrationen in Plasma und Urin tubuldr sowohl aktiv sezerniert als auch resorbiert [29].
Die Resorption findet im S1- und S2-Segment des proximalen Tubulus statt und verhindert
eine Oxalatiibersittigung im Tubulussystem [30]. Die Sekretion erfolgt iiber die Familie der

SLC26-Transportproteine, die die Sekretion von Oxalat nicht nur in der Niere, sondern in



Einleitung

geringem Ausmal} auch intestinal vermittelt [28]. Die renale Oxalatclearance ist GFR-
abhéngig [31].

Bei Uberschreitung des Loslichkeitsprodukts kommt es zur Bildung von Kristallen, die einen
tubulointerstitiellen Schaden verursachen, der iiber eine Entziindungsreaktion vermittelt wird.
Lange wurde vermutet, dass die tubuldre Schédigung rein mechanisch tiber eine Obstruktion
und intratubuldre Druckerhohung geschieht. Mulay konnte jedoch zeigen, dass an dieser
Entziindungsreaktion das NLRP3-Inflammasom, ein zytosolstdndiger Bestandteil des
angeborenen Immunsystems [32], iiber IL1P essentiell beteiligt ist, was von Knauf
unabhéngig bestitigt werden konnte [33]. GroBere Formationen von Kalziumoxalatkristallen

spielen eine Rolle als obstruierende Steine in den ableitenden Harnwegen [34].

Morbiditit und Mortalitit durch CKD

Unabhingig von der Atiologie wird das klinische Bild der CKD iiber spezifische Symptome
der Grunderkrankung hinaus vom Untergang der Nephrone und damit vom Ausfall der
exkretorischen und endokrinen Nierenfunktion gepriigt. Uber ihre Ausscheidungsfunktion
tragt die Niere zur Homoostase vom Fliissigkeits-, Elektrolyt- und Sdure-Basen-Haushalt bei
und spielt dariiber hinaus bei der Elimination toxischer Metabolite eine entscheidende Rolle.
Eine Einschrinkung dieser Funktion fiihrt daher zum einen zu iiberméBiger
Fliissigkeitsretention mit der Folge von Hypertonie und Odemen. Zum anderen ist die Gefahr
von metabolischer Azidose und Hyperkalidmie erhoht. Gravierend ist auch die verminderte
Elimination harnpflichtiger Substanzen, die zum Urdmiesyndrom fiihrt. Dieses dufert sich
neben Allgemeinsymptomen wie Abgeschlagenheit und Kopfschmerzen, Appetitlosigkeit und
Ubelkeit bis zur Anorexie, auch in urdimischem Foetor ex ore, verindertem Hautkolorit und
generalisiertem Pruritus. Eine Reihe von morbiditits- und mortalititsbestimmenden
Folgeerkrankungen sind hiermit assoziiert [12]. Die endokrine Funktion der Niere wird iiber
die Synthese von Renin, Erythropoetin und Calcitriol (Vitamin-D) vermittelt.
Erythropoetinmangel fiihrt iiber eine verminderte Stimulierung der Erythropoese zur
normochrom-normozytiren, renalen Andmie, die durch eine reduzierte Eisenresorption
verstirkt werden kann [35]. Ein Vitamin-D-Mangel hat sowohl immunmodulatorische Effekte
[36, 37] als auch Auswirkungen auf den Kalziumhaushalt. Letztere fiithren iiber einen
verminderten Serumkalziumspiegel zur reaktiven Uberproduktion von Parathormon und
damit zum sekunddren Hyperparathyreoidismus, der zusitzlich durch die eingeschrinkte
Phosphatausscheidung befeuert wird. Auf diese Weise kommt es zur renalen Osteopathie

[38]. In Abbildung 2 sind Symptome und Zeichen der Urdmie illustrierend aufgefiihrt.
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Abbildung 2: Symptome und Zeichen der Urimie.

Eigene Darstellung nach [39] zur [llustration der vielfdltigen Symptome von Urdmie. Die Zeichnung
in der Abbildungsmitte wird dem mittelalterlichen Universalgelehrten Leonardo da Vinci zugeordnet
und ist urheberrechtsfrei. Entnommen wurde sie dem englischsprachigen Wikipediaartikel ,,Human
body*, abgerufen am 25.10.2018 um 12:30.

Da die chronische Nierenerkrankung oligosymptomatisch und schleichend verlauft, kommt es
héufig erst spat im Krankheitsverlauf zur Diagnose, was ursichliche therapeutische Optionen
in vielen Féllen zunichte macht [40]. Da Nephrone bei Sdugetieren nicht nachwachsen [41],
ist CKD nicht heilbar. Die therapeutische Strategie besteht daher nach Ausschopfung
spezifischer progressionsverzogernder Therapien in der Kompensation der verminderten
Nierenfunktion durch Diuretika, Hormonsubstitution und didtetische Steuerung des
Elektrolyt- und pH-Haushaltes. Daneben spielt die begleitende Behandlung der Symptome
(Kachexie, Pruritus, Infektionskontrolle, etc.) eine wichtige Rolle [42, 43]. Wenn eine
Kompensation auf diese Weise nicht mehr ausreichend ist und es zu medikamentds
unkontrollierbarer Entgleisung der Elektrolyte, des pH-Wertes oder des Volumenstatus
kommt, ist eine Nierenersatztherapie inidiziert [44]. Hier stehen neben der Transplantation
eines Spenderorgans Hamo- oder Peritonealdialysemethoden zur Verfligung, wobei die
Verfiigbarkeit nicht immer gegeben ist [45]. Dies liegt zum einen an der zu niedrigen Zahl
von Spenderorganen und zum anderen an den hohen Kosten der Dialyse, die auch in &rmeren

Landern mehrere 10.000 Euro pro Patient und Jahr betragen [46].
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Obwohl sich durch die Dialyse der Elektrolyt- und Séure-Basen-Haushalt ausgleichen ldsst
und vielfdltige retentionspflichtige Stoffe aus dem Blut entfernt werden konnen, leiden
Dialysepatienten genauso wie Patienten mit ESRD, die noch keine Nierenersatztherapie
erhalten, unter einer stark erhohten Morbiditdt und Mortalitit, die trotz der medizinischen
Fortschritte der letzten Jahre kaum zuriickgeht [47]. So betriigt das 5-Jahres-Uberleben von
Dialysepatienten nur 40-50% [48]. Die héufigsten Todesursachen sind kardiovaskulére
Erkrankungen (engl. cardiovascular disease, CVD) [49, 50] und Infektionen [51]. Das Risiko
fir Dialysepatienten an einem kardialen Ereignis zu versterben ist gegeniiber der
Vergleichsgruppe etwa 20-fach erhoht [52]. Die Mortalidt durch Infektionen ist fiir diese
Gruppe sogar iiber 80-fach erhoht [51]. Ursédchlich spielen Auswirkungen der CKD auf das
Immunsystem eine Rolle. Wihrend dies bei Infektionen naheliegt, ist die Pathogenese der
CKD-assoziierten kardiovaskuldren Sterblichkeit vielfdltiger. CKD und CVD teilen sich
zunichst einmal viele Risikofaktoren und Ursachen und sind schon deshalb assoziiert.
Dariiber hinaus verstarkt CKD manche dieser Risikofaktoren noch: Sie begiinstigt arterielle
Hypertonie, Dyslipiddmie, Hyperurikédmie, oxidativen Stress und extraossire Kalzifikationen
und trdgt hdufig zu sowohl Rechts- als auch Linksherzinsuffizienz bei. Gerade bei Patienten
mit ESRD tritt jedoch auch die Urdmie als pathogenetischer Faktor in den Vordergrund. Das
Urdmiesyndrom geht neben der Ansammlung toxischer, harnpflichtiger Metabolite mit
systemischer Inflammation [53] und Immunsuppression einher [54, 55]. Systemische
Inflammation wiederum gehort zu den wichtigsten progressionstreibenden Faktoren von
Artherosklerose [56], die der CVD zugrundeliegt, und ist ein unabhéngiger Faktor fiir CVD-
Mortalitdt bei CKD-Patienten [57].

1.2. Immunsystem

Die Hauptfunktion des Immunsystems ist es, den Korper vor dem Eindringen und der
Vermehrung schédlicher Mikroorganismen oder Viren zu schiitzen. Grundvoraussetzung
hierfiir ist es, die mit der Umwelt kommunizierenden Korperoberflichen (Haut, Hohlorgane
des Verdauungstraktes, Lunge, etc.) fiir die Fiille an Mikroorganismen, die den Korper
umgeben und teils sogar besiedeln, undurchldssig zu machen, ohne sie dabei in ihren
physiologischen Austauschfunktionen zu beeintrichtigen. Dies wird durch eine komplexe
Barriere geleistet, die sich sowohl physikalischer, als auch chemischer und biologischer Mittel
bedient. Bei Versagen dieser Barriere kommen die Mechanismen des Immunsystems im
engeren Sinne zum Tragen. Der Krankheitserreger wird identifiziert und unter Schonung der

eigenen Zellen schnellstmoglich unschiddlich gemacht. Zudem wird ein Gedéchtnis
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ausgebildet, das bei erneutem Eindringen eines gleichen Erregers die Antwort des
Immunsystems schneller und effektiver macht. Die diffizile Aufgabe, zwischen selbst und
fremd sowie schddlich und harmlos zu unterscheiden und das AusmalBl der Immunantwort
genau zu regulieren, erkldrt die Komplexitit dieses Immunsystems, das sich grob in einen
angeborenen und einen adaptiven Teil ordnen ldsst [58]. Im Folgenden werden die
Barrieremechanismen, sowie das angeborene und das adaptive Immunsystem - soweit fiir das

Versténdnis der Arbeit notwendig - genauer beleuchtet.

AuBere Barrieremechanismen

Die &duBeren Barrierefunktionen, die den Korper vor dem Eindringen von Schidlingen
schiitzen, lassen sich dem angeborenen Immunsystem zuordnen, werden hier aber aufgrund
ihrer etwas anderen Wirkweise getrennt behandelt. Grundbestandteil ist die Epithelzellschicht,
die durch eine oder mehrere Lagen dicht miteinander verbundener Zellen gebildet wird und
jede Korperoberfliche nach auBen hin abriegelt [59]. Die Dichte wird durch den
Schlussleistenkomplex gewéhrleistet, der die Zellen miteinander verbindet. Dieser besteht von
apikal nach basolateral aus Zonula occludens (engl.: tight junction), Zonula adhaerens und
Makula adhaerens. Zonula adhaerens und Makula adhaerens verstirken die Stabilitit der
Zellschicht, indem sie intrazelluldre Verstrebungen wie Aktin und Keratin miteinander
verkniipfen [60]. Tight junctions werden aus 10nm dicken Stringen dieser Membranproteine
gebildet, die sich in ca. 18nm Entfernung von einander befinden [61], und bestehen aus
Membranproteinen (Zonula-occludens-Proteine, Claudine, Occludin und weitere), die die
Zellen fest verkniipfen, so den parazelluliren Raum beschrinken und damit den
parazelluldren Transport von Molekiilen einschrinken. Eine besondere Rolle fiir die
Funktionalitidt der tight junctions und die Begrenzung parazelluliren Transports spielt
Occludin [62]. Auch die Familie der Claudine stellt die enge Verbindung der Zellen sicher
[63], wéahrend die Zonula-occludens-Proteine 1 und 2 regulatorische Funktion haben und auf
diese Weise zum Beispiel die Polymerisierung der Claudine steuern [64].

Neben dem Epithel kommen noch andere mechanische Schutzmechanismen zum Einsatz, wie
etwa der Wimpernschlag, das Flimmerepithel in den Atemwegen oder auch die Peristaltik im
Darm, die ein ldngeres Anhaften von Pathogenen erschweren. Verstirkt wird dieser
mechanische Schutz durch ein chemisches Milieu, das pathogenen Organismen das Uberleben
oder die Vermehrung schwermacht. So herrscht beispielsweise auf einigen Epithelien ein
niedriger pH vor: der Haut-pH betrdgt 5,5, in der Vagina betrdgt er 3,5-4,5 [65] und im
Magen sogar bis zu 1 [66]. Vielfache Studien sowie die klinische Erfahrung lehren, wie

schnell es bei einem Ansteigen des pHs zu Infektionen kommt.
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Abbildung 3: Schlussleistenkomplex und tight junctions.

Vereinfachte schematische Darstellung des Zell-Zell-Kontakts von Darmepithelzellen (N=Zellkern)
mit aus tight junctions (T]), Zonula adhaerens (ZA) und Makula adhaerens (MA) bestehendem
Schlussleistenkomplex. VergroBerung der tight junctions mit den Membranproteinen Zonula-
occludens-1 (ZO-1), Zonula-occludens-2 (ZO-2), Claudine, Occludin und junctional adhesional
molecule (JAM) stellvertretend fiir viele weitere bekannte Proteine, die die tight junctions bilden.
Eigene Darstellung nach [64].

Einem &dhnlichen Zweck dient die Produktion von Mucus, das insbesondere im Darm eine
Schutzschicht zwischen Auflenwelt und Epithel setzt [67], oder antibakterielles Lysozym in
der Trinenfliissigkeit des Auges [68]. Uber solch unspezifische Mechanismen hinaus
kommen auch spezielle immunaktive Peptide zum Einsatz, die sich gegen Erreger richten. In
der Lamina propria des Ileums befinden sich zum Beispiel B-Zellen, die Immunglobulin A in
den Mucus sezernieren und damit die Zusammensetzung der bakteriellen Flora regulieren [69,
70]. Der Korper handelt hierbei in verschiedenen Féllen nicht autark, sondern in
symbiotischer Zusammenarbeit mit Mikroorganismen, meist Bakterien. So wird das saure
Milieu nicht etwa durch die Schleimhaut der Vagina, sondern durch Lactobacillen, die
Doderlein-Stébchen, erzeugt [71]. Diese symbiotischen Mikroorganismen verdridngen letztlich
durch ihre reine Anwesenheit und gute Angepasstheit an das jeweilige Milieu kompetitiv
pathogene Organismen und verhindern so eine iiberméfBige Vermehrung derselben und daraus
folgende Infektionen [72]. Ein sehr bekanntes Beispiel ist das Ausbrechen der Clostridium-
difficile-Enteritis durch konkurrenzlose Ausbreitung von Clostridium difficile nach

antibiotischer Reduktion anderer Spezies [73].

Angeborenes Immunsystem
Schon frith im Laufe der Evolution vor etwa 700 Millionen Jahren begann die Entwicklung
des angeborenen Teils des Immunsystems [74], das daher schon einfache Mehrzeller besitzen

und das in allen Tierarten hoch konserviert ist [75]. Er wird ,,angeboren* genannt, weil die
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Struktur seiner Elemente in der Keimbahn bereits eindeutig codiert ist. Das angeborene
Immunsystem setzt sich sowohl aus Zellen der myeloiden Reihe, wie Granulozyten,
Makrophagen oder Natiirlichen Killerzellen, als auch aus humoralen Bestandteilen, wie dem
Komplementsystem und den Interleukinen zusammen [76]. Es ist gut darin, fremd von selbst
zu unterscheiden, und reagiert im Prinzip auf jede neue Bedrohung dhnlich: Zunichst werden
korperfremde, molekulare Muster von Krankheitserregern (engl.: pathogen associated
molecular patterns) von darauf spezialisierten Rezeptoren, den pattern recognition receptors,
erkannt. Zu diesen Rezeptoren gehoren die Toll-like-Rezeptoren (TLRs). TLRs sitzen
entweder an der Zelloberfliche von zum Beispiel Makrophagen oder auf der Membran von
Zellorganellen wie den Endolysosomen. Sie sind unter anderem fiir die Erkennung
bakterieller pathogen associated molecular patterns zustindig, wie zum Beispiel von
Lipopolysaccharid (TLR4) und Peptidoglykan (TLR2), die an der Zelloberfliche gram-
negativer bzw. gram-positiver Bakterien vorkommen (siehe auch Abbildung 4 und Tabelle 2).
Wird ein TLR aktiviert, kommt es durch die Ausschiittung von pro-inflammatorischen Zyto-
und Chemokinen zur Aktivierung und Rekrutierung weiterer Immunzellen. Zudem wird iiber
die Aktivierung des Komplementsystems und des Transkriptionsfaktor NF-kB eine
Entziindungsreaktion ausgelost [77]. Die auf diese Weise angelockten und aktivierten
Immunzellen kénnen den fremden Organismus entweder per Phagozytose unschidlich

machen (Makrophagen) oder toxische, zellzersetzende Stoffe wie Lysozym, Myeloperoxidase

O-Antigen

I\

Kernsaccharid

I

AuRenmembran

Peptidoglykan
Periplasma

Zellmembran

Gram-positives Bakterium Zytoplasma Gram-negatives Bakterium

Abbildung 4: Immunogenitiit der bakteriellen Zellwand.

Darstellung der Zellwand gram-positiver und gram-negativer Bakterien mit immunaktivierenden
Bestandteilen (Teichonsdure, Lipoteichonsédure, Lipopolysaccharid (LPS), Peptidoglykan und Lipid
A). Modifiziert nach [78].
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Tabelle 2: Bakterielle Aktivierung des Immunsystems iiber Toll-like-Rezeptoren [77]

Aktivierende Substanz Bakteriengruppe TLR
Lipopolysaccharid Gram-negative Bakterien TLR4
Diacyl-Lipopeptide Mycoplasmen TLR6/TLR2
Triacyl-Lipopeptide Bakterien und Mycobakterien TLR1/TLR2
Lipoteichonsdure B-Streptokokken TLR6/TLR2
Peptidoglykan Gram-positive Bakterien TLR2
Porins Neisserien TLR2
Lipoarabinomannan Mycobakterien TLR2
Flagellin Flagellierte Baktieren TLRS
CpG-DNA Bakterien und Mycobakterien TLRO

noch unbekannt Uropathogene Bakterien TLR11

und reaktive Sauerstoffspezies freisetzen (Granulozyten) [76]. Das Komplementsystem
besteht aus einer Reihe unterschiedlicher Proteine, die sich kaskadenartig gegenseitig
aktivieren. Es fiihrt zu einer Opsonierung der Erreger, sodass diese der Phagozytose kaum
entgehen konnen, und letztendlich durch Bildung des Membran-Angriffs-Komplexes zur
Perforierung der Zellwidnde der Angreifer. AuBerdem bewirkt es die chemotaktische
Aktivierung von Leukozyten, verstidrkt T-Zell- und Antikorperantwort und reduziert die
Aktivitdt regulatorischer T-Zellen [79]. Obwohl auf diese Weise beinahe alle Eindringlinge in
Schach gehalten werden konnen [76], hat dieses evolutiondr ausgefeilte System ein paar
Schwichen. Es ist zwar sehr gut darin fremd von selbst zu unterscheiden, die Differenzierung
zwischen fremd und fremd gelingt jedoch nur unzureichend. Sie ist aber wichtig, da langst
nicht jeder fremde Organismus Gefahr bedeutet. Des Weiteren ist der Korper auf diese Weise
nur eingeschriankt in der Lage, ein Infektionsgedéchtnis auszubilden — es kann lediglich von
mantrainierter Immunantwort gesprochen [80] werden. Die Folge ist, dass bei
wiederkehrenden Infektionen immer wieder mehr oder weniger der gleiche Weg von vorne
beschritten werden muss. Dies ist nicht nur energieaufwendig und zeitraubend, sondern fiihrt
auch jedes Mal zu einer Entziindungsreaktion, die, da sie eher unspezifisch ist, auch eigene,

gesunde Zellen schédigt.

Erworbenes Immunsystem

Vor circa 500 Millionen Jahren entwickelte sich in Vertebraten etwas Elegantes: Erste
Lymphozyten waren der Beginn einer adaptiven Immunitdt [81]. Lymphozyten haben die
Fahigkeit, Erreger spezifisch zu erkennen und zu bekédmpfen. Dariiber hinaus sind sie in der
Lage, ein Immungedéichtnis zu bilden. Die Lymphozyten des Menschen werden im
Knochenmark gebildet und lassen sich in zwei Gruppen unterteilen, die nach dem Ort ihrer

Ausreifung T(hymus)- und B(one marrow)-Lymphozyten genannt werden, wobei erwihnt
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werden muss, dass das die Bezeichnung der B-Lymphozyten urspriinglich vom Ort ihrer
ersten Entdeckung der Bursa fabricii stammt [82]. Die Besonderheit der Lymphozyten sind
ihre Rezeptoren, Immunglobuline auf den B-Zellen und T-Zellrezeptoren auf den T-Zellen,
deren variable Regionen nicht exakt in der Keimbahn festgelegt sind, sondern durch
somatische Rekombination kurzer Genabschnitte fiir jede Zelle neu zusammengestellt
werden. Aus den Millionen verschiedener Rezeptortypen, von denen auf jeder neuen Zelle nur
einer exprimiert wird, werden durch positive und negative Selektion wihrend der Ausreifung
diejenigen ausgewihlt, die sowohl funktional als auch tolerant gegeniiber eigenen Zellen sind.
Alle Zellen, die diese Eigenschaften am Ende der Reifepriifung nicht erfiillen, gehen durch
Apoptose zugrunde [83].

Die verschiedenen Lymphozytentypen unterscheiden sich hinsichtlich ihrer Wirkweise. T-
Zellen, deren wichtigste Vertreter zytotoxische T-Zellen (CTL), T-Helfer-Zellen (ThC) und
regulatorische T-Zellen (Tregs) sind, bendtigen zur Antigenerkennung die Mithilfe anderer
Zellen. Diese préasentieren Antigene auf sogenannten MHC- (engl.: major histocompatibility
complex) Proteinen. MHC-Proteine der Klasse 1 werden von allen Zellen des Korpers
exprimiert und présentieren verschiedenste Fragmente von Proteinen, die im Zellinneren
synthetisiert werden. Mit ihrer Hilfe erkennen CTLs {iber Bindung an den T-Zellrezeptor
entartete oder von Viren befallene Zellen, die korperfremde Proteinfragmente présentieren,
und zerstoren diese durch einen Angriff mit Perforinen und Proteasen. MHC-Proteine der
Klasse 2 werden nur von bestimmten Immunzellen exprimiert und présentieren phagozytierte
Proteine von Krankheitserregern. Zu diesen Antigen-priasentierenden Zellen (APCs) gehdren
zum einen Zellen des angeborenen Immunsystems, wie Makrophagen und vor allem
dendritische Zellen, und zum anderen B-Lymphozyten. Die durch MHC-Klasse-2
prasentierten Fragmente konnen von ThCs und Tregs gebunden werden. Diese zerstoren die
Zellen darauthin natiirlich nicht, da es ja selbst funktionierende Zellen des Immunsystems
sind, sondern regulieren die Immunantwort gegen den entsprechenden Erreger [84]. Bei den
ThCs hingt die Art der Antwort vom Subtyp ab. Am besten bekannt sind die Funktionen von
Thl-, Th2- und Th17-Zellen. Th1-Zellen vermitteln eine zelluldre Immunantwort, indem sie
durch die Ausschiittung von Zytokinen wie Interferon-y (IFNy) oder Tumornekrosefaktor-a
(TNFa) Effektorzellen wie Makrophagen oder Natiirliche Killerzellen anlocken. Th2-Zellen
spielen bei der Aktivierung von B-Lymphozyten eine entscheidende Rolle [85]. Th17-Zellen
16sen besonders bei der Bekdmpfung extrazelluldrer Bakterien iiber die Ausschiittung von
Interleukinen (darunter 17 und 22) eine starke Entziindungsreaktion mit Attraktion von
neutrophilen Granulozyten aus. Diese Reaktion kann zu einer iiberschieBenden und

dauerhaften Immunaktivierung fiihren und spielt auch bei Autoimmunerkrankungen eine
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Rolle [86]. Tregs wiederum ddmmen auf verschiedene Weise (zum Beispiel durch die
Ausschiittung inhibitorischer Zytokine wie Interleukin-10 und TGFP (engl.: transforming
growth factor)) die T-Zellantwort ein und verhindern so iibermidfige oder autoreaktive
Immunreaktionen [87]. Th17-Zellen und Tregs stimulieren sich gegenseitig und treten so als
Gegenspieler gemeinsam auf, um das Gleichgewicht der Immunreaktion zu wahren [88].
B-Lymphozyten binden {iber ihre membrangebundenen Antikorper direkt an entsprechende
Antigene von Erregern. Sie haben die Féhigkeit Erregerpeptide iiber MHC-Klasse-2 zu
prasentieren und konnen auf zwei Wegen aktiviert werden. Entweder T-Zell-unabhéngig
durch mehrfache Antigen-Antikorperbindung oder nach zusétzlicher Stimulation durch Th2-
Zellen, die an présentierte Fragmente binden. Die T-Zell-unabhéngige Aktivierung fiihrt zur
Vermehrung der B-Zelle und Produktion von freildslichen, monoklonalen IgM-Varianten
ihres eigenen Antikorpers. Die T-Zell-abhidngige Aktivierung ist dagegen ungleich stirker.
Sie flihrt nicht nur zur Vermehrung der B-Zelle, sondern auch zu deren Differenzierung zur
Plasmazelle, die in groBem Ausmall Antikorper der Klassen IgM, IgG, IgA und IgE
produzieren kann und die Fahigkeit besitzt wie auch manche T-Zellen zu einer besonders
langlebigen Gedéchtniszelle weiter zu differenzieren [85].

Die Lymphozyten des adaptiven Immunsystems ergénzen also das angeborene Immunsystem,
indem sie duflerst spezifisch auf Pathogene reagieren, das Ausmall der Entziindungsreaktion
regulieren und durch ihre Gedéchtnisfunktion bei wiederkehrenden Infekten &uBerst schnell
und effektiv agieren konnen. Die hohe Spezifitit bringt jedoch ein statistisches
Verteilungsproblem mit sich. Nicht von jedem der Millionen verschiedenen
Lymphozytentypen kann stindig einer iiberall sein und auf Eindringlinge warten. Daher
besitzt der Mensch neben den primér lymphatischen Organen, Thymus und Knochenmark, in
denen Lymphozyten (aus-)gebildet werden, noch sekundér lymphatische Organe, wie die
Milz, Lymphknoten oder die Peyer-Plaques in der Darmwand, durch die Korperfliissigkeiten
geschleust werden und in denen sich eine groe Anzahl sowohl von T- als auch von B-
Lymphozyten befindet und die von Antigen-prisentierenden Zellen nach Ingestion des
Fremdlings gezielt aufgesucht werden [89].

Die individuelle Ausprdagung besonders des adaptiven Immunsystems ist nicht mit Geburt
festgelegt, sondern wird im Laufe der Lebensjahre durch den Kontakt mit Organismen aus der
Umwelt geformt. Es liegt auf der Hand, dass hierbei die Besiedelung des im Mutterleib noch
sterilen Korpers durch die bereits zu Beginn dieses Kapitels erwéhnte kommensale Flora von
Mikroorganismen und der stindige Kontakt des Immunsystems zu dieser eine herausragende
Rolle spielt. Das nidchste Kapitel soll daher ein tieferes Verstindnis des humanen

Mikrobioms, insbesondere der Darmflora, vermitteln. Zunichst werden jedoch noch die
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Auswirkungen chronischer Nierenerkrankung auf Funktion und Ausprigung des

Immunsystems beleuchtet.

Systemische Entziindung und Immunschwéche durch chronische Nierenerkrankung
Chronische Nierenerkrankung, insbesondere im Endstadium, hat einige Auswirkungen auf das
Immunsystems zur Folge. Wie am Ende des letzten Teilkapitels bereits angeschnitten, wurde
sowohl eine Aktivierung des Immunsystems im Sinne einer systemischen Entziindung, als
auch ein Immundefizit, das sich in einer starken Erhdhung lebensbedrohlicher Infektionen
[51], zunehmendem Impfversagen [57] und einer erhohten Krebsmortalitit [90] duBert,
beobachtet. Beide sind wie bereits beschrieben fiir Morbiditdt und Mortalitdt chronisch
Nierenerkrankter sehr relevant.

Im Einzelnen konnten folgende Verdnderungen beobachtet werden: Chronische
Nierenkrankheit und Urdmie fiihren zu einer Zunahme systemisch zirkulierender Monozyten
mit damit einhergehender Vermehrung der weiter oben beschriebenen TLRs 2 und 4 [91].
Diese Monozyten aber auch Neutrophile Granulozyten produzieren entsprechend mehr
Zytokine und Sauerstoffradikale und erhoéhen so den oxidativen Stress [92], sind aber
andererseits nur in eingeschrinkter Weise zur Phagozytose fahig [93]. Hyperzytokindmie wird
zusitzlich durch eine geringere renale Elimination verstirkt [94]. Auch Dendritische Zellen,
die als Antigen-prisentierende Zellen eine Schliisselrolle bei der Regulierung sowohl von
angeborener als auch von adaptiver Immunantwort besetzen, zeigen ein dysfunktionales
Verhalten [95] und gleichzeitig eine iiberschieBende Reaktion auf Stimulation mit

bakteriellem LPS [96].

Tabelle 3: Verinderungen des Immunsystems durch CKD.

Verianderung durch CKD Effektor Verianderung durch CKD
Dysfunktionale Phagozytose = Monozyten/ Vermehrung, erhohte Produktion von
Makrophagen Radikalen und Zytokinen
Dysfunktion der Dendritische Uberreaktion auf LPS
Antigenprésentation Zellen
Reduzierte Anzahl und Lymphozyten Uberhang von zytotoxischen T-Zellen
Lebensdauer Erhohte T-Zell-Aktivierung
Verlust von Gedachtniszellen Abnahme und Dysfunktion von Tregs
Komplement- Aktivierung
system
Immunsuppression Uberschiefiende Inflammation
Folge: Infekte, Impfversagen, Krebs Folge: CVD, Kachexie, Andmie

Morbiditit und Mortalitit in CKD
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Es findet sich eine inaddquate Aktivierung des Komplementsystems [97]. Zusitzlich ist eine
Lymphopenie beschrieben. Im Verhéltnis zu T-Helferzellen, nehmen zytotoxische T-Zellen
zu. Die Gesamtzahl und Lebensdauer von T-Zellen nimmt ab, wéhrend die Aktivierung der
verbliebenen zunimmt [98, 99]. Besonders T-Zellen mit Gedadchtnisfunktion und Tregs gehen
verloren [100, 101]. Dariiber hinaus kommt es zu einer B-Zell-Lymphopenie [102], die
weniger durch eine geringere Bildung als durch frithere Apoptose bedingt ist [103].

Chronische Nierenerkrankung fithrt zu Barrierestorung im Darm

Nicht nur die zelluldre und humorale Immunantwort verdndert sich bei nierenkranken
Patienten, sondern auch basale Barrieremechanismen, wie das Darmepithel, werden in ihrer
Funktion gestort. Tierexperimentell und in vitro konnte gezeigt werden, dass urdmisches
Plasma zu einer hoheren Durchlédssigkeit von Darmepithelzellen mit Reduktion der Proteine
Claudin-1, Occludin und ZO-1 in Immunhistologie und Western-Blot fiihrt [104, 105].
Andersen und Kesper konnten dariiber hinaus den Transport von Bakterien und bakteriellen
Bestandteilen aus dem Darmlumen ins Blutsystem nierenkranker Méuse zeigen [106]. Dies
deckt sich mit systemisch nachweisbarem LPS bei nierenkranken Patienten, das mit dem
CKD-Stadium zunimmt [107]. Ahnliches l4sst sich auch bei Patienten mit dekompensierter
Herzinsuffizienz beobachten [108, 109]. Es liegt daher nahe, dass es pathophysiologische
Gemeinsamkeiten gibt. Wie bei der dekompensierten Herzinsuffizienz stellt auch bei
terminaler Niereninsuffizienz eine relevante Volumeniiberladung ein hdufiges Problem dar,
sodass Hypoperfusion und ein intramurales Odem der Darmwand eine ursichliche Rolle
spielen konnen [109, 110]. Da die funktionelle Darmbarriere nicht nur auf den Epithelzellen,
sondern genauso auf dem intraluminalen, iuxtaepithelialen Milieu wie auf dem
Zusammenspiel von Symbionten und Immunsystem beruht, soll das folgende Kapitel ein

Verstiandnis der bisher bekannten Funktionsweise des intestinalen Mikrobioms liefern.

1.3. Intestinales Mikrobiom

Das Mikrobiom des Menschen bezeichnet die komplexe Gemeinschaft von Mikroben
(Bakterien, Archaea, Eukaryoten und Viren), die alle Oberflichen des Korpers, die in Kontakt
mit der Umwelt stehen, dauerhaft besiedeln [111]. Allein die schiere Zahl dieser Organismen
lasst ihre Bedeutung und die Komplexitit der Interaktionen untereinander und mit dem
menschlichen Korper erahnen: Schon der Darm eines erwachsenen Menschen beherbergt mit

etwa 100 Billionen Organismen mehr fremde Zellen als der menschliche Korper eigene
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besitzt [112]. Deren mehr als 1000 Spezies [113] verfiigen zusammen iiber circa 3 Millionen
Gene und damit ein 150-mal groBeres Genom als menschliche Zellen [114]. Entlang des
Darmtraktes steigt die Dichte und Vielfalt der bakteriellen Besiedelung von oral zu aboral mit
fallender Sauerstoffkonzentration, sodass das Colon mit einer Dichte von 10'* Bakterien pro
Gramm Faeces etwa 70% des gesamten humanen Mikrobioms beherbergt [115]. Von mehr als
50 bisher bekannten bakteriellen Phyla [116] wurden nur sieben im menschlichen Darm
gefunden: Bacteroidetes und Firmicutes, die zusammen 80-90% der Bakterien [117, 118]
ausmachen, Actinobacteria, Proteobacteria, = Verrucomicrobia, = Fusobacteria  und
Cyanobacteria [119]. Art und Zusammensetzung der verschiedenen Spezies variieren
zwischen Individuen, sodass das intestinale Mikrobiom jedes Menschen als einzigartig gilt
[120]. Die Besiedelung des sterilen Darms beginnt bei Geburt durch die vaginale und fikale
Flora der Mutter [121], wobei Vergleiche zwischen Geschwistern [122] aber auch die
Unterschiede in der Darmflora per Kaiserschnitt geborener Kinder [123] die iiberragende
Bedeutung der initialen, vertikalen Transmission deutlich machen. Weitere bedeutende
physiologische Einflussgroen auf die Zusammensetzung des Mikrobioms sind die
(Immuno)genetik des Wirts [124], seine Didt [125], Aktivitdit [126], sowie sein
Gesundheitsstatus [127], sein Alter und sein Wohnort [128].

