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Zusammenfassung

Zusammenfassung

Die diabetische Nephropathie (DN) tritt als Komplikation nach langjahrigem
Bestehen eines Diabetes mellitus Typ 1 (DM1) auf und gilt als Risikofaktor fur ein
terminales Nierenversagen. Zugrunde liegt mitunter ein Entziindungsprozess in
der Niere, bei dem das Nod-like Rezeptor Protein 3 (NLRP3) Inflammasom, durch
Reifung proinflammatorischer Interleukine (IL-1p3, IL-18) relevant zu sein scheint.
Da bisher zwar der proinflammatorische Einfluss des NLRP3 Inflammasoms in
spezialisierten Immunzellen gezeigt werden konnte, die Ergebnisse fir
parenchymale Zellen jedoch umstritten sind, soll mit diesem Projekt die
Bedeutung des NLRP3-Inflammasoms in Podozyten in der Frihphase der
Hyperfiltrations-induzierten chronischen Nierenerkrankung (CKD) bei DM1

untersucht werden.

Untersucht wurden die Hypothesen, dass 1. Podozyten Uber kein NLRP3
Inflammasom  verfigen, 2. podozytdres NLRP3 keine kanonische,
proinflammatorische Funktionen erfillt, 3. podozytdres NLRP3 nicht zur
Progression der Hyperfiltrations-induzierten CKD beitragt und 4. podozytares
NLRP3 kein therapeutisches Target bei Hyperfiltrations-induzierter CKD darstellit.

Diese Fragen wurden durch in vitro Analyse humaner Podozyten sowie in vivo
Untersuchungen an Mausen mit Hyperfiltrations-induzierter CKD und
uberaktivem NLRP3 Inflammasom sowie anschlieender Inhibition durch

verschiedene Pharmazeutika geklart.

In humanen Podozyten konnte keine IL1-B oder IL-18 Sekretion nachgewiesen
werden. Trotz ausgepragten, diabetischen Phéanotyps zeigte sich bei
Uberaktivem NLRP3 Inflammasom in Podozyten keine Aggravation einer CKD in
transgenen Mausen. Durch NLRP3-Inhibitoren konnte keine phanotypische

Verbesserung in der Frihphase der DN erzielt werden.

Die vorliegenden Daten deuten daher auf keine Beteiligung des kanonischen
NLRP3 Inflammasoms in Podozyten bei Hyperfiltrations-induzierter CKD hin. Es
ist jedoch nicht ausreichend geklart ist, inwiefern nicht-kanonische Funktionen
des NLRP3 Inflammasom in Podozyten und anderen parenchymalen Zellen der

Niere relevant sind.



Abstract

Abstract

Diabetic nephropathy (DN) is one of the most severe complications of Type 1
diabetes and also a risk factor for end-stage renal disease (ESKD). Amongst
other proinflammatory mediators, pattern recognition receptors are important
mediators of disease pathology. Recent studies suggest the NLRP3
inflammasome multiprotein complex as an important mediator in the
pathogenesis of DN. Activation of the NLRP3 inflammasome promotes the
maturation of proinflammatory IL-13 and IL-18 (canonical pathway). However, the
NLRP3 inflammasome also seems to mediate innate inflammatory response
(non-canonical pathway). Whereas processes of the NLRP3 inflammasome in
specialized immune cells were described recently, its role in pathogenesis and

homeostasis of renal parenchymal cells remains controversially discussed.

With this project we aim to better understand the canonical and non-canonical

function of the NLRP3 inflammasome in podocytes.

Therefore, we investigated human derived podocytes in vitro and in vivo
hyperfiltration-induced CKD in NLRP3 overactive mice with and without
inflammasome inhibitors. Our data suggest that human derived podocytes are
not susceptible for metabolic stress dependent canonical NLRP3 inflammasome
signaling. Even though mice presented with severe diabetes and polyuria, we did
not observe a significant deterioration of CKD in mice with NLRP3 overactivation.
Also, the treatment with NLRP3 inhibitors did not ameliorate hyperfiltration-
induced CKD.

Our study provides a better understanding of the functionality of the NLRP3
inflammasome in podocytes in the pathogenesis of diabetes-dependent,
hyperfiltration-induced CKD. The data do not support the hypothesis, that the
specific inhibition of inflammasome-associated proteins have synergistic effects
in inflammatory processes in CKD. However, it remains unclear if non-canonical

pathways might be relevant in DN.
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Einleitung

1. Einleitung

Die diabetische Nephropathie (DN) tritt als Komplikation des Diabetes mellitus
Typ 1 (DM1) auf und gilt als wichtiger Risikofaktor fur die Entstehung eines
terminalen Nierenversagens. Zugrunde liegt u.a. ein Entziindungsprozess in der
Niere, der durch Mediatoren wie NOD-like-Rezeptoren vermittelt wird. Vor allem
der Multiproteinkomplex, Nod-like Rezeptor Protein 3 (NLRP3) Inflammasom,
scheint durch die Reifung proinflammatorischer Zytokine (IL-1B, IL-18) eine

entscheidende Rolle zu spielen.

1.1 Aufbau und Funktion der Niere

Die Niere als paarig angelegtes, retroperitoneal lokalisiertes Organ, wird in Mark
und Rinde unterteilt und spielt bei verschiedenen Stoffwechselprozessen eine
entscheidende Rolle (Abb. 1). Hierzu gehoéren die Ausscheidung korpereigener,
harnpflichtiger Abbauprodukte, Regulation des Elektrolyt-, Wasser- und Saure-
Base-Haushalts sowie die Produktion von Erythropoetin zur Stimulation der
Blutbildung. Ihre kleinste Funktionseinheit ist das Nephron. Dieses besteht aus
einem Glomerulus und einem Tubulusapparat. In der Rinde sind die Glomeruli
lokalisiert. Abh&angig von ihrer Lage unterscheidet man kortikale und
juxtamedullare Glomeruli. Der Tubulusapparat reicht von der Rinde bis ins Mark
und tritt am Harnpol, in dem weitere Filtrationsprozesse stattfinden, aus (Abb. 1).
Seine Segmente gliedern sich in proximalen Tubulus, Henle Schleife, distalen
Tubulus und Sammelrohre. Von dort gelangt der Harn tber das Nierenbecken
zum Ureter (Abb. 1). Die Blutversorgung der Niere erfolgt Uber die A. und V.

renalis [1, 2].
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Einleitung
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Abbildung 1: Schematischer Aufbau der Niere
Die Niere ist ein paarig angelegtes Organ, das in Mark und Rinde unterteilt wird. Die A. renalis versorgt die

Niere mit arteriellem Blut, die V. renalis fiihrt vendses Blut zuriick in den Korperkreislauf. Der Ureter
transportiert den produzierten Urin in die Harnblase. (B) Das Nephron ist die kleinste, funktionelle Einheit
der Niere und besteht aus Glomerulus und Tubulussystem, das sich von der Rinde bis in das Mark zieht. Im
Glomerulus werden harnpflichtige Substanzen aus dem Blut filtriert, im Tubulussystem finden sekretorische
und resorptive Prozesse zur Regulation der Elektrolyt-, Wasser- und Saure-Base-Haushalts statt.

Der Glomerulus wird mit Blut Gber eine afferente Arteriole, die am Gefal3pol
mundet, versorgt. Hier tritt auch die efferente Arteriole aus (Abb. 2). Im
Kapillarnetz des Glomerulus findet die glomerulare Filtration harnpflichtiger
Substanzen aus dem Blut durch den hydrostatischen Druckgradienten als
treibende Kraft statt. Der Glomerulus ist hierzu mit spezialisiertem Gewebe, dem
Mesangium, ausgekleidet. Es spielt eine entscheidende Rolle fiir die glomerulare
Filtration. Seine Filtrationsbarriere besteht aus drei Schichten: gefenstertem
Kapillarendothel ohne Membran (Durchmesser: 50-100 nm) mit anionischer
Glykokalix, einer dreischichtige Basalmembran mit Negativiladungen und einem
viszeralen Blatt des Bowman-Kapsel Epithels bestehend aus Podozyten mit
anionischer Glykokalix. Podozyten entstehen durch Differenzierung aus renalen
Stammzellen vornehmlich wahrend der Entstehung der Glomeruli in der
Embryonalperiode. Bei Podozyten handelt es sich um terminal differenzierte,
postmitotische Zellen [3]. Sie entwickeln sich, indem sie als parietale
Epithelzellen der Bowman-Kapsel zum glomerularen Schlingenapparat wandern
und sich dort zu Podozyten differenzieren kdnnen [4]. Zur Filtration des Blutes
sind Podozyten Uber ihre Podozytenfortsdtze miteinander vernetzt, sodass
Schlitze entstehen. Diese sogenannte Schlitzmembran enthalt das Protein

Nephrin. Zwischen den Nephrinmolekilen liegen die Schlitzporen. Die Filtration
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des Blutes erfolgt entlang der Schlitzmembran und -poren, entsprechend einer
semipermeablen Membran. So entsteht ein Ultrafiltrat aus Wasser und Molekilen
mit einer Grol3e von 6-15 kDa, der Primarharn [5]. Wahrend der Primarharn dann
im Tubulussystem in Richtung Nierenbecken fliel3t, wird er zu Endharn
konzentriert. Der Endharn wird vom Nierenbecken in den Ureter und dann in die

Harnblase abgeleitet [2].

Die Filtration wird tGber das tubuloglomerulare Feedback der Macula densa im
Tubuluslumen reguliert (Abb. 2). Durch diesen Mechanismus werden die
glomerulare Filtration und die Resorption im Tubuluslumen synchronisiert, um
Elektrolyt-, Wasser- und Saure-Base-Haushalt in Homoostase zu halten [6]. Der
gesamte Filtrationsmechanismus unterliegt zudem dem Renin-Angiotensin-
Aldosteron-System (RAAS). Das RAAS ist die wichtigste Regulationsinstanz flr
Wasserhaushalt und Blutdruck, sodass auf diese Weise eine Integration der
Nierenfunktion in den Gesamtorganismus gewabhrleistet wird [7].

Macula densa GefaRpol

Zell
P a0/,

. w3
S ’lllv-
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> =\ LY
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Vas efferens
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Abbildung 2: Schematischer Aufbau des Glomerulus

Die Blutversorgung des Glomerulus erfolgt tiber eine afferente und efferente Arteriole. Im Glomerulus erfolgt
die Filtration des Blutes entlang einer semipermeablen Membran aus Schlitzmembran und -poren, die von
Podozyten und ihren Fortsétzen gebildet wird. Dabei entsteht der Primé&rharn.

Im Mittelpunkt der vorliegenden Arbeit sollen die pathophysiologischen
Mechanismen der Podozyten stehen. Da Podozyten aufgrund ihrer
postmitotischen Eigenschaft nicht regenerationsfahig und somit sehr anfallig fur
Noxen sind, sind etwaige Lasionen fatal. Zwar proliferieren Epithelzellen, aus
denen sich Podozyten differenzieren, lebenslanglich mit niedriger Mitoserate und
kdnnen so geringe glomerulare Lasionen ausgleichen, sie kénnen jedoch vor

allem bei chronischem Podozytenstress die Filtrationsbarriere nicht dauerhaft

16



Einleitung

erhalten [8, 9]. Diese podozytaren Pathomechanismen lassen sich nur durch
Verwendung von Podozyten mit identischer, mitotischer Aktivitat sinnvoll
untersuchen. Um dies in vitro zu imitieren, kénnen Podozyten aus renalen,

humanen Stammzellen in reife Podozyten differenziert werden [10].

Podoyztenstress kann durch Einwirkung toxischer Substanzen, z.B.
Medikamente oder durch Anpassungsmechanismen, z.B. Hyperfiltration, auf
homoostatische Veranderungen entstehen. Homdostatische Veradnderungen
werden exemplarisch durch Ubergewicht, eine proteinreiche Erndhrung oder

einen Diabetes mellitus begunstigt [11-13].

1.2 Diabetes mellitus Typ 1

Diabetes mellitus Typ 1 ist eine chronische Autoimmunerkrankung. Urs&chlich
hierfir ist der durch das Immunsystem vermittelte, progressive Verlust der [3-
Zellen des Pankreas [14-17]. Eigentlich ist es Aufgabe des Immunsystems,
Fremdantigene zu erkennen und zu bekémpfen. Wichtig ist hierbei die
Unterscheidung von korpereigenen Strukturen: werden bei der Reifung von T-
Lymphozyten im Thymus und B-Lymphozyten im Knochenmark autoreaktive
Zellen erkannt, werden diese abgebaut. Man spricht von negativer Selektion.
Wenn diese nicht eliminiert werden und in die Peripherie gelangen, kann es zu
Autoimmunerkrankungen, wie dem DM1, kommen [7, 18-20]. Nach Einsetzen der
autoimmunen Reaktion kommt es zu einer charakteristischen, lymphozytaren
Infiltration der [(-Zellen, einer Insulitis. Hierdurch werden die Insulin-
produzierenden Zellen zerstort, was sich schlie3lich im Krankheitsbild des DM1
aullert. In diesen Prozess sind Zellen des angeborenen Immunsystems
involviert, welche reaktiv Zytokine produzieren und so die Apoptose der (3-Zellen
steigern. Weiterhin werden die B-Zellen von Inselzell-spezifischen T-Zellen
infiltriert [21-23]. Bei den T-Zellen handelt es sich vor allem um CD4* und CDs*
T-Lymphozyten [24-26]. CD4* T-Helferzellen (Thi-2 und Treg) unterteilt man gemar
ihrer Zytokinproduktion [27, 28]. Die Zytokine der Thi-Zellen sind fur die zellulare
Immunantwort verantwortlich und l6sen eine rasch fortschreitende Reaktion aus,

wie sie beim DM1 zu beobachten ist [29].

Da sich die Erkrankung in der Regel klinisch erst bei einem Verlust von 90-95%
der B-Zellen aulRert, wird die Diagnose oft erst im Stadium der Ketoazidose

gestellt [14]. Patienten prasentieren sich haufig zunachst mit Polyurie, Polydipsie
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und Gewichtsverlust, aber auch mit allgemeinen Symptomen wie Ubelkeit und
Erbrechen [30]. Fir die Diagnose ,Diabetes mellitus® missen gemafl der
American Diabetes Association folgende Kriterien erfillt sein:

- entweder Niuchternplasmaglucose 2126 mg/dl

- oder der Wert der zwei Stunden Plasmaglucose des Oralen
Glucosetoleranztests >200 mg/dl (durchgefihrt gemal World Health
Organisation)

- oder der HbAlc = 6,5%

- oder ein Zufallswert der Plasmaglucose = 200 mg/dl bei Vorhandensein

typischer klinischer Symptomatik einer Hyperglykadmie vorliegen [31].

Aufgrund des Autoimmungeschehens lassen sich bei DM1 serologische Marker
als Hinweis fur das Vorliegen eines DM1 bestimmen. Hierzu zahlen
Autoantikorper gegen Insulin (IAA), Tyrosin Phosphatase (IA2 und 1A2-B),
Glutamat-Decarboxylase der B-Zelle (GAD65A), Zinktransporter 8 der -Zelle
(ZnT8) und Inselzellantikorper (ICA) [32-37]. Durch die Autoantikorper-vermittelte
Zerstbrung der B-Zellen kommt es zu einem absoluten Insulinmangel.

Entsprechend besteht die Standardtherapie in der Substitution von Insulin [38].

Eine Pradisposition fur das Auftreten eines DM1 kann durch bestimmte
genetische Faktoren gegeben sein, die die HLA Haplotypen der Klasse Il auf
Chromosom 6p21 betreffen [39]. Antigene werde von diesen HLA Haplotypen
Uber Aminosduren préasentiert. Durch genetisch bedingten Austausch dieser
Aminosauren kann es zu einer verstarkten Présentation von Autoantigenen
kommen [16, 17]. Auch eine positive Familienanamnese kann das Risiko, an
DM1 zu erkranken, erhéhen [40]. Die Zahl, der an DM1 erkrankten Kinder und
Jugendlichen in Deutschland in einem Alter zwischen 0 bis 19 Jahren, wurde
2012 auf 30.000 bis 32.000 geschéatzt, denn es gibt keinen nationalen Register
fur DM1 [41]. DM1 ist die haufigste Stoffwechselerkrankung im Kindesalter,
wobei die Inzidenzrate bei 13,1/100.000 Kindern im Alter zwischen O bis 14
Jahren liegt und jedes Jahr um 3-4% ansteigt. Jungen sind haufiger betroffen als
Madchen [42, 43].

Im Verlauf des DM1 kann es zu mikro- und makrovaskularen Komplikationen
kommen (Tab. 1). 30-35% der Typ 1 Diabetiker entwickeln eine diabetische
Nephropathie, die zu einem terminalen Nierenversagen (ESKD) fuhren kann [44].
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Tabelle 1: DM1-assoziierte Folgeerkrankungen

mikrovaskular makrovaskular

Nephropathie [70-74] Kardiovaskulare Erkrankungen [75-77]
Neuropathie [78, 79]
Retinopathie [80-82]

1.3 Diabetische Nephropathie

Die diabetische Nephropathie entsteht nach mehrjahrigem Bestehen des DM1,
wenn die Niere langerfristig hohen Glucosekonzentrationen ausgesetzt war [45-
47].

1.3.1 Molekulare Mechanismen

Metabolische Signalwege

Durch die Hyperglykamie werden Proteine nicht-enzymatisch zu advanced
glycation endproducts (AGEs) glykiert. Sie bilden sehr stabile, stark vernetzte
Komplexe, die nicht von Enzymen abgebaut werden kénnen und sich im Gewebe
anreichern [48-53]. Auch in renalen Strukturen kommt es zur Akkumulation, was
durch eine Strukturanderung des Gewebes zu einem Funktionsverlust flhrt [54].
AGEs binden an die Oberflachen von Zellen und kénnen Einfluss auf die
Zellaktivitat nehmen [55-60]. So werden bei Bindung an den receptor for AGEs
(RAGE) werden intrazellular die nuclear factor 'kappa-light-chain-enhancer' of
activated B-cells (NF-kB), Phosphoinositid-3-Kinase/Akt und mitogen-activated
protein kinase (MAPK) Signalwege aktiviert. Die Aktivierung dieser Signalwege
fuhrt zu einer verstarkten Produktion proinflammatorischer Zytokine [61, 62].
Weiterhin werden durch die Bindung von AGEs intrazellular reaktive
Sauerstoffspezies (ROS) gebildet. Diese steigern Uber NF-kB die Expression des
Wachstumsfaktors Transforming Growth Factor B (TGF-B). TGF-B regt die
Bildung von Extrazellularmatrix an und fuhrt so zu einer Entstehung von Fibrose
[63, 64]. Strukturelle Umbauprozesse des Tubulussystems werden zudem durch
Zytokine und Wachstumsfaktoren begtnstigt [65]. Durch vermehrte
Natriumriickresorption im proximalen Tubulus, sowie einen gesteigerten Einbau
von Natrium-Glucose-Co-Transportern kommt es zu einem Druckabfall in der
afferenten Arteriole. Durch den reduzierten hydrostatischen Druck in Tubulus und
Arteriole sowie den veranderten Natriumgehalt im Tubulussystem, wird Gber das
tubuloglomerulare Feedback der Macula densa die Filtration gesteigert. Es

kommt zur glomerularen Hypertension und Hyperfiltration. So werden der
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verringerte Druck und die veranderten Natriumkonzentrationen kompensiert [13,
66, 67]. Im Verlauf kommt es zur Tubulopathie mit Einlagerung von Glykogen in
den Tubuli (Armanni-Ebstein-Zellen). Tubuloepitheliale Zellen hypertrophieren

und Entzindungszellen infiltrieren das Gewebe [68].

Weiterhin  wirken ROS durch Aktivierung des NLRP3-Inflammasoms
proinflammatorisch. AGEs induzieren zudem einen apoptotischen Zelltod von
Mesangiumszellen. Auf diese Weise geht die Filtrationsbarriere der Niere
zugrunde, sodass es zu einer Hyperfiltration und Mikroalbuminurie kommt —
Veréanderungen, die der Frihphase der diabetischen Nephropathie entsprechen
[69]. Bei fortbestehender Hyperglykdmie aggravieren sich die initialen Umbau-
und Adaptionsprozesse der Niere zu chronischen Léasionen. Durch
tubulointerstitielle Fibrosierung und Mesangiolyse kommt es zu einer

Makroalbuminurie und schlief3lich zum Funktionsverlust der Niere [68, 70, 71].

Erhohte Glucosewerte fiihren zudem zu einer gesteigerten Aktivitat der Aldose
Reduktase, die Glucose Uber Sorbitol zu Fructose umgewandelt. Akkumuliertes
Sorbitol fuihrt zu oxidativem Stress. Eine vermehrte Aktivierung des Polyol-
Weges beginstigt ebenfalls die glomerulare Hyperfiltration [72, 73].

Hamodynamische Signalwege

Der proximale Tubulus spielt bei der Ruickresorption von Wasser und Elektrolyten
eine entscheidende Rolle. Die Resorption wird durch den elektrochemischen
Natrium Gradienten reguliert, der durch die Natrium-Kalium-ATPase erzeugt
wird. Durch diesen Gradienten kdnnen Natrium-gekoppelte Transportprozesse
stattfinden, beispielsweise die Glucoseresorption Gber den Natrium-Glucose-Co-
Transporter [74]. Hyperglykdmie bedingt kommt es zunachst zu einer
proportional  verstarkten  Glucoseruckresorption, wodurch auch das
Gesamtkoérpernatrium und das extrazellulare Flussigkeitsvolumen ansteigen
(Abb. 3).
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A B
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Abbildung 3: Schematische Darstellung der Glucoserickresorption im proximalen
Tubulus

Die Glucosertiickresorption im proximalen Tubulus aus dem Primérharn erfolgt Gber den Natrium-Glucose-
Co-Transporter (schematisch dargestellt). Die treibende Kraft ist der durch die Natrium-Kalium-ATPase
erzeugte elektrochemische Natrium Gradient. Uber einen Glucosetransporter gelangt die Glucose in den
Blutkreislauf. Im Gegensatz zur Normoglykamie (A) kommt es bei Hyperglykédmie (B) zunachst zu einer
gesteigerten Ruckresorption, bei Erreichen der Kapazitdtsgrenze des Transporters verbleibt jedoch die
Uberschissige Glucose im Primarharn und wird tGber den Urin ausgeschieden.

Reaktiv wird atriales natriuretisches Peptid (ANP) freigesetzt, das den erhdhten
Natriumspiegel durch Steigerung der Natriumausscheidung kompensiert. ANP
dilatiert dazu uber Kopplung mit dem RAAS die afferente Arteriole des
Glomerulus, wodurch der intraglomerulare Druck und die glomerulare
Filtrationsrate (GFR) steigen. Der verstarkte Blutfluss und erhdhte intrakapillare
Druck verringern die Stickstoffmonoxid Produktion an der efferenten Arteriole,
sodass die Sensitivitat fur Angiotensin 1l (AT2) steigt. AT2 wird mit einer
Stimulation von Wachstumsfaktoren und proinflammatorischen Mediatoren
assoziiert [75-77]. Bei einer langfristigen Exposition des Glomerulus gegentber
der glomeruldren Hypertension kommt zu den DN-typischen irreversiblen,
pathologischen glomerularen Verdnderungen [7, 70, 78]. Es zeigen sich
mikroskopisch eine mesangiale Proliferation der Glomeruli, sowie im Verlauf
zunehmend verdickte Basalmembranen [68]. Durch Apoptose der Podozyten
kommt es =zu einer Podozytopathie und chronischem Defekt der
Filtrationsbarriere im Glomerulus [79]. Ist das Transportmaximum des Natrium-
Glucose-Co-Transporters erreicht, verbleibt die uUberschiissige Glucose im

Tubulussystem und wird mit dem Urin ausgeschieden [74].

Immunsystem und Immunantwort
Patienten mit langerfristig bestehendem DM1 prasentieren sich in der Regel mit

erhohten Entziindungsmarkern im Blutserum [80]. Chronische, inflammatorische
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Prozesse lassen sich mit einer strukturellen Destruktion der Glomeruli und Tubuli,
im Sinne von Podozytopathie und Tubulopathie, assoziieren. Die Ursache hierfir

liegt in der Reaktion des Immunsystems.

