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1. Zusammenfassung

Die autosomal dominante polyzystische Nierenerkrankung (APDKD) ist die haufigste
vererbbare chronische Nierenerkrankung'-2. Der unvermeidliche Progress der Erkrankung mit
zunehmendem Nierenfunktionsverlust, chronisch, rekurrierenden Schmerzen sowie die
potenzielle Ubertragung auf Nachkommen stellt fiir die Betroffenen und ihre Familien eine
immense Belastung dar. Eine Identifikation der Einflussfaktoren, welche eine rasche
Erkrankungsprogression beglnstigen und gegebenenfalls therapeutisch modulierbar sind, ist
ein wichtiges Forschungsziel im Feld. Hierbei ist das intestinale Mikrobiom eines der
vielversprechendsten neuen Gebiete. Kulturunabhangige Charakterisierungen gewahren
mittlerweile einen Einblick in die enorme Diversitat, funktionelle Kapazitat sowie die durch
natirliche Faktoren oder Krankheit bedingte Dynamik des intestinalen Mikrobioms?.
Insbesondere  Produkte des bakteriellen Metabolismus gewinnen durch ihre
gesundheitsférderlichen, als auch schadlichen Effekte zunehmend an Aufmerksamkeit.

Diese Arbeit charakterisiert als Pilotstudie das intestinale Mikrobiom sowie Metabolite des
bakteriellen Stoffwechsels bei ADPKD-Patient*innen. In den Analysen des Stuhimikrobioms
von Patient*innen mit einer ADPKD, konnten spezifische Veranderungen gefunden werden,
die mit nachteiligen Effekten auf die Gesundheit des Wirts assoziiert sind (Enterobacterales,
Enterobacteriaceae). Gleichzeitig fand sich eine reduzierte Anzahl von Mikrobiota, die mit
vorteilhaften ~ Auswirkungen auf ihren Wirt assoziiert sind (Bifidobacterales,
Bifidobacteriaceae). Patient*innen mit einer ADPKD und einem frih aufgetretenem arteriellen
Hypertonus wiesen zudem eine Zunahme, Uberwiegend gesundheitsschadlicher
Mikroorganismen (Phylum Proteobacteria) und eine Reduktion der Gesundheit zutraglicher
Tannerellaceae auf. Alle untersuchten Uramietoxine (UT) wiesen einen inversen
Zusammenhang zur Nierenfunktion auf. Hinsichtlich mdglicher Assoziationen der UT, mit den
in den Subgruppenanalysen identifizierten abundanten Taxa, konnte nur fur die Familie der
Peptococcaceae eine direkte Verbindung zu den Serumkonzentrationen des Indoxylsulfats
(IS) hergestellt werden.

Bislang findet sich nur eine Studie mit Bezug zum intestinalen Mikrobiom bei ADPKD*. In dem
hier dargestellten Projekt konnten bereits viele Uberschneidungen gefunden werden, sodass
ADPKD spezifische Veranderungen des intestinalen Mikrobioms hochwahrscheinlich sind.
Hinsichtlich eines Einflusses intestinal gebildeter UT, findet sich zum aktuellen Zeitpunkt keine
Studie an Menschen mit einer ADPKD. Vor dem Hintergrund der kleinen Kohorte lassen sich
aus dieser Arbeit keine endgultigen, kausalen Schlisse ableiten. Weiteren Studien des
intestinalen Mikrobioms unter Einbeziehung intestinal gebildeter UT kommt nun eine
herausragende Bedeutung zu, um Kausalitaten in der Pathogenese der ADPKD und etwaige
Einfluss nehmende Faktoren festzustellen. Diese Arbeit stellt eine entsprechende Grundlage

zur Verfugung.
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2. Einleitung

2.1 Autosomal dominante polyzystische Nierenerkrankung
Die autosomal dominante polyzystische Nierenerkrankung (ADPKD) ist die haufigste
vererbbare chronische Nierenerkrankung und eine der haufigsten Ursachen einer terminalen
Niereninsuffizienz'2. Die Pravalenz klinisch relevanter Krankheitsfalle wird in der
Europaischen Union mit 3,96 auf 10.000 Einwohner*innen geschatzt’. Die genetische
Pravalenz wird jedoch basierend auf populationsbasierten Datensatzen mit ca. 1000
angegeben®. Der Verlust der Nierenfunktion [im Folgenden angegeben als geschatzte
glomerulare Filtrationsrate (eGFR)] ist durch das Wachstum flussigkeitsgeflllter Zysten im
Nierenparenchym verursacht und fuhrt in etwa 50% der Falle in der sechsten Lebensdekade
zum Verlust der Nierenfunktion?”. Neben den charakteristisch, zystisch durchsetzten und
deutlich vergroRerten Nieren finden sich in aller Regel weitere extrarenale Manifestationen.
Hierzu gehdéren Zysten der Leber und anderer Organe, kardiale Klappenvitien oder
intrakranielle Aneurysmen. Zumeist treten schon weit vor dem Eintritt einer dialysepflichtigen
Nierenerkrankung Begleitkomplikationen, wie ein arterieller Hypertonus, eine Nephrolithiasis,
intermittierende Makrohamaturie, Flankenschmerzen oder Zysteninfektionen auf, welche den
Nierenfunktionsverlust weiter beschleunigen koénnen. Im Rahmen des
Nierenfunktionsverlustes kommt es schlieBlich zu den typischen sekundaren
Begleiterscheinungen einer chronischen Nierenerkrankung wie der renalen Andmie und
Osteopathie, dem sekundaren Hyperparathyreoidismus, sowie ganz generell einem erhéhten

kardiovaskularen Risiko.

2.1.1. Pathogenese
Die ADPKD zahlt zu den Ziliopathien. Hierbei handelt es sich um genetische Erkrankungen,
die durch eine Fehlfunktion des Ziliums, einem Haar-ahnlichen Zellorgan, der apikalen
Zellmembran, charakterisiert sind®. Die im Rahmen einer Ziliopathie veranderten Proteine sind
Ublicherweise im sogenannten Zilium-Zentrosom Komplex lokalisiert, einem Zellorgan, das
unter anderem die Fahigkeit besitzt, extrazellulare Signale zu detektieren und zu verarbeiten®.
Im Rahmen der ADPKD kommt es durch die genetische Mutation zu einer fehlerhaften Bildung
sogenannter Polycystin (PC) Proteine. Diese kénnen dem Zilium-Zentrosom Komplex wie
auch anderen zellularen Lokalisationen zugeordnet werden™?®,
Durch fortschreitende genomische Forschung konnten bereits mehrere Gene identifiziert
werden, deren Mutation mit einem ADPKD Phanotyp assoziiert sind'®. Am haufigsten lassen
sich Mutationen des Polycystic kidney disease Gen 1 (PKD1) nachweisen, mit einem Anteil
von 78% der Betroffenen’. Hingegen weisen nur knapp 15% der Betroffenen eine Mutation
des Polycystic kidney disease Gen 2 (PKD2) auf''. Weitere Gene, die einen ADPKD typischen
Phanotyp auslésen, sind bedeutend seltener und zumeist mit einer autosomal dominanten
12



polyzytischen Lebererkrankung (ADPLD) assoziiert. Beispielhaft kann das GANAB Gen mit
einer Pravalenz von etwa 0,3% aufgezahlt werden, welches sowohl mit einer primaren
Nierenbeteiligung, als auch mit einer vorrangigen Leberbeteiligung einhergehen kann'2,
Derzeit verbleiben etwa 7% der Patient*innen mit einer ADPKD und etwa 50% der ADPLD
Patient*innen genetisch ungelost'®'?. Es sei zudem zu erwahnen, dass sich die genetische
Testung, auf Grund einer intrachromosomalen Duplikation von 33 der 46 Exone des PKD1
Gens, am 5° Ende - und hieraus resultierenden Pseudogenen - komplex darstellt’'. Dariiber
hinaus ist die Interpretation der Ergebnisse auf Grund einer ausgepragten allelischen
Heterogenitat im PKD1 und PKD2 Gen, mit Uber 1900 bislang beschriebenen Mutationen
erschwert’.

Die von den PKD Genen kodierten Polycystin Proteine 1 (PC1) und 2 (PC2) lokalisieren im
primaren Zilium"®', Darliber hinaus sind sie an der basolateralen Plasmamembran, an
Adhésionskontakten und in sezernierten Mikrovesikeln zu finden'®'®, PC2 lasst sich zudem
am endoplasmatischen Retikulum nachweisen und ist dort am Kalziumflux beteiligt'®. Die PC
Proteine formen multimerische Protein-Komplexe, die multiple Signalwege modulieren, zum
Beispiel mechanistic target of Rapamycin (mTOR), Vascular Endothelial Growth Factor
(VEGF) -Signaling, den WNT- oder den Hippo- Signalweg sowie die zellulare
Kalziumhomostase und Level von zyklischem Adenosinmonophosphat (cAMP)"'7-2', Es wird
angenommen, dass der klinische Phanotyp und der Krankheitsprogress von der Anzahl
funktionaler PC Proteine sowie der Schwere der jeweiligen Mutation abhangt’222.23,
Patient*innen mit einer ADPKD tragen Ublicherweise eine Mutation in nur einem Allel des
PKD1 Gens, welches fir PC1 oder des PKD2 Gens, welches fiir PC2 kodiert. Erst mit
Inaktivierung des verbliebenen Wildtyp Allels oder dem Verlust der Heterozygotie kommt es
zur Zystenbildung'-?#2°. Somit kann davon ausgegangen werden, dass der Mutationstyp (zum
Beispiel inaktivierende Mutationen oder hypomorphe Allele) den Krankheitsverlauf in
unterschiedlicher Auspragung beeinflusst, sodass auch wenn das gleiche Gen betroffen ist,

ein unterschiedlicher Phanotyp entstehen kann'.

2.1.2. Diagnose und Risikostratifizierung

Im klinischen Alltag prasentieren sich Betroffene in der Kindheit und im jungen
Erwachsenenalter oftmals asymptomatisch, kénnen jedoch bereits Begleitkomplikationen
aufweisen, deren friihzeitige Behandlung den weiteren Verlauf und den potenziellen Eintritt
einer terminalen Nierenerkrankung verzdgern kann. Insbesondere bei Betroffenen, bei denen
in der Familie keine ADPKD bekannt ist, fallt die Erkrankung haufig erst im fortgeschrittenen
Stadium als Zufallsbefund, auf Grund bereits erhdhter Nierenretentionsparameter oder
etwaiger Begleitkomplikationen auf.

In aller Regel kann die Diagnose einer ADPKD durch eine gute klinische Charakterisierung,

eine Analyse der Familienhistorie, sowie anhand bildmorphologischer Kriterien erfolgen?2. Als
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Goldstandard  zur bildmorphologischen Diagnose einer ADPKD verbleibt die
Ultraschalluntersuchung als weit verbreitete und kostengiinstige Methode'??’. Pei und
Kolleg*innen konnten anhand 948 Patient*innen mit einer genetisch gesicherten ADPKD,
Kriterien zur Diagnosestellung einer ADPKD mittels Ultraschall erarbeiten®®. Diese hangt vom
Alter und der Zahl der Zysten ab, wobei diese Diagnosekriterien nur bei positiver
Familienanamnese validiert sind. Als sensitivere Alternative oder bei uneindeutigem
sonographischen Befund, kann ebenfalls ein MRT zur Diagnosestellung angefertigt werden.
Finden sich in einem MRT mehr als zehn Nierenzysten, kann bei Patient*innen mit einer
positiven Familienhistorie fiir eine ADPKD, die Diagnose gestellt werden?’. Dartiber hinaus hat
das MRT einen signifikanten Stellenwert in der anschlieRenden Prognoseabschatzung. Bei
Patient*innen mit unklarer oder negativer Familienhistorie, uneindeutiger MR-Morphologie
oder dem Verdacht auf ein familiares Tumor Syndrom wie der Tuberésen Sklerose, Von-
Hippel-Lindau oder dem Birt-Hogg-Dubé-Syndrom, die ebenfalls mit zystisch durchsetzten
Nieren einhergehen kénnen, sollte neben einer entsprechenden klinischen Aufarbeitung eine
genetische Testung zur Diagnosefindung angestrebt werden?2.

ADPKD-Patient*innen weisen klinisch eine hohe interindividuelle Variabilitat hinsichtlich der im
Verlauf zunehmenden Nierenschadigung auf. So bendtigen 75% der Betroffenen bis zum Alter
von 70 Jahren ein Nierenersatzverfahren, hingegen bendétigen bereits 25% der Betroffenen ein
Nierenersatzverfahren vor dem 50. Lebensjahr?®-32. Neben der Nierenerkrankung weisen
Patient*innen mit einem rascheren Verlauf zudem oftmals friihzeitig Begleitkomplikationen auf,
welche wiederum sekundare Erkrankungen oder Komplikationen hervorrufen kénnen. Eine
Risikostratifizierung, um Betroffene mit einem zu erwartenden friihen Nierenfunktionsverlust
zu identifizieren, ist somit sinnvoll und wichtig, um eine entsprechende Therapie einleiten zu
kénnen. Diese Risikostratifizierung kann unter Einbeziehung von klinischen Charakteristika,
des Nierengesamtvolumens im MRT sowie des Genotyps erfolgen3.

Ganz generell weisen Betroffene mit einer PKD2 Mutation, mit einem mittleren Alter von 79
Jahren bei Erreichen der terminalen Nierenerkrankung, einen langsameren Verlauf auf,
wohingegen Betroffene mit einer PKD1 Mutation, mit einem mittleren Alter von 58 Jahren bei
Erreichen der terminalen Nierenerkrankung, durch einen schnelleren Nierenfunktionsverlust
gekennzeichnet sind?34. Dabei weisen insbesondere die inaktivierenden, sogenannten
trunkierenden Mutationen einen schnelleren Krankheitsprogress auf. So konnte fir
Patient*innen mit einer trunkierenden PKD1 Mutation im Mittel ein deutlich friherer Eintritt zur
terminalen Nierenerkrankung gezeigt werden, als fur Patient*innen mit nicht-trunkierender
PKD1 Mutation (55 Jahre gegenliber 67 Jahre)3.

Im PROPKD Score (Predicting Renal Outcome in Polycystic Kidney Disease) wurden die
genetischen Merkmale mit klinischen Charakteristika zu einem Algorithmus verbunden, der

den Eintritt einer terminalen Nierenschadigung mit einem negativ pradiktiven Wert von tber
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80% zuverlassig voraussagen kann®®. Neben den genetischen Merkmalen wurden in einer
multivariaten Analyse folgende klinisch relevanten Charakteristika identifiziert: Arterieller
Hypertonus vor dem 35. Lebensjahr, urologische Komplikationen wie Zysteninfekte,
Flankenschmerzen oder Makrohdmaturie vor dem 35, Lebensjahr, sowie mannliches
Geschlecht®. Eine Ubersicht gibt Tabelle 1.

Variable Punkte
Klinische Charakteristika:
Mannliches Geschlecht 1
Arterielle Hypertonie vor dem 35. Lebensjahr 2
Erste urologische Komplikation* vor dem 35. Lebensjahr 2
Nachgewiesene PKD 2 Mutation 0
Nicht trunkierende PKD1 Mutation 2
Trunkierende PKD1 Mutation 4

PROPKD Score = (Summe)

Summe: PROPKD Score Risiko der Progression zur terminalen

Niereninsuffizienz

Niedriges Risiko
0-3 Mittleres Alter bis Beginn der terminalen Niereninsuffizienz:
70,6 Jahre
(Negativ pradiktiver Wert von 81,4%)
Intermediares Risiko

4-6 Mittleres Alter bis Beginn der terminalen Niereninsuffizienz
56,9 Jahre bis
Hohes Risiko
7-9 Mittleres Alter bis Beginn der terminalen Niereninsuffizienz:
49 Jahre

(Positiv pradiktiver Wert von 90,9%)

Tabelle 1: Auflistung der Variablen und ihrer Wertigkeit, die in den PROPKD-Score einflieBen, sowie die
Risikostratifizierung in Abhangigkeit der ermittelten Punktzahl. Modifiziert aus: Cornec-Le Gall E, et al.3%
* Urologische Komplikationen definiert als Zysteninfekte, Flankenschmerzen oder Makrohdmaturie.

Weiterhin kann eine Risikoabschatzung anhand des in einer Schnittbildgebung gemessenen
Nierengesamtvolumens [Total Kidney Volume (TKV)] erfolgen. Adjustiert nach GroRe [Height
adjusted Total Kidney Volume (HtTKV)], Alter und Geschlecht der Patient*innen kénnen die
Betroffenen in die sogenannte Mayo Klassifikation 1A bis 1E, mit einem schnelleren
Krankheitsprogress hin zu Klassifikation 1E, eingeordnet werden®®. In einer ersten Auswertung
einer ADPKD Kohorte der Mayo Klinik Rochester, USA, stieg die Inzidenz einer terminalen
Nierenerkrankung in den nachfolgenden zehn Jahren von 2,4% in der Mayo-Klassifikation 1A
auf 66,9% in der Mayo-Klassifikation 1E3¢. Mit Hilfe eines linearen Regressionsmodels lasst
sich somit das Risiko des Eintritts einer terminalen Nierenerkrankung gut abschatzen®. Eine
exemplarische Darstellung von drei Patient*innen des Deutschen ADPKD Tolvaptan Therapie
Registers (,AD(H)PKD*) der Uniklinik KéIn (Siehe Abschnitt 3.2.1) findet sich in Abbildung 1.
Ein Nachteil der Methode ist die fehlende Anwendbarkeit auf Patient*innen mit einer
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untypischen Zystenverteilung, wie etwa eines einseitigen oder segmentalen Befalls, deutlich
asymmetrischer Verteilung, kontralateraler Nierenatrophie oder einem Ungleichgewicht durch
einzelne massiv vergroRRerte Zysten mit sonst weitestgehend erhaltenem Nierenparenchym,
welche als Mayo Klasse 2 zusammengefasst werden®. Etwa 5-10% aller Betroffenen fallen in
die Mayo Klasse 2, sodass kurzlich eine Uberarbeitete Methode zur Berechnung des TKV unter
Ausschluss exophytischer Nierenzysten evaluiert wurde®’.

Diese bietet sowohl fir Patient*innen der Mayo Klasse 2, wie auch fur Patient*innen der Mayo-
Klasse 1A bis 1E eine verbesserte Vorhersagekraft®’.