Die Symbiose von Mensch und intestinalem Mikrobiom ist von wechselseitigem Interesse
gepragt. Die Mikroorganismen schidtzen das stabile und nédhrstoffreiche Milieu des
menschlichen Darms. Dafiir iibernehmen sie eine Reihe wertvoller Aufgaben fiir ihren Wirt.
Sie stellen wie bereits beschrieben einen Teil der funktionellen Darmbarriere, indem sie mit
pathogenen Keimen konkurrieren und es ihnen daher auf verschiedene Weise schwermachen,
sich in relevanter Weise zu vermehren [72]. Sie bereiten schwerverdauliche Nahrungsanteile
fiir ihren Wirt auf, sodass sie von ihm resorbiert werden konnen [129], und synthetisieren
sogar essentielle Nahrungsbestandteile (Vitamine, Folsdure, etc.) [115, 130]. Sie wirken
motilitatsfordernd [129] und ernéhren Enterozyten mit kurzkettigen Fettsduren [131]. Letztere
haben auch regulatorische Effekte auf das Immunsystem [132], mit dem die intestinale Flora

in enger, wechselseitiger Beziehung existiert.

Intestinales Mikrobiom und Immunsystem

Wihrend das Immunsystem systemische Infektionen mit Mikroorganismen radikal bekdmpft,
ist es in der Lage diese groBe Zahl an unterschiedlichsten Mikroben zu tolerieren und ihre
Zusammensetzung zu kontrollieren. Diese als Immuntoleranz bezeichnete Fahigkeit, wird erst
im Laufe der Ontogenese erworben [133]. Von Beginn der Besiedelung bei Geburt bis zur

allmdhlichen Stabilitidt der Darmflorazusammensetzung mit ungefahr drei Jahren [128], formt
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sich das adaptive Immunsystem und bildet verschiedene Mechanismen, um auf die
kommensalen Flora nicht zu hyperreagieren. Eine wichtige Methode besteht in der
Kompartimentierung: Durch die Produktion von Mucus, anti-mikrobiellen Peptiden und
spezifischen, sekretorischen Antikorpern (sIgA) wird der Grofteil der Darmbewohner auf
Abstand zum Epithel gehalten [69, 134]. Auch epithelnahe, intraluminale neutrophile
Granulozyten tragen hierzu bei [135]. Hierbei gelten je nach bakterieller Spezies
unterschiedliche Abstinde, wobei die ,,ndheren” Spezies mithelfen, andere in Richtung
Lumen zu verdringen. So bedeutet der falsche Keim im falschen Kompartiment eine Stérung
der Homdoostase und 16st eine Immunreaktion aus. Intestinale Makrophagen lernen auf
mikrobiellen Kontakt nur mit im Vergleich zu ihren systemischen Geschwistern geringen
Mengen an pro-inflammatorischen Zytokinen wie TNFa und IL-12 zu reagieren [135] und
gleichzeitig liber die spontane Produktion von anti-inflammatorischen Zytokinen wie IL-10
oder TGFp die Aktivierung des Immunsystems zu drosseln [136, 137]. Eine wichtige Rolle
hierbei spielen Tregs, die dariiber hinaus Mikroben-reaktive Effektor-T-Zellen supprimieren
und so eine unangemessene Entziindungsreaktion verhindern [138, 139]. Von Tregs
produziertes TGF stimuliert B-Zellen zum Klassenwechsel und zur Produktion von IgA, das
iber Immunglobulinrezeptoren der Epithelzellen ins Lumen gelangt und dort das
Gleichgewicht des eigenen Mikrobioms und die Zusammensetzung der Spezies reguliert
[140]. Mithilfe von sIgA ist es sogar mdglich die Genexpression und damit Funktion der
Bakterien zu steuern [69]. Gleiches gilt natiirlich auch umgekehrt: Versuche mit keimfreien
Maiusen lehren, dass das Mikrobiom fiir das Reifen des systemischen und insbesondere des
intestinalen Immunsystems essentiell ist [133, 141]. Nur in besiedelten Tieren findet eine
relevante Induktion von Thl17- und Treg-Zellen statt. Intestinale Lymphfollikel, wie die
Peyer-Plaques, sind in keimfreien Mausen kaum ausgeprédgt. Diese sind daher wesentlich
anfilliger fiir Infektionen. Da die mangelnde Produktion von IgA in diesen Tieren zu einer
Uberproduktion von IgE fiihrt, sind sie auch empfinglicher fiir Allergien [142]. Zuletzt stirkt
und reguliert die Zusammensetzung einer symbiotischen Darmflora die Barrierefunktion des
Darmepithels [143, 144]. Der Kontakt des systemischen Immunsystems mit der intestinalen
Flora ist in gesunden Individuen daher eher gering, sodass manche Autoren von Ignoranz

anstatt von Toleranz sprechen [140, 145].

Dysbiose durch chronische Nierenerkrankung
All die Vorteile, die die Symbiose aus Wirt und Mikrobiom so erfolgreich machen, kommen
jedoch nur zum Tragen, wenn in der Zusammensetzung der intestinalen Mikroflora ein

Zustand des Gleichgewichts herrscht, die sogenannte Eubiose. Kommt das System aus seinem

16



Einleitung

Gleichgewicht und wird zur Dysbiose, kann das gravierende Auswirkungen haben. Allgemein
ist Dysbiose als jegliche Verdnderung hinsichtlich quantitativer und qualitativer
Ausgestaltung des intestinalen Mikrobioms im Vergleich zu bisher bekannten Mikrobiomen
offensichtlich gesunder Individuen definiert [146]. Dies kann zu einem Verlust vorteilhafter,
symbiontischer und einer Ausweitung potentiell schéddlicher, kommensaler Mikroben, die
auch als Pathobionten bezeichnet werden [147], sowie zu einer generellen Reduktion der
intraindividuellen, bakteriellen Vielfalt (B-Diversitéit) fiihren [146]. Folge ist der Verlust
symbiotischer Funktionen, die Produktion von toxischen Metaboliten und eine
iiberschiefende Entziindungsreaktion, die eine Zerstorung der Darmbarriere zur Folge haben
kann [148]. Dariiber hinaus wird der intestinalen Dysbiose eine pathogenetische Rolle bei
einer Reihe unterschiedlichster, nichtiibertragbarer Erkrankungen, wie Autismus [149],
chronisch-entziindlichen Darmerkrankungen [150], Diabetes mellitus Typ 2 [151],
colorektalem Karzinom [152] und Depression [153] zugeschrieben. Griinde fiir eine Dysbiose
konnen prinzipiell alle weiter oben aufgefiihrten Einflussfaktoren sein. Besonders
hervorzuheben sind die Einnahme von Antibiotika, die zu einer persistierenden Dysbiose
filhren kann [146, 154, 155], und chronische Erkrankungen wie zum Beispiel Leber- oder
Herzinsuffizienz [156].

Experimentelle Daten zeigen auch eine Verdnderung des Mikrobioms durch CKD beim
Menschen [157]. Mogliche Erklarungen fiir die Entwicklung einer Dysbiose durch chronische
Nierenerkranung liegen in Folgen der verminderten Exkretion, wie metabolische Azidose, die
Ansammlung urdmischer Toxine und Volumeniiberladung, aber auch in Folgen der Therapie,
wie hiufige Antibiotikagabe, orale Eisensubstitution oder Inhibitoren des Renin-Angiotensin-
Aldosteron-Systems, die zu Darmischidmie fiihren konnen [158]. Allerdings zeigten
tierexperimentelle Studien auch dann ein dysbiotisches Mikrobiom mit einer starken
Zunahme der Proteobakterien, wenn keinerlei Therapie erfolgte [106, 157]. Eine Expansion
der Proteobakterien und spezieller der Enterobacteriaceae gehdren zu den am haufigsten

berichteten Auspragungen von Dysbiose [159].

1.4. Zielsetzung und Hypothese

Obwohl die Verdnderungen des Immunsystems mit chronischer Entziindung bei gleichzeitiger
Immunschwiche als Haupttreiber von Morbiditdt und Mortalitdt bei chronischer
Nierenerkrankung lange bekannt sind, bleibt weitgehend unklar, wie es zu dieser ungiinstigen
Immunkonstellation kommt. Es werden auf der einen Seite direkte Folgen des renalen

Funktionsverlusts, wie verminderte Exkretion pro-inflammatorischer Zytokine und
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uramischer Toxine, sowie oxidativer Stress und Azidose, und auf der anderen Scite
Nebenwirkungen der Dialysebehandlung, die durch den Kontakt des Blutes mit
Dialysemembranen und -fliissigkeiten entstehen, diskutiert [53].

Bis zu einem gewissen Ausmal} sind diese Faktoren sicherlich mitverantwortlich fiir das
beobachtete Phédnomen. Da Zeichen der systemischen Entziindung aber bereits vor
Dialysebeginn auftreten [107], metabolische Auswirkungen der Nierenerkrankung durch die
Dialyse groBtenteils behoben werden [160] und in den vergangenen Jahren die Immunogenitét
der Dialysematerialien durch neue Techniken deutlich verringert werden konnte [53], muss es
weitere relevante Akteure geben, die mit chronischer Nierenerkrankung in Verbindung stehen
und systemische Entziindung und Immunsuppression vermitteln konnen. Es haben sich
verschiedene Modelle gebildet, die den dauerhaften oder zumindest hiufigen Kontakt zu
pathogenen Erregern im Sinne einer dysfunktionalen Stimulation des Immunsystems als
mogliche Ursache betrachten. Dies ist plausibel, da das Phdnomen der gleichzeitigen
Inflammation und Immunsuppression auch in Patienten mit chronischen Infektionen [161]
oder Sepsis [162] beschrieben wurde. Dariiber hinaus muss es, wenn die Dialyse als Quelle
ausfillt, eine andere Quelle fiir die gemessenen Endotoxinspiegel geben. So werden etwa
Katheter-assoziierte Infektionen oder die Haufung systemischer Infekte anderer Genese
verdéchtigt. Allerdings handelt es sich bei ersterem ebenfalls um ein Dialyse-assoziiertes
Risiko und diirfte daher bei (noch) nicht dialysierten ESRD-Patienten nicht auftreten und
letzteres beschreibt bereits eine Folge der beschriebenen Immunsuppression und kann daher
nicht allein fiir diese Verdnderungen verantwortlich sein. Zunehmend Beachtung findet die
intestinale Darmflora, die als grofftes mikrobiologisches Reservoir im Korper und Quelle
bakterieller Immunstimulation lange kaum Beachtung fand [163]. Wie bereits erdrtert ergaben
Studien eine durchlédssigere Darmbarriere und Dysbiose in chronisch urdmischen Patienten.
Eine relevante Mitbeteiligung dieser dysbiotischen Darmflora an der verdnderten
Funktionalitit und Reaktivitit des Immunsystems bei CKD erscheint in diesem
Zusammenhang unvermeidbar. Andersen und Kesper [106] lieferten einen wichtigen Baustein
in diesem Modell, indem sie eine antibiotische Eradikation der bakteriellen Darmflora in
Kollagen-Typ-4a3-defizienten Maéusen, einem anerkannten Mausmodell progressiver,
chronischer Nierenerkrankung, durchfiihrten. Es konnte gezeigt werden, dass es in urdmen
Maiusen zu einer intestinalen Dysbiose und einer bakteriellen Translokation vom Darm in die
Leber kam. Diese ging einher mit erhdhten LPS- und Peptidoglykanspiegeln, sowie Markern
der systemischen Entziindung. Durch Eradikation der bakteriellen Darmflora, konnte eine

Regression der Entziindungswerte und ein Absinken der LPS-Spiegel erreicht werden.
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Abbildung 5: Mogliche Rolle der Darmflora bei CKD-assoziierter Inmundysfunktion.
Graphische  Zusammenfassung des vermuteten Zusammenhangs zwischen chronischer
Nierenerkrankung (CKD), Darmflora, systemischer Immundysfunktion und Morbiditdt und Mortalitét.
Rot dargestellt sind die in dieser Arbeit operationalisierten und untersuchten Faktoren. Eigene
Darstellung.

Um diese Ergebnisse auf eine breitere wissenschaftliche Basis zu stellen und zu {iberpriifen,
ob die festgestellten Effekte wirklich auf den Auswirkungen chronischer Nierenerkrankung
beruhen oder eher dem spezifischen Krankheitsbild der Alport-Nephropathie angehdren,
wurden die von Andersen und Kesper [106] durchgefiihrten Analysen im Rahmen dieser
Arbeit an einem neuen didtetischen Modell der Kristallnephropathie wiederholt. Dieses

musste zunichst entsprechend charakterisiert werden.
Die zu beantwortenden Hypothesen lauten dementsprechend:

1. Eine oxalatreiche, kalziumarme Diét fiihrt in C57BL/6N-Méiusen zu chronischer
Nierenerkrankung, systemischer Entziindung und Immunsuppression, Dysbiose und
Darmbarrierestérung. (HO: Durch eine oxalatreiche, kalziumarme Diét lassen sich
chronische Nierenerkrankung, systemische Entziindung und Immunsuppression,
Dysbiose und Darmbarrierestdrung nicht auslosen.)

2. Durch die oxalatreiche Didt ausgeldste Verdanderungen des Immunsystems und der
Darmbarriere sind durch antibiotische FEradikation der dysbiotischen Darmflora
reversibel. (HO: Die antibiotische Eradikation der Darmflora hat keine Auswirkungen
auf die gemessenen Parameter des Immunsystems und der Darmbarriere.)

3. Die antibiotische Eradikation der dysbiotischen Darmflora verringert Ausmal} oder
Progredienz der chronischen Nierenerkrankung. (HO: Die antibiotische Eradikation der
Darmflora hat keine Auswirkungen auf die gemessenen Parameter fiir die

Nierenfunktion.)
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2. Material und Methoden

2.1. Material

Tabelle 4: Tierhaltung

Artikel

Hersteller

C57BL/6N Wildtyp-Mause, weiblich
Kifige Eurostandard Typ II long
Maushéuser aus Polycarbonat
Tierfutter

Reusable Animal Oral Gavage

Charles River Laboratories, Sulzfeld, D
TECNIPLAST S.p.A, Buguggiate, I
TECNIPLAST S.p.A, Buguggiate, 1
Ssnif, Soest, D

Cadence Science, Staunton, USA

Tabelle 5: Geriite und Einmalmaterial

Artikel

Hersteller

Pipetten

Serologische Pipetten 5, 10, 25ml
Pipetten Pipetman®

Multikanalpipette

Pipettierhilfe Pipetus®-classic
Pipettierhilfe Easypet

Pipettenspitzen Typ Gilson®
Pipettenspitzen, Filter tips, pyrogenfrei
Pipettenspitzen epT..P.S.®

Waagen

BP 110 S

Mettler PJ 3000

Zentrifugen

Heraeus, Minifuge T

Heraeus, Sepatech Biofuge A
Centrifuge 5415 C

Centrifuge 5418 C

Universal 16

ELISA

ELISA-Reader Tecan, GENios Plus
ELISA Microplate Strip Washer ELx50
NUNC-Immunoplate F96

Real-time PCR

Spektrophotometer Nano drop® ND-1000

BD, Heidelberg, D

Gilson, Middleton, WI, USA
Eppendorf AG, Hamburg, D
Hirschmann Laborgerite, Eberstadt, D
Eppendorf, Hamburg, D

Peske, Aindling-Arnhofen, D

nerbe plus, Winsen/Luhe, D
Eppendorf AG, Hamburg, D

Sartorius, Gottingen, D
Mettler-Toledo, Greifensee, CH

VWR Internation, Darmstadt, D
Heraeus Sepatech, Osterode, D
Eppendorf, Hamburg, D
Eppendorf, Hamburg, D
Hettich, Bach, CH

Tecan, Crailsheim, D
BioTek, Bad Friedrichshall, D

Thermo Scientific, Waltham, USA

PEQLAB Biotechnology, Erlangen D
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LightCycler™ 480 Real-Time PCR System
Klebefolie

LightCycler™ 480 Multiwell-Platte 96
FACS

FACSCalibur™

FACS-Reaktionsgefifle

Himatographie und Serumanalyse
AU480 Chemistry Analyzer

Sysmex capillary tubes

Sysmex XT-20001V

Mikroskopie

Lichtmikroskop Leitz DM IL

Libra 120

CCD-Kamera (charge-coupled device)
Deckgléser

Lichtmikroskop Zeiss Axioplan 2
Axiocam HR

Histologie-Einbettkassetten
SuperFrost+® Objekttrager
Mikrobiologie

Brutschrank Heracell Typ B5060 EC-CO2
Columbia-Blutagar Pharm.
Einmalimpfschlingen

Einmalspatel L-Shape Spreader

Sterile Einwegpinzetten

Steriles Filtersieb Cell Strainer 100, 70pm
Sonstiges

Autoklaviergerit

Einwegkiivetten 1,5ml Plastibrand
Eppendorf-Tubes 1,5ml steril/pyrogenfrei
Falcons 15ml, 50ml

Homogenisator Ultra Turrax T25
Magnetrithrer IKAMAG REO
Microlance Kaniilen 20, 26, 30G
Mikroreaktionsgefa3e 1,5, 2, Sml
pH-Meter WTW

Sicherheitsskalpell

Sicherheitswerkbank Microflow®

Roche Diagnostics Ltd., Rotkreuz, CH

Roche, Basel, CH
Roche, Basel, CH

BD Bioscience, Heidelberg
BD Pharmingen, San Diego, USA

Beckman Coulter, Brea, USA
Sysmex D. GmbH, Norderstedt, D
Sysmex D. GmbH, Norderstedt, D

Leica Microsysteme, Solms, D
Carl-Zeiss AG, Oberkochen, D
Trondle, Moorenwies, D
Menzel-Gléser, Braunschweig
Carl-Zeiss AG, Oberkochen, D
Carl-Zeiss AG, Oberkochen, D
Neolab, Heidelberg, D

Menzel-Gléser, Braunschweig

Heraeus Sepatech, Osterode, D
Merck, Darmstadt, D

Nunc GmbH, Wiesbaden, D
VWR, Leuven, B

Angiokard, Friedeburg, D

BD Falcon, Franklin Lakes, USA

Webeco, Selmsdorf, D
Brand, GieB3en, D

nerbe plus, Winsen/Luhe, D
TPP, Trasadingen, CH

IKA GmbH, Staufen, D
IKA GmbH, Staufen, D
BD, Fraga, E

TPP, Trasadingen, CH
WTW GmbH, Weilheim, D
Aesculap AG, Tuttlingen, D
Nunc GmbH, Wiesbaden, D
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Sonifier® B-12

Spritzen Diskardit I 1, 2, 5, 10ml
Sterile Einmalskalpelle
Thermomixer 5436
Thermomixer comfort
UV-Lampe

Vortex Genie 2™

Branson Sonic Power, Danburry, USA
BD, Fraga, E

Feather Safety Razor Co. LTD, Osaka, J
Eppendorf, Hamburg, D

Eppendorf, Hamburg, D

Bachofer Laborgerite, Reutlingen, D
Bender & Hobein AG, Ziirich, CH

Tabelle 6: Kits

Artikel Hersteller
Ambion PureLink® RNA Mini Kit Life technologies GmbH, Darmstadt, D
Cytofix/Cytoperm Plus BD, Franklin Lakes, USA

ELISA Kit for Secretory IgA
LAL-Chromogenic Endpoint Assay
Mouse Albumin ELISA Quantitation Set
RNAse-freies DNAse Set
TMB-Substrate Reagent Set

Cloud-Clone Corp., Houston, USA
Hycult Biotech, Uden, NL

Bethyl Lab. Inc., Montgomery, USA
Qiagen GmbH, Hilden, D

BD Biosciences, San Diego, USA

Tierfutter

Alle drei Didten basieren auf der ,,Calcium free diet (Harlaan Cat. No. TD.95027) und

wurden als Spezialanforderung von der Firma Ssniff, Soest, D, hergestellt. Diese Diiten

enthielten die in Tabelle 7 dargestellten I

nhaltsstoffe.

Tabelle 7: Inhaltsstoffe der verwendeten Disiten

Diit Inhaltsstoffe Gewichtsprozent
,,Basisdiat* Saccharose 34,22
(niedriger Oxalat- und niedriger Maisstarke 32,00
Kalziumgehalt) Kasein 20,00
Sojaodl 6,00
Zellulose 4,00
CaP-defizienter Mineralienmix 1,34
(79055) 1.14
Kaliumphosphat, monobasisch 1:00
Vitaminmix, Teklad (40060) 0,30
L-Cystin 0,0012
Antioxidans: Ethoxyquin
,2Kontrolldiat“ ,,Basisdiit* umol/g
(hoher Oxalat- und hoher + Natriumoxalat 50
Kalziumgehalt)
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+ Kalziumcarbonat 150
,CKD-Diit* ,,Basisdiit* pumol/g
(hoher Oxalat- und niedriger + Natriumoxalat 50

Kalziumgehalt)

Tabelle 8: Medikamente und Reagenzien

Artikel Hersteller

Antibiotika

Ampicillin-T (Chevita) KUM Apotheke, Miinchen, D
Neomycin KUM Apotheke, Miinchen, D
Metronidazol KUM Apotheke, Miinchen, D
Injektionsnarkose

Medetomedin 1mg/ml Pfizer, Berlin, D

Midazolam 5mg/ml Roche, Mannheim, D

Fentanyl 0,05mg/ml Jansen, Oberriet, CH
Reagenzien

ABC-Kit (inkl. Anti-Biotin-Antikdrper) Vector, Burlingame, USA
ABC-Substrat Vector, Burlingame, USA
Agar-Agar Serva, Heidelberg, D
Ammoniumperoxodisulfat Bio-Rad, Miinchen, D
Annexin binding buffer BD Pharmingen, Heidelberg, D
Antigen Unmasking Solution Vector, Burlingame, USA
Avidin Vector, Burlingame, USA
Aqua ad iniectabilia B. Braun AG, Melsungen, D
Bacto-Yeast-Extract BD Biosciences, Sparks, USA
B-Mercaptoethanol Roth, Karlsruhe, D

BioStab PCR Optimizer Bitop, Witten, D

Biotin Vector, Burlingame, USA
Bovines Serum Albumin (BSA) Roche Diagnostics, Mannheim, D
CaCl, Merck, Darmstadt, D
CgHsN,O4S Merck, Darmstadt, D
Diaminobenzidin Sigma-Aldrich, St. Louis, USA
Diethylpyrocarbonat (DEPC) Sigma-Aldrich, St. Louis, USA
DMSO Merck, Darmstadt, D

dNTPs 25mM GE Healthcare, Miinchen, D
DTT 0,1M Invitrogen, Karlsruhe, D
Dulbecco’s PBS (1x, steril) PAN Biotech GmbH, Aidenbach, D
EDTA Biochrom KG, Berlin, D
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Eosin

Ethanol

Fetal Calf Serum (FCS)
First strand Buffer 5x
Formalin

H,SO4

Himatoxylin

HCI

Hexanucleotide

KCl

KH,POg4

Linear Acrylamid
MacConkey-Agar
Methanol

Methylgriin

MgCl

MgCl, 25mM

Na,HPO

NaCl

NaOH

Natriumazid
Nickelchlorid

Nuclear Fast Red Solution
Paraffin

Periodic acid-Schiff-Reagenz (PAS)
Pertex

RNAlater

RNase free Spray
RNAsin (40 U/ul)

RPMI Glutamax
Silbernitrat

Superscript 11

SYBR Green Dye detection
Sysmex Cellpack Puffer
Taq DNA Polymerase
Taq Puffer without detergent 10x
Tris

Tryptophan

Merck, Darmstadt, D

Merck, Darmstadt, D

Biochrom KG, Berlin, D
Invitrogen, Karlsruhe, D

Merck, Darmstadt, D

Roth, Karlsruhe, D

Morphisto, Frankfurt, D

Merck, Darmstadt, D

Roche, Mannheim, D

Merck, Darmstadt, D

Merck, Darmstadt, D

Ambion, Darmstadt, D

Roth, Karlsruhe, D

Merck, Darmstadt, D

Morphisto, Frankfurt, D

Merck, Darmstadt, D

Fermentas, St. Leon-Rot, D
Merck, Darmstadt, D

Merck, Darmstadt, D

Merck, Darmstadt, D

Merck, Darmstadt, D

Merck, Darmstadt, D
Sigma-Aldrich, Deisenhofen, D
Merck, Darmstadt, D

Bio-Optica, Miinchen, D

Medite, Burgdorf, D

Qiagen GmbH, Hilden, D

Gene Choice, Frederick, USA
Promega, Mannheim, D
Invitrogen, Karlsruhe, D

Merck, Darmstadt, D

Invitrogen, Karlsruhe, D

Applied Biosystems, Norwalk, USA
Sysmex D. GmbH, Norderstedt, D
New England BioLabs, Ipswich, USA
Fermentas, St. Leon-Rot, D

Serva Electrophoresis, Heidelberg, D
Roth, Karlsruhe, D
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Tween-20
Wasserstoffperoxid
Xylol

Sigma-Aldrich, Deisenhofen, D
BD Biosciences, San Diego, USA
Fisher Scientific, Pittsburgh, USA

Tabelle 9: Losungen

Losung Reagenz Menge
Blockierlosung (ELISA) PBS/Tween 100ml
BSA 0,5g
Carbonat-Puffer 0,05M H,O 500ml
NaHCO 2,1g
Na2CO3 2,645¢g
CMF-Losung HBSS 10x 50ml
HEPES-Bic.-Puffer 10x ~ 50ml
FCS 25ml
H,O ad 500ml
DTE HBSS-Puffer 50ml
HEPES-Bic.-Puffer 10x  50ml
FCS 50ml
H,O ad 500ml
EDTA-Losung HBSS 10x 50ml
HgPg-Puffer 100x Sml
EDTA 0,5M 1,3ml
H,O ad 500ml
Harvest medium RPMI Glutamax 500ml
FCS 25ml
HgPg-Puffer 100x Sml
HBSS-Puffer 10x NaCl 80g
KCl 4g
Na,HPO4 0,621g
KH,PO4 0,6g
H,O ad 1000ml
Titration mit NaOH/HCI auf pH 7,4
HEPES-Bicarbonat-Puffer 10x CsHisN,O4S 23,8g
NaHCO; 2lg
H,O ad 1000ml

Titration mit NaOH/HCI auf pH 7,2
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HgPg-Puffer 100x

FACS Puffer

LB-Agar

Kollagenase-Losung

MacConkey-Agar

PBS-Puffer 10x

TBS-Puffer 10x

qPCR-Mastermix

CsHisN2O4S 59,6g
RPMI Glutamax 500ml
Titration mit NaOH/HCI auf pH 7,5
DPBS 500ml
BSA lg
Natriumazid 0,5g
Tryptophan 10g

NaCl 10g
Hefeextrakt S5g

H,O ad 1000ml
Titration mit NaOH/HCI auf pH 7,2-7,3
Agar-Agar 50g

RPMI Glutamax 500ml
FCS 55ml
HgPg-Puffer 10x 5,5ml
MgCl, 0,5M Iml
Kollagenase Img/ml
MacConkey-Agar 50g

H,O ad 1000ml
Agar-Agar Sg

NaCl 80,0g
Na2HPO4 11,6g
KH2PO 2,0g

KCl 2,0g

H,O ad 1000ml
Titration mit NaOH/HCI auf pH 7

Tris 60,57g
NaCl 81,82¢g
H,O ad 1000ml
Titration mit NaOH/HCI auf pH 8

Taq Puffer 10x 2ml

dNTP 25mM 150ul1
BioStab PCR optimizer  4ml

BSA 20mg/ml 200pul
SYBR Green | 40ul
MgCl, 25mM 2,4ml
H,O 1210ul
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Tabelle 10: Antikorper

Antikorperbezeichnung

Hersteller

Antikorper fiir FACS

Anti-Maus CD3¢ FITC (clone 145-2C11)
Anti-Maus CD4 APC (clone RM4-5)
Anti-Maus CD8 PerCP (clone 53-6.7)
Anti-Maus CD69 PE (clone H1.2F3)
Anti-Maus CDI11c¢ PE (clone HL3)
Anti-Maus CD25 PerCP; (clone PC61)
Anti-Maus CD86 FITC (clone GL1)
Anti-Maus IL-17 APC (ebiol7B7)
Anti-Maus CD11b APC (553312)
Anti-Maus IFN-y PE

Anti-Maus Ly6C FITC (clone AL-21)
Anti-Maus Ly6G FITC (clone 1A8)
Anti-Maus CD45 PE (clone 30-F11)
Anti-Maus FOXP3 PE (clone 150D)
Anti-Maus F4/80 APC (clone MCA)
Anti-Maus Ly6B.2/ 7/4 PE (MCA 77)
Antikorper fiir Inmunhistochemie:
Ratte Anti-Mensch CD3 (MCA1477)
Ratte Anti-Maus F4/80 (MCA497G)
Ziege Anti-ZO-1 (Invitrogen 61-7300)

BD, Heidelberg, D
BD, Heidelberg, D
BD, Heidelberg, D
BD, Heidelberg, D
BD, Heidelberg, D
BD, Heidelberg, D
BD, Heidelberg, D
BD, Heidelberg, D
BD, Heidelberg, D
BD, Heidelberg, D
BD, Heidelberg, D
BD, Heidelberg, D
BD, Heidelberg, D
BioLegend, San Diego, USA
ADbD SeroTec, Diisseldorf, D
ADbD SeroTec, Diisseldorf, D

SeroTec, Oxford, GB
SeroTec, Oxford, GB

Invitrogen, Karlsruhe, D

Tabelle 11: Murine Oligonukleotidprimer

Primerbezeichnung Sequenz
18s forward 5'-GCAATTATTCCCCATGAACG -3’
reverse 5'- AGGGCCTCACTAAACCATCC -3’
Claudin-1 forward 5'-GTTTGCAGAGACCCCATCAC-3'
reverse 5'-AGAAGCCAGGATGAAACCCA-3'
Claudin-2 forward 5'-TATGTTGGTGCCAGCATTGT-3’
reverse 5'-TCATGCCCACCACAGAGATA-3'
Claudin-3 forward 5'-GCACCCACCAAGATCCTCTA-3'
reverse 5-AGCCTGTCTGTCCTCTTCCA-3'
Claudin-4 forward 5'-ATGGCGTCTATGGGACTACA-3’
reverse 5'-TTACACATAGTTGCTGGCGG-3'
IFNy forward 5'-TTCTTCAGCAACAGCAAGGC-3’
reverse 5'-TCAGCAGCGACTCCTTTTCC-3'
IL-6 forward 5'-TGATGCACTTGCAGAAAACA-3'
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reverse 5'-ACCAGAGGAAATTTTCAATAGGC-3’

IL-17 forward 5'-TCTCCACCGCAATGAAGACC-3’
reverse 5'-CACACCCACCAGCATCTTCT-3’

IL-22 forward 5'-TGGGATTTGTGTGCAAAAGCA-3’
reverse 5'-TAATTTCCAGTCCTGTCTTCTG-3'

Occludin forward 5'-GATTCCTCTGACCTTGAGTGTG-3'
reverse 5'-TAGGTGGATATTCCCTGACCC-3’

PTX-2 forward 5'-AGCTGCTGCTGTCATACCCT-3'
reverse 5'-CAGATTCTCTGGGGAACACAA-3'

TNFa forward 5'-CCACCACGCTCTTCTGTCTAC-3’
reverse 5'-AGGGTCTGGGCCATAGAACT-3'

70-1 forward 5'-AATGTATAGCACGGACAGTAGAC-3’
reverse 5'-TCTCTGCTGGCTTGTTTTTC-3'

70-2 forward 5'-AATGCGAGGATCGAAATAGC-3'
reverse 5'-TAGCTTCCTCTGGTGTCCTG-3'

Tabelle 12: Software

Produkt Hersteller

CellQuest Pharmingen (FACS) BD Pharmingen, Heidelberg, D

FlowJo (FACS) TreeStar, Ashland, USA

GraphPad Prism GraphPad Software, Inc., La Jolla, USA

Image J NIH, Bethesda, USA

GIMP Spencer Kimball, Peter Mattis

Microsoft Excel Microsoft Corporation, Redmond, USA

Microsoft Word Microsoft Corporation, Redmond, USA
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2.2. Methoden

2.2.1. Mausmodell und experimentelles Design

Experimentell gliederte sich die Arbeit in zwei Teile: Der erste Teil hatte die
Charakterisierung des verwendeten Mausmodells fiir chronische Nierenkrankheit im Hinblick
auf Ausmal} der Nierenerkrankung, Darmflora, systemische Entziindung und Darmbarriere
zum Ziel. Im zweiten Teil wurde der Effekt einer antibiotischen Intervention zur Eradikation
der Darmflora auf diese Merkmale untersucht.