Das Immunsystem wird in das angeborene und erworbene Immunsystem
unterteilt. Das angeborene Immunsystem existiert von Geburt an und schitzt den
Korper durch eine unspezifische Immunreaktion vor Pathogenen und wird
typischerweise initial aktiviert. Pathogene besitzen bestimmte Strukturen auf
Oberflachen, die Pathogen Associated Molecular Patterns (PAMPs), die
beispielsweise Bestandteile der bakteriellen DNA sein kénnen. Die Zellen des
angeborenen Immunsystems, insbesondere Monozyten und neutrophile
Granulozyten, kdnnen die PAMPS mittels Pattern Recognition Receptors (PRRS)
erkennen. Hierzu z&hlen Toll-like Rezeptoren oder Nukleotid-bindende
Oligomerisationsdoméanen (NOD-like) Rezeptoren, durch die das Immunsystem
zwischen korpereigenen und korperfremden Strukturen unterscheiden kénnen.
Das Immunsystem kann zusatzlich korpereigene Gefahrensignale, sogenannte
damage associated molecular patterns (DAMPS), erkennen, die bei
Gewebeschadigung freigesetzt werden. Bei Detektion von PAMPs oder DAMPs
werden von den Immunzellen reaktiv Zytokine und Chemokine sezerniert [81-83].
Auch Zellen, die nicht dem Immunsystem zuzuordnen sind, kdnnen PRRs
exprimieren und so zur Initiation von Immunreaktionen fihren [84]. Durch
oxidativen Stress in der Niere bei DN interagieren ROS mit PRRs und fuhren
Uber Aktivierung von NF-kB zu einer gesteigerten Sekretion proinflammatorischer
Zytokine, wie Interleukine (IL) und Tumornekrosefaktor a (TNF-a) [85]. IL-1
stimuliert die Expression chemotaktischer Faktoren, sowie die Proliferation
mesangialer Zellen und erhoht die vaskulare Permeabilitat [86, 87]. IL-6 ist mit
mesangialer Proliferation assoziiert und dient so als Biomarker fur die
Progression der DN [88-91]. IL-18 wird von aktivierten Makrophagen sezerniert
und stimuliert die Sekretion von Interferon y sowie weiterer proinflammatorischer
Zytokine [86]. Weiterhin ist die IL-18 Konzentration positiv mit der Urin-Albumin-
Exkretion korreliert [90-92]. TNF-a wirkt lokal proinflammatorisch und begulnstigt
die Chemotaxis [93]. Weiterhin sezerniert das geschéadigte Nierengewebe
Chemokine. Chemokine wirken homoostatisch und inflammatorisch [94]. Die
Chemokinfamilie CCL2 fordert die Differenzierung von Makrophagen und férdert
so die Immunantwort [95]. Durch verstarkte Zytokin- und Chemokin-Sekretion

wird das erworbene, adaptive Immunsystem aktiviert. Das adaptive
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Immunsystem besteht aus der zellularen (T-Zellen) und humoralen (B-Zell-
Antikorper und Plasmazellen) Immunantwort. Zunachst werden T-Zellen
rekrutiert [96]. Bei DN wird nach Detektion des Antigens die Immunantwort durch
Interaktion mit T-Zellen initiiert. Antigen-préasentierende Zellen, wie dendritische
Zellen im Tubulointerstitium, erkennen mit ihren PRRs extrinsische Pathogene
oder intrinsische Faktoren. Durch Aktivierung von Transkriptionsfaktoren wie NF-
KB und Expression proinflammatorischer Zytokine und Chemokine wird die
Immunreaktion potenziert [97-99]. Weitere T- und B-Zellen werden angelockt.
Durch die B-Zell vermittelte Produktion von Antikérpern gegen das
entsprechende Antigen, wird das immunologische Gedéachtnis gebildet. Durch
die Gedachtnisbildung kommt es bei erneutem Kontakt mit dem Antigen reaktiv

zu einer effektiveren und schnelleren Immunantwort [100].

Im Rahmen der Immunantwort werden auch Makrophagen aktiviert, die reaktiv
die Niere infiltrieren. Die Starke der Infiltration durch Makrophagen korreliert mit
dem Grad der Glomerulosklerose, interstitiellen Fibrose und Proteinurie [101-
103]. Makrophagen aktivieren den TNF-a vermittelten JAK/STAT Signalweg,
wodurch die Synthese von Extrazellularmatrix und die Produktion von ROS
gesteigert wird [104, 105]. Neutrophile Granulozyten scheinen ebenfalls an der
Pathogenese der DN beteiligt zu sein. In diversen Studien wird die Neutrophilen-
Lymphozyten-Ratio als Pradiktor flr den renalen, funktionellen und strukturellen

Schaden herangezogen [106-108].

Aufgrund der engen Zusammenhange zwischen Immunantwort und renalen
Erkrankungen, soll der Einfluss des Immunsystems in der Pathogenese der DN

in dieser Arbeit weiter untersucht werden.

1.3.2 Das NLRP3 Inflammasom

Inflammasome  sind eine  heterogene  Gruppe  zytoplasmatischer
Multiproteinkomplexe, die eine Schlusselfunktion bei der Vermittlung der
angeborenen Immunantwort einnehmen. Durch ihre Rezeptoren erkennen
Inflammasome Pathogene oder Noxen und aktivieren proinflammatorische
Enzyme, welche dann eine Immunantwort durch gesteigerte Sekretion von
Zytokinen und Chemokinen initiieren. Jedes Inflammasom verfugt tUber ein
spezifisches Sensorprotein, mit dem es definierte Pathogene und Noxen
detektieren kann [109].
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Das NLRP3 Inflammasom verfugt Giber das Sensorprotein NLRP3. NLRP3 ist aus
einer aminoterminalen Pyrin-Domane, einer zentralen NACHT-Doméne und
einer carboxyterminlen Leucin-reichen Region aufgebaut. Die NACHT-Domaéane
verflugt Uber eine ATPase Aktivitat, die eine zentrale Rolle in der Rekrutierung
der anderen Proteine des Inflammasoms einnimmt. Das carboxyterminale Ende
ist an der Autoinhibition des Inflammasoms beteiligt [110-115]. Weiterhin enthalt
das NLRP3 Inflammasom das Adapterprotein ASC. ASC besitzt eine
aminoterminale Pyrin-Domane und eine carboxyterminale, Caspase-
Rekrutierungs-Domane [116, 117]. Die Effektorcaspase des NLRP3
Inflammasoms ist die Caspase-1. Diese besteht aus einer aminoterminalen
Caspase-Rekrutierungs-Domane, einer zentral gelegenen katalytischen p20-
Domane und einer carboxyterminalen katalytischen p10-Untereinheit [118, 119].
Der Multiproteinkomplex ist in Abbildung 4 dargestellt. Die Caspase-1 kann tber

zwei Signalwege aktiviert werden.
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Abbildung 4: Schematische Darstellung des NLRP3 Inflammasoms

Das NLRP3 Inflammasom besteht aus drei Komponenten: dem Sensorprotein NLRP3, dem Adapterprotein
ASC und der Effektocaspase-1. Durch einen stimulierenden Reiz oligomerisiert NLRP3 und aktiviert ASC
durch Bindung. Daraufhin wird die Caspase-1 aktiviert und spaltet proteolytisch die proinflammatorischen
IL-18 und IL-18 in ihre reifen Formen.

ASC Apoptosis-associated speck-like protein; IL Interleukin; NLRP3 Nod-like Rezeptor Protein 3
Kanonischer Signalweg

Verdnderungen des Kalium-, Chlorid- und Calcium-Flusses, lysosomale oder

mitochondriale Dysfunktion und metabolische Verdnderungen gelten als
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upstream Signale, die zu einer Aktivierung des NLRP3 Inflammasoms fuhren
[120-125]. Bei Detektion eines stimulierenden Reizes erfolgt zunachst das
Priming, wodurch die Expression der beteiligten Proteine, NLRP3, ASC und
Caspase-1, erhoht wird [126]. Bei anschlieBender Aktivierung oligomerisiert
NLRP3 durch Interaktion seiner NACHT-Doménen, sowie der Serin-Threonin-
Protein-Kinase NEK7. Durch Rekrutierung von ASC interagieren dann die Pyrin-
Domaénen beider Proteine und erméglichen eine Strukturanderung von ASC aus
einem helikalen Zustand zu einer Filamentbildung. Durch Zusammenlagerung
vieler ASC Filamente entsteht der ASC-Speck-Komplex [127-130]. ASC-Speck
aktiviert dann Caspase-1 Uber Interaktion der jeweiligen Caspase-Rekrutierungs-
Domaénen, welche sich dann selbst am Ubergang der p20- in die p10-Untereinheit
spaltet. Die p20-Untereinheit und die Caspase-Rekrutierungs-Domane bleiben
weiterhin am ASC-Komplex (p33) gebunden und verfigen so uber eine
proteolytische Funktion. Insgesamt fiihrt die Aktivierung des NLRP3
Inflammasoms zu einer Aktivierung der Effektorcaspase-1 und so zu einer
proteolytischen Sekretion der proinflammatorischen Zytokine IL-18 und IL-18
(Abb. 4) [112]. Aufgrund ubiquitar exprimierter IL-1 Rezeptoren fuhrt die IL-13
Sekretion zu einer lokalen Entziindung, die auch auf benachbarte Zellen
Ubergreift. Dort wirkt IL-18 Gber NF-kB Aktivierung proinflammatorisch. Die lokale
Entziindung verstarkt sich selbst durch passiv sezerniertes IL-1a, das ebenfalls
proinflammatorisch auf umgebende Zellen wirkt [131, 132]. Eine Inhibition der
proteolytischen Aktivitat erfolgt durch Abspaltung der Caspase-1 aus dem

Inflammasom-Komplex [133].

Nicht-kanonischer Signalweg

Im Falle einer bakteriellen Infektion mit gramnegativen Erregern kommt es zu
einer erhodhten Lipopolysaccharid-(LPS)-Konzentration. LPS bindet an den PRR
TLR4. TLR4 bildet mit dem myeloid differentiation protein 2 (MD-2) einen
Komplex, der die Produktion proinflammatorischer Zytokine auslost. Die
Immunantwort potenziert sich reaktiv durch eine verstarkte Aktivierung von
Caspase-4, Caspase-5 und Caspase-11. Diese Caspasen spalten Gasdermin D
proteolytisch und induzieren Pyroptose [134-138]. Der nicht-kanonische
Signalweg spielt also insbesondere im Pathomechanismus des Zelluntergangs
eine Rolle. Allerdings kommt es durch Pryoptose zu einem verstarkten Kalium-

Ausstrom aus der Zelle. Dieser Reiz ist wiederum ein Stimulus fir die Aktivierung
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des kanonischen Signalwegs. Es kommt durch Aktivierung des NLRP3
Inflammasoms und der Caspase-1 zu einer gesteigerten IL-13 Sekretion und so
sekundar zu proinflammatorischen Effekten [139]. Unabhangig von
immunologischen Funktionen spielt das NLRP3 Inflammasom auch eine Rolle in
der epithelial-mesenchymalen-Transition. So konnte gezeigt werden, dass
NLRP3 den profibrotischen TGF- Signalweg aktivieren kann und es konsekutiv

zu fibrotischen Veranderungen im Tubulussystem bei CKD kommt [140-142].

Assoziierte Erkrankungen

Wenn das Gen fir NLRP3 mutiert ist, resultiert eine abnorme, mechanistische
Aktivierung des NLRP3 Inflammasoms. Das Cryopyrin-assoziierte periodische
Syndrom fasst drei autoinflammatorische Erkrankungen zusammen, die auf
genetischen Mutationen im Gen (CIAS1) fir NLRP3 auf Chromosom 1qg44
beruhen. Das Muckle-Wells-Syndrom ist eine autosomal-dominante Erkrankung,
bei der sich Patienten mit rezidivierenden, periodischen Fieberschiiben, Myalgien
und Arthropathien prasentieren. Die Vererbung des familiaren, kélteinduzierten,
autoinflammatorischen Syndroms folgt einem autosomal-dominanten Muster und
manifestiert sich klinisch mit urtikariellen Exanthemen nach Kélteexposition. [143,
144]. Das chronisch, infantile, neurologisch-kutane-artikulare Syndrom kann
autosomal-rezessiv oder dominant vererbt werden und zeichnet sich durch
urtikarielle Exantheme, neurologische Symptome und Arthropathien aus. Bei
allen Erkrankungen kommt es zu unspezifischen, fir Inflammation typischen,
serologischen Veranderungen, wie einem Anstieg des C-reaktiven Proteins und
der Erythrozytensedimentationsrate, Andmie, Leukozytose und Thrombozytose
[145].

Das NLRP3 Inflammasom spielt also eine zentrale Rolle bei etwaigen
Entziindungsprozessen. Aufgrund der ubiquitdren Expression von IL-1
Rezeptoren kann durch Aktivierung des NLRP3 Inflammasoms die IL-1f3
Sekretion zu systemischer Inflammation fuhren [131]. Um diese fulminante
Entziindungsreaktionen einddmmen zu kénnen, bendtigt es Inhibitoren, die die
Aktivitéat des Inflammasoms oder die Bindung von IL-1B an seinen Rezeptor
unterbinden. So wird das Cryopyrin-assoziierte periodische Syndrom
typischerweise mit dem IL-1 Rezeptorantagonist Anakinra therapiert. Dieser
verhindert die Bindung von IL-13 and den IL-1 Rezeptor [146]. Oridonin ist
hingegen ein spezifischer NLRP3 Inflammasom-Inhibitor. Es bindet kovalent an
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das Cystein an Stelle 279 in der NACHT Doméne des NLRP3 Proteins. Auf diese
Weise wird die Interaktion mit NEK7 und folglich die Aktivierung des NLRP3
Inflammasoms verhindert [147]. Auch der Ketonkorper B-Hydroxybutyrat (BHB)
verhindert die Aktivierung des NLRP3 Inflammasoms. Die Wirkung beruht auf
einer Inhibition des Kalium-Ausstroms und einer konsekutiv erhohten
intrazellularen Kalium-Konzentration. Auf diese Weise kann sich kein ASC-Speck
bilden [148, 149].

1.3.3 Klinischer Verlauf

Zusammengefasst fuhrt eine chronische Hyperglykdmie zu Adaptions- und
dauerhaften Umbauprozessen in der Niere, die sich auf zellularer, metabolischer
und hamodynamischer sowie auf immunologischer Ebene abspielen und zu
chronischer Inflammation fuhren. Mikroskopisch kann man diese
Strukturverdnderungen darstellen. Ursprunglich wurde die DN histologisch als
Kimmelstiel-Wilson-Glomerulopathie mit diffuser, nodularer Glomerulosklerose
beschrieben. Jedoch prasentieren sich in der klinischen Routine nur noch wenige
Patienten mit diesen Lasionen [150]. Klassischerweise kommt es zu einer
mesangialen Proliferation in den Glomeruli [68]. Mit Progredienz der DN
verdicken sich die Basalmembranen diffus [151, 152]. Durch chronischen
Podozytenstress kommt es via Apoptose zu einer sekundaren Podozytopathie,
entsprechend nimmt die Podozytenzahl ab und die Funktion der
Filtrationsbarriere wird insuffizient [79]. Aufgrund des erhdhten intraglomeruléaren
Drucks in den Glomeruli und der afferenten Arteriole im Rahmen der
Hyperfiltration entstehen vaskularen Lasionen und durch Hypoxie eine
diabetische Arteriolopathie in der Niere, die sich als Sklerosierung der Arteriolen
histologisch nachweisen lasst [68, 71]. Im Verlauf kommt es zu einer Hypoxie der
Niere aufgrund der strukturellen, vaskuldren Schaden [153]. Auch an der
basolateralen Seite des proximalen Tubulus kommt es zu Verdnderungen. Die
erhohte Glucose- und Natriumriickresorption sowie der gesteigerte tubulare
Fluss fuhren zu einem erhdhten Sauerstoffbedarf. Zur Aufrechterhaltung der
Homoostase dient die Natrium-Kalium-ATPase. Dieser erhohte Bedarf kann
aufgrund von Kapazitatsgrinden jedoch nicht kompensiert werden. Es kommt zu
Hypoxie und oxidativem Stress, durch welche eine Inflammation begulnstigt wird
[154, 155]. Im Tubulussystem resultieren im Verlauf zunéchst Fibrosierung und

Mesangiolyse, dann aufgrund gesteigerter Glykogenspeicherung in den Tubuli
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eine diabetische Tubulopathie. Tubuluszellen erscheinen hypertroph (Armanni-
Ebstein-Zellen). Dies begunstigt die Aggravation von Resorptionsstdérungen im
Tubulussystem. Weiterhin kann die reaktive Infiltration von Entziindungszellen in

renale Strukturen nachgewiesen werden [68].

Klinisch nimmt die Filtrationsleistung nach initialer Hyperfiltration ab, was sich in
einer Abnahme der GFR widerspiegelt. Die reduzierte GFR fuhrt zu einer
Akkumulation von Kreatinin und Harnstoff im Plasma [7, 156]. Die Leitlinie der
Kidney Disease Outcomes Quality Initiative (KDOQ)I) teilt die DN entsprechend
ihrem Verlauf in funf Stadien ein. Dabei werden die glomerulare Filtrationsrate

(GFR) und Albuminurie als renale Funktionsparameter betrachtet:

- Stadium I: GFR: 2 90 mL/min/1,73 m? durch erhéhten glomerularen Druck
und renalen Plasmaflusses [157, 158]

- Stadium 1l:  Normoalbuminurie, GFR: 60-89 mL/min/1,73 m?,
histopathologische Veradnderungen (verdickte Basalmembran und
mesangiale Expansion)

- Stadium [ll: Mikroalbuminurie (30-300 mg/24 Stunden), GFR: 30-59
mL/min/1,73 m?

- Stadium 1IV: Makroalbuminurie (> 300 mg/24 Stunden), GFR: 15-29
mL/min/1,73 m?

- Stadium V: ESRD, GFR: < 15 mL/min/1,73 m? [153, 159, 160]

Zusammenfassend sind mehrere Prozesse in der Entwicklung der DN beteiligt:
Durch die Hyperglykamie kommt es zu hamodynamischen und metabolischen
Anderungen sowie zur Aktivierung proinflammatorischer Immunzellen in der
Niere. Reaktive Anpassungen auf zellularer Transkriptionsebene fiihren zu
Fibrose und Atrophie von Tubuli, Podozytopathie und einem Defekt der
Filtrationsbarriere sowie glomeruléarer Hypertension. Klinisch zeigt sich dies in

Hypertension, Albuminurie und Niereninsuffizienz [161].

Die Priméarpravention der DN besteht folglich in der Optimierung der
Stoffwechseleinstellung mit angestrebtem HbAlc-Wert zwischen 6,5% und 7,5%
[162].

Zur Sekundarpravention der DN werden Patienten mit

Glucosestoffwechselstérung regelmalige Urin  und Blutuntersuchungen
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empfohlen. Die Detektion einer Mikroalbuminurie in der Urinuntersuchung
entspricht dem Frihstadium der Hyperfiltration der DN [70, 163].

Die Tertiarpravention bei DN, insbesondere im Frihstadium, kann nur sinnvoll
erfolgen, wenn der Pathomechanismus genau verstanden ist. Auf diese Weise
konnte frihzeitig interveniert werden, bevor es zu einer starken Inflammation
kommt, und die Progression der DN verhindert oder prolongiert werden.
Hyperglykdmie-bedingte metabolische und hdmodynamische Veranderungen
fuhren letztendlich im Verlauf immer zu einer Aktivierung der Immunantwort, im
Sinne einer gemeinsamen Endstrecke. Da die resultierende Inflammation ein
wesentlicher Bestandteil in der Pathogenese der DN ist und die Progression
weiter begunstigt, erscheint hier ein Angriffspunkt zur Tertidrpravention als
besonders geeignet. Auch bei anderen akuten und chronischen
Nierenerkrankungen konnte durch in vivo Experimente bereits die Relevanz der
Immunregulation gezeigt werden. So wurde das NLRP3 Inflammasom als
Vermittler systemischer Inflammation Gber Zytokin-Sekretion in diesem Kontext
genauer untersucht. Hierfir wurden NIrp3, Asc oder Caspase-1 defiziente
Mausen untersucht. Die Ergebnisse zeigten, dass sich bei diesen Mausen keine
renale Inflammation bildete [164, 165]. Weiterhin konnte in Wildtyp Mausen
gezeigt werden, dass bei akuten Nierenerkrankungen spezialisierte
Immunzellen, wie intrarenale Makrophagen und dendritische Zellen, DAMP-like
Agonisten sezernierten. Durch Interaktion mit PRRs das NLRP3 Inflammasom
wurde das NLRP3 Inflammasom kanonisch aktiviert und es kam zu einer lokalen
IL-1B-induzierten Inflammation [164]. Die Rolle des kanonischen NLRP3
Inflammasoms in  renalen nicht-Immunzellen bleibt jedoch aufgrund
widersprichlicher Daten zur IL-1B Sekretion aus dem Nierenparenchym
kontrovers diskutiert [166, 167]. Im Rahmen der Pathogenese der DN fuhrt
maoglicherweise eine verstarkte mitochondriale ROS-Produktion durch Interaktion
mit PRRs des NLRP3 Inflammasoms zu einer Aktivierung von diesem [167].
Allerdings ist die Datenlage zu diesem Punkt sehr diinn. Nur wenige Studien
konnten eine Sekretion von reifem IL-1B in parenchymalem Gewebe, Immunzell-
unabhangig, nachweisen. Die Ergebnisse waren jedoch inkonsistent und teils
methodisch inkorrekt generiert [166, 168-170]. Publizierte Daten legen weiterhin
die Aggravation der DN durch nicht-kanonische, TGF-B-abhangige,
profibrotische Einflisse in tubularen Epithelzellen nahe [140]. Aufgrund

widerspruchlicher Aussagen in Bezug auf die Fahigkeit von parenchymalen,
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renalen Zellen, das NLRP3-Inflammasom zu bilden, sowie teils methodisch
inkorrekt generierten Ergebnissen, konnten noch nicht abschlielend die Rolle
des NLRP3 Inflammasoms in renalen Parenchymzellen in der Pathogenese der
DN geklart werden [166, 171].
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2. Zielsetzung

Ziel der vorliegenden Arbeit ist es, aufgrund der widersprichlichen Aussagen zur
Fahigkeit von parenchymalen, renalen Zellen, das NLRP3-Inflammasom zu
bilden, die Rolle des NLRP3 Inflammasoms in renalen Parenchymzellen zu
klaren. Als exemplarischer Podozytenstress wurde fir diese Studie ein DM1
gewahlt. Auf diese Weise soll die Mdoglichkeit der Tertiarpravention
Hyperfiltrations-bedingter, struktureller Veréanderungen durch gezielte Hemmung
der immun-vermittelten Inflammation getestet werden. Gegenstand der
Untersuchungen dieser Arbeit sind renale, parenchymale Zellen. Die
Pathogenese der DN eignet sich als zugrundeliegendes Modell gut, da hier der
podozytare Schaden eine zentrale Rolle einnimmt. Die Hypothesen, die in der

vorliegenden Arbeit getestet werden sollen, sind:

1. Das podozytare NLRP3 Inflammasom erflllt keine kanonischen und

proinflammatorischen Funktionen.

2. Die Progression der Hyperfiltrations-induzierten CKD als Frihstadium der DN

wird nicht durch das podozytare NLRP3 vermittelt.

3. Fur eine Tertiarpravention eignet sich das podozytdre NLRP3 als
therapeutisches Target bei Hyperfiltrations-induzierter CKD nicht. Die
Progression der DN kann also nicht durch Inhibition des NLRP3 Inflammasoms

als Vermittler von Inflammation verhindert werden.

Die Uberpriifung dieser Hypothesen soll in vitro und in vivo erfolgen. Auf diese
Weise soll auf zellularer Ebene die Aktivierung des NLRP3 Inflammasoms an
humanen Podozyten untersucht werden. Im Gegensatz zu anderen
Publikationen, werden hier postmitotische, humane Podozyten verwendet, um
die physiologischen Bedingungen in der Niere nachzubilden. Um die Aktivierung
des podozytaren NLRP3-Inflammasoms im Kontext des Gesamtorganismus im
Frihstadium der DN zu untersuchen, werden zunachst bereits existierende
Mausmodelle zur Diabetesinduktion optimiert. Daraufhin wird der Phéanotyp des
Frihstadiums der DN in genetisch modifizierten Mausen mit tberaktivem NLRP3
Inflammsom (NLRP3+) im Podozyten untersucht. Anschlielend soll der Effekt
auf das frihe Stadium der DN durch Inhibition des NLRP3 Inflammasoms mit
Oridonin und BHB in diabetischen Wildtyp Mausen mit dem in NLRP3+ Mausen

verglichen werden.
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3. Material und Methoden

3.1 Material
3.1.1 Tierhaltung

Zusammensetzung des Standardfutters (ssniff Spezialdiaten GmbH)

Inhaltsstoffe [%0] Zusatzstoffe pro kg
Rohprotein 22 Viatmin A 25000 U
Rohfett 4,5 Vitamin D3 1500 U
Rohfaser 3,9 Vitamin E 125 mg
Rohasche 6,7 Eisen-(I1)-sulfat Monohydrat 100 mg
Kalzium 1 Zinksulfat Monohydrat 50 mg
Phosphor 0,7 Mangan-(Il)-sulfat Monohydrat 30 mg

Kupfer-(ll)-sulfat Pentahydrat 5mg
Natriumselenit 0,1 mg
Kalziumiodat Anhydrat 2,0mg

Futterung mit 1,3-Butan

diol Spezialfutter

Versuchstiere, die unter dem Einfluss von B-Hydroxybutyrat untersucht wurden,
erhielten 1,3-Butandiol Spezialfutter ad libitum. Das Futter wurde von der Firma

ssniff Spezialdiaten GmbH zubereitet.

+ 20% 1,3-Butandiol

Inhaltsstoffe [%] Zusatzstoffe pro kg
Rohprotein 22 Vitamin A 25,000 IU/E
Rohfett 45 Vitamin D3 1,500 IU/IE
Rohfaser 3,9 Vitamin E 125 mg
Rohasche 6,7 Vitamin K3 20 mg
Starke 34,9 Vitamin C -
Zucker 5,2 Kupfer 5mg

Sonstige Materialien fur die Tierhaltung
Name Hersteller
1,3-Butandiol Spezialfutter ssniff
Einstreu aus Espenholz ssniff Spezialdiaten GmbH
Kafige Tecniplast
Mouse House red Tecniplast
Nagestabchen aus Espenholz Tapvei
Nestlets Ancare
Standardfutter ssniff Spezialdiaten GmbH
Tierfutter Tecniplast
Trankeflasche Tecniplast

3.1.2 Einwegmaterialien

Sofern nicht anders beschrieben, wurden Reaktionsgefal3e und Pipettenspitzen
von Carl Roth GmbH & Co. KG, Corning Science, Eppendorf AG, Greiner Bio
One International GmbH und TPP Techno Plastic Products AG bezogen.
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Name

Hersteller

96 Well Lightcycler Platte

96F microwell plate without lid
96 well Zellkultur

BD MicrolanceTM 3, 30G 1 2”
BD PlastipakTM Spritze
Disposable scalpel No. 11 pfm
Einbettkassetten

Ethibond Excel 5-0
Kapillarréhrchen beidseitig offen 32 x 0,8mm @,
nicht heparinisiert

Klebefolie, optisch klar
Leukoplast® hospital

Lysing Matrix D, 2 mL Tube
Menzel Deckglaser fur Mikroskopie
Objekttrager

Paraplast® for tissue embedding
Quali-PCR-Tubes

Rasierklingen

Sterile Mulltupfer

VicrylTM 5-0

Zellkulturplatten 6 Well
Zellkulturschalen 10 cm?

Sarstedt AG & Co. KG

Thermo Fisher Scientific Inc.