Typische ADPKD Atypische ADPKD
20000 Mayo Klasse 1E
10000
8000
6000 yo Klasse 1D
4000
E
E, 2000 Mayo Klasse 1C
=
E %
T &0 Mayo Klasse 1B
o Patientin A
Mayo Klasse 1A
200
100 - - - -
Patientenalter in Jahren Patientin C:
Patientin A: 33 Jah.re. eGFR: 104ml/min/1,73m?
36 Jahre, eGFR: 110mi/min/1,73m?, HITKV: 244.9ml/m, Mayo Klassifikation 1A HITKV: 767,7ml/m, Mayo Klasse 2
20000 Mayo Klasse 1E VOIumetrle:
:;;: yo Klasse 1D
3 Patient B
E 2000 * Mayo Klasse 1C
s
£
T s Mayo Klasse 18
400
Mayo Klasse 1A
200
TR T T enenator mdatven
Patient B: D: Bild einer computergestitzten
33 Jahre, eGFR: 93ml/min/1,73m?; HtTKV: 1813ml/m, Mayo Klassifikation 1E Volumetrie, zur Bestimmung des TKV

Abbildung 1: Bildgebung und Klassifizierung von Patient*innen mit einer ADPKD

MRT-Bilder dreier Patient*innen, ahnlichen Alters, aus der AD(H)PKD-Kohorte. Patientin A weist eine typische
diffuse zystische Verteilung, mit Beteiligung der Leber, bei jedoch insgesamt geringem HtTKV auf. Patient B zeigte
ebenfalls eine typische diffuse Zystenverteilung auf, mit jedoch deutlich gréRerem Zystenvolumen und
dementsprechend héherem HtTKV. Bei Patientin A ist bis ins hohe Alter keine relevante Zunahme des
Nierenvolumens zu erwarten, wohingegen bei Patient B eine massive Zunahme des HtTKV und damit
einhergehende rasche Reduktion der Nierenfunktion zu erwarten ist. Patientin C weist -passend zu einer Mayo
Klasse 2- eine atypische Zystenverteilung auf, bei der <5 Zysten 250% des TKV bedingen. D: Exemplarische
Abbildung einer computergestiitzten Volumetrie eines MRT-Schnittbildes. MRT-Bilder freundlicherweise
bereitgestellt vom Institut fir diagnostische und interventionelle Radiologie der Uniklinik KéIn. Graphen der TKV
Trajektorien modifiziert aus: Irazabal et al.3¢

Im klinischen Alltag erscheint die Verwendung der klinischen Charakteristika des PROPKD
Scores, die bildmorphologische Mayo-Klassifikation und sofern verfligbar die Einbeziehung
des Genotyps zur Einschatzung der zu erwartenden Krankheitsprogression sinnvoll. Es muss
jedoch klar sein, dass die Madglichkeiten der Risikostratifizierung eine gewisse

Irtumswahrscheinlichkeit aufweisen, die durch anderweitige Einflisse wie zum Beispiel
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Umweltfaktoren bedingt sind. Um eine moglichst umfassende und individuelle
Risikostratifizierung zu ermdglichen ist daher eine weitere Erforschung exogener Einflisse und

ihren Auswirkungen auf den Krankheitsverlauf eminent wichtig.

2.1.3. Therapie
Uber eine lange Zeit standen ausschlieBlich supportive Therapien, angelehnt an die generellen
Empfehlungen fir chronisch Nierenerkrankte, fiir die Behandlung von Patient*innen mit einer
ADPKD zur Verfigung®. In den vergangenen Jahren konnten konservative Matnahmen, wie
eine stringente Blutdruckeinstellung sowie eine Reduktion des Salzkonsums in randomisiert
kontrollierten Studien verifiziert und mit dem Vasopressin-V2-Rezeptor Blocker Tolvaptan um
ein zielgerichtetes Medikament erweitert werden.
Symptomatische Ansatze beinhalten eine adaquate Schmerztherapie, der durch die
Volumenausdehnung hervorgerufenen abdominellen- oder Flanken- Schmerzen. Weiterhin ist
eine adaquate antibiotische Therapie bei Harnwegsinfektionen oder Zysteninfektion
notwendig.
Die allgemeingultigen Mallnahmen umfassen einen gesunden Lebenswandel mit ausreichend
kérperlicher Aktivitat, Vermeidung von Ubergewicht, Hypovoldmie und abdominellen Traumen,
Nikotinkarenz sowie Verzicht auf nephrotoxische Medikamente, insbesondere nicht steroidaler
Antirheumatika?26:38-42,
In Bezug auf die ADPKD hat eine strenge Blutdruckeinstellung einen herausragenden
Stellenwert. Von entscheidender Bedeutung ist dabei die HALT-PKD Studie. In der doppelt
verblindeten, Placebo kontrollierten und randomisierten Studie wurden insgesamt 558
Patient*innen zwischen 15 und 49 Jahren mit einer ADPKD, einer eGFR von
>60ml/min/1,73m? und einem arteriellen Hypertonus in Gruppen mit einem normotensiven
Zielblutdruck (120/70mmHg - 130/80mmHg) und einem niedrigen Zielblutdruck (95/60mmHg
- 110/75mmHg) eingeteilt***4. Die Gruppe mit dem niedrigeren Blutdruckziel zeigte dabei eine
signifikant geringere Zunahme des TKVs, eine Reduktion der Albuminurie sowie dem
linksventrikularem Masseindex*®. Bei genauer Betrachtung der Daten lagen der systolische
und der diastolische Blutdruck, in der Interventionsgruppe, im Median knapp Uber dem
anvisierten Zielblutdruck von 110/75mmHg, jedoch unter 120/80mmHg (Appendix Figure
S3)*. Daher empfehlen wir jungen Patient*innen (<50 Jahren), mit einer eGFR von
>60ml/min/1,73m? einen Zielblutdruck unter 120/80mmHg anzustreben.
Weiterhin ist auf Grund der blutdrucksteigernden Wirkung und der Auswirkungen auf den
Volumenhaushalt eine Reduktion der Salzzufuhr generell im Rahmen chronischer
Nierenerkrankungen empfehlenswert?64647 Hinsichtlich einer ADPKD konnte in einer Post-
hoc-Analyse der HALT-PKD Studie zudem ein zunehmendes Nierenwachstum sowie ein

schneller progredienter Nierenfunktionsverlust in den fortgeschrittenen Stadien einer ADPKD
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unter vermehrtem Salzkonsum nachgewiesen werden*®. Eine tagliche Einnahme von
hochstens etwa 5 Gramm Kochsalz wird derzeit empfohlen*”4°.

Bezlglich moglicher diatetischer Interventionen im Rahmen einer ADPKD liegen bislang nur
sehr begrenzte Daten aus klinischen Studien vor. Im Tiermodell finden sich jedoch unter
anderem vielversprechende Effekte durch eine Reduktion der Kalorienzufuhr,
intermittierendes Fasten oder durch eine ketogene Ernahrung®®'. Unter den genannten
Ernahrungsanpassungen zeigte sich im Mausmodell ein reduziertes Zystenwachstum, sowie
eine verbesserte Nierenfunktion®51,

Im Rahmen jedweder Nierenerkrankung ist die ausreichende Flissigkeitszufuhr, mit Erhaltung
einer Euvolamie empfehlenswert. Im Rahmen der ADPKD ist eine Hydratation auf Grund einer
wahrscheinlich  krankheitsmodifizierenden  Wirkung im Sinne eines reduzierten
Zystenwachstums, besonders hervorzuheben. Der postulierte Effekt wird Uber eine
verminderte Ausschuttung von Vasopressin (AVP) und hieraus resultierender Reduktion von
cAMP in den die Zysten auskleidenden Zellen begrindet. Zur Erlauterung: eine zentrale
Erkenntnis im Verstandnis der Pathogenese ist der Einfluss von cAMP und Kalzium auf das
Zystenwachstum?®-%19 |m Rahmen der Polyzystischen Nierenerkrankung fiihrt cAMP sowohl
zu einer beschleunigten Proliferation der Zysten-Epithelzellen als auch einer vermehrten
Sekretion in die Zyste, was beides zum Zystenwachstum beitragt?®®*2. Um diesen
Mechanismus zu unterbinden, wurde der Vasopressinrezeptor Typ 2 (V2R) Signalweg als
potentester, modifizierbarer Induktor von cAMP in Zellen des Sammelrohrs identifiziert?6-°¢.
Basierend auf diesen Erkenntnissen bewiesen Gattone und Kolleg*innen, die Wirksamkeit
eines V2R Antagonisten in einem ADPKD Mausmodell?®*°. Da AVP flhrend durch die
Serumosmolalitat reguliert und bei hoher Osmolalitdt vermehrt sezerniert wird, erscheint im
Umkehrschluss eine vermehrte Fliissigkeitszufuhr sinnvoll 4% In zwei Pilotstudien konnte
eine suffiziente Reduktion der Urinosmolalitat, als Indikator der AVP Sekretion, unter einer
Urinproduktion von etwa 3,1l dargestellt werden®%8. In der Folge erschien eine tagliche
Flussigkeitszufuhr von 3-3,5 als sinnvolle Vorgabe?®. Die erste randomisiert, kontrollierte
Studie, die diesen Effekt untersuchte (PREVENT-Trial), zeigte jedoch keinen nennenswerten
Nutzen einer vermehrten Flissigkeitsaufnahme, hinsichtlich der Entwicklung des
Nierengesamtvolumens oder der Nierenfunktion®®. Vor dem Hintergrund der
pathophysiologischen Uberlegungen und der Limitationen der Studie ist die vermehrte
Flissigkeitszufuhr dennoch weiterhin empfehlenswert. Gleichzeitig verdeutlichen die
Ergebnisse des PREVENT-Trials die Notwendigkeit den V2R-Signalweg potenter zu
inhibieren.

Aufbauend auf das Wissen um die krankheitsmodifizierende Wirkung von AVP wurde der V2R
Inhibitor Tolvaptan in mehreren klinischen Studien (TEMPO 3:4, TEMPO 4:4, REPRISE) auf

seine Wirksamkeit und Sicherheit untersucht und ist derzeit die einzig in Deutschland
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zugelassene spezifische Therapie der ADPKD®-¢2, Entsprechend der Wirkweise des
Medikaments kommt es unter der Therapie mit Tolvaptan zu einer deutlich gesteigerten
Diurese, mit daraus resultierender Nykturie und Polydipsie sowie, am ehesten als Folge des
relativen Volumenmangels und der vermehrten

Flussigkeitszufuhr entstehende Kopfschmerzen, Schwindel, Fatigue und Diarrhoen®. Diese
Nebenwirkungen flihrte im Rahmen der TEMPO 3:4 Studie zu einer vermehrten Abbruchrate
von knapp 15,4% unter Einnahme von Tolvaptan im Vergleich zu 5% Abbrecher*innen in der
Placebo Gruppe®. Als spezifische Nebenwirkungen des Medikaments muss eine
Leberwerterhhung genannt werden, die unter Fortflihrung der Therapie zu einem bleibenden
Leberschaden fiihren kann. Im Rahmen der TEMPO 3:4 fiel der Anstieg der Leberenzyme
erstmals auf. In den nachfolgenden Studien zeigte sich ein Anstieg der Leberenzyme bei 3,8%
(TEMPO 4:4) und 10,9% (REPRISE) der Proband*innen®':¢2, Zusammenfassend konnte bei
Patient*innen mit leicht bis mittelgradig eingeschrankter Nierenfunktion - unter Therapie mit
Tolvaptan — ein anhaltend verlangsamtes Zystenwachstum nachgewiesen werden®®-%2, Dieser
Effekt konnte auch bei Patient*innen im fortgeschrittenen CKD Stadium 4 beobachtet
werden®9-62,

Unter Berlicksichtigung des Nebenwirkungsprofils, der hohen Therapiekosten und den damit
verbundenen 6konomischen Belastungen des Gesundheitssystem sollte das Medikament
jedoch nur Patient*innen mit einer hohen Progresssionswahrscheinlichkeit, welche sich aus
den eingangs beschriebenen Risikostratifizierungen ergibt, angeboten werden?4%63,
Weiterhin sollten im Rahmen der Therapie extrarenale Manifestationen mitbedacht werden,
welche durch Tolvaptan nicht ganzlich adressiert werden. Bezuglich intrakranieller
Aneurysmata (9-12% gegenlber 2-3% in der Allgemeinbevélkerung) wird, auf Grund eines
ahnlich hohen Rupturrisikos wie dem der Allgemeinbevolkerung, sowie des Risikos nicht-
indizierter Interventionen, ein zuriickhaltendes Screeningverfahren empfohlen®. Leberzysten
treten bei liber 80% aller Betroffenen auf, werden jedoch nur bei etwa 20% symptomatisch.
Im Falle eines ausgepragten symptomatischen Leberbefalls stehen eine medikamentdse Off-
label Therapie mit Somatostatinanaloga, interventionelle Optionen wie eine
Zystensklerosierung oder Drainage und chirurgische Optionen sowie als Ultima Ratio, eine
Lebertransplantation zur Verfligung®. Weitere extrarenale Manifestationen umfassen Zysten
der Samenblaschen, des Pankreas, der Arachnoidalmembran, der Meningen sowie

Klappenvitien, Divertikulose oder abdominelle Hernien:.

2.2 Das Mikrobiom
Unter dem Begriff Mikroorganismen werden einzellige Organismen zusammengefasst, die nur
mit Hilfe eines Mikroskops sichtbar sind®. Wahrend multizelluléare Eukaryoten seit etwa 1,2
Milliarden Jahren die Erde bevolkern, formten sich die ersten mikrobiellen Gemeinschaften

bereits vor Gber 3 Milliarden Jahren®®. Diese lange Zeit der Koexistenz schuf eine gegenseitige
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Abhangigkeit, in der die Mikroorganismen, wie auch ihre Wirt*innen, voneinander profitieren®%°,
Seit der Entdeckung von Mikroorganismen durch Antonie von Leuwenhook im Jahr 1670,
basierte unser Verstandnis der menschlichen Mikrobiologie fihrend auf Kultur basierten
Studien oder auf der Identifikation einzelner Mikroorganismen unter dem Mikroskop®®®. Erst
die Entdeckung der DNA, Entwicklung der Polymerase Kettenreaktion (PCR) und
Sequenzierungsmethoden im zwanzigsten Jahrhundert, schafften die Voraussetzungen fir
kultivierungsunabhangige umfassendere Analysen der Mikroorganismen®. Hieraus
erwuchsen um die Jahrtausendwende neue computergestitzte Hochdurchsatzverfahren,
sogenannte ,Next Generation Sequencing Methods“ (NGS), welche eine schnelle und
kostenglnstige Analyse der Gesamtheit aller Gene (Genom) einer Probe, ermoglichten und
damit einen bis heute anhaltenden Paradigmenwechsel einleiteten®®.

Der enorme technologische Fortschritt mit fortwahrender Entwicklung und Weiterentwicklung
neuer sowie bereits bestehender Methoden hat zu einem Wissenssprung gefuhrt. Gleichzeitig
resultiert aus der rasanten Entwicklung eine fehlende Standardisierung der Mikrobiomstudien
und deren Ergebnisse®. Eine entsprechende Normierung und eine verbesserte
Zusammenarbeit auf dem Feld der Mikrobiomforschung werden aktuell als die gréften
Herausforderungen angesehen®®’. Auch die Taxonomische Klassifizierung unterliegt dabei
auf Grund der neuen breit verfligbare Verfahren, mit stetiger Entdeckung neuer
Mikroorganismen sowie der Madglichkeit einer genaueren phylogenetischen Zuordnung
einzelner Stdmme, einem stetigen Wandel. Um die Ergebnisse nachvollziehbar zu gestalten,
wurde in dieser Arbeit, die Taxonomische Datenbank des National Centers fiir Biotechnology
Information als primare Quelle verwendet®.

Exemplarisch fir die mangelnde Normierung ist das Fehlen einer allgemeingultigen Definition
des Begriffs ,Mikrobiom®. Bereits 1988 prasentierten Whipps und seine Kolleg*innen die erste
Definition des Begriffs Mikrobiom®®. Seither wurden multiple Definitionen publiziert, ohne dass
es jedoch gelungen ist, die Komplexitat der Zusammenhange vollumfanglich zu erfassen®®.
Daher schlug ein internationales Konsortium kurzlich, im Rahmen des europaisch geférderten
,Microbiome Support Project®, eine potenziell einheitliche Definition vor. Diese im Folgenden
aufgeflihrte Definition soll, im Gegensatz zu bisherigen Definitionen einen ganzheitlichen Blick
auf das Mikrobiom - einschlieBlich der Mikroorganismen selbst, ihres Lebensraums, den
Interaktionen untereinander, den Auswirkungen auf den Lebensraum oder die Wirt*in sowie
die dynamischen Veranderungen in Raum und Zeit - beriicksichtigen und vereint somit die
vielschichtigen Zusammenhange in der Mikrobiomforschung®®.

Nach Berg und Kolleg*innen ware hiermit die aktuelle ins Deutsche Ubersetzte Definition: ,Das
Mikrobiom ist definiert als eine charakteristische mikrobielle Gemeinschaft, die einen

weitestgehend klar definierten Lebensraum, mit distinkten physiochemischen Eigenschaften
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besetzt. Das Mikrobiom bezieht sich dabei nicht nur auf die beteiligten Mikroorganismen,
sondern umfasst auch den Schauplatz ihrer Aktivitat, der in der Ausbildung Okologischer
Nischen resultiert. Das Mikrobiom, welches ein dynamisches Mikro-Okosystem formt, ist
geneigt, sich im Laufe der Zeit sowie im Umfang zu verandern und ist integriert in ein Makro-
Okosystem einschlieRlich eukaryotischer Wirte, deren Funktionsfahigkeit und Gesundheit es

entscheidend beeinflusst.“(libersetzt aus:®)

2.2.1. Das intestinale Mikrobiom

Mit geschatzten 38 Billionen Mikroorganismen finden sich, mit einem Verhaltnis von 1:1,3,
etwas mehr Mikroorganismen in und auf dem menschlichen Korper als korpereigene Zellen®.
Bakterien sind den Eukaryoten und Archaeen dabei zahlenmafig deutlich, in etwa um den
Faktor zwei bis drei, Giberlegen®. Von allen bislang untersuchten mikrobiellen Okosystemen
des menschlichen Koérpers weist das Kolon die mit Abstand grofite Anzahl an Bakterien auf
und ist, auf Grund der verhaltnismaRig einfachen Zuganglichkeit, mittlerweile sehr gut
charakterisiert®®. Ein umfassender Genkatalog des intestinalen Mikrobioms, basierend auf
Proben von drei verschiedenen Kontinenten, listet insgesamt 9.879.896 mikrobielle Gene3.
Das intestinale Mikrobiom enthalt somit fast finfhundertmal mehr Gene als das menschliche
Genom. Mit diesem nahezu vollstandigen genetischen Datensatz ist nun der Schritt von einer
deskriptiven Betrachtung hin zu einer Untersuchung der Funktionalitat des intestinalen
Mikrobioms maglich.
Das intestinale Mikrobiom eines jeden Menschen ist einzigartig. Im Laufe des Lebens
verandert sich die Zusammensetzung durch verschiedene endogene und exogene Faktoren,
wie genetischen Merkmalen, der korpereigenen Immunabwehr, dem Geburtsmodus, der
Ernahrung, einschlieBlich der Aufnahme von Muttermilch als Sdugling oder der Einnahme von
Medikamenten, insbesondere  Antibiotika®"". Dennoch weist die individuelle
Zusammensetzung des intestinalen Mikrobioms im Laufe des Leben eine hohe Stabilitat und
Resilienz gegentiber Perturbationen auf’'.
Der Lebensraum des intestinalen Mikrobioms wird durch die Kolonschleimhaut begrenzt. Das
Epithel der Kolonschleimhaut besteht aus einer einzelnen Schicht mit etwa 20 Milliarden
zusammenhangenden Epithelzellen”2. Gemeinsam mit der von ihr produzierten Mucusschicht
bietet das Kolonepithel eine essenzielle schiitzende Barriere, welche den menschlichen
Organismus von schadlichen Bestandteilen des den Darm durchwandernden Nahrungsbreis
trennt. Neben den protektiven Eigenschaften erméglicht das Kolonepithel die Aufnahme von
Nahrstoffen und die Kommunikation mit Mikroorganismen’. Gemeinsam mit den
kommensalen Bakterien, den proximal sezernierten Sekreten des Magens und Pankreas, den
submukds gelegenen Lymphfollikeln sowie den antimikrobiellen Substanzen der Paneth-
Zellen bildet das Darmepithel und der darUber liegende Mucus, die sogenannte ,intestinale
Barriere®.
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In Gesunden tragen die intestinalen Mikroorganismen durch Synthese von Vitaminen sowie
essenzieller Aminoséauren zur Gesundheit ihrer WirtYinnen bei”®. Nebenprodukte des
mikrobiellen Metabolismus, insbesondere kurzkettige Fettsduren (Short chain fatty acids -
SCFA), fungieren als bedeutende Energiequelle fur die Wirt*innen sowie fir die intestinalen
Kolonozyten, und starken somit die intestinale Barriere’™ 7. Auch im Metabolismus
korperfremder Substanzen, wie Medikamenten und koérpereigenen Substanzen wie
Gallensauren, sind die intestinalen Mikroben beteiligt’®’”. Weiterhin konnte ein
Zusammenhang zwischen der intestinalen Vaskularisierung und dem Mikrobiom
nachgewiesen werden’®. Hormone des Wirts beziehungsweise der Wirtin beeinflussen zudem
Wachstum und Virulenz der Mikroorganismen, welche im Gegenzug eine Vielfalt
endokrinologischer Mechanismen modulieren, mit Auswirkungen auf das Verhalten, den
Appetit, Metabolismus und die Immunantwort des Wirts oder der Wirtin™. Auch die Regulation
und Synthese von Neurotransmittern wird durch das Mikrobiom wesentlich beeinflusst®. In
Interaktion mit dem Immunsystem tragen die Mikroorganismen zur intestinalen Homoostase
bei, trainieren die korpereigene Abwehr und unterbinden inflammatorische Prozesse®'.