Das dieser Arbeit zugrunde liegende CKD-Mausmodell basiert auf einer oxalathaltigen Diét.
Erhohte Serumoxalatspiegel fiihren iiber die Bildung von Kalziumoxalatkristallen in der Niere
zu tubuldren Entziindungsreaktionen, Untergang von Nephronen und schlieBlich
Vernarbungen im Nierengewebe und auf diese Weise zu einer chronischen renalen
Funktionseinschrankung [33, 164]. Ein entsprechendes Mausmodell fiir chronische
Nierenerkrankung wurde vor der Durchfiihrung der Experimente noch nicht in ausreichender
Weise charakterisiert und publiziert. Inzwischen existieren jedoch publizierte Daten aus der
Arbeitsgruppe von Professor Anders, mit denen sich die hier erhobenen Daten vergleichen
lassen [165]. Allerdings fehlen in der publizierten Studie wichtige fiir die Fragestellung dieser
Arbeit relevante Parameter. Fiir diese Arbeit wurde zur Charakterisierung des Modells
weiblichen C57BL/6N-Méusen ab einem Alter von sieben bis neun Wochen ein mit
gutloslichem Natriumoxalat angereichertes, kalziumarmes Spezialfutter [33], im Folgenden
,CKD-Didt* genannt, verabreicht. Um das intestinale Mikrobiom sowohl in der CKD- als
auch in der Kontrollgruppe einer vergleichbaren Umgebung auszusetzen, wurde als
Kontrolldiédt im ersten Teil der Arbeit eine zusitzlich mit Kalzium angereicherte ,,CKD-Diét*,
im Folgenden ,Kontrolldidt® genannt, verwendet. Da Oxalat bei entsprechender
Kalziumkonzentration schon im Darm mit Kalzium zu Kalziumoxalat komplexiert, sollte auf
diese Weise trotz Oxalatexposition der Darmbakterien eine systemische Aufnahme des
Oxalats und damit eine renale Schidigung verhindert werden [15, 166, 167]. Um den Verlauf
der interessierenden Parameter beurteilen zu konnen, wurden Gruppen von 5-12 Tieren
gebildet und vor der Organentnahme je 0, 5, 10, 15 oder 20 Tage mit der ,,CKD-* respektive
mit der ,,Kontrolldidt* gefiittert. Dies ist in Abbildung 6 schematisch dargestellt. Nach erster
Auswertung der Ergebnisse des ersten experimentellen Teils wurde fiir die Interventionsstudie
von einer stabilen CKD nach 10 Tagen ,,CKD-Diét* ausgegangen. So wurden 18 Tiere 10
Tage lang mit ,,CKD-Didt“ gefiittert. Hieran schloss sich die ebenfalls 10-tigige
Interventionsphase an, wihrend welcher die intestinale, bakterielle Besiedelung der Tiere

mittels Antibiotika eradiziert werden sollte.
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— b5 Tiere, t Tag 5

— 8 Tiere, t Tag 10

— 5 Tiere, t Tag 15

- I
— b5 Tiere, Tt Tag 5

— 12 Tiere, T Tag 10

— 5 Tiere, t Tag 15

Abbildung 6: Schema des Versuchsaufbaus des experimentellen Teils 1.
Q@ = weiblich, T = Organentnahme, CKD-Diit: oxalathaltig, kalziumarm; ,,Kontrolldidt“: oxalathaltig,
kalziumreich; eigene Darstellung.

Die Didt wurde fiir die Interventionsphase ebenfalls umgestellt. Hierfiir wurde die sowohl
kalzium- als auch oxalatarme ,,Basisdidt” gewéhlt, um Effekte einer akuten Oxalataufnahme
auszuschlieBen und einzig die Auswirkungen der Intervention auf die nierenkranken Tiere zu
untersuchen. In der Interventionsphase erhielt die eine Halfte der Tiere (Interventionsgruppe)
taglich morgens in Wasser geloste Antibiotika. Diese Antibiotika wurden als Mixtur
verabreicht, die sich folgendermaflen zusammensetzte: Die in Pulverform vorliegenden
Antibiotika, wurden in H,O so gelost, dass sich Konzentrationen von Neomycin 25mg/ml,
Ampicillin 115,5mg/ml und Metronidazol 12,5mg/ml ergaben und im Verhéltnis 71:37:142
gemischt. Den Tieren wurden 3,53 ml/kgKG (Neomycin 25 mg/kgKG, Ampicillin 60
mg/kgKG, Metronidazol 25 mg/kgKG) dieser Mischung verabreicht. Der anderen Hélfte der
Tiere (Interventions-Kontrollgruppe) wurde zur Scheinbehandlung ein entsprechendes
Volumen Wasser verabreicht. Die Tiere wurden hierzu in der Hand gehalten, wéhrend die
entsprechende Fliissigkeit per Pipette mit 200ul-Pipettenspitze oral verabreicht wurde. Das

Design der Interventionsstudie ist in Abbildung 7 schematisch dargestellt.

2.2.2. Probengewinnung und Tierhaltung

Die finale Organentnahme beendete den Versuch. Zuvor wurden Faecesproben gewonnen, die

direkt nach der Ausscheidung in einem autoklavierten Gefall aufgefangen wurden.
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Interventionsgruppe:
10 Tage Basisdiat + Antibiotika
9 Tiere, t Tag 20

Interventions-Kontrollgruppe:
10 Tage Basisdiat + H,0
9 Tiere, T Tag 20

Abbildung 7: Schema des Versuchsaufbaus des experimentellen Teils 2.
Q = weiblich, ¥ = Organentnahme, ,,CKD-Diit*: oxalathaltig, kalziumarm, ,,Basisdidt: oxalatarm,
kalziumarm; eigene Darstellung.

Der Organentnahme ging eine Gewichtskontrolle, sowie die letzte Gewinnung von
Faecesproben voraus. AnschlieBend erfolgte eine intraperitoneale Injektionsnarkose mit
Medetomedin, Midazolam und Fentanyl, die gewichtsabhédngig dosiert wurde (Medetomin 0,5
mg/kgKG, Midazolam 5,0 mg/kgKG und Fentanyl 0,05mg/kgKG). Nach Erloschen
samtlicher Schutzreflexe wurde der retrobulbdr gelegene Venenplexus mit einer nicht
heparinisierten Glaskapillare (Durchmesser 0,8mm) unter leichtem Drehen vom nasalen
Augenwinkel her punktiert [168]. Die ersten 50ul Blut wurden zur Abmessung in eine
spezielle Sysmex-Kapillare weitergeleitet und zur Koagulationshemmung im Verhéltnis 1:5
mit Sysmex Cellpack Puffer vermischt. Weitere 300ul Blut wurden direkt in ein 1,5ml
Reaktionsgefdl} geleitet zur Serumgewinnung nach natiirlicher Koagulation. Die Maus wurde
nun zur Eréffnung des Situs auf einem mit Aluminiumfolie iiberspannten Styroporbrett
aufgespannt. Um einer Keimverschleppung vorzubeugen, wurden drei separate zuvor
sterilisierte Bestecksets fiir drei verschiedene Gewebsschichten (Haut und subkutanes
Gewebe, Faszien, Organe) verwendet. Nach Eroffnung des Thorax wurde der linke Ventrikel
punktiert und das so gewonnene Blut in ein steriles Gefal} iiberfiihrt.

AnschlieBend wurden Milz, Leber und Nieren entnommen, entkapselt (nur Nieren) und mit
einem Skalpell zerteilt, damit sie auf folgende Weise asserviert werden konnten: in 500ul
RNAlater bei -20°C zur RNA-Analyse, in 10%-Formalin zur histologischen
Weiterverarbeitung, in Fliissigstickstoff (Asservierung -80°C) zur mdglichen Proteinanalyse
und in PBS auf Eis zur Aufbereitung fiir die Durchflusszytometrie und fiir die Leber auch zur
mikrobiologischen Kultur. Ebenso wurde mit Ileum und Colon verfahren. Aulerdem wurde
ein lcm langes Stiick des terminalen Ileums mit 300ul PBS dreimal von jeder Seite gespiilt
und die Spiilfliissigkeit zur Analyse des sekretorischen IgAs bei -20°C aufgehoben. Die

Uberreste der Tiere wurden sachgemiB iiber das Institut entsorgt.
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Tabelle 13: Ubersicht iiber Proben, Asservierung und Verwendungszweck

Art der Probe Verwendungszweck Asservierung

Faeces Mikrobiologische Kultur PBS, sofortige Verarbeitung
Albumin-ELISA -20°C

Retrobulbidr gewonnenes Blut ~ Serumchemie Raumtemperatur
Hiamatologie EDTA, auf Eis

Kardial gewonnenes Blut LAL-Assay -20°C

Niere, Leber, Milz, Ileum und mRNA-Analyse RNAIlater, -20°C

Colon Histologie Formalin, Raumtemperatur
FACS PBS, auf Eis
Proteinanalyse (n. d.) -80°C
Mikrobiologische Kultur PBS, auf Eis
(nur Leber)

Ileumspiilung slgA-ELISA PBS, -20°C

Sédmtliche Versuche wurden mit weiblichen C57BL/6N-Midusen der Firma Charles River
Laboratories, Sulzfeld, D, durchgefiihrt. C57BL/6 ist einer der am héufigsten verwendeten
und daher mit am besten untersuchten Inzuchtstimme fiir Versuchsméuse [169]. Pro Kifig
wurden zwei bis fiinf Miuse unter kontrolliert-pathogenfreien Bedingungen und bei 12
Stunden-Hell-Dunkel-Rhythmus, sowie konstanter Luftfeuchtigkeit und Temperatur gehalten.
Den Maiusen standen kleine Wattekissen zum Nestbau und rote Polycarbonathiitten als
Schutzraum zur Verfligung. Mit Ausnahme der Spezialdidten wurden die Kéfige und deren
Inhalt vor Gebrauch durch Autoklavieren sterilisiert. Kéafigwechsel erfolgten mindestens
wochentlich und die Versuchstiere hatten durchgehend freien Zugang zu Wasser und Futter.
Ausnahmslos entsprachen die durchgefiihrten Experimente den Vorschriften des deutschen
Tierschutzgesetzes, sowie der EU-Richtlinie 2010/63/EU 1356 [170] und erfolgten nur nach

Genehmigung durch die Regierung von Oberbayern.

2.2.3. Mikrobiologische Kultur aus Faeces und Lebergewebe

Per Ausstrichverfahren sollten Informationen iiber die bakterielle Darmflora gewonnen
werden. Hierzu wurden die gewonnenen Faeceskottel gewogen und in sterilem PBS per
Pipette und durch Vortexen suspendiert. AnschlieBend wurden Verdiinnungsreihen
durchgefiihrt und die verdiinnten Suspensionen mit sterilen Spateln auf verschiedene
Kulturmedien, die in Petrischalen vorgelegt waren, ausgestrichen. Zur Anwendung kamen

hierbei MacConkey-Agar, LB-Agar und Vollblut-Agar. AbschlieBend wurden die Platten
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aerob oder anaerob fiir 14 Stunden bei 37°C und 5% CO, bebriitet. Durch die
unterschiedlichen Néhrmedien, Bebriitungsmodi und Verdiinnungen sollte ein moglichst
umfassendes, qualitatives sowie quantitatives Bild des intestinalen Mikrobioms erstellt
werden. Am zuverldssigsten erwies sich die primére Suspension des Faeces-Kottels in 1ml
PBS und eine Verdiinnung von 50ul dieser Suspension in weiteren 900ul PBS mit
Ausplattierung von je 50ul dieser Verdiinnungen und aerober Bebriitung. Auf dieser
Vorgehensweise basieren daher die im Ergebnisteil prasentierten Daten fast ausschlief8lich.
Ahnlich wurde auch mit Lebergewebe verfahren: Dieses wurde nach der Entnahme gewogen
und anschlieBend durch einen 100pum Filter zerkleinert und mit PBS ausgespiilt. Es folgte eine
Zentrifugation und eine Resuspension des Pellets in PBS. Diese Resuspension wurde auf den
verschiedenen Medien ausgestrichen. Die Bebriitung erfolgte wie bereits beschrieben.
Wihrend die Vollblut-Agar Platten bereits benutzungsfertig vom Hersteller bezogen wurden,
erfolgte die Herstellung von LB- (engl.: lysogeny broth) und MacConkey-Agar vor Ort.
Hierzu wurden die im Materialteil aufgefiihrten Rezepturen in 1000ml H,O geldst, bei 121°C
autoklaviert und unter keimarmen Bedingungen auf Petrischalen verteilt. Nach dem Abkiihlen
und Aushérten wurden diese bei 4°C bis zur Verwendung gelagert.

Die quantitative Auswertung erfolgte liber das Auszdhlen von Bakterienkolonien, sogenannter
colony forming units (CFU), und der Extrapolation dieser Zahlen auf die CFU-Zahl pro
Milligramm der Faeces bzw. Lebergewebe. Zur qualitativen Auswertung war eine Bewertung
der CFUs anhand morphologischer Kriterien wie Form- und Farbe vorgesehen. Dies konnte
jedoch letztendlich aufgrund des unsystematischen Auftretens verschiedenster Morphologien
nicht umgesetzt werden. Jedoch unterscheiden sich die verschiedenen N&hrboden und
Bebriitungsmodi hinsichtlich der Spezienspezifitit, was eine eingeschrinkte qualitative
Zuordnung zuldsst. So sind LB- und Vollblutmedien eher unspezifisch, wihrend auf

MacConkey-Agar nur gram-negative Stimme gedeihen.

2.2.4. Analyse von Blutbild, Serumelektrolyten und Retentionsparametern

Die Bestimmung des Blutbildes und der Serumkonzentrationen der Elektrolyte Natrium,
Kalium, Kalzium, Chlorid und Phosphat sowie der Retentionsparameter Harnstoff, Harnsdure
und Kreatinin erfolgte in Zusammenarbeit mit der Abteilung fiir Klinische Chemie der
German Mouse Clinic, Miinchen. Hierhin wurden die EDTA-Blutproben nach jedem
Versuchsabschluss unverziiglich unter Kiihlung auf Eis gebracht, sodass die hamatologischen
Parameter mithilfe eines Sysmex XT2000iV gemessen werden konnten. Es wurde iiber die
Einstellung ,,CBC DIFF RET* ein Differenzialblutbild der Erythrozyten, Thrombozyten und

Leukozyten inklusive von Retikulozyten und Parametern zur Zellmorphologie und -verteilung
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erstellt [171]. Serumproben wurden bei -20°C gelagert und je 100ul mit einem Beckman-
Coulter AU480 analysiert. Es erfolgte hier die Bestimmung der Elektrolyte Natrium, Kalium,
Chlorid, Kalzium und Phosphat sowie der Retentionsparameter Kreatinin, Harnstoff und
Harnsdure. Die Kreatininkonzentration wurde hierbei auf enzymatische Weise bestimmt. Die

Durchfiihrung der Messung geschah durch das Fachpersonal der German Mouse Clinic.

2.2.5. Leukozytendifferenzierung mittels Durchflusszytometrie

Ein bedeutender Teil der Immunphéanotypisierung erfolgte per Durchflusszytometrie (FACS,
Sfluorescence-activated cell sorting). Durch FACS lassen sich physikalische Eigenschaften
einzelner Zellen einer Zellsuspension erfassen. Auf diese Weise lédsst sich der Anteil von
Zellsubpopulationen, die eine gewisse Eigenschaft erfiillen, ins Verhéltnis zur Gesamtzellzahl
der Zellsuspension setzen. Neben Grofe und Granularitéit der Zellen gehdrt zu den mit dieser
Methode messbaren  FEigenschaften die frequenzabhingige Fluoreszenz. Durch
Fluoreszenzfarbstoff-markierte Antikorper, die sich gegen Zellgruppen-spezifische Epitope
richten, ist es mdglich diese voneinander zu unterscheiden.

Funktionsprinzip der Durchflusszytometrie ist das einzelne Vorbeischleusen der Zellen an
einem Laser. Dies wird erreicht, indem die Zellen in einer Kapillare hydrodynamisch
fokussiert werden. Beugung und Streuung des Laserstrahls geben Auskunft iiber GroB3e und
Granularitidt der Zelle. AuBerdem wird die fluoreszenzbedingte Lichtemission der Zelle
detektiert. Zur Lichtemission kommt es bei optimaler Anregung der Elektronen des
Fluoreszenzfarbstoffes, die dadurch ihr Energieniveau wechseln und dabei Photonen
emittieren. Da diese Fluoreszenz stark von der Frequenz des anregenden Laserlichts abhéngt,
konnen verschiedene Fluoreszenzfarbstoffe durch unterschiedliche Anregungsfrequenzen
sensitiv unterschieden werden [172]. Mit dem hier verwendeten FACSCalibur™ lieen sich
vier verschiedene Farbstoffe unterscheiden.

Ziel war die Erfassung von Leukozytenpopulationen aus Milz, Leber, Niere und Ileum. Nach
der Entnahme der Organe mussten die Leukozyten zunichst aus dem Gewebeverband gelost
und in eine Einzelzellsuspension iiberfithrt werden, um anschlieBend mit fluoreszierenden
Antikorpern markiert zu werden. Hierfiir wurden die Organe durch Pressen durch einen
sterilen 70um Filter zerkleinert und in PBS suspendiert. Die weitere Verarbeitung dieser
Suspension zur Einzelzellsuspension umfasste die Lyse der unerwiinschten Erythrozyten
sowie wiederholtes Waschen mit PBS durch Zentrifugation und Dekantieren des Uberstands.
Zuletzt wurde die Suspension durch einen feineren 30pum Filter gedriickt und gewaschen. Die

verbliebenen Zellen wurden in 2-5ml FACS-Puffer gelost.
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Die Praparation der Ileumproben unterschied sich hier von den {ibrigen und wurde wie 2012
von Sheridan und Lefrangois [173] publiziert durchgefiihrt. Im ersten Schritt musste das
Priparat hierzu von Faeces-, Fett- und Mediastinumresten befreit werden. Dies erfolgte durch
Spiilung und feuchter Praparation bei Temperaturen um 4°C, wobei ein spezieller kalzium-
und magnesiumfreier Puffer (CMF-Puffer) verwendet wurde. Nun folgte eine Inkubation mit
DTE bei 37°C. Die in Losung befindlichen Zellen wurden durch einen 70um Filter filtriert,
abzentrifugiert und in harvest medium in Suspension gebracht. Das verbliebene Darmgewebe
wurde nach Inkubation in EDTA-L6sung, harvest medium und Kollagenase-Losung durch
einen 70um Filter gepresst und in harvest medium suspendiert. Die beiden Suspensionen
wurden vereint und nach einem Waschschritt in Iml FACS-Puffer resuspendiert.

Die fertigen Einzelsuspensionen mussten vor der FACS-Analyse nun noch mit den
entsprechenden fluoreszierenden Antikérpern ,,gefarbt® werden. Die verwendeten
Fluoreszenzfarbstoffe waren Fluoresceinisothiocyanat (FITC), Phycoerythrin (PE), Peridinin
Chlorophyll Protein Complex (PerCP) und Allophycocyanin (APC). Die damit konjugierten
Antikorper gegen CD- (engl.: cluster of differentiation) Epitope der Zellen finden sich in
Tabelle 14. Fiir Niere, Milz und Ileum wurden sechs (A-F) und fiir die Leber zwei (C, F)
verschiedene Sets aus je zwei bis vier Antikorpern angefertigt, um eine genaue
Differenzierung der Leukozyten zu erreichen. In Tabelle 15 ist eine Aufschliisselung der
untersuchten Leukozytenpopulationen und der dazugehdrigen CD-Oberflachenantigene
aufgefiihrt. Zur Stimulation der T-Zellen erfolgte eine Inkubation in PBS mit Zusatz von 50
pg/ul PMA und 1 ng/ul lonomycin fiir 4,5 Stunden. Fiir die Anfarbung der Zellen wurden die
Antikorper zu je 100ul der fertigen Einzelzellsuspensionen gegeben, inkubiert und
gewaschen. Fiir intrazelluldr bindende Antikérper (FoxP3, IL17) musste zusétzlich eine
Fixation und Permeabilisierung der Zellmembran per Cytofix Kit durchgefiihrt werden.

Abschlielend erfolgte die Analyse mithilfe des FACSCalibur™.

Tabelle 14: Farbungs-Sets fiir FACS-Analyse

Set Al Set A2 Set B Set C Set D Set E Set F

FITC CD3 CD3 CD3 Ly6G CD86 Ly6C CD3
PE CD69 CD45 FoxP3 CDllc CDllc Ly6B IFNy
PerCP CDS8 CDS8 CD25 - - - CD4
APC CD4 CD4 CD4 CDI11b F4/80 - 1L17
Organe Niere Niere Niere Niere Niere Niere
Milz Milz Milz Milz Milz Milz
Ileum Ileum Ileum Ileum Ileum Ileum
Leber Leber
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Tabelle 15: Leukozytenpopulationen und dazugehorige Oberflichenantigene [174-176]

Leukozytenpopulationen

Clusters of differentiation, Ly-Molekiile

Leukozyten CD45+

Aktivierte Lymphozyten CD69+

T-Zellen CD3+
T-Helfer-Zelle CD3+CD4+
Aktivierte T-Helfer-Zellen CD3+CD4+CD69+
Aktivierte T-Helfer-Zellen CD3+CD4+CD25+
Aktivierte regulatorische T-Zellen CD3+CD4+CD25+FoxP3+
Th1-Zellen CD3+CD4+IFNy+
Th17-Zellen CD3+CD4+IL17+
Zytotoxische T-Zellen CD3+CD8+
Aktivierte zytotoxische T-Zellen CD3+CD8&+CD69+
Antigen-préasentierende Zellen CDllc+

Aktivierte Antigen-prasentierende Zellen CDI11c+CD86+
Granulozyten CDI11lct+Ly6G++
Neutrophile Granulozyten CDI11b+Ly6G++
Makrophagen F4/80+

Aktivierte Makrophagen F4/80+CD86+
Monozyten Ly6C+
Inflammatorische Monozyten Ly6B+Ly6C+

2.2.6. ELISA

Der Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay (ELISA) stellt ein etabliertes immunologisches
Nachweisverfahren fiir immunogene Molekiile dar. Prinzipiell erfolgt der Nachweis iiber das
Binden eines spezifischen Antikorpers an das nachzuweisende Molekiil und eine
darauffolgende messbare chemische Reaktion, die abhidngig von der Konzentration des
gebundenen Antikorpers verlduft.

Der in dieser Arbeit verwendete "Sandwich"-ELISA funktioniert wie folgt: Ein erster
Antikorper (engl.: coating antibody) wird auf einer 96-well-Microtiterplatte vorgelegt und ist
dadurch fest mit der Platte verbunden. AnschlieBend wird die Probe aufgetragen. Wéhrend
der Inkubation binden entsprechende in der Probe enthaltene Molekiile an den fixierten
coating-Antikorper. Nach einem Waschschritt wird ein zweiter Antikorper (engl.: detection
antibody) zugegeben, der an ein anderes Epitop des nachzuweisenden Molekiils bindet und
die chemische Reaktion vermittelt. Dies geschah in diesem Fall iiber das mit dem detection-
Antikorper direkt oder indirekt verbundene Enzym Meerrettichperoxidase (engl.: horseradish
peroxidase), das ein Tetramethylbenzidin-Substrat spaltet und auf diese Weise zu einem
Farbumschlag fiihrt. Die chromogene Reaktion verlduft konzentrationsabhéngig und kann

photometrisch quantitativ gemessen werden, was mithilfe von Standardproben die Ermittlung
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der Probenkonzentration ermdglicht. Die folgenden Substanzen wurden auf diese Weise

quantitativ bestimmt.

2.2.7. Murines Albumin in Faecesproben

Serumalbumin ist ein Makroprotein mit einem Molekulargewicht von ca. 66 kDa, das unter
physiologischen Umstdnden aufgrund seiner Molekiileigenschaften physiologischerweise
kaum passiv in das Darmlumen gelangt oder aktiv sezerniert wird [177]. Daher wurde hier die
Konzentration intraluminalen Albumins als Marker fiir das Ausmal} einer Schidigung des
Darmepithels bestimmt. Hierzu erfolgte, wie bei der mikrobiellen Untersuchung der Faeces,
eine Entnahme direkt von der defiakierenden Maus, um Verunreinigungen oder enzymatischen
oder bakteriellen Abbau des Albumins zu verhindern und die zeitliche sowie individuelle
Zuordenbarkeit zu gewéhrleisten. Nach dem Wiegen der Proben wurden diese bis zur
weiteren Verwendung bei -20°C gelagert. Zunéchst erfolgte nun das Coating, wozu in jeder
Vertiefung einer 96-well-Microtiterplatte 100ul in Carbonatpuffer 1:1000 verdiinnter Anti-
Mausalbumin-Antikdrper vorgelegt und abgedeckt bei 4°C iiber Nacht inkubiert wurde. Am
Folgetag wurde die Platte mit einer 0,05% Tween-PBS-Losung gewaschen und die
Vertiefungen mit je 125ul Blockierlosung bestehend aus 0,05% Tween-PBS-Losung mit 5g/1
BSA versehen. Nach einer 30-miniitigen Inkubationsphase bei Raumtemperatur folgte ein
weiterer Waschschritt mit 0,05% Tween-PBS-Losung. Anschlieend erfolgte die Auftragung
von je 100ul Probe bzw. Standard, nachdem eine entsprechende Verdiinnung in
Blockierlosung durchgefiihrt worden war. Fiir den Standard wurden elf Konzentrationen in
Hohe von 2000ng/ml x 0,5" und eine Leerprobe aufgetragen. Die Faecesproben wurden in
500ul PBS gelegt und per Sonicator zerkleinert (2x fiir je 10 Sekunden). Anschlieend
wurden librige feste Bestandteile abzentrifugiert und verworfen. Vorversuche zeigten, dass
eine weitere Verdiinnung von 1:200 in Blockierlosung am ehesten Konzentrationen im
Bereich der Standardkurve lieferte. Es wurden je zwei Vertiefungen mit derselben Probe
beladen, um UnregelmiBigkeiten nicht zu iibersehen. Nach diesem Schritt folgte eine weitere
Inkubation von 60 Minuten bei Raumtemperatur mit abschlieBendem Waschschritt. Nun
wurde der 1:10000 in Blockierlosung verdiinnte und mit der Meerrettichperoxidase
konjugierte detection antibody (je 100ul) dazugegeben und es wurde wieder fiir 60 Minuten
bei Raumtemperatur inkubiert mit abschlieBendem Waschschritt. Zuletzt wurden die
Substrate A und B im Verhiltnis 1:1 gemischt und je 100ul der Losung wurden in jede
Vertiefung pipettiert. Der Standard wurde beobachtet und bei optimaler visueller

Differenzierung der Standardreihe wurde die Reaktion durch die Zugabe von Schwefelsdure

37



Material und Methoden

unterbrochen. Die kolorimetrische Messung erfolgte bei 450nm mit dem ELISA-Reader. Zur

Auswertung wurde eine nichtlineare, sigmoidale Regression mit GraphPad durchgefiihrt.

2.2.8. Sekretorisches Immunglobulin A in intestinalem Mukus

Sekretorisches Immunglobulin A (sIgA) spielt eine entscheidende Rolle fiir die
immunologische Komponente der physiologischen Darmbarriere (vgl. Kapitel 1.2). Eine
Zunahme von Entziindungsaktivitit im Bereich der Darmbarriere sollte daher mit einer
erhohten Sekretion von sIgA einhergehen. Zur Bestimmung des sIgAs wurde nach der
Entnahme des Darms 1cm des terminalen Ileums mit 300ul PBS mehrmals durchspiilt. Die so
gewonnene Spiilung wurde 20 Minuten zentrifugiert und anschlieBend bei -20°C aufbewahrt.
Die Bestimmung erfolgte in diesem Fall gemél des Protokolls des verwendeten Kits. Als
Reaktionsprinzip kam die Avidin-Biotin-Complex (ABC) Methode zur Anwendung. Hierbei
ist der detection antibody nicht direkt mit der Meerrettichperoxidase konjugiert, sondern mit
Biotin, welches in einem weiteren Schritt an mit der Meerrettichperoxidase konjugiertes

Avindin bindet. Die optische Messung und Auswertung erfolgten wie oben beschrieben.

2.2.9. Weitere kolorimetrische Nachweisverfahren

2.2.9.1. LAL-Test in Serum

Der Limulus-Amdébozyten-Lysat (LAL) Test wird zum Nachweis von Lipopolysacchariden
(LPS) der Zellwand gramnegativer Bakterien verwendet [178]. Diese Methode wurde hier im
Serum durchgefiihrt, um Hinweise auf eine Translokation bakterieller Endotoxine in den
systemischen Kreislauf zu gewinnen. Um eine Kontamination durch Hautflora zu vermeiden
wurde speziell fiir diesen Test Blut kardial und unter sterilen Kautelen gewonnen. Aufgrund
von nur sehr geringer Ergiebigkeit der kardialen Punktion wurden auch Analysen mit
retrobulbir entnommenem Blut durchgefiihrt. Diese sind im Ergebnisteil getrennt aufgefiihrt.
Die Durchfiihrung entsprach dem Protokoll des verwendeten Kits. Das Funktionsprinzip des
Tests besteht in der Reaktion von lysierten Amobozyten, die aus dem Blut von
Pfeilschwanzkrebsen (engl.: Limulus polyphemus) gewonnen werden, auf LPS gramnegativer
Bakterien. Diese Reaktion ist chromogen und ldsst sich nach Beenden durch die
spektrophotometrische Messung der Adsorption bei 405nm quantifizieren. Aufgrund der
Anfilligkeit fir Verfilschungen durch kleinste Verunreinigungen wurde der Test unter

speziellen pyrogenfreien Bedingungen durchgefiihrt.
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2.2.10. mRNA Analyse

Durch Anwendung der Polymerasekettenreaktion (engl.: polymerase chain reaction, PCR)
konnen Zellen aus soliden Organen sowohl qualitativ als auch quantitativ auf bestimmte
RNA-Sequenzen hin untersucht werden. So ist es moglich, Riickschliisse auf die
Transkription dieser Sequenzen zu gewinnen. Zur quantitativen Analyse wurde in dieser

Arbeit wie folgt vorgegangen.

2.2.10.1. RNA-Isolierung

Zur Isolierung der RNA wurden die Organstiicke von RNAlater in beta-Mercaptoethanol-
haltigen "Lysis buffer" iiberfiihrt und durch Mixen mit dem Sonicator homogenisiert. Die
Isolierung der RNA wurde entsprechend dem PureLink® RNA Mini Kit durchgefiihrt.
Guanidiniumisothiocyanat, das als chaotropes Salz Proteine denaturiert, lysiert hierbei nicht
nur die Zellen, sondern inaktiviert auBerdem Enzyme wie Ribonukleasen [179]. AnschlieBend
wurde die Probe auf eine Silicagel-Membran aufgebracht, wo sie ohne grolen RNA-Verlust
gereinigt werden kann, da RNA die Eigenschaft besitzt, unter hohen Salzkonzentrationen
reversibel an Siliziumverbindungen zu binden [180]. AbschlieBend wurde die RNA dann mit
RNase-freiem Wasser aus der Membran ausgespiilt. Alle Arbeitsschritte erfolgten gemél Kit-
Protokoll inklusive eines optionalen Schrittes, bei dem DNAse zugefiigt wird, um
Verfilschungen durch DNA-Riickstinde zu vermeiden. Zur Losung der RNA wurden im
letzten Schritt 30pl RNase-freies Wasser verwendet. Zur Erfolgskontrolle und
Mengenberechnung erfolgte eine RNA-Konzentrationsbestimmung mit dem NanoDrop 1000
Spektrophotometer. Aus dem Verlauf der Absorptionskurve und dem Quotienten aus der
Absorption bei 260nm und 280nm ist die Reinheit der Probe ersichtlich. Die isolierte RNA
wurde bei -80°C gelagert.

2.2.10.2. Reverse Trankription zur Synthese von cDNA

Zur RT-qPCR-Analyse mussten die gewonnenen RNA-Isolate mithilfe des Enzyms Reverse
Transkriptase in komplementire DNA (cDNA) umgeschrieben werden. Es wurde je 1ug
geloster RNA mit RNAse-freiem Wasser auf 13,2ul aufgefiillt und zur Denaturierung fiir 5
Minuten bei 65 °C inkubiert. AnschlieBend wurden folgende Reagenzien dazugegeben: 4pul
5x-Superscript-Puffer, 0,4ul 25 mM dNTPs, 1ul 0,1 M DTT, 0,5ul RNasin, 0,25ul Linear-
Acrylamid (c=15 pg/ml), 0,215u] Hexanucleotide und 0,43ul Superscript II (Reverse
Transkriptase). Zusétzlich wurde fiir jede Probe eine Negativkontrolle (RT") hergestellt, die
statt Reverser Transkriptase ein entsprechendes Volumen an RNase-freiem Wasser enthielt,

um eine DNA-Verunreinigung der RNA-Proben iiber die qPCR zu iiberpriifen. Die Ansdtze
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wurden liber 90 Minuten im Thermomixer bei 42°C und 350 Umdrehungen pro Minute
inkubiert. AnschlieBend wurden die Proben zur Enzyminaktivierung fiir 5 Minuten auf 85°C

erhitzt. Die cDNA wurde bei -20°C gelagert.

2.2.10.3. Quantitative real-time PCR

Die PCR ist im Prinzip eine Methode zur exponentiellen in vitro Amplifikation definierter
DNA-Fragmente. Die Zunahme dieser Fragmente kann bei der quantitativen real-time PCR
(qPCR) zusitzlich quantifiziert und so die urspriingliche Konzentration einer bestimmten
Sequenz in einer Probe ermittelt werden. Zur Vervielfiltigung der zuvor gewonnenen cDNA
mittels PCR wurden je 2ul der 1:10 mit DEPC-behandeltem Wasser verdiinnten cDNA-
Proben mit 10pl qPCR-Mastermix, 6,64ul DEPC-behandeltem Wasser, 0,6ul des
entsprechenden Forward Primers, 0,6l des entsprechenden Reverse Primers und 0,16ul Taq-
Polymerase in ein Loch einer 96-well-Mikrotiterplatte pipettiert. Diese wurde anschlieend
mit einer selbstklebenden Plastikfolie versiegelt, wenige Sekunden abzentrifugiert und zur
PCR in den Roche Lightcycler® 480 gegeben.

Die Amplifikation findet bei der PCR durch Wiederholung von drei Schritten statt:

1. Denaturierung: Das Reaktionsgemisch wird auf 95°C erhitzt, sodass die
Wasserstoffbriickenbindungen, die die beiden Stringe der doppelstrangigen DNA (dsDNA)
miteinander verbinden, aufbrechen.

2. Annealing: Die Temperatur wird auf 65°C gesenkt, was dazu fiihrt, dass Primer genannte
Oligonukleotide, die der Sequenz von Anfang und Ende der zu vervielfiltigenden Sequenz
entsprechen, sich an die DNA-Vorlage (template) anlagern konnen.