TPP Techno Plastic Products AG
Becton, Dickinson & Company Ltd
Becton, Dickinson & Company Ltd
Feather Safety Razor Co. Ltd.
neoLab Migge GmbH

Ethicon Deutschland

neolLab Migge GmbH

Sarstedt AG & Co. KG

BSN medical GmbH

MP Biomedicals, LLC

Thermo Fisher Scientific Inc.
Thermo Fisher Scientific Inc.
Merck KGaA

Kisker Biotech GmbH

Wilkinson

Verbandmittel Danz GmbH
Ethicon Deutschland

TPP Techno Plastic Products AG
TPP Techno Plastic Products AG

3.1.3 Laborgerate

Gerat

Hersteller

Blutzuckermessgerat Accu Chek

Brutmaschine Brinsea Octagon 20 Advance
Brutschrank (Hera Cell 150)

Deba key vascular forceps, cardio-grip, tissue angled
Decloacking Chamber NxGen Manual
Elektrophoresekammer (Mini-PROTEAN® Tetra
System)

Elektrochirurgisches Geréat (50 W)
Elektrophorese-Netzgerat (PowerPac 300)

Eye forceps, dressing, half curved

Karussel-Gewebeeinbettautomat

Kleintier-OP-Tisch

Knapp iris scissors, curved

Labtop Cooler Nalgene®

Mikroskop Histologie (Leica DMRBE Research
Microscope)

Mikroskop Zellkultur (DMIL)

Mikrowelle (800)

Modulare Paraffin-Ausgiel3station (EC 350)
Paraffin-AusgieRRstation

Photometer (GENios Plus)

Pipetten Pipetman® P 200pl

Pipetten 20 pl, 200 pl, 500 pl

PJ3000 Waage

Real-Time PCR-System (LightCycler 480)
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Roche, Mannheim, DE

J.Hemel Brutgerate GmbH & Co.KG
Heraeus Instruments

Integra LifeSciences Services
Biocare Medical

Bio-Rad Laboratories GmbH

Kruuse, Danemark

Bio-Rad Laboratories GmbH

Integra LifeSciences Services
Shandon Citadel™, Thermo Electron
Corporation

Medax GmbH

Integra LifeSciences Services
Sigma-Aldrich, Steinheim, DE

Leica Microsystems

Leica Microsystems

Severin

Microm International GmbH

EC 350, Microm International GmbH
Tecan Austria GmbH

Gilson, Middleton, USA

Eppendorf

Mettler-Toledo

Roche Diagnostics GmbH
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Rotationsmikrotom

SBA32 Waage

Spektrophotometer (NanoDrop 1000)
Sterilwerkbank (Microflow Biological Safety Cabinet)
Teststreifen Accu Chek

Thermo-Cycler Mastercycler®pro

Tube Roller SRT6

Vaporizer for Forane Anesthetic (100 Series Forane
Vaporizer 100 Vaporizer SurgiVet)

Vortex-GenieTM 2 G-560-E
Wasserbad

Wasserbad 1013

Zahlkammern Neubauer improved
Zentrifuge 5415 C

Zentrifuge Megafuge 1.0R

HM 340 E, Microm International
GmbH

Scaltec

Thermo Scientific Inc.
Nunc GmbH

Roche, Mannheim, DE
Eppendorf AG

Stuart Equipment
Smiths Medical

Scientific Industries, Inc.

HI 1210, Leica Instruments GmbH
GFL mbH

Roth GmbH & Co. KG

Eppendorf, Hamburg, DE
Heraeus Instruments

3.1.4 Assays und Kits

Name

Hersteller

Avidin/Biotin Blocking Kit

Creatinine FS

Creatinine Standard FS

Cytotoxicity Detection Kit (LDH)

ELISA Ready-Set-Go fir humanes IL-18
Instant-ELISA Kit fir humanes IL-18
Mouse Albumin ELISA Quantitation Set
PureLinkTM RNA Mini Kit

RNase-Free DNase Set (50)

Urea FS

VECTASTAIN® Elite® ABC-HRP Kit

Vector Laboratories

DiaSys Diagnostic Systems GmbH
DiaSys Diagnostic Systems GmbH
Roche

Invitrogen Ltd.

Invitrogen Ltd.

Bethyl Laboratories

Invitrogen Ltd.

Qiagen GmbH

DiaSys Diagnostic Systems GmbH
Vector Laboratories

3.1.5 Chemikalien

Substanz

Hersteller

10X Standard Taq Reaction Buffer

10X Taq Buffer without Detergent
2-Mercaptoethanol

6X DNA Loading

Aceton

Agarose

Aliquot DAB

Ammoniumperoxodisulfat

Antigen Demasking Solution

Anti-mouse CD31, Clone SZ31; Kat. Nr.: TA323326
Anti-mouse WT1; Kat. Nr.: sc-393498
Anti-NLRP3 Rabbit Polyclonal; Kat. Nr.: DIA-310
Aqua ad injectabilia

Atipamezol (Revertor®)

ATP

BioStab PCR Optimizer

Bovine Serum Albumin Fraction V

Bovine Serum Albumin PCR grade
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New England Biolabs® Inc.
Thermo Fisher Scientific Inc.
Sigma-Aldrich Chemie GmbH
Thermo Fisher Scientific Inc.
Merck KGaA

Invitrogen Ltd.

Alfa Aesar

Carl Roth GmbH + Co. KG
Vector Laboratories

Dianova

Santa Cruz Biotechnology, USA
OriGene

Braun

CP-Pharma

Sigma-Aldrich Chemie GmbH
Biomol GmbH

Roche, Mannheim, DE
Thermo Fisher Scientific Inc.



Material und Methoden

Buprenophin (Buprenovet)
Citronensaure-Monohydrat

Creatinine FS

D(+)-Glucose-Monohydrat

Direct Red 80

DirectPCR® Lysis Reagent Tail

DMEM (1X) + GlutaMAXTM-I

DMSO

dNTP Set

Dulbecco’s Phosphate Buffered Saline (DPBS
Modified 10X)

Ethanol 96% EMSURE®

Ethanol EMSURE® ACS,ISO,Reag. Ph Eur
Ethylendiamintetraessigsaure Dinatriumsalz Dihydrat
(EDTA)

FBS

FBS Hyclone

Fentanyl (Fentanyl-Janssen®)

Flumazenil (Anexate®)

Formalin, 4 % neutral gepuffert

Glucose

Goat Anti Rabbit IgG (H+L); Kat. Nr.: ZRB1001
Hexanucleotide Mix

Human plasma fibronectin purified protein

Isofluran CP®

Linear Acrylamide (5 mg/mL)
Low MW DNA Ladder

LPS

Magermilchpulver

Medetomidin (Dorbene vet®)
Metamizol-Natrium 1 H20 (Novalgin®)
Methanol

Methylgriin

MgCI2 25mM

Midazolam (Doricum®)

Mouse Albumin Purified
Naloxon (Naloxon-ratiopharm®)
Natriumchlorid
Natriumhydrogencarbonat
Nickelchlorid 8 %

Oridonin

Panobinostat

Bepanthen® Augensalbe
Paraffin

Paraformaldehyd
Penicillin-Streptomycin
peqGREEN DNA/ RNA dye
PMA

Polyethylenglykol 300
Proteinase K
R-3-Hydroxybutyric acid

Rabbit Anti-Rat IgG (H+L); Kat. Nr.: 406603
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Bayer Vital GmbH

PanReacAppliChem ITW Reagents

DiaSys GmBH

CARL ROTH Chemikalien
Sigma-Aldrich Chemie GmbH
PEQLAB Biotechnologie GmbH
Thermo Fisher Scientific Inc.
Sigma-Aldrich Chemie GmbH
Thermo Fisher Scientific Inc.

PAN-Biotech GmbH

Merck KGaA
Merck KGaA

Carl Roth GmbH & Co. KG

Biochrom GmbH

Thermo Fisher Scientific Inc
Janssen-Cilag GmbH

Hexal AG

Morphisto GmbH
Sigma-Aldrich Chemie GmbH
LINARIS GmbH

Roche Diagnostics GmbH
Sigma-Aldrich Chemie GmbH
CP-Pharma Handelsgesellschaft
mbH

Thermo Fisher Scientific Inc.
New England Biolabs® Inc.
Sigma-Aldrich Chemie GmbH
Sigma-Aldrich Chemie GmbH
Zoetis GmbH

Sanofi-Aventis GmbH
Sigma-Aldrich Chemie GmbH
Fluka

Thermo Fisher Scientific Inc.
ratiopharm GmbH

Innovate Research
ratiopharm GmbH

CARL ROTH Chemikalien
Merck KGaA

Sigma-Aldrich Chemie GmbH
Cayman Chemical Company
Selleck Chemicals Llc

Bayer AG

Paraplast®

Merck KGaA

PAN-Biotech GmbH
PEQLAB Biotechnologie GmbH
Sigma-Aldrich Chemie GmbH
Selleck Chemicals Llc
Qiagen GmbH

Sigma-Aldrich Chemie GmbH
Vector Laboratories
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Retinoic acid; Kat. Nr.: R2625

RNAlater

RNase AWAY®

RNasin® Ribonuclease Inhibitor

RPMI Medium 1640 (1X) + GlutaMAX™.-|
Streptozotocin 1g

SuperScriptTM Il Reverse Transcriptase
(including 5x First Strand Buffer and 0,1 M DTT)

SupplementPack Endothelial Cell GM

SYBR® Green | nucleic acid gel stain

Taq DNA Polymerase

TMB Substrate Reagent Set

TRIS Pufferan®

Trypsin 0.05 %/EDTA 0.02 %; Kat. Nr.: P10-023100
Tween

Sigma-Aldrich Chemie GmbH
Ambion, Inc.

Sigma-Aldrich Chemie GmbH
Promega GmbH

gibco®

Sigma-Aldrich Chemie GmbH

Thermo Fisher Scientific Inc.

PromoCell

Sigma-Aldrich Chemie GmbH
New England Biolabs® Inc.
BD Biosciences

CARL ROTH Chemikalien
PAN-Biotech GmbH
Sigma-Aldrich Chemie GmbH

Urea FS DiaSys GmBH
VectaMount™ Vector Laboratories r
Wasserstoffperoxid 30 % Merck KGaA

Xylol Fisher Scientific UK Ltd
3.1.6 Zelllinien

RPC: Department of Medical and Surgical Critical Care, and Department of

Physiological Science, University of Florence, Florence, Italy.

THP-1: TIB-202®; American Type Culture Collection (ATTC).

3.1.7 Software

Software Version Hersteller
ImageJ 1.53a Wayne Rasband
GNU Image Manipulation Program 2.10.28 Spencer Kimball, Peter Mattis
EndNote X9 X9.3.3 Clarivate Analytics
GraphPad Prism 9.4.0 (673) Dennis Radushev et al.
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3.1.8 Oligonukleotidprimer fur PCR und gPCR

Zielgen Mutante Forward (5" - 3") Wildtyp Forward (5" - 3")
A350V GCTACTTCCATTTGTCACGTCC CACCCTGCATTTTGTTGTTG
PodoCre AGGTTCGTTCACTCATGGA TCGACCAGTTTAGTTACCC

Forward (5™ - 37) Reverse (5" - 3°)
18s Ribosom

human GCAATTAATTCCCCATGAACG AGGGCCTCACTAAACCATCC

Nephrin human GTCTGCACTGTCGATGCCAATC CCAGTTTGGCATGGTGAATCCG
Podocin human CTGTGAGTGGCTTCTTGTCCTC CCTTTGGCTCTTCCAGGAAGCA

18s Ribosom
murin

GCAATTATTCCCCATGAACG AGGGCCTCACTAAACCATCC
Nephrin murin - CAGCGAAGGTCATAAGGGTC CACCTGTATGACGAGGTGGA
Podocin murin  CAGGAAGCAGATGTCCCAGT TGACGTTCCCTTTTTCCATC

WT-1 murin GGTTTTCTCGCTCAGACCAGCT ATGAGTCCTGGTGTGGGTCTTC

3.1.9 Kulturmedien

Name Hersteller Katalognummer

Dulbecco’s Modified Eagle’s
Medium/Nutrient Mixture F-12 Ham

Endothelial Cell Growth Medium PromocCell, C-39210

Sigma-Aldrich Chemie GmbH D2906
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3.2 Methoden

3.2.1 Tierexperimentelle Methoden

Tierhaltung

In der vorliegenden Arbeit wurde ausschlief3lich mit Versuchstieren der Gattung
Mus musculus (Tab. 2) gearbeitet, die nach FELASA spezifisch pathogenfrei
(SPF) gehalten wurden.

Tabelle 2: Verwendetet Mauslinien

Bezeichnung Referenz

i Text Vollstandiger Name D Zichter
B6/J C57BL/6J 000664 ggﬁ‘;’g 5?&22 feld)
PodoCre  B6.Cg-Tg(NPHS2-cre)295Lbh/J 008205 IQE;Z%@O(”U SA)
o B0128 it ouosselacin

Abhangig von ihrem Gewicht wurden die Mause in Gruppen von funf bis acht
Tieren gehalten. Die Polypropylenkéafige enthielten Einstreu, Zellstoff und ein
Haus. Es herrschten 22+2°C, sowie ein zwdlf Stunden Licht/Dunkel-Zyklus.
Standardfutter und Wasser standen den Mausen ad libitum zu Verflgung.
Verwendetes Zubehdr wurde bei 120°C und 1 bar Druck fir 20 Minuten
autoklaviert. Je nach Starke der Verschmutzung des Kafigs wurden die Tiere bis
zu drei Mal pro Woche unter sterilen Bedingungen in einen neuen Kafig
umgesetzt. Zur Sicherstellung eines einheitlichen Mikrobioms wurden die M&use
in einer Gemeinschaft gehalten (sog. Co-Housing). Studien haben gezeigt, dass
es bei verschiedenen extraintestinalen Erkrankungen durch eine intestinale
Uberwucherung durch Pathobionten zu einem lokalen Leck im Darm kommen
kann und so Erreger in den systemischen Kreislauf eindringen kénnen. Das
Immunsystem wird aktiviert, was zu systemischer Inflammation fuhrt. Da ein
ahnlicher Effekt bei der CKD nicht ausgeschlossen werden kann, sollen durch
das Co-Housing Einflisse des Mikrobioms auf inflammatorische Prozesse der

Nieren eliminiert werden [172].

Zu jedem Zeitpunkt wurden die Vorschriften des deutschen Tierschutzgesetzes
eingehalten. Vor Versuchsbeginn wurden alle Tierversuche durch die Regierung
von Oberbayern genehmigt (AZ: ROB-55.2-2532.Vet_02-18-127).
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PodoCre;NIrp3WTASS0Y Mause

PodoCre Mannchen wurden von The Jackson Laboratory, USA (Stock No:
008205) bezogen. PodoCre Mause besitzen das p2.5P-Cre Transgen. Dieses
2,5 kB grofRe Fragment der humanen Promoter Region von NPHS2 liegt
upstream einer Cre-Rekombinase Kassette. Daran schlie3t sich ein murines
Polyadenylierungssignal an. Wenn PodoCre Mause mit Mausen verpaart werde,
die eine loxP-flankierte Gensequenz besitzen dient die Cre-Rekombinase als
Enzym dazu, die flankierte Sequenz zu deletieren. Die Cre-Rekombinase der
PodoCre Mause wird ausschlief3lich in den Podozyten des reifen Glomerulus

exprimiert [173].

NIrp3WT/A3S0V \Weibchen wurden von The Jackson Laboratory, USA (Stock No:
017969) bezogen. Die genetische Modifikation der Mause erfolgt, indem ein
Target-Vektor zum Einbringen einer loxP flankierten Neomycin Resistenz
Kassette hergestellt wurde. Dieser Vektor wurde zusammen mit einer
Punktmutation in Exon 3 (Alanin wurde an der Stelle 350 gegen Valin
ausgetauscht) in reverser Orientierung in das Intron 2 des Nlrp3 Gens eingeflgt.
Es ergibt sich eine Missense-Mutation (Abb. 5). Chimére Mause wurden in
C57BL/6NCrl Mausen geziichtet und mit C57BL/6NCrl Mausen rickgekreuzt.
Heterozygote Spermien wurden zur Befruchtung von Oozyten von C57BL/6NJ
Weibchen verwendet [174].

1 2 3 4 5 6 7 8 9
r Lx ‘]Lx l !
Transgen-
Flox _P_ i I - - IQP I&I&"

1 2 neoR 3 4 5 6 7 8 9
e R
Knockout I

1 2 3 4 5 6 7 89

Abbildung 5: Genetisches Modell der PodoCre;NIrp3WT/A350V Mause

Die genetische Modifikation erfolgt durch Einbringen einer loxP flankierten Neomycin Resistenz Kassette
mit Punktmutation in Exon 3 (Alanin wurde an Stelle 350 gegen Valin ersetzt) in reverser Orientierung in das
Intron 2 des Wildtyp Gens (WT) fur NIrp3. Es resultiert das Transgen-Flox mit einer Missense-Mutation.
Durch Verpaarung dieser Mause mit M&usen, die eine Cre-Rekombinase exprimieren, wird die floxP-
Sequenz deletiert (Transgen-Knockout). Es kommt zu einer Uberexpression von NLRP3.
Zuchtstrategie

NIrp3WTASS0V Mause wurden zur Generierung einer Kolonie verwendet. Weibchen

einer Tochtergeneration wurden dann mit dem PodoCre Mannchen verpaart, um
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PodoCre;NIrp3WTA3S0V Mause zu erhalten (Abb. 6). Durch Verpaarung von
NIrp3WTA3S0V Mausen mit PodoCre Mausen kommt es zu einer Deletion der floxP-

flankierten Sequenz, was zu einer verstarkten Expression von NLRP3 fuhrt [175].

Do« @

PodoCre NIrp3WT/A350V

PodoCre;NIrp3WT/A350V

Abbildung 6: Verpaarunsstrategie zum Erhalt von PodoCre;NIrp3WT/A350V Mausen
PodoCre Mause werden mit NIrp3WTA350Y Mausen verpaart, um PodoCre;NIrp3WT/AS50V Mause zu generieren.

FlUr den Erhalt der PodoCre Linie wurde das PodoCre Mannchen mit einem
Wildtyp B6/J Weibchen verpaart.

Genotypisierung

Um den Erfolg der Verpaarungen zu garantieren, wurde jeder Wurf vollstandig
genotypisiert. Ohrlochstanzen wurden ohne Analgesie fur die Genotypisierung
und die eindeutige Markierung der Tiere gewonnen. Die Gewebeprobe wurde bei
-20°C gelagert, bis 150 pl Direct PCR Tail Peggold und 1 pl Proteinase K zugefiigt
wurden. Nach vollstéandiger Lyse in einem Thermocycler fur drei bis vier Stunden
bei 55°C und 800 rpm, wurden die Proben auf 85°C fir 45 Minuten erwarmt, um
die Proteinase K zu deaktivieren. Das Lysat wurde bis zur Weiterverarbeitung bei

-20°C gelagert.

Das Lysat wurde fur eine Endpunkt-Polymerasekettenreaktion (PCR) verwendet.
Hierzu wurde ein Mastermix aus ddH20, Desoxyribonukleosidtriphosphaten
(dNTPs), Primern fur die Zielgene, sowie einer Tag-Polymerase mit
entsprechendem Puffer hergestellt (Tab. 3). Fur die Reaktion wurden 24 pl des
Mastermix mit 1 pl Lysat in 0,2 pl Quali-PCR-Tubes gemischt und anschlielRend
gemald des Protokolls in Tabelle 4 in einem Thermocycler amplifiziert. Als
Kontrolle wurde stets eine Leermessung (ddHz0), eine Wildtyp-, homozygote und

heterozygote Probe mitgefuhrt.
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Tabelle 3: Mastermix der Endpunkt PCR

Reagenz 1[mL]
10x PE Puffer 25
11,25 mM dNTPs 4
Forward Primer WT 1
Forward Primer KO 1
Reverse Primer 1
Taqg-DNA-Polymerase 0,2
ddH20 14,3
Gesamt 24

dNTPs: Desoxyribonucleotide, ddH20: doppelt destilliertes Wasser

Tabelle 4: Thermocycler Programm fur PCR

Programm Wiederholungen Zieltemperatur [°C] Dauer [s]
Initiale Denaturierung 1 94 300
94 30
Amplifikation 38 59 30
72 30
Abklhlen 1 10 o0

Fur die Darstellung der Reaktionsprodukte wurde eine Gelelektrophorese
durchgefuhrt. Fur ein 2%iges Agarosegel wurden 3 g Agarose mit 150 mL 0,5 X
TRIS-Borat-EDTA-Puffer (TBE-Puffer) gelést und fir drei Minuten bei 600 Watt
in einer Mikrowelle erwdrmt. AnschlieRend wurde die Losung durch dauerhaftes
Schwenken des Gefal3es unter flieRendem Wasser auf etwa 60°C abgekihlt und
mit 7,5 pl peqGREEN als DNA-interkalierenden Farbstoff versetzt. Das Gel
wurde dann in eine Gelkammer gegossen und hartete fir 30 Minuten aus. Die
Gelkammer wurde in de Gelelektrophoreseapparatur eingelegt und mit TBE-
Puffer bedeckt. Die PCR-Produkte wurden mit jeweils 5 pl 6X DNA Loading
gemischt, bevor 12 pul jedes Produkts in die Geltaschen aufgetragen wurden.
Zusatzlich wurde in eine Geltasche eine DNA-Leiter (sog. Low MW DNA-Ladder)
als Komigrationsstandard geladen. Die Auftrennung erfolgte unter Nutzung eines
geeigneten Netzteils bei einer Spannung von 200 V fiir 30 Minuten. Die einzelnen
Banden konnten mit einem UV-Transilluminator sichtbar gemacht und die
Langen abgelesen werden. Die Langen der PCR-Produkte sind in Tabelle 5

dargestellt.

Tabelle 5: Lange der PCR-Produkte

Genotyp Wildtyp Homozygot Heterozygot
A350V 248 bp 430 bp 248 bp, 430 bp
A350V* 356 bp 248 bp 356 bp, 248 bp

bp: Basenpaare, * nach Entfernung der Neomycin Kassette durch die Cre-Rekombinase
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Expression der Cre-Rekombinase

Zur Klarung der Frage, ob die Cre-Rekombinase in PodoCre Mausen spezifisch
exprimiert wird, wurde eine Ohrstanze genommen, lysiert und mittels
quantitativer PCR (Kap. 3.2.12) analysiert. Anhand der Ergebnisse der
guantitativen PCR konnte nachgewiesen werden, ob die Mause die Cre-

Rekombinase homozygot, heterozygot oder nicht (Wildtyp) exprimieren.

Intraperitoneale Injektionen

Fur intraperitoneale Injektionen (i.p.) wurden die Versuchstiere im Nacken fixiert
und in Ruckenlage gebracht. Dabei wurde das Tier zum Kopf hin leicht schrag
nach unten gehalten, sodass sich innere Organe in Richtung des Thorax
verlagern konnten. Die Kanule wurde in den rechten unteren Quadranten in
einem Winkel von etwa 45° eingestochen und die Injektion injiziert. Maximal
wurde ein Volumen von 10 mL/kg Koérpergewicht appliziert. Das maximal

zulassige Injektionsvolumen betrug fir Narkotika 200 pl, fir Pharmazeutika 100

ul.

Subkutane Injektionen
Fur subkutane (s.c.) Injektionen wurden die Versuchstiere so fixiert, dass eine
Hautfalte am Nackenfell mit Daumen und Zeigefinger gebildet werden konnte.

Injiziert wurde mit einem maximalen Volumen von 10 mL/kg Kopergewicht.

Induktion des Diabetes durch Streptozotocin

Der DM1 wurde in den Mausen durch Injektion des [B-Zellgifts Streptozotocin
induziert. Die Injektionslosung besteht aus Citratpuffer (drei Teile Natriumcitrat
(1,47 g Natriumcitrat in 50 mL doppelt destilliertem Wasser (ddH20)) mit 2 Teilen
Zitronensaure (1,05 g Zitronensaure in 50 mL ddH20)) zu pH 4. Nachdem der
Puffer unter sterilen Bedingungen mit einem Filter der Gro3e 22 um filtriert wurde,
wurde Streptozotocin in dem Puffer zu einer Konzentration von 10 mg/mL geldst.
Gewichtsadaptierte Streptozotocin Injektionen wurden, wie in Kapitel 3.2.1
beschrieben, durchgefihrt. Abhangig von dem verwendeten Versuchsprotokoll
wurden 50 mg/kg KG, 60 mg/kg KG oder 120 mg/kg KG injiziert.
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Oridonin Injektionen

Versuchstiere, die unter dem Einfluss von Oridonin untersucht wurden, erhielten
fir zwei Wochen téglich Oridonin Injektionen i.p.. Hierfur wurde eine Dosierung
von 10 mg/kg KG auf Grundlage anderer Studien gewéhlt [176]. 2,8 mg Oridonin
wurden in 140 pl DMSO zu einer Konzentration von 20 mg/mL gelost.
Anschlieend wurden 560 pl PEG300 und 2,1 mL ddH20 hinzugefigt und
vermischt. Gewichtsadaptierte i.p. Injektionen wurden, wie in Kapitel 3.2.3

beschrieben, durchgefihrt.

Narkotisierung, Antagonisierung und Analgesie bei Uninephrektomie

Fur die Durchfihrung operativer Mal3hahmen wurden die Versuchstiere in das
Anésthesiestadium 1l 2 mithilfe einer vollstdandig antagonisierbaren
Injektionsnarkose gebracht (Tab. 6). Praoperativ wurden die Substanzen auf
37°C erwarmt und den Versuchstieren dann gewichtsadaptiert i.p. mit einer 30 G
Kanule injiziert (Kap. 3.2.1) Das Narkoseregime gewahrleistete eine
Narkosedauer von einer Stunde bei 37,5°C Korperkerntemperatur. Die
chirurgische Toleranz wurde nach ungefahr zehn Minuten durch Testung des
Zwischenzeh-Reflexes getestet. Erst wenn diese erreicht war, wurde mit der

Uninephrektomie begonnen.