Vor dem Hintergrund dieser mannigfaltigen Auswirkungen auf die Wirtin beziehungsweise den
Wirt wurden einzelne Spezies (Sp.) identifiziert, die fihrend positive Effekte in sich vereinen.
Durch die Nahrungsmittelindustrie utilisiert wurden diese sogenannten Probiotika dem
Interesse der breiten Offentlichkeit zuganglich. Wissenschaftlich gesehen sind Probiotika
definiert als ,lebende Mikroorganismen, die dem Wirt, wenn sie in adaquaten Mengen
verabreicht werden, einen gesundheitsfordernden Effekt verleihen®(Uibersetzt aus®?).

Im Gegensatz zu diesen vorteilhaften Auswirkungen kénnen Mikroorganismen jedoch auch
schadliche Effekte, mit einer erhdhten Durchlassigkeit der Kolonschleimhaut und epithelialer
Hyperproliferation, haben®®. Kommt es zu gréReren Verschiebungen in der Zusammensetzung
der intestinalen Mikrobiota, entsteht ein krankheitsférderndes Ungleichgewicht, dass in der
Literatur als Dysbiose bezeichnet wird®. Eine intestinale Dysbiose ist mit einer Vielzahl an
Erkrankungen assoziiert, kann bestehende Erkrankungen verstarken oder als Ausloser einer
Krankheit dienen®. Beispielhaft erwahnt seien metabolische Stérungen, Asthma,
Atherosklerose sowie neurologische Erkrankungen wie Autismus®-2. Neben dem Einfluss der
Mikroorganismen selbst, ist vor allem die Integritat des Darmepithels mit der dartiber liegenden
Mucusschicht, ein Schllsselfaktor flir die Entstehung, Akzeleration und Schwere einer
Erkrankung”?.

Zur Wahrung der positiven Eigenschaften des intestinalen Mikrobioms ist daher eine Dysbiose
zu vermeiden. Unterstitzend wirken dabei, aufbauend auf das Konzept der Probiotika,
sogenannte Prabiotika. Diese sind definiert als ,ein Substrat, dass durch die Mikroorganismen
des Wirts selektiv genutzt wird, um einen gesundheitsfordernden Effekt zu

Ubertragen*“(Ubersetzt aus®).
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2.2.2. Das Mikrobiom im Kontext chronischer Nierenerkrankungen
Nahrungs- und Medikamenteneinnahme zahlen zu den bedeutendsten Einflussgréfien auf das
intestinale Mikrobiom. Somit ist es nicht verwunderlich, dass es im Rahmen fortgeschrittener
chronischer Nierenerkrankungen, unter den empfohlenen diatetischen MalRnahmen zur
Vermeidung einer Hyperkalidmie sowie eines Phosphat- und Oxalat- Uberschusses mit einer
reduzierten Zufuhr an Friichten und Gemtuse, zu Veranderungen des intestinalen Mikrobioms
kommt®*°, Insbesondere komplexe Kohlenhydrate und Ballaststoffe als Hauptsubstrate flr
die Bildung von SCFA werden im Rahmen der empfohlenen Umstellung der Essgewohnheiten
vermindert aufgenommen. SCFA dienen den Kolonozyten als primare Energiequelle und
haben einen vorteilhaften Effekt auf die mukosale Barriere®®®”. Kommt es zu einem Abfall der
SCFA Level im Kolon wird Energie durch vermehrte Autophagie der Kolonozyten generiert®’.
In der Folge ergibt sich eine herabgesetzte Funktion der Kolonozyten. Dieser Umstand wirkt
als Treiber einer intestinalen Dysbiose®.

Des Weiteren konnte ein direkter Zusammenhang zwischen der Menge an SCFA und der
Anzahl und Funktion regulatorischer T-Zellen (Tg) im Kolon nachgewiesen werden®. Diese
Teg tragen durch Regulation der Proliferation von CD4" Effektor T-Zellen (Tef) zur intestinalen
Homdostase bei und beugen inflammatorischen Prozessen vor. Eine Reduktion der SCFA
Level im Kolon fihrt somit auch immunologisch vermittelt zu einer erhohten Irritabilitat des
Kolons®.

Weiterhin tragt die gehaufte Einnahme von Medikamenten, insbesondere von
Phosphatbindern, oralen Eisenpraparaten oder Antibiotika im Rahmen einer chronischen
Nierenerkrankung drastisch zu Veranderungen des intestinalen Mikrobioms bei®*%. Mit
Verringerung der Urinproduktion kommt es zudem zur Hypervolamie mit nachfolgender
intestinaler Kongestion, erhdhter Permeabilitdt und Empfanglichkeit gegeniber potenziell
pathogenen Mikroorganismen®101,

Spezifisch im Rahmen eines progredienten Nierenfunktionsverlustes sind jedoch die
metabolischen Veranderungen, mit Akkumulation sogenannter uramischer Rententionssolute
(URS). URS sind Moleklile, die Ublicherweise Uber die Niere metabolisiert oder ausgeschieden
werden. Mit zunehmendem Nierenfunktionsverlust akkumulieren URS im Serum der
Betroffenen, mit folgendem Einstrom der harnpflichtigen Substanzen in das Intestinum?-%,
Intraluminal wird der anfallende Harnstoff, katalysiert durch die residenten Urease formenden
Mikroorganismen, zu Ammoniumhydroxyd konvertiert®. Dem zu Folge steigt der intestinale pH
durch den vermehrten Anfall von Ammoniumhydroxyd an, was mit einer erhdhten Irritabilitat
und Schadigung der Mukosa assoziiert ist%:102.103,

Die biochemischen Veranderungen des intestinalen Milieus flhren schlief3lich zu einem
Selektionsdruck, mit Vorteilen fir bakterielle Familien, die den neuen Gegebenheiten

standhalten konnen. Diese Bakterien verstarken die schadlichen Auswirkungen im weiteren
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Verlauf. So konnte gezeigt werden, dass es unter den veranderten Bedingungen zu einer
relevanten Zunahme pathogener Urease- und Uricase- besitzender Familien sowie bakterieller
Familien mit P-cresol- und Indol- formenden Enzymen kommt®. Hingegen reduziert sich die
Anzahl nutzbringender Butyrat-formender Familien®®. Es konnte jedoch auch bereits im
Mausmodell gezeigt werden, dass ein Anstieg der Harnstofflevel nur einen Faktor darstellt, der
spezifische Veranderungen des Mikrobioms hervorruft’®. Im Rahmen chronischer
Nierenerkrankungen kommt es zu vielfaltigen biochemischen und biophysikalischen
Veranderungen, die das intestinale Mikrobiom beeinflussen'®4.

In der Zusammenschau lasst sich im Rahmen chronischer Nierenerkrankung, bedingt durch
veranderte Nahrungsgewohnheiten, vermehrte Medikamenteneinnahme, intestinaler
Kongestion sowie dem vermehrten Anfall harnpflichtiger Substanzen im Kolon, eine fur den
Wirt oder die Wirtin in vielerlei Hinsicht nachteilige Veranderung des Stuhlmikrobioms
konstatieren. Neben den lokalen Effekten mit einer erhohten Irritabilitdt des Kolons und
Veranderungen in der mikrobiellen Zusammensetzung ergeben sich auf Grund der erhéhten
Permeabilitat der intestinalen Barriere sowie der Verdnderungen der mikrobiellen Flora auch
systemische Konsequenzen. So kommt es mit Verlust der Integritat, der intestinalen Barriere,
zur Translokation toxischer luminaler Substanzen sowie mikrobieller Fragmente, welche auch
als Endotoxine bezeichnet werden, in die Blutlaufbahn'®. Zusatzlich kommt es im Rahmen der
Dysbiose als Produkt des mikrobiellen Metabolismus zu einer gesteigerten Produktion
spezifischer harnpflichtiger toxischer Metabolite. Diese URS werden auf Grund ihrer

krankheitsfordernden Wirkung auch als Uramietoxine (UT) beschrieben'001%5,

2.2.3. Ubersicht der bestehenden Literatur zur Zusammensetzung des
intestinalen Mikrobioms im Rahmen chronischer Nierenerkrankungen.
Die erste Charakterisierung der bakteriellen Zusammensetzung des Stuhls dialysepflichtiger
Patient*innen erfolgte 1996 durch Hida und Kolleg*innen unter Anwendung klassischer
Kultivierungsmethoden'®. Dabei fanden sich in den Stuhlproben dialysepflichtiger
Patient*innen etwa hundert Mal mehr Enterobakterien (Escherichia coli, Klebsiellen), als in den
Stuhlproben der gesunden Kontrollkohorte'%. AufRerdem zeigte sich eine signifikante Haufung
der Sp. Clostridium perfringens im Stuhl der dialysepflichtigen Proband*innen. In der gesunden
Kontrollkohorte fanden sich hingegen signifikant mehr Bifidobacteria.
In nachfolgenden Studien konnten die Beobachtungen von Hida und Kolleg*innen untermauert
werden. So lielRen sich in einer Studie an Patient*innen mit einer IgA-Nephropathie, einer
Studie an dialysepflichtigen Proband*innen sowie in zwei weiteren Studien an chronisch sowie
terminal  Nierengeschadigten, nicht  dialysepflichtigen  Patient*innen,  vermehrt
Enterobacteriaceae im Stuhl nachweisen®1°7-19_ Des Weiteren lielen sich in den Stuhlproben

von Patient*innen im CKD Stadium 3-4 , in Stuhlproben von Patient*innen mit einer IgA
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Nephropathie sowie im Stuhl chronisch- und terminal nierengeschadigter, nicht
dialysepflichtiger deutlich weniger Bifidobacteria nachweisen, als in Gesunden'7:109.110,

Neben den Familien der Enterobacteriaceae und Bifidobacteriaceae fanden sich auch fir die
Familien der Lactobacillaceae, Bacteroidaceae und Prevotellaceae Ubereinstimmende
Veranderungen mit einem vermindertem Vorkommen im Stuhl dialysepflichtigen Patient*innen
sowie an einer IgA Nephropathie erkrankter Individuen, im Vergleich zu Gesunden®%:1%7 Dem
Gegenliber zeigte sich in der Studie von Chaves und Kolleg*innen ein vermehrtes Vorkommen
von Lactobacillus Spezies (Spp.), einer Gattung der Lactobacillaceae, in 5/6 nephrektomierten

M&usen'%4.

2.3 Intestinal gebildete Uramietoxine

Uramische Retentionssolute (URS) akkumulieren auf Grund der reduzierten Funktion der
Niere im Rahmen chronischer und - in geringerem Ausmal} - akuter Nierenschadigungen.
Besitzen diese URS fir den menschlichen Organismus krankheitsféordernde Eigenschaften
werden diese auch als Uramietoxine (UT) bezeichnet. UTs akkumulieren entsprechend der
verminderten renalen Clearance im Rahmen von Nierenfunktionseinschrankungen und sind
mit multiplen gesundheitsschadlichen Auswirkungen auf den Wirt assoziiert. Nur etwa 25%
aller UTs sind proteingebunden''. Mit 46% der UTs besteht der Uberwiegende Anteil aus
freien, wasserl6slichen Molekilen, mit einem niedrigen Molekulargewicht. 28% der UTs
weisen hingegen ein mittleres Molekulargewicht von (iber 500 Dalton auf'"'. Bislang bestand
die verbreitete Annahme, dass die freien ungebundenen UT die schadlichen Auswirkungen
auf den menschlichen Organismus ausiiben''?-'"4, Es mehren sich jedoch die Hinweise, dass
auch die proteingebundenen Uramietoxine einen pathogenen Einfluss auf den menschlichen
Organismus austiben kénnen''?. Dies ist insofern relevant, da ein iberwiegender Teil der
proteingebundenen Uramietoxine dem bakteriellen Metabolismus entstammt''®. Zudem ergibt
sich aus der Proteinbindung eine verminderte Elimination im Rahmen der Dialyse''®. Wissen
darum, welche Mikroorgansimen zu einem Anstieg einzelner UTs fuhren, kdnnte in der Zukunft
Therapieansatze ermoglichen, die die Akkumulation von proteingebundenen UTs reduzieren.
Des Weiteren sollten bestehenden Erkenntnisse zu den Effekten der Uramietoxine, durch
weitere Studien untermauert, oder wenn méglich erweitert, werden.

Vanholder und Kolleg*innen klassifizierten samtliche bis dato bekannte URS anhand ihrer
biochemischen Charakteristika, die einen potenziellen Einfluss auf ihre Elimination im Rahmen
eines Nierenersatzverfahren haben'"”. Alternativ konnten URS auch anhand ihrer Entstehung
eingeteilt und nach exogener Zufuhr beziehungsweise endogenem, mitochondrialem oder
bakteriellem Metabolismus unterschieden werden'®''®, Es wird angenommen, dass der
Hauptanteil der URS dem endogenen Metabolismus entstammt. Es zeichnet sich jedoch ab,
dass der mikrobielle Metabolismus einen relevanten Anteil zur Entstehung der URS beitragt

und dieser Umstand im Rahmen chronischer Nierenschadigungen aggraviert!0%119.120,
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Gegenwartig sind finf UT bekannt, die dem bakteriellen Metabolismus zugeordnet werden
kénnen und im Rahmen chronischer Nierenschadigungen akkumulieren: Indoxylsulfat (IS),
Indole-3-Essigsaure (IES), p-Cresyl-Sulfat (pCS), Trimethylaminoxid (TMAO) und
Phenylacetylglutamin  (PAG)'?". Im Rahmen dieser Arbeit wurden lediglich die
Serumkonzentrationen des IS, pCS und TMAO gemessen, sodass an dieser Stelle vorrangig
auf diese UT eingegangen werden soll.

In mehreren Studien konnten Assoziationen der UT zu typischen Begleitkomplikationen einer
chronischen Nierenschadigung wie der Arteriosklerose, der renalen Anamie, der Osteopathie,
einer erhohten Insulinresistenz sowie einer Nierenfunktionsverschlechterung hergestellt
werden. Samtliche UT des bakteriellen Metabolismus konnten zudem mit kardiovaskularen
Ereignissen und einer erhdhten Mortalitat assoziiert werden'?'. Eine Ubersicht der Effekte, die
mit den UT assoziiert sind, finden sich in Tabelle 2.

Unter dem Einfluss von 1S, pCS, sowie TMAO =zeigt sich ein beschleunigter
Nierenfunktionsverlust'?'. IS stimuliert dabei die Infiltration von Monozyten in die Niere, was
zur Aktivierung verschiedener Enzyme und einer Fibrose der Nieren fiihrt'?2. Zudem konnten
unter dem Einfluss von IS, deutliche Veranderungen der Podozyten im Sinne von
Fulfortsatzverschmelzungen, sowie Veranderungen der Basalmembran beobachtet
werden'?3, PCS hingegen bedingt vermehrten oxidativen Stress tubularer Epithelzellen'?*,
Durch eine Steigerung inflammatorischer Zytokine und Transforming-growth-factor-81 (TGF-
R1) tragt pCS zudem zur renalen Fibrose bei'?*. Unter dem Einfluss von TMAO konnte eine
vermehrte tubulointerstitielle Fibrose und Kollagen Deposition beobachtet werden'?®. Des
Weiteren zeigte sich auch unter TMAO eine vermehrte Aktivitat des TGF-3 mit Assoziation zu
einer renalen Fibrose'®.

Samtliche der aufgefiihrten UT konnten bei Patient*innen mit einer chronischen
Nierenschadigung mit einem Anstieg kardiovaskularer Erkrankungen und Tod assoziiert
werden'?'. Serumspiegel des IS zeigen dabei einen direkten Zusammenhang zur Kalzifikation
der Aorta, Pulswellengeschwindigkeit, kardiovaskularen Erstereignissen sowie der
kardiovaskularen Gesamtmortalitat'?!'26, Die Aktivierung des Aryl-hydrocarbon-Rezeptors
(AhR) durch IS hat dabei direkte proatherogene Effekte'?’. Fiir IS wie auch fiir pCS konnte
zudem eine konzentrationsabhangige Reduktion der endothelialen Proliferation und
endothelialen Reperaturmechanismen belegt werden'?®. PCS weist aulRerdem eine starke
Assoziation zur vaskularen Kalzifikation mit begleitend erhéhter Gefalisteifigkeit auf und wird
ebenfalls als unabhangiger kardiovaskularer Risikofaktor angesehen'®'30, Weiterhin zeigt
sich, sowohl bei Nierengesunden als auch bei Patient*innen mit einer chronischen
Nierenschadigung eine deutliche Korrelation zwischen der Serumkonzentration von TMAO
und kardiovaskularen Ereignissen'?"125131. TMAO dient sowohl als unabhangiger pradiktiver

Marker kardiovaskularer Ereignisse wie auch als Marker fiir das Langzeitliberleben32.
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Unter erhdhten Serumkonzentrationen von IS und pCS konnten Wechselwirkungen mit dem
Immunsystem nachgewiesen werden. IS und pCS beginstigen dabei Uber verschiedene
Mechanismen proinflammatorische vaskulare Effekte’*'%¢. Zudem wird eine pCS bedingte
Dysfunktion der Antigen Prasentation, mit hieraus entstehender Empfanglichkeit gegenuiber
bakteriellen Infekten postuliert'.