3. Elongation: Beim Temperaturoptimum der hitzestabilen Polymerase kann diese nun
ausgehend von den Primern einen neuen DNA-Strang entlang des femplates synthetisieren.
Bei der real-time qPCR kann durch Hinzugeben eines interkalierenden Farbstoffs die
Zunahme der Menge an dsDNA beobachtet werden. Es wurde hier der Farbstoff SYBR Green
I verwendet, dessen Fluoreszenz bei Interkalierung in dsDNA mit dem Roche Lightcycler®
480 gemessen werden kann. Fiir die real-time qPCRs dieser Arbeit wurde das Temperatur-
Programm aus Tabelle 16 verwendet. Nach Abschluss der qPCR wurde ebenfalls mit dem
Roche Lightcycler® 480 eine Schmelzkurvenanalyse durchgefiihrt, um die Reinheit der
Proben sicherzustellen. Da der Schmelzpunkt der DNA-Molekiile in erster Linie von ihrer
Linge abhingt, kann auf diese Weise die Homogenitét der Fragmentlangen tliberpriift werden.
Fiir jede Probe wurde neben den interessierenden RNA-Sequenzen auch die Sequenz eines
Housekeeping-Gens, das in allen Zellen dhnlich stark exprimiert ist, im Fall dieser Arbeit die

der 18s rRNA, untersucht.
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Tabelle 16: Temperaturprogramm fiir real-time qPCR

Startinkubation | Denaturierung Annealing Elongation | Schmelzkurvenanalyse
95 °C 95 °C 65 °C 72 °C 65°C-95°C
5 min I5s 45 s 30s 10 min

1x 40x 1x

So konnte sichergestellt werden, dass Unterschiede in der gemessenen Expression eines Gens
zwischen den Proben nicht durch unterschiedliche Gesamtmengen an RNA verursacht worden
waren. Entscheidend fiir die Auswertung war die Anzahl an Zyklen, die eine Probe benétigte,
um einen gewissen Fluoreszenzgrenzwert (crossing point) zu erreichen. Dieser Wert wurde
dann zur Standardisierung von den Werten fiir die 18s rRNA abgezogen, sodass die relative
Transkriptionsstirke der untersuchten RNA zwischen den Proben verglichen werden konnte.
Nur Proben, deren crossing point deutlich vor dem der dazugehorigen RT -Kontrollprobe lag,

wurden in die Auswertung aufgenommen.

2.2.11. Histologie

Um morphologische Verdnderungen feststellen zu kdnnen, das Ausmal} der Ablagerung von
Kalziumoxalatkristallen und der Invasion inflammatorischer Zellen zu untersuchen, sowie
Hinweise auf eine Beeintrichtigung des Darmepithels zu gewinnen, wurden histologische
Schnitte von Niere, Milz, Leber, Ileum und Colon angefertigt und entsprechend (immun-)

histochemisch zur lichtmikroskopischen Auswertung aufbereitet.

2.2.12. Anfertigung der Schnitte und Firbung

Nach der Entnahme der Organe wurden diese in Histologiekassetten iiberfithrt und fiir 24
Stunden in 10%-Formalin fixiert. AnschlieBend erfolgte die Einbettung in Paraffin, das
Schneiden mit dem Mikrotom (Schichtdicke = 2pm), wobei auf einheitliche Schnittfiihrung
geachtet wurde, und das Trocknen auf Objekttragern, die mit Ammoniumperoxodisulfat
vorbehandelt waren. Vor Beginn der Einfiarbung erfolgte zur Entparafinierung eine
Inkubation der Schnitte in Xylol (3 x Smin) und Ethanol (3 x 1,5min 100%, 2 x 1min 95%, 1
x 1Imin 70%). Nach entsprechender Farbung erfolgte die Eindeckung mit Pertex.

HE-Féarbung: Eine Hématoxylin-Eosin-Férbung (HE) wurde zur Anfirbung der Darm-
schnitte, sowie zur Gegenfarbung der Organschnitte verwendet. Die entparafinierten Schnitte
wurden hierzu in H&matoxylin-Losung und nach einem Waschschritt in Eosin-Losung
inkubiert. Den Abschluss bildete eine Entwisserung mit Ethanol (95% und 100%) und Xylol.
PAS-Firbung: Zur Darstellung der Morphologie der Organe kam eine Farbung durch die
PAS-Reaktion (Periodic acid-Schiff reaction) zur Anwendung. Mit dieser lassen sich
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besonders Kohlenhydrate, die Bestandteil fiir die Morphologie wichtiger Zelleinheiten sind,
anfirben. Die entparafinierten Schnitte wurden in Periodsdure-Losung (¢ = Smg/ml) und in
Schiff-Reagenz inkubiert und anschlieBend mit Hamatoxylin fiir 2min gegengefarbt.
Zwischen jedem Schritt und vor der abschlieBenden Entwésserung lagen Waschschritte.
CD3-Férbung: Die erste der drei immunhistochemischen Féarbungen, die Antigene mithilfe
eines Antikorpers sichtbar machen konnen, erfolgte mittels Anfarbung des T-Zell-Antigens
CD3. Die Rehydrierung nach Entparafinierung erfolgte in PBS. Darauf folgte eine Inkubation
iiber 20 Minuten in 20ml 30%-Wasserstoffperoxid, dem 180ml Methanol zugegeben wurden
unter Lichtschutz zur Blockierung der endogenen Peroxidase und nach einem Waschschritt
die Antigendemaskierung. Hierzu wurde 1% Antigen Unmasking Solution in der Mikrowelle
zum Kochen gebracht und anschlieBend mit den Schnitten autoklaviert. Vor der Blockierung
des endogenen Biotins wurden die Schnitte mit dem Fettstift umkreist. Dann wurden
nacheinander und von einem Waschschritt getrennt jeweils ein Tropen Avidin und Biotin
aufgebracht und fiir 15min geschwenkt. Dann erfolgte die Detektion des Antigens: Anti-CD3-
Antikorper (1:100 in PBS) fiir 1h, Waschschritt mit PBS, Anti-Biotin-Antikérper (1:300 in
PBS) fiir 30min, Waschschritt mit PBS, ABC-Losung fiir 30min und zum Schluss Waschen
mit PBS und Tris. Zur Anfirbung wurde Diaminobenzidin, Nickelchlorid und 3%-
Wasserstoffperoxid verwendet. Gegengefiarbt wurde mit Methylgriin. Die Entwésserung
entsprach den anderen Farbungen.

F4/80-Fiarbung: Mit einem gegen F4/80-Antigen gerichteten Antikdrper konnten
Makrophagen detektiert werden. Die Behandlung des Schnittes folgte weitgehend dem
Protokoll fiir die CD3-Farbung. Es unterschied sich in der Demaskierung des Antigens, die
hier mit Salzsdure (pH 0,9) geschah. Zur Detektion des Antigens wurden die Schnitte mit dem
Anti-F4/80-Antikorper (1:100 in 10%-Magermilch) {iber Nacht bei 4°C und nach einem
Waschschritt mit dem Anti-Biotin-Antikorper (1:300 in 10%-Magermilch) fiir 30min bei
Raumtemperatur inkubiert. Waschen, Fiarben und Entwisserung entsprachen erneut dem
Protokoll der CD3-Firbung.

Z.0-1-Fiarbung: Zur Visualisierung der tight junctions des Darmepithels wurde ein gegen
Zonula occludens 1 (ZO-1) gerichteter Antikdper gewdhlt. Auch diese Farbung folgte dem
Protokoll der CD3- und F4/80-Farbung. Die Demaskierung des Antigens erfolgte hier durch
die Zugabe von Proteinase (50pg/ml). Die Detektion des Antigens geschah wie bei F4/80 in
10%-Magermilch. Die Konzentration des Anti-ZO-1-Antikorpers betrug 1:200, die
Inkubationszeit 1h bei Raumtemperatur.

Pizzolato-Firbung: Die Féarbung nach Pizzolato erfolgte zur Darstellung der

Kalziumoxalatkristalle im Organgewebe. Die entparafinierten Schnitte wurden hierflir mit
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destilliertem Wasser bedeckt, mit Silbernitrat-Losung (1:1 Mischung aus Silbernitrat (5%)
und Wasserstoffperoxid (30%)) iibergossen, eine Stunde lang mit einer 60W Gliithbirne im
Abstand von 15cm erwdrmt und schlieBlich mit destilliertem Wasser abgewaschen. Die
Gegenfiarbung erfolgte fiir Smin in Nuclear Fast Red Solution. Zum Schluss wurden die

Schnitte wie zuvor beschrieben entwiéssert.

2.2.13. Lichtmikroskopische und quantitative Auswertung

Mit einer Charge-coupled-device-Kamera erfolgte die Aufnahme lichtmikroskopisch
vergroBerter Bilder der Schnitte. Die Wahl des Vergroferungsobjektivs richtete sich nach
dem jeweiligen untersuchten Fokus. Von den HE-gefirbten Ileumschnitten wurden zur
qualitativen Beurteilung der Morphologie je Gruppe 100- und 200-fach vergroBerte,
exemplarische Rot-Griin-Blau-Aufnahmen angefertigt. Zur Uberpriifung der Epithelintegritt
erfolgte die Anfertigung 200- und 630-fach vergroferter Aufnahmen der ZO-1-gefdrbten
Ileumschnitte. Von den Schnitten, die Niere, Milz und Leber enthiclten, wurden
exemplarische Rot-Griin-Blau-Aufnahmen unterschiedlicher VergroBerung nur fiir die Niere
gemacht. Zur quantitativen Auswertung der Infiltration mit T-Zellen (CD3-Féarbung) und
Makrophagen (F4/80-Farbung) sowie der Ablagerung von Kalziumoxalatkristallen (Pizzolato-
Féarbung) wurden 25-fach vergroBerte Schwarz-Weil3-Aufnahmen der entsprechenden Organe
gemacht, die anschlieend mithilfe der ImageJ Software ausgewertet wurden. Zunichst wurde

hierzu ein Schwellenwert festgelegt, ab dem ein Pixel als angefarbt gilt.

A |

D .

e |Count |Total Area |Average Size |[%Area |[Mean |
caox_niere_2-5x_42 3.jpg 1180 1.967 0.002 6.224 67.011

Abbildung 8: Quantitative Auswertung histologischer Aufnahmen mit ImageJ.

Beispielhafte Darstellung der quantitativen Bestimmung der angefdrbten Fliche eines Pizzolato-
gefdrbten Nierenschnittes in einer 25x-vergroBerten Schwarz-Weill-Aufnahme (A). Festlegung des
Schwellenwertes (B). Die rote Fliche wird als angefarbt definiert. Umfahrung der zu messenden
Organfliche unter Ausschluss von Artefakten (C). Ergebnistabelle nach Messung (D). ,,%Area‘ gibt
die angefdrbte Flache in Prozent des ausgemessenen Ausschnitts an. Eigene Aufnahmen.
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Die Festlegung wurde fiir jede Aufnahme individuell durch den Untersucher festgelegt, da
bildindividuelle Eigenschaften wie die Beleuchtung oder Intensitdtsunterschiede der
Anfirbung sonst zu groflen Fehlern hitten filhren konnen. Im Anschluss wurde das Organ
unter Ausschluss von Artefakten umfahren und die als angefdrbt erkannte Fldche ins
Verhidltnis zum gesamten Organquerschnitt gesetzt. Da die Organe nicht exakt gleich
angeschnitten worden waren und somit Strukturen nicht im gleichen Verhéltnis dargestellt
wurden, wurde darauf geachtet nur vergleichbares Gewebe mit relativ homogener Verteilung
angefarbter Kristalle oder Zellen auszuwerten. Da sich zum Beispiel kaum
Kalziumoxalatkristalle im Bereich der Sammelrohre und des Kelchsystems ablagerten, dieser
aber je nach Anschnitt einen anderen Flidchenanteil einnahm, wurde dieser Bereich wie ein

Artefakt ausgeschlossen. Das Vorgehen ist beispielhaft in Abbildung 8 dargestellt.

2.2.14. Statistik

Die statistische Auswertung der erhobenen Daten erfolgte mit Microsoft Excel. Statistische
Signifikanz des Unterschiedes zwischen zwei Stichproben wurde iiber einem zweiseitigen
Student’schen t-Test ermittelt. Aufgrund der Datenstruktur wurde der t-Test fiir unabhédngige
Stichproben gewihlt und es wurde Normalverteilung und Homoskedastizitdt angenommen.
Als statistisch signifikant wurde ein Unterschied zwischen zwei Stichproben akzeptiert, wenn
der p-Wert des Testes unter 0,05 lag. Aufgrund der kleinen Stichprobengroflen und des
metrischen Skalenniveaus wurde zur Darstellung der Daten das arithmetische Mittel gewéhlt.
Prasentierte Daten werden im Folgenden stets zusammen mit dem dazugehorigen
Standardfehler des arithmetischen Mittels (SEM) angegeben, der sich aus der
Standardabweichung geteilt durch die quadratische Wurzel der Stichprobengrofle errechnet.
Graphisch werden die Signifikanzniveaus wie folgt wiedergegeben: p < 0,05 signifikant, *; p
< 0,01 sehr signifikant, **; p < 0,001 hoch signifikant, ***. Hierbei meint im ersten Teil des
Ergebnisteils Sternchen (*) den Vergleich der Stichprobe zur Stichprobe ,,Tag 0“, Raute (#)
den Vergleich zur jeweiligen Kontrollgruppe und Plus (+) den Vergleich zur ,,I-Kontrolle®.
Im zweiten Teil des Ergebnisteils werden nur noch Sternchen verwendet, da es nur noch zwei
Stichproben gibt, die miteinander verglichen werden konnen (Interventions- und

Interventions-Kontrollgruppe).
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3. Ergebnisse

3.1. Spezifische Charakterisierung des diétetischen Oxalatnephropathiemodells

In diesem Kapitel erfolgt zundchst die Darstellung der Auswirkungen der Oxalat-Didt auf die
fiir diese Arbeit entscheidenden Parameter fiir Nierenfunktion, systemische Entziindung,
Darmflora und Darmbarriere.

Hierzu werden entsprechende Daten gezeigt, die in Gruppen von Miusen erhoben wurden, die
iiber entweder 5, 10, 15 oder 20 Tage oxalathaltige, kalziumarme ,,CKD-Didt* verabreicht
bekamen. Diese Daten werden im Folgenden verglichen mit jenen von unbehandelten Tieren
(Tag 0) und jenen von Kontrolltieren, die iiber die gleichen Zeitrdume eine oxalathaltige aber
kalziumreiche ,Kontrolldidt™ erhielten. Zur Analyse der Permanenz der gemessenen
Verdnderungen nach Beendigung der Oxalatzufuhr erfolgt in diesem Unterkapitel zudem ein
Vergleich mit den spéter erhobenen Daten der Interventions-Kontrollgruppe (I-Kontrolle).
Diese Gruppe erhielt ,,CKD-Diét* {iber zehn Tage und wurde anschlieBend iiber weitere zehn
Tage mit einer oxalat- und kalziumarmen ,,Basisdiét™ gefiittert, bevor Proben entnommen und
analysiert wurden. Die Daten dieser Gruppe geben daher Auskunft, welche Effekte der
,,CKD-Diét* chronischer Natur sind und nach Beendigung der Oxalatzufuhr nicht wieder
verschwinden, sodass die Bezeichnung ,,I-Kontrolle* in diesem Kapitel des Ergebnisteils als
Irreversibilitdts-Kontrolle verstanden werden kann.

Die meisten Parameter konnten nur post mortem erhoben werden. In diesen Féllen existiert
fiir jedes Tier daher nur eine Messung. Wenn von ,,Ausgangswerten* oder unterschiedlichen
,»Zeitpunkten® die Rede ist, sind daher Daten von vergleichbaren Tieren mit anderer Didtdauer

gemeint. In diesem Sinne lassen sich auch nachfolgende Liniendiagramme verstehen.

3.1.1. Oxalatdeposition

Die Veridnderung der Nieren durch die Ablagerung der Kalziumoxalatkristalle lie3 sich bereits
makromorphologisch leicht erkennen. Die Nieren imponierten im Vergleich zu Nieren
gesunder Tiere vergroBert, verhirtet und weiBllich verfarbt (s. Abbildung 9-A). Um zu
iiberpriifen, in welchem Ausmal} die verwendeten Didten zu einer Kristallbildung in den
Nieren der Tiere fiihrten, wurden histologische Schnitte der Nieren nach Pizzolato angefarbt
und auf diese Weise die Kalziumoxalatkristalle sichtbar gemacht. Hierbei zeigte sich in der
CKD-Gruppe eine relevante Bildung von Oxalatkristallen bereits nach fiinf Tagen, die im
weiteren Verlauf weiter zunahm. Die Tiere der Kontrollgruppe, die kalziumreiches,

oxalathaltiges Futter erhielten, entwickelten gegeniiber der unbehandelten Gruppe keine
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relevante Zunahme von anfiarbbaren Kristallen, was die experimentelle Strategie, dass es
durch die orale Zugabe von Kalzium nicht zu relevanter systemischer Aufnahme von Oxalat
kommt, stiitzt. Zur Uberpriifung der Permanenz der Kristalle nach Absetzen der
oxalathaltigen Didt sind zum Vergleich die histologischen Schnitten der I-Kontrolle
dargestellt. Es lésst sich hier innerhalb von 10 Tagen ein deutlicher Abfall ungeféhr auf das
Niveau von Tag 5 feststellen. Die Kristalle scheinen also mit der Zeit zumindest teilweise
wieder ausgewaschen zu werden. Zur Veranschaulichung der Ergebnisse ist je ein Pizzolato-
gefarbter Schnitt jeder Gruppe in Abbildung 10 dargestellt. Hierbei wird sichtbar, dass die
Kristallbildung im Wesentlichen im Bereich des Ubergangs von Cortex zu Mark stattfindet.
GroBere Kristallverbdande lagerten sich in den distalen Tubuli ab, wihrend kleinere Kristalle
auch im interstitiellen Gewebe zu finden waren. In Abbildung 9-B ist mittels eines Graphs die
Zunahme der Kristalldichte in diesem Bereich darstellt. Signifikanzen koénnen hier aufgrund

der geringen Zahl von angeférbten Schnitten nur fiir wenige Gruppen angegeben werden.

A B Kalziumoxalatkristalle in der Niere
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Abbildung 9: Ablagerung von Kalziumoxalatkristallen in der Niere (1).

A. Fotographie einer Maiuseniere nach oxalatreicher Diét, die sich im Vergleich zu Nieren
unbehandelter Tiere vergrofert, verhdrtet und weiBlich tingiert darstellte.

B. Quantitative Darstellung der angefiarbten Fldche von Pizzolato-gefdrbten histologischen
Nierenschnitten von Mausgruppen, die fiir 5, 10, 15 oder 20 Tage entweder eine kalziumreiche,
oxalatreiche Diét (Kontrollgruppe) oder eine kalziumarme, oxalatreiche Didt (CKD-Gruppe) erhielten.
Zudem sind die Ergebnisse von Tieren aufgefiihrt, die 10 Tage kalziumarme, oxalatreiche und
anschlieBend 10 Tage kalziumarme und oxalatarme Diét erhielten (I-Kontrolle). Die Zahl der
untersuchten Schnitte pro Gruppe liegt zwischen 1 und 9. Messwerte ohne Fehlerbalken wurden an
nur einem Schnitt erhoben, sodass hier kein statistischer Vergleich moglich ist. Die Fehlerbalken
geben den Standardfehler des Mittelwerts wieder. Signifikanzniveaus: ***=p<0,001; **=p<0,01;
*=p<0,05 vs. ,,Tag 0°; # vs. Kontrollgruppe; + vs. [-Kontrolle.
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Kontrolldiat CKD-Diat I-Kontrolle

Tag 10 Tag5 Tag0

Tag 15

Tag 20

Abbildung 10: Ablagerung von Kalziumoxalatkristallen in der Niere (2).

Schwarz-weifl Aufnahmen Pizzolato-gefarbter histologischer Nierenschnitte in 25x-Vergroferung von
Maiusen, die fiir 5, 10, 15 oder 20 Tage entweder eine kalziumreiche, oxalatreiche Diit
(Kontrollgruppe) oder eine kalziumarme, oxalatreiche Didt (CKD-Gruppe) erhielten. Zudem wird ein
Bild eines Tieres gezeigt, das 10 Tage kalziumarme, oxalatreiche und anschlieBend 10 Tage
kalziumarme und oxalatarme Diét erhielt (I-Kontrolle).
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3.1.2. Nierenmorphologie

Zur morphologischen Beurteilung wurden PAS-gefirbte, histologische Nierenschnitte
herangezogen. Hierbei zeigte sich eine Aufweitung der Tubuli und eine mit der Diédtdauer
progressive tubuldre Atrophie, die zu atubuldren Glomeruli fiihrte (Abbildung 11). 10 Tage

nach Beendigung der oxalatreichen Diit stellten sich die Tubuli nicht mehr aufgeweitet dar.

vor Didtbeginn nach 20 Tagen CKD-Diat

Pizzolato 50x

PAS 50x

PAS 200x

Abbildung 11: Mikromorphologischer Nierenschaden.
Mikroskopische Aufnahmen Pizzolato- und PAS-geférbter histologischer Nierenschnitte in 50x- und
200x-VergroBerung von Méusen, die entweder eine normale (oxalatfreie) oder eine 20-tigige
kalziumarme, oxalatreiche Didt (CKD-Gruppe) erhielten.
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nach 10 Tagen CKD-Diat I-Kontrolle

Pizzolato 50x

PAS 50x

PAS 200x

Abbildung 12: Morphologischer Nierenschaden bleibt nach Beendigung der ,,CKD-Diat“.
Mikroskopische Aufnahmen Pizzolato- und PAS-gefdrbter histologischer Schnitte in 50x- und 200x-
VergroBerung von Méusenieren, die entweder nach 10-tigiger kalziumarmer, oxalatreicher Diét direkt
entnommen wurden (CKD-Gruppe) oder anschlieBend fiir weitere 10 Tage kalziumarme, oxalatarme
,,Basisdidt™ bekamen und dann entnommen wurden (I-Kontrolle).

Anstelle der atrophen und nekrotischen Tubuli bildete sich nach Diétstopp bindegewebiges
Ersatzgewebe. Dargestellt sind diese Verdnderungen in Abbildung 12. In der Kontrollgruppe

fanden sich keine morphologischen Auffilligkeiten im Vergleich zum Ausgangsbefund.
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3.1.3. Renale Entziindungsreaktion

Da es sich, wie bereits in der Einleitung beschrieben, bei der Oxalatnephropathie um eine
Erkrankung mit relevanter entziindlicher Komponente handelt, erfolgte eine Analyse der
lokalen, renalen Entziindungsreaktion iiber die Bestimmung der Leukozyteninfiltration und
Zytokinexpression im Nierengewebe.

In der Leukozytendifferenzierung mittels Durchflusszytometrie, in Abbildung 13 graphisch
dargestellt, zeigte sich in der CKD-Gruppe eine etwa sieben- bis zehnfache Erh6éhung des
Anteils der Leukozyten an der Gesamtzellzahl des Nierengewebes, die sich bis Tag 20
fortsetzte und in der Kontrollgruppe nicht zu beobachten war. Bei den T-Zellen kam es
ebenfalls zu einem ausgeprigten Anstieg, der allerdings nur bis Tag 10 anhielt. Anschlieend
persistierte der T-Zell-Anteil. Die Untergruppen der T-Zellen verhielten sich unterschiedlich:
Wihrend sich der Anteil der T-Helferzellen, der aktivierten T-Helferzellen und der aktivierten
regulatorischen T-Zellen gemeinsam mit den gesamten T-Zellen bewegte, kam es bei den
zytotoxischen T-Zellen zu einem weiteren starken Anstieg auch iiber Tag 10 hinaus. Auch
andere Gruppen immunkompetenter Zellen zeigten in der CKD-Gruppe ein Bild des steilen
Anstiegs bis Tag 10, worauf entweder eine Stagnation (Makrophagen, aktivierte APCs, etc.)
oder ein weiterer Anstieg (neutrophile Granulozyten, inflammatorische Monozyten, etc.) bis
Tag 20 folgte. In der Kontrollgruppe fand sich keine entsprechende Erhohung der
untersuchten Leukozytenpopulationen, teilweise sogar eine leichte Reduktion des Zellanteils.
Nach Beendigung der Diét an Tag 10 kam es in fast allen Populationen zu einem Abfall des
Zellanteils (I-Kontrolle). Eine Ausnahme bildeten die neutrophilen Granulozyten.

In der immunhistochemischen Kontrolle lie sich der starke Anstieg von T-Zellen und
Makrophagen bestétigen (s. Abbildung 16). Wie schon in der FACS-Analyse stagnierte die
Zahl der T-Zellen nach Tag 10, wéhrend sich die Makrophagen anders als im FACS weiter
vermehrten. Infiltrierende T-Zellen verteilten sich einigermaB3en homogen tiber Nierenrinde
und -mark und traten nur vereinzelt im Kelch- oder Nierenbeckenbereich auf. Makrophagen
konnten vor allem in den Winden der Tubuli, zundchst vornehmlich im Bereich des
Ubergangs vom Nierenmark zum Kelchsystem, mit zunehmender Diitdauer aber iiber den
gesamten Organquerschnitt verteilt, detektiert werden. Abgebildet sind diese Verdnderungen

in Abbildung 14 und Abbildung 15.
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Abbildung 13: Leukozyteninfiltration des Nierengewebes.
Darstellung des Anteiles verschiedener Leukozytenpopulationen am Nierenzelllysat in der FACS-
Analyse von Mausgruppen, die fiir 5, 10, 15 oder 20 Tage entweder eine kalzium- und oxalatreiche
(Kontrollgruppe, gepunktet) oder eine kalziumarme, oxalatreiche (CKD-Gruppe, durchgezogen) Diét
erhielten. Die [-Kontrolle (gestrichelt) erhielt 10 Tage kalziumarme, oxalatreiche und anschlieend 10
Tage kalzium- und oxalatarme Didt. Die Gruppengrofle n liegt zwischen 4 und 8 Tieren. Signifikanz-
niveaus: ***=p<0,001; **=p<0,01; *=p<0,05 vs. ,,Tag 0°; # vs. Kontrollgruppe; + vs. [-Kontrolle.
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Kontrolldiat CKD-Diat I-Kontrolle

Tag 15 Tag 10 Tag5 Tag0

Tag 20

Abbildung 14: Mikroskopie mit Anfiirbung CD3-positiver T-Zellen in der Niere.

Ausschnitte aus 25-fach vergroBerten lichtmikroskopischen Schwarz-WeiB3-Aufnahmen von
Nierenschnitten, auf denen CD3-positive Zellen immunhistochemisch angefarbt wurden. Jeder Schnitt
reprisentiert eine Mausgruppe, die fir 5, 10, 15 oder 20 Tage entweder eine kalziumreiche,
oxalatreiche Diét (,,Kontrolldidt™“) oder eine kalziumarme, oxalatreiche Didt (,,CKD-Dit*) erhielt.
Zudem sind die Aufnahmen von Tieren aufgefiihrt, die 10 Tage kalziumarme, oxalatreiche und
anschliefend 10 Tage kalziumarme und oxalatarme Diét erhielten (I-Kontrolle).
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Kontrolldiat CKD-Diat I-Kontrolle

Tag 15 Tag 10 Tag5

Tag 20

Abbildung 15: Mikroskopie mit Anfiirbung F4/80-positiver Makrophagen in der Niere.
Ausschnitte aus 25-fach vergroBerten lichtmikroskopischen Schwarz-WeiB-Aufnahmen von
Nierenschnitten, auf denen F4/80-positive Zellen immunhistochemisch angefdrbt wurden. Jeder
Schnitt reprisentiert eine Mausgruppe, die fiir 5, 10, 15 oder 20 Tage entweder eine kalziumreiche,
oxalatreiche Diét (,,Kontrolldidt™“) oder eine kalziumarme, oxalatreiche Didt (,,CKD-Diét®) erhielt.
Zudem sind die Aufnahmen von Tieren aufgefiihrt, die 10 Tage kalziumarme, oxalatreiche und
anschliefend 10 Tage kalziumarme und oxalatarme Diét erhielten (I-Kontrolle).
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A CD3-positive Zellen in der Niere - Histologie B F4/80-positive Zellen in der Niere - Histologie
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Abbildung 16: Infiltration der Niere mit T-Zellen (A) und Makrophagen (B) in der Histologie.
Quantitative Darstellung des Prozentanteils der angefdrbten Fliche am gesamten Organquerschnitt
immunhistochemisch angefédrbter Nierenschnitte von Mausgruppen, die fiir 5, 10, 15 oder 20 Tage
entweder eine kalziumreiche, oxalatreiche Didt (Kontrollgruppe) oder eine kalziumarme, oxalatreiche
Didt (CKD-Gruppe) erhielten. Zudem sind die Ergebnisse von Tieren aufgefiihrt, die 10 Tage
kalziumarme, oxalatreiche und anschlieend 10 Tage kalziumarme und oxalatarme Didt erhielten (I-
Kontrolle). Die Gruppengrofe n liegt zwischen 2 und 5 Tieren. Die Fehlerbalken geben den
Standardfehler des Mittelwerts wieder. Signifikanzniveaus: ***=p<0,001; **=p<0,01; *=p<0,05 vs.
»lag 0% # vs. Kontrollgruppe; + vs. I-Kontrolle.

Fiir die humorale Entziindungsreaktion konnte eine parallele Entwicklung beobachtet werden
(s. Abbildung 17): Wihrend die Expression des fiir Interleukin-6 kodierenden DNA-
Abschnitts in der CKD-Gruppe bis Tag 10 einen signifikanten Anstieg um etwa zwei
Zehnerpotenzen erfuhr, blieb sie in der Kontrollgruppe in der gesamten Beobachtungszeit auf
dem Niveau des Ausgangswertes. Die Daten fiir Tumornekrosefaktor-a zeigten ebenfalls
einen Anstieg in der CKD-Gruppe, der bis zum Tag 20 anhielt und eine gute Zehnerpotenz
betrug, wihrend in der Kontrollgruppe keine Verdnderung der Expression festgestellt werden
konnte. Wihrend es durch Beendigung der Oxalatzufuhr zu einem leichten Absinken der
Interleukin-6-Transkription = kam, unterschied sich die  Transkriptionsrate von
Tumornekrosefaktor-o. an Tag 20 nicht signifikant zwischen CKD-Gruppe und I-Kontrolle.
Die {iibrigen verwendeten Primer (Interferon-y, Interleukin-17 und -22) lieferten keine

verwendbaren Daten, da die gemessene Expression im Bereich der non-template control lag.
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Abbildung 17: Zytokinexpression in der Niere.

Vergleichende Darstellung der mittleren mRNA-Menge pro-inflammatorischer Zytokine (Interleukin-
6 (A), Tumornekrosefaktor-a (B)) im Verhéltnis zur mRNA des housekeeping-Gens 18s im
Nierengewebe von Mausgruppen, die fiir 5, 10, 15 oder 20 Tage entweder eine kalziumreiche,
oxalatreiche Didt (Kontrollgruppe) oder eine kalziumarme, oxalatreiche Didt (CKD-Gruppe) erhielten.
Zudem sind die Ergebnisse von Tieren aufgefiihrt, die 10 Tage kalziumarme, oxalatreiche und
anschlieBend 10 Tage kalziumarme und oxalatarme Diét erhielten (I-Kontrolle). Die Gruppengréfle n
liegt zwischen 4 und 8 Tieren. Signifikanzniveaus: ***=p<0,001; **=p<0,01; *=p<0,05 vs. ,,Tag 0“; #
vs. Kontrollgruppe; + vs. I-Kontrolle.

Zusammenfassend lief sich in der Niere eine durch die Diét ausgeloste, ausgepragte, lokale
Immunreaktion, die alle untersuchten Zellreihen und Zytokine betraf, feststellen. Besonders
ausgeprigt verlief diese Reaktion bis zum Beobachtungszeitpunkt nach 10 Tagen. In der
Kontrollgruppe fand sich keine entsprechende Immunreaktion. Die [-Kontrolle zeigte ein
teilweises Abfallen der meisten gemessenen Parameter, was auf einen akuten Zusammenhang

zwischen Immunreaktion und ,,CKD-Diét* hinwelist.

3.1.4. Nierenfunktion

Beeintrichtigung der exkretorischen Nierenfunktion

Zur Uberpriifung der exkretorischen Nierenfunktion wurden die Serumkonzentrationen der
Elektrolyte Natrium, Kalium, Kalzium, Chlorid und Phosphat und der Retentionsparameter
Kreatinin, Harnstoff und Harnséure bestimmt. Die Ergebnisse der Serumchemie sind in
Abbildung 18 graphisch dargestellt.

Es lieB sich bereits nach S5-tigiger ,,CKD-Didt“ ein hochsignifikanter Anstieg der
Kreatininkonzentration auf etwa das 6-fach des Ausgangswertes beobachten, welcher sich im
Verlauf fortfilhrte, wobei fiir den weiteren Anstieg keine statistische Signifikanz
nachgewiesen werden konnte. Eine dhnliche Dynamik zeigte sich fiir die Konzentration des

Harnstoffes. In der Kontrollgruppe konnte ebenfalls ein leichter Anstieg der beiden Parameter
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gemessen werden. Dieser lag fiir Kreatinin jedoch nur im Bereich des 1,7-fachen und war
nicht zu allen Zeitpunkten statistisch signifikant. Die Konzentrationen von Kalium und
Phosphat stiegen sowohl in der CKD-Gruppe, als auch, wenngleich weniger stark ausgeprégt,
in der Kontrollgruppe im Verlauf deutlich und statistisch signifikant an. Demgegeniiber fiel
die Chloridkonzentration. Trotz der unterschiedlichen Kalziumkonzentration der
verschiedenen  Didten  zeigten sich  keine  signifikanten = Unterschiede  der
Serumkalziumkonzentration im Verlauf. Auch die Konzentrationen von Natrium und
Harnsaure blieben durch die Didten unbeeinflusst.