Tabelle 6: Mixtur fur Arzneimittel fir 1000g KG und Dosierung fir operative Eingriffe

Verwendung Arzneimittel Konzentration Volumen Dosierung

[mg/mL] [mL] [mg/kg KG
Fentanyl 0,05 1 0,05
Narkose Midazolam 5 1 5
Medetomidin 1 0,5 0,5
Antagonisierung Flgmazenil 0.1 ° 1.2
Atimapezol 5 0,5 0,5

KG: Kdrpergewicht

Etwa 10 Minuten vor Ende des operativen Eingriffs wurde das postoperative
Schmerzmanagement durch Injektion von 0,1 mg/kg KG Buprenorphin s.c. (Kap.
3.2.1) eingeleitet. Die Narkose wurde durch s.c. Verabreichung des Antagonisten
beendet. Die Versuchstiere wurden stets Uberwacht und in einer Brutmaschine
(37,0°C) vom Zeitpunkt der Narkoseeinleitung bis zum vollstdndigen Erwachen
warmgehalten. Der operative Eingriff wurde auf einem 42°C erwarmten Kleintier-
OP-Tisch durchgefiihrt. Die Gabe von Buprenorphin in gleicher Dosierung wurde
im 8 Stunden Rhythmus fir mindestens drei aufeinanderfolgende Tage zur

Schmerzreduktion fortgesetzt.
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Uninephrektomie
Die Uninephrektomie der Versuchstiere wurde von Herrn Dr. Julian Marschner

und Frau Dr. Manga Motrapu durchgefihrt.

Sobald die Maus erfolgreich in Narkose gelegt worden war, wurde diese mit
Klebestreifen an allen vier Extremitaten auf einer Warmeplatte atraumatisch
fixiert und das OP-Feld desinfiziert und rasiert. Nach Uberpriifung der
Narkosetiefe mittels Zwischenzehenreflex wurde einseitig mit einem ca. 2cm
langen Schnitt die Haut der Flanke eroffnet. Der Retroperitonealraum wurde
eroffnet, die Bauchhohle blieb intakt. Die linke Niere wurde hervorgelagert und
mit einem resorbierbaren Faden (Ethicon; Vicryl 3-0) zwei Ligaturen nahe des
Nierenhilus gesetzt. GefalRe und Ureter wurden scharf durchtrennt und mit einem
elektro-chirurgischen Gerat (50 W) verddet. Wenn keine Blutungszeichen
vorlagen, wurde der Ligationsstumpf in das Retroperitoneum zurtickverlagert.
Der Wundverschluss der Flanke erfolgte mit resorbierbarem Nahtmaterial (Vicryl,

Ethicon 5-0). Die oberen Hautschichten wurden vernaht.

Postoperativ.  wurde auf eine reizlose Wundheilung geachtet. Der
Allgemeinzustand der Versuchstiere wurde anhand von Score-Sheets nach

Schema begutachtet.

Scoring

Gemall den Vorgaben der Regierung von Oberbayern wurden der
Allgemeinzustand aller Mause taglich begutachtet. Hierbei wurden, der
korperliche Zustand, das Fressverhalten und Sozialverhalten bewertet und
Punkte von 0 bis 4, 0 unauffallig und 4 sehr schwer gestért, pro Maus vergeben.
Bei einer der einmaligen Vergabe von 4 Punkten wurde das Versuchstier sofort
euthanasiert. Bei der Vergabe eines Scores von 2 oder 3 Punkten, wurde die
Maus beobachtet und der Score erneut nach sechs, beziehungsweise 12
Stunden erhoben. Bei jeglichen Unsicherheiten wurde stets der verantwortliche

Veterinarmediziner konsultiert.
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Blutentnahme, Blutzuckermessung, Uringewinnung

Zur Gewinnung von Vollblut am Versuchsende wurde den Versuchstieren nach
Euthanasie durch zervikale Dislokation mit einer abgebrochenen, nicht
heparinisierten Kapillare Blut aus dem retrobulbaren Venenplexus entnommen.
Das Blut wurde mit einem Tube mit 10 ul 0,5 M EDTA aufgefangen und bei 8000g
fur sechs Minuten zentrifugiert. Die Blutzuckerbestimmung wurde mit einem
konventionellen Blutzuckermessgerat durchgefihrt. Hierfur wurde entweder ein
Tropfen des retrobulbar gewonnenen Blutes am Versuchsende oder mittels
Schwanzspitzenbiopsie im Verlauf des Versuchs verwendet. Urin wurde mit 1,5
mL Tubes gesammelt und bei 10000g fiir 10 Minuten zentrifugiert. Der Uberstand
wurde in ein neues Tube Uberfuhrt. Plasma und Urin wurden bei -20°C bis zur

weiteren Verwendung gelagert.

Kreatinin Bestimmung nach Jaffé

Zur Bestimmung des Kreatiningehalts wurden 10 pl Urin (im Verhaltnis 1:9 mit
ddH20 verdinnt) auf eine 96-Well Platte aufgetragen. Zudem wurden 5 pl, 10 pl,
15 pl, 20 pl, 25 pl, 30 pl, 35 pl Standardlésung und 35 pl des Leerwerts (ddH20)
in die Wells pipettiert. Das pikrinhaltige Versuchsreagenz wurde gemafR
Herstellerinformation aus R1 (4 Teile) und R2 (1 Teil) hergestellt und die Platte
mit je 200 ul pro Well inkubiert. Absorptionsmessungen bei 492 nm wurden nach
60 (T1) und 120 (T2) Sekunden sowie 20 Minuten durchgefihrt. Der
Absorptionsmesswert nach 60 Sekunden, sowie der Leerwert wurden von dem
Wert nach 120 Sekunden subtrahiert:

(y = (T2 —=T1) — Leerwert)

Durch Erstellen einer Standardkurve und einer linearen Regression aus
Standardwert und Absorptionswert der Probe, konnte der Kreatinin Messwert
[mg/dl] bestimmt werden. Grundlage der Reaktion ist die Bildung eines orangen
Farbkomplexes durch Reaktion der Pikrinsdure mit dem Kreatinin unter

alkalischen Bedingungen.

Harnstoff Bestimmung (BUN)

Zur Bestimmung des Harnstoffgehalts wurden 2 ul Plasma (unverdinnt) auf eine
96-Well Platte aufgetragen. Zudem wurden 2 pl, 4 ul, 6 pl, 8 pl, 10 pl, 12 pl, 14 pl
Standardlésung und 14 pl des Leerwerts (ddH20) in die Wells pipettiert. Das
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Versuchsreagenz (Urease, Glutamatdehydrogenase, a-Ketoglutarat, NADP(H))
wurde gemalf Herstellerinformation aus R1 (4 Teile) und R2 (1 Teil) hergestellt
und die Platte mit je 200 pl pro Well inkubiert. Absorptionsmessungen bei 340
nm wurden nach 60 (T1) und 120 (T2) Sekunden und nach 20 Minuten
durchgefiihrt. Der Absorptionsmesswert nach 120 Sekunden, sowie der Leerwert
wurden von dem Wert nach 60 Sekunden subtrahiert. Das Ergebnis wurde mit

0,467 multiplizier:
(y = ((T1 —T2) — Leerwert)*0,467)

Durch Erstellen einer Standardkurve und einer linearen Regression aus
Standardwert und Absorptionswert der Probe konnte der Harnstoff Messwert
[mg/dl] bestimmt werden. Grundlage der Reaktion ist eine doppelte
enzymatischen Reaktion. Urease spaltet den Harnstoff in Ammoniumionen und
Hydrogencarbonat. Die  Ammoniumionen werden dann von der
Glutamatdehydrogenase zur Aminierung von a-Ketoglutarat zu L-Glutamat unter
Verbrauch von NADP(H) verwendet.

Murine Organentnahme

Am Ende des Experiments, wurden die Versuchstiere durch zervikale Dislokation
euthanasiert. Nach Fixierung der M&ause wurde mittels Laparotomie der
Bauchraum freigelegt. Die Niere wurde aus ihrer Kapsel gelost und dann mithilfe
eines Skalpells entlang der Ladngsachse halbiert. Eine Nierenhalfte wurde zur
histologischen Aufarbeitung fiir 24 Stunden in einer Einbettkassette in 4% neutral
gepuffertes Formalin eingelegt. Die andere Nierenhalfte wurde entlang der
Querachse halbiert. Hiervon wurde eine Halfte in einem Tube bei -80°C und die
andere in ein Tube, welches 500 pl RNAlater zum Schutz vor Gewebeverdau
durch RNasen enthielt, bei -20°C gelagert. Mit Leber, Milz, Gehirn und Herz
wurde auf gleiche Weise verfahren. Die Tubes wurden bis zum Transfer in die
entsprechende Gefriertruhe in flissigem Stickstoff aufbewahrt. Das Pankreas
wurde zur histologischen Aufarbeitung flr 24 Stunden in einer Einbettkassette in

4% neutral gepuffertes Formalin eingelegt.
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3.2.2 Molekularbiologische Methoden

Gesamt-RNA-Isolation

Fir die Gesamt-RNA-Isolation aus einem Viertel der Niere in RNAlater wurde
diese in ein 2,0 mL Tube Uberfuhrt, das 500 pl eine Lysepuffers (L6sung aus Lyse
Puffer des PureLink™RNA Mini Kits mit 1% 2-Mercaptoethanol) enthielt. Die
Probe wurde stets auf Eis gekuhlt. Mithilfe des ULTRA-TURRAX® wurde eine
Homogenisierung durchgefuhrt (vier Mal 5 Sekunden, Stufe 4). Das Rotorblatt
wurde nach jeder Homogenisierung sowohl mit 70% Ethanol als auch mit ddH20
gereinigt. 500 pl der Suspension wurden dann mit 500 pl 70%-igem, analytischen
Alkohol mit einem Vortexmischer gemischt. 700 pl aus dieser Probe wurden dann

in die Saulen des PureLink™RNA Mini Kits aufgetragen.

Fur die Gesamt-RNA-Isolation aus Zellen, die bei -80 °C gelagert wurden, wurden
300 pl eines Lysepuffers (Losung aus Lyse Puffer des PureLink™RNA Mini Kits
mit 1% 2-Mercaptoethanol) in das Tube zugegeben. Anschliel3end wurden die
Zellen in der Losung resuspensiert und mit 300 pl 70%-igem, analytischen
Alkohol mit einem Vortexmischer gemischt. 600 ul der Probe wurden dann in die

Saulen des PureLink™RNA Mini Kits aufgetragen.

Die Saulen wurden bei 12000g fur 30 Sekunden bei Raumtemperatur
zentrifugiert. Nach Entfernung des Uberstands wurde wieder bei 12000g fir 30
Sekunden bei Raumtemperatur zentrifugiert und der Uberstand entfernt. Die
Saule wurden dann mit 350 pl des Waschpuffers 1 des Kits gespult und bei
12000g fur 30 Sekunden bei Raumtemperatur zentrifugiert und der Uberstand
entfernt. Dann wurde zur Verhinderung einer Kontamination mit genomischer
DNA ein DNase-Verdau mit dem RNase-Free DNase Set durchgefthrt, indem 80
ul der DNase 1 Losung in der Saule fur 15 Minuten inkubiert wurde. Anschliel3end
wurde die Saule wieder mit 350 pl des Waschpuffers 1 gewaschen
(Zentrifugation 12000g, 30 Sekunden). Daraufhin wurde mit 500 pl des
Waschpuffers 2 des Kits gewaschen (Zentrifugation 12000g, 30 Sekunden),
wobei dieser Schritt einmal wiederholt wurde und schliel3lich die S&ule zwei
Minuten trocken zentrifugiert wurde. Die Saule wurde dann in ein neues DNase-
/RNase-freies 1,5 mL Tube gesetzt und mit 32 pl RNase-freiem Wasser fir eine
Minute bei Raumtemperatur inkubiert und zentrifugiert (120009, zwei Minuten).
Zuletzt wurde die freie RNA als Uberstand bis zur Weiterverarbeitung bei -80 °C

gelagert.
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Um die RNA-Reinheit zu dberprufen, wurde ein NanoDrop 1000
Spektrophotometer verwendet. Weiterhin wurde nur mit Proben gearbeitet, die
eine 260/280 Ratio von 1,8 bis 2,2 und eine Konzentration tdber 120 ng/ul

aufwiesen.

Reverse-Transkriptase-PCR

Nach Bestimmung der RNA-Konzentration der Proben wurden diese mit RNase-
freiem Wasser zu einer standardisierten Konzentration von 0,13 pg/ul verdinnt
und far 10 Minuten im Thermocycler bei 65°C inkubiert, um RNA-
Sekundarstrukturen aufzulésen. Zur Verhinderung erneuter Ausbildung von
RNA-Sekundarstrukturen wurde die Probe anschliel3end auf 4°C abgekuhlt. Fur
die Umschreibung der RNA in cDNA wurde ein Mastermix aus randomisierten
Hexanucleotid-Primern,  dNTPs, einer reversen  Transkriptase  mit
entsprechendem Puffer, einem RNase-Inhibitor, Acrylamid und Dithiothreitol
(DTT) angefertigt (Tab. 7). 2 ug der RNA wurden dann nach Zugabe von 7,45 pl
des Mastermix mit einem Mastercycler®pro gemal} des Protokolls in Tabelle 8 in
cDNA umgeschrieben. Die cDNA wurde bis zur weiteren Verarbeitung bei -20°C

gelagert.

Tabelle 7: Mastermix der Reversen-Transkriptase-PCR

Reagenz 1]
5x First Strand Buffer 4,5
DTT 0,1 M 1

dNTPs (25 mM je Base) 0,45
RNasin® Ribonuclease Inhibitor 0,5
Acrylamid 15 mg/mL 0,25
Hexanucleotid Mix 0,25
SuperScriptTM |l Reverse Transcriptase 0,5
Gesamt 7,45

dNTPs: Desoxyribonucleotide, DTT: Dithiotreitol

Tabelle 8: Mastercycler®ro Programm fiir Reverse-Transkriptase-PCR

Programm Zieltemperatur  Dauer
Umschreibung 42 120
Beendigung der Reaktion 85 5
Abkihlen 4 ©

Quantitative Real-Time PCR (qPCR)

Zur Umschreibung der mittels Reverser-Transkriptase-PCR erzeugten cDNA
wurden 3 pl cDNA mit 126,6 pl Ampuwa® verdunnt. Hiervon wurden 8,64 pl mit
11,36 pl eines Mastermix aus den Primern (Verdinnung 1:10 mit ddH20) fur die
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entsprechenden Zielgene, SybrGreen 2x und Tag-Polymerase in eine 96-Well
Platte pipettiert (Tab. 9). Es wurde ausschliel3lich mit Primern mit einer
Schmelztemperatur von 60+£1°C gearbeitet. AuRerdem wurde fiir jede Probe die
Expression der 18s rRNA (Gewebeprobe / Zellen) oder der IL-2 DNA
(Genotypisierung) zur Normierung auf ein unverandertes Gen bestimmt. Nach
Verschluss der Platte mit einer transparenten Klebefolie wurde diese bei 500g fir
15 Sekunden zentrifugiert. Zur Quantifizierung der mRNA-Transkripte wurde ein
LightCycler 480 Real-Time PCR-System (Tab. 10) verwendet. Fir die Analyse
der Daten wurde die LightCycler® Software verwendet. Fur die Crossing-Point
Analyse wurden nur Proben verwendet, die eine eindeutig zuordbare sowie von
der Wasserkontrolle abweichende Temperatur-Spitze der Schmelzkurve
aufwiesen. Der Peak beschreibt den ersten Zyklus, in dem die Fluoreszenz
signifikant Uber der Fluoreszenz des Hintergrunds liegt. Der Crossing-Point (CP)

ergibt sich nach Einsetzen in die Formel

(ACP = E_(CplssrRNA_CPZielgen))

durch Verwendung der softwareeigene, ,Second-Derivative-Maximum® Methode.

Tabelle 9: Mastermix der quantitativen Real-Time PCR

Reagenz 1 [l
Forward Primer 0,6
Reverse Primer 0,6
SybrGreen 2x 10
Taq DNA Polymerase 0,16
Gesamt 11,36

DNA: Desoxyribonukleinsaure

Tabelle 10: LightCycler 480 Programm fiir Quantitative Real-Time PCR

Zieltemperatur Dauer Temperaturdnderung [°C

Programm Wiederholungen C] [s] /s]
Initiale . 1 95 300 4.4
Denaturierung

Amplifikation 95 15 4.4
40 60 15 2,2

68 20 4.4

Schmelzkurve 95 5 4.4
1 65 60 2,2

97 - 0,11

Abkuhlen 1 40 30 2,2
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Albumin-Enzyme-linked Immunosorbent Assay (ELISA)
Zur Bestimmung der Albumin Konzentration wurde bei -20°C gelagerter Urin
verwendet. Zunachst wurden die bendtigten Puffer gemall des

Herstellerprotokolls vorbereitet und bis zur Verwendung bei 4°C gelagert:

- Puffer 1: 0,05 M Carbonat-Bicarbonat, pH 9,6

- Puffer 2: 50 mM Tris, 0,14 M NacCl, 0,05% Tween 20, pH 8,0

- Puffer 3: 50 mM Tris, 0,14 M NaCl, 1% BSA, pH 8,0

- Verdunnungslosung: 50 mM Tris, 0,14 M NacCl, 1% BSA, 0,05% Tween 20

Eine 96-Well Platte wurde mit 100 pl Goat anti-Mouse Albumin Antikérper (1:100
Antikorper in Puffer 1) je Well fur eine Stunde bei Raumtemperatur (20-25°C)
oder Uber Nacht bei 4°C inkubiert. Die Platte wurde funf Mal mit Puffer 2
gewaschen und dann mit 200 ul pro Well des Puffers 3 fur 30 Minuten bei
Raumtemperatur (20-25°C) inkubiert. Danach wurde die Platte finf Mal mit Puffer
2 gewaschen. In der Zwischenzeit wurden die Proben und die Standardldsung
mittels Verdlinnungsreihe abhéngig von der Hohe des Blutzuckers des
Versuchstieres dilutiert: zunachst wurden 2 pl des Urins im Verhaltnis 1:10, dann
weiter zu einem finalen Verhaltnis von 1:150 (Blutzucker <200 mg/dl), 1:250
(Blutzucker 200-350 mg/dl) oder 1:500 (Blutzucker >350 mg/dl) verdunnt. Zur
Herstellung der Standardldsung aus Maus Albumin Referenz Serum wurden 2 pl
des Standards in 6,5 mL der Verdinnungslosung dilutiert. Erneut wurde eine
Verdinnungsreihe angelegt: 50 pl der ersten Lésung wurden in 950 ul
Verdinnungslosung und daraus 500 pl in 500 pl Verdinnungslosung uberfihrt.
Dieser Schritt wurde vier Mal wiederholt. 100 pl des Standards, der Probe oder
des Leerwerts (ddH20) wurden dann pro Well als Duplikate aufgetragen und fur
eine Stunde bei Raumtemperatur (20-25°C) inkubiert. AnschlieRend wurde die
Platte funf Mal gewaschen und mit 100 pl des Goat anti-Mouse Albumin HRP
Conjugated Antikdrpers in der Verdinnung 1:100.000 fir eine Stunde bei
Raumtemperatur (20-25°C) inkubiert. Dann wurde die Platte funf Mal gewaschen
und mit je 100 ul des Tetramethybenzidin (TMB) Substrats fur 15 Minuten bei
Raumtemperatur (20-25°C) im Dunkeln inkubiert. Die Reaktion wurde mit 100 pl
Puffer 3 (0,18 M H2S04) gestoppt. Schlielich wurde die Absorption mit einem
ELISA Reader mit einem Filter der Wellenlange 450 nm gemessen. Fir die
Auswertung der Daten wurde eine Standardkurve erstellt, indem der Leerwert

von dem Mittelwert der Duplikate subtrahiert wurde. Der Graph wurde so
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dargestellt, dass die Standard-Konzentrationen auf der Y-Achse und die Albumin
Konzentration auf der X-Achse aufgetragen wurden. Mithilfe dieses Graphs
konnte die Albumin Konzentration der Probe unter Berlcksichtigung des

Verdunnungsfaktors bestimmt werden.

IL-1B ELISA

Zur Bestimmung der IL-1B Sekretion aus Zelliberstanden wurden die bei -20°C
gelagerten Proben aufgetaut. Die Durchfiihrung des ELISAs folgte dem Protokoll
des Herstellers. Zundchst wurde eine 96-well Platte mit 100 pl/well
Fangantikorper (Coating Puffer: PBS:ddH20 1:10, Fangantikdrper:Coating Puffer
1:250) Uber Nacht bei 4°C inkubiert. Anschlie3end wurde die Platte dreimal
gewaschen (Waschpuffer: 1X PBS mit 0,05% Tween-20) und fir eine Stunde bei
Raumtemperatur mit 200 pl/well des 5X ELISA/ELISPOT Diluent geblockt
(Diluent Konzentrat:ddH20 1:5). Nach einmaligem Waschen wurden jeweils 100
ul der Proben, beziehungsweise des Standards geladen und flr zwei Stunden
bei Raumtemperatur inkubiert. Dann wurde die Platte dreimal gewaschen und je
100 pl des Detektionsantikorpers in die Wells pipettiert (Detektionsantikérper:
ELISA/ELISPOT Diluent 1:250). Nach einer Inkubationszeit von einer Stunde
wurde erneut finf Mal gewaschen und dann mit je 100 pl des Avidin-HRP-
Antikorpers fur 30 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert (Avidin-HRP-
Antikorper: ELISA/ELISPOT Diluent 1:250). Die Platte wurde dann dreimal
gewaschen, fur 15 Minuten bei Raumtemperatur mit 100 pl/well TMB LOsung
inkubiert und die Reaktion dann mit 100 pl/well Stop Losung (2 N H2S04)

beendet.

IL-18 ELISA

Zur Bestimmung der IL-18 Sekretion aus Zelliberstanden wurden die bei -20°C
gelagerten Proben aufgetaut. Die Durchfuhrung des ELISAs erfolgte gemal des
Protokolls des Herstellers. Die Microwell Streifen des Standards wurden mit
entsprechend angegebener Menge ddH:20, beziehungsweise 50 ul der Proben
mit 100 pl ddH20 geladen. Die Inkubationszeit belief sich auf 3 Stunden bei
Raumtemperatur. Anschliel3end wurde die Platte sechs Mal mit Waschpuffer
gewaschen (25 mL Waschpuffer Konzentrat mit 1 | ddH20). Nach einer
Inkubation fur 10 Minuten bei Raumtemperatur mit 100 pl/well TMB LOsung
wurde die Reaktion mit 100 ul/well Stop Losung (2 N H2SO4) beendet.
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Schlief3lich wurde die Absorption jeweils mit einem ELISA Reader mit einem Filter
der Wellenlange 450 nm gemessen. Fiur die Auswertung der Daten wurde eine
Standardkurve erstellt, indem der Leerwert von dem Mittelwert der Duplikate
subtrahiert wurde. Der Graph wurde so dargestellt, dass die Standard-
Konzentrationen auf der Y-Achse und die IL-1B und IL-18 Konzentration auf der
X-Achse aufgetragen wurden. Mithilfe dieses Graphs konnte dann die IL-18 und
IL-18 Konzentration der Proben bestimmt werden. Fur die Proben des IL-18
ELISAs mussten die Konzentrationen aufgrund der 1:2 Verdinnung der Proben

mit dem Faktor zwei multipliziert werden.

3.2.3 Histologische Methoden

Die unten beschriebene histologischen Aufarbeitung, sowie die Anfertigung
etwaiger Farbungen wurden, nach Absprache, von Frau Janina Mandelbaum und
Frau Anna Amanafidou (Medizinisch-Technische Assistenten, Nephrologisches
Zentrum der Med. Klinik und Poliklinik IV des LMU Klinikums) angefertigt.

Formalin-Fixierung und Paraffineinbettung

Nach der Entnahme des Organs, wurde dieses in 10% neutral gepuffertes
Formalin (Anteil an Formaldehyd: 4%) fur 24 Stunden eingelegt. Die Volumen
Ratio Gewebe:Formalin entsprach hierbei 1:10. AnschlieRend wurde das
Gewebe mit Einbettkassette in 70%igen Ethanol Uberfuhrt und in einem

Karussell- Gewebeeinbettautomaten gemal Tabelle 11 in Paraffin eingebettet.

Tabelle 11: Paraffineinbettung

Schritt  Inhalt Dauer [Stunden] Temperatur [°C]
1 70 % Ethanol 2 RT
2 96 % Ethanol 1 RT
3 96 % Ethanol 1 RT
4 100 % Ethanol 1 RT
5 100 % Ethanol 15 RT
6 100 % Ethanol 2 RT
7 Xylol 1 RT
8 Xylol 1 RT
9 Xylol 15 RT
10 Paraffin 2 60
11 Paraffin 3 60

RT: Raumtemperatur

Nach Prozessierung in einer Paraffin-Ausgief3station wurden die Paraffinblocke

mit einem Rotationsmikrotom in 2 um dicke Transversalschnitte geschnitten.
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AnschlieRend wurden die Gewebeschnitte in einem 50°C warmen Wasserbad

auf einen Objekttrager (Tab. 12) Gbertragen und tber Nacht bei 50°C getrocknet.

Tabelle 12: Vorbereitung der Objekttrager

Schritt  Ablauf Dauer [Minuten]
1 100 % Aceton 5

2 Entfettung mit 100 % Aceton 5

3 0,02 %-ige Ammoniumpersulfat-Aceton-Lésung 5

4 Spulung mit ddH.O

5 Lufttrocknung

ddH20: doppelt destilliertes Wasser

Vor histochemischer oder immunhistochemischer Farbung wurden die

Praparatschnitte auf den Objekttragern entparaffinisiert und rehydriert (Tab. 13).