Auch die Blutbildung zeigt sich unter dem Einfluss uramischer Toxine beeintrachtigt. So
kommt es unter Einwirkung von IS zu einer Beeintrachtigung von Signalwegen des Hypoxie
induzierten Faktors (HIF), mit folgender verminderter Erythropoetin Synthese'":138,

Weiterhin besteht eine Assoziation zwischen den UT, einer Insulinresistenz und einer
Dysfunktion der Adipozyten als mdglicher Ausloser der Insulinresistenz'®. Des Weiteren
konnte unter dem Einfluss von IS ein erhdhter oxidativer Stress auf die Adipozyten und daraus
resultierende Lipodystrophie ahnliche Folgeerscheinungen beobachtet werden'#.

SchlieBlich zeigt sich unter IS eine reduzierte Expression des Parathormon-Rezeptors (PTHR),
sowie eine verminderte intrazellulare cAMP Produktion durch eine supprimierte Parathormon
(PTH) Stimulation''. Als mdgliche Ursache, der verminderten PTHR Expression, kommt ein

konzentrationsabhangiger Anstieg freier Radikale in den Osteoblasten in Betracht™'.

Indoxylsulfat (IS)

p-Cresyl-Sulfat (pCS)

Trimethyl-aminoxid

(TMAO)
Niere: - Fibrose 1t - Fibrose - Tubulointerstitielle
- Oxidativer Stress ft Fibrose #t
- Kollagen Deposition
Herz: - Kardiovaskularer Tod - Kardiovaskularer Tod - Kardiovaskularer Tod 1t
i) @ - KHK
- KHK & - KHK & - Koronare
- Kalzifikation der Aorta - Vaskulare Kalzifikation  Atherosklerose &
) ) - Unabhangiger Pradiktor
- Pulswellenge- - Gefal-steifigkeit kardiovaskularer
schwindigkeit - Unabhangiger Ereignisse
- Proatherogen via Pradiktor - Langzeit-Uberleben &
Tissue-Factor kardiovaskularer
- Endotheliale Ereignisse
Proliferation & - Endotheliale
Proliferation &
Immunsystem: - TNF-a Produktion ©
- Leukozytare endo-
theliale Adhasion
Blutbildung: - Erythropoetin &
- Eryptose &
Adipozyten - Oxidativer Stress
Dysfunktion: - Regulations-stérung
des ADMA/DDAH
Signalweges
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Indoxylsulfat (IS) p-Cresyl-Sulfat (pCS) Trimethyl-aminoxid
(TMAO)

Osteopathie: - PTH Stimulation &

- Expression des PTH-

Rezeptors ¥

- Freie Radikale in den

Osteoblasten
Tabelle 2: Ubersicht der Auswirkungen urdmischer Retentionssolute, bakteriellen Ursprungs.

2.4 Das intestinale Mikrobiom bei ADPKD

Veranderungen des intestinalen Mikrobioms, einschlieBlich der metabolischen
Veranderungen, sowie Veranderungen des Lebensraumes sind im Rahmen chronischer
Nierenerkrankungen bereits vielfach beschrieben worden. Nierenerkrankungen unterliegen
jedoch haufig anderweitigen Grunderkrankungen endokrinologischen, autoimmunen oder
kardiovaskularen Ursprungs. Eine klare Differenzierung zwischen den Veranderungen des
Mikrobioms auf Grund der Nierenfunktionsverschlechterung oder der begleitenden
Grunderkrankung ist somit oftmals nicht méglich. Die ADPKD als genetische Erkrankung tritt
haufig initial ohne klassische kardiovaskulare Folgeerkrankung auf und lasst sich auf Grund
des naturgemalfd progredienten Nierenfunktionsverlustes im Verlauf gut nachverfolgen. Von
einer ADPKD Betroffene stellen somit eine interessante Studienpopulation dar. Yacoub und
Kolleg*innen nutzten diese Eigenschaften und waren die bislang die Ersten und Einzigen,
welche das intestinale Mikrobiom einer Gruppe von Patient*innen mit einer ADPKD
untersuchten*. Aus einer Kohorte von ADPKD-Patient*innen wurden drei Gruppen, mit jeweils
6 Proband*innen, aus unterschiedlichen weit fortgeschrittenen Stadien (eGFR >60ml/min,
eGFR 15-60ml/min, Dialysepflichtig eGFR <15ml/min) ausgewahlt. Die Proband*innen wiesen,
mit Ausnahme der ADPKD, keine weiteren relevante Erkrankungen auf und auch die
Einnahme der gangigen medikamentdsen Therapien wurde ausgeschlossen. Lediglich die
Einnahme von Phosphatbindern sowie eine milde polyzystische Lebererkrankung ohne
Transaminasenerhéhung wurde akzeptiert*.
Die Ergebnisse Yacoubs weisen auf ein distinktes intestinales Mikrobiom im Rahmen eines
Nierenfunktionsverlustes hin. Erstmals konnten in vivo Veranderungen einzelner Gruppen
taxonomisch eng verwandter Bakterien, sogenannter Operationaler taxonomischer Einheiten
(OTU), in Abhangigkeit der Nierenfunktion und unter Ausschluss mdglichst vieler Confounder
beobachtet werden®.
Bereits einige Jahre zuvor charakterisierte die Arbeitsgruppe um Vaziri erstmals das
Mikrobiom im Rahmen chronischer Nierenerkankungen im Menschen sowie unter
kontrollierten Bedingungen im Rattenmodell®*.
Betrachtet man die in den Studien identifizierten signifikant unterschiedlichen OTUs, zeigen

sich zum Teil, wie am Beispiel der Laktobacillacaea, kontréare Ergebnisse*. Ubereinstimmend

28



konnte jedoch in beiden Studien eine Reduktion der individuellen Diversitat, der sogenannten

Alpha Diversitat festgestellt werden*4,

2.4.1. Charakterisierung des Stuhlmikrobioms von Patient*innen mit einer
ADPKD

Bislang liegt nur eine Studie vor, die die Zusammensetzung des Stuhlmikrobioms von einer
ADPKD Betroffenen untersucht hat. Im Gegensatz zu den obenstehenden Studien (Siehe
Abschnitt 1.2.3 9496.104.106-110) yerglichen Yacoub und Kolleg*innen die Nierenerkrankten dabei
nicht mit Gesunden, sondern bildeten Vergleichsgruppen anhand der Nierenfunktion [1) GFR
>60ml/min/1,73m?, 2) GFR >15 / >60ml/min/1,73m?, 3) Dialysepflichtig GFR
<15ml/min/1,73m?]*. Unter Ausschluss moglichst vieler potenzieller Storfaktoren, wie etwaige
Begleiterkrankungen, vorangegangenen Operationen und einer Vielzahl an Medikamenten
wurde versucht, einen graduellen Effekt der Nierenfunktion auf das intestinale Mikrobiom zu
identifizieren.
In der Ubersicht zeigte sich insbesondere in der Gruppe der dialysepflichtigen Proband*innen
eine, wenn auch nicht statistisch signifikante, verminderte Alpha-diversitat im Vergleich zu den
Gruppen mit einer besseren Nierenfunktion*. Es fanden sich insgesamt in elf Gattungen und
siebzehn Spp. signifikante Unterschiede in den Vergleichsgruppen®. Yacoub und Kolleg*innen
fokussierten sich jedoch auf die Taxa, die eine stufenweise Veranderung, in Abhangigkeit der
Nierenfunktion aufwiesen. Dabei zeigte sich insbesondere flr die im folgenden aufgeflhrten
OTUs eine zunehmende Haufigkeit im Stuhlmikrobiom der Proband*innen bei gleichsam
abnehmender Nierenfunktion: Acinetobacter Spp., Allobacukum Spp., Campylobacter;
Lactobacillaceae (Genus, nicht kultivierte Sp.), Plancoccaceae (Genus, nicht kultivierte
Spezies), Pyramidobacter Piscolens, Pyramidobacter Spp., Sphingobium, Streptococcus
Spp., Limnohabitans Spp.. Fur die Spp. Bilophila und Oscillospira zeigte sich hingegen eine
Abnahme der Haufigkeit im Stuhlmikrobiom der Proband*innen bei gleichsam abnehmender
Nierenfunktion.
In der Zusammenschau mit der bestehenden Literatur stachen vor allem die Lactobacillaecae
hervor, die sich im Gegensatz zu den Ergebnissen Yacoubs, in den Studien von Vaziri et al.,
Wong et al. und De Angelis et al. im Rahmen einer Nierenfunktionseinschrankung in
verminderter Haufigkeit fanden® %6197 Unterstitzt werden die Ergebnisse jedoch durch die
Studie von Chaves und Kolleg*innen, die ebenfalls ein vermehrtes Vorkommen der

Lactobacillus Spp. fanden'®,

2.5 Fragestellung und Ziel der Arbeit
In den vergangenen Jahrzehnten hat die Mikrobiomforschung enorme Fortschritte gemacht.
Mannigfaltige Studien beschreiben die mikrobielle Besiedlung, glinstige sowie nachteilige

Voraussetzungen und Auswirkungen des Mikrobioms auf lhren Wirt oder Wirtin und auf das
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Mikrobiom selbst. Auf Grund der komplexen Interaktionen kdénnen bislang oftmals keine
kausalen Schlliisse gezogen werden, die eine Verwendung im klinischen Alltag erlauben.

Wie bereits erwahnt, kann es selbst bei Patient*innen, bei denen das gleiche Gen betroffen
ist, zu einem sehr unterschiedlich ausgepragtem Verlauf kommen. Daher sind Faktoren,
welche Genotyp-unabhangig den Progress der ADPKD beeinflussen kdnnen, von gréfitem
Interesse. Dies gilt sowohl fur mdgliche therapeutische Ansatze als auch fir eine
Verbesserung der Pradiktion des Krankheitsverlaufes. Das Mikrobiom ist hierfur ein auf3erst

interessanter Aspekt. Die hier vorgelegte Arbeit diente daher der Beantwortung folgender

Fragen:

1. Kdénnen spezifische Veranderungen des intestinalen Mikrobioms bei Patient*innen mit
einer ADPKD identifiziert werden?

2. Finden sich bei Patient*innen mit einer ADPKD spezifische Veranderungen des
intestinalen Mikrobioms, in Abhangigkeit klinisch relevanter Parameter wie z.B. der
Nierenfunktion, des Alters, der Mayo-Klassifikation, einem friih aufgetretenen
arteriellen Hypertonus oder friih aufgetretenen urologischen Komplikationen?

3. Welche Zusammenhange bestehen zwischen den Serumkonzentrationen der Uramie
Toxine und klinischen Merkmalen der Patient'innen bzw. zu den in den

Mikrobiomanalysen identifizierten, signifikant abundanten, OTUs?

Um diese Fragen zu beantworten wurde der Stuhl von 25 Patient*innen in unterschiedlich weit
fortgeschrittenen Stadien und Risikogruppen einer ADPKD, unter Ausschluss méglichst vieler
Confounder, mit dem Stuhl von 12 gesunden Proband*innen verglichen. Beide Gruppen
wiesen eine ahnliche Altersverteilung auf.

Simultan wurde aus dem Serum samtlicher Proband*innen drei UT, die dem bakteriellen

Metabolismus zuzuordnen sind (IS, pCS, TMAO) quantifiziert.
3. Material und Methoden

3.1 Studiendesign
Bei der vorliegenden Arbeit handelt es sich um eine Fall-Kontroll-Studie. Hierfir wurde das
intestinale Mikrobiom sowie einzelne Metabolite bakteriellen Ursprungs, im Serum von
Patient*innen in unterschiedlich weit fortgeschrittenen Stadien der ADPKD, mit dem
intestinalen Mikrobiom und den entsprechenden Metaboliten im Serum, von gesunden
Proband*innen untersucht und miteinander verglichen. Erganzend suchte ich nach
Korrelationen zwischen den molekulargenetischen Ergebnissen und klinischen Charakteristika
der Proband*innen. Die entsprechenden Stuhl- und Serumproben der an einer ADPKD

erkrankten Proband*innen lagen nach vormaliger Einwilligung in die Studie zur Aufklarung
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seltener Nierenerkrankungen ,RKD“ (DRKS00008910) vor. Die zugehdérigen klinischen Daten
lagen nach vorherigem Einschluss in das Deutsche ADPKD Tolvaptan Therapie Register
,AD(H)PKD* (NCT02497521) vor. Fir beide Studien besteht eine zustimmende Bewertung der
Ethik-Kommission der Medizinischen Fakultat der Universitat zu Kéln (RKD: Ethikvotum 15-
215; AD(H)PKD: 15-323)

Die klinischen Daten, Stuhl- und Serumproben der gesunden Proband*innen standen uns nach
vorheriger Einwilligung in die Studie zur Untersuchung altersabhéngiger Anderungen im
Transkriptom, Proteom und Metabolom (DRKS00014637), mit entsprechend zustimmender
Bewertung der Ethik-Kommission der Medizinischen Fakultdt der Universitat zu Kélin
(Ethikvotum: 17-362), zur Verfugung.

3.2 Auswahl der Probanden und Probandinnen

3.2.1. ADPKD Kohorte
Patient*innen mit einem Mindestalter von 18 Jahren, dem auf Grund einer positiven
Familienhistorie begriindeten Verdacht auf eine ADPKD, sowie Patient*innen mit einer klinisch
oder genetisch gesicherten ADPKD stellten sich seit 2015 gemal dem Studienprotokoll des
+LAD(H)PKD* Registers in der Klinik Il fur Innere Medizin, der Uniklinik KéIn vor. Sofern sich
kein Hinweis auf eine sekundare Ursache einer chronischen Nierenerkrankung ergab oder
eine fehlende Einwilligungsfahigkeit vorlag, erfolgte die Rekrutierung in die ,RKD* Studie,
welche die molekulare  Pathophysiologie  hinter seltenen und  genetischen
Nierenerkrankungen, wie der ADPKD, unter Verwendung von Bioproben untersucht.
Zum Zeitpunkt der Auswahl der Proband*innen lagen insgesamt 80 Stuhlproben von
Patient*innen mit einer ADPKD vor. Angelehnt an unser primares Studienziel wurden zunachst
zwei Gruppen, basierend auf der errechneten Nierenfunktion zum Zeitpunkt der Stuhlabgabe
berechnet nach CKD-Epi 2009'#?) gebildet. Die Probenahme erfolgte zeitversetzt zur
Blutentnahme und der Berechnung der eGFR, durch die Proband*innen im hauslichen Umfeld.
Bei einem Probanden erfolgte die Probenahme 6 Monate nach der Blutentnahme. Bei allen
anderen Proband*innen liegt die Blutentnahme, sowie die Probenahme des Stuhls maximal 3
Monate auseinander. Die Nierenfunktion zum Zeitpunkt der Stuhlabgabe bezieht sich somit
auf den eGFR-Wert der zeitlich am nachsten an der Stuhlabgabe liegt.
Gruppe A zeigte eine weitestgehend erhaltene Nierenfunktion, mit einer eGFR von
260ml/min/1,73m? (n=46), Gruppe B (n=34) zeigte eine mittel- bis schwergradig reduzierte
Nierenfunktion <45ml/min/1,73m?2. Die Messung der eGFR und Einteilung des Schweregrads
erfolgte dabei nach den aktuellen Empfehlungen der Globalen Organisation zur Verbesserung
chronischer Nierenerkrankungen ,KDIGO“3, Gruppe A und B wurden anschlieend
entsprechend dem Alter in Subgruppen, mit einem Alter von 45 Jahren oder jlinger und einer

Subgruppe mit einem Alter von 50 Jahren oder alter unterteilt [Gruppe A <45 (n=19); Gruppe
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A 250 (n=13); Gruppe B <45 (n=7); Gruppe B 250 (n=25)]. Tabelle 3 gibt eine Ubersicht tiber
die unterschiedlich praformierten Gruppen der ADPKD Kohorte.

Mayo Klassifikation A B C D E *Nb | Total
w
Alter
n=3
(in Jahren) n=0 n=0 n=3 n=3 n=0 n=0 | n=6
<45 '\_/l
Gruppe A n=3
(eGFR
) Alter W
= 60ml/min/1,73m?) n=4
(in Jahren) n=1 n=2 n=2 n=2 n=0 n=0 | n=7
M
=50
n=3
w
Alt
er =2
(in Jahren) n=1 n=0 n=0 n=1 n=3 n=1 | n=6
<45 '\_/l
Gruppe B n=
(eGFR
i Alter w
< 45ml/min/1,73m?) n=3
(in Jahren) n=0 n=1 n=5 n=0 n=0 n=0 | n=6
=50 M
n=3

Tabelle 3: Aufteilung der Patient*innen: 2 Gruppen mit jeweils 2 Subgruppen entsprechend der Nierenfunktion
(A / B) und dem Alter (< 45 Jahren / 2 50 Jahren). Anzahl der weiblichen (W) und mannlichen (M) Patient*innen in
den einzelnen Subgruppen, sowie Anzahl der Patient*innen gemaR der Risikostratifizierung anhand der Mayo
Klassifikation. (*Nb = Nicht bestimmt)

3.2.2. Kontroll-Kohorte
Aus der Kohorte gesunder Proband*innen der Studie lagen insgesamt 42 Stuhlproben vor. Da
diese Proband*innen keine relevanten Erkrankungen, insbesondere keine relevanten
Nierenerkrankungen aufwiesen, wahlten wir die Proband*innen analog zur ADPKD Kohorte
anhand des Alters aus (Gruppe C < 45 Jahre; Gruppe D = 50 Jahre). Weiterhin achteten wir

auf eine ausgeglichene Geschlechterverteilung, siehe auch Tabelle 4.

Geschlecht Total
W
Gruppe C (n=3)
(Alter < 45 Jahre) M n=6
(n=3)
W
Gruppe D (n=3)
(Alter = 50 Jahre) M n=6
(n=3)

Tabelle 4: Aufteilung der gesunden Proband*innen: Anhand des Alters (Gruppe C / D). Anzahl weiblicher (W)
und mannlicher (M) Proband*innen in den Gruppen.

32



3.3 Probengewinnung

3.3.1. ADPKD Kohorte

Im Rahmen der Heilflirsorge wurde wahrend eines Vorstellungstermins in unserer Klinik Blut
zur laborchemischen Diagnostik entnommen. Die Rickstellproben fur die RKD-Studie wurden
nach erfolgter Einwilligung am selben Tag zur Diagnostik und Aufarbeitung (Zentrifugation
4000 Umdrehung/Minute Uber 10 Minuten, anschlieRend tiefgefroren bei -20°C) in das
Zentrallabor der Uniklinik KoIn geliefert. Hiernach wurde das gefrorene Serum durch eine
geschulte Mitarbeiterin des Studienzentrums, der Klinik Il fir Innere Medizin abgeholt,
aufgetaut und entsprechend der vorliegenden Menge, jeweils 250ul Serum in 2ml Cryo Tubes
aliquotiert. Die Proben wurden durch eine ID Pseudonymisiert und anschliefend bei -80°C in

einem vor Erwarmung alarmgesicherten Tiefkuhlschrank gelagert.