Es ldsst sich also eine didtabhédngige, ausgeprdgte Einschrinkung der exkretorischen
Nierenfunktion feststellen, die in geringem Ausmal} auch in der Kontrollgruppe auftrat. Zur
Beantwortung der Frage, ob es sich bei der Verschlechterung der Nierenfunktion in der
Kontrollgruppe um einen didtabhéngigen oder um einen durch einen endo- oder exogenen
Confounder ausgeldsten Effekt handelt, hilft ein Blick auf die spdter erhobenen Daten der I-
Kontrolle. Hier sieht man eine Normalisierung der Elektrolyte Kalium und Phosphat in den
Bereich der Ausgangsgruppe sowie einen signifikanten Konzentrationsabfall der
Retentionsparameter Kreatinin und Harnstoff. Dies legt zum einen einen didtabhidngigen
nierenschidigenden Effekt in der Kontrollgruppe nahe, zum anderen weist es auf eine
deutliche Erholung der exkretorischen Nierenfunktion nach Beendigung der oxalatreichen
Didt der CKD-Gruppe hin, die zwar ein Residuum im Sinne einer chronischen
Niereninsuffizienz hinterldsst (im Vergleich zur Ausgangsgruppe eine ca. vierfach erhohte
Kreatinin- bzw. dreifach erh6hte Harnstoffkonzentration), aber ausreichend fiir eine Wahrung

der Elektrolythdmostase ist.
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Abbildung 18: Elektrolyte und Retentionsparameter.

Vergleichende Darstellung der mittleren Konzentration von Elektrolyten und Retentionsparameter im
Serum von Mausgruppen, die fiir 5, 10, 15 oder 20 Tage entweder eine kalziumreiche, oxalatreiche
Diét (Kontrollgruppe) oder eine kalziumarme, oxalatreiche Didt (CKD-Gruppe) erhielten. Zudem sind
die Ergebnisse von Tieren aufgefiihrt, die 10 Tage kalziumarme, oxalatreiche und anschlieend 10
Tage kalziumarme und oxalatarme Diét erhielten (I-Kontrolle). Die Gruppengrofe n liegt zwischen 5
und 12 Tieren. Die Fehlerbalken geben den Standardfehler des Mittelwerts wieder. Signifikanz-
niveaus: ***=p<0,001; **=p<0,01; *=p<0,05 vs. ,,Tag 0°; # vs. Kontrollgruppe; + vs. [-Kontrolle.
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Beeintrichtigung der endokrinen Nierenfunktion und Thrombozytose

Zur Beurteilung der endokrinen Nierenfunktion wurden exemplarisch hidmatologische
Parameter bestimmt. Bei einer chronischen Nierenschidigung wiirde man einen
Erythropoetinmangel mit nachfolgend hyporegeneratorischer meist normochrom-
normozytirer Andmie erwarten [12].

Es lieB sich in der CKD-Gruppe ein bis zum letzten Messpunkt dieser Studie an Tag 20
progredienter und hochsignifikanter Abfall von Erythrozytenzahl, Himoglobinkonzentration
und Héamatokrit beobachten (s. Abbildung 19). Besonders ausgeprigt zeigte sich ein
begleitender Abfall der Retikulozytenzahl auf letztlich weniger als ein Fiinftel der
Ausgangskonzentration, der bereits fiinf Tage nach Diédtbeginn hochsignifikant gemessen
werden konnte. Das mittlere korpuskuldre Volumen (MCV) und Hédmoglobin (MCH) der
Erythrozyten sank ebenfalls signifikant, wenngleich nur leicht, ab, sodass sich
zusammenfassend eine mikrozytére, hypochrome, retikulozytopene Anédmie konstatieren lie§3.
In der Kontrollgruppe, die eine kalzium- und oxalatreiche Diét erhielt, konnte im
beobachteten Zeitraum keine statistisch signifikante Andmie nachgewiesen werden.
Allerdings kam es auch hier zu einem signifikanten Abfall der Retikulozytenzahl, sodass von
einer Beeintrichtigung der endokrinen Nierenfunktion ausgegangen werden muss.

Nimmt man die ebenfalls in Abbildung 19 dargestellten Daten der I-Kontrolle hinzu, lésst
sich feststellen, dass es auch hier nach Tag 10 trotz Beendigung der oxalatreichen Diét zu
einer weiteren Progredienz der Andmie kam, deren Ausprigung sich an Tag 20 nur
tendenziell von der der CKD-Gruppe unterschied. Im Gegensatz zur CKD-Gruppe kam es
hier jedoch zu einer signifikanten und deutlichen Erholung der Retikulozytenzahl und zu
einem weiteren Absinken von MCV und MCH. Der Anstieg der Retikulozytenzahl spricht fiir
eine Erholung der endokrinen Nierenfunktion, die aber unvollstindig ist. Das weitere
Absinken von MCV und MCH lésst sich im Rahmen der Erholung der Blutbildung etwa
durch einen zusétzlichen Eisenmangel bei erhdhtem Verbrauch und verringerter Resorption
[35] interpretieren. Neben den Verdnderungen der Erythrozyten-bezogenen Parameter liel3
sich mit einer Verdreifachung der Thrombozytenzahlen in der CKD-Gruppe und einer
Verdoppelung derselben in der Kontrollgruppe eine deutliche Thrombozytose beobachten, die
bereits nach flinftagiger Didt dieses Niveau erreichte und sich bis Tag 20 nicht wesentlich
dnderte. Auch bei Umstellung auf ,,Basisdidt” nach 10 Tagen kam es bis Tag 20 nur zu einem
tendenziellen, jedoch statistisch nicht signifikanten Abfall der Thrombozytenzahl (p-Wert =
0,197). Thrombozytose ist im Zusammenhang mit dem renalen Andmiesyndrom und
Eisenmangel beschrieben [181]. Die hdmatologischen Messwerte sind in Abbildung 19
graphisch dargestellt.
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Abbildung 19: Himatologische Parameter.
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Mausgruppen, die fiir 5, 10, 15 oder 20 Tage entweder eine kalziumreiche, oxalatreiche Diét
(Kontrollgruppe) oder eine kalziumarme, oxalatreiche Didt (CKD-Gruppe) erhielten. Zudem sind die
Ergebnisse von Tieren aufgefiihrt, die 10 Tage kalziumarme, oxalatreiche und anschlieBend 10 Tage
kalziumarme und oxalatarme Diét erhielten (I-Kontrolle). Die GruppengréBe n liegt zwischen 5 und
12 Tieren. Signifikanzniveaus: ***=p<0,001; **=p<0,01; *=p<0,05 vs. ,,Tag 0*; # vs. Kontrollgruppe;

+ vs. I-Kontrolle.
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Aus Griinden der Ubersichtlichkeit und aufgrund paralleler Verinderung mit dem MCV sind
die Messwerte fiir MCH nicht graphisch dargestellt (MCHrag 0 = 16,4 £+ 0,1 pg; MCHrag 20,
ckp-piat = 15,4 £ 0,2 pg). Auf die Auswirkungen der Didt auf die Leukozytenzahl und andere
Parameter systemischer Entziindung wird im entsprechenden Unterkapitel eingegangen.
Zusammenfassend lielen sich in der CKD-Gruppe fiir eine ausgeprigte Nierenschadigung mit
endokriner und exkretorischer Funktionsstorung typische morphologische, serumchemische
und hidmatologische Verdnderungen messen. Diese traten in der Kontrollgruppe zwar in
signifikant geringerem Maf auf, im Vergleich zu den Messwerten der Ausgangsgruppe sowie
zu den Messwerten der I-Kontrolle muss aber auch fiir diese Gruppe eine didtassoziierte
Nierenfunktionseinschrinkung konstatiert werden, was fiir eine systemische Aufnahme des
Oxalats trotz Kalziumanreicherung des Futters spricht.

Da sich die relevanten gemessenen Verdnderungen nach dem 10. Tag ,,CKD-Diét* nur noch
unwesentlich &nderten, wurde hier von einem stabilen Plateau der Nierenschiddigung
ausgegangen. Im Nachhinein zeigte der Vergleich mit den spiter erhobenen Daten der I-
Kontrolle jedoch eine zumindest teilweise Reversibilitdt der Nierenfunktionseinschrinkung
nach Beendigung der Oxalatzufuhr, sodass die Vermutung naheliegt, dass es sich bei den
gemessenen Verdnderungen zu einem gewissen Ausmall um akute Effekte der oxalathaltigen
Didt handelte. Die Daten der I-Kontrolle machten aber auch deutlich, dass bereits nach 10-
tagiger ,,CKD-Diét“ ein irreversibler Nierenschaden entsteht, sodass zu Recht von chronischer

Nierenerkrankung gesprochen werden kann.

3.1.5. Dysbiose

Zur Analyse der bakteriellen Besiedelung des Darmes wurden Faeces der unterschiedlichen
Versuchsgruppen mit der in Kapitel 2.2.3 beschriebenen Methode aufbereitet, verdiinnt und
auf verschiedenen wenig spezifischen Ndahrmedien ausgestrichen. Hierdurch sollte zum einen
eine quantitative Bestimmung der Bakteriendichte — durch Auszdhlen von Kolonie-bildenden
Einheiten (engl. colony forming units, CFU) — und zum anderen eine qualitative Bestimmung
— durch Differenzierung verschiedener Bakterienspezies anhand unterschiedlicher
Morphologie der Kolonien — erfolgen. Trotz erheblichen zeitlichen und materiellen
Aufwandes zur Standardisierung der Verdiinnungen, zum Ausschluss einer Kontamination
und zur Verbesserung der Herstellung der Nédhrmedien traten bis zum Schluss sehr grofie
Schwankungen auf. Verschiedene Verdiinnungen lieBen sich nur unzureichend durch
Umrechnen vergleichen. Insbesondere das unsystematische Auftreten verschiedener
Kolonienmorphologien machte eine qualitative Auswertung unmoglich. Je spezifischer das

Néhrmedium, desto zuverldssiger waren die Ergebnisse. In Abbildung 20 sind die Ergebnisse
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verschiedener Tiere in derselben Verdiinnung auf dem spezifischsten verwendeten
Nédhrmedium, MacConkey-Agar, abgebildet. Am sensitivsten war der Ausstrich auf Blutagar.
Jedoch folgte hieraus, dass sich je nach Verdiinnung ganz unterschiedliche Bakterienspezies
durchsetzen konnten und die Platte besiedelten. Es war hier weder eine zuverldssige
quantitative noch qualitative Auswertung mdglich. Da LB- und besonders MacConkey-
Platten weniger sensitiv und hinsichtlich des Speziesspektrums deutlich spezifischer waren,
lie sich der Ausstrich hier etwas besser zur quantitativen Auswertung standardisieren. Die
erhobenen Daten sind in Abbildung 21 dargestellt und weisen auf einen Anstieg der
bakteriellen Besiedelung in der CKD-Gruppe hin, welcher fiir die auf MacConkey-Agar
wachsenden, gram-negativen Bakterienstimme, auch nach Didtwechsel fortbestand.
Besonders eine Aussage zur Didt-unabhéngigen Assoziation zwischen Niereninsuffizienz und
bakterieller Besiedelung des Darmes ist in dieser Arbeit von wissenschaftlichem Interesse.
Riickschliisse auf diese Assoziation konnen bei Vergleich der CFU-Zahlen vor Beginn der
Oxalatdiét (Tag 0) mit denen der I-Kontrolle an Tag 15 und 20 gezogen werden. An diesen
Zeitpunkten erhielten die Méduse eine oxalatfreie Didt und unterschieden sich nur beziiglich
des Nierenschadens. Hier zeigten die auf MacConkey-Platten gezdhlten CFU-Zahlen eine
signifikante Uberwucherung der nierenkranken Tiere der I-Kontrolle mit gram-negativen

Bakterien und lassen so auf einen CKD-abhingigen Effekt schlie3en.

Abbildung 20: Varianz von Kolonienmorphologie und -anzahl.

Fotografie des Ausstrichergebnisses auf MacConkey-Agar von 50ul Faecessuspension der gleichen
Verdiinnungsstufe (ein Kottel auf rechnerisch 19ml PBS) verschiedener Tiere derselben Gruppe zur
Darstellung der Varianz von Aussehen und Anzahl der Kolonien zwischen den Tieren.
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Abbildung 21: Bakteriendichte in den Faeces.

Vergleichende Darstellung der mittleren Zahl an auf MacConkey-Agar (A) und LB-Agar (B)
kultivierbaren colony forming units (CFU) pro Milligramm Faeces von Mausgruppen, die fiir 5, 10, 15
oder 20 Tage entweder eine kalziumreiche, oxalatreiche Didt (Kontrollgruppe) oder eine kalziumarme,
oxalatreiche Didt (CKD-Gruppe) erhielten. Zudem sind die Ergebnisse von Tieren aufgefiihrt, die 10
Tage kalziumarme, oxalatreiche und anschlieBend 10 Tage kalziumarme und oxalatarme Diét erhielten
(I-Kontrolle). Die Fehlerbalken geben den Standardfehler des Mittelwerts wieder. Signifikanzniveaus:
**x=p<0,001; **=p<0,01; *=p<0,05 vs. ,,Tag 0°; # vs. Kontrollgruppe; + vs. [-Kontrolle.

3.1.6. Strukturelle Darmbarriere

Die mikroskopische Morphologie des Ileumepithels wurde anhand von HE-geférbten
Schnitten untersucht. Hierbei fanden sich beziiglich der Integritit des Epithels keine
Unterschiede zwischen der CKD- und der Kontrollgruppe, wie in Abbildung 22 exemplarisch

an in 100-facher VergroBerung aufgenommenen, mikroskopischen Bildern zu sehen ist.

Kontrolldiat, Tag 20 CKD-Diat, Tag 20

HE 100X

g G3)

=4S ,.»:«.‘#(-!‘K‘

Abbildung 22: Mikroskopische Morphologie des Ileums vor und nach Oxalatdi:it.

Ausschnitte aus 100-fach vergroBerten lichtmikroskopischen Aufnahmen von Ileumschnitten, die mit
HE angefarbt wurden. Wiahrend einer Maus fiir 20 Tage eine kalziumreiche, oxalatreiche Diit
(,,Kontrolldidt) verabreicht wurde, bekam die andere iiber diesen Zeitraum eine kalziumarme,
oxalatreiche Diit (,,CKD-Diét™).
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Kontrolldiat CKD-Diat I-Kontrolle
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Abbildung 23: Mikroskopie des Ileums mit Anfirbung von ZO-1.

Ausschnitte aus 200-fach vergroBerten lichtmikroskopischen Schwarz-Weil-Aufnahmen von
Ileumschnitten, auf denen ZO-1-Proteine immunhistochemisch angefarbt wurden. Jeder Schnitt
reprasentiert eine Mausgruppe, die fiir 5, 10, 15 oder 20 Tage entweder eine kalziumreiche,
oxalatreiche Didt (,,Kontrolldidt™“) oder eine kalziumarme, oxalatreiche Didt (,,CKD-Diét™) erhielt.
Zudem sind die Aufnahmen von Tieren aufgefiihrt, die 10 Tage kalziumarme, oxalatreiche und
anschlieend 10 Tage kalziumarme und oxalatarme Diit erhielten (I-Kontrolle).
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Auch in mikroskopischen Aufnahmen von Schnitten, auf denen ZO-1-Molekiile, als
Stellvertreter der tight junctions, immunhistochemisch angefdrbt wurden, lieBen sich im
Zeitverlauf der Diit keine relevanten Anderungen erkennen (s. Abbildung 23). Hier war eine
Abnahme der anfarbbaren Molekiile erwartet worden, wie das von Vaziri zuvor beschrieben
worden war [104, 105]. Das Epithel scheint mikromorphologisch unverletzt geblieben zu sein.
Zusitzlich zur histologischen Bewertung des intestinalen Epithels wurde eine Analyse der
Expression der mRNA der tight junction Proteine Zonula occludens (ZO), Claudine und
Occludin in Ileum und Colon durchgefiihrt. Vorstellbar waren sowohl eine verminderte
Expression der tight junction Proteine als ursdchlicher Faktor einer Barrierestorung, die etwa
durch Urdmie ausgeldst sein konnte, als auch eine erhohte Expression als Ausdruck einer
reaktiv vermehrten Synthese bei moglicherweise pathologischer Zerstérung der tight
Jjunctions. Vaziri hatte eine erhohte Expression fiir Occludin und ZO-1 im Colon ascendens
nierenkranker Ratten gemessen. Demgegeniiber konnten keine signifikanten Unterschiede fiir
Claudin-1 im Colon ascendens und fiir Occludin, ZO-1 und Claudin-1 im Colon descendens
gemessen werden [104].

Die Ergebnisse (in Abbildung 24 dargestellt) lieBen auch hier keinen einfachen Schluss zu, da
sich keine einheitliche Tendenz ausmachen lie. ZO-1 verdnderte sich in seiner Expression
durch die Oxalatdidt nicht. Nach Beendigung dieser kam es aber sowohl im Colon, als auch
im Ileum zu einem steilen Anstieg der Expression. Die Expression von ZO-2 verdnderte sich
im Ileum nur tendenziell und stieg im Colon sowohl in der CKD- als auch in der
Kontrollgruppe an, wihrend sie nach Beendigung der Oxalatzufuhr wieder etwas abfiel. Die
Claudine 1 und 2 stiegen in beiden Darmabschnitten teils signifikant bis Tag 10 an und fielen
danach wieder. Besonders auffillig ist das Abfallen auf Expressionslevel deutlich unter dem
der Ausgangsgruppe in der [-Kontrolle an Tag 20. Occludin, dessen Expression sich am
verlasslichsten in Bezug auf Homogenitét der Schmelzkurven und mRNA-Gehalt messen lie§3,
stieg im Ileum in der CKD-Gruppe stark an und verblieb auf hohem Niveau, wihrend es in
der Kontrollgruppe nur schwach anstieg und anschliefend abfiel. Im Colon dagegen zeigte
sich fiir die CKD-Gruppe ein tendenzieller Abfall, dem ein leichter signifikanter Anstieg in
der Kontrollgruppe gegeniiberstand. Es zeigte sich insbesondere ein starkes Ansteigen nach
Absetzen der Oxalatzufuhr an Tag 10.

Zusammenfassend ist festzustellen, dass es zu signifikanten Verdnderungen der Expression
von Genen kam, die fiir tight junction Proteine kodieren. Die Interpretation der
Verdnderungen ist jedoch nicht trivial. Insgesamt stiitzt die Auswertung der mRNA-Analyse
eher die Theorie der Hochregulation dieser Gene nach entstandenem Zellkontaktschaden.

Diese Hochregulation tritt nach unterschiedlicher Didtdauer ein und scheint ebenso

64



Ergebnisse

unterschiedlich lang anzuhalten. So konnte beispielsweise argumentiert werden, dass die
Nachproduktion von ZO-2 im Colon an Tag 20 in der I-Kontrolle schon abgeschlossen ist.
Dass es durch CKD eher zu einem Anstieg als zu einem Abfall kommt, deckt sich mit den

oben erwihnten Erkenntnissen von Vaziri [104].

>

Z0-1 (lleum) B 20-2 (lleum) c Z0-1(Colon) D 20-2 (Colon)
0,0 4 0,0 0,0 1,4E-04

0,0
0,0 1 o0 1,2€04
: 00 oo
] '

1,0E-04

o
°

8,0E-05

6,0E-05

o
°

4,0E05

mRNA Expression/18s mRNA

°
°
<~
mRNA Expression/18s mRNA
3
mRNA Expression/18s mRNA
mRNA Expression/18s mRNA

o
°
~

o
°

2,005

%
T+

0,0 0,0 0,0E+00
o 10 20 0 10 20 0 10 20 o 10 20

°
°
&:\

Tage nach Didtbeginn Tage nach Didtbeginn Tage nach Didtbeginn Tage nach Didtbeginn

Claudin-1 (lleum) F Claudin-2 (lleum) G Claudin-1(Colon)
9,0E-05 0,0 0,0 4

I

Claudin-2 (Colon)

o
°

8,0E-05 0,0

o
°

7,0E-05

o
°
°
°

6,0E-05

°
°

°

°

5,0E-05

4,0E05

o

°
o
°

3,0E-05

4
°

mRNA Expression/18s mRNA
mRNA Expression/18s mRNA

mRNA Expression/18s mRNA
2
mRNA Expression/18s mRNA

2,0E-05

4
°

1,0E05 s 0,0
0,0E+00 = —=_ 0,0 0,0 0,0
0 10 20 0 10 20 0 10 20 0 10 20
Tage nach Didtbeginn Tage nach Didtbeginn Tage nach Didtbeginn Tage nach Didtbeginn
I Occludin (lleum) J Occludin (Colon)
0,0 2,5E-04

o
°

2,0E04

1,5E-04

1,06-04

mRNA Expression/18s mRNA

mRNA Expression/18s mRNA

o
°

5,0E05

0,0 0,0E+00
o 10 20 o 10 20

Tage nach Didtbeginn Tage nach Ditbeginn

Abbildung 24: Expression von tight-junction-Proteinen im Darm.

Vergleichende Darstellung der mittleren mRNA-Menge von DNA-Sequenzen, die fiir
Vernetzungsproteine des Darmepithels kodieren, im Verhéltnis zur mRNA des housekeeping-Gens
18s in Ileum- und Colongewebe von Mausgruppen, die fiir 5, 10, 15 oder 20 Tage entweder eine
kalziumreiche, oxalatreiche Didt (Kontrollgruppe, gepunktete Linie) oder eine kalziumarme,
oxalatreiche Didt (CKD-Gruppe, durchgezogene Linie). Zudem sind die Ergebnisse von Tieren der I-
Kontrolle (gestrichelte Linie) aufgefiihrt, die 10 Tage kalziumarme, oxalatreiche und anschlieend 10
Tage kalziumarme und oxalatarme Diét erhielten. Die Gruppengrofe n liegt zwischen 4 und 8 Tieren.
Signifikanzniveaus: ***=p<0,001; **=p<0,01; *=p<0,05 vs. ,,Tag 0“; # vs. Kontrollgruppe; + vs. I-
Kontrolle.
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3.1.7. Immunreaktion der Darmwand

Als Organ, das die Darmflora beherbergt und dessen immunkompetente Zellen in stdndiger
Kommunikation mit der kommensalen, bakteriellen Besiedelung stehen, sollte der Darm als
erstes auf dysbiotische Verdnderungen dieser Besiedelung reagieren.

Zusiétzlich zur Analyse von Leukozyteninfiltration und Zytokinexpression wurde eine
Messung des sekretorischen Immunglobulin A (sIgA) im intestinalen Mukus des Ileums
vorgenommen. sIgA wird von B-Zellen der Mukosa sezerniert, die den ersten Kontakt des
Immunsystems mit einer mdglicherweise verdnderten Darmflora darstellen. Hierbei konnte
gezeigt werden, dass die Konzentration des sIgA sowohl in der CKD- als auch in der

Kontroll-Gruppe signifikant anstieg (s. Abbildung 25).

sIgA in lleumspiilung

0 10 20
Tage nach Diatbeginn
——CKD-Gruppe =~ e Kontrollgruppe

Abbildung 25: Konzentration sekretorischen Immunglobulins A in Ileumspiilung.

Vergleichende Darstellung der mittleren Konzentration von sekretorischem Immunglobulin A in PBS-
Puffer, der durch Ileumproben gespiilt wurde, von Mausgruppen, die fiir 5, 10, 15 oder 20 Tage
entweder eine kalziumreiche, oxalatreiche Didt (Kontrollgruppe) oder eine kalziumarme, oxalatreiche
Didt (CKD-Gruppe) erhielten. Zudem sind die Ergebnisse von Tieren aufgefiihrt, die 10 Tage
kalziumarme, oxalatreiche und anschlieend 10 Tage kalziumarme und oxalatarme Didt erhielten (I-
Kontrolle). Die Fehlerbalken geben den Standardfehler des Mittelwerts wieder. Signifikanzniveaus:
**x=p<0,001; **=p<0,01; *=p<0,05 vs. ,,Tag 0°; # vs. Kontrollgruppe; + vs. [-Kontrolle.

In der Durchflusszytometrie des Ileumgewebes (s. Abbildung 26) lief sich fiir die CKD-
Gruppe ein Anstieg von T-Zellen und T-Helfer-Zellen feststellen, wihrend die aktivierte
Form dieser Zellen voriibergehend (Tag 10) sogar abnahm. APCs und Makrophagen nahmen
in dieser Gruppe mit zunehmender Didtdauer ab, wihrend sich am Anteil der aktivierten
Zellen nichts dnderte. Ein deutlicher Anstieg fand sich jedoch bei Monozyten und

inflammatorischen Monozyten.
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Abbildung 26: Leukozyteninfiltration des Ileumgewebes.
Darstellung des Anteiles verschiedener Leukozytenpopulationen am Ileumzelllysat in der FACS-
Analyse von Mausgruppen, die fiir 5, 10, 15 oder 20 Tage entweder eine kalzium- und oxalatreiche
(Kontrollgruppe, gepunktet) oder eine kalziumarme, oxalatreiche (CKD-Gruppe, durchgezogen) Diét
erhielten. Die [-Kontrolle (gestrichelt) erhielt 10 Tage kalziumarme, oxalatreiche und anschlieend 10
Tage kalzium- und oxalatarme Didt. Die Gruppengrofle n liegt zwischen 4 und 8 Tieren. Signifikanz-
niveaus: ***=p<0,001; **=p<0,01; *=p<0,05 vs. ,,Tag 0°; # vs. Kontrollgruppe; + vs. [-Kontrolle.
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In der Kontrollgruppe zeigte sich ein etwas ausgeprigteres inflammatorisches Profil: Hier
vermehrte sich besonders die Zahl der aktivierten Zellformen verschiedener
Leukozytenpopulationen. Die I-Kontrolle lieferte an Tag 20 fast durchgéngig eine geringer
ausgeprigte Immunreaktion. Immunhistochemische Schnitte wurden fiir das Ileumepithel
nicht angefertigt.

Wihrend in der CKD-Gruppe keine relevanten Verdnderungen der Expression von TNFa an
den verschiedenen Zeitpunkten festgestellt werden konnte, stieg die Expression von TNFa in
der I-Kontrolle an, ohne statistische Signifikanz zu erreichen. Die restlichen verwendeten
entziindungsassoziierten Primer (Interleukine-6, -17, -22) lieferten in beiden Darmabschnitten
keine brauchbaren Daten. Die Ergebnisse fiir TNFa sind in Abbildung 27 dargestellt.

Eine Entziindungsreaktion oder allgemeine Leukozyteninfiltration in die Darmwand lie3 sich
im Ileum zusammenfassend nur teilweise nachweisen. Die Vermehrung insbesondere der
aktivierten Antigen-prisentierenden Zellen und des sezernierten IgAs gibt Hinweise darauf,
dass es hier zu einem verstérkten Kontakt mit fremden Molekiilen kam. Wéhrend in der CKD-
Gruppe eine mogliche Dysbiose Ausloser der festgestellten Verdnderungen sein konnte,
kommt in der Kontrollgruppe ein direkter Effekt der harten und obstipativen Faeces, die durch

die Kristallbildung entstanden, in Frage.
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Abbildung 27: Expression von TNF-a in Ileum und Colon.

Vergleichende Darstellung der mittleren mRNA-Menge des pro-inflammatorischen Zytokins
Tumornekrosefaktor-o im Verhéltnis zur mRNA des housekeeping-Gens 18s in Ileum (A) und Colon
(B) von Mausgruppen, die fiir 5, 10, 15 oder 20 Tage entweder eine kalziumreiche, oxalatreiche Diét
(Kontrollgruppe) oder eine kalziumarme, oxalatreiche Didt (CKD-Gruppe) erhielten. Zudem sind die
Ergebnisse von Tieren aufgefiihrt, die 10 Tage kalziumarme, oxalatreiche und anschlieBend 10 Tage
kalziumarme und oxalatarme Diét erhielten (I-Kontrolle). Die Gruppengrdfie n liegt zwischen 4 und 8
Tieren. Signifikanzniveaus: ***=p<0,001; **=p<0,01; *=p<0,05 vs. ,,Tag 0°; # vs. Kontrollgruppe; +
vs. I-Kontrolle.
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3.1.8. Funktionelle Darmbarriere

Zur Untersuchung der Funktionalitidt der Darmbarriere wurden zwei verschiedene Parameter
herangezogen: Pathologische Permeabilitit in Richtung Lumen wurde iiber die Konzentration
murinen Albumins in den Faeces gemessen, die Durchlissigkeit in Richtung Blutkreislauf
wurde iiber die Konzentration bakteriellen Lipopolysaccharids im Serum und das

Vorkommen mikrobiologisch anziichtbarer Bakterien in der Leber tiberpriift.

Murines Albumin in den Faeces

In den Faeces wurde die Konzentration murinen Albumins untersucht, das nicht aktiv tiber
das Darmepithel transportiert wird und als globuléres Protein mit einer Molekiilmasse um 66
kDa fiir einen passiven Verlust in das Darmlumen grof3er Liicken im Epithel bedarf [177]. Die
Konzentration murinen Albumins in den Faeces stieg in der CKD-Gruppe bis Tag 10 stark
und signifikant an, worauf bis Tag 20 ein leichter, statistisch nicht signifikanter Abfall folgte.
Der gemessene Wert an Tag 15 fiir die CKD-Gruppe, der sich nicht in die erwartete Dynamik

einfligt, beruht nur auf einer kleinen Stichprobe und konnte einen Messfehler darstellen.
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Abbildung 28: Murine Albuminkonzentration in den Faeces.

Vergleichende Darstellung der mittleren Konzentration murinen Albumins in den Faeces von
Mausgruppen, die fiir 5, 10, 15 oder 20 Tage entweder eine kalzium- und oxalatreiche Diét
(Kontrollgruppe) oder eine kalziumarme, oxalatreiche Didt (CKD-Gruppe) erhielten. Zudem sind die
Ergebnisse von Tieren aufgefiihrt, die 10 Tage kalziumarme, oxalatreiche und anschlieBend 10 Tage
kalziumarme und oxalatarme Diét erhielten (I-Kontrolle). Die Fehlerbalken geben den Standardfehler
des Mittelwerts wieder. Signifikanzniveaus: ***=p<0,001; **=p<0,01; *=p<0,05 vs. ,,Tag 0 # vs.
Kontrollgruppe; + vs. I-Kontrolle.
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Auch nach dem Didtwechsel an Tag 10 behielten die Tiere der I-Kontrolle die hohe
Konzentration bei. Bei den Tieren der Kontrollgruppe hingegen blieb sie im Bereich des
Ausgangswertes. Die Daten weisen also darauf hin, dass die Konzentration murinen Albumins

mit dem Ausmall der Nierenschddigung korreliert. Dargestellt sind die Ergebnisse in
Abbildung 28.

Mikrobiologische Kultur des Lebergewebes und Lipopolysaccharid-Spiegel im Serum

Die Gegenrichtung der funktionellen Integritit der Darmbarriere wurde {ber die
Untersuchung der Translokation von Bakterien und bakteriellen Bestandteile in den
systemischen Kreislauf getestet. Dies erfolgte zum einen durch die mikrobiologische Kultur
zerkleinerten Lebergewebes. Hierbei fanden sich schon in den ersten Versuchen nur selten
einzelne CFUs in den verschiedenen Gruppen — ohne Unterschied zwischen CKD- und
Kontrollgruppe, sodass eher von einer Kontamination als von bakterieller Translokation
auszugehen war und keine weiteren Kulturversuche mit Lebergewebe durchgefiihrt wurden.
Zum anderen erfolgte die Testung der Permeabilitit der Darmbarriere in Richtung
systemischer Kreislauf durch die Bestimmung der Konzentration von Lipopolysacchariden
(LPS), die Teil der Zellwand gram-negativer Bakterien sind, im Serum. Hierzu wurde Serum
auf sterile Weise durch kardiale Punktion gewonnen, um eine Kontamination mit der
Hautflora der Mduse zu vermeiden. Es kam in der CKD-Gruppe zwar zu einem signifikanten
Anstieg des LPS-Spiegels im Blut, dieser war jedoch mit etwas Verzdgerung in der
Kontrollgruppe ebenfalls zu beobachten. Aufgrund der schwierigen Blutgewinnung durch
kardiale Punktion, deren Ausbeute insbesondere bei kranken Tieren selbst gepoolt kaum fiir
eine Analyse ausreichte, erfolgte eine Nachbestimmung aus retrobulbdr entnommenem
Serum, um die Gruppengrofle zu erhdhen und auch Daten fiir die Interventions- und
Interventions-Kontrollgruppe zu erheben. Die gemessenen Werte aus retrobulbér
entnommenem Blut, bei dem eine Verunreinigung mit Keimen der Hautflora anzunehmen ist,
iiberstiegen die Werte aus kardial entnommenem Blut um mehr als eine Zehnerpotenz. Dies
kann zum einen an einer mdglichen Kontamination liegen, zum anderen ist ein Messfehler in
der Analyse des kardial entnommenen Blutes mdglich, da es hier zu verstirkter Himolyse
kam und diese das photometrische Verfahren beeinflussen kann. Erhellend ist ein Vergleich
mit den LPS-Spiegeln, die von Kesper und Andersen in hochgradig niereninsuffizienten
Alportmiusen gemessen wurden [106]. Diese liegen zwei bis drei Zehnerpotenzen iiber den in
dieser Arbeit gemessenen Werten, sodass hier am ehesten von einem negativen Ergebnis im
Sinne von normwertigen LPS-Spiegeln auszugehen ist. Hieraus lésst sich schlussfolgern, dass

es zu keiner relevanten Translokation von Bakterien oder Endotoxin kam.
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Abbildung 29: Lipopolysaccharidkonzentration im Serum.

Vergleichende Darstellung der mittleren Konzentration von Lipopolysacchariden in kardial (A) und
retrobulbér (B) entnommenem Serum von Mausgruppen, die fiir 5, 10, 15 oder 20 Tage entweder eine
kalziumreiche, oxalatreiche Didt (Kontrollgruppe) oder eine kalziumarme, oxalatreiche Didt (CKD-
Gruppe) erhielten. Zudem sind die Ergebnisse von Tieren aufgefiihrt, die 10 Tage kalziumarme,
oxalatreiche und anschlieBend 10 Tage kalziumarme und oxalatarme Diét erhielten (I-Kontrolle). Die
Zahl der untersuchten Proben pro Gruppe liegt zwischen 1 und 11. Messwerte ohne Fehlerbalken
wurden an nur einer Probe erhoben, sodass hier kein statistischer Vergleich mdglich ist. Die
Fehlerbalken geben den Standardfehler des Mittelwerts wieder. Signifikanzniveaus: ***=p<0,001;
**=p<0,01; *=p<0,05 vs. ,,Tag 0°; # vs. Kontrollgruppe; + vs. [-Kontrolle.