Tabelle 13: Entparaffinisierung und Rehydrierung

Schritt Losungsmittel Dauer [Minuten] Wiederholungen
1 Xylol 5 2
2 100 % Ethanol 1 3
3 96 % Ethanol 1 2
4 70 % Ethanol 1 1
5 ddH20 5 1

ddH20: doppelt destilliertes Wasser

Paraformaldehyd-Fixierung und Kryokonservierung

Zur Anfertigung immunhistochemischer Farbungen wurden entsprechende
Gewebeschnitte wie folgt konserviert: die Praparate wurden nach Entfaltung im
Wasserbad schwimmend auf Superfrost ultra plus Objekttrager aufgebracht und
uber Nacht bei 50°C getrocknet. Die Entparaffinisierung und Rehydrierung
erfolgte gemal Tabelle 14.

Tabelle 14: Entparaffiniserung und Rehydrierung fir immunhistochemische Farbungen

Schritt LOésungsmittel Dauer [Minuten] Wiederholungen
1 Xylol 5 2
2 100 % Ethanol 3 3
3 96 % Ethanol 3 2
4 70 % Ethanol 3 1

Periodsaure-Schiff-Reaktion (PAS)
Mittels PAS-Farbung kdnnen kohlenhydrathaltige Komponenten durch Reaktion
von Periodsaure und Schiff-Reagenz dargestellt werden. Die freien
Hydroxylgruppen der Saccharide werden durch das PAS-Reagenz zu
Aldehydgruppen oxidiert und mit schwefelsaurem Fuchsin komplexiert. Die
Farbung erfolgte geman Tabelle 15.
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Tabelle 15: PAS-Farbung

Schritt Substanz [M[?r?tjjfern] Wiederholungen Tem[opé]ratur
1 Xylol 10 1 RT
2 100 % Ethanol 2 3 RT
3 96 % Ethanol 2 2 RT
4 Aqua dest. 5 2 RT
5 Periodic acid solution 5 1 RT
6 Aqua dest. 5 1 RT
7 Schiff-Reagenz (lichtgeschitzt) 5 1 RT
8 Wasserbad 2 2 37
9 Mayer’s Hamatoxylin 4 1 RT
10 Blauen in Leitungswasser 7 1 RT

RT: Raumtemperatur

Picro-Sirius-Red (SR)
Die SR-Farbung wurde zur Darstellung von Kollagen | und Il gewahlt. Siriusrot
ist hierzu in einer gesattigten, wassrigen Lésung von Pikrinsaure geldst. Die

Farbung erfolgte gemal Tabelle 16.

Tabelle 16: SR-Farbung

Schritt  Substanz Dauer [Minuten] Wiederholungen
1 Xylol 10 1
2 100 % Ethanol 2 3
3 96 % Ethanol 2 2
4 70 % Ethanol 2 1
5 Aqua dest. 2
6 Picro-Sirius-Red-Ldsung 60 1
7 acidifiertes Wasser 2
8 100 % Ethanol 3

Immunhistochemie: Wilms-Tumor 1 (WT-1), NLRP3 und Insulin
Die WT-1 und NLRP3 Farbungen wurden fiir die murinen Nieren verwendet. Zur
Anfarbung der [(-Zellen des Pankreas wurde mit Insulin-immunhistochemie

gearbeitet.

Nach Rehydrierung wurden die Gewebeschnitte mit phosphatgepufferter
Salzlésung (PBS) zwei Mal fur je sieben Minuten gewaschen. Die endogene
Peroxidaseaktivitat wurde mit 2%igem Wasserstoffperoxid / Methanol (9:1) fur 20
Minuten im Dunkeln bei Raumtemperatur inhibiert. Anschliel3end wurde mit PBS
oder ddHz20 zwei Mal fir je sieben Minuten gewaschen. Fur die Demaskierung
des Antigens wurden Aqua dest. mit Antigen Demasking Solution (10:1) in einer
Mikrowelle aufgekocht, dann bei 1 bar fur 20 Minuten autoklaviert und nach

Abklhlung in PBS gewaschen. Fur den Antigennachweis wurde die endogene
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Biotinproduktion des Praparats zunachst mit Avidin fir 15 Minuten blockiert und
mit PBS gewaschen. Dieser Schritt wurde wiederholt und dann zwei Mal fir je
sieben Minuten mit PBS gewaschen. Der Schnitt wurde mit dem jeweils primaren
Antikorper (Tab. 17) inkubiert. Nachdem erneut mit PBS zwei Mal fir je sieben
Minuten gewaschen wurde, wurde das Praparat mit dem entsprechenden
sekundaren Antikérper (Tab. 17) inkubiert. Nach Waschen (zwei Mal, sieben
Minuten) mit PBS wurde der Schnitt gemal Herstellerangaben des
VECTASTAIN® Elite® ABC-HRP Kits (Reagenz A:Reagenz B 1:1, in PBS) fir
30 Minuten bei Raumtemperatur in einer feuchten Kammer inkubiert. Das
Uberschissige Reagenz wurde durch Waschen (je finf Minuten) mit PBS und
Tris(hydroxymethyl)-aminomethan (TRIS) entfernt. Far die
immunhistochemische Sichtbarkeit im Durchlichtmikroskop wurde das Praparat
mit einer TRIS Ldsung und Aqua dest. gewaschen. TRIS (37°C) wurde mit 3,3"-
Diaminobenzidin und Nickelchlorid (8%) im Verhéaltnis 200:4:1 gemischt und mit
500 ul Wasserstoffperoxid (3%) versetzt. Die Gegenfarbung mit Methylgrin far
vier bis funf Minuten erfolgte anschlieend. Das Praparat wurde dann in
aufsteigenden Alkoholreihen, beginnend mit 96% Ethanol, entfarbt und in Xylol

geklart.

Tabelle 17: Verwendete Antikoérper fir die Immunhistochemie

Mischverhéltnis

Farbung Antikdrper Inkubationszeit Temperatur

(in PBS)
Primar: anti-CD31 , y
. . . 1:200 in PBS Uber Nacht 4°C
CD31 Ee&l;undar. Rabbit anti-Rat 1:300 in PBS 30 Minuten RT
1:1000 in 10 % 2°C
Primar: Anti-NLRP3 Rabbit Magermilch- Uber Nacht
NLRP3 Polyclonal pulver in PBS
Sekundar: Goat Anti-Rabbit 1:300 in 10 % RT
19G Magermilch- 30 Minuten
pulver in PBS
WT-1 Primar: Anti-WT-1 1:400 in PBS Uber Nacht 4°C
Sekundar: Anti-Rabbit 1:1000 in PBS 30 Minuten RT
Primar: Anti-Insulin 1:5000 60 Minuten RT
Insulin Sekundar: Anti-Guinea-Pig 1:300 30 Minuten RT

RT: Raumtemperatur, PBS: phosphatgepufferte Salzlésung

Fur die Objekttrager aller beschriebenen Farbungen wurden VectaMount™

Eindeckglaser verwendet.
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3.2.4 Histopathologische Befundung

PAS

Die histopathologische Beurteilung des Ausmalles der Hypertrophie in der
Frihphase der diabetischen Nephropathie wurde anhand von PAS-Farbungen
vorgenommen. Zu diesem Zweck wurden von jedem Nierenschnitt je zehn
lichtmikroskopische Aufnahmen von kortikalen und juxtaglomeruldren Gomeruli
in 40-facher VergréRerung gemacht. Mithilfe der Software ImageJ wurden die
Glomeruli vermessen (Abb. 7). Durch Berechnung des Mittelwerts aus den
Einzelwerten konnte die durchschnittliche Glomerulusgro3e je Niere bestimmt

werden.

‘;;* ..’-l_:f; : :‘: >

(DS sy

S\ O 2 &4
Abbildung 7: Histopathologische Befundung der glomerulédren Hypertrophie

Mittels PAS-Farbung wurde der Grad der Hypertrophie bestimmt. Hierzu wurde die GroRe der Glomeruli
durch Vermessung mit der Software ImageJ bestimmt.

SR

Die SR Farbung wurde zur Darstellung des fibrotischen Areals in Nierenschnitten
gewahlt [177]. Die Auswertung erfolgte semiquantitativ nach lichtmikroskopischer
Aufnahme von je zehn kortikalen und juxtaglomerularen Glomeruli in 40-facher
VergroRRerung. Fur die weitere Bildverarbeitung wurde die Software GIMP (GNU
Image Manipulation Program) verwendet. Zunachst wurde das Bild auf
Posterisierungsstufe 3 posterisiert (Abb. 8B). Da das Nierenparenchym aus
Kollagen besteht, wurde die Farbe des Parenchyms dann als Vorlage gewéhlt
(rote Pixel) und alle anderen Farben des Bildes entfernt, nachdem frei Hand der
Glomerulus nachgezeichnet wurde (Abb. 8C-D). Fur die anteilige Berechnung
der Bildpixel am Gesamtbild wurde die Software ImageJ verwendet. Mit diesem
Programm wurde das Bild in ein bin&res Bild umgewandelt, sodass die roten Pixel
nun schwarz waren. Anschlie3end wurde von der Software der Anteil der Pixel

innerhalb des Glomerulus, gemessen an der Gesamtflache des Glomerulus,
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berechnet. Dieser Wert in Prozent entsprach der Flache des fibrotischen Areals
der Glomeruli. Zur Berechnung des fibrotischen Areals in den Glomeruli eines

Nierenschnitts wurde jeweils der Mittelwert der Einzelmessungen bestimmit.

A B

Abbildung 8: Histopathologische Befundung der glomeruléren Fibrose

Mittels SR-Farbung wurde der Grad der glomerularen Fibrose bestimmt. Hierzu wurde das Bild mit den
Softwares GIMP und ImageJ analysiert. (A) Originalbild, (B) Posterisieren des Originalbilds, (C und D)
Darstellung des Kollagenanteils des Originalbildes und Glomerulus zur Quantifizierung der Fibrose.

WT-1

Das WT-1 Gen codiert fur ein Zinkfinger Protein, das als Transkriptionsfaktor und
RNA bindendes Protein wirkt [178]. Dieser Marker kann spezifisch fur den
Nachweis von Podozyten [179] und im Rahmen der diabetischen Nephropathie
zur Quantifizierung der Podozyten im Glomerulus verwendet werden. Zu diesem
Zweck wurden je zehn lichtmikroskopische Aufnahmen von Glomeruli pro Niere
in 40-facher Vergrof3erung angefertigt. Zur weiteren Bildbearbeitung wurde mit
GIMP gearbeitet. Die Bildfarbe wurde auf Graustufen reduziert (Abb. 9B). Da die
in der immunhistochemischen Reaktion von Wasserstoffperoxid mit Peroxidasen
Protonen entstehen, die von DAB zu schwarzen Antigen-Antikdrper-Komplexen
reduziert werden, entsprechen die schwarzen Bildanteile dem DAB-Umsatz, der
die Podozyten darstellt. Der Glomerulus wurde frei Hand, in Korrelation mit dem
Originalbild eingezeichnet und der Grauanteil entfernt (Abb. 9C). Mithilfe der

Software ImageJ konnte der Anteil schwarz gefarbter Pixel, Podozyten
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entsprechend, am Gesamtglomerulus berechnet werden. Der Anteil in Prozent
konnte dann mit den Werten der Kontrollgruppe korreliert werden. Die Zahl der

Podozyten wurde durch Auszahlen der schwarzen Bildanteile bestimmit.

A B C

Abbildung 9: Histopathologische Befundung der Podozyten

Mithilfe der WT-1 Farbung konnte die Anzahl an Podozyten pro Glomerulus sowie die Podozytenflache pro
Glomerulus bestimmt werden. Hierzu wurde das Bild mit den Softwares GIMP und ImageJ analysiert. (A)
COriginalbild, (B) Darstellung des Originalbilds in Graustufen, (C) Darstellung der Podozyten.

NLRP3

NLRP3 als wesentlicher Bestandteil des NLRP3 Inflammasomkomplexes kann
ebenfalls mittels Immunhistochemie sichtbar gemacht werden. Zur Auswertung
wurden pro Niere zehn lichtmikroskopische Aufnahmen von Glomeruli in 40-
facher Vergrof3erung angefertigt. Die Auswertung erfolgte im Vergleich mit einer
Positiv- und Negativkontrolle. Als Positivkontrolle dienten Schnitte von Mausen
mit chronischer Oxalatnephropathie (Abb. 10B). Als Negativkontrolle wurden
Schnitt von NLRP3 Inflammasom defizienten Mausen verwendet (Abb. 10C). In
einem ersten Schritt wurde beurteilt, ob Gberhaupt Cryopyrin nachweisbar ist.
Falls ja, wurde eine Auswertung mit Auszahlung der Pixelzahl mithilfe von GIMP
und ImageJ, analog zur Auswertung von WT-1 Schnitten, durchgefuhrt und als

prozentualer Wert an der Gesamtflache der Glomerulus notiert.

L3

, : W Positivkontrolle & - Negativkontrolle
Abbildung 10: Histopathologische Befundung des NLRP3 Inflammasoms ‘

Das Vorhandensein des NLRP3 Inflammasoms in histologischen Schnitten erfolgte mithilfe einer NLRP3-
Farbung. Die Schnitte (A) wurden dann mit einer Positivkontrolle (B) von Mé&usen mit chronischer
Oxalatnephropathie und mit einer Negativkontrolle (C) von NLRP3 defizienten Mausen verglichen. Im Falle
eines Positivbefundes erfolgte die Analyse der Pixel mit den Softwares GIMP und ImageJ analog zu WT-1.
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Insulin-Immunhistochemie

Mithilfe der Insulin-immunhistochemie konnte der Effekt des Streptozotocins
Uberpruft werden. Streptozotocin als toxische Substanz fur die B-Zellen des
Pankreas fuhrt nach Injektion zu Nekrose und Elimination der B-Zellen durch
Makrophagen. Dies fuhrt zu einer Reduktion der B-Zellmasse. Zur Analyse der
lichtmikroskopischen Pankreas Aufnahmen in 4-facher VergréRerung wurde das
Bildbearbeitungsprogramm GIMP verwendet. Die Bildfarbe wurde auf Graustufen
reduziert (Abb. 11B). Da die in der immunhistochemischen Reaktion von
Wasserstoffperoxid mit Peroxidasen Protonen entstehen, die von DAB zu
schwarzen Antigen-Antikérper-Komplexen reduziert werden, entsprechen die
schwarzen Bildanteile dem DAB-Umsatz, der die B-Zellen darstellt. Das
Pankreas wurde frei Hand, in Korrelation mit dem Originalbild, eingezeichnet und
der Grauanteil entfernt (Abb. 11C-D). Nachdem der Grauanteil entfernt wurde,
konnte mithilfe der Software ImageJ der Anteil schwarz gefarbter Pixel am
Gesamtorgan berechnet werden. Der Anteil in Prozent konnte dann mit einem

Pankreasschnitt einer gesunden Maus korreliert werden.
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A ;

Abbildung 11: Histopathologische Befundung der pankreatischen B-Zellmasse

Die B-Zellmasse des Pankreas wurde mittels Insulin-Immunhistochemie-Farbung analysiert. Hierzu wurde
das Originalbild (A) in Graustufen (B) umgewandelt und die B-Zellmasse am Gesamtpankreas mit den
Softwares GIMP und ImageJ bestimmt (C und D).

3.2.5 Zellkultur Methoden

In vitro Kultivierung von renalen Progenitorzellen (RPCs)

Renale Progenitorzellen wurden aus einer Kooperation mit den Laboren in
Florenz und Foggia, Italien (Department of Medical and Surgical Critical Care,
and Department of Physiological Science, University of Florence, Florence, Italy)
bezogen.

Nierengewebe aus soliden Nierentumoren wurde von 20 Patienten nach
Nephrektomie gewonnen. Glomeruli wurden isoliert und mithilfe von
immunomagnetischer Zell-Separation so sortiert, dass sich Fraktionen an
CD24%133* und CD24133. CD24 und CD133 sind Marker flr embryologische
RPCs. Zellen, die positiv fur CD24 und CD133 sind, befinden sich vorwiegend
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am Ubergang zwischen Glomerulus und proximalem Tubulus am Harnpol in der
Bowman’schen Kapsel. Von dort wandern die Vorlauferzellen zum Mesangium
und differenzieren sich zu spezialisierten Zellen [180]. Diese RPC’s wurden in
einem Stickstofftank gelagert, bis sie in Kultur genommen wurden. Es wurde mit

Zellen der Spender Klexx und Cresciano gearbeitet.

Auftauen von Zellen

Ein Tube mit 1 bis 1,5 Millionen gefrorenen Zellen wurde mit 1 mL Endothelium
Cell Growth Medium (ECGM, enthalt 20 % fetales Kalberserum (FCS))
suspendiert und nach Zentrifugation (5 Minuten, 4 g) konnte der Uberstand
abgenommen werden. Die Zellen wurden in ECGM resuspendiert und in einer 10
cm? Zellkulturplatte ausgesat. Nach etwa 24 Stunden wurde das Medium
gewechselt. Generell wurde das Medium alle drei Tage gewechselt und die Platte

zuvor jeweils mit PBS gespdlt.

Ernten und Zéhlen von Zellen

Um die Zellzahl in einer Zellkulturplatte fur weitere Experimente mdglichst genau
zu bestimmen, wurde das Medium der RPCs abgenommen, die Platte mit
sterilem PBS gespult und mit 4 mL Trypsin/EDTA fur 4 Minuten bei 37°C
inkubiert. AnschlieRend wurde mit etwa 6 mL ECGM abgeloscht und die
Suspension in einen 50 mL Falcon Uberfihrt. Nach Zentrifugation wurden
Medium und Trypsin/EDTA abgenommen und die Zellen in 6 mL ECGM
resuspendiert. 10 pl der Suspension wurde in eine Zahlkammer pipettiert und 4
Quadranten ausgezahlt. Die Zellzahl wurde mithilfe folgender Formeln

berechnet:
gezahlte Zellzahl : 4 = X
X *10.000 *x 6 = Gesamt — Zellzahl

Fur weitere Experimente wurde die Zellsuspension entsprechend der benétigten

Zell-Volumen-Ratio verdinnt.

Differenzierung von renalen Progenitorzellen in Podozyten
Fur die Differenzierung von RPCs in Podozyten diente das Protokoll des
Kooperationslabors in Florenz, Italien (Department of Medical and Surgical

Critical Care, and Department of Physiological Science, University of Florence,

61



Material und Methoden

Florence, Italy). Da jedoch starkes Zellsterben beobachtet wurde, wurde das

Protokoll entsprechend adaptiert und weiter etabliert.

RPCs waren durch Kultivierung nach etwa 3-4 Tagen zu 80% konfluent und
konnten geerntet werden. Entsprechend der Fragestellung wurden die Zellen
dann im 6-Well oder 96-Well Format ausgesét und so lange in ECGM kultiviert,
bis wieder eine Konfluenz von etwa 80-100% erreicht wurde. Anschlie3end
wurde der Zellzyklus durch eine Inkubation fir 24 Stunden in ECGM ohne FCS
beendet. Das Medium wurde dann in ein Differenzierungsmedium (100 mL
ddH20 oder Aqua ad injectabilia mit 1,56 g Dulbecco’s Modified Eagle’s
Medium/Nutrient Mixture F-12 Ham (DMEM-F12) und 0,12 g Natrium-Bicarbonat
gefiltert) ausgetauscht. Zur Differenzierung wurde dann Panobinostat (0,1 pM)
oder Tretinoin (1 mM) zugefigt. Nach 48 Stunden war der

Differenzierungsprozess abgeschlossen.

Fir den Nachweis der podozytenspezifischen Expression von Podocin (NPSH2)
und Nephrin (NPSH1) wurde eine mRNA Isolation mit anschlielBender Reverser-
Transkriptase-PCR und qPCR (Kap. 3.2.2) durchgefuhrt.

In vitro Kultivierung und Differenzierung von THP-1

Humane THP-1 Zellen wurden aufgetaut und in Kultur genommen. Zur
Differenzierung in reife Makrophagen wurden die Zellen in RPMI Medium mit 20%
FCS, 100 pM PS und 50 ng/mL Phorbolmyristatacetat (PMA) fur drei Tage

kultiviert.

Metabolische Stimulation von Podozyten

Podozyten, RPCs und THP-1 als Kontrolle wurden mit verschiedenen NLRP3-
Inflammasom Stimuli im 96-well Format inkubiert. Es wurde ein entsprechendes
Protokoll etabliert: die Zellen wurden fur drei Stunden mit einem LPS-haltigen
Medium (100 ng/mL) vorbehandelt. AnschlieRend wurden die Zellen fur sechs
Stunden mit ATP (5 mM) oder Glucose (25 mmol/l) oder beiden Substanzen
inkubiert. Als Negativkontrolle fungierten unbehandelte Zellen, die fir den

gleichen Zeitraum kultiviert wurden.

Zur Quantifizierung der Interleukin Sekretion wurden 180 pl des zentrifugierten
Uberstands abgenommen und bei -20°C bis zur weiteren Verwendung

aufbewahrt.
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3.2.6 Datenaufbereitung, Statistik und Darstellung
Die Datenaufbereitung erfolgte mit Microsoft Excel, die statistische Auswertung

der Daten und die grafische Darstellung mit GraphPad Prism.

Zur Auswahl des geeigneten statistischen Tests wurde zunachst mit dem

Anderson-Darling und Shapiro-Wilk Test auf Normalverteilung getestet.

Bei Vorliegen einer Normalverteilung wurden die Datensatze mittels
einfaktorieller oder zweifaktorieller Varianzanalyse (ANOVA) auf Signifikanz
untersucht. Zur Testung auf Varianzhomogenitadt wurden entsprechend ein

Brown-Forsythe Test mitgefuhrt.

Fur den Vergleich zweier normalverteilter Datensétze wurde mit dem
Zweistichproben t-Test gearbeitet. Bei Nicht-Vorliegen einer Varianzhomogenitat

wurde der Welch’s t-Test angewendet.

Im Falle nicht-normalverteilter Daten wurde der Wilcoxon-Mann-Whitney-U-Test

verwendet.

Das Signifikanzniveau wurde mit einem p-Wert <0,05 festgelegt. Fur Werte
unterhalb dieses p-Werts wurde die Nullhypothese verworfen und die
Alternativhypothese angenommen. Der Unterschied eines Wertes gegenuber
seines Referenzwerts ist in Abbildungen und Tabellen mit einem Stern (*)
dargestellt. Der Referenzwert ist abhéngig von der Fragestellung als Zeitpunkt 0
oder Kontrolle definiert. Das Verhéltnis von Signifikanzniveau und errechnetem

p-Wert sind wie folgt zu interpretieren:

p<0,05: *
p<0,01 **
p<0,001 ok
p<0,0001 Fhkk
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4. Ergebnisse

Mit den Versuchen der vorliegenden Arbeit sollte geklart werden, inwiefern das
NLRP3 Inflammasom in renalen Parenchymzellen an der Pathogenese der DN
beteiligt ist. Hierbei wurde das Frihstadium der DN im Sinne einer funktionellen
und strukturellen Adaptation an anhaltende glomerulare Hyperfiltration
untersucht. Durch die so gewonnenen Erkenntnisse sollte die Mdglichkeit der
Tertidrpravention durch gezielte Hemmung der immunvermittelten Inflammation
abgewogen werden. Im Fokus der Arbeit standen Podozyten, da diese in der
Pathogenese der DN wesentlich beteiligt sind. Hyperglyk&dmie-bedingt kommt es
im Verlauf zu einem Defekt der Filtrationsbarriere, welche durch Podozyten
gebildet wird. Das NLRP3 Inflammasom wurde als Vermittler der
immunvermittelten Inflammation untersucht. Nach Aktivierung des NLRP3
Inflammasoms kommt es zu einer Sekretion des proinflammatorischen Zytokins
IL-18. IL-1 Rezeptoren werden ubiquitar exprimiert, sodass die NLRP3

vermittelte Inflammation eine systemische Inflammation verursachen kann.

4.1 Kanonische Funktion von podozytarem NLRP3 in vitro

Zunachst sollte in vitro die kanonische, proinflammatorische Funktion des NLRP3
Inflammasoms in Podozyten untersucht werden. Durch Kultivierung und
Stimulation von humanen Podozyten wurde getestet, ob NLRP3 in Podozyten
eine kanonische, proinflammatorische Funktion erfillt. Im Gegensatz zu anderen
Publikationen, wurden hier postmitotische, humane Podozyten verwendet. Nur
auf diese Weise konnen die physiologischen Bedingungen in der humanen Niere

simuliert werden.

Zu diesem Zweck wurden renale Progenitorzellen (RPCs) zu Podozyten
differenziert. Das ursprungliche Protokoll des Kooperationslabors in Florenz sah
eine Differenzierung mit Retinolsaure vor. Da jedoch ein starkes Podozyten-
Sterben beobachtet wurde, musste das Protokoll modifiziert und optimiert
werden: es wurden verschiedene Inkubationszeiten, Konzentrationen an
Retinolsdure und ebenfalls eine Differenzierung mit Panobinostat getestet.
Zellveranderungen wurden taglich mit dem Lichtmikroskop beobachtet.
Schlussendlich zeigte das in Kapitel 3.2.5 beschriebene Protokoll mit
Panobinostat als Differenzierungssubstanz und einer Inkubationszeit von 48
Stunden die besten Resultate. Nach Differenzierung wurde Uberpruft, ob es sich
bei den Zellen tatsachlich um Podozyten handelte. Hierzu erfolgte eine RNA-
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Isolation mit anschlieBender qPCR (Kap. 3.2.2). Die Ergebnisse der gPCR
zeigten eine signifikant erhohte mMRNA-Expression des Podozytenmarkers
NPHS1 bei Kultivierung mit der Differenzierungssubstanz Panobinostat (Abb.
10). Die mRNA-Expression von NPHS2 war nur geringfligig erhont.
Entsprechend handelte es sich bei den vorliegenden Zellen um Podozyten und
die Differenzierung war erfolgreich. Bei Kultivierung der RPCs allein mit Medium
konnte keine gesteigerte mMRNA-Expression von Podozytenmarkern

nachgewiesen werden (Abb. 12).

2.5%x10-5

2%10-5 —

1.5%10-5+

1x10-°

5x10 -6 nd.