Des Weiteren wurden die Patient*innen gefragt, ob sie bereit seien eine Stuhlprobe zur
Verfligung zu stellen. Willigten die Patient*innen ein, wurde ihnen ein entsprechendes Set zur
Sammlung von Stuhl ausgehandigt. Der Stuhl wurde dabei in einem speziellen Stuhl Kollektor
System (Fisher Scientific Commode Specimen Collection System, 60/cs Fisher Scientific
Model: 02-544-208), getrennt von Urin aufgefangen. Anschlieliend wurde eine Stuhlprobe
durch die Proband*in, gemafl der mitgelieferten Anleitung, in einem speziell fur die
Untersuchung des Mikrobioms, des Stuhls ausgelegten Sammelbehalter (OMNIgene® Gut,
OM-200, DNAGENOTEK™) asserviert. Ein Probenbegleitschein erfasste das Datum der
Probenahme, die Stuhlkonsistenz (Bristol Skala), sowie den Namen der Patient*in.
Nachfolgend wurde die Stuhlprobe zusammen mit dem Probenbegleitschein, gemal den
Richtlinien des europaischen Ubereinkommens zur internationalen Beférderung gefahrlicher
Guter auf der StralRe (ADR), in einer entsprechenden Verpackung (P650) und vorfrankierten
Versandbox (UN 3373) an das Studienzentrum der Klinik Il fir Innere Medizin versandt'.
Nach Ankunft im Studienzentrum wurden die in den OMNIgene® Gut Sammelbehaltern
befindlichen Stuhlproben fir maximal 14 Tage bei Raumtemperatur gelagert. Anschliel3end
wurde der Stuhl von der Stabilisierungsflussigkeit durch eine geschulte Mitarbeiterin in einem
Schiittler (Vortex-Schiittler, VWR™) getrennt und jeweils 1ml Stuhl in ein 2ml Cryo Tube
aliquottiert. Die Proben wurden dann analog zu den Serumproben Pseudonymisiert und bei -

80°C in einem vor Erwarmung alarmgesicherten Tiefklhlschrank gelagert.

3.3.2. Kontroll-Kohorte

Im Rahmen der Studie zur Untersuchung altersabhéngiger Anderungen im Transkriptom,
Proteom und Metabolom wurden gesunde Proband*innen mit einem Mindestalter von 18

Jahren rekrutiert. Die Proband*innen wurden durch einen Aushang auf die Studie aufmerksam
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gemacht. Ausschlusskriterien waren eine fehlende Einwilligungsfahigkeit, relevante
kardiovaskulare, sowie renale Vorerkrankungen und eine bekannte aktive Hepatitis oder HIV-
Erkrankung. Die Probenahme, Verarbeitung, Pseudonymisierung und Lagerung der Serum-
und Stuhlproben erfolgte, nach vorheriger Einwilligung, nach dem gleichen Protokoll wie bei
den Proben der ADPKD Kohorte. Als Unterschied ist anzumerken, dass die Serumproben auf
Grund der guten Gesundheit der Proband*innen, nicht im Rahmen der allgemeinen
Heilflrsorge abgenommen wurden, sondern - nach dementsprechender Aufklarung - eine

einmalige zusatzliche Blutentnahme erforderlich wurde.
3.4 Auswabhl der klinischen Parameter

Wie zuvor bereits erwahnt basierte die Auswahl der Patient*innen entsprechend der Kohorte
auf dem Alter, dem Geschlecht sowie der Nierenfunktion, zum Zeitpunkt der Probenahme. Zur
spateren Korrelation der Ergebnisse mit den klinischen Merkmalen wurden erganzend
Parameter erfasst, die Aufschluss Uber den Krankheitsverlauf geben kénnen, oder als

potenzielle Confounder in Betracht kdmen.

In der gesunden Kontrollkohorte wurden Proband*innen mit relevanten kardiovaskularen
sowie renalen Vorerkrankungen oder einer bekannten aktiven Hepatitis oder HIV-Erkrankung
ausgeschlossen. Andere Begleiterkrankungen wurden ebenso wie eine potenzielle

Begleitmedikation erfasst.

In der ADPKD Kohorte wurden, wie auch in der gesunden Kohorte, Begleiterkrankungen und
eine bestehende Medikation erfasst. Als potenzielle Progressionsmarker, wie im Rahmen des
PROPKD Scores aufgefiihrt, wurden urologische Komplikationen (Zysteninfekte,
Flankenschmerzen <35. Lebensjahr, Makrohamaturie <35. Lebensjahr) und ein arterieller
Hypertonus vor dem 35. Lebensjahr separat dokumentiert. Weiterhin wurde die
zugrundeliegende Genomveranderung (PKD1 / PKD2), sofern untersucht, inkludiert. Auch
eine mogliche Nephrolithiasis wurde erfasst. Um im Rahmen der Datenanalyse einen
graduellen Verlauf darstellen zu kdnnen wurde zudem die eGFR zum Zeitpunkt der
Probenahme aufgenommen. Des Weiteren wurden Noxen (Alkohol-, Nikotinkonsum), die
geschatzte orale Salzzufuhr, der Ko&rpermasseindex (Body-mass-index, BMI), die
Stuhlkonsistenz anhand der Bristol Skala, sowie eine kurzliche antiinfektive Therapie
(festgelegt als antiinfektive Therapie in den vergangenen 3 Monaten) als mogliche Confounder

eines veranderten Mikrobioms registriert. Eine Ubersicht gibt Tabelle 5.
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Erfasste Variablen
(Verwendung von Werten mit dem kirzesten erfassten
zeitlichen Abstand zur Stuhlprobe)

Allgemeine Daten:

o Alter

e Geschlecht
ADPKD spezifisch:

e eGFR (Berechnung nach CKD-Epi)

¢ Mayo Klassifikation (1A-1E)

¢ Nachgewiesene Mutation (PKD1/ PKD2)

e Urologische Komplikationen

o Zysteninfektionen
o Flankenschmerzen <35.Lebensjahr

ADPKD Kohorte o Makrohamaturie <35. Lebensjahr

e Arterielle Hypertonie <35.Lebensjahr

¢ Nephrolithiasis
Potenzielle Confounder-

e Begleiterkrankungen

e Dauermedikation

e Stuhlkonsistenz (Bristol Skala)

Kohorte

e BMI
e Geschatzter taglicher Salzkonsum
e Noxen

o Alkoholkonsum
o Nikotinkonsum

Allgemeine Daten:
o Alter

e Geschlecht
Potenzielle Confounder:
e Begleiterkrankungen
e Dauermedikation
Tabelle 5: Ubersicht der initial erfassten Variablen zur nachfolgenden statistischen Aufarbeitung.

Kontroll Kohorte

3.5 Mikrobiomanalyse
Die Untersuchung der Stuhlproben erfolgte in Zusammenarbeit mit der Arbeitsgruppe
,Klinische Mikrobiomforschung®, der Klinik | fir Innere Medizin der Uniklinik KéIn, unter Leitung
von Frau Prof. Dr. Maria J. G. T. Vehreschild.

3.5.1. Praanalytik und Sequenzierung
Die Sequenzierung erfolgte durch die Arbeitsgruppe ,Klinische Mikrobiomforschung®. Der
Transport der Proben erfolgte auf Trockeneis, um ein vorzeitiges Auftauen zu vermeiden.
Nachdem die Stuhlproben aufgetaut wurden, wurde die enthaltende DNA entsprechend den
Herstelleranweisungen mit dem ,FastDNA™ Spin Kit for Soil* (MP Biomedicals #6560-200)
extrahiert'®. Dabei werden maximal 500ug der Stuhlprobe in ein spezielles GefaR, das eine
Flissigkeit (Lysing Matrix E) zur Lyse samtlicher Organismen (inklusive komplizierterer
Organismen wie Pilzen, Sporen) enthalt, gegeben'. AnschlieRend wird die Probe mit Hilfe

eines Schiittlers (FastPrep®) homogenisiert™®. Die in der Lyse Matrix E enthaltenen Puffer
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schitzen und erhalten dabei die bei der Lyse freigesetzten Proteine und Nukleinsauren®.
AnschlieRend wird die entstandene Masse zentrifugiert um Zellbestandteile, Lyse Matrix E und
Stuhlablagerungen zu trennen™?. Nach entsprechenden Aliquotierungsschritten wird die DNA
aus dem Uberstand mit einer Silikabasierten Prozedur (GeneClean®), und speziellen Filtern
(SPIN™ Filter) aufgereinigt'*®. Die extrahierte DNA wurde dann mit einer Vakuumzentrifuge
konzentriert und anschlieend mit den Primern 341F (S-D-Bact-0341-b-S-17) und 802R (S-D-
Bact-0785-b-A-18), sowie mit ,KAPA HiFi Hot Start Ready Mix* (VWR KAPBKK2602) zur
Amplifikation behandelt. Die Primer 341F uns 802R binden an die variablen Regionen V3 und
V4 des 16S-rRNA-Gens und wiesen in einer Auswertung von 175 verschiedenen 16S-rDNA
Primern und 512 Primer-Paaren einen gute Erfassungsbereich der enthaltenen Bakterien
auf's,

AnschlieRend wurden die 16S Amplikons chemisch, mit ,Agencourt AMPure XP, 5 mL kit*
(Beckman Coulter Genomics, #A63881) aufgereinigt und enzymatisch, mittels ,Nextera Index
Kit“ (FC-131-1002) markiert. Eine qualitative Kontrolle erfolgte unter Zuhilfenahme des ,Qubit
dsDNA HS Assay Kit® (Thermo Fisher, Q32851). Hiernach erfolgte die sogenannte
.Normalisierung“, bei der die Proben nach Protokoll verdiinnt wurden, sodass jede Probe
ungefahr die gleiche Menge DNA enthielt'”. Vor der eigentlichen Sequenzierung wurden im
letzten Arbeitsschritt, Aliquots aller Proben im Rahmen des sogenannten ,Pooling“ in ein
Probenréhrchen gegeben. Abschliellend erfolgte dann die Sequenzierung auf dem ,lllumina
MiSeq“ System mit den ,MiSeq Reagent Kit v3“ (600 cycle, lllumina MS-102-3003) Reagenzien
und der ,MiSeq Phix control“ (0.5 mL, lllumina FC-110-3001) Losung zur Kalibrierung.

3.5.2. Bioinformatische Auswertung

Die sequenzierten Daten wurden anschlie®end mit der ,DADA2“ Pipeline und dem ,QIIME"
Software Paket Version 2 (2019.04) aufgearbeitet und analysiert™®'%0.  Kurz
zusammengefasst wurden hierbei Qualitatsprofile der ausgelesenen Daten analysiert, um
Positionen herauszufiltern, an denen die Auslesungsqualitédt deutlich vermindert ist. Die
Sequenzen wurden dann an den identifizierten Positionen gekappt (trunc_len_f=280,
trunc_len_r=240) und mit dem DADA2 Plugin fir QIIME mit der hieran gekoppelten
Entrauschungsfunktion unter den Standardeinstellungen (trunc_g=2, max_ee=2,
chimera_method=consensus) weiterverarbeitet. Rarefizierungskurven wurden anschlieRend
basierend auf den Funktionstabellen festgelegt und die Analyse der relativen Anteile jedes
bakteriellen Taxons erfolgte, nachdem die Daten bis auf eine Sequenzierungstiefe von 2000
Sequenzen je Probe rarefiziert wurden. Die Taxonomische Zuordnung erfolgte mittels naivem
Bayes-Klassifikator (Auto-sklearn), der an der ,SILVA* Datenbank (Version 132) trainiert
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wurde, wobei lediglich die Sequenzen der variablen Regionen V3 und V4 des 16S-rRNA Gens
inkludiert wurdens'-154,

Die statistische Auswertung erfolgte mit ,R for Statistical Computing“ (Version 3.6.3, R
Foundation for Statistical Computing, Wien, Osterreich)'%. Hierfir wurden die mittels QIIME
generierten Daten importiert und die Diversitat-Scores unter Zuhilfenahme des Phyloseq
Software Pakets fir R kalkuliert'®. Mit dem ,Linear Discriminant Analysis (LDA) Effective Size“
(LEfSe) Algorithmus wurden zudem in komparativer Weise signifikant unterschiedliche Taxa
hervorgehoben'’. Zur Darstellung der phylogenetischen Distanz verschiedenen Proben
wurde der ,Analysis of similarity“ (ANOSIM) Test, basierend auf der ,generalized UniFrac”
(alpha = 0,5) Distanzmetrik mit 999 Permutationen angewandt, unter Verwendung einer

Kombination des ,Vegan: Community Ecology Package“ und des ,GUniFrac Package*'%%-10,

3.6 Analyse der Uramie Toxine
Die Analyse der Uramischen Retentionssolute -TMAO, IS und pCS- erfolgte in Kooperation
mit der Lipidomics / Metabolomics Facility im Exzellenzcluster CECAD, unter Leitung von Frau
Dr. Susanne Brodesser.
Fir die Quantifizierung der Gesamt-Serumlevel von TMAO, IS und pCS im Serum der
Proband*innen wurden die Proben mit dem L&sungsmittel Acetonitril, zur Ausfallung von
Proteinen behandelt. Das Acetonitril enthielt, gemal des internen Standards, Isotopen
markiertes TMAO, IS und pCS.
Fir die Quantifizierung des freien TMAO, IS und pCS wurde ein Aliquot der Serumprobe durch
eine Ultrafiltrationsmembran [Molecular weight cut off filter (MWCO)] mit einer molekularen
Ausschlussgrenze von 3000 Dalton zentrifugiert. Das Filtrat wurde anschlieRend, analog zur
Messung der Gesamt-Serumlevel, mit Acetonitril behandelt, welches die markierte Metabolite
enthielt.
Nach der Zentrifugation und Ausfallung der Proteine, wurde der Uberstand mittels
Flussigkeitschromatographie [Liquid Chromatography; (LC)], gekoppelt mit einem
Elektronenstol} lonisations [Electron Spray lonization (ESI)] Tandem Massenspektrometer
[Tandem Mass Spectrometry (MS/MS)], an dem QTRAP® 6500 Triple Quadrupole/linear ion
trap mass spectrometer der Firma SCIEX ausgewertet. Die zu untersuchenden mikrobiellen
Metabolite wurden dabei durch einen Multi Reaction Monitoring (MRM) Scan Modus
identifiziert. Zur abschlieRenden Quantifizierung der endogenen urdmischen Toxine wurden
Kalibrationskurven verwendet, die auf der Basis sequenzieller LC-MS/MS Messungen seriell

verdinnter synthetischer TMAOQO, IS und pCS generiert wurden.

3.7 Statistische Auswertung
Die Datenverwaltung, sowie die Auswertung fuhrte ich mit der statistischen Analysesoftware
SPSS® (IBM® Corporation, Armonk, New York, USA) Version 25 und Version 28 durch. Eine
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begleitende Beratung zum Vorgehen und Anwendung einzelner Methoden erhielt ich durch
das Institut fir medizinische Statistik und Bioinformatik der Universitat zu Koln.

Die im Rahmen der bioinformatischen Auswertung gewonnenen Werte der logarithmischen
linearen Diskriminanzanalyse (LDA Score), gaben einen Hinweis auf die in den einzelnen
Vergleichen, signifikant unterschiedlich abundanten Taxa. Ich flgte die relativen Haufigkeiten
dieser signifikant unterschiedlich abundanten Taxa zusatzlich zu den klinischen Parametern in
die Datenbank ein. Weiterhin implementierte ich die Mittelwerte, der gemessenen freien- und
gebunden URS [angegeben in Mikromolar (uM)].

Zunachst berechnete ich die deskriptive Statistik der demographischen Daten, der klinischen
Charakteristika sowie der implementierten Taxa und UTs, der gesunden Kontrollkohorte, der
ADPKD Kohorte sowie der gesamten Kohorte. Neben den Mittelwerten, beziehungsweise je
nach Skalenniveau, dem Modus oder Median berechnete ich die Verteilung einschlieflich der
Spannweite, Quartile, Standardabweichung, Varianz, Schiefe und Kurtosis. Erganzend lie} ich
mir fUr die metrisch verteilten Daten Histogramme ausgeben.

Im Rahmen der eigenen Datenanalyse korrelierte ich, mit Hilfe des Spearman
Korrelationskoeffizienten (zweiseitige Testung) sowie im Falle nominal skalierte Daten, mit
Hilfe des Eta-Koeffizienten, die relativen Haufigkeiten der signifikant abundanten Taxa, mit den
gemittelten Serumkonzentrationen der Uramie Toxine, sowie den klinischen Charakteristika.
Gleichermallen korrelierte ich die Uramie Toxine mit den klinischen Charakteristika. Fanden
sich signifikante Korrelationen und die Voraussetzungen flr eine lineare Regression zeigten
sich erflllt, fuhrte ich eine lineare Regressionsanalyse durch. Erganzend wendete ich bei
bestimmten Fragestellungen den Mann-Whitney-U- oder den Kruskal-Wallis-Test, zur
Differenzierung zentraler Tendenzen in zwei Vergleichsgruppen an. Um eine Kausalitat
zwischen mehreren Variablen aufzudecken, berechnete ich bei bestimmter Fragestellung eine

multiple lineare Regression.
4. Ergebnisse

4.1 Merkmale der Studienpopulation
In der univariaten deskriptiven Statistik beider Kohorten (ADPKD Kohorte und gesunde
Kontrollkohorte) zeigte sich eine vergleichbare Altersverteilung, mit einem Median von 50
Jahren in der ADPKD Kohorte und einem Median von 45 Jahren in der gesunden
Kontrollkohorte. Die Geschlechterverteilung lag in der gesunden Kontrollkohorte bei genau
50% Frauen (n=6) und 50% Mannern (n=6). In der ADPKD Kohorte war die
Geschlechterverteilung ebenfalls nahezu ausgeglichen, mit 48% Frauen (n=12) und 52%
Mannern (n=13). Fur die ADPKD Kohorte wurden im Rahmen der hier vorliegenden Arbeit
Vorerkrankungen, die in den PROPKD Score einfliefen, erfasst [Art. Hypertonie vor dem 35.

Lebensjahr, urologische Komplikationen vor dem 35. Lebensjahr (Zysteninfekte,
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Flankenschmerzen, Makrohamaturie)]. Dabei wiesen 24% (n=6) einen arteriellen Hypertonus
vor dem 35. Lebensjahr auf und 20% (n=>5) erlitten bereits vor dem 35. Lebensjahr urologische
Komplikationen. In der gesunden Kontrollkohorte fand sich lediglich 1 Proband*in mit einem
arteriellen Hypertonus (n=1, 8,3%)]. Bezlglich der Medikation fokussierte ich mich auf
Antihypertensiva, Protonenpumpenhemmer, sowie im Falle der ADPKD Kohorte auf

Tolvaptan. Vergleiche hierfir Tabelle 6.

Gesunde
ADPKD
Variablen Kontrollkohorte
Kohorte
(n=12)
(n=25)
Demografische Daten

Weiblich n=12 (48%) n=6 (50%)
Geschlecht Ménnlich n=13 (52%) n=6 (50%)
Alter Median (Interquartilsbereich) 50 (14,5) 45 (25,85)
(in Jahren)

Vorerkrankungen
Art. Hypertonie < 35. Lebensjahr n=6 (24%) n=0 (0%)
Urologische Komplikationen < 35. Lebensjahr _ _
(Zysteninfekte, Flankenschmerz, Makrohamaturie) n=5(20%) =0 (0%)
Medikamenteneinnahme

Einnahme von Tolvaptan n=3 (12%) n=0 (0%)
Einnahme von ACE-Hemmern n=9 (36%) n=0 (0%)
Einnahme von AT 1-Antagonisten n=12 (48%) n=0 (0%)
Einnahme von Kalziumantagonisten n=6 (24%) n=1(8,3%)
Einnahme von Thiaziden n=5 (20%) n=0 (0%)
Einnahme von Betablockern n=2 (8%) n=1(8,3%)
Einnahme von Protonenpumpenhemmern n=3 (12%) n=0 (0%)
Einnahme sonstiger Medikamente n=8 (36%) n=2 (16,7%)

Tabelle 6: Zusammenfassung der gemeinsamen Merkmale, der gesunden Kontrollkohorte, sowie der
ADPKD Kohorte.