Die Ergebnisse lassen zusammenfassend auf eine mit der oxalathaltigen Diét einhergehende
Storung der funktionellen Darmbarriere schlieBen. Allerdings konnte nur eine Richtung,
System-Darmlumen und nicht die Gegenrichtung Darmlumen-System gezeigt werden. So
kam es zu einem Verlust murinen Albumins in den Darm. Bakterielle Translokation in die
Leber, wie das von Kesper und Andersen in einem murinen CKD-Modell beobachtet wurde
[106] oder ein Ansteigen bakteriellen Endotoxins im systemischen Kreislauf, wie das fiir
CKD-Patienten beschrieben ist [107], konnte nicht nachgewiesen werden. Der erhohte
Albuminverlust blieb auch nach Didtwechsel bestehen, sodass es sich hierbei eher um eine
chronische Folge der Didt (wie CKD) handelt und nicht um ein direktes schédliches

Einwirken auf das Darmepithel.

3.1.9. Immunreaktion in der Leber

Durch den first-pass-Mechanismus werden alle in die intestinalen Blutgefifle gelangten
Substanzen oder gar Organismen zunéchst der Leber zugefiihrt. Daher wiirden Immunsystem-
stimulierende Molekiile oder Bakterien, die durch eine gestorte Darmbarriere gedrungen sein

konnten, hier zuerst intensiver mit dem Immunsystem in Kontakt kommen [182]. Da es sich
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bei der Leber zudem um ein immunologisch systemisch wirksames Organ [183] handelt,
wurden auch hier Parameter zur Quantifizierung einer Entziindungsreaktion erhoben. So
konnte auch hier ein Anstieg von APCs und myeloischen Zellen — insbesondere ein Anstieg
der Granulozyten — gemessen werden. In der Kontrollgruppe stiegen diese APCs und
Granulozyten weniger stark an, was jedoch nicht fiir den Gesamtanteil der myeloischen Zellen
und den Anteil der neutrophilen Granulozyten galt. Die I-Kontrolle unterschied sich an Tag
20 nicht signifikant von den anderen beiden Gruppen. Die Ergebnisse der
Durchflusszyometrie sind in Abbildung 30 dargestellt.

Immunhistochemisch wurden T-Zellen und Makrophagen untersucht. Es zeigte sich bei den
nur spérlich verbreiteten T-Zellen ein leichter Anstieg in den Gruppen, die oxalathaltige
Diédten erhielten (CKD-Gruppe und Kontrollgruppe), und ein Riickgang von Tag 10 bis Tag
20 in der I-Kontrolle. Die deutlich stirker vertretenen Makrophagen unterschieden sich
hinsichtlich ihrer Dichte nicht zwischen den Gruppen. Die quantitativen Ergebnisse sind in
Abbildung 31 dargestellt, exemplarische mikroskopische Aufnahmen der histologischen
Schnitte finden sich in Abbildung 32 und Abbildung 33.

Bei den in der Leber analysierten, humoralen Parametern war besonders die Expression von
Pentraxin-2, einem dem menschlichen C-reaktiven Protein vergleichbaren Akute-Phase-
Protein, von Interesse. Hier zeigte sich ein deutlicher Anstieg der Expression in der CKD-

Gruppe, der sich signifikant vom nur geringen Anstieg in der Kontrollgruppe abhob.
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Abbildung 30: Leukozyteninfiltration des Lebergewebes.

Darstellung des Anteiles verschiedener Leukozytenpopulationen am Leberzelllysat in der FACS-
Analyse von Mausgruppen, die fiir 5, 10, 15 oder 20 Tage entweder eine kalzium- und oxalatreiche
(Kontrollgruppe, gepunktet) oder eine kalziumarme, oxalatreiche (CKD-Gruppe, durchgezogen) Diét
erhielten. Die [-Kontrolle (gestrichelt) erhielt 10 Tage kalziumarme, oxalatreiche und anschlieend 10
Tage kalziumarme und oxalatarme Diédt. Die Gruppengréfie n liegt zwischen 4 und 8 Tieren.
Signifikanzniveaus: ***=p<0,001; **=p<0,01; *=p<0,05 vs. ,,Tag 0“; # vs. Kontrollgruppe; + vs. I-
Kontrolle.
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Abbildung 31: Infiltration der Leber mit T-Zellen (A) und Makrophagen (B) in der Histologie.
Vergleichende Darstellung des mittleren Prozentanteils der angefdrbten Fliche am gesamten
Organquerschnitt immunhistochemisch angefarbter Leberschnitte von Mausgruppen, die fiir 5, 10, 15
oder 20 Tage entweder eine kalziumreiche, oxalatreiche Didt (Kontrollgruppe) oder eine kalziumarme,
oxalatreiche Didt (CKD-Gruppe) erhielten. Zudem sind die Ergebnisse von Tieren aufgefiihrt, die 10
Tage kalziumarme, oxalatreiche und anschlieBend 10 Tage kalziumarme und oxalatarme Diét erhielten
(I-Kontrolle). Die Gruppengrofie n liegt zwischen 2 und 5 Tieren. Die Fehlerbalken geben den
Standardfehler des Mittelwerts wieder. Signifikanzniveaus: ***=p<0,001; **=p<0,01; *=p<0,05 vs.
»lag 0% # vs. Kontrollgruppe; + vs. I-Kontrolle.

Das Expressionsniveau blieb nach dem anfianglichen Anstieg jedoch von Tag 10 bis Tag 20
auch in der CKD-Gruppe konstant. Ein Didtwechsel nach Tag 10 induzierte einen relevanten
Abfall der Expression in der [-Kontrolle. Die Expression von IL-6 zeigte keine signifikanten
Unterschiede zwischen den Gruppen und die von TNFa war in beiden Gruppen bis Tag 10
konstant und stieg dann in der I-Kontrolle und geringfiigig ausgeprdgt auch in der
Kontrollgruppe an, wihrend sie in der CKD-Gruppe konstant blieb. Auch hier wurden die
Expressionslevel von Interferon-y und Interleukin-17 erfolglos getestet. Die Ergebnisse sind
in Abbildung 34 graphisch dargestellt.

Zusammenfassend lieBen sich in der Leber Hinweise auf eine systemische Aktivierung des
Immunsystems finden, die in der CKD-Gruppe signifikant stirker ausgepréigt waren, als in der
Kontrollgruppe. Fiir eine mogliche Translokation von bakteriellen Bestandteilen oder gar
lebenden Organismen waren die gemessenen Anstiege jedoch zu vage. Insbesondere lie3 sich
keine signifikant vermehrte Ansiedlung von Makrophagen feststellen. Eine Beendigung der

Didt scheint hier wenig Einfluss auf die Immunreaktion gehabt zu haben.
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Kontrolldiat CKD-Diat I-Kontrolle
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Abbildung 32: Mikroskopie mit Anfiirbung CD3-positiver T-Zellen in der Leber.

Ausschnitte aus 25-fach vergroBerten lichtmikroskopischen Schwarz-Wei-Aufnahmen von
Leberschnitten, auf denen CD3-positive Zellen immunhistochemisch angefdrbt wurden. Jeder Schnitt
reprasentiert eine Mausgruppe, die fiir 5, 10, 15 oder 20 Tage entweder eine kalziumreiche,
oxalatreiche Didt (,,Kontrolldidt™“) oder eine kalziumarme, oxalatreiche Didt (,,CKD-Diét™) erhielt.
Zudem sind die Aufnahmen von Tieren aufgefiihrt, die 10 Tage kalziumarme, oxalatreiche und
anschlieBend 10 Tage kalziumarme und oxalatarme Diit erhielten (I-Kontrolle).
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Abbildung 33: Mikroskopie mit Anfiirbung F4/80-positiver Makrophagen in der Leber.
Ausschnitte aus 25-fach vergroBerten lichtmikroskopischen Schwarz-WeiB-Aufnahmen von
Leberschnitten, auf denen F4/80-positive Zellen immunhistochemisch angefarbt wurden. Jeder Schnitt
repriasentiert eine Mausgruppe, die fir 5, 10, 15 oder 20 Tage entweder eine kalziumreiche,
oxalatreiche Didt (,,Kontrolldidt™) oder eine kalziumarme, oxalatreiche Diét (,,CKD-Diét”) erhielt.
Zudem sind die Aufnahmen von Tieren aufgefiihrt, die 10 Tage kalziumarme, oxalatreiche und
anschliefend 10 Tage kalziumarme und oxalatarme Diét erhielten (I-Kontrolle).
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Abbildung 34: Expression pro-inflammatorischer Zytokine in der Leber.

Vergleichende Darstellung der mittleren mRNA-Menge pro-inflammatorischer Zytokine (Interleukin-
6 (A), Tumornekrosefaktor-a (B), Pentraxin-2 (C)) im Verhéltnis zur mRNA des housekeeping-Gens
18s im Lebergewebe von Mausgruppen, die fiir 5, 10, 15 oder 20 Tage entweder eine kalziumreiche,
oxalatreiche Didt (Kontrollgruppe) oder eine kalziumarme, oxalatreiche Didt (CKD-Gruppe) erhielten.
Zudem sind die Ergebnisse von Tieren aufgefiihrt, die 10 Tage kalziumarme, oxalatreiche und
anschlieBend 10 Tage kalziumarme und oxalatarme Diédt erhielten (I-Kontrolle). Die Gruppengréfle n
liegt zwischen 4 und 8 Tieren. Signifikanzniveaus: ***=p<0,001; **=p<0,01; *=p<0,05 vs. ,,Tag 0“; #
vs. Kontrollgruppe; + vs. I-Kontrolle.

3.1.10. Systemische Immunreaktion

Um eine systemische Immunreaktion, die nicht direkt, wie die bereits beschriebenen
Immunreaktionen in den Organen Niere, Darm und Leber, von lokal erwarteten Schidigungen
(Nephrokalzinose, Dysbiose, bakterielle Translokation) abhéngig war, festzustellen, wurden
systemisch zirkulierende Leukozytenpopulationen im Blut gemessen, sowie wie fiir die
bereits beschriebenen Organe eine Analyse von humoraler und zelluldrer Immunreaktion in
der Milz durchgefiihrt, da die Milz als lymphatisches Organ unmittelbar von Immunzellen

durchsetzt ist und deren Zusammensetzung wichtige Informationen iiber systemische Effekte

liefern kann [184].

Leukozytenpopulationen im Blut

Zur Messung der im Blut zirkulierenden Leukozytenpopulationen wurde ein maschinelles
Differentialblutbild (s. Abbildung 35) angefertigt. In der CKD-Gruppe kam es zu einem
voriibergehenden und gegeniiber der Kontrollgruppe signifikanten Anstieg der
Gesamtleukozytenzahl, die ihr Maximum nach 10-tdgiger ,,CDK-Didt* erreichte und
anschlieBend in den Bereich des Ausgangswertes abfiel. In der Differenzierung zeigte sich,
dass fiir diesen Anstieg der Gesamtzahl in erster Linie die hochsignifikante Zunahme der
neutrophilen Granulozyten auf etwas mehr als das 4-fache der Ausgangszahl verantwortlich

war. Ebenfalls kam es zu einem signifikanten Anstieg der Monozytenzahl, die gemeinsam mit
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der Lymphozytenzahl nach Tag 10 wieder signifikant abfiel. Die Ergebnisse nach Beendigung
der oxalatreichen Diét unterschieden sich in der I-Kontrolle an Tag 20 bei der Zahl der
eosinophilen Granulozyten, die hier signifikant hdufiger waren als in der CKD-Gruppe.
AuBlerdem kam es in dieser Gruppe zu einem signifikanten Abfall der neutrophilen
Granulozyten von Tag 10 bis Tag 20, was in der CKD-Gruppe nicht der Fall war. In der
Kontrollgruppe kam es im zeitlichen Verlauf zu keiner relevanten Verdnderung der
Leukozytenpopulationen im Vergleich zur Ausgangsgruppe. Ein an Tag 10 gemessener hoher
Wert fiir die Zahl der basophilen Granulozyten, ldsst sich unter Beriicksichtigung der
insgesamt sehr niedrigen Zellzahl und damit fehleranfilligen Messung der basophilen
Granulozyten — oftmals wurde vom Gerit keine einzige Zelle gefunden — ohne Zweifel als
Messfehler bezeichnen.

Zusammenfassend scheint es durch das oxalathaltige Futter zu einer voriibergehenden
Vermehrung der Leukozyten im Blut zu kommen, die besonders von neutrophilen
Granulozyten  getragen  ist, welche  erhoht  persistieren,  wihrend  andere
Leukozytenpopulationen bis Tag 20 wieder abfallen. Da sich Erhéhungen der neutrophilen
Granulozyten besonders bei akuten bakteriellen Infekten oder Verletzungen finden lassen,
konnte es sich hier um ein Zeichen fiir einen akuten Kontakt des Immunsystems mit

Krankheitserregern handeln [185].

Immunreaktion in der Milz

In der Durchflusszytometrie (s. Abbildung 36) lieB sich mit zunehmender Diédtdauer ein
Anstieg der T-Zellen beobachten. Allerdings galt dies nicht fiir die aktivierten (CD69-
positiven) T-Zellen. Ebenso verhielt es sich mit den Antigen-présentierenden Zellen. Der
Anteil der myeloischen Zellen, insbesondere der neutrophilen Granulozyten nahm in der Milz
stark zu. Mit etwas Zeitverzogerung kam es auch zum Anstieg bei den Monozyten, was
jedoch im Beobachtungszeitraum keine relevanten Verianderungen der
Makrophagenkonzentration mit sich brachte. Anders als etwa in der Niere verliefen die
Kurven der Kontrollgruppe haufig gleichldufig mit den Ergebnissen der CKD-Gruppe und
iibertrafen diese sogar bei Granulozyten, Makrophagen und APCs. Bei Beendigung der
Oxalatzufuhr (I-Kontrolle) kam es zu fallenden Leukozytenpopulationen. Dies gilt mit
Ausnahme der regulatorischen T-Zellen, die in dieser Gruppe prominenter ausfielen.
Immunhistochemisch lieferte die quantitative Auswertung aufgrund der heterogenen
Zellverteilung (vgl. Abbildung 37 und Abbildung 38) nur sehr vorsichtig zu bewertende
Ergebnisse (s. Abbildung 39). Wihrend sich die Makrophagen in der roten Pulpa um die

Sinusoide scharen und in der weillen Pulpa gar nicht zu finden sind, hdufen sich T-Zellen in
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den Marginalzonen der weiflen Pulpa um Zentralarterien. Die Haufung dieser Zellen ist so
ausgeprigt, dass die Anfirbungen einzelner Zellen konfluieren und somit nicht mehr
abgrenzbar sind. Es ist daher mit groBer Unsicherheit belastet, wenn wie hier der angeférbte
Organflichenanteil gemessen wird — insbesondere da die einzelnen Schnitte sehr
unterschiedliche Anteile weiler und roter Pulpa enthalten. Es bestétigte sich jedoch der Trend
der ausgeprigteren Makrophagenpopulation in der Kontrollgruppe und das Absinken der T-
Zellen nach Beendigung der Oxalatzufuhr.

Die Analyse der mRNA (s. Abbildung 40) lieferte keine signifikanten Unterschiede in der
Expression von IL-6 zwischen den Gruppen, sodass von einer konstanten, von der Diét
unbeeinflussten IL-6-Expression ausgegangen werden muss. Fiir TNFa ergab sich bei in
beiden Gruppen konstanter Expression bis Tag 10 ein tendenzieller Abfall in der CKD-
Gruppe bis Tag 20, dem ein signifikanter Anstieg nach Beendigung der Oxalatzufuhr und eine
weiterhin konstante Expression in der Kontrollgruppe gegeniiberstand. Fiir die Analyse von
Interferon-y, Interleukin-17 und -22 konnten keine aussagekréftigen Daten erhoben werden.
Eine Immunreaktion in der Milz war somit zwar messbar, aber wesentlich geringer ausgepragt
als etwa in der Niere. Auch verschwammen hier die Unterschiede zwischen CKD- und
Kontrollgruppe. Wie in der Einleitung fiir CKD-assoziierte Immundysfunktion beschrieben,
konnte eine Abnahme aktivierter und damit funktionsfahiger Lymphozyten bei gleichzeitiger
Zunahme zytotoxischer T-Zellen, sowie eine starke Zunahme Antigen-prasentierender Zellen
und neutrophiler Granulozyten beobachtet werden. Es lédsst sich von einer Aktivierung des
systemischen Immunsystems mit eingeschrinkter Lymphozytenaktivierung durch die
oxalatreiche Diét sprechen. Die Beendigung der Oxalatzufuhr nach Tag 10 erzeugte ein
gespaltenes Bild: Wiahrend auf zelluldrer Ebene ein niedrigeres Niveau von Entziindung als in
den Vergleichsgruppen auftrat, weisen die Ergebnisse der Transkriptionsanalyse in eine
andere Richtung, indem sie eine steigende Immunantwort nach Beendigung der Oxalatzufuhr
nahelegen. Allerdings konnte letzteres nur fiir einen einzelnen Parameter gemessen werden.
Insgesamt ist das inflammatorische Profil der Milz komplex.

Eine eindeutige Diagnose einer urdmisch bedingten Entziindungsreaktion mit gleichzeitiger

Immunsuppression lésst sich allein auf Grundlage der hier erhobenen Daten nicht stellen.

78



Ergebnisse

A Leukozyten B
14 - 9,00
1 | 8,00
7,00
=10 - =
S 26,00
[34] [34]
< <
S 87 S 5,00
[ [
z ¢4 £ 4,00
2 s
e} e}
= = 3,00
N 4 1 T N
5% 2,00
2 1 1,00
0 T T T T " 0,00
0 5 10 15 20
Tage nach Diatbeginn
——CKD-Gruppe e Kontrollgruppe = = I-Kontrolle
C Monozyten D
3,0 1 3,0
2,5 1 2,5
22,0 - 220
o o
< <
=) =)
= =
) 1,5 A ) 1,5
= =
2 S
T T
= 1,0 1 3 10
N N
0,5 A 0,5
0,0 T T T T " 0,0
0 5 10 15 20
Tage nach Diatbeginn
——CKD-Gruppe e Kontrollgruppe = = I-Kontrolle
E Eosinophile Granulozyten F
0,25 - 0,07
0,06
0,20 -
= 5 0,05
3 3
< 0,15 - <
E ’ E 0,04
2 2
S 0,10 - 5 0,03
3 3
N N 0,02
0,05 -
0,01
0,00 T T T T ] 0,00
0 5 10 15 20
Tage nach Diatbeginn
——CKD-Gruppe e Kontrollgruppe = = I-Kontrolle

Lymphozyten

——CKD-Gruppe e Kontrollgruppe

Tage nach Diatbeginn

- = I-Kontrolle

Neutrophile Granulozyten

——CKD-Gruppe e Kontrollgruppe

0 5 10 15 20
Tage nach Diatbeginn
——CKD-Gruppe e Kontrollgruppe = = I-Kontrolle
Basophile Granulozyten
J .*
S SO
0 5 10 15 20

Tage nach Diatbeginn

- = I-Kontrolle

Abbildung 35: Leukozytenpopulationen im Differentialblutbild.

Vergleichende Darstellung der mittleren Zelldichten verschiedener Leukozytenpopulationen (A-F) im
maschinellen Differentialblutbild von Mausgruppen, die fiir 5, 10, 15 oder 20 Tage entweder eine
kalziumreiche, oxalatreiche Didt (Kontrollgruppe) oder eine kalziumarme, oxalatreiche Didt (CKD-
Gruppe) erhielten. Zudem sind die Ergebnisse von Tieren aufgefiihrt, die 10 Tage kalziumarme,
oxalatreiche und anschlieBend 10 Tage kalziumarme und oxalatarme Diét erhielten (I-Kontrolle). Die
Gruppengrofle n liegt zwischen 2 und 8 Tieren. Die Fehlerbalken geben den Standardfehler des
Mittelwerts wieder. Signifikanzniveaus: ***=p<0,001; **=p<0,01; *=p<0,05 vs. ,,Tag 0% # vs.

Kontrollgruppe; + vs. I-Kontrolle.
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Abbildung 36: Leukozyteninfiltration des Milzgewebes.
Darstellung des Anteiles verschiedener Leukozytenpopulationen am Milzzelllysat in der FACS-
Analyse von Mausgruppen, die fiir 5, 10, 15 oder 20 Tage entweder eine kalzium- und oxalatreiche
(Kontrollgruppe, gepunktet) oder eine kalziumarme, oxalatreiche (CKD-Gruppe, durchgezogen) Diét
erhielten. Die [-Kontrolle (gestrichelt) erhielt 10 Tage kalziumarme, oxalatreiche und anschlieend 10
Tage kalzium- und oxalatarme Didt. Die Gruppengrofle n liegt zwischen 4 und 8 Tieren. Signifikanz-
niveaus: ***=p<0,001; **=p<0,01; *=p<0,05 vs. ,,Tag 0°; # vs. Kontrollgruppe; + vs. [-Kontrolle.
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Abbildung 37: Mikroskopie mit Anfiirbung CD3-positiver T-Zellen in der Milz.

Ausschnitte aus 25-fach vergroBerten lichtmikroskopischen Schwarz-WeiB-Aufnahmen von
Milzschnitten, auf denen CD3-positive Zellen immunhistochemisch angefarbt wurden. Jeder Schnitt
repriasentiert eine Mausgruppe, die fiir 5, 10, 15 oder 20 Tage entweder eine kalziumreiche,
oxalatreiche Didt (,,Kontrolldidt™) oder eine kalziumarme, oxalatreiche Diét (,,CKD-Diét®) erhielt.
Zudem sind die Aufnahmen von Tieren aufgefiihrt, die 10 Tage kalziumarme, oxalatreiche und
anschlieBend 10 Tage kalziumarme und oxalatarme Diét erhielten (I-Kontrolle).
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Abbildung 38: Mikroskopie mit Anfiirbung F4/80-positiver Makrophagen in der Milz.
Ausschnitte aus 25-fach vergroBerten lichtmikroskopischen Schwarz-WeiB-Aufnahmen von
Milzschnitten, auf denen F4/80-positive Zellen immunhistochemisch angefarbt wurden. Jeder Schnitt
repriasentiert eine Mausgruppe, die fir 5, 10, 15 oder 20 Tage entweder eine kalziumreiche,
oxalatreiche Didt (,,Kontrolldidt™) oder eine kalziumarme, oxalatreiche Diét (,,CKD-Diét”) erhielt.
Zudem sind die Aufnahmen von Tieren aufgefiihrt, die 10 Tage kalziumarme, oxalatreiche und
anschlieBend 10 Tage kalziumarme und oxalatarme Diét erhielten (I-Kontrolle).
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Abbildung 39: Infiltration der Milz mit T-Zellen (A) und Makrophagen (B) in der Histologie.
Vergleichende Darstellung des mittleren Prozentanteils der angefdrbten Fliche am gesamten
Organquerschnitt immunhistochemisch angeférbter Milzschnitte von Mausgruppen, die fiir 5, 10, 15
oder 20 Tage entweder eine kalziumreiche, oxalatreiche Didt (Kontrollgruppe) oder eine kalziumarme,
oxalatreiche Didt (CKD-Gruppe) erhielten. Zudem sind die Ergebnisse von Tieren aufgefiihrt, die 10
Tage kalziumarme, oxalatreiche und anschlieBend 10 Tage kalziumarme und oxalatarme Diét erhielten
(I-Kontrolle). Die Gruppengrofie n liegt zwischen 2 und 5 Tieren. Die Fehlerbalken geben den
Standardfehler des Mittelwerts wieder. Signifikanzniveaus: ***=p<0,001; **=p<0,01; *=p<0,05 vs.
»lag 0% # vs. Kontrollgruppe; + vs. I-Kontrolle.
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Abbildung 40: Expression pro-inflammatorischer Zytokine in der Milz.

Vergleichende Darstellung der mittleren mRNA-Menge pro-inflammatorischer Zytokine (Interleukin-
6 (A), Tumornekrosefaktor-o (B)) im Verhéltnis zur mRNA des housekeeping-Gens 18s im
Milzgewebe von Mausgruppen, die fiir 5, 10, 15 oder 20 Tage entweder eine kalziumreiche,
oxalatreiche Diét (Kontrollgruppe) oder eine kalziumarme, oxalatreiche Didt (CKD-Gruppe) erhielten.
Zudem sind die Ergebnisse von Tieren aufgefiihrt, die 10 Tage kalziumarme, oxalatreiche und
anschlieBend 10 Tage kalziumarme und oxalatarme Diét erhielten (I-Kontrolle). Die Gruppengréfle n
liegt zwischen 4 und 8 Tieren. Signifikanzniveaus: ***=p<0,001; **=p<0,01; *=p<0,05 vs. ,,Tag 0; #
vs. Kontrollgruppe; + vs. I-Kontrolle.
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3.2. Auswirkungen der Antibiotika-Intervention

Um den Einfluss der Darmflora auf die untersuchten Parameter von anderen Einfliissen, die
mit Didt und Nierenerkrankung einhergehen, abgrenzen zu konnen, wurde eine Intervention
mit einer Antibiotikamixtur aus Neomycin, Ampicillin und Metronidazol zur Eradikation der
Darmflora durchgefiihrt. Diese wurde nach 10-tdgiger ,,CKD-Didt* gleichzeitig mit einer
Umstellung auf oxalatfreie ,,Basisdidt™ an Tag 11 begonnen und bis zur Entnahme der Organe
an Tag 20 fortgefiihrt. Im Folgenden sind die Auswirkungen im Vergleich zur Interventions-
Kontrollgruppe, die bei gleicher Diit eine Scheinbehandlung mit Wasser erhielt, dargestellt.
Auf diese Weise kann der alleinige Effekt der antibiotischen Intervention sichtbar gemacht
werden. Die Daten der Interventions-Kontrollgruppe und deren Einordnung in die zeitliche
Entwicklung und Auspridgung von Niereninsuffizienz, Darmflora, Entziindungsreaktion und

Darmbarriere sind bereits aus den vorhergehenden Unterkapiteln bekannt.

3.2.1. Eradikation der bakteriellen Darmflora

Durch die Antibiotikagabe kam es zu einer weitgehenden Reduktion der bakteriellen
Darmflora, sodass bei sieben der neun Tiere der Interventionsgruppe kein relevantes

Wachstum bei Ausplattierung der Faeces auf MacConkey-Agar beobachtet wurde.

I-Kontrolle

Abbildung 41: Eradikation der Darmflora durch Antibiotikaintervention.

Ergebnis des mikrobiologischen Ausstrichs einer Faecessuspension auf MacConkeyPlatten von
jeweils drei Miusen, die nach 10-tdgiger oxalathaltiger und kalziumarmer Didt bis zu diesem
Zeitpunkt fiir 5 Tage entweder eine antibiotische Intervention (Intervention) oder eine
Scheinbehandlung (I-Kontrolle) erhalten hatten.
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Die mittlere CFU-Zahl pro Platte betrug an Tag 15 16800 + 7600 vs. 0,0 + 0,0 (p-Wert des t-
Tests 0,177) und an Tag 20 18900 + 11600 vs. 4,5 = 4,1 (p-Wert des t-Tests 0,228). Die
fehlende statistische Signifikanz ist durch die groe Streuung der ermittelten CFU-Zahlen
bedingt. Die Besiedelung des Kulturmediums ist in Abbildung 41 qualitativ exemplarisch
dargestellt. Die anderen beiden Tiere zeigten nur anfinglich eine Reduktion der
Bakteriendichte, die sich im Verlauf an die der Interventions-Kontrollgruppe anglich, sodass
von einer Resistenzentwicklung gegeniiber den Antibiotika ausgegangen wurde. Die Daten

dieser Tiere wurden in sémtlichen Analysen ausgeschlossen.

3.2.2. Nierenmorphologie und lokale Entziindungsreaktion

In der lichtmikroskopischen Untersuchung fand sich eine tendenziell ausgeprigtere
Kalziumoxalatdeposition in den Nieren der Antibiotika-behandelten Tiere (in Flachenprozent:
4,84 £ 0,72 vs. 3,64 = 0,95), was sich mit einem p-Wert von 0,212 im t-Test als nicht
signifikant erwies. Mikromorphologisch konnten in PAS-gefirbten Schnitten keine
Unterschiede zwischen Interventions- und Interventions-Kontrollgruppe gefunden werden. In
beiden Gruppen fanden sich nekrotische Areale mit untergegangenen Tubuli und Glomeruli,
die teils bindegewebig ersetzt worden waren. Die Schnitte sind in Abbildung 42 dargestellt.

Ein statistisch signifikanter Unterschied konnte fiir das lokale, renale Entziindungsgeschehen
nur fiir die Expression von Interferon-y gemessen werden, die in der Interventionsgruppe
hoher ausfiel. Dies passt zu einem tendenziell schwicheren Abfall der Lymphozytenzahl im
Vergleich zur Interventions-Kontrollgruppe, da IFNy auch von T-Zellen produziert wird., was
wiederum in Zusammenhang mit dem ebenfalls tendenziell weniger ausgeprigten Riickgang
der Oxalatdeposition in der Interventionsgruppe stehen konnte. Die Daten fiir die lokale,

renale Entziindungsreaktion finden sich in den Tabelle 17-19 und in Abbildung 43.

3.2.3. Nierenfunktion

Die antibiotische Eradikation der Darmflora fiihrte, wie in Tabelle 20 dargestellt, zu keinen
signifikanten Unterschieden bei Parametern der exkretorischen Nierenfunktion. Die
Retikulozytenzahl, als Parameter fiir die endokrine Nierenfunktion, stieg in der
Interventionsgruppe signifikant stirker an als in der Interventions-Kontrollgruppe (I-
Kontrolle). Diese geht mit einer in der Interventionsgruppe tendenziell stirker ausgepriagten
und in allen relevanten Parametern konsistenten Andmie einher und lésst sich daher reaktiv

verstehen. Die gemessenen Werte finden sich in Tabelle 21.
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I-Kontrolle Intervention

PAS 50x Pizzolato 25x

PAS 200x

Abbildung 42: Kalziumoxalat und Morphologie der Niere in Abhédngigkeit der Darmflora.
Mikroskopische Aufhahmen Pizzolato- und PAS-gefarbter histologischer Nierenschnitte in 25x-, 50x-
und 200x-VergroBerung von Maéusen, die nach 10-tdgiger oxalathaltiger und kalziumarmer Diét
entweder eine antibiotische Intervention (Intervention) oder eine Scheinbehandlung (I-Kontrolle)
erhielten.
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Tabelle 17: Zytokinexpression in der Niere in Abhiingigkeit der Darmflora

Ziel-RNA  I-Kontrolle (RNA/18s-RNA) Intervention (RNA/18s-RNA) p-Wert
IL-6 237x10° = 3,58x107  2,68x10° +  518x107 0,630 n.s.
TNFo, 6,79x10° +  1,06x10°  7,23x10° +  1,21x10° 0,787 ns.
IFNy 1,39x10° +  7.85x10°  2,40x10° +  293x107 0,002 **
IL-22 730x10° +  341x10°  829x10° +  853x10° 0,259 ns.
Tabelle 18: Infiltration des Nierengewebes mit T-Zellen und Makrophagen in
Abhiingigkeit der Darmflora (Histologie - quantitativ)
Zellpopulation (CD-Antigene) I-Kontrolle (%) Intervention (%) p-Wert
T-Zellen (CD3) 1,71 £ 0,22 1,05 £+ 0,13 0,057 n.s.
Makrophagen (F4/80) 10,87 += 0,89 11,48 + 0,57 0,578 n.s.
I-Kontrolle Intervention

T-Zellen

Makrophagen

Abbildung 43: Infiltration des Nierengewebes mit T-Zellen und Makrophagen in
Abhiingigkeit der Darmflora (Histologie - qualitativ).

Ausschnitte aus mikroskopischen Schwarz-Wei-Aufnahmen von Nierenschnitten, auf denen CD3-
und F4/80-positive Zellen immunhistochemisch angefarbt wurden. Die Schnitte stammen von Méausen,
die nach 10-tdgiger oxalathaltiger und kalziumarmer Didt entweder eine antibiotische Intervention

(Intervention) oder eine Scheinbehandlung (I-Kontrolle) erhielten.
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Tabelle 19: Leukozyteninfiltration des Nierengewebes in Abhingigkeit der Darmflora

Zellpopulation (CD-Antigene) I-Kontrolle Intervention p-Wert
(%) (%)

Leukozyten (CD45+) 48 + 1,3 40 =+ 1,3 0,677 ns.
T-Zellen (CD3+) 1,17 = 0,22 0,75 + 0,13 0,147 n.s.
ThCs (CD45+CD3+CD4+) 0,59 + 0,13 039 = 0,08 0,240 n.s.
CTLs (CD45+CD3+CD8+) 0,38 £ 0,06 030 = 0,06 0,341 n.s.
Akt. ThCs (CD3+CD4+CD25+) 0,73 + 023 048 + 0,16 0412 ns.
Akt. Tregs (CD3+CD4+CD25+FoxP3+) 046 + 0,11 026 += 0,02 0,126 n.s.
Th1-Zellen (CD3+CD4+IFNy+) 0,30 + 0,06 029 + 0,11 0,924 ns.
Th17-Zellen (CD3+CD4+IL17+) 0,28 + 0,09 027 + 0,12 0,922 ns.
Myeloische Zellen (CD11b+) 222 + 0,17 1,88 + 0,32 0,332 n.s.
Granulozyten (CD11¢+Ly6G++) 0,15 + 0,03 0,11 + 0,03 0438 n.s.
Neutrophile G. (CD11b+Ly6G++) 0,71 + 0,13 0,50 = 0,08 0,225 n.s.
APCs (CDl1l1ct) 1,39 + 0,14 1,31 + 0,33 0,820 n.s.
Akt. APCs (CD11c¢c+CD86+) 0,14 + 0,02 0,18 +£ 0,05 0472 ns.
Makrophagen (F4/80+) 2,67 £ 0,54 37 £ 1,1 0,389 n.s.
Akt. Makrophagen (F4/80+CD86+) 0,32 + 0,09 0,28 + 0,08 0,726 n.s.
Monozyten (Ly6C+) 095 + 0,18 1,33 + 0,13 0,184 n.s.
Inflam. Monozyten (Ly6B-+Ly6C+) 063 = 0,13 090 + 0,08 0,164 n.s.