0 1 1
Medium Panobinostat

NPHS1 mRNA / 18s rRNA

Therapie

Abbildung 12: mRNA-Expressionsprofil der Podozytenmarker in differenzierten Podozyten
Die Differenzierung von RPCs in Podozyten wurde durch Analyse der mRNA-Expression der

Podozytenmarker NPHS1 (berpriift. Hierzu wurden RPCs, die mit der Differenzierungssubstanz
Panobinostat inkubiert wurden, mit RPCs, die mit Medium inkubiert wurden, verglichen.

Zur Analyse der kanonischen, proinflammatorischen Funktion des NLRP3
Inflammasoms in Podozyten wurden die differenzierten Podozyten mit
Stimulatoren des NLRP3 Inflammasoms inkubiert. Hierzu wurden die Zellen
zunédchst mit LPS aktiviert und anschlieBend ATP als Stimulanz in das
Zellmedium hinzugeftigt. Zur Darstellung einer Hyperglyk&dmie wurde zusétzlich
Glucose dem Medium beigefugt (Kap. 3.2.5). Anschliel3end wurde der Gehalt von
IL-18 und IL-18 mittels ELISA in den Uberstanden analysiert (Kap. 3.2.2). Diese
Stimulation wurde fur Podozyten, Makrophagen (THP-1 + PMA; Kap. 3.2.5), die
als Positivkontrolle dienten, und RPCs vorgenommen. Die Stimulation bewirkte
keine IL-13 oder IL-18 Sekretion in RPCs oder Podozyten (Tab. 18). Diese
Ergebnisse legen keine kanonische, proinflammatorische Rolle des NLRP3
Inflammasoms in humanen Podozyten nahe. Entsprechend ist der metabolische
Stress in Podozyten bei Hyperglykamie nicht mit dem kanonischen NLRP3

Inflammasom zu erklaren.
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Tabelle 18: Stimulation von Podozyten

IL-1B [pg/mL] IL-18 [pg/mL]

Zellen | THP-1 THP-1
Kondition + PMA RPC Podozyt + PMA RPC Podozyt
Medium 0+0 0+0 0+0 | 0+0 0+0 0%0
LPS (100 ng/mL) | 0+0 0+0 0+0 | 0x0 0+x0 0+0
ATP (5 uM) | 0+0 0+0 0+0 | 0x0 0+x0 0+0
LPS + ATP + Glucose (25 |5 414139 0+0 040 | 040 0+0 0#0
mmol/l)

ATP: Adenosintriphosphat, LPS: Lipopolysaccharid, PMA: Phorbolmyristatacetat, RPC: renale
Pogenitorzelle

Diese Daten widersprechen den Daten einer durchgefuhrten Literaturrecherche
auf Pubmed. Gemal Literaturdaten wurde IL-18 von Podozyten nach
kanonischer NLRP3 Inflammasom Aktivierung sezerniert. Allerdings gilt zu
beachten, dass in 46 von 46 Publikationen, in denen IL-18 nachgewiesen wurde,
immortalisierte humane oder murine Podozyten verwendetet wurden (Abb. 13A).
Aus physiologischer Sicht ist der Einsatz immortalisierter Zellen in diesem Fall
problematisch, da diese Zellen noch mitotisch aktiv sind. Podozyten im
menschlichen Koérper sind jedoch postmitotisch und somit nicht mehr
teilungsfahig. Weiterhin wurden in allen Publikationen Assays verwendet, bei
denen in den technischen Informationen nicht spezifiziert wurde, ob pro- IL-13
oder reifes IL-13 detektiert wurde. Moglich ist somit eine falsch positive Detektion
von IL-1B in einem Grolteil der Publikationen auf Basis unspezifischer
Analysemethoden (Abb. 13B).
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c
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~ =
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E 20+ humane Podozytel €
& &
lﬁ 15+ o 10
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& 10+ 5
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] . . g
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HP IHP IMP MP MPC-5 AA ELISA |IF IHC WB
Zelllinie Methodik

Abbildung 13: Verwendete Zelllinien und Methodik zur IL-18 Detektion aus
Literaturrecherche

Es wurde eine Literaturrecherche auf Pubmed zu verwendeten Zelllinien und der Methodik zur Detektion
von kanonisch sezerniertem IL-1 vorgenommen. (A) In n=46 Publikationen wurden immortalisierte humane
(n=11) oder murine (n=38) Zelllinien verwendet. (B) Die Detektion von IL-13 erfolgte mit Aktivitatsassays
(AA), ELISA, Immunfluoreszenz (IF), Immunhistochemie (ICH) oder Western Blot (WB). HP: humane
Podozyten, IHP: immortalisierte humane Podozyten, IMP: immortalisierte murine Podozyten, MP: murine
Podozyten, MPC-5: muriner Podozytenklon 5.

Zusammengefasst sind die Literaturdaten zur kanonisch induzierten IL-1[3-

Sekretion in Podozyten fragwirdig anzusehen.
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4.2 Bedeutung des podozytaren NLRP3 Inflammasoms bei DN in vivo

Da die Ergebnisse der in vitro Analysen wesentlich den Literaturdaten
widersprachen, wurde die Aktivierung des podozytaren NLRP3-Inflammasoms
im Kontext des Gesamtorganismus im Frihstadium der DN untersucht. Hierfur
muss zunachst eine Hyperfiltrations-induzierte CKD im Tiermodell erzeugt

werden.

4.2.1 Induktion der anhaltenden glomerularen Hyperfiltration in vivo
Modelletablierung zur Induktion eines DM1

Da sich die vorliegende Arbeit der Frage widmete, inwiefern das NLRP3
Inflammasom eine Rolle in der Diabetes-induzierten glomerularen Hyperfiltration
einnimmt, musste in vivo ein Diabetes induziert werden. Die Induktion eines DM1
in der Maus kann auf verschiedene Weisen erfolgen. Dabei kann methodisch
entweder ein Spontanphanotyp oder ein induzierter Phanotyp genutzt werde
[181, 182]. Durch die Verwendung eines Spontanphanotyps kénnen die Mause
kommerziell erworben werden, sodass es keiner aufwendigen Induktion des DM1
bedarf und die Pathogenese des DM1 insbesondere bei NOD-Mausen der
Pathogenese des humanen DM1 entspricht. Allerdings ist dieses Modell
aufgrund der Unvorhersehbarkeit des Manifestationszeitpunkts des DM1 nur
schwer bei einer Studie einsetzbar, deren Ziel es ist, Frihstadien von DM1-
assoziierten Erkrankungen zu untersuchen. Induzierbare Modelle eignen sich
aufgrund des festgelegten Manifestationszeitpunkts sehr gut. Weiterhin gibt es
Wildtyp-Mause, die im Vergleich zu anderen Mausen anfalliger gegentber einer
DN sind, sodass diese dann bevorzugt zur Induktion eines Spontanphénotyps
verwendet werden. Nachteile bei induziertem DM1 sind in potenziell
unspezifischer Toxizitat zu sehen, sowie der Anwendung von Mauslinien-
abhangigen Dosierungsschemata, um die Toxizitat auf andere Organe gering zu
halten (Tab. 19).
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Tabelle 19: Mausmodelle des Diabetes mellitus Typ 1

Maus

Modell _stamm Vorteile Nachteile Referenz
- gut etabliert - potenziell
C57BL/6J, - reproduzierbarer  unspezifische
Induziert C57BLKS, Zeitraum Toxizitat
durch BALB/c, - anwendbar auf - Mauslinien [183-189]
Streptozotocin ICR, DBA2, Stdmme, die abhangige Dosierung
ROP resistent / sensibel  notwendig
auf DN reagieren - potenziell mutagen
- potenziell
Induziert . un'spezifische_
durch - _Reproduktlon der erkung auf die
Encephalomy virale Ursachen von Nieren .
" DBA, Balb-C DM1 - Mauslinien [190-192]
o-carditis- . il g . .
Virus Variante - DBA ist anfallig far abhanglge Dosierung
D DN notwendig o
- Effekte auf die Niere
unbekannt
- derzeit nur C57BL/6
erhaltlich
- C57BL/6
K : widerstandsfahig
- kommerziell gegen DN
ns2 Akita g0 Srhaltien  milde [193-195]
- autosomal Vkamie bei
dominante Mutation Hypergy amie bel
Weibchen
- Manifestationszeit-
punkt fir DM
unvorhersehbar
- Manifestationszeit-
punkt fir DM
- Nachahmen des  unvorhersehbar
Inzuchtstam DM1 beim - kein geeigneter
m abgeleitet Menschen durch Kontrollstamm
NOD von ICR spontanes B- - Insulintherapie fir  [196-199]
(Auszucht-  Zellversagen langfristiges
stamm) - kommerziell Uberleben notwendig
verfugbar - Multigene Ursache
verhindert leichte
Kreuzungen

Aufgrund etablierter, publizierter Modelle wurde in der vorliegenden Arbeit mit
dem B-Zellgift Streptozotocin (STZ), 2-Deoxy-2-(3-(methyl-3-nitrosureido)-D-
glucopyranose) gearbeitet, das von Streptomyces achromogenes synthetisiert
wird [200]. STZ wird aufgrund der niedrigen Glucose-Affinitat des
Glucosetransporters 2 spezifisch von diesem in pankreatische {-Zellen
aufgenommen [201]. Die Toxizitat des STZs beruht auf DNA-alkylierenden
Eigenschaften [202]. Durch induzierte DNA-Doppelstrangbriiche werden
nukledre Poly-(ADP-Ribose)-Polymerasen aktiviert, die NAD* und ATP
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verbrauchen. Durch den Energiemangel in der Zelle kommt es zum Zelltod [203].
Die maximal erreichbaren Blutzuckerwerte durch DM1 Induktion mit
Streptozotocin variieren zwischen den Mausstdmmen. DBA/2 und C57BL/6
erreichen 340-460 mg/dl, MRL/MP, 129/SvEv und BALB/c Mause lediglich 150-
220 mg/dl [204]. Da in der vorliegenden Arbeit ein transgenes Mausmodell
erforderlich war, wurden C57BL/6J Mause verwendet. Diese werden am
haufigsten fur transgene Mausmodelle verwendet [205]. Eine ergénzende
Uninephrektomie (UnX) bewirkt eine rasche Progression der DN [206]. Da in der
Literatur verschiedene STZ-Dosierungen sowie Therapieregime publiziert sind
und STZ potenziell toxische Wirkungen haben kann, wurde eine
Etablierungsstudie zur Optimierung der Diabetesinduktion und der
Hyperfiltrations-induzierten CKD durchgefuhrt [189]. Ziel der Etablierungsstudie
war die Induktion eines phanotypisch starken DM1 durch STZ bei gleichzeitig

guter Vertraglichkeit fur die Mause.

Acht Wochen alte C57BL/6J Wildtyp Mause in drei Gruppen zu je finf Weibchen
und fuanf Mannchen wurden mit drei verschiedenen STZ-Dosierungen therapiert:
50 mg/kg Kdrpergewicht (KG) fur 5 aufeinanderfolgende Tage, 60 mg/kg KG an
jedem zweiten Tag (g.a.d.) fur 12 Tage (sechs Injektionen) und 120 mg/kg KG
fur drei Tage (Tab. 20) Die Injektionen wurden nach einer Fastenperiode von

sechs Stunden intraperitoneal (i.p.) verabreicht (Kap. 3.2.1).

Tabelle 20: Behandlungsregime zur Etablierung eines DM1 Modells

Dosisregime Weibchen Mannchen
50 mg/kg Korpergewicht fiir 5 Tage 5 5
60 mg/kg Korpergewicht fir 12 Tage g.a.d. 5 5
120 mg/kg Képergewicht fir 3 Tage 5 5

g.a.d.: quaque alternis die

Durch linksseitige Uninephrektomie eine Woche nach der letzten STZ-Injektion
wurde das Eintreten der Hyperfiltrations-induzierten CKD beschleunigt (Kap.
3.2.1). Im Anschluss wurden woéchentlich Urin und Blut gesammelt, sowie
zweimal pro Woche der Blutzucker gemessen (Kap. 3.2.1). Sechs Wochen nach
Versuchsbeginn wurde das Experiment durch Euthanasie der Versuchstiere
mittels zervikaler Dislokation unter wirksamer Schmerzausschaltung beendet
(Abb. 14).
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Streptozotocin i.p. Zervikale Dislokation
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Abbildung 14: Studiendesign zur Etablierung eines Models fiir DM1

Acht Wochen alte C57BL/6J Mause wurden nach Schema mit STZ zur Induktion des DM1 therapiert. Eine
Woche nach erfolgter Induktion wurde eine Uninephrektomie durchgefihrt. In den folgenden sechs Wochen
wurde wochentlich Blut und Urin gesammelt sowie zweimal pro Woche der Blutzucker bestimmt. Nach einer
Laufzeit von sechs Wochen wurde die Studie durch Euthanasie der Versuchstiere beendet.

BZ: Blutzucker, i.p. intrapertitoneal.

Das Vorliegen eines DM1 wurde als langanhaltend, erhohter Blutzucker =300
mg/dl definiert. Die 50 mg/kg KG Gruppe erreichte keine Blutzuckerwerte 2300
mg/dl und erftillte somit nicht die Kriterien eines DM1. Bei Mausen der 60 mg/kg
KG und 120 mg/kg KG Gruppe konnte nach etwa 14 bzw. sieben Tagen ein DM1
diagnostiziert werden (Abb. 15). Im Vergleich zu 50 mg/kg KG Gruppe zeigten
die 60 mg/kg KG und 120 mg/kg KG Gruppe signifikant hohere Blutzuckerwerte
(p<0,001) (Abb. 15). Die spezifische Wirkung des STZs wurde nachgewiesen,
indem Insulin-immunhistochemisch eingefarbte Schnitte des Pankreas
ausgewertet wurden (Kap. 3.2.3). Die Flache der gefarbten 3-Zellen wurde mit
der Flache des Gesamtorgans korreliert (Kap. 3.2.4). Die STZ-Gabe hat eine
geschlechtsunabhéngige Abnahme der B-Zellen bewirkt. Mause weiblichen
Geschlechts zeigten alle eine signifikante Abnahme der p-Zell-Masse (50 mg/kg
KG p<0,05, 60 mg/kg KG p<0,01, 120 mg/kg KG p<0,01), wohingegen nicht alle
STZ-Dosierungen zu einer signifikanten Abnahme bei Mausen mannlichen
Geschlechts fuhrten (50 mg/kg KG p=0,20, 60 mg/kg KG p<0,05, 120 mg/kg KG
p<0,001) (Abb. 15).
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Abbildung 15: C57BL/6J Mause zeigen nach STZ-Behandlung Dosis-abhangig klinisch
einen DM1

(A) STZ-Dosis-abhangige mittlere Veranderung des Blutzuckers mit signifikant hoheren Blutzuckerwerten
bei einer Dosierung von 60 mg/kg KG und 120 mg/kg KG im Vergleich zu 50 mg/kg KG in weiblichen
Mé&usen, (B) Prozentuale Flache der (-Zellen an der Gesamtfliche des Pankreas, Insulin-
Immunhistochemie vor (C) und nach (D) STZ-Therapie.

m: Mannchen, w: Weibchen, ns: nicht signifikant, * p<0,05, ** p<0,01, *** p<0,001, **** p<0,0001.

In allen Gruppen zeigte sich nach Induktion des DM1 eine initiale Abnahme des
Korpergewichts. Aufgrund einer deutlichen Gewichtsabnahme und rapiden
Verschlechterung des Allgemeinzustandes der Mause nach Injektion von 120
mg/kg KG, musste das Experiment bereits 14 Tage nach Versuchsbeginn
beendet werden. In den anderen Gruppen konnte nach der initialen
Gewichtsabnahme eine entwicklungsgerechte Gewichtszunahme beobachtet

werden. Hier bestand keine Indikation zum Abbruch des Experiments (Abb. 16).
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Abbildung 16: STZ-Behandlung bewirkt in C57BL/6J Mausen eine Gewichtsabnahme

C57BL/6J Méause zeigen in Abhangigkeit von der STZ-Dosierung eine initiale Gewichtsabnahme bei (A) 50
mg/kg KG, (B) 60 mg/kg KG, (C) 120 mg/kg KG. Kaplan-Meier-Kurve der Uberlebenswahrscheinlichkeit fiir
Weibchen (A) und Méannchen (B). Friihzeitige Euthanasie der Mause mit 120 mg/kg KG STZ, bei rapider
Verschlechterung des Allgemeinzustands und deutlicher, anhaltender Reduktion des Kdrpergewichts.

Als primarer Endpunkt der Studie wurde eine Erh6hung der Albumin-Kreatinin-
Ratio (ACR) im Urin definiert. Die Mikroalbuminurie gilt beim Menschen als friihes
Anzeichen einer DN, da hier bereits eine gestorte Filtrationsbarriere zugrunde
liegt. Durch die Filterstorung kommt es zu einer reduzierten Ausscheidung des
Nierenretentionsparameters Kreatinin, welcher dann im Blut akkumuliert.
Entsprechend fuhrt ein Defekt der renalen Filtrationsbarriere zu einer erhéhten
ACR bei erhohtem Kreatininwert im Blutplasma. Um den frihen, initialen
Nierenschaden zu beurteilen, wurde die ACR als primarer Endpunkt dieser
Studie gewahlt. Die ACR wurde vor Beginn der Intervention und bei Euthanasie
bestimmt. Im Vergleich zu den anderen Gruppen konnte eine signifikante
Zunahme der ACR nur fur M&ause der 120 mg/kg KG Gruppe beobachtet werden.
Im Vergleich zu den anderen Versuchsgruppen wurde die ACR der 120 mg/kg
KG Gruppe bereits nach zwei Wochen, aufgrund des vorzeitigen Versuchsendes,
bestimmt (Abb. 17A). Die absoluten ACR nach Injektion von 60 mg/kg KG STZ
erhohte sich nicht signifikant (Abb. 17B).
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Abbildung 17: Nur 120 mg/kg KG STZ bewirkt eine signifikante ACR-Erhdhung

(A) Mittlere Veranderung der ACR. Eine signifikant starkere Zunahme der ACR konnte nach
Injektion von 120 mg/kg KG im Vergleich zu anderen Dosierungen beobachtet werden. Die
Anderung der ACR bestimmte sich aus ACR vor Intervention und ACR bei Euthanasie.
Entsprechend wurde die mittlere Veranderung bei 50 mg/kg KG und 60 mg/kg KG Uber einen
Zeitraum von sechs Wochen, bei 120 mg/kg KG Uber einen Zeitraum von zwei Wochen ermittelt.
(B) Absolute ACR-Werte vor Intervention und bei Euthanasie der weiblichen M&use nach Injektion
von 60 mg/kg KG.

ACR: Albumin-Kreatinin-Ratio, m: Mannchen, w: Weibchen, ns: nicht signifikant, * p<0,05, ** p<0,01, ***
p<0,001, **** p<0,0001.

Zusammengefasst konnte bei Dosierungen mit 60 mg/kg KG und 120 mg/kg KG
ein DM1 anhand der Blutzuckerwerte diagnostiziert werden. STZ in einer
Dosierung von 120 mg/kg KG wurde jedoch von den Mausen sehr schlecht
vertragen, weshalb der Versuch frihzeitig beendet werden musste. Die
prozentuale B-Zell-Masse reduzierte sich durch 60 mg/kg KG STZ Behandlung
bei den weiblichen Mausen mehr als bei den mannlichen, was auf einen im
Verlauf fulminant verlaufenden Diabetes hinweist. Auf Basis dieser Erkenntnisse
erschien eine DM1 Induktion mit STZ in einer Dosierung von 60 mg/kg KG sowie
die Verwendung von weiblichen Mausen flr weitere Experimente am
sinnvollsten. Da sich innerhalb von sechs Wochen Beobachtungszeit die ACR
nicht signifikant erhéhte, wurden sekundare Endpunkte bei weiblichen Mausen
mit einer Dosierung von 60 mg/kg KG analysiert, um einen neuen
Beobachtungszeitraum zu definieren. Hierzu wurden der Harnstoff im Plasma
(BUN; Nierenretentionsparameter) sowie histopathologische Verdnderungen
untersucht (Kap. 3.2.2-3.2.4).

Der BUN erhdhte sich signifikant (p<0,05) und verdoppelte sich in etwa im Mittel

Uber die Experimentdauer von sechs Wochen (Abb. 18).
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Abbildung 18: 60 mg/kg KG fiihrt zu einer Erh6hung des BUN bei C57BL/6J Mausen

Uber eine Experimentdauer von sechs Wochen erhihte sich der BUN signifikant (p<0,05) und verdoppelte
sich in etwa im Mittel.
BUN: Blut Harnstoff, ns: nicht signifikant, * p<0,05, ** p<0,01, *** p<0,001, **** p<0,0001.

Zur Beurteilung einer Hypertrophie des Nierengewebes wurde die Nieren-
Korpergewicht-Ratio sowie die Grol3e der Glomeruli mithilfe von PAS-Schnitten
bestimmt (Kap. 3.2.4). Das Gewicht der Niere wurde zum Zeitpunkt der
Uninephrektomie und am Ende des Experiments auf das Koérpergewicht der
Maus normiert. Bei einer Dosierung von 60 mg/kg KG konnte nach sechs
Wochen Experimentdauer keine signifikante Zunahme der Nieren-
Korpergewicht-Ratio beobachtet werden (Abb. 19A). Uber die Dauer des
Experiments zeigte sich keine Hypertrophie der Glomeruli (Abb. 19B-C).
Insgesamt zeigt sich weder eine Hypertrophie des gesamten Nierengewebes,

noch der Glomeruli.
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Abbildung 19: 60 mg/kg KG STZ zeigt nach 6 Wochen keine Hypertrophie der Niere oder
Glomeruli

(A) Zur Bestimmung der Hypertrophie der gesamten Niere wurde das Nierengewicht bei Uninephrektomie
(TO) und Euthanasie (T6) auf das Kérpergewicht der Maus normiert. Nach 6 Wochen Experimentdauer zeigt
sich keine Hypertrophie nach Injektion von 60 mg/kg KG STZ. (B-C) Die GrofRe der mit PAS angefarbten
histologischen Schnitte der Niere wurden analysiert. Hierzu wurden kortikale und juxtamedulldre Glomeruli
vermessen. Es zeigte sich keine signifikante Hypertrophie der Glomeruli nach 6 Wochen Experimentdauer.
ns: nicht signifikant, * p<0,05, ** p<0,01, *** p<0,001, **** p<0,0001.

Durch Analyse von WT-1-immunhistochemisch gefarbten Schnitten wurden
Verédnderungen in Podozytengrof3e sowie Podozytenzahl analysiert (Abb. 20D-
E; Kap. 3.2.4). Sowohl die Podozytenanzahl (p<0,05; Abb. 20A), als auch die
Podozytendichte (p<0,01; Abb. 20B) pro Glomerulus zeigten eine signifikante
Zunahme nach sechs Wochen Experimentdauer, die im Sinne einer
Anpassungsreaktion der Frihphase der DN interpretiert werden konnen. Das

Vorhandensein des NLRP3-Inflammasoms wurde mit einer
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immunhistochemischen NLRP3-Farbung analysiert (Abb. 20F-G; Kap. 3.2.4),
konnte jedoch an beiden Zeitpunkten im Glomerulus nicht nachgewiesen werden
(Abb. 20C). Die SiriusRed Farbung wurde zur Darstellung von fibrotischen Areale
verwendet (Abb. 20I-J; Kap. 3.2.4). Jedoch konnte nach sechs Wochen

Experimentdauer keine Glomerulosklerose nachgewiesen werden (Abb. 20H).
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Abbildung 20: Histopathologische Befunde nach 60 mg/kg KG STZ und 6 Wochen
Experimentdauer

Signifikante Zunahme der Podoyztenanzahl (A) und Podozytendichte (B) pro Glomerulus in der WT-1
Farbung. Exemplarische WT-1 Schnitte bei Uninephrektomie (C) und Euthanasie (D). Kein
immunhistochemischer Nachweis (n.d.) von NLRP3-positiver Flache im Glomerulus (E), sowohl bei
Uninephrektomie (F) als auch bei Euthanasie (G). Kein Nachweis (n.d.) fibrotischer Areale im Glomerulus
in der SiriusRed Farbung (H) bei Uninephrektomie (I) und Euthanasie (J).

n.d.: nicht nachweisbar, ns: nicht signifikant, * p<0,05, ** p<0,01, *** p<0,001, **** p<0,0001.
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Da sowohl bei Hyperglykdmie durch die Aktivierung der metabolischen und
hamodynamischen Signalwege als auch das NLRP3-Inflammsom Anderung auf
Transkriptionsebene bewirken kdnnen, wurde eine mRNA-Analyse durchgefihrt.
Hierbei wurde in den murinen Nieren die Expression der podozytenspezifischen
Gene Podocin, Nephrin und WT-1 bei Uninephrektomie und Euthanasie
analysiert (Kap. 3.2.2). Es zeigten sich keine relevanten Anderungen der
entsprechenden Expressionsprofile (Abb. 21). Die Frihphase der DN scheint

somit nicht mit Anderungen auf Transkriptionsebene einherzugehen.

Mittlere Veranderung
/ 18s rRNA

[ ]
2 °
[ ]
[ ]
| I
Nephrin Podocin  WT-1

Abbildung 21: DM1 bewirkt keine Expressionsanderung podozytenspezifischer Gene

Die Bestimmung der mRNA-Expression der podozytenspezifischen Gene Nephrin, Podocin und WT-1 zeigt
keine relevante Anderung im Expressionsprofil.

Zusammengefasst konnte zwar durch eine STZ-Dosierung von 60 mg/kg KG ein
DML1 induziert werden, die Beobachtungszeit von sechs Wochen schien jedoch
zu kurz gewahlt. Es konnte zu diesem Zeitpunkt keine Hypertrophie von Niere
oder Glomerulus nachgewiesen werden. Im Gegensatz dazu konnte eine
reaktive Zunahme der Podozytenanzahl und Podozytendichte sowie der
signifikante Anstieg des Nierenretentionsparameters BUN beobachtet werden.
Der Frihphase der DN entsprechend konnte keine renale Fibrose gezeigt
werden. Weder das Vorhandensein des NLRP3 Inflammasoms noch
Anderungen auf Transkriptionsebene waren nach sechs-wochiger
Hyperglykdmie festzustellen. Da die Mechanismen der Hyperfiltrations-
induzierten CKD nach sechs Wochen Experimentdauer, insbesondere unter
Berucksichtigung der glomerularen Hypertrophie als wichtiger Mechanismus der
Hyperfiltration, nicht zu beobachten waren, wurde die Experimentdauer flr
weitere Experimente verdoppelt. Das etablierte Modell sah also wie folgt aus:
Induktion des DM1 mit STZ in einer Dosierung von 60 mg/kg KG g.a.d. bei

weiblichen Mausen. Die Uninephrektomie erfolgt eine Woche nach
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abgeschlossener DM1-Indution. Die Beobachtungszeit wurde auf 12 Wochen

festgelegt.