4.1.1. Merkmale der ADPKD Kohorte

Die ADPKD Kohorte wurde im Rahmen des AD(H)PKD-Registers detailliert charakterisiert.
Neben klinischen Charakteristika, wie der KérpergréRe und -gewicht, zusammengefasst zum
BMI, der eGFR, und dem CKD Stadium wurden auch potenzielle Noxen und
Ernahrungsgewohnheiten, wie Alkohol-, Nikotinkonsum und der geschatzte Salzkonsum,
erfasst. Als prognostischer Marker flr eine ADPKD wurde zudem die Mayo-Klassifikation,
anhand intern angefertigter Volumetrien, bestimmt. Darlber hinaus wurde fur die Stuhlproben
des AD(H)PKD Registers die Stuhlbeschaffenheit anhand der Bristol Skala festgehalten
(Vergleiche Tabelle 7). Insgesamt zeigte sich Uber die ADPKD-Kohorte ein weitestgehend
normalgewichtiges Kollektiv, von denen nur 5% aktiv Nikotin konsumierten und Alkohol
Uberwiegend in moderaten Mengen zu sich nahmen (44% <1 Getrank/Woche, weitere 44%<1
Getrank/Tag), Der Salzkonsum lag im Median bei 9,9 g/24h und somit Gber der empfohlenen
Menge von 5-7g/Tag. Etwa die Halfte der Patient*innen wies eine leichtgradig eingeschrankte
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Nierenfunktion im CKD Stadium G2 (eGFR =60, <90ml/min/1,73m?) auf. Hingegen wiesen
lediglich ein Viertel der Betroffenen eine fortgeschrittene Nierenfunktionseinschrankung mit
einer eGFR <30ml/min/1,73m? auf. Hinsichtlich der prognostisch relevanten Mayo-
Klassifikation konnten knapp ein Drittel der Kohorte den Mayo-Klassen D und E mit einem
hohen Progressionsrisiko zugewiesen werden. Ein weiteres Drittel der Kohorte konnte in die
Mayo-Klasse C mit einem intermediarem Progressionsrisiko eingeordnet werden. Fur zwei
Patient*innen konnte auf Grund fehlender MRT-Bilder keine Mayo-Klasse bestimmt werden.
20% der Kohorte wiesen mit einer Mayo-Klasse A oder B ein eher niedriges Progressionsrisiko
auf. Die Stuhlkonsistenz wurde Uberwiegend als unauffallig angegeben. Lediglich bei zwei
Stuhlproben wurde flissiger Stuhlgang mit einzelnen festen Anteilen (Bristol Skala 6),

beziehungsweise wassriger Stuhlgang angegeben (Bristol Skala 7).

ADPKD Kohorte
Variablen (n=25)
Klinische Charakteristika
BMI (Kg/m?) Median (Interquartilbereich) 22,3 (4)
4
eGFR (ml/min/1,73m?) Median (Interquartilbereich) 62 (46)
Stadium G2 n=13 (52%)
CKD Stadium Stadium G3b n=6 (24%)
Stadium G4 n=6 (24%)
PKD1, nicht trunkierend n=3 (12%)
PKD1, trunkierend n=4 (16%)
Nachgewiesene Mutation PKD1, Variante unklarer Signifikanz n=3 (12%)
PKD2 n=7 (28%)
Untersucht keine Mutation detektiert n=5 (20%)
Nicht untersucht n=3 (12%)
Nie geraucht n=9 (36%)
Nikotinkonsum Ex Raucher n=11 (44%)
Aktive Raucher n=5 (20%)
Kein Alkoholkonsum n=6 (24%)
</= 1 Getrank / Woche n=5 (20%)
Alkoholkonsum < 1 Getrank / Tag n=11 (44%)
>/=1 Getrank / Tag n=2 (8%)
Nicht erfasst n=1 (4%)
Geschatzter Salzkonsum Median (Interquartilbereich) 9,9 (9,75)
(g/24h)
Prognostische Marker
1A n=2 (8%)
1B n=3 (12%)
= o]
Mayo Klassifikation 18 2;2 8?1"2;
1E n=3 (12%)
Nicht erfasst n=2 (8%)
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Beschaffenheit der Stuhlprobe

1 n=1 (4%)

3 n=9 (36%)

_ 4 n=6 (24%)
Bristol Skal

ristol Skala 6 n=1 (4%)

7 n=1 (4%)

Nicht erfasst n=7 (28%)

Tabelle 7: Zusammenfassung der klinischen Charakteristika der ADPKD Kohorte

4.2 Ergebnisse der Mikrobiomanalyse
Die bioinformatische Auswertung erfolgte als Teil der Analyse des Stuhlmikrobioms durch
Herrn Dr. Fedja Farowski aus der Arbeitsgruppe ,Klinische Mikrobiomforschung®. Zur
Beantwortung der primaren Fragestellungen definierte ich, anhand klinischer Charakteristika,
Subgruppen aus den Gesunden und an einer ADPKD erkrankten Proband*innen, die in
unterschiedlichen Konstellationen gegenubergestellt wurden. Eine detaillierte Auflistung der
Vergleiche, inklusive der Fragestellungen und der involvierten Subgruppen gibt Tabelle 8.

Fragestellungen Praformierte Vergleichsgruppen

1.1 Alle Patient*innen mit einer ADPKD
Vergleich 1 Fuhrt eine ADPKD zu gegeniber allen gesunden Proband*innen.
Veranderungen im
Stuhlmikrobiom?

1.2 Alle Patient*innen mit einer ADPKD und eine
eGFR =260ml/min/1,73m? gegenlber allen
gesunden Proband*innen.

2.1 Alle Patient*innen mit einer ADPKD und einer
eGFR <45ml/min/1,73m? gegenuber allen

Vergleich 2 Sind diese Veranderungen gesunden Proband*innen.

abhangig von der
Nierenfunktion?

2.2 Alle Patient*innen mit einer ADPKD und einer
eGFR <45ml/min/1,73m? gegenlber allen
Patient*innen mit einer ADPKD und einer
eGFR 260ml/min/1,73m?3.

3.1 Alle Patient*innen mit einer ADPKD und
einem Alter <45 Jahren gegentber allen

Vergleich 3 Sind diese Veranderungen Patient*innen mit einer ADPKD und einem

altersabhangig? Alter 250 Jahren

3.2 Alle gesunden Proband*innen mit einem Alter
<45 Jahren gegentber allen Proband*innen
mit einem Alter 250 Jahren

4.1. Alle Patient*innen mit einer ADPKD, einem
Alter <45 Jahren und einer eGFR
<45ml/min/1,73m?, gegenuber allen
Patient*innen mit einer ADPKD, einem Alter
250 Jahren und einer eGFR
260ml/min/1,73m?
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4.2. Alle Patient*innen mit einer ADPKD, einem
Alter <45 Jahren und einer eGFR
<45ml/min/1,73m?, gegenuber allen
Patient*innen mit einer ADPKD, einem Alter
250 Jahren und einer eGFR
<45ml/min/1,73m?

Zeigerj sich spezifi§che 4.3. Alle Patient*innen mit einer ADPKD, einem
Veranderungen im Alter <45 Jahren und einer eGFR
Vergleich4  Stuhlmikrobiom in Abhangigkeit <45ml/min/1,73m2, gegendiiber allen
der Progression der ADPKD? Patient*innen mit einer ADPKD einem Alter
(Risikostratifizierung anhand <45 Jahren und einer eGFR
von Alter und Nierenfunktion) >60ml/min/1,73m?

4.4. Alle Patient*innen mit einer ADPKD, einem
Alter 250 Jahren und einer eGFR
<45ml/min/1,73m?, gegenuber allen
Patient*innen mit einer ADPKD, einem Alter
250 Jahren und einer eGFR
260ml/min/1,73m?

4.5. Alle Patient*innen mit einer ADPKD, einem
Alter 250 Jahren und einer eGFR
<45ml/min/1,73m?, gegenuber allen
Patient*innen mit einer ADPKD, einem Alter
<45 Jahren und einer eGFR
260ml/min/1,73m?

4.6. Alle Patient*innen mit einer ADPKD, einem
Alter 250 Jahren und einer eGFR
=60ml/min/1,73m? gegenuber allen
Patient*innen mit einer ADPKD, einem Alter
<45 Jahren und einer eGFR
260ml/min/1,73m?

Zeigen sich spezifische 5. Alle Patient*innen mit einer ADPKD und
Veranderungen im einem vor dem 35. Lebensjahr aufgetretenen
Stuhimikrobiom in Abhangigkeit arteriellen Hypertonus gegenuber allen
Vergleich5 der Progression der ADPKD? Patient*innen mit einer ADPKD, bei denen
(Risikostratifizierung anhand kein arterieller Hypertonus vor dem 35.
friher Begleitkomplikation; Art. Lebensjahr aufgetreten ist.
Hypertonus <35.Lebensjahr)
Zeigen sich spezifische 6. Alle Patient*innen mit einer ADPKD und einer
Veranderungen im NierengréRe, gemaRl der Mayo Klassifikation
Vergleich 6 Stuhimikrobiom in Abhangigkeit 1A-1C, gegeniber allen Patient*innen mit
der Progression der ADPKD? einer ADPKD und einer Nierengré3e, gemaf
(Risikostratifizierung anhand der Mayo Klassifikation 1D-1E
der Mayo-Klassifikation)
Zeigen sich spezifische 7. Alle Patient*innen mit einer ADPKD und vor
Veranderungen im dem 35. Lebensjahr stattgehabten
Stuhlmikrobiom in Abhangigkeit urologischen Komplikationen gegenuber allen
Vergleich7  der Progression der ADPKD? Patient*innen mit einer ADPKD ohne
(Risikostratifizierung anhand stattgehabten urologischen Komplikationen
friher Begleitkomplikationen; <35.Lebensjahr.

Urologische Komplikationen,
<35. Lebensjahr

Tabelle 8: Ubersicht der praformierten Vergleichsgruppen, inklusive der zugehérigen Fragestellungen, zur
bioinformatischen Auswertung der Mikrobiomanalyse.
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4.2.1. Bioinformatische Analyse

Die Gegenuberstellungen wurden mit Hilfe des LEfSe Algorithmus ausgewertet, womit die
signifikant unterschiedlich abundanten bakteriellen Taxa, in den jeweiligen Vergleichsgruppen,
berechnet wurden. Der Grenzwert fur den LDA score wurde dabei, angelehnt an die
Originalarbeit von Segata und Kollegen, auf 2,0 gesetzt'".

Bakterielle Taxa, die klar mit der Nierenfunktion korrelieren, konnten anhand der
bioinformatischen Analysen nicht gefunden werden. Auch konnte in der ADPKD Kohorte kein
relevanter Unterschied in der Alpha- (Shannon Index; p-Wert=0,886) oder Betadiversitat
(Permanova/Adonis Analyse; R>=0,03119) gegenuber der gesunden Kontrollkohorte gefunden
werden (Siehe auch Abbildung 2 und 3) 4.

Shannon

Proben Quantile

£\ Gesunde Kohorte
|- ADPKD Kohorte

I I I T ]
-2 -1 0 1 2

3.0

Theoretische Quantile

Abbildung 2: Grafische Darstellung der Ergebnisse des Shannon Indexes, als MaR der Diversitit in den
einzelnen Stuhlproben. Die Daten liegen sémtlich nah beieinander, ohne Hinweis auf einen signifikanten
Unterschied in der Alpha Diversitat zwischen der gesunden Kontrollkohorte und der ADPKD Kohorte
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Abbildung 3: Distanzmatrix (Generalized UniFrac PCoA) zur Veranschaulichung, wie &dhnlich bzw.
unterschiedlich die mikrobielle Zusammensetzung der Stuhlproben, der einzelnen Proband*innen ist. Die
Zentren, um die sich die einzelnen Proben der Gesunden und Erkrankten streuen, sind zum besseren Verstandnis
farblich markiert und Gberlappen sich. Es ergibt sich kein Hinweis auf einen signifikanten Unterschied in der Beta
Diversitat.

Auffallig erschien hingegen die vergleichslibergreifende, signifikante Haufung, der OTUs der
Ordnung der Enterobacteriales und der zugehoérigen Familie der Enterobacteriaceae, in der
ADPKD Kohorte. Zudem fiel eine deutliche Zunahme der OTUs der Proteobacteria bei
Patient*innen mit einem frih aufgetretenem arteriellen Hypertonus auf. Weiterhin konnten in
den Stuhlproben der Patient*innen mit einer ADPKD und einer hdheren Mayo-Klasse (1D-1E)
vermehrt OTUs der Lactobacillales, spezifisch der Familie der Streptococcaceae
nachgewiesen werden.

Eine Ubersicht der signifikant abundanten Taxa - mit einem LDA score (iber 2 - in den
jeweiligen Vergleichsgruppen, findet sich in Tabelle 9 Histogramme, wie exemplarisch in

Abbildung 4 dargestellt, visualisieren die Ergebnisse.
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I ADPKD Kohorte Il Gesunde Kontrollkohorte

Klasse Actinobacteria

Familie Bifidobacteriaceae
Phylum Actinobacteria
Ordnung Bifidobacteriales
Familie Actinomycetaceae
Ordnung /Anaeroplasmatales
Familie Ahaeroplasmataceae
Klasse Mollicutes

Phylum Tenericutes

Ordnung Actinomycetales
Familie nicht naher klassifiziert
NA (Bislang nicht klassifizierte Sequenz)

I Orhunq Enterobacteriles
I  Fomie Enterobacteriaceac

-4 -3 -2 -1 1 2 3 4
LDA Score (log 10)

o

Abbildung 4: Histogramm der errechnet signifikant unterschiedlich abundanten bakteriellen Taxa aller
Patient*innen mit einer ADPKD gegeniiber allen gesunden Proband*innen (Vergleich 1.1).: Griin markiert
sind die bakteriellen Taxa, die im Vergleich zu den Patient*innen mit einer ADPKD (ADPKD Kohorte) gehauft im
Stuhl gesunder Proband*innen (Gesunde Kontrollkohorte) nachgewiesen wurden. Rot markiert sind die bakteriellen
Taxa, die im Vergleich zu den gesunden Proband*innen gehauft im Stuhl von Patient*innen mit einer ADPKD
nachgewiesen wurden. Als Grenzwert fur den LDA score wurde 2.0 festgelegt.

Vergleich Auflistung der signifikant unterschiedlich
abundanten Taxa
1.1. Alle Patient*innen mit einer ADPKD Vermehrt in ADPKD:
gegeniber allen gesunden ¢ Ordnung: Enterobacteriales
Proband*innen. e Familie: Enterobacteriaceae

Vermehrt in Gesunden:
e Stamm: Tenericutes
¢ Klasse: Mollicutes
e Ordnung: Anaeorplasmatales
e Familie: Anaeroplasmataceae
e Stamm: Actinobacteria
o Klasse: Actinobacteria
e Familie Actinomycetaceae
¢ Ordnung: Bifidobacteriales
e Familie: Bifidobacteriaceae
1.2. Alle Patient*innen mit einer ADPKD Vermehrt in ADPKD, eGFR 260ml/min/1,73m?
und eine eGFR 260ml/min/1,73m? ¢ Ordnung: Enterobacteriales
gegeniber allen gesunden e Familie: Enterobacteriaceae
Proband*innen.
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2.1. Alle Patient*innen mit einer ADPKD Vermehrt in ADPKD, eGFR<45mI/min/1,73m?
und einer eGFR <45ml/min/1,73m? ¢ Ordnung: Enterobacterales
gegeniber allen gesunden e Familie: Enterobacteriaceae
Proband*innen.

Vermehrt in Gesunden:
e Familie: Enterococcaceae
e Stamm: Actinobacteria
¢ Klasse: Actinobacteria
¢ Ordnung: Bifidobacteriales
e Familie: Bifidobacteriaceae

2.2. Alle Patient*innen mit einer ADPKD Keine signifikant unterschiedlich
und einer eGFR <45ml/min/1,73m? abundanten Taxa
gegenuber allen Patient*innen mit
einer ADPKD und einer eGFR
260ml/min/1,73m>.

3.1. Alle Patient*innen mit einer ADPKD Vermehrt in ADPKD, Alter 250 Jahre
und einem Alter <45 Jahren e Familie: Coriobacteriales Incertae
gegenuber allen Patient*innen mit Sedis
einer ADPKD und einem Alter 250 e Familie: Peptococcaceae
Jahren

3.2. Alle Proband*innen mit einem Alter Vermehrt in Gesunden, Alter <45 Jahre
<45 Jahren gegenuber allen e Familie: Peptococcaceae
Proband*innen mit einem Alter 250
Jahren

4.1. Alle Patient*innen mit einer ADPKD, | Keine signifikant unterschiedlich
einem Alter <45 Jahren und einer abundanten Taxa
eGFR <45ml/min/1,73m?2, gegenuber
allen Patient*innen mit einer ADPKD,
einem Alter 250 Jahren und einer
eGFR 260ml/min/1,73m?

4.2. Alle Patient*innen mit einer ADPKD, | Vermehrtin ADPKD, Alter 250 Jahre, eGFR
einem Alter <45 Jahren und einer <45ml/min/1,73m?
eGFR <45ml/min/1,73m?, gegenuber e Familie: Peptococcaceae
allen Patient*innen mit einer ADPKD,
einem Alter 250 Jahren und einer
eGFR <45ml/min/1,73m?

4.3. Alle Patient*innen mit einer ADPKD, | Keine signifikant unterschiedlich
einem Alter <45 Jahren und einer abundanten Taxa
eGFR <45ml/min/1,73m?, gegenlber
allen Patient*innen mit einer ADPKD
einem Alter <45 Jahren und einer
eGFR 260ml/min/1,73m?

4.4. Alle Patient*innen mit einer ADPKD, | Vermehrtin ADPKD, Alter 250 Jahre, eGFR

einem Alter 250 Jahren und einer
eGFR <45ml/min/1,73m?, gegentiber
allen Patient*innen mit einer ADPKD,
einem Alter 250 Jahren und einer
eGFR 260ml/min/1,73m?

<45ml/min/1,73m?
e Familie: Peptococcaceae
¢ Ordnung: Flavobacteriales
e Familie: Flavobacteriaceae

Vermehrt in ADPKD, Alter 250 Jahre, eGFR
260ml/min/1,73m?
Familie: Veillonellaceae
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4.5. Alle Patient*innen mit einer ADPKD,

einem Alter 250 Jahren und einer
eGFR <45ml/min/1,73m?2, gegenuber
allen Patient*innen mit einer ADPKD,
einem Alter <45 Jahren und einer
eGFR 260ml/min/1,73m?