Legende: ThCs = T-Helfer-Zellen, CTLs = Zytotoxische T-Zellen, APCs = Antigen-prédsentierende
Zellen, akt. = aktiviert, G. = Granulozyten, inflam. = inlammatorisch.

Tabelle 20: Elektrolyte und Retentionsparametern in Abhingigkeit der Darmflora

Messgrofle (Einheit) I-Kontrolle Intervention p-Wert

Natrium (mmol/I) 1549 =+ 1,6 155,0 =+ 2,9 0,969 n.s.
Kalium (mmol/I) 429 + 0,22 440 =+ 0,15 0,695 n.s.
Kalzium (mmol/I) 2,245 =+ 0,092 2,26 =+ 0,15 0,910 n.s.
Chlorid (mmol/1]) 1144 =+ 1,5 1132 + 2,6 0,686 n.s.
Phosphat (mmol/l) 3,17 + 0,19 2,77 =+ 0,18 0,151 n.s.
Harnstoff (mg/dl) 148 + 23 146 =+ 28 0,946 n.s.
Harnsdure (mg/dl) 2,36 + 0,21 2,78 =+ 0,26 0,231 n.s.
Kreatinin (mg/cl) 0,327 =+ 0,027 0,301 =+ 0,049 0,633 n.s.

Tabelle 21: Hamatologische Parameter in Abhiingigkeit der Darmflora

Messgrofle (Einheit) I-Kontrolle Intervention p-Wert
Erythrozyten (10°/ul) 988 + 028 937 £ 0,19 0,182 ns.
Hamoglobin (g/dl) 14,88 =+ 0,36 13,96 + 0,24 0,067 n.s.
Héamatokrit (%) 4544 =+ 0,71 44,11 =+ 0,83 0,243 n.s.
MCV (1) 46,13 =+ 0,69 47,11 + 0,45 0,287 n.s.
MCH (pg) 15,08 =+ 0,13 1491 + 0,15 0,415 n.s.
MCHC (g/dl) 32,72 + 0,42 31,66 + 0,51 0,125 n.s.
Retikulozyten (10°/ul) 0,217 + 0,036 0,335 + 0,029 0,029 *
Retikulozyten (%) 227 + 0,39 3,56 + 0,26 0,023 *
Thrombozyten (10°/pu) 1220 =+ 63 1320 + 110 0,448 n.s.
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3.2.4. Darmbarriere in Abhingigkeit der Darmflora

Histomorphologisch zeigten sich, wie in Abbildung 44 zu sehen ist, keine Unterschiede
zwischen Interventions-Kontrollgruppe und Interventionsgruppe. Dies gilt auch fiir die
Schnitte, auf denen ZO-1 immunhistochemisch sichtbar gemacht wurde. Dies ist insofern
kompatibel zu den Ergebnissen aus dem ersten Teilversuch, als dass auch dort keine
histologische Verdnderung entdeckt werden konnte, welche sich durch eine Intervention
verbessert haben konnte. Die Expression der untersuchten mRNA-Sequenzen (ZO-1 und 2,
Occludin, Claudin 1,2 und 4) ergab ebenfalls keine signifikanten Unterschiede zwischen den
Gruppen. Die Ergebnisse sind in Tabelle 22 dargestellt.

Die Eradikation der Darmbakterien 16ste keine hier messbare, konsistente Verdnderung der
Immunaktivierung der Darmwand aus. Es kam in der Interventionsgruppe lediglich zu einer
signifikanten Zunahme der Th17-Zellen (s. Tabelle 24).

Zur Beurteilung der funktionellen Darmbarriere wurde auch hier die murine
Albuminkonzentration in den Faeces sowie Lipopolysaccharid im Serum bestimmt (s.
Abbildung 45). Dabei zeigte sich eine eindriickliche, signifikante Reduktion der
Albuminkonzentration in der Interventionsgruppe. Die LPS-Konzentration wurde hier nur in
retrobulbidr entnommenem Serum bestimmt. Es konnte kein signifikanter Unterschied

zwischen den beiden Gruppen gezeigt werden.

Tabelle 22: Expression von tight-junction-Proteinen in Abhéingigkeit der Darmflora

Ziel-RNA I-Kontrolle Intervention p-Wert
(mRNA/18s-mRNA) (mRNA/18s-mRNA)

Occludin im lleum 1,78x10* + 3,24x10° 1,79x10% + 1,47x10°> 0,982 n.s.
Occludin im Colon 1,89 x10™ 1,93 x10” 1,96 x10™ 2,45x10° 0,839 n.s.
ZO-1im lleum 1,08 x10~ 3,11x10° 7,47 x10° 1,48 x10° 0,400 n.s.
ZO-1im Colon 1,69 x107 1,94 x10° 1,52 x107 2,33x10° 0,594 n.s.
Z02 im lleum 4,95 x10” 1,22 x10° 4,79 x107 3,03x10° 0,913 n.s.
Z02 im Colon 2,48 X107 4,80 x10° 2,88 x10” 8,93x10° 0,694 n.s.

6,66 x10% 0,460 n.s.
4,95x10° 0,249 n.s.
8,77x10° 0,335 n.s.
7,54x10% 0,587 n.s.
2,59x10° 0,508 n.s.

2,46 x107 5,48 x10”
7,73x10° 9,09 x10°®
5,38 x10° 1,89 x10™
4,27 x10® 2,02 x10”
2,02x10° 1,45x10™

Claudin 1 im lleum 7,55 x10”
Claudin 1 im Colon 3,79 x10®
Claudin 2 im lleum 2,51 x10™
Claudin 2 im Colon 1,57 x10”
Claudin 4 im lleum 1,22 x10™

H oW H K K KKK K H
H oW H K K KKK K H

Tabelle 23: Zytokinexpression im Darm in Abhéngigkeit der Darmflora

Ziel-RNA I-Kontrolle (RNA/18s-RNA) Intervention (RNA/18s-RNA) p-Wert

Tleum
TNFa, 3,78 x10° + 6,32 x107 2,50x10° + 2,49x107 0,138 n.s.
IL-22 3,23x10° +  2,73x10°  2,58x10° + 3,75 x10° 0,177 ns.
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Colon
TNFo 6,32 x10° + 1,13 x10° 6,40 x10° + 8,48 x107 0,957 n.s.
IL-22 6,13 x10° =+ 1,12 x107 7,29 x10° + 1,47x10° 0,536 n.s.

Z0-1 200x

Z0-1 630x

I-Kontrolle Intervention

Abbildung 44: Mikroskopische Darmbarriere im Ileum in Abhéngigkeit der Darmflora.
Mikroskopische Aufnahmen HE- und ZO-1-geférbter histologischer Ileumschnitte in 200x- und 360x-
VergroBerung von Méausen, die nach 10-tigiger oxalathaltiger und kalziumarmer Diét entweder eine
antibiotische Intervention (Intervention) oder eine Scheinbehandlung (I-Kontrolle) erhielten.
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Tabelle 24: Leukozyteninfiltration des Ileumgewebes in Abhiingigkeit der Darmflora

Zellpopulation (CD-Antigene) I-Kontrolle (%) Intervention (%) p-Wert
Akt. Lymphozyten (CD69+) 1,30 + 022 1,52 + 0,05 0,448 n.s.
T-Zellen (CD3+) 9,37 + 186 11,1 + 2,3 0,568 n.s.
ThCs (CD3+CD4+) 1,72 =+ 0,26 2,17 £ 0,30 0,280 n.s.
Akt. ThCs (CD3+CD4+CD69+) 054 = 0,15 043 + 0,08 0,578 n.s.
Akt. CTLs (CD3+CD8+CD69+) 0,32 = 0,05 032 + 0,04 0971 ns.
Akt. Tregs (CD3+CD4+CD25+FoxP3+) 0,17 =+ 003 0,17 £ 0,03 0,900 n.s.
APCs (CDl11c+) 1,95 + 028 1,84 + 0,38 0,819 ns.
Akt. APCs (CD11c¢c+CD86+) 0,09 + 0,03 0,11 £ 0,04 0,701 ns.
Myeloische Zellen (CD11b+) 2,87 + 0,91 2,8 =+ 1,1 0,963 n.s.
Granulozyten (CD11¢c+Ly6G++) 043 = 0,13 054 + 0,16 0,602 n.s.
Neutrophile G. (CD11b+Ly6G++) 0,33 =+ 0,12 026 £ 0,07 0,656 ns.
Makrophagen (F4/80+) 204 £ 058 1,62 £ 0,59 0,614 ns.
Akt. Makrophagen (F4/80+CD86+) 0,18 =+ 006 0,18 £ 0,05 0970 n.s.
Monozyten (Ly6C+) 1,68 + 053 1,17 £ 0,39 0458 ns.
Inflam. Monozyten (Ly6B-+Ly6C+) 0,76 + 0,28 0,73 + 0,26 0,933 ns.
Th1-Zellen (CD3+CD4+IFNy+) 0,60 =+ 0221 0,65 £ 0,26 0,893 n.s.
Th17-Zellen (CD3+CD4+IL17+) 0,03 £+ 0,01 0,13 + 0,01 0,011 *

Legende: ThCs = T-Helfer-Zellen, CTLs = Zytotoxische T-Zellen, APCs = Antigen-prdsentierende
Zellen, akt. = aktiviert, G. = Granulozyten, inflam. = inlammatorisch.
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Abbildung 45: Murines Albumin in den Faeces und Lipopolysaccharid im Serum.

Vergleichende Darstellung der mittleren Konzentration murinen Albumins in den Faeces und von
Lipopolysacchariden in retrobulbidr entnommenem Serum von Mausgruppen, die nach 10-tdgiger
oxalathaltiger und kalziumarmer Didt entweder eine antibiotische Intervention (Intervention) oder eine
Scheinbehandlung (I-Kontrolle) erhielten. Die Gruppengréfle n liegt zwischen 4 und 9 Tieren. Die
Fehlerbalken geben den Standardfehler des Mittelwerts wieder. Der p-Wert in (A) betrdgt an Tag 15
0,030 und an Tag 20 0,0008, der p-Wert in (B) betrdgt 0,518. Graphisch: ***=p<0,001; **=p<0,01;
*=p<0,05.
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3.2.5. Hepatische und systemische Inflammation in Abhéngigkeit der Darmflora

Zur Feststellung der durch mogliche Translokation ausgeldsten hepatischen und systemischen
Immunreaktion wurden auch in diesem Fall die Expression pro-inflammatorischer Zytokine
und die Gewebeinfiltration von Leukozytenpopulationen in Leber- und Milzgewebe, sowie
die Differenzierung der Blutleukozyten untersucht.

Es lieBen sich weder auf zelluldrer, noch auf humoraler Ebene statistisch signifikante
Unterschiede zwischen den beiden Gruppen nachweisen, die fiir eine generell veridnderte
Entziindungsreaktion sprachen. Die erhobenen Ergebnisse sind in den folgenden Tabellen und
als mikroskopische Aufnahmen dargestellt.

Einzig die Zytokinexpression in der Milz wies in der Interventionsgruppe ein geringeres
Niveau auf, das fiir TNFo und IL-22 signifikant war und fiir die anderen beiden gemessenen
Zytokine IL-6 und IFNy in der Tendenz bestand (s. Tabelle 31). Dies konnte auf eine
geringfiigig  schwicher  ausgeprigte  systemische  Entziindungsreaktion in  der
Interventionsgruppe hinweisen. Es erscheint aber in Anbetracht der fehlenden Signifikanz und
Tendenz anderer systemischer Parameter genauso gut mdglich, dass es sich hier nicht um
wahre Unterschiede, sondern um zufallsméBige Signifikanzen handelt, die bei einer solchen
Vielzahl gemessener Parameter mit einer gewissen Wahrscheinlichkeit auftreten. Daher ist
eher davon auszugehen, dass die durchgefiihrte antibiotische Intervention keinen relevanten

Einfluss auf die untersuchten Parameter des systemischen Immunsystems hatte.

Tabelle 25: Zytokinexpression in der Leber in Abhingigkeit der Darmflora

Ziel-RNA I-Kontrolle (RNA/18s-RNA) Intervention (RNA/18s-RNA) p-Wert

IL-6 472x107 +  597x10%  435x107 + 9,26 x10® 0,729 n.s.
TNFa 448 x10° +  630x107  4,00x10° =+ 1,15x10° 0,699 ns.
IFNy 4,13x107 +  6,69x10°  3,77x107 + 7,41 x10® 0,726 n.s.
PTX-2 932x10" +  1,66x10"  6,38x10" + 8,82x10° 0,199 n.s.

Tabelle 26: Infiltration des Lebergewebes mit T-Zellen und Makrophagen in
Abhiingigkeit der Darmflora (Histologie - quantitativ)

Zellpopulation (CD-Antigene) I-Kontrolle (%) Intervention (%) p-Wert
T-Zellen (CD3) 0,47 =+ 0,11 0,354 + 0,084 0,493 ns.
Makrophagen (F4/80) 5,38 + 0,39 58 =+ 1,1 0,714 n.s.
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I-Kontrolle Intervention

T-Zellen

Makrophagen
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Abbildung 46: Infiltration des Lebergewebes mit T-Zellen und Makrophagen in
Abhiingigkeit der Darmflora (Histologie - qualitativ).

Ausschnitte aus mikroskopischen Schwarz-Weill-Aufnahmen von Nierenschnitten, auf denen
CD3- und F4/80-positive Zellen immunhistochemisch angefdrbt wurden. Die Schnitte
stammen von M4iusen, die nach 10-tdgiger oxalathaltiger und kalziumarmer Diét entweder
eine antibiotische Intervention (Intervention) oder eine Scheinbehandlung (I-Kontrolle)
erhielten.

Tabelle 27: Leukozyteninfiltration des Lebergewebes in Abhingigkeit der Darmflora

Zellpopulation (CD-Antigene) I-Kontrolle (%) Intervention (%) p-Wert

APCs (CDl11c+) 33 + 1,3 3,8 + 2,7 0,843 ns.
Myeloische Zellen (CD11b+) 285 +£ 0,77 1,84 +£ 0,61 0,364 ns.
Granulozyten (CD11¢+Ly6G++) 24 + 1,3 3,1 + 2,6 0,815 ns.
Neutrophile G. (CD11b+Ly6G++) 1,23 £+ 044 092 £+ 037 0,621 ns.
T-Zellen (CD3+) 49 =+ 20 3.8 £ 0,66 0,694 ns.
Th1-Zellen (CD3+CD4+IFNy+) 092 + 0,01 1,11 =+ 0,12 0,293 ns.
Th17-Zellen (CD3+CD4+IL17+) 0,357 + 0,092 0,51 + 0,17 0415 ns.

Legende: ThCs = T-Helfer-Zellen, APCs = Antigen-prisentierende Zellen, G. = Granulozyten.
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Tabelle 28: Leukozytenpopulationen im Blut in Abhiingigkeit der Darmflora

Messgrofle (Einheit)  I-Kontrolle Intervention p-Wert

Leukozyten (10°/ul) 7,0 + 1,0 7,19 =+ 0,95 0,890 n.s.
Lymphozyten (10°/pl) 3,84 + 0,76 445 =+ 0,64 0,557 ns.
Monozyten (10°/ul) 1,06 + 0,21 1,25 =+ 0,17 0,504 n.s.
Neutrophile G. (10°*/ul) 1,35 = 0,18 1,26 =+ 0,31 0,783 n.s.
Eosinophile G. (10°/ul) 0,178 =+ 0,048 0,220 + 0,043 0,524 n.s.
Basophile G. (10°/ul) 0,0056 =+ 0,0018 0,0029 =+ 0,0018 0,312 n.s.

Tabelle 29: Leukozyteninfiltration des Milzgewebes in Abhiingigkeit der Darmflora

Zellpopulation (CD-Antigene) I-Kontrolle (%) Intervention (%) p-Wert

Akt. Lymphozyten (CD69+) 3,63 £+ 0,79 39 + 1,0 0,821 ns.
T-Zellen (CD3+) 37,6 = 2,1 34,1 + 24 0,292 ns.
Akt. ThCs (CD3+CD4+CD69+) 2,70 £ 0,60 265 £ 0,60 0,952 ns.
Akt. CTLs (CD3+CD8+CD69+) 0,76 + 0,10 096 + 0,23 0,409 n.s.
ThCs (CD3+CD4+) 16,2 + L1 15,1 = 1,1 0,503 ns.
Akt. ThCs (CD3+CD4+CD25+) 49 + 1,3 48 + 1,3 0,964 ns.
Akt. Tregs (CD3+CD4+CD25+FoxP3+) 0,424 + 0,084 0464 £ 0,095 0,753 ns.
Th1-Zellen (CD3+CD4+IFNy+) 1,32 £ 0,11 1,12 + 0,16 0,330 n.s.
Th17-Zellen (CD3+CD4+IL17+) 0,587 + 0,055 0,570 =+ 0,039 0,829 ns.
APCs (CDl11c+) 3,80 + 0,23 4,08 =+ 0,17 0,385 ns.
Akt. APCs (CD11c+CD86+) 0,154 =+ 0,054 0,092 =+ 0,022 0,384 n.s.
Myeloische Zellen (CD11b+) 404 £+ 0,58 347 £ 0,31 0,438 n.s.
Granulozyten (CD11c¢+Ly6G++) 0,77 £ 0,10 0,80 = 0,12 0,871 ns.
Neutrophile G. (CD11b+Ly6G++) 0,52 + 0,13 039 + 0,14 0,522 ns.
Makrophagen (F4/80+) 226 £ 0,18 2,33 + 0,27 0,820 n.s.
Akt. Makrophagen (F4/80+CD86+) 047 + 0,17 0355 + 0,079 0,613 ns.
Monozyten (Ly6C+) 0,69 + 0,13 096 £+ 0,29 0,380 ns.
Inflam. Monozyten (Ly6B+Ly6C+) 0,270 £ 0,055 042 £+ 0,11 0,201 n.s.
Tabelle 30: Infiltration des Milzgewebes mit T-Zellen und Makrophagen in
Abhiingigkeit der Darmflora (Histologie - quantitativ)

Zellpopulation (CD-Antigene) I-Kontrolle (%) Intervention (%) p-Wert
T-Zellen (CD3) 19,6 =+ 4,0 282 + 2,7 0,213 ns.
Makrophagen (F4/80) 21,06 = 0,89 18,1 =+ 1,6 0,151 n.s.
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I-Kontrolle Intervention

T-Zellen

Makrophagen

Abbildung 47: Infiltration des Milzgewebes mit T-Zellen und Makrophagen in
Abhéngigkeit der Darmflora (Histologie - qualitativ).

Ausschnitte aus mikroskopischen Schwarz-Weifl-Aufnahmen von Nierenschnitten, auf denen CD3-
und F4/80-positive Zellen immunhistochemisch angefarbt wurden. Die Schnitte stammen von Méusen,
die nach 10-tdgiger oxalathaltiger und kalziumarmer Didt entweder eine antibiotische Intervention
(Intervention) oder eine Scheinbehandlung (I-Kontrolle) erhielten.

Tabelle 31: Zytokinexpression in der Milz in Abhiingigkeit der Darmflora

Ziel-RNA I-Kontrolle (RNA/18s-RNA) Intervention (RNA/18s-RNA) p-Wert

IL-6 475x107 +  3,97x10°  3,73x107 + 4,51 x10° 0,119 ns.
TNFa 2,53x10° +  236x10°  1,66x10° + 2,09 x10° 0,020 *
IFNy 2,88x10° +  248x107  246x10° + 3,35x107 0,338 ns.
IL-22 1,39x10% +  120x10°  7.85x10° =+ 7,85 x10° 0,002 **
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4. Diskussion

Ziele dieser Arbeit waren die Charakterisierung eines neuen didtetischen, murinen
Oxalatnephropathiemodells hinsichtlich Nierenfunktion, Darmbarriere, Darmflora und
Immunsystem, sowie die experimentelle antibiotische Eradikation der bakteriellen Darmflora,
um zur Beantwortung der Frage nach dem Einfluss der Darmflora auf die systemische
Immundysfunktion bei CKD beizutragen.

Es konnte gezeigt werden, dass durch die oxalatreiche Diét, eine chronische strukturelle und
funktionelle Nierenschiddigung, eine quantitative Dysbiose, eine Erhohung der intestinalen
Permeabilitit und entziindliche Verdnderungen der lokalen und systemischen Immunantwort
induziert werden konnten. Dies bedeutet, dass fiir die erste zu Beginn aufgestellte Hypothese
HI1 angenommen und HO verworfen werden muss. Die zweite Hypothese, die besagt, dass
durch die oxalatreiche Didt ausgeloste Verdnderungen des Immunsystems und der
Darmbarriere durch antibiotische Eradikation der dysbiotischen Darmflora reversibel sind,
konnte teilweise bestdtigt werden. Die antibiotische Intervention fiihrte zu einer weitgehenden
Eradikation der bakteriellen Darmflora und einem Riickgang der intestinalen Permeabilitét
aber nicht zu relevanten Verdanderungen von Parametern des Immunsystems. Ein Einfluss der
antibiotischen Intervention auf die Nierenfunktion oder den Nierenparenchymschaden konnte
nicht festgestellt werden, was der Nullhypothese der dritten aufgestellten Hypothese
entspricht, die somit weiter angenommen werden muss.

Im Folgenden sollen die erhobenen Ergebnisse im Kontext der bisher verdffentlichten
Literatur diskutiert werden. Wichtige Bezugspunkte sind hierbei die Arbeiten von Knauff [33]
und Mulay [165] hinsichtlich des Mausmodells, sowie die Arbeit von Kesper und Andersen
[106], die unter sehr &hnlicher Zielsetzung an einem genetischen Mausmodell fiir
Alportnephropathie durchgefiihrt wurde. Diskutiert werden zudem methodische und
strategische Limitationen der Arbeit und deren Auswirkungen auf die Aussagekraft der
erhobenen Daten. Dabei sollen ein Ausblick in die zukiinftige Bedeutung des Themas fiir
Forschung und Klinik gegeben und Anforderungen an zukiinftige Forschung in diesem

Bereich formuliert werden.

4.1. Ist die diiitetische Oxalatnephropathie ein geeignetes murines CKD-Modell?

Ein didtetisch induziertes Modell fiir murine Oxalatnephropathie wurde zuerst 2013 von
Knauf [33] in einer Arbeit zum Pathomechanismus der Oxalatnephropathie vorgestellt. Dies

filhrte in der AG Anders zur Idee der Etablierung dieses Modells als allgemeines CKD-
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Modell. Die vorliegende Arbeit ist eine der ersten der AG Anders, die dieses Modell
verwendete, das etwas spiter unter Federfiihrung von Mulay eingehender charakterisiert und
wihrend der Fertigstellung dieses Manuskriptes auch publiziert wurde [165].
Ubereinstimmend mit den Daten von Knauf und Mulay konnte hier gezeigt werden, dass es
durch oxalatreiche und kalziumfreie ,,CKD-Didt* zu einer mit der Didtdauer progredienten
Einschrinkung der exkretorischen und endokrinen Nierenfunktion kommt, die sich durch ein
Ansteigen von Kreatinin, Harnstoff, Kalium und Phosphat auf der einen Seite und einer
renalen Andmie auf der anderen Seite ausdriickt. Dariiber hinaus konnte Mulay zeigen, dass
es auch zum arteriellen Hypertonus, zur Myokardfibrose, zum Ansteigen des Parathormons,
im Sinne eines sekundiren Hyperparathyreoidismus, und zur metabolischen Azidose kommt.
Histologisch zeigten sich wie in den bereits publizierten Arbeiten atrophe, aufgeweitete und
teilweise nekrotische Tubuli. Die ersten Ergebnisse der vorliegenden Arbeit legten eine
stabile Schiadigung der Nierenfunktion nach zehntigiger ,,CDK-Didt* nahe, sodass dieser
Zeitpunkt fiir den Beginn des Interventionsversuches mit Didtwechsel gewahlt wurde. Sowohl
die dann erhobenen Daten der Interventions-Kontrollgruppe als auch die Ergebnisse von
Mulay, der ebenfalls einen Didtwechsel hin zu oxalatfreier Didt vollzog, zeigen aber eine
teilweise Restitution der Nierenfunktion nach Absetzen der ,,CKD-Didt“. Diese Restitution
fallt umso stirker aus, je frither der Didtwechsel stattfindet. Wahrend es nach siebentidgiger
,CKD-Didt" noch zu einem deutlichen Anstieg der GFR innerhalb der folgenden 14 Tage
kommt, sind GFR und Serumkreatinin nach 14-tigiger ,,CKD-Didt" auch nach Didtwechsel
weitgehend konstant [165]. Dies deckt sich mit der hier erhobenen Halbierung des
Serumkreatinins durch Absetzen der ,,CKD-Diét" nach Tag 10. Entscheidend und von Mulay
nicht berichtet sind die hier festgestellte Restitution der Elektrolythdmostase und das
Ansteigen der Retikulozytenzahl als Zeichen der Erholung der endokrinen Nierenfunktion. Im
Gegensatz dazu zeigte sich keine wesentliche Restitution des morphologischen
Nierenschadens. An der Stelle untergegangener Nephrone konnte die Bildung
bindegewebigen Ersatzgewebes im Sinne einer Defektheilung beobachtet werden.

Die initial bestimmte Niereninsuffizienz ist also zu einem guten Teil von akuten Folgen
erhohter Serumoxalatspiegel und der Anwesenheit von Oxalatkristallen im Nierengewebe
abhéngig. Da aber die strukturelle Schadigung des Nierengewebes mit der Nekrose von
Tubuli und schlieBlich dem Untergang von Nephronen ebenfalls mit der Didtdauer zunimmt
und durch Beendigung der ,,CKD-Didt* nicht reversibel ist, ldsst sich auf diese Weise ein
bestimmtes AusmalBl der Nierenerkrankung sehr individuell einstellen, was einen groB3en
Vorteil des Modells darstellt. Im konkreten Fall dieser Arbeit, in der es um systemische

Immundysfunktion geht, die besonders bei ESRD-Patienten beobachtet wurde, hitte
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riickblickend ein ldngerer Zeitraum fiir die Nierenschddigung durch ,,CKD-Didt* gewdhlt
werden sollen, um aussagekriftigere Daten zu gewinnen.

Auch in Bezug auf das lokale Entziindungsgeschehen stimmen die erhobenen Daten mit den
Daten von Knauf und Mulay iiberein. Es zeigte sich zundchst eine tubuldre und mit
zunehmender Didtdauer auch eine interstitielle Bildung von Kalziumoxalatkristallen in der
Niere, die einherging mit einer ausgeprigten Entziindungsreaktion. Mulay konnte in einer
fritheren Arbeit [164] wie Knauf [33] zeigen, dass der renale Parenchymschaden, von dieser
Entziindungsreaktion abhéngig war und dass diese iliber die Aktivierung des NLRP3-
Inflammasoms und IL1P vermittelt wurde. Wichtige erhobene Entziindungsparameter waren
unter anderem die Infiltration des Nierengewebes mit T-Zellen und Makrophagen, sowie die
Erhohung der Expression von TNFa und IL6, was jeweils hier bestétigt werden konnte. Ein
neuer Befund dieser Arbeit ist, dass sowohl die Anzahl und Dichte der Kristallablagerung in
der Niere, als auch die Entziindungsreaktion in der Niere durch das Absetzen der ,,CKD-Diit*
deutlich abnimmt. Daher ist anzunchmen, dass die lokale Inflammation, deren
unausweichliche Auswirkungen auf die systemische Immunreaktion weiter unten noch
diskutiert werden wird, mit zunchmendem, zeitlichem Abstand zur didtetischen
Nierenschiddigung als Confounder und Einflussfaktor auf andere Mechanismen der
urdmischen Immundysfunktion abnimmt.

Interessant sind die erhobenen Daten der Kontrollgruppe, die oxalathaltiges, kalziumreiches
Futter erhielt, und fiir die daher aufgrund der Komplexierung des Oxalats im Darm keine
systemische Oxalataufnahme erwartet wurde, so wie das auch von Knauf [33] beobachtet
worden war. Die hier erhobenen Daten zeigen jedoch signifikante und relevante Effekte der
,,Kontrolldiat® auf verschiedene der erhobenen Parameter. In Ubereinstimmung mit Knauf
kam es zwar nicht zu einer relevanten Kristallbildung in der Niere, auch wurde keine lokale
Entziindungsreaktion in der Niere festgestellt, die Nierenfunktion jedoch litt unter dem
Didtwechsel, was die Daten fiir Kreatinin, Kalium, Phosphat und besonders fiir die Retikulo-
und Thrombozytenzahl bewiesen. Dariiber hinaus zeigten sich verschiedene Daten der
systemischen Immunreaktion in gleicher oder dhnlicher Weise verdndert wie in der CKD-
Gruppe. Eine Uberpriifung der Reversibilitit durch Diditwechsel fand fiir die Kontrollgruppe
nicht statt. Es ist aber sehr wahrscheinlich, dass diese ein hohes Mal3 erreichen wiirde, da sich
keine strukturell-morphologischen Nierenschidden zeigten. Trotzdem ist der Einsatz der
oxalat- und kalziumreichen Diét als Kontrolldidt fiir CKD-Modelle fragwiirdig, da sich anders
als von Knauf publiziert keine Neutralitit gegeniiber renalen Parametern feststellen lieB3. Die
Verwendung als Kontrolldidt in der vorliegenden Arbeit erfolgte unter der Annahme dieser

renalen Neutralitdt und mit der Erwartung einer mit der ,,CKD-Didt* vergleichbaren Wirkung
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auf die bakterielle Darmflora. Der reine Didteinfluss auf letztere ldsst sich von anderen
erwarteten Einfliissen wie der Urdmie durch die durchgefiihrten Untersuchungen nicht sauber
trennen. Es ist zwar bekannt, dass oxalathaltige Didt zur Verdnderung des intestinalen
Microbioms mit einer Zunahme Oxalat-metabolisierender Bakterienspezies fiihrt [186], es
gibt bisher jedoch noch keine Studien iiber die Auswirkung komplexierten Oxalats auf das
intestinale Mikrobiom. Besonders wahrscheinlich ist eine &hnliche Wirkung auf die
Darmflora jedoch nicht, da es bei den Tieren der Kontrollgruppe zu makromorphologisch sich
von der CKD-Gruppe unterscheidenden und durch die Kristallbildung sehr harten Faeces und
keiner Zunahme der Bakterienzahl kam. Der Einsatz der oxalathaltigen, kalziumreichen Diét
hat sich daher riickblickend nicht bewéhrt.

Abschlielend lésst sich feststellen, dass es sich beim didtetischen Oxalatnephropathiemodell,
wie es hier vorgestellt wurde, um ein murines CKD-Modell handelt, das eine Reihe
bedeutender Vorteile gegeniiber anderen murinen CKD-Modellen bietet. Wie von Mulay
[165] bereits diskutiert, ist der Nierenschaden sehr einfach, schnell und reproduzierbar zu
induzieren, es werden keine nebenwirkungsreichen chirurgischen Interventionen benétigt (wie
etwa bei 5/6-Nephrektomie oder unilateraler Obstruktion des Ureters), es sind keine
speziellen genetischen Varianten, deren Zucht &ufBlerst zeitraubend ist und mit einem aus
Tierschutzsicht bedenklichen Uberschuss an nichtverwertbaren Miusen einhergeht,
notwendig und es kann das gewiinschte Ausmal} der Nierenschidigung tiber die Diédtdauer
sehr prizise eingestellt werden. Da sich Nierenerkrankungen in ihrer Endstrecke
pathophysiologisch gleichen [165] ist auch der Umstand, dass es sich hier um eine primér-
tubuldre Schadigung anstatt des epidemiologisch vorherrschenden Podozytenverlustes [187]
handelt, fiir die Untersuchung von CKD-Komplikationen nachrangig.

Aus dieser Arbeit geht aber hervor, dass zwischen der Induktion des Nierenschadens durch
oxalatreiche Diédt und der Untersuchung von CKD-assoziierten Parametern eine Karenzzeit
liegen sollte, in der die akuten Folgen der Didt und die entziindliche Nierenschidigung
zurlickgehen und so die Sicht freimachen auf die wahren Auswirkungen und Folgen von
CKD. Die genaue Zeitdauer kann aus dieser Studie nicht entnommen werden. Hier wurde
nach zehn Tagen ,,CKD-Didt* nur ein Zeitraum von zehn Tagen Standarddidt getestet. Ob die
beobachteten Parameter sich nach dieser Zeit weiter verdndern oder schon nach kiirzerer Zeit
ein stabiles Niveau erreichen, lisst sich nur spekulieren. Auflerdem ist davon auszugehen,
dass die notwendige Karenzzeitdauer von Umstinden wie dem genetischen Hintergrund der

Mauslinie, dem Alter und Geschlecht der Mause abhéngen.
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4.2. Dysbiose und Darmbarrierestorung: Was ist Henne und was ist Ei?

Die den Experimenten dieser Arbeit zugrundeliegende Theorie besagt, dass ein relevanter
ursidchlicher Faktor von CKD-assoziierter Immundysfunktion im dauerhaften, pathologischen
Kontakt des Immunsystems mit einer dysbiotisch verdnderten Darmflora begriindet liegt.
Sowohl diese dysbiotische Verdnderung der Darmflora als auch eine erhohte Permeabilitét
des Darmepithels bis hin zur Translokation von lebenden Bakterien wurden in der Literatur
fiir Individuen mit chronischer Nierenerkrankung wiederholt beschrieben [157, 158, 188] und
konnten auch tierexperimentell von Kesper und Andersen [106] bestétigt werden. In dieser
Arbeit stand zur Beschreibung der dysbiotischen Darmflora nur die sehr grobe
Ausstrichmethode zur Verfiigung, die sich duBlerst schwer standardisieren lie und Daten mit
sehr groBen Schwankungen und Unsicherheiten hervorbrachte. Insgesamt zeigte sich eine
Zunahme der Bakterienzahl mit zunehmender CKD, insbesondere die Zunahme gram-
negativer Bakterien lie§ sich dokumentieren. Die Zahl gram-negativer Bakterien blieb auch
nach Didtwechsel vermehrt, was gegen eine direkte Verdnderung des Mikrobioms durch die
oxalatreiche Didt und fiir einen iiber chronische Folgen der Diit (wie mdglicherweise CKD)
vermittelten Effekt spricht. Die Schwierigkeit direkte von indirekten Effekten der Oxalatdiit,
die per se zur Dysbiose fithren kann [186], zu unterscheiden wurde bereits im vorherigen
Teilkapitel angesprochen. Es wird durch die Arbeit deutlich, dass eine messbare Dysbiose
sehr frith im Verlauf der CKD auftreten kann.