4.2.2 Uberaktives NLRP3 Inflammasom in PodoCre;NIrp3WTA350Y Mausen

Um den potenziellen Einfluss des NLRP3 Inflammasoms in der Pathogenese der
frihen DN untersuchen zu kénnen, wurde der Phanotyp des Frihstadiums der
DN in genetisch modifizierte Mause mit Uberaktivem NLRP3 Inflammsom
(NLRP3+) im Podozyten untersucht. Hierzu wurden PodoCre;NIrp3WT/A3S0V
Mause verpaart und genotypisiert (Kap. 3.2.1). Abbildung 22 zeigt heterozygote

NIrp3WT/ASS0V Propen.
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Abbildung 22: Genotypisierung von NIrp3WT/A350V Mausen

(A) Exemplarische Ergebnisse der Genotypisierung von Nlrp3WTAS50V Mzusen. Von links: DNA-Leiter zur
Darstellung der Basenpaare, Negativkontrolle mit Wasser (ddH20), Wildtyp Probe (248 bp), Homozygote
Probe (430 bp), Heterozygote Probe (248 bp und 430 bp), heterozygote Proben der Versuchstiere. (B)
Endpunkt-PCR aus isolierten Glomeruli (gemafR? der Vorgaben des Jackson Laboratories; Durchfiihrung
durch Frau Tamisa Honda) zum Nachweis der Amplifikation des kirzeren, ausgefloxten Genprodukts in
Nphs2-Cre; NIrp3WT/A350V-Mausen (roter Kreis). Linke Bande: NIrp3A350V/A350V, mittlere Bande:
Nphs2-Cre; NIrp3WT/A350V, rechte Bande: NIrp3WT/WT-Mause (rechte Spur).

Bp: Basenpaare.

Nach Induktion des DM1 und Uninephrektomie wurden die Méause fir 12 Wochen
beobachtet (Kap. 3.2.1). Nach Euthanasie wurden die
Nierenretentionsparameter  bestimmt und die  Nieren hinsichtlich
histopathologischer Veranderungen beurteilt. In die Auswertung wurden
ausschlief3lich Mause eingeschlossen, die den Studienendpunkt von 12 Wochen
erreicht haben.

Sowohl NIrp3WT/ASS0V (p<0,01) als auch PodoCre;NIrp3WTA350V Mause (p<0,001)

zeigten einen signifikant starkeren Anstieg des Blutzuckers Uber den
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Beobachtungszeitraum von 12 Wochen im Vergleich zu diabetischen C57BL/6J
Wildtyp Mausen. Der Blutzuckeranstieg zwischen  NIrp3WT/A3SS0V  ynd
PodoCre;NIrp3WTA350V Mausen unterschied sich nicht signifikant (Abb. 23A). Der
primare Endpunkt, eine Erhéhung der ACR, wurde von PodoCre;NIrp3WT/A3s0v
Mause und NIrp3WTA350V Mausen erreicht. Die ACR verdoppelte sich im Mittel. Im
Vergleich dazu konnte bei C57BL/6J Wildtyp Mausen keine Veranderung der
ACR festgestellt werden. Bei direktem Vergleich der Gruppen stellte sich die
mittleren Anderung der ACR zwischen Wildtyp und NIrp3WT/A350V Mausen nicht
signifikant dar, die mittlere Anderung der ACR zwischen Wildtyp und
PodoCre;NIrp3WTA3S0V Mausen war jedoch signifikant (p<0,05). Die mittlere
Anderung der ACR zwischen Nlrp3WTA350V ynd PodoCre;NIrp3WTA350V Mausen
war nicht signifikant (Abb. 23B). Bei Betrachtung der BUN als
Nierenretentionsparameter zeigte sich im Mittel eine Verdopplung des BUN. Die
Gruppen unterschieden sich nicht signifikant untereinander (Abb. 23C). Das
absolute Nierengewicht nahm in allen Gruppen im Verlauf des Experiments
signifikant zu. Die Nieren der NIrp3WTA350V Mause hatten nach 12 Wochen ein
signifikant hoheres Gewicht als Nieren von PodoCre;NIrp3WTA350V Mausen
(p<0,01) (Abb. 23D).
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Abbildung 23: Biochemische Charakterisierung der frithen DN in PodoCre;NIrp3WT/A350V
Mausen
(A) Mittlere Veranderung des Blutzuckes, (B) Mittlere Veranderung der ACR, (C) Mittlere Veranderung des

BUN, (D) absolutes Nierengewicht iber eine Experimentdauer von 12 Wochen.
BUN: Blut Harnstoff, WT: Wildtyp, ns: nicht signifikant, * p<0,05, ** p<0,01, *** p<0,001, **** p<0.0001.
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Um zu testen, ob neben einer Hypertrophie der gesamten Niere auch eine
glomerulare Hypertrophie vorlag, wurden PAS-Schnitte analysiert (Kap. 3.2.4).
Die Analyse ergab keine Hypertrophie der Glomeruli nach einer Experimentdauer
von 12 Wochen (Abb. 24A-B). Sowohl Podozytenanzahl als auch
Podozytendichte wurden in WT-1-immunhistochemisch gefarbten Schnitten
analysiert (Kap. 3.2.4). Es konnten fur beide Parameter keine signifikanten
Veranderungen festgestellt werden (Abb. 24D-E). Sowohl die fehlende
glomerulare Hypertrophie als auch die nicht vorhandenen reaktiven
Verdnderungen in Podozytenzahl und Podozytendichte, die in der
Etablierungsstudie beobachtet werden konnten, kénnten ein Hinweis auf eine
bereits weiter fortgeschrittene DN sein. Denn die Hypertrophie verandert sich im
Verlauf durch die strukturellen Schaden zu einer Atrophie und es kommt zu einem
Untergang der Podozyten im Sinne von Apoptose. Mithilfe der SiriusRed Farbung
(Kap. 3.2.4) wurden fibrotische Areale im Glomerulus angefarbt. Es konnten
jedoch nach 12 Wochen Experimentdauer keine fibrotischen Areale im
Glomerulus nachgewiesen werden (Abb 24C). Das Fehlen von Fibrosen spricht

gegen das Vorliegen einer weit vorangeschrittenen DN. Das Vorhandensein des
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NLRP3-Inflammasoms wurde mit einer immunhistochemischen NLRP3-Farbung
analysiert (Kap. 3.2.4). Die untersuchten Schnitte gaben keinerlei Hinweis auf
das NLRP3 Inflammasom, denn es zeigten sich keine positiv eingefarbten Areale
(Abb. 24F-G).
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Abbildung 24: Histopathologische Befunde der Nieren nach 12-wdchiger Hyperglykéamie
in PodoCre;NIrp3WT/A350V Mausen

Nach 12-wéchiger Hyperglykamie zeigte sich in renalen PAS-Schnitten keine signifikante Hypertrophie der
Glomeruli im Vergleich zu M&usen ohne Diabetes (A). Der direkte Vergleich zwischen PodoCre;NIrp3WT/A3sov
und NIrp3WTASS0V Mausen zeigte keinen signifikanten Unterschied in der GlomerulusgroRe (A-B). Mithilfe
der SiriusRed Farbung konnte in keiner Gruppe eine renale Fibrose festgestellt werden (C). Die glomerulare
Podozytendichte (D) und Podozytenanzahl (E) unterschieden sich in WT-1 geférbten Schnitten nicht. Es
konnte keine NLRP3-positive Flache in den Glomeruli nachgewiesen werden (F-G).

TO: Unineprektomie, T12: Euthanasie, ns: nicht signifikant, * p<0,05, ** p<0,01, *** p<0,001, **** p<0,0001.
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Zusammengefasst zeigten Nlrp3WTA350V ynd PodoCre;NIrp3WTA350V Mause eine
fulminante Erhéhung des Blutzuckerspiegels. Obwohl das absolute
Nierengewicht von  NIrp3WTASS0V  signifikant hoher als das von
PodoCre;NIrp3WTA3S0V war, hatten PodoCre;NIrp3WTAS50Y Mause eine signifikant
hohere ACR. Dies konnte ein Hinweis auf eine bereits weiter fortgeschrittene DN
bei PodoCre;NIrp3WT/A350V Mause sein, wahrend es sich bei NIrp3WTA350Y Mausen
eher um ein friiheres Stadium handelte. Der Nierenretentionsparameter BUN war
in beiden Gruppen erhoht, was fur einen Hyperglykdmie-bedingten renalen
Schaden spricht. Trotz renaler Hypertrophie konnte histologisch keine
glomeruldare Hypertrophie in keiner Gruppe nachgewiesen werden. Da auch
keine fibrotischen Areale nachgewiesen werden konnten, kann das Vorliegens
eines Spatstadiums der DN ausgeschlossen werden. Quantitative podozytare
Verédnderungen konnten nicht mehr nachgewiesen werden, was die Hypothese
einer tendenziell fortgeschrittenen DN unterstreicht. Jedoch konnten keine
Gruppenunterschiede festgestellt werden. In keiner Gruppe gab es Hinweise auf
das glomerulare NLRP3 Inflammasom, denn die Farbung zeigte stets negative
Ergebnisse. Im Vergleich zu Wildtyp Mausen zeigten NIrp3WTASS0V ynd
PodoCre;NIrp3WTA3S0V Mzuse einen starker ausgepragtem DM1 mit deutlich

hdheren Blutzuckerwerten.

4.2.3 Podozytares NLRP3 als therapeutisches Target bei DN

Da sich PodoCre;NIrp3WTA350V Mguse mit einem fulminanten und im Vergleich zu
Wildtyp Mausen starker ausgepragtem DM1 prasentierten, wurde mithilfe von
NLRP3 Inflammasom Inhibitoren eine potenzielle Amelioration sowie
phanotypische Unterschiede bei C57BL/6J und PodoCre;NIrp3WTASS0V Mausen
untersucht. In die Auswertung wurden ausschlie3lich Mause eingeschlossen, die

den Studienendpunkt von 12 Wochen erreicht haben.

C57BL/6J Mause
C57BL/6J Mause wurden nach Schema mit Oridonin Injektionen oder 1,3-
Butanediol-haltigem Futter (BHB) nach Diabetesinduktion und Uninephrektomie

therapiert. Kontrolltiere erhielten Vehikel-Injektionen (Kap. 3.2.1).

Die Vehikel Gruppe prasentierte sich mit einem signifikant hoheren
Blutzuckerspiegel nach 12 Wochen Experimentdauer im Vergleich zur BHB

Gruppe (p<0,01). Kein Unterschied konnte zwischen Vehikel und Oridonin
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Gruppe beobachtet werden (Abb. 25A). Fur beide Nierenretentionsparameter,
ACR und BUN, konnte nach Therapie mit BHB keine signifikante Amelioration
beobachtet werden. Die ACR der Oridonin Gruppe stieg im Vergleich zur Vehikel
Gruppe signifikant an (p<0,05). Fir Oridonin zeigte sich keine signifikante
Anderung (Abb. 25B-C). Im Vergleich zu der Vehikel Gruppe konnte weder bei
Mausen ohne Diabetes eine signifikante Hypertrophie noch nach BHB- oder
Oridonintherapie eine signifikante  Verbesserung einer Hypertrophie

nachgewiesen werden (Abb. 25D).
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Abbildung 25: Inflammasom Inhibitoren zeigt keine Amelioration biochemischer
Parameter bei C57BL/6J M&usen

BHB bewirkt eine Reduktion des Blutzuckerwertes im Vergleich zur Therapie mit Vehikel oder Oridonin (A).
Die mittlere Veranderung von ACR (B) und BUN (C) zeigen keine Amelioration unter Therapie mit BHB oder
Oridonin. Das Nierengewicht wird durch Therapie von BHB oder Oridonin nicht beeinflusst (D).

ACR: Albumin-Kreatinin-Ratio, BUN: Blut Harnstoff, BHB: B-Hydroxybutyrat, ns: nicht signifikant, * p<0,05,
** p<0,01, *** p<0,001, **** p<0,0001.

Uber die Dauer des Experiments zeigte sich fiir keine Gruppe eine signifikante
Hypertrophie der kortikalen Glomeruli im Vergleich zur Vehikel Gruppe in PAS-
Schnitten (Kap. 3.2.4). Juxtamedullare Glomeruli der nicht-diabetischen und mit
Oridonin therapierten Mause zeigten eine Hypertrophie im Vergleich zur Kontrolle
(p<0,001; Abb. 26A). Die WT-1 Immunhistochemie (Kap. 3.2.4) zeigte nur fur die
Podozytengrof3e der BHB Gruppe eine signifikante Zunahme im Vergleich mit
der Vehikelgruppe (p<0,05). Die Daten fir Podozytengré3e und Podozytendichte
der anderen Gruppen waren nicht signifikant unterschiedlich zur Vehikelgruppe
(Abb 26B-C). Das Vorhandensein des NLRP3-Inflammasom wurde mit einer
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immunhistochemischen NLRP3-Farbung analysiert (Kap. 3.2.17), konnte jedoch
in keiner Gruppe nachgewiesen werden (Abb. 26D). Eine Farbung fibrotischer
Areale mittels SiriusRed Farbung erfolgte nicht, da bereits ohne Therapie mit

NLRP3 Inhibitoren keine renalen Fibrosen nachweisbar waren.
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Abbildung 26: Inflammasom Inhibitoren bewirken keine histopathologische Amelioration
bei C57BL/6J Mausen

Die Analyse glomerulérer Hypertrophie in PAS-Schnitten zeigte eine Reduktion der juxtamedullaren
GlomerulusgréBe nach Therapie mit BHB im Vergleich zur Vehikel Gruppe. Dariiber hinaus zeigte die
Therapie mit BHB oder Oridonin keinen Effekt auf die Glomerulusgrdf3e (A). BHB und Oridonin zeigten
keinen Einfluss auf Podozytendichte (B) und Podoyzytenanzahl (C) in der WT-1 Farbung. Es konnte keine
NLRP3-positive Flache im Glomerulus bei keiner Gruppe nachgewiesen werden (D).

BHB: B-Hydroxybutyrat, n.d.: nicht nachweisbar, ns: nicht signifikant, * p<0,05, ** p<0,01, *** p<0,001, ****

p<0,0001.
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Insgesamt konnten keine einschlagigen Verbesserungen des diabetischen
Phéanotyps unter BHB oder Oridonin Therapie bei C57BL/6J Mausen beobachtet
werden. Zwar reduzierte BHB den Blutzucker und die juxtamedullare
GlomerulusgroRe signifikant, zeigte jedoch keinen Einfluss auf die
Nierenretentionsparameter ACR und BUN. Unter BHB-Therapie erhéhte sich die
Podozytendichte bei konstanter Podozytenanzahl im Glomerulus. Entsprechend
konnten die Ergebnisse darauf hinweisen, dass BHB die Progression der DN
durch reduzierte Blutzuckerwerte verlangsamt und der Phanotyp eher einem
Frihstadium entspricht. Unter Oridonintherapie kam es zu einem signifikanten
Anstieg der ACR. Es konnte kein Einfluss auf Blutzucker oder BUN
nachgewiesen werden. Die Grof3e der juxtamedullaren Glomeruli war signifikant
erhoht. DarUber hinaus zeigte Oridonin keine Wirkung auf die renale Histologie.
Oridonin bewirkte entsprechend keine phanotypische Amelioration. Das NLRP3
Inflammasom konnte histologisch weder unter BHB noch unter Oridonin Therapie

nachgewiesen werden.

PodoCre;NIrp3WTA3S0Y Mause

PodoCre;NIrp3WT/A3S0V nd NIrp3WT/AS50vY Mause erhielten nach Diabetesinduktion
und Uninephrektomie 1,3-Butandiol-haltiges Futter nach Schema, um eine
Amelioration der frUhen renalen Verdnderungen durch eine 12 Wochen

bestehende Hyperglykdmie bei DM1 zu untersuchen (Kap. 3.2.1).

Die Therapie mit BHB fihrte zu keinem signifikant unterschiedlichen Effekt in
Bezug auf Blutzucker, ACR, BUN oder die Hypertrophie der Gesamtniere bei
PodoCre;NIrp3WTA350V. ynd  NIrp3WTA3S0V  heziehungsweise im Vergleich zu
PodoCre;NIrp3WTAS50Y Mausen, die kein BHB erhielten (Abb.27A-D). Uber die
Dauer des Experiments konnten ebenfalls keine signifikant verschiedenen
histologischen Veranderungen zwischen den Gruppen nachgewiesen werden.
Es kam weder zu einer Anderung der kortikalen oder juxtamedullaren
GlomerulusgréRen in PAS-Schnitten (Abb. 27E), noch zu Anderungen der
PodozytengrofRe (Abb. 27F) und Podozytendichte (Abb. 27G) in der WT-1
Immunhistochemie nach BHB-Therapie. Das NLRP3-Inflammasom konnte
mithilfe einer immunhistochemischen NLRP3-Farbung in keiner Gruppe
nachgewiesen werden (Abb. 27H). Eine SiriusRed Féarbung zur Darstellung von
Fibrosen erfolgte nicht, da bereits ohne BHB-Therapie keine fibrotischen Areale

nachgewiesen werden konnten.
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Abbildung 27: Eine BHB Therapie zeigte keinen signifikanten Effekt bei
PodoCre;NIrp3WT/A350V Mausen

PodoCre;NIrp3WTAS0V Mause, die mit dem NLRP3 Inflammasom Inhibitor BHB therapiert wurden, zeigten
keine signifikanten phanotypischen Verdnderungen im Vergleich zu Mausen mit BHB Therapie und
PodoCre;NIrp3WT/A350V Mausen ohne BHB Therapie. Bei den untersuchten Parametern handelte es sich um
den (A) Blutzucker, (B) die ACR, (C) den BUN und (D) das Nierengewicht als Hinweis auf eine renale
Hypertrophie. Auch die histologische Auswertung zeigten keine signifikanten Veranderungen in Bezug auf
die (E) glomerulare Grof3e entsprechend einer glomeruldren Hypertrophie sowie die (F) Podozytendichte
und (G) Podozytenanzahl pro Glomerulus. Es konnte bei keiner Gruppe histologisch das NLRP3
Inflammasom nachgewiesen werden (H).

BHB: B-Hydroxybutyrat, n.d.: nicht nachweisbar, ns: nicht signifikant, * p<0,05, ** p<0,01, *** p<0,001, ****
p<0,0001.
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Insgesamt konnte eine Therapie mit dem NLRP3 Inflammasom Inhibitor BHB
keinerlei phanotypische Veranderungen bei PodoCre;NIrp3WTA350V im Vergleich
zu NIrp3WT/ASS0Y Mausen unter BHB-Therapie und PodoCre;NIrp3WTASS0V Mausen
ohne BHB-Therapie bewirken. Im Gegensatz zu C57BL/6J Mausen zeigte BHB
bei PodoCre;NIrp3WTA350V. Mausen keine antidiabetische Wirkung auf den
Blutzucker, denn dieser reduzierte sich nicht signifikant im Vergleich zu nicht-
therapierten PodoCre;NIrp3WTAS50V Mausen. Zusammenfassend konnte in den
Studien der vorliegenden Arbeit keine kanonische Beteiligung des NLRP3
Inflammasoms in Podozyten nachgewiesen werden. Weder aggravierte sich der
renale Phanotyp bei PodoCre;NIrp3WTAsS0V  Mausen mit Uberaktivem
Inflammasom nach 12-wdchiger fulminanter Hyperglykamie, noch zeigte sich ein
relevanter Effekt bei Therapie mit Inflammasom Inhibitoren bei diesen Méausen.
C57BL/6J Mause zeigten bei Therapie mit BHB signifikant reduzierte
Blutzuckerwerte und scheinen somit auf die antidiabetische Wirkung von BHB
besser anzusprechen als PodoCre;NIrp3WTAS50V Mause. Durch geringere
Blutzuckerwerte kann BHB entsprechend bei C57BL/6J Mausen nephroprotektiv
wirken. Oridonin zeigte hingegen keinerlei nephroprotektive Wirkung. Der
Phanotyp zwischen PodoCre;NIrp3WTAS0V Mausen mit Uberaktivem NLRP3
Inflammasom und NIrp3WTA350V Mausen ohne spezifische Uberaktivierung im
Podozyten unterschied sich nicht signifikant. Eine Beteiligung des kanonischen
NLRP3 Inflammasoms in der Pathogenese der frihen DN konnte nicht
nachgewiesen werden. Die in vivo Ergebnisse korrelieren somit mit den in vitro
Ergebnissen, die eine podozytdre Beteiligung des kanonischen NLRP3

Inflammasoms nicht zeigen konnten.
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5. Diskussion

Ziel der vorliegenden Arbeit war es, aufgrund der widersprtchlichen Aussagen
zur Fahigkeit von parenchymalen, renalen Zellen das NLRP3-Inflammasom zu
bilden, die Rolle des NLRP3 Inflammasoms in renalen Parenchymzellen zu
klaren. Als exemplarischer Podozytenstress wurde fir diese Studie ein DM1
gewahlt. Auf diese Weise sollte die Madglichkeit der Tertiarpravention
Hyperfiltrations-bedingter, struktureller Veranderungen durch gezielte Hemmung
der immunvermittelten Inflammation getestet werden. Gegenstand der
Untersuchungen dieser Arbeit waren renale, parenchymale Zellen. Die
Pathogenese der DN eignete sich als zugrundeliegendes Modell gut, da hier der
podozytare Schaden eine zentrale Rolle einnimmt. Weiterhin wurde in mehreren
Studien Uber eine gesteigerte Aktivitat des NLRP3 Inflammsoms in Podozyten im
Rahmen von Diabetes berichtet [207-210]. Die Hypothesen, die in der

vorliegenden Arbeit getestet wurden, waren:

1. Das podozytare NLRP3 Inflammasom erfillt keine kanonischen und

proinflammatorischen Funktionen.

2. Die Progression der Hyperfiltrations-induzierten CKD als Frihstadium der DN

wird nicht durch das podozytare NLRP3 vermittelt.

3. FUr eine Tertiarpravention eignet sich das podozytare NLRP3 als
therapeutisches Target bei Hyperfiltrations-induzierter CKD nicht. Die
Progression der DN kann also nicht durch Inhibition des NLRP3 Inflammasoms

als Vermittler von Inflammation verhindert werden.

Die Uberprufung dieser Hypothesen erfolgte in vitro und in vivo. Es konnte
gezeigt werden, dass 1. NLRP3 in Podozyten aufgrund fehlender IL-18 und IL-
18 Sekretion keine kanonische, proinflammatorische Funktion erfillt, 2. Es durch
ein Uberaktives NLRP3 Inflammasom in Podozyten nicht zu einer Aggravation
einer Hyperfiltrations-induzierten CKD kommt und 3. Das NLRP3 Inflammasom
somit kein therapeutisches Target zur Tertiarpravention bei Hyperfiltrations-
bedingter CKD darstellt. Die renale Inflammation scheint sich unabhangig von

der kanonischen NLRP3 Wirkung zu entwickeln.
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5.1 Kanonische, proinflammatorische Funktion von podozytarem NLRP3 in
vitro
Mithilfe von in vitro Versuchen wurde auf zellularer Ebene die Aktivierung des

NLRP3 Inflammasoms an humanen Podozyten untersucht.

In dieser Arbeit wurden postmitotische, humane Podozyten verwendet. Im
Gegensatz dazu ergab eine Litertaturrecherche nach Arbeiten, die die
kanonische IL-18 oder IL-18 Sekretion untersuchten, dass weit Uberwiegend
immortalisierte, noch mitotisch aktive Podozyten verwendet wurden [167, 171,
211-217]. Da jedoch humane Podozyten in der Niere nicht mehr teilungsfahig
sind, ist die Verwendung dieser Modelle und die Interpretation der Ergebnisse
kritisch zu sehen. Um die physiologische Realitat in der Niere besser abzubilden,
wurden fur die vorliegende Studie ausschlie3lich postmitotische, aus renalen

Stammzellen gewonnene Podozyten verwendet.

Die Podozyten wurden mit LPS und ATP unter diabetischen Bedingungen
inkubiert, um die Aktivierung des kanonischen NRLP3 Signalwegs zu initiieren.
Im Vergleich zu THP1+PMA konnte in Podozyten keine IL-18 Sekretion
nachgewiesen werden. Diese Beobachtung ist kontrar zu den bereits publizierten
Arbeiten, die eine NLRP3-abhéngige, stimulierbare IL-18 Sekretion zeigen
konnten [167, 171, 211, 213, 215-217]. Die Daten dieser Arbeit konnten auch
keine IL-18 Sekretion in Podozyten zeigen, wobei hier auch in den Kontrollzellen
nach  Stimulation kein IL-18 nachgewiesen werden konnte. Die
Literaturrecherche ergab lediglich nur eine Studie, die die NLRP3-abhangige IL-
18 Sekretion in humanen Podozyten untersucht hat und eine Steigerung der

Sekretion nach Stimulation beobachten konnte [215].