Vermehrt in ADPKD, Alter 250 Jahre, eGFR
<45ml/min/1,73m?
e Familie: Peptococcaceae

Vermehrt in ADPKD, Alter €45 Jahre, eGFR
260ml/min/1,73m?
¢ Familie: Coriobacteriales incertae
sedis

4.6. Alle Patient*innen mit einer ADPKD,

einem Alter 250 Jahren und einer
eGFR =60ml/min/1,73m? gegenuber
allen Patient*innen mit einer ADPKD,
einem Alter <45 Jahren und einer
eGFR 260ml/min/1,73m?

Vermehrt in ADPKD Alter 250 Jahre, eGFR
260ml/min/1,73m?
e Familie: Coriobacteriales incertae
sedis
e Familie: Veillonellaceae

Vermehrt in ADPKD, Alter €45 Jahren, eGFR
260ml/min/1,73m?
e Familie: Eubacteriaceae
e Stamm: Bacteoidetes
o Klasse: Bacteroidia
¢ Ordnung Bacteroidales

5. Alle Patient*innen mit einer ADPKD Vermehrt in ADPKD, art. Hyp. <35. LJ
und einem vor dem 35. Lebensjahr e Stamm: Proteobacteria
aufgetretenen arteriellen Hypertonus ¢ Klasse: Alphaproteobacteria
gegeniber allen Patient*innen mit ¢ Ordnung: Rhodospirillales
einer ADPKD, bei denen kein
arterieller Hypertonus vor dem 35. e Ordnung: Betaproteobacteriales
Lebensjahr aufgetreten ist. e Familie: Burkholderiaceae

Vermehrt in ADPKD, keine art. Hyp. <35. LJ
e Familie: Tannerellaceae

6. Alle Patient*innen mit einer ADPKD Vermehrt in ADPKD, Mayo-Klasse 1D-1E
und einer NierengrolRe, gemal der o Klasse: Bacilli
Mayo Klassifikation 1A-1C, e Ordnung: Lactobacillales
gegeniber allen Patient*innen mit e Familie: Streptococcaceae
einer ADPKD und einer NierengroR3e,
gemal der Mayo Klassifikation 1D-1E

7. Alle Patient*innen mit einer ADPKD Keine signifikant unterschiedlich
und vor dem 35. Lebensjahr abundanten Taxa
stattgehabten urologischen
Komplikationen gegenuber allen
Patient*innen mit einer ADPKD ohne
stattgehabten urologischen
Komplikationen <35.Lebensjahr.

Tabelle 9: Ubersicht der signifikant unterschiedlich abundanten Taxa, in den jeweiligen

gegeniibergestellten Vergleichsgruppen: Sofern die signifikant unterschiedlich abundanten Taxa eine
gemeinsame taxonomische Abstammungslinie haben, sind diese hierarchisch, untereinander organisiert.
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4.2.2. Erganzende Dependenzanalysen

Erweiterte statistische Analyse (Enterobacteriales, Enterobacteriaceae, Bifidobacteria,

Bifidobacteriaceae):

Hinsichtlich mdglicher ADPKD spezifischer Veranderungen untersuchte ich — vor dem
Hintergrund der bestehenden Literatur, die auf eine Assoziation zu Nierenerkrankungen
hindeutet — einen Zusammenhang der Ordnung der Enterobacteriales und der zugehdrigen
Familie Enterobacteriaceae sowie der Ordnung der Bifidobacteria und ihrer Familie der
Bifidobacteriacae, zur ADPKD. Hierzu erfolgte fur die nicht metrisch skalierten Variablen eine
zweiseitige Rangkorrelationsanalyse nach Spearman. Ziel war es anderweitige Einflusse auf
die zu untersuchenden Mikrobiota auszuschlie3en. Wie aus Tabelle 10 zu entnehmen konnten

dabei keine Confounder identifiziert werden.

Entero- Entero- Bifido- Bifido-
bacteriales bacteriaceae bacteriales bacteriaceae
Bristol Skala rs= 0,067 rs= 0,067 rs=-0,083 rs=-0,083
p-Wert=0,749 p-Wert=0,749 | p-Wert=0,693 p-Wert= 0,693
Geschatzter rs=-0,056 rs=-0,056 rs= 0,080 rs= 0,080
Salzkonsum? p-Wert=0,814 p-Wert=0,814 | p-Wert=0,737 p-Wert=0,737
Nikotinkonsum® rs=-0,381 rs=-0,381 rs=-0,309 rs=-0,309
p-Wert =0,060 p-Wert=0,060 | p-Wert=0,132 p-Wert=0,132
Alkoholkonsum¢ rs= 0,160 rs= 0,160 rs= 0,296 rs= 0,296
p-Wert =0,455 p-Wert=0,455 | p-Wert=0,161 p-Wert= 0,161
Mayo-Klassifikation rs=-0,178 rs=-0,178 rs= 0,197 rs=0,197
p-Wert=0,395 p-Wert=0,395 | p-Wert=0,344 p-Wert=0,344

Tabelle 10: Ubersicht der Ergebnisse der zweiseitigen Rangkorrelationsanalyse nach Spearman zur
Priifung eines Zusammenhangs zwischen Mikrobiota und potenziellen Einflussfaktoren (Bristol Skala,
Salzzufuhr, Nikotinkonsum, Alkoholkonsum, Mayo-Klassifikation). In samtlichen Analysen konnte kein
signifikanter Zusammenhang zwischen den untersuchten Mikroben und den méglichen Einflussfaktoren festgestellt
werden.

a) Einteilung des Salzkonsums: <5g/Tag; 5-<10g/Tag; 10-<15g/Tag; >/=15g/Tag

b) Einteilung des Nikotinkonsums: Nie geraucht; Friherer Konsum; aktiver Konsum

c) Einteilung des Alkoholkonsums: Kein Konsum; </= 1 Getrank/Woche; <1 Getrank/Tag; >/= 1 Getrank/Tag

Fir die metrisch skalierten Variablen eGFR, Alter und BMI erfolgten ergéanzende einfache
lineare Regressionsanalysen, welche jedoch ebenfalls kein signifikantes Ergebnis erbrachten
(Vergleiche Tabelle 11) Zumindest unter Berticksichtigung der hier untersuchten Variablen
kann somit kein Zusammenhang zu anderen Einflussfaktoren auf die untersuchten
Mikroorganismen identifiziert werden. Die signifikanten Unterschiede, der Ordnungen
beziehungsweise Familien der Enterobacteriales, Enterobacteriaceae, Bifidobacteriales und
Bifidobacteriaceae, zwischen Gesunden und an einer ADPKD erkrankten, konnen somit als

APDKD spezifische Veranderungen angesehen werden.
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Entero- Entero- Bifido- Bifido-
bacteriales bacteriaceae bacteriales bacteriaceae
eGFR p-Wert = 0,498 p-Wert = 0,498 p-Wert = 0,119 p-Wert = 0,119
bei Stuhlabgabe | F=0,473 F=0,473 F=2,623 F=2,623
Alter p-Wert = 0,614 p-Wert = 0,614 p-Wert = 0,168 p-Wert = 0,168
bei Stuhlabgabe | F = 0,262 F =0,262 F =2,023 F =2,023
BMI p-Wert = 0,230 p-Wert = 0,230 p-Wert = 0,146 p-Wert = 0,146
F=1,521 F=1,521 F =2,269 F =2,269

Tabelle 11: Ubersicht der Ergebnisse der einfachen linearen Regressionsanalysen der metrisch skalierten
Variablen, zur Prifung einer Kausalitit zwischen den Mikroorganismen und den madglichen
Einflussfaktoren (eGFR, Alter, BMI). In den Regressionsanalysen zeigt sich kein signifikanter Zusammenhang
zwischen den untersuchten Mikrobiota und den potenziellen Einflussfaktoren.

Kruskal-Wallis-Test (Bacilli; Lactobacillales; Streptococcaceae):

Hypothesentestiibersicht

Nullhypothese Test Sig,a'b
Die Verteilung der Haufigkeiten, . .
der Klasse Bagcilli, ist Uber die Kruskal-Wallis-Test bel p-Wert = 0,085

Mayo-Klassen hinweg identisch unabhangigen Stichproben

a) a. Das Signifikanzniveau ist 0,050.
b. Asymptotische Dignifikant wird angezeigt.
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Abbildung 5: Differenzierung der zentralen Tendenzen der OTU der Klasse der Bacilli in den einzelnen
Mayo-Klassen. A: Im Kruskal-Wallis-Test bei unabhangigen Stichproben konnte die Nullhypothese, welche besagt,
dass die Verteilung der OTUs uber die Kategorien der Mayo-Klassifikation identisch ist, nicht verworfen werden.
Die zentralen Tendenzen unterscheiden sich in den verschiedenen Mayo Klassen nicht signifikant. B: Anzahl der
aufgenommenen Félle in der jeweiligen Kategorie (Mayo Klasse). C: In der grafischen Darstellung mittels Boxplot-
Diagramms kann zudem kein eindeutiger gradueller Anstieg oder Abfall der relativen Haufigkeiten der OTUs, der
Klasse der Bacili, in den hdheren Mayo-Klassen ausgemacht werden.

Im Rahmen der bioinformatischen Auswertungen zeigte sich fir die hoheren Mayo-Klassen
1D und 1E eine relevante Ansammlung der Klasse Bacilli, der untergeordneten Ordnung
Lactobacillales sowie der zugehérigen Familie Streptococcaceae im Verhaltnis zu den
niedrigeren Mayo-Klassen (1A-1C). Um eine mdgliche Kausalitat zwischen der Progression
der Erkrankung, anhand der Mayo-Klassifikation und diesen bakteriellen Taxa aufzudecken,
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suchte ich nach einer Mdglichkeit, um einen graduellen Anstieg oder Abfall der relativen
Haufigkeiten der OTUs Uber die Mayo-Klassen hinweg zu quantifizieren. Da es sich bei den
Mayo-Klassen um ordinal skalierte Kategorien handelt war eine Regressionsanalyse nicht
moglich. Ich entschied mich zur Durchflihrung eines Kruskal-Wallis Tests zur Unterscheidung
der zentralen Tendenzen in den einzelnen Mayo-Klassen. Hierbei konnte jedoch weder fur die
Klasse der Bacili (p-Wert: 0,085) noch fir die zugehoérige Ordnung der Lactobacillales (p-Wert:
0,089) sowie der Familie der Streptococcaceae (p-Wert: 0,070), die Nullhypothese verworfen
werden. Abbildung 5 stellt die Ergebnisse des Kruskal-Wallis-Tests, am Beispiel der Klasse
der Bacili exemplarisch dar. Anhand des Boxplot-Diagramms lasst sich zudem erkennen, dass

es keinen graduellen Anstieg oder Abfall der OTUs Uber die Mayo-Klassen hinweg gibt.

Multiple lineare Regression (Peptococcaceae):

In den Subgruppenanalysen (Vergleich 4.1.-4.6.), in denen Patient*innen mit einer ADPKD, in
den unterschiedlichen Altersgruppen (<45 Jahre, 250Jahre) und mit unterschiedlich weit
fortgeschrittener  Nierenfunktionseinschrankung (eGFR  <45ml/min/1,73m?,  eGFR
260ml/min/1,73m?) untereinander verglichen wurden, zeigte sich in mehreren Vergleichen eine
signifikant unterschiedliche Haufung der Familie der Peptococcaceae. Die Familie der
Peptococacceae fand sich dabei vermehrt in der Subgruppe der Patient*innen mit einer
ADPKD, einem Alter von =250 Jahre und einer Nierenfunktionseinschrankung, mit einer eGFR
<45ml/min/1,73m?. Zunachst ging ich von einem altersabhangigen Effekt aus, da auch in
Vergleich 3.1 eine Haufung der Familie der Peptococcaceae bei Patient*innen mit einer
ADPKD und einem Alter 250 Jahre, gegenliber den Patient*innen mit einer ADPKD und einem
Alter von <45 Jahren festgestellt wurde. Allerdings stellten sich die Ergebnisse der
Subgruppenanalyse der gesunden Kontrollkohorte gegenlaufig zur ADPKD-Kohorte dar
(Vergleich 3.2). Hierin fand sich eine Haufung der Peptococcaceae in der Gruppe der jungeren
(=45 Jahren) Proband*innen, sodass das Alter nicht der einzige Grund fir die Zunahme der
Peptococcaceae zu sein schien. Zudem zeigte sich auch im Vergleich zwischen zwei
Subgruppen der ADPKD Kohorte, mit einem Alter 250 Jahre, lediglich in der Subgruppe mit
einer zusatzlich eingeschrankten Nierenfunktion eine Haufung der Peptococcaceae. In der
Zusammenschau schien somit sowohl das Alter als auch die Nierenfunktion zu einer Zunahme

der relativen Haufigkeit der Familie der Peptococcaceae zu fihren.
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Modellzusammenfassung | ANOVA Koeffizienten
R =0,572 a) F=5343 (Konstante) p-Wert=0,472
R-Quadrat = 0,372 p-Wert = 0,014 Alter bei Probenahme p-Wert = 0,039
Korr. R-Quadrat = 0,266 eGFR bei Stuhlabgabe p-Wert = 0,057
a) EinfluBvaniablen (Konstante): eGFR bei Stuhlabgabe, Alter bei Probenahme
a) b) Abhangige Variable: OTU pro PID Familie Peptococcaceae
Partielles Regressionsdiagramm
R? Linear =0,155
. ,0020000000000000
Q (]
°
2
E
C
= ,0010000000000000 — ® ®
@
-
20
E § o ——-___,_____________ e ° [
- QO ——
£ 8 .ooooosooooooooon _ o
= 8 Y .‘ T ®
5 g L] °® ® I
E [ ® ® 0 T
E’n' ®
i -,0010000000000000 e
T (]
4]
2
©
©
14
-0020000000000000
40 20 0 20 40
b) eGFR bei Stuhlabgabe
Partielles Regressionsdiagramm
R? Linear =0,180
E ,0015000000000000 (] 0]
T
2
£ .0010000000000000 o0
o o
L
E ]
T
L] g ,0005000000000000 o
E o [
Q
Ow
- 8 )
L8 oooooooooooooono
c v
o ‘g_ o’ ° °
Do e °
5% -0005000000000000
Z
3
3 ] ]
I .
3 -,0010000000000000 )
- ]
5
7]
4
-,0015000000000000
-15 -10 -5 0 5 10 15
c) Alter bei Probenahme

Abbildung 6: Ergebnisse der multiplen linearen Regression, zur Priifung eines kausalen Zusammenhangs
des Alters und der Nierenfunktion zur relativen Haufigkeit der OTUs der Familie der Peptococcacae, im
Stuhl von Patient*innen mit einer ADPKD. A) Aus der Testubersicht ergibt dich ein signifikantes Ergebnis fir das
Regressionsmodell. B, ¢) Regressionsdiagramme, mit Abbildung der Residuen der relativen Haufigkeiten der OTUs
der Peptococcaceae auf der Y-Achse und den Residuen der eGFR bei Stuhlabgabe beziehungsweise des Alters
bei Probenahme. Aus beiden Regressionsdiagrammen |asst sich ein linearer Zusammenhang ableiten.
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Um meine Uberlegungen beweisen zu kénnen, berechnete ich fiir die ADPKD Kohorte, nach
vorheriger Rangkorrelationsanalyse nach Spearman (zwei- und einseitige Testung) mit
signifikantem Ergebnis, eine multiple lineare Regression (Vergleiche auch Abbildung 6). Diese
zeigte sich ebenfalls signifikant (F=5,343; p-Wert 0,014; zusatzliche Parameterschatzung mit
robusten Standardfehlern, HC3 Methode). Das Modell stellte sich dabei zwar insgesamt
signifikant dar, es ist jedoch anzumerken, dass der Regressionskoeffizient fur die Variable
,€GFR bei Stuhlabgabe“ das Signifikanzniveau nicht ganz erreicht (p-Wert: 0,057).
Zusammenfassend kann eine Zunahme der OTUs der Peptococcaceae mit zunehmendem
Alter und eine Abnahme der OTUs der Peptococcaceae mit zunehmender Nierenfunktion
beobachtet werden. 57,2 Prozent der Streuung der relativen Haufigkeiten der OTUs der
Peptococcaceae werden dabei durch die beiden unabhangigen Variablen (Alter; eGFR)
erklart, was nach Cohen einem starken Effekt entspricht (f2=1,3364485981)°1.

4.3 Ergebnisse der Massenspektrometrischen Messungen
Fir die mittels Massenspektrometrie bestimmten Serumkonzentrationen der UT (Gesamt- und
freies pCS, gesamt- und freies IS sowie gesamt TMAO), flihrte Frau Dr. Susanne Brodesser,
Leiterin Lipidomics / Metabolomics Facility im Exzellenzcluster CECAD, jeweils zwei
Messungen pro Probe als technische Replikate durch, um potenzielle Fehimessungen
auszuschlieBen. Im Anschluss erhielt ich somit fur jedes der untersuchten UT zwei
Messergebnisse pro Proband*in. Diese beiden Werte fasste ich zur anschliellenden
Auswertung zu einem Mittelwert zusammen. Die Ergebnisse der Haufigkeitsverteilungen zeigt
Tabelle 12 Im Folgenden wertete ich die Uradmietoxine, angelehnt an die Fragestellungen aus,

die ich bereits fir die Analyse des Stuhlmikrobioms formulierte.

Alle ADPKD Gesunde

Proband*innen | Kohorte | Kontrollkohorte

Gesamt IS Median 2,078500 | 3,251000 1,181000

(LM) Interquartilbereich 3,4540 4,39835 0,869375

Freies IS Median 0,07000 | 0,107500 0,037000

(UM) Interquartilbereich 0,0950 0,156 0,023125

Gesamt pCS Median 24,617500 | 34,15650 15,930000
(M) 0

Interquartilbereich 45,1287 57,4255 22,190375

Freies pCS Median 0,674500 | 0,833000 0,331750

(UM) Interquartilbereich 1,1430 1,74625 0,66775

Gesamt TMAO Median 1,469500 | 2,185500 0,833500

(LM) Interquartilbereich 2,9678 4,32625 0,45025

Tabelle 12: Ubersicht des Medians und des Interquartilbereichs der gemittelten Serumkonzentrationen, der
untersuchten Uramietoxine. Der Median und Interquartilbereich flr die gemittelten Serumkonzentrationen wird
fur die gesamte Kohorte sowie separat fur die ADPKD Kohorte und fiir die gesunde Kontrollkohorte abgebildet.
Werte in Mikromolar (uM)
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4.4 Dependenzanalysen

4.41. Dependenzanalyse: Unterschiede der Serumkonzentrationen der
Uramie Toxine in den beiden untersuchten Kohorten

Obwohl bereits anhand des Medians der gemittelten Serumkonzentrationen der analysierten
UT, ein deutlicher Unterschied in den beiden Kohorten (ADPKD, gesunde Kontrollkohorte)
ersichtlich ist, wollte ich testen, ob auch ein statistisch signifikanter Unterschied besteht. Da
die gemittelten Serumkonzentrationen der UT weder in der gesunden Kontrollkohorte noch in
der ADPKD Kohorte normal verteilt sind, entschied ich mich zur Durchfiihrung eines Mann-
Whitney-U-Tests, zur Unterscheidung der zentralen Tendenzen, in den beiden unabhangigen
Stichproben. Mittels Mann-Whitney-U-Test zeigte sich erwartungsgemaf, fur samtliche UT,
eine signifikant unterschiedliche Serumkonzentration in den beiden untersuchten Kohorten
(Siehe Tabelle 13). Entsprechend des positiven Ausschlags der Z-Werte, im Folgenden
(Abbildung 7) angegeben als ,standardisierte Teststatistik, mit erhdhten Serumkonzentration
der UT in der ADPKD Kohorte. Zusammenfassend kann somit flr alle in dieser Arbeit
analysierten UT eine statistisch signifikant hdhere Serumkonzentration in der ADPKD Kohorte,
gegenuber der gesunden Kontrollkohorte nachgewiesen werden.

Mann-Whitney-U-Test bei unabhangigen Stichproben
Kohorte

ADPKD Gesund

150000 M=o N=12 15,0000
Mittlerar Rang = 23,00 Mittlerer Rang = 10,67

§ 10,0000 10,0000

50000 5 0000

UONEUSZUCH

Gemittelte totale TMAO
Konzentration
OYINL 3]e)0) aY230as

0,0000 0,0000

T T
00 &0 &0 40 20 00 20 40 60 8O0 100

Haufigkeit Haufigkeit
Gesamtanzahl 37
Mann-Whitney-U 250,000
Wilcoxon-W 575,000
Teststatistik 250,000
Standardfehler 30,822
Standardisierte Teststatistik 3,244
#gtr)nptutische Sig. (2seitiger 001
Exakte Sig. (2-seitiger Test) 001

Abbildung 7: Beispielhafte Auswertung des Mann-Whitney-U-Tests, fiir die gemittelten
Serumkonzentrationen des TMAO, zur Unterscheidung der zentralen Tendenzen, in der gesunden
Kontrollkohorte und der ADPKD Kohorte. Der positive Z-Wert, hier angegeben als ,Standardisierte Teststatistik®,
zeigt dabei an, dass in der ADPKD Kohorte signifikant héhere Werte (Serumkonzentrationen) vorliegen. Dies wird
zudem aus dem zusatzlich angegeben Histogramm ersichtlich.
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Hypothesentestiibeqrsicht
(Mann-Whitney-U-Test bei unabhangigen Stichproben)

Nullhypothese Ergebnis Signifikanz

1 | Die Serumkonzentration des Die ADPKD-Kohorte weist im Mittel ~ z = 3,342
Indoxylsulfats ist in der Gruppe eine héhere Serumkonzentration p-Wert < 0,001
der ADPKD-Kohorte identischzu  des Indoxylsulfats auf als die
der gesunden Kontrollkohorte gesunde Kontrollkohorte (Z-Wert

3,342)

2 | Die Serumkonzentration des Die ADPKD-Kohorte weist im Mittel ~ z = 3,731
freien Indoxylsulfats ist in der eine hohere Serumkonzentration p-Wert < 0,001
Gruppe der ADPKD-Kohorte des freien Indoxylsulfats auf als die
identisch zu der gesunden gesunde Kontrollkohorte (Z-Wert
Kontrollkohorte 3,731)

3 | Die Serumkonzentration des p- Die ADPKD-Kohorte weist im Mittel ~ z = 2,304
Cresyl-Sulfats ist in der Gruppe  eine hdhere Serumkonzentration p-Wert = 0,021
der ADPKD-Kohorte identischzu  des p-Cresyl-Sulfats auf als die
der gesunden Kontrollkohorte gesunde Kontrollkohorte (Z-Wert

2,304)

4 | Die Serumkonzentration des Die ADPKD-Kohorte weist im Mittel ~ z = 2,596
freien p-Cresyl-Sulfats ist in der eine hohere Serumkonzentration p-Wert = 0,009
Gruppe der ADPKD-Kohorte des p-Cresyl-Sulfats auf als die
identisch zu der gesunden gesunde Kontrollkohorte (Z-Wert
Kontrollkohorte 2,596)

5 | Die Serumkonzentration des Die ADPKD-Kohorte weist im Mittel ~ z = 3,244
Trimethylaminoxid ist in der eine héhere Serumkonzentration p-Wert = 0,001
Gruppe der ADPKD-Kohorte des Trimethylaminoxid auf als die
identisch zu der gesunden gesunde Kontrollkohorte (Z-Wert
Kontrollkohorte 3,244)

Tabelle 13: Ergebnisse des Mann-Whitney-U-Tests, zur Unterscheidung der zentralen Tendenzen der
Urdamie Toxine zwischen den beiden untersuchten Kohorten. Es wurden mittels Mann-Whitney-U-Test die
zentralen Tendenzen, der gemittelten Serumkonzentrationen der analysierten Urdmietoxine in den beiden Kohorten
(ADPKD und gesunde Kontrollkohorte) gegenlibergestellt. Es zeigt sich fir alle Urdmie Toxine ein signifikanter
Unterschied, mit erhéhten Serumkonzentrationen in der ADPKD-Kohorte.

(Bei einer GruppengréfRe n >30 wird die asymptotische Signifikanz und der z-Wert berichtet)

4.4.2. Dependenzanalyse: Abhangigkeit der Uramietoxine von der eGFR
Da nur fir die ADPKD Kohorte die eGFR in dem Zeitraum um die Probenahme genau erfasst
wurde, konnten folgende statistische Tests lediglich fur die Patient*innen der ADPKD Kohorte
durchgefuhrt werden. Fur die Kontrollkohorte galt indes die anamnestische Annahme einer
normalen Nierenfunktion.
In einer zweiseitigen Rangkorrelationsanalyse nach Spearman lieR? sich fur sdmtliche UT eine
starke  Korrelation zur eGFR nachweisen. Entsprechende einfache, lineare
Regressionsanalysen (Beispielhaft fur IS in Abbildung 8) zwischen der eGFR und den
einzelnen UT, erbrachten ebenfalls signifikante Ergebnisse fir alle UT, sodass ein kausaler
Zusammenhang zwischen dem Abfall der eGFR und dem Anstieg der UT konstatiert werden

kann.
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Modelizusammenfasstng

Korrigiertes R- Standardfehler ANOVA?
Modell R R-Quadrat Quadrat des Schatzers Sig.
1 7782 1606 588 2,6969340 < 001P

a. Abh&ngige Variable: Gesamt Serumkonzentration, Indoxylsulfat
b. EinfluRvariablen: (Konstante), eGFR bei Stuhlabgabe

Koefiizienten®
Nicht Standardisierte
standardisierte Koeffizienten Koeffizienten
Regressions-
Modell koeffizient B Std.-Fehler Beta T Sig.
1 (Konstante) 11,594 1,288 9,004 <001
eGFR bei Stuhlabgabe -,129 ,022 - 778 -5,942 <001
a. Abhangige Variable: Gesamt Serumkonzentration, Indoxylsulfat
S5

Parameterschéatzung mit robusten Standardfehlern

Ahéangige Variable: Gesamt Serumkonzentration, Indoxylsulfat

Regressions- Robuster
Parameter koeffizient B Standardfehler T Sig. Untergrenze
Konstanter Term 11,594 2,100 5,521 <,001 7,250
GFR bei Stuhlabgabe -,129 ,032 -4,108 <,001 - 195

c. HC3-Methode

Abbildung 8: Ubersicht der statistischen Kennzahlen, der einfachen linearen Regressionsanalyse, zur
Uberprifung der Kausalitit zwischen der Nierenfunktion (eGFR) und den gemittelten
Serumkonzentrationen des Indoxyl-sulfats (IS). Interpretation: A: Die eGFR hat einen statistisch signifikanten
(p-Wert <0,001) Einfluss auf die Serumkonzentrationen des |S. Aus dem korrigierten R-Quadrat von 0,588 lasst
sich schlieRen, dass 58,8% der Streuung der Serumkonzentrationen des IS, durch die eGFR bedingt ist. Aus dem
R-Quadrat lasst sich schlieBlich noch die Effektstérke (f) nach Cohen berechnen. In diesem Fall zeigt sich ein
starker Effekt nach Cohen (f=1,1946). B: Bei einem negativen Regressionskoeffizienten der unabhangigen Variable
(eGFR) ist von einem Anstieg der Serumkonzentrationen des IS bei fallender eGFR auszugehen. C: Die
Regressionskoeffizienten stellen sich dabei in der primaren linearen Regressionsanalyse und auch nach
Anwendung robuster Standardfehler (HC3-Methode) hoch signifikant dar (p-Wer <0,001).

Anhand der negativen Regressionskoeffizienten, in samtlichen berechneten linearen
Regressionsanalysen, lasst sich ableiten, dass die Serumkonzentrationen der UT, in
unterschiedlich starker Auspragung, mit fallender eGFR ansteigen. Eine Ubersicht der

statistischen Merkmale der Regressionsanalysen, gibt Tabelle 14.

Untersuchte Variablen Korrelation nach Einfache lineare
Spearman Regression
Abhangige Variable: Gesamt IS rs= 0,828 F=35,304
Unabhangige Variable eGFR p-Wert <0,001 p-Wert <0,001ab
Abhangige Variable: freies IS rs= 0,832 F=18,266
Unabhangige Variable eGFR p-Wert <0,001 p-Wert <0,0520
Abhéngige Variable: Gesamt pCS rs= 0,687 F=18,694
Unabhangige Variable eGFR p-Wert <0,001 p-Wert <0,012
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Untersuchte Variablen Korrelation nach Einfache lineare

Spearman Regression
Abhangige Variable: freies pCS rs= 0,636 F=17,679
Unabhangige Variable eGFR p-Wert = 0,001 p-Wert <0,012
Abhéngige Variable: Gesamt TMAO rs= 0,732 F=26,436
Unabhangige Variable eGFR p-Wert <0,001 p-Wert <0,0012

Tabelle 14: Zusammenfassung der wichtigsten Parameter der Dependenzanalysen hinsichtlich des
Einflusses der eGFR auf die einzelnen Uramie Toxine. Anhand der Rangkorrelation nach Spearman zeigt sich
fir jede untersuchtes Variablenpaar eine signifikante Korrelation. Dabei handelt es sich nach Cohen um einen
starken Effekt'®. Erganzend zeigen sich in den Regressionsmodellen ebenfalls ausschlieflich signifikante
Ergebnisse.

a=Zusatzliche Parameterschatzung mit robusten Standardfehlern (HC3 Methode),

b=Zusatzliche Parameterschatzung mit robusten Standardfehlern (HC4 Methode)

4.4.3. Dependenzanalyse: Abhangigkeit der Uramie Toxine vom Alter der
Proband*innen

Mittels einer zweiseitig durchgefiihrten Rangkorrelationsanalyse nach Spearman untersuchte
ich die Daten nach einem Zusammenhang zwischen den Serumkonzentrationen der UT und
dem Alter. Uber die gesamte Kohorte (gesunde Kontrollkohorte und ADPKD Kohorte) ergab
sich lediglich fur die Serumkonzentrationen des gesamten pCS und des freien pCS ein
signifikantes Ergebnis (p-Wert <0,05). Ergadnzend flhrte ich weitere zweiseitige
Korrelationsanalysen nach Spearman in der Gruppe gesunder Proband*innen und in der
Gruppe der an einer ADPKD erkrankten Patient*innen durch (Siehe auch Tabelle 15). Dabei
fand sich in der gesunden Kontrollkohorte fur keines der untersuchten UT eine signifikante
Korrelation zum Alter der Proband*innen. Das freie pCS in der gesunden Kontrollkohorte wies
jedoch mit einem p-Wert von 0,055, am ehesten eine Tendenz zu einer Korrelation mit den UT
auf. In der ADPKD Kohorte ergab sich nur fur das freie pCS eine signifikante Korrelation zum
Alter (p-Wert <0,05).

Untersuchte Toxine | Korrelation mitdem Korrelation mitdem Korrelation mit dem
Alter der Alter gesunder Alter von
Gesamtkohorte Proband*innen Patient*innen mit
einer ADPKD
Gesamt IS rs=0,125 rs= 0,021 rs= 0,191
p-Wert? = 0,461 p-Wert? = 0,948 p-Wert2 = 0,361
Freies IS rs= 0,236 rs=0,21 rs= 0,354
p-Wert2 = 0,161 p-Wert? 0,948 p-Wert2 = 0,082
Gesamt pCS rs= 0,351 rs= 0,503 rs= 0,312
p-Wert? = 0,033 p-Wert? = 0,095 p-Wert2 = 0,129
Freies pCS rs= 0,425 rs= 0,566 rs= 0,445
p-Wert? = 0,009 p-Wert? = 0,055 p-Wert2 = 0,026
Gesamt TMAO rs= 0,021 rs= 0,308 rs=0,136
p-Wert? = 0,903 p-Wert2 = 0,331 p-Wert2 = 0,517

Tabelle 15: Ubersicht der Korrelationskoeffizienten und der Signifikanz aus der zweiseitigen
Korrelationsanalyse nach Spearman, zur Untersuchung des Zusammenhangs der UT mit dem Alter der
Proband*innen.

a=Zweiseitige Korrelationsanalyse

Zusammenfassend zeigte sich in den zweiseitig durchgeflihrten Testungen kein eindeutiges

Bild. Ein Zusammenhang zwischen dem Alter und den Serumkonzentrationen des freien pCS

56



erschien jedoch, bei signifikanter Korrelation tber die gesamte Kohorte, und in der ADPKD
Kohorte denkbar.

Um den Einfluss des Alters auf die Serumkonzentration des freien pCS, von dem Einfluss der
Nierenfunktion zu trennen berechnete ich eine multiple Regressionsanalyse. Fur das Modell
nahm ich eine eGFR von 100ml/min/1,73m? fir die Teilnehmer der gesunden Kontrollkohorte
an. (bei anamnestischer Annahme einer normalen Nierenfunktion). Hierbei zeigte sich ein
signifikantes Ergebnis flr das gesamte Modell (F = 19,601, p-Wert = <0,001, korrigiertes R? =
0,508). Mit Blick auf die Regressionskoeffizienten stellen sich diese fir die eGFR hoch
signifikant (p-Wert = <0,001) und flr das Alter mit einem 95%-igem Konfidenzintervall
signifikant dar (p-Wert = 0,047). Dabei zeigen sich die Serumkonzentrationen des freien pCS
mit héherem Alter und mit fallender Nierenfunktion steigend.

Insbesondere bei Patient*innen mit einer ADPKD findet sich jedoch eine erhebliche Kausalitat
zwischen dem Alter und einem Ruckgang der Nierenfunktion, sodass ich zusatzlich eine
multiple lineare Regression fur die einzelnen Kohorten (Gesunde Kontrollkohorte und ADPKD
Kohorte) berechnete.

Hierbei zeigte sich in der ADPKD Kohorte, bei insgesamt signifikantem Ergebnis (F = 11,678,
p-Wert = <0,001, korrigiertes R? = 0,471) lediglich fir die Nierenfunktion ein signifikanter
Regressionskoeffizient (p-Wert <0,001). Das Alter schien somit in der Gruppe der ADPKD
Kohorte nicht als sicherer Pradiktor flr die Serumkonzentrationen des freien pCS in Frage zu
kommen (p-Wert = 0,069).

Fir die gesunde Kontrollkohorte nahm ich erneut eine eGFR von 100ml/min/1,73m? an. Bei
konstanter eGFR von 100ml/min/1,73m? zeigt sich jedoch kein linearer Zusammenhang zur
Serumkonzentration des freien pCS, sodass die Analyse nicht méglich war.

In der Zusammenschau scheint die Nierenfunktion und nicht das Alter der Patient*innen der
treibende Faktor fur den Anstieg der Serumkonzentrationen, des freien pCS zu sein, wobei vor
dem Hintergrund der kleinen GruppengrdfRe ein Einfluss nicht vollends ausgeschlossen

werden kann.

4.4.4. Dependenzanalyse: Abhangigkeit der Uramie Toxine von
Risikofaktoren fir rasch progrediente Verlaufe einer ADPKD
Fir diese Fragestellung untersuchte ich ausschliellich die ADPKD Kohorte. Um einen
Zusammenhang zwischen der ADPKD typischen, Begleitkomplikation des frih auftretenden
arteriellen Hypertonus (vor dem 35. Lebensjahr) und den Serumkonzentrationen der
Uramietoxine zu identifizieren, nutzte ich bei nominal skalierten Daten (Arterielle Hypertonus:
Ja/Nein), den Eta-Koeffizienten (n?). Dabei zeigten sich fiir samtliche UT, mit Ausnahme des
freien pCS, Werte mit einer hohen praktischen Bedeutsamkeit, definiert als Werte n? >0.2562
(Siehe auch Tabelle 16). Fiir die Serumlevel des freien pCS ergab sich ein Wert von n?=0.245,
entsprechend einer mittleren praktischen Bedeutsamkeit. Um auszuschlieen, dass es sich
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hierbei um eine Verzerrung durch eine begleitend verminderte eGFR handelt, verglich ich die
Gruppe von Patient*innen, mit dem frih aufgetretenen arteriellen Hypertonus, gegeniber den
Patient*innen, ohne einen frih aufgetretenen arteriellen Hypertonus, anhand der eGFR.
Hierbei zeigte sich im Mann-Whitney-U-Test kein signifikantes Ergebnis (p-Wert=0,78,
vergleiche auch Abbildung 9). Die Effektstarke nach Cohen lag bei 0,287, entsprechend einer
mittleren Effektstarke'®!. Die eGFR ist demnach im Mittel, in keiner der beiden Subgruppen
(frih aufgetretener arterieller Hypertonus gegeniber kein frih aufgetretener arterieller
Hypertonus), signifikant héher oder niedriger. Aus diesen Ergebnissen stellte ich die
Hypothese auf, dass die Serumkonzentrationen der UT mit einem frih aufgetretenen
arteriellen Hypertonus zusammenhangen und dieser Effekt unabhangig von der eGFR ist. Um
die These zu prifen verglich ich nachfolgend, mittels Mann-Whitney-U Test, die zentralen
Tendenzen der UT zwischen den Patient*innen mit einer ADPKD und einem frih
aufgetretenen arteriellen Hypertonus und den Patient*innen mit einer ADPKD ohne friih
aufgetretenen arteriellen Hypertonus. Hierbei zeigte sich fir keines der untersuchten UT ein
signifikanter Unterschied der zentralen Tendenzen in den Vergleichsgruppen (p-Werte in
Tabelle 16 aufgeflhrt). Auch zeigt sich keine hinreichende Tendenz, sodass die Nullhypothese
(Es besteht kein Unterschied zwischen den zentralen Tendenzen der Serumkonzentrationen
der Uramietoxine Uber die Kategorien frih aufgetretener arterieller Hypertonus) nicht

verworfen werden kann.
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Mann-Whitney-U-Test bei unabhangigen Stichproben
Art. Hypertonus <35. LJ
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Abbildung 9: Ergebnisse des Mann-Whitney-U-Testes zur Differenzierung, ob die Nierenfunktion (eGFR)
einen Einfluss auf die Serumkonzentrationen der Uramietoxine (UT) in den Vergleichsgruppen (Arterieller
Hypertonus vor dem 35. Lebensjahr, kein arterieller Hypertonus vor dem 35. Lebensjahr) hat. In der Gruppe
der Patient*innen mit einem friih aufgetretenen arteriellen Hypertonus, findet sich im Mittel keine signifikant héhere
oder niedrigere eGFR als in der Gruppe der Patient*innen ohne friih aufgetretenem arteriellen Hypertonus