Ein bedeutender Baustein der untersuchten Hypothese ist eine Storung der Darmbarriere,
sodass es zu einem pathologisch verstirkten Kontakt des systemischen Immunsystems mit der
Darmflora kommen kann [158, 188]. Lichtmikroskopisch konnte hier keine strukturelle
Pathologie erkannt werden, die jedoch auch fokal aufgetreten und auf diese Weise der
Beobachtung entgangen sein konnte. Die mRNA-Expressionsanalyse ergab verdnderte
Expressionslevel, die auf eine Schidigung hindeuten kdnnen und in anderen Studien schon in
kleinerem Umfang gezeigt wurden [104]. Funktionell ergaben sich Hinweise auf eine erh6hte
Permeabilitét durch die starke Zunahme murinen Albumins in den Faeces. Dieses konnte auch
nach Didtwechsel noch nachgewiesen werden, was wie schon die nach Didtwechsel
persistierende expansive Dysbiose gegen einen direkten Effekt der Didt spricht. Eine wichtige
Erkenntnis dieser Arbeit ist der ausgeprédgte Riickgang des murinen Albumins in den Faeces
durch die antibiotische Eradikation der Darmbakterien. Beachtlich ist besonders der Abfall
unter das Niveau des Ausgangswertes an Tag 0. Dieses Ergebnis ist auf den ersten Blick
widerspriichlich und ldsst Zweifel an der Validitdt der Bestimmung murinen Albumins in den

Faeces als Parameter fiir eine gestdrte Darmbarriere zu. Es erscheint als ob die Intervention
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die ,lochrige” Darmwand in einem Ausmal} geheilt hdtte, das {iber den Normalzustand
hinausgeht. Besonders bei Betrachtung der sehr dhnlichen Entwicklung von CFU-Zahl und
Albuminkonzentration dringt sich eine andere Interpretation auf: Die gemessene
Albuminkonzentration scheint mehr iiber die intestinale Bakterienzahl als iiber die Integritét
des Darmepithels auszusagen. Auf den zweiten Blick ist die Tatsache, dass die
Albuminkonzentration unter den Ausgangswert abfillt, gar nicht so abwegig. Durch die CKD
aber auch durch den gemessenen intestinalen Albuminverlust kommt es mit hoher
Wahrscheinlichkeit zu einer Hypalbuminidmie, die hier leider nicht {iberpriift wurde. Bei
niedrigeren Serumalbuminspiegeln lassen sich bei gleicher Permeabilitdt der Darmbarriere
auch niedrigere Albuminkonzentrationen im Faeces erwarten. Fiir diese Erkldrung spricht
auch die Abnahme des Albuminverlustes in der CKD-Gruppe von Tag 10 bis Tag 20. Es ist
daher nicht unplausibel von einer durch die antibiotische Intervention wiederhergestellten
Darmbarriere auszugehen. So ergibt sich ein Hinweis auf eine urséchliche Beteiligung der
verdnderten Darmflora an der pathologischen Durchléssigkeit des Darmepithels. Die andere
Richtung erhohter Permeabilitit, die die fiir die Hypothesen dieser Arbeit wichtige
Translokation von Bakterien oder zumindest bakteriellen Bestandteilen bedingen soll, konnte
nicht beobachtet werden. Im Gegensatz zu den Ergebnissen von Kesper und Andersen [106]
konnten in diesem Fall keine Bakterien aus Lebergewebe reproduzierbar angeziichtet werden,
sodass nicht von einer Translokation vermehrungsfahiger Bakterien in die Leber auszugehen
ist. Des Weiteren ergab auch die Analyse bakteriellen Endotoxins per LAL-Assay keinen
wegweisenden Befund. Hieraus ist zu schlussfolgern, dass es zu keiner relevanten
Translokation von Bakterien oder Endotoxin kam, was moglicherweise an der unzureichend
ausgeprigten Niereninsuffizienz lag. Dies ist fiir diese Arbeit insofern gravierend, als dass das
vermutete Bindeglied zwischen Dysbiose und systemischer Immundysfunktion nicht
nachgewiesen werden konnte, und stellt einen methodischen Schwachpunkt dar.

In diesem Schwachpunkt konnte aber auch eine unerwartete Stirke der Arbeit liegen. So
finden sich durch die nur sehr leichte Schadigung der Darmbarriere Hinweise auf den initialen
schiadigenden Pathomechanismus. Bisher ldsst die Literatur, wie in Kespers Dissertation
diskutiert [189], keinen klaren Schluss in dieser Frage zu. Vaziri konnte etwa zeigen, dass
allein urdmisches Serum zu einer Erniedrigung der elektrischen Resistenz des Epithels [105],
zur Abnahme von tight junction Molekiilen [190] und so zu einer durchldssigen Darmbarriere
fiihrt [191]. Auch kann es bei fortgeschrittener CKD zu einem intestinalen Wandédem und —
auch Dialyse bedingt — wiederholter intestinaler Ischimie kommen, die ebenfalls vollig
Darmflora-unabhingig eine Darmbarrierestérung bedingen [158, 192]. Genauso kann eine

intestinale Dysbiose bei CKD unabhéngig von einer eingeschriankten Darmbarriere zustande
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kommen. Griinde konnen eine Verdnderung der Didt (niedrigerer Konsum faserhaltiger
Nahrung [193], orale Eisensubstitution, Phosphat- und Kaliumrestriktion [194]) und
Medikation (regelmidBiger Antibiotikakonsum [195], Kalium- wund Phosphatbinder,
Protonenpumpeninhibitoren  [158] wund die periinterventionelle = Therapie einer
Nierentransplantation [196]), eine verlangsamte Darmpassage im Colon [197], die
metabolische Azidose und eine erhdhte intestinale Harnstoffexkretion, die zur Ansammlung
von Ammoniak und einem verdnderten pH-Milieu fiihrt [197], sein.

Im fortgeschrittenen Stadium ist sicherlich davon auszugehen, dass die Schiadigung der
Darmbarriere multifaktoriell bedingt ist und Darmbarrierestorung und Dysbiose sich
gegenseitig befeuern. Zum mechanistischem Verstindnis des Entstehens dieser intestinalen
Pathologie in CKD-Patienten kann die Tatsache beitragen, dass hier durch die antibiotische
Eradikation der dysbiotischen Flora die Darmbarriere in der Interventions-Kontrollgruppe
wiederhergestellt ~wurde, ohne dass es zu signifikanten Unterschieden der
Nierenfunktionsparameter im Vergleich zur Interventionsgruppe kam, die eine alternative
Erklirung fiir die wiederhergestellte Darmbarriere liefern konnten. Somit ist die Dysbiose als

initialer Schidigungsmechanismus der Darmbarriere anzusehen.

4.3. Was triagt zur Inmundysfunktion bei CKD bei?

Die paradoxe Immundysfunktion in CKD mit gleichzeitig auftretender pathologischer,
chronischer Entziindung und klinisch relevanter Immunschwéche gibt der immunologischen
und nephrologischen Forschung seit Jahren Rétsel auf. Thre Auswirkungen sind, wie in der
Einleitung dargelegt, verheerend. Infektionen und kardiovaskuldre Erkrankungen machen
einen iibergroBen Anteil der CKD-assoziierten Mortalitidt aus [49-51, 57]. Gemeinsam mit
hiufiger auftretenden Krebserkrankungen [90] und weiteren durch chronische Inflammation
befeuerten Folgeerkrankungen wie Andmie [198], Osteopathie [199, 200] und vor allem
urdmischer Kachexie und Gebrechlichkeit [201-203] fiihren sie durch die zusitzliche
Morbiditét auch zu einer starken Einschrankung der Lebensqualitit [204].

In dieser Arbeit konnten didtabhiingige Verdanderungen des systemischen Immunsystems
festgestellt werden. In Milz und Leber, die als Indikatoren fiir eine systemische
Immunreaktion untersucht wurden, zeigten sich vermehrt Neutrophile Granulozyten, Antigen-
prasentierende Zellen und Monozyten. Auch im Blut nahm die Zahl neutrophiler
Granulozyten mit der Didt zu. Zudem stieg die Expression von Pentraxin-2, einem dem
menschlichen C-reaktiven Protein vergleichbarem Botenstoff, in der Leber an. Besonders

ausgeprigt zeigte sich eine Entziindungsreaktion jedoch lokal in der Niere, wo es zu einem

102



Diskussion

starken Anstieg aller gemessenen Immunzellen, insbesondere der zytotoxischen T-Zellen
(CTLs), Antigen-prisentierenden Zellen, sowie Monozyten und Makrophagen kam. Auch
Interleukin-6 und TNFo wurden hier vermehrt exprimiert. Die Ursache dieser Verdnderungen
lieB sich jedoch nicht so einfach schlussfolgern. Der von Anders [158] vorgeschlagene und
von Andersen und Kesper in einem Alport-Mausmodell fiir CKD experimentell bestdtigte
[106] Weg einer bakteriellen, intestino-systemischen Translokation konnte hier nicht gezeigt
werden und fdllt somit als mogliche Ursache aus. Konsequenterweise kam es durch die
antibiotische Eradikation der intestinalen Flora auch nicht zu einem konsistenten Riickgang
von Entzlindungsparametern im Vergleich zur Interventions-Kontrollgruppe. Im Folgenden
sollen verschiedene andere in der Literatur vorgestellte Ursachen urdmischer
Immundysfunktion diskutiert werden.

Eine groBe Anzahl an Publikationen beschreibt iatrogene und andere Therapie-assoziierte
Ursachen. Die Dialyse als invasives Therapieverfahren in ESRD spielt hier eine
herausragende Rolle. Monozyten von Dialysepatienten zeigen hohere spontane Aktivitit und
niedrigeres Ansprechen auf LPS als die von Patienten vor Dialyse [205]. Der ohnehin schon
erhohte systemische Endotoxinspiegel steigt nach Himodialysebeginn noch einmal steil an
[107]. Griinde fiir die Immunogenitét der Dialyse konnten in kurzen DNA-Fragmenten, die im
Dialysat gefunden wurden und die Zytokinproduktion anregen [206], liegen. Sehr niedrige
und daher zuldssige Endotoxinkonzentrationen im Dialysat fithren bereits zu einer
systemischen Entziindungsreaktion, wie Versuche mit ultrareinem Dialysat zeigten [207].
AuBerdem kdnnen bioinkompatible Membranen zur Stimulation von Entziindungsreaktionen
filhren [208, 209]. Auch in Zusammenhang mit der Dialyse wird eine Mitbeteiligung der
Darmflora diskutiert, da Kreislaufbelastung und wiederholte, regionale Ischdmie zur erhdhten
Endotoxintranslokation aus dem Darm [107] fiihren konnte. Zuletzt sind Dialysekatheter
Eintrittspforte fiir pathogene Keime [210] und sind damit Mitverursacher fiir die bei CKD
hiufigen und rezidivierenden Infektionen, die genauso wie Parodontose zu chronischer
Entziindung und pathologischer Immuntoleranz beitragen [158, 211]. Trotz des sicherlich
bestechenden Einflusses dieser Faktoren auf die urdmische Immundysfunktion beim
Menschen, scheiden diese im vorliegenden Fall aus, da keine therapeutischen Interventionen
unternommen wurden — abgesehen natiirlich von der Antibiotikaintervention, die ja
nachweislich keinen relevanten Einfluss auf die Immundysfunktion hatte.

Eine Reihe weiterer mdglicher ursdchlicher Faktoren werden direkt durch den Ausfall der
Nierenfunktion bedingt. Die reduzierte Fahigkeit der Niere Elektrolyte und pH-Wert zu
kontrollieren, fiihrt zu vermehrtem oxidativem Stress und zur metabolischen Azidose, die

wiederum zu verdnderter (Immun-)Zellfunktion und Entziindung fithren [212-215].
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Elektrolytstorungen konnen ebenfalls die Funktionen des Immunsystems beeinflussen [216].
So beeinflusst der Kalziumspiegel die Albuminbindungskapazitit, was aufgrund der
Hypalbumindmie bei CKD von besonderer Relevanz ist, und Natrium, Kalium und Chlorid
sind die Grundlage des Ruhemembranpotentials und damit der Funktionsfdhigkeit aller
Zellen. Die verminderte exkretorische Nierenfunktion fiihrt zur Retention und Akkumulation
pro-inflammatorischer Toxine. Diese lassen sich in drei Gruppen einteilen: Kleine
wasserlosliche Molekiile mit einem Molekulargewicht unter 500 Da, wie Phosphat, Harnstoff
und Kreatinin, mittelgrole Molekiile, die mit ihrem Molekulargewicht dariiber liegen und zu
denen zum Beispiel P2-Mikroglobulin und Parathormon gehdren, und zuletzt
proteingebundene Molekiile, wie Indoxylsulfat, p-Cresolsulfat und Homocystein, die fest an
Plasmaproteine wie Albumin gebunden sind [217, 218]. Zur ersten Gruppe gehdren auch zur
Kristallbildung neigende Molekiile, wie Oxalat oder Harnsédure, die pro-inflammatorische
Eigenschaften haben und chronische Entziindung triggern konnen ([219, 220]. Bei
Dialysepatienten sind besonders die letzten beiden Gruppen von Bedeutung, da diese mit den
herkdmmlichen Dialyseverfahren nicht entzogen werden konnen und sich daher trotz
Nierenersatztherapie weiter ansammeln [217, 218]. Zu diesen Gruppen gehoren neben den
oben genannten auch pro-inflammatorische Zytokine wie Interleukine und Adipokine, die zur
chronischen Entziindung und Mortalitdt von CKD-Patienten beitragen [215, 221, 222]. B2-
Mikroglobulin wiederum weist im Serum eine starke Korrelation mit Procalcitonin auf, das
ein spezifischer Marker fiir bakterielle Infekte ist [223]. Durch die Retention dieser Molekiile
bleibt dariiber hinaus mehr Zeit fiir dysfunktionale Glykierung, die nicht-enzymatisch abliuft,
und damit zur Bildung sogenannter advanced glycation endproducts. Diese fiihren iiber eine
NF«B-Aktivierung ebenfalls zu systemischer Entziindung [224].

Urdmische Toxine, die zur Immundysfunktion beitragen kdnnen, werden jedoch nicht nur
endogen produziert oder mit der Nahrung aufgenommen, sondern es gibt auch Molekiile
darmbakteriellen Ursprungs, die systemisch aufgenommen und unter normalen Umstdnden
renal eliminiert werden. Die bakterielle Fermentierung im Colon von Aminosduren wie
Tyrosin und Tryptophan fiihrt zum Beispiel zur Produktion von p-Cresol und Indol, die nach
systemischer Aufnahme in der Leber zu p-Cresylsulfat bzw. p-Indoxylsulfat metabolisiert
werden [225]. Diese binden kompetitiv an Albumin [226] und ihre Konzentration korreliert
mit CKD-Progression und Mortalitdt bei ESRD-Patienten [227-229]. Darmbakterien sind
ebenso verantwortlich fiir die Produktion von Trimethylamin-N-oxid (TMAO) aus L-Carnitin,
welches mit Atherosklerose und einer stark erhdhten Mortalitit bei CKD-Patienten assoziiert
ist [230-232]. Eine Rolle der Darmflora konnte dariiber hinaus bei der Produktion

nephrotoxischen IgA1l durch die Darmmukosa und damit bei der Entstehung der IgA-
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Nephropathie nachgewiesen werden [233]. Kurzkettige Fettsduren (Acetat, Propionat und
Butyrat) werden weniger produziert und sind {iber anti-inflammatorische Effekte
nephroprotektiv, wie bei akutem Nierenversagen gezeigt werden konnte [234].

Der Verlust der endokrinen Nierenfunktion spielt sich auf die Immunfunktion iiber den
Verlust des immunregulierenden Vitamin-D [235] und die durch Erythropoetinmangel
entstehende renale Andmie und damit systemischen Sauerstoffmangel aus. Die Mduse der
CKD-Gruppe entwickelten eine endokrine, renale Insuffizienz, womit diese beiden Faktoren
sicherlich einen Einfluss auf die Immunreaktion hatten.

Genetische Unterschiede, die in epidemiologischen Studien beim Menschen zu
unterschiedlich hoher Wahrscheinlichkeit einer Immundysfunktion durch CKD fiihrten [236],
bestanden zwischen den einzelnen Méusen, die einem etablierten C57BL/6-Inzuchtstamm
entstammten, nicht und scheiden damit zumindest als Confounder aus. Sie konnten jedoch
eine weitere Erklarung fiir die unterschiedlichen Ergebnisse hinsichtlich systemischer
Immundysfunktion zwischen dieser Arbeit und der von Kesper und Andersen [106] liefern,
die an Col4a3-defizienten Sv129-Méausen durchgefiihrt wurde.

Eine wichtige Quelle pathologischer Immunstimulation stellte in dieser Arbeit die
systemische Oxalataufnahme dar. Oxalat ist wie oben beschrieben auch bei CKD anderer
Genese als urdmisches Toxin ein Ausloser chronischer Entziindung. Bei den Mausen dieser
Arbeit kam es durch die oxalatreiche Didt zu deutlich erhdhten systemischen Oxalatspiegeln,
wie vergleichbare Daten von Mulay nahelegen [165]. Die pro-inflammatorischen
Eigenschaften von Oxalat konnten besonders in der Niere beobachtet werden, wo es auch
histologisch beobachtbar zur Kristallablagerung kam. Die Tatsache, dass die Verdnderungen
systemischer Immunparameter in abgeschwéchter Form die Entziindungsreaktion in der Niere
widerspiegelten und groftenteils mit dem Absetzen der CKD-Didt nach Tag 10 riicklaufig
waren, spricht fiir einen direkten Einfluss des Oxalats auf das Immunsystem. Allerdings
manifestiert sich eine tiiber Folgen der Nierenerkrankung vermittelte systemische
Immunreaktion natiirlich auch in der Niere als systemischem Organ, sodass sich die lokale,
renale Immunreaktion nicht unabhéngig von der systemischen beobachten und beurteilen
lasst. Die Wahl eines inflammatorischen CKD-Modells, das auflerdem mit systemisch
erhohter Konzentration eines pro-inflammatorischen Agens einhergeht, zeigte sich an dieser
Stelle daher als ungliicklich. Die im ersten Teil dieses Kapitels angesprochene Karenzzeit
zwischen Analyse und ,,CKD-Diét” konnte diese Schwéche des Modells abmildern.

Trotz dieser Einschrinkung ist wie beim CKD-Patienten aber auch hier von einer
multifaktoriellen Genese auszugehen. Einige beim Menschen wichtige Ursachen konnen

aufgrund der Rahmenbedingungen der Studie ausgeschlossen werden. Dazu gehort durch die
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Ergebnisse der Interventionsstudie und die nicht nachgewiesene bakterielle Translokation
auch der Einfluss der Darmflora. Die Arbeit verfehlt daher das Ziel, die Rolle der Darmflora
auf die systemische Immundysfunktion in CKD-Patienten zu erleuchten, und zeigt vielmehr

auf, fir welche Verdnderungen des Immunsystems die Darmflora gerade NICHT ursédchlich

sein kann.
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Abbildung 48: Vervollstindigtes Modell der CKD-assoziierten Immundysfunktion.
Vervollstindigte graphische Ubersicht iiber den Pathomechanismus systemischer Immundysfunktion
bei chronischer Nierenerkrankung. Weil unterlegt sind Faktoren, die zur systemischen
Immundysfunktion aufgrund ihrer Abwesenheit in dieser Arbeit nicht beitrugen. Rot unterlegt ist die
unphysiologische Hyperoxalatdmie, die in dieser Arbeit als Confounder wirkt. Eigene Darstellung.
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4.4. Limitationen der Studie und Ausblick

Obwohl diese Arbeit an Madusen durchgefithrt wurde, liegt das wahre Interesse der
humanmedizinischen =~ Forschungsarbeit  natlirlich im  Verstindnis = menschlicher
Pathophysiologie, um eine Grundlage fiir gezielte Interventionen zur Verbesserung von
Lebensqualitit, Morbiditit und letztlich auch Mortalitit chronisch nierenerkrankter Menschen
zu schaffen. Die Forschung an Méusen statt an Menschen liegt zum einen an der praktischen
Unmdoglichkeit, die gesuchten Erkenntnisse ohne die angewandte Invasivitit (Organentnahme
zu vorher definiertem Zeitpunkt) zu gewinnen, die nur mit Versuchstieren moglich ist. Zum
anderen bietet die Forschung an Méausen dariiber hinaus auch bedeutende Vorteile, die mit
dem konkreten Thema der Arbeit zusammenhingen: Wie bereits mehrfach angesprochen, ist
die Darmflora durch eine Unzahl von Umweltfaktoren beeinflussbar, die sich bei Menschen
mit entsprechend individueller Erndhrung, Medikation, Aktivitit, Genetik und Komorbiditat
unmdglich kontrollieren lieBen. Eine Rolle spielt auch der diskutierte iatrogene Einfluss nicht
nur auf die Darmflora, sondern auch auf die Immundysfunktion bei CKD an sich, der sich nur
bei Versuchstieren moralisch vertretbar ausschlieBen ldsst. Trotzdem bleibt die unklare
Ubertragbarkeit der Ergebnisse auf den Menschen eine der groBten Limitationen
tierexperimenteller Forschung. Im konkreten Fall ist zum Beispiel zu bedenken, dass es eine
ganze Reihe bakterieller Spezies gibt, die im murinen aber nicht im menschlichen Darm
vorkommen, und dass sich Erndhrung, Verdauungssystem und Verhalten — Miuse neigen
etwa zur beim Menschen nicht iiblichen Koprophagie — zwischen Maus und Mensch
gravierend unterscheiden [237, 238]. Das Design humaner Mikrobiotastudien unter moglichst
kontrollierbaren Umweltbedingungen stellt daher weiter eine Herausforderung fiir zukiinftige
Mikrobiotaforschung dar.

Trotz der Verwendung eines murinen Modells konnten relevante Endpunkte (Mortalitét durch
Infektionen oder kardiovaskuldre FErkrankungen) aus praktischen Erwigungen nicht
abgewartet werden. Auch setzten Abbruchkriterien der Intensitit der induzierten
Nierenerkrankung tierschutzrechtliche Grenzen. In zukiinftigen Studien zur Untersuchung des
Einflusses der Darmflora auf die Immundysfunktion bei CKD wére es wiinschenswert eine
fortgeschritteneres Stadium der Niereninsuffizienz herbeizufithren. Wichtige hier nicht
beobachtbare Phidnomene, die die Aussagekraft der Arbeit stark beeintrdchtigen (intestino-
systemische Translokation von Bakterien, ausgeprigte systemische Immunreaktion,
irreversible Elektrolytentgleisung, etc.) konnten so zum Wissensgewinn beitragen. Dies
konnte unter Einhaltung der Abbruchkriterien beispielsweise durch Intervalldidten mit

zwischenzeitlichen Erholungsphasen geschehen. Vorstellbar wire eine Induktion des
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Nierenschadens durch zehntdgige ,,CKD-Didt“ und anschlieBender Erholungsphase mit
einzelnen Tagen, an denen die Miuse zur Intensivierung des Nierenschadens ,,CKD-Dit*
erhielten. Zwischen Analysen und ,,CKD-Diét*“ sollte wie schon diskutiert ein zeitlicher
Abstand liegen. Ein ldngerer Zeitraum fiir Entwicklung und Aufrechterhaltung der
Nierenschiadigung kdme auch der eingangs zitierten KDIGO-Definition der CKD, sowie dem
wahren Krankheitsverlauf der meisten Fille von CKD néher.

Die grofite methodische Schwachstelle dieser Arbeit und wissenschaftliche Herausforderung
fiir zukiinftige Mikrobiotaprojekte stellt jedoch eine suffiziente Beschreibung der intestinalen
Flora und ihrer Interaktionen dar. Um den genauen Einfluss des intestinalen Mikrobioms auf
Patienten mit CKD oder mit anderen chronischen Erkrankungen letztlich wirklich verstehen
zu konnen, muss der grolen Komplexitidt dieses Mikrobioms und des Interaktionsnetzes
seiner Mitglieder Rechnung getragen werden. Diese Studie und viele der in den letzten Jahren
veroffentlichten Experimente zeigen, dass sich das Mikrobiom nicht so einfach
auseinanderdividieren ldsst. Der methodische Ansatz dieser Arbeit, die einfache
Ausstrichtechnik, hat sicherlich seine Berechtigung zum gezielten Nachweis bestimmter
Spezies. Zur Charakterisierung eines ganzen Mikrobioms — quantitativ oder gar qualitativ — ist
er jedoch vollig ungeeignet. Dies macht allein die Tatsache klar, dass sich lediglich 20-30%
der Darmbakterien im Labor anziichten lassen [146]. Modernere Sequenzierungs-Methoden,
die sich nicht auf die mikrobiologische Anziichtbarkeit eines Keimes verlassen miissen,
werden immer genauer und verfligbarer. Auch zur umfassenden Analyse metagenomischer
Daten der unglaublichen Zahl an Spezies eines Mikrobioms gibt es neuerdings
vielversprechende Ansitze [239]. Das Verstindnis der metabolischen und immunologischen
Interaktionen der Mikroben untereinander und mit ithrem Wirt bleibt jedoch weiter eine
Herausforderung. Je mehr wir iiber die Komplexitéit des organistischen Zusammenlebens von
Mikroben in unserem Darm lernen [115], desto iiberkommener, miissen uns Kategorien wie
Eubiose oder Dysbiose erscheinen. Das ist gerade so, als ob der Gesundheitszustand eines
Menschen lediglich den Kategorien ,krank* und ,,gesund* zugeordnet wiirde. Eine gezielte
Therapie wire unmoglich. Dies ldsst auch die viel diskutierten pro-, pri- und synbiotischen
Interventionen, die sich auf die eine oder andere ,,gesunde* Spezies, die es zu fordern gilt,
berufen, primitiv wirken. Das gilt natiirlich in gleicher Weise fiir die Intervention dieser
Arbeit: Die antibiotische Eradikation der Darmbakterien fiihrt ja in keinster Weise zur Abiose
und noch weniger zum ,,gesunden Zustand" der Eubiose, sondern ganz im Gegenteil zu einer
Art von Dysbiose, da das intestinale Mikrobiom, wie eingangs erwihnt, aus vielen weiteren
Organismen wie Hefen, Pilzen oder Viren besteht [240]. Eine Entfernung der Bakterien fiihrt

zum Beispiel zu einer Uberwucherung mit Hefen, wie Candida albicans [240], denen
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ebenfalls pathogenetische Eigenschaften zugeschrieben werden [241]. Studien zu
probiotischen Interventionen, in die vor wenigen Jahren noch iibergroBe Hoffnungen gesetzt
wurden, machten auch offenkundig, dass diese hdufig nutzlos und teilweise sogar schidlich
sein konnen [242]. Dies steht im Kontrast zur Wirksamkeit der Wiederbesiedelung des
Darmes mit einer vollstdndigen Flora durch Stuhltransplantation (FMT) nach zu Dysbiose
fiihrenden Interventionen [243, 244]. Dieser Unterschied und viele Hinweise auf die
Bedeutung der Vielfalt des Mikrobioms [245, 246] unterstreichen in besonderer Weise das
Wesen des Mikrobioms als symbiontischer Organismus, dessen Funktionsfahigkeit in der
Komplexitit der Interaktionen seiner Mitglieder steckt und sich daher nicht einfach in gute

und schlechte Darmbewohner teilen 1&sst.

Die Erkenntnis des vorangehenden Abschnittes mag zunéchst erniichternd wirken. Sie sollte
jedoch vielmehr Weckruf und Ermutigung sein. Zu grof3 ist die bereits vorhandene Evidenz
fiir das pathogenetische Wirken der Darmflora bei der Entstehung und Progression, aber daher
genauso der Verhinderung und Heilung vieler Krankheiten, als dass wir unsere
Darmbewohner weiter in ihrer Funktion als lebenswichtiges ,,menschliches Organ
vernachldssigen konnen. Auch sollten wir unsere Hoffnungen nicht allein auf die Blackbox
FMT setzen. Fiir den forschenden Arzt kann es keine befriedigende Antwort sein, ein Organ
lediglich zu ersetzen — wie die Niere durch die Dialyse. Wir wollen die Zusammenhange von
Funktion und Dysfunktion des menschlichen Korpers — und dazu gehoren, das ist heute
unbestreitbar, auch seine mikrobiologischen Mitbewohner — in ihrer Komplexitdt verstehen,

um Krankheiten durch spezifische und verstandene Interventionen kausal anzugehen.
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5. Zusammenfassung

Chronische Nierenerkrankung (CKD) und insbesondere terminale Niereninsuffizienz (ESRD)
sind mit hoher Morbiditdt und Mortalilitit verbunden. Bei CKD-Patienten kommt es zu einer
Storung des Immunsystems, die mit gleichzeitiger systemischer Entziindung und
Immunsuppression einhergeht. Diese sind pathophysiologisch bedeutend fiir die
Haupttodesursachen bei CKD-Patienten: Infektionen und kardiovaskuldre Erkrankungen. Die
systemische Translokation von Bakterien oder bakteriellen Toxinen aus dem Darm kdnnte zu
einer chronisch-pathologischen Stimulation des Immunsystems flihren und so mitursichlich
fiir die systemische Immundysfunktion bei CKD sein.

Um dies zu priifen, wurden C57BL/6-Méuse, bei denen eine CKD iiber eine oxalatreiche Diét
induziert wurde, hinsichtlich Darmflora, Darmbarriere, Translokation, Immunreaktion und
CKD charakterisiert und mit Kontrolltieren verglichen. Die Charakterisierung fand zur
Erstellung eines zeitlichen Verlaufes in verschiedenen Gruppen zu den Zeitpunkten 0, 5, 10,
15 und 20 Tage nach Diitbeginn statt. Zur Uberpriifung des kausalen Anteils der bakteriellen
Darmflora an den gemessenen Verdnderungen wurde anschlieBend in einer
Interventionsstudie die bakterielle Darmflora durch eine antibiotische Behandlung eradiziert.
Es konnte gezeigt werden, dass die verwendete oxalatreiche Didt zu einer mit der Didtdauer
zunehmenden strukturellen und funktionellen CKD, zu einer Expansion der bakteriellen
Darmflora, zu einem Albuminverlust {iber das Darmepithel und zu einer systemischen und
renal lokalen Entziindungsreaktion fiihrt. Die Translokation von Bakterien in die Leber oder
von Lipopolysaccharid ins Blut der Méduse konnte nicht nachgewiesen werden. Ein Absetzen
der oxalatreichen Didt nach 10 Tagen bewirkte eine teilweise Remission von CKD und
Immunreaktion, nicht jedoch von Dysbiose, Albuminverlust oder strukturellem
Nierenschaden. Die antibiotische Behandlung erzielte eine Eradikation der Darmbakterien
und fiihrte zur Wiederherstellung der Darmbarriere. Verdnderungen von Nierenfunktion oder
Immunreaktion konnten im Vergleich zu einer Kontrollgruppe mit Scheinintervention nicht
konsistent gemessen werden.

Es ldsst sich hieraus schlieBen, dass die verwendete oxalatreiche Didt zu einem
aussagekriftigen murinen CKD-Modell fiihrt, CKD auch in diesem Modell gemeinsam mit
Dysbiose, Darmbarrierestorung und Immunreaktion auftritt und Dysbiose ausschlaggebend
fir die Darmbarriestorung ist. Weiter ldsst sich sagen, dass die CKD-assoziierte
Immundysfunktion nicht alleine durch eine verdnderte Darmflora oder iatrogene Faktoren

ausgelost wird.
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7. Abkiirzungsverzeichnis

Auf im deutschen Sprachgebrauch ibliche, allgemeine Abkiirzungen sowie IUPAC-
Bezeichnungen und SI-Einheiten, wird hier aus Griinden der Ubersichtlichkeit verzichtet.

ABC Avidin-Biotin-Complex

ACE engl. angiotensin-converting enzyme

ACR Albumin-zu-Kreatinin-Verhéltnis

APC Allophycocyanin

APCs Antigen-prisentierende Zellen

BSA Bovines Serumalbumin

CD engl. cluster of differentiation

CFU engl. colony forming units

CKD Chronische Nierenkrankheit (engl. chronic kidney disease)
CTL Zytotoxische T-Zelle

CVD Kardiovaskuldre Erkrankung (engl. cardiovascular disease)
DNA Desoxyribonukleinsdure

EDTA Ethylendiamintetraessigsdure

ELISA engl. Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay

ESRD Endstadium der CKD (engl. end-stage renal disease)
FACS Durchflusszytometrie (engl. fluorescence-activated cell sorting)
FITC Fluoresceinisothiocyanat

FMT Fékale Mikrobiotatransplantation

GFR Glomerulére Filtrationsrate

HE Hiamatoxylin-Eosin

[-Kontrolle Inteverntionskontrollgruppe

IFN Interferon

Ig Immunglobulin

IL Interleukin

KDIGO engl. Kidney Disease: Improving Global Outcomes
LAL Limulus-Amdbozyten-Lysat

LB engl. lysogeny broth

LPS Lipopolysaccharid

MCH Mittleres korpuskulidres Himoglobin

MCV Mittleres korpuskuldres Volumen

MHC engl. major histocompatibility complex

PAS engl. Periodic Acid-Schiff

PBS engl. phosphate buffer solution

PCR Polymerasekettenreaktion (engl. polymerase chain reaction)
PE Phycoerythrin

PerCP Peridinin Chlorophyll Protein Complex

PTX Pentraxin

RNA Ribonukleinsédure

SEM engl. standard error of the mean

slgA Sekretorisches Immunglobulin A

ThC T-Helfer-Zelle

TLR Toll-like-Rezeptor

TNF Tumornekrosefaktor

Treg Regulatorische T-Zelle

Z0 Zonula occludens
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