Zugrundeliegend fur diese kontraren Ergebnisse konnte die Tatsache ein, dass
in den analysierten Publikationen Assays verwendet wurden, deren technische
Informationen nicht spezifizieren, ob ein Nachweis von pro- IL-1p oder reifen IL-
1B erfolgte. Moglich ist somit eine falsch positive Detektion von IL-1[3 in einem
Grol3teil der Publikationen auf Basis unspezifischer Analysemethoden [167, 171,
211, 213, 215-217]. In der vorliegenden Arbeit wurden ausschlie3lich Assays
verwendet, die gemalR Herstellerinformation ausdrticklich die reife Variante der
Interleukine nachweisen. Abweichungen in den Sekretionsanalysen dieser Arbeit
im Vergleich zu Literaturdaten, namlich dass es bei Inflammasom Aktivierung

nicht zu einer kanonischen Sekretion von IL-1B in Podozyten kommt, kdnnten
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also 1) auf den physiologischen Unterschied zwischen postmitotischen und
immortalisierten Podozyten und 2) auf die Detektion der IL-18 Form
zurtckzufihren sein. Die fehlende IL-18 Sekretion in der Positivkontrolle dieser
Arbeit konnte trotz mehrfacher Wiederholung des Experiments nicht behoben
werden. Ein anderes ELISA-Kit konnte nicht verwendet werden, da nur bei dem
verwendeten Kit die technischen Informationen die detektierte Form von IL-18
spezifizierten. Der fehlende Nachweis einer IL-18 Sekretion durch Podozyten ist
also aufgrund der negativen Positivkontrolle mit Vorsicht zu interpretieren. Die
Abweichung dieser Sekretionsanalyse im Vergleich zu der Literatur kann
ebenfalls wieder mit 1), dem physiologischen Unterschied zwischen
postmitotischen und immortalisierten Podozyten, und 2), der Detektion der IL-18

Form, begrindet werden.

Aufgrund dieser Diskrepanz bleibt also nach wie vor ungeklart, ob parenchymale,
renale Zellen NLRP3-abhéangig IL-1p und IL-18 sezernieren kdnnen. Gemal des
humanen Protein Atlas liegt in humanen Podozyten, analog zu den Daten der in
vitro Experimente dieser Studie, kein NLRP3 Inflammasom vor [218]. Auch
unverotffentlichte Genexpressionsanalysen (Kunte et al.) in Podozyten einer
humanen Niere mit Diabetes konnte Transkripte der NLRP3 Inflammsom
relevanten Gene NLRP3, ASC, Caspase 1, IL-1p und IL-18 nur in Immunzellen,

jedoch nicht in den Podozyten selbst nachweisen.

5.2 Bedeutung des podozytdren NLRP3 Inflammasoms bei glomerulérer
Hyperfiltration in vivo

Da die Ergebnisse der in vitro Analysen wesentlich den publizierten
Literaturdaten widersprachen, wurde die Aktivierung des podozytaren NLRP3-
Inflammasoms im Kontext des Gesamtorganismus bei Podozytenstress
untersucht. Hierzu diente 1) ein DM1 und 2) die Uninephrektomie, um den
Progress der Diabetes-induzierten glomerularen  Hyperfiltration  zu

beschleunigen.

Zunachst musste ein DM1 im Tiermodell erzeugt werden. Methodisch kann daftr
entweder ein Spontanph&notyp oder ein induzierter Phanotyp verwendet werden
[181, 182]. Wesentlicher Vorteil der induzierbaren Modelle ist der festgelegte
Manifestationszeitpunkt des DM1, wodurch Analysen von DM1l-assoziierten

Folgeerkrankungen, wie der DN, praziser durchgefiihrt werden kénnen. Fur die
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Induktion des DML1 eignet sich das B-Zellgift Streptozotocin sehr gut, da dies
einen Untergang der insulinproduzierenden B-Zellen bewirkt. Es resultiert ein
absoluter Insulinmangel, der der Pathogenese des DM1 entspricht [200, 219].
STZ hat jedoch dosisabhéngige, toxische Eigenschaften, die sich auch in
anderen Organen manifestieren kdnnen [220]. Weiterhin unterscheidet sich die
Wirkung von STZ zwischen einzelnen Mausstammen, da manche Mause
resistenter gegeniber STZ beziehungsweise gegenuber DMl-assozierten
Erkrankungen sind [183, 221]. Aus diesem Grund wurde zunachst eine
Etablierungsstudie zur Optimierung der Diabetesinduktion und glomeruléaren
Hyperfiltration durchgeftihrt [189]. Ziel der Etablierungsstudie war die Induktion
eines phanotypisch starken DM1 durch STZ bei gleichzeitig guter Vertraglichkeit
durch die Mause. Aus diesem Grund wurde STZ in drei verschiedenen
Dosierungen verabreicht: 50 mg/kg KG fur funf Tage, 60 mg/kg KG g.a.d. und
120 mg/kg KG fir drei Tage. Die resultierenden Daten zeigten lediglich bei
weiblichen Versuchstieren bei einer Dosierung von 60 mg/kg KG einen
diabetischen Effekt auf die [p-Zell-Masse bei gleichzeitig erhéhtem
Blutzuckerspiegel und tolerabler, kataboler Stoffwechsellage bei Insulinmangel.
Die in der Literatur beschrieben toxischen Eigenschaften des STZs kamen in
dieser Dosierung nicht zum Tragen [220]. Obwohl das Review von Breyer et al.
eine erfolgreiche Diabetesinduktion bei Verabreichung von 50 mg/dl STZ fur funf
Tage mit Blutzuckerwerten >300 mg/dl (16,7 mmol/l) sieben Tage nach Induktion
beschreibt, konnte diese Dosiswirkung in der vorliegenden Arbeit nicht bestétigt
werden [181]. Grund hierfir konnte die divergente Resistenz einzelner
Mausstamme gegenuber der STZ-Wirkung sein [183, 221, 222]. Wang et. al
beschrieben eine erfolgreiche Diabetesinduktion mit einer einmaligen Gabe von
120 mg/kg KG STZ bei guter Vertraglichkeit [140]. In der hier vorliegenden Arbeit
wurde die einmalige STZ-Gabe auf drei Gaben STZ in einer Dosierung von 120
mg/dl eskaliert, woraus zwar ein fulminanter Diabetes, jedoch auch eine sehr
schlechte Vertraglichkeit resultierten. Die gewahlte Dosierung von 60 mg/kg KG
entspricht zwar in ihrer Gesamtdosis von 360 mg/kg KG der Gesamtdosis der
dreimaligen Gabe von 120 mg/kg KG, scheint aber aufgrund der kleineren
Einzeldosen und jeweils einem Tag Regeneration zwischen den Injektionen
(gemall des Schemas g.a.d.) besser von den Versuchstieren vertragen zu

werden.
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Die vorliegenden Daten geben keinen Hinweis auf eine signifikante
Hyperfiltration oder initiale glomeruldre Sché&den nach einer Experimentdauer
von 6 Wochen. Studien konnten zeigen, dass die kumulative Inzidenz fir eine
DN nach einer Diabetesdauer von 25 Jahren bei 25-40% liegt [223].
Entsprechend ist es nicht verwunderlich, dass im Mausmodell eine
Diabetesdauer von 6 Wochen zu kurz ist, um die renale Homdostase signifikant

Zzu beeinflussen.

Auf Basis dieser Erkenntnisse wurden die weiteren in vivo Versuche in weiblichen
Méausen mit 60 mg/kg KG STZ zur DM1 Induktion durchgefuhrt und die

Experimentdauer auf 12 Wochen ausgeweitet.

5.2.1 PodoCre;NIrp3WTA3S0V Mause zeigen keinen aggravierten Phanotyp
der anhaltenden glomeruléren Hyperfiltration

Der Phéanotyp der glomerularen Hyperfiltration wurde mit dem etablierten
Schema zur DM1 Induktion und Uninephrektomie in genetisch modifizierten
PodoCre;NIrp3WTASS0Y Mause mit tiberaktivem NLRP3 Inflammsom (NLRP3+) im

Podozyten untersucht.

Das etablierte Therapieregime fiuihrte auch bei NIrp3WTASSOV  ynd
PodoCre;NIrp3WTA3S0V Mzausen zu einer Hyperglykamie und Albuminurie, im

Sinne einer renalen Beteiligung.

Trotz einer signifikanten Erhéhung des Nierengewichts bei NIrp3WTA3S0V Mausen,
zeigte sich histologisch keine glomerulare Hypertrophie in PAS-Schnitten. In
Korrelation mit dem nicht signifikant erhdhten Nierengewicht konnte bei
PodoCre;NIrp3WTA3S0vV  Mausen keine glomerulare Hypertrophie oder
Glomerulosklerose nachgewiesen werden. Die geringe toxische Wirkung von
STZ auf Podozyten ist insbesondere fur niedrige Dosierungen an STZ
vorbeschrieben [181]. Allerdings wurde fur diese Experimente eine hohe STZ
Dosis gewahlt wurde und auch andere Autoren konnten einen guten Effekt der
Hyperglykdmie auf die Niere bei gleicher Mauslinie und niedriger STZ Dosierung
nachweisen [208]. Daruber hinaus zeigte die NLRP3 Immunhistochemie im
Gegensatz zu Mausen mit chronischer Oxalatnephropathie und NLRP3
Anreicherung im Tubulussystem keinen positiven Nachweis des NLRP3
Inflammasoms in Podozyten. Knauf et al. konnten den protektiven Effekt der

Abwesenheit des NLRP3 Inflammasom in Nirp3-defizienten Mausen bei
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chronischer Oxalatnephropathie nachweisen, sodass das NLRP3 Inflammasom
in dieser Pathogenese eine relevante Rolle einzunehmen scheint [224]. Analog
dazu beschreibt der humane Protein Atlas fur das Tubulussystem das Vorliegen
von NLRP3 [218].

Auch diese in vivo Daten bei Podozytenstress im Sinne einer glomerularen
Hyperfiltration unterstreichen die in vitro Beobachtung sowie die Daten des
humanen Protein Atlas und der Genexpressionsanalyse, dass das NLRP3
Inflammasom in Podozyten keinen proinflammatorischen Effekt hat. Selbst bei
einer Uberaktivierung des NLRP3 Inflammasoms konnte kein aggravierter

Phénotyp beobachtet werden.

In Gegensatz dazu stehen die kirzlich publizierten Daten von Shahzad et al., die
bei diabetischen Mausen mit homozygot Uberaktiver NLRP3 Variante im
Podozyten eine Aggravation des renalen Phanotyps beobachten konnten. Diese
Mause zeigten signifikant erhohte Nierenretentionsparameter sowie
histologische Verédnderungen, wie Glomerulosklerose, im Vergleich zur
Kontrollgruppe [208]. Eine mdgliche Erklarung der Diskrepanz der Daten von
Shahzad et al. und denen der vorliegenden Arbeit, ist der unterschiedliche
Genotyp [208]. Zudem muss bei der Interpretation der Daten von Shahzad et al.
berticksichtigt werden, dass die Mause in allen Zellen, aul3er den Podozyten
NIrp3 defizient waren, wodurch der Vergleich zur Kontrollgruppe (Wildtyp Mause)
schwerfallt [208]. Im Gegensatz dazu wurde in dieser Studie die Vergleichbarkeit
zwischen den einzelnen Gruppen durch Modifikationen, die ausschlief3lich die
Podozyten betrafen, gewéhrleistet. Eine mangelnde Genotypinduktion der
vorliegenden Arbeit konnte durch Genotypisierungen aus Ohrstanzen nach
Geburt der Versuchstiere und Endpunkt PCRs nach Euthanasie aus den Nieren

ausgeschlossen werden.

Zusammengefasst zeigen die vorliegenden Daten in Mausen mit Uberaktivem
NLRP3 Inflammasom (PodoCre,NIrp3"WTA350V) keine Aggravation der
glomerularen Hyperfiltration und deuten auf kein Vorliegen des NLRP3

Inflammasoms im Podozyten hin.
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5.2.2 Eine Therapie mit NLRP3 Inflammasom Inhibitoren fiihrt zu keiner
Verbesserung des renalen Phanotyps in PodoCre;NIrp3WTASS0V Mausen

Da die Ergebnisse der in vivo Experimente deutliche Diskrepanzen zu den Daten
von Shahzad et al. aufwiesen, wurde die phanotypische Auspragung bei
PodoCre;NIrp3WTASS0V Mause unter Inhibition des NLRP3 Inflammasoms mittels
Oridonin und BHB untersucht [208].

Insgesamt konnte keine signifikante Anderung des renalen Phanotyps unter BHB
oder Oridonin Therapie beobachtet werden. BHB reduzierte lediglich den
Blutzucker bei C57BL/6J Mausen signifikant, was auf die antidiabetische Wirkung
des BHBs zurlUckzufihren ist [225]. Interessanterweise konnte der
antidiabetische Effekt bei PodoCre;NIrp3WTAS50Y Mausen nicht beobachtet
werden, obwohl diese signifikant hohere Blutzuckerwerte als C57BL/6J Mause
zeigten (Kap. 4.2.2). Diese Daten sprechen dafiir, dass PodoCre;NIrp3WT/A3S0V
Mause vulnerabler auf Streptozotocin reagieren und gleichzeitig nicht gut auf
eine antidiabetische Therapie mit BHB ansprechen. Auch Literaturdaten
unterstreichen die unterschiedlich ausgepragte Anfalligkeit auf die Auswirkungen

einer Hyperglykamie zwischen verschiedenen Mausstammen [184].

Oridonin bewirkte hingegen keinerlei phéanotypische Amelioration, im Gegenteil,
unter Oridonintherapie kam es zu einem signifikanten Anstieg der ACR, was auf
potenzielle toxische Effekte von Oridonin zurlckzufuhren ist. Studien konnten
zeigen, dass Oridonin zum Beispiel zytotoxisch auf hepatisches Gewebe und
Erythrozyten wirken kann [226, 227]. Eine potenzielle Nephrotoxizitat ware also
denkbar.

Im Gegensatz zu den Daten der vorliegenden Arbeit zeigten Shahzad et al. bei
NIrp3-defizienten, diabetischen M&ausen eine Inhibierung der glomerularen
Inflammation sowie einen verringerte renalen Schaden im Vergleich zu

homozygoten PodoCre;NIrp3A350V/A350V Mausen [208].

Neben der fehlenden Amelioration des renalen Phanotyps unter Inflammasom
Inhibition konnte die histologische Auswertung unserer Daten erneut kein NLRP3
Inflammasom in der NLRP3 Farbung nachweisen, was eine Abwesenheit des
NLRP3 Inflammasoms unterstreicht. Unter der Annahme, dass bei den
Experimenten zum uUberaktiven Inflammasom ein geringgradiger, wenn auch

kaum nachweisbarer Nierenschaden vorlag, sollte dennoch gemalRd Shahzad et
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al. eine Amelioration nach Therapie zu beobachten sein [208]. Zwar
unterschieden sich auch bei diesem Experiment die Genotypen der verwendeten
Méause, dennoch kann die Ursache der Diskrepanz nicht final erklart werden
[208]. Dieser Effekt blieb aus, sodass auf Basis der Daten dieser Arbeit eine
pharmazeutische Inhibition des NLRP3 Inflammasoms keine Bedeutung in der
Therapie der Hyperglykamie-bedingten glomerularen Hyperfiltation zu haben

scheint.

Zusammenfassend konnte in den Studien der vorliegenden Arbeit die Prasenz
und kanonische Beteiligung des NLRP3 Inflammasoms an inflammatorischen
Prozessen in Podozyten nicht nachgewiesen werden. Diese Erkenntnisse
entsprechen den Daten des humanen Protein Atlas, widersprechen jedoch der

Mehrzahl an publizierten Daten zum NLRP3 Inflammasom [208, 218].
Entsprechend kénnen die dieser Arbeit zugrundeliegenden Hypothesen

1. Das podozytare NLRP3 Inflammasom erflllt keine kanonischen und

proinflammatorischen Funktionen.

2. Die Progression der Hyperfiltrations-induzierten CKD als Friihstadium der DN

wird nicht durch das podozytare NLRP3 vermittelt.

3. Fur eine Tertiarpravention eignet sich das podozytdre NLRP3 als
therapeutisches Target bei Hyperfiltrations-induzierter CKD nicht. Die
Progression der DN kann also nicht durch Inhibition des NLRP3 Inflammasoms

als Vermittler von Inflammation verhindert werden.
nicht verworfen werden.

Insgesamt kdnnen nicht-kanonische, IL-18 unabhangige Effekte des NLRP3
Inflammasoms, die zu Hyperglykdmie-bedingten glomerularen Hyperfiltration
beitragen, durch die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit nicht ausgeschlossen
werden [228, 229].

5.3 Limitationen der Arbeit

Die Erkenntnisse der vorliegenden Arbeit basieren auf in vitro und in vivo Maus-
Experimenten. Obwohl derartige Studien die Basis fur translationale Forschung
darstellen, existieren dennoch etwaige methodische und konzeptionelle

Limitationen.
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Die Maus als Tiermodell in der experimentellen Nephrologie einzusetzen, ist zwar
state of the art, jedoch darf auch hier nicht au3er Acht gelassen werden, dass
sich Mause und Menschen in anatomischen und physiologischen Aspekten
unterscheiden. So sind das murine und humane Genom nur zu 25% homolog
[230]. Insbesondere Unterschiede im Aufbau des Immunsystems diirfen bei einer
Arbeit, die sich mit Inflammation beschaftigt, nicht vernachlassigt werden. So
verfigt die Maus Uber unterschiedliche Strukturen im angeborenen und
erworbenen Immunsystem. Beispielswiese exprimieren Mause in Paneth Zellen
des Dunndarms tber 20 verschiedene Zytokine zur Immunabwehr, wahrend der
Mensch nur zwei verschiedene Defensine exprimieren kann. Die
immunologische Entwicklung zwischen Maus und Mensch hat sich im Rahmen
der Evolution an die Lebensumstédnde und Umweltfaktoren angepasst, um den
entsprechenden Organismus bestmoglich vor Pathogenen zu bewahren. [231-
233].

Dartber hinaus handelte es sich bei den verwendeten Mausen um ingezichtete
Tiere. Entsprechend unterscheiden sich die Mause untereinander in ihrer
genetischen Ausstattung nur durch kleinste Spontanmutationen voneinander.
Vergleicht man nun eine Kohorte Labormause mit einer Kohorte Patienten, lasst
sich feststellen, dass die Genetik der Patienten deutliche, interindividuelle
Unterschiede aufweist. Um allgemeinguiltige Ergebnisse aus klinischen Studien
zu generieren, ist es im Gegenteil gerade das Ziel, identische oder ahnliche
Effekte auch in heterogenen Gruppen, die nicht das gleiche Alter, Geschlecht,

Vorerkrankungsprofil haben, zu erzielen [234].

Neben konzeptionellen Limitationen diurfen auch methodische Limitationen
dieser Arbeit nicht ungeachtet bleiben. Die Verwendung von Cre/loxP-Systemen
kann zu off-target Effekten fihren, wobei insbesondere neu entwickelte Cre-
Systeme anféallig dafir sind. Um derartige Effekte zu erkennen, kénnen
beispielsweise Cre-Mause mit Mausen, die eine Reporterkassette besitzen,
gekreuzt werden. Dariiber hinaus ist auch eine unspezifische Aktivitat in anderen
Organen moglich [235]. In der vorliegenden Arbeit wiirde das bedeuten, dass die
Cre-Rekombinase nicht spezifisch in Podozyten exprimiert wird, sondern auch
aulRerhalb der Niere oder in anderen Nierenkompartimenten. Um sicherzustellen,
dass die Cre-Rekombinase fir diese Studien spezifisch in Podozyten exprimiert

wird, wurden stets Endpunkt-PCRs durchgefuhrt.
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Trotz STZ-induziertem DM1 und Uninephrektomie entwickelten die Versuchstiere
im Gegensatz zu den Daten anderer Publikationen keine fulminante DN [181,
208]. Diese Diskrepanz kann auf unterschiedliche Laufzeiten der Experimente
und unterschiedliche Vulnerabilitat der Mauslinien auf die STZ-Therapie
zurickgefuhrt werden. Dennoch erschweren diese Unterschiede die
Vergleichbarkeit der Experimente. Weiterhin muss die unspezifische Wirkung der
Inflammasom Inhibitoren BHB und Oridonin beriicksichtigt werden. Die
inhibitorische Wirkung ist nicht nur auf die Podozyten beschrankt, sondern betrifft
den Gesamtorganismus. Gleiches gilt auch fur potenziell toxische Wirkungen der
Substanzen, die Beobachtungen potenziell verfalschen kdnnen. So fuhrt der
blutzuckersenkende Effekt von BHB NLRP3 unabh&ngig zu einer verbesserten
Stoffwechselsituation und weniger diabetischen Schaden an den Organen des
Versuchstiers. Die Abgrenzung des inhibitorischen Effekts auf das Inflammasom
von der verbesserten Stoffwechseleinstellung bei Ameliorationen des renalen

Phéanotyps ist folglich schwer.

Weiterhin tritt nur bei wenigen Patienten mit Diabetes wenige Jahre nach
Diagnosestellung eine DN auf. Bei langfristig schlechter Stoffwechseleinstellung
kommt es zu progredienten Schaden an diversen Organsystemen. Entsprechend
kann nach einer Experimentdauer von 12 Wochen bei dem Mausmodell in dieser
Arbeit keine schwere DN erwartet werden. Diese Arbeit hat sich folglich mit einer
Frihphase der DN beschéaftigt — dem Stadium, in dem es durch initiale
Kompensationsversuche der Niere zur Hyperfiltration kommt. Irreversible,
strukturelle Schaden konnten jedoch noch nicht beobachtet werden. Folglich
durfen die Beobachtungen und Hypothesen dieser Studie nicht auf die DN im
Allgemeinen angewendet werden, sondern lediglich auf ein sehr friihes Stadium
der glomerularen Hyperfiltration bei persistierender Hyperglykéamie. Daneben ist
zu berlcksichtigen, dass es nicht bei jedem Patienten mit Diabetes und
schlechter Stoffwechseleinstellung zu einer DN im Krankheitsverlauf kommt.
Entsprechend scheinen auch Hyperglykdmie unabhéngige Faktoren die
Entstehung einer DN zu beglnstigen. Diese Faktoren wurden in dieser Studie

ebenfalls nicht beriicksichtigt.

Zusammenfasend kdnnen préaklinische Studien auf keinen Fall klinische Studien

ersetzen. Die Implementierung validierter praklinischer Ansatze in klinische
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Strukturen ist stets erforderlich, um den finalen Benefit oder den Effekt fir den

Menschen zu erkennen.

5.4 Ausblick

Das NLRP3 Inflammasom und seine Bedeutung fur die Entstehung und
Progression von Nierenerkrankungen ist Uber die letzten Jahre zentraler
Bestandteil experimenteller, nephrologischer Forschung geworden [236]. Dabei
konnte zwar die Bedeutung in Immunzellen geklart werden, die exakte Funktion
in parenchymalen Zellen, wie Podozyten bleibt jedoch nach wie vor umstritten
[237, 238]. Mit dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass mittels kanonischer
Stimulation keine Interleukin Sekretion in Podozyten erreicht werden kann.
Fraglich bleibt jedoch, ob das podozytare NLRP3 Inflammasom nicht-kanonisch
zur Pathogenese der DN beitragt. So wurde bei einer Studie zur Wirkung des
NLRP3 Inflammasoms der Effekt auf renale Ischamie-Reperfusions-
Verletzungen (IRI) untersucht. Nur wenn Mause NIrp3 defizient waren, konnte
ein Schutz vor renalen Schaden demonstriert werden. Caspase-1 defiziente oder
IL-1 Rezeptor defiziente Mause profitierten nicht von protektiven Effekten, was
eine nicht-kanonische Involvierung des NLRP3 Inflammasoms bei IRI nahelegt
[239]. Weiterhin sind Studien erforderlich, die die nicht-kanonischen Effekte des
NLRP3 Inflammasoms in fibrotischen oder apoptotischen Mechanismen
untersuchen. Ein potenziell interessantes Molekil ware in diesem
Zusammenhang TGF-3, fur das bereits in andere Geweben Untersuchungen
zum Zusammenhang mit dem NLRP3 Inflammasom bestehen [240]. Neben
Glucose und ATP existieren noch viele weitere NLRP3 Inflammasom Stimuli.
Denkbar ware auch eine Suszeptibilititt des podozytdren Inflammasoms
gegenuber ausgewahlten Substanzen. Weiterhin sollte Gegenstand zukinftiger
Forschung sein, ob es nicht andere mechanistische Wirkungen auf Podozyten
gibt, die durch das NLRP3 Inflammasom bedingt werden. So sollten vielleicht
nicht nur Nierenretentionsparameter und Histologie, sondern auch weitere
funktionelle Untersuchungen durchgefihrt werden. Zu nennen sind hier
exemplarisch weitere Studien zur Podozytenmorphe, wie Stimulated Emission
Depletion (STED) Mikroskopie oder Fluoreszenzmikroskopie [10]. Insbesondere
in Bezug auf PodoCre;NIrp3WTAs50vV Mause konnten weiterhin  Glomeruli
extrahiert werden und nach Kultivierung in vitro mit NLRP3 Stimulanzien

behandelt werden. So konnte noch genauer die Wirkung des NLRP3
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Inflammasoms bei Uberaktivem Inflammasom untersucht werden. Denkbar
waren auch erganzende Studien mit Inflammasom defizienten Mausen sowie die
Untersuchung der Rolle des Inflammasoms bei DM1 fur andere renale,

parenchymale Zellen wie Tubuluszellen.

Der urspriingliche Gedanke der Studie, mittels spezifischer NLRP3 Inflammasom
Inhibition eine potenzielle Option der Terti&rpravention der DN gefunden zu
haben, um auf diese Weise die IL-1B vermittelte Progression zu verhindern, muss
aufgrund der vorliegenden Ergebnisse verworfen werden. Auf Basis der
vorliegenden Daten verfligen Podozyten Uber kein NLRP3 Inflammasom,
welches fur inflammatorische Prozesse bei Podozytenstress verantwortlich ist.
Eine Therapiestrategie der DN upstream von IL-1 erscheint entsprechend nicht
indiziert. Allerdings kdnnte durch Untersuchung nicht-kanonischer Effekte des
NLRP3 Inflammasoms mdglicherweise eine andere Therapiestrategie entwickelt
werden, um so durch Inhibition an anderer Stelle, beziehungsweise in anderen
Kompartimenten der Niere den Progress der DN zu verhindern. Ergénzende
Studien sind notwendig, auch um die vorliegenden Daten unabhéngig zu

verifizieren.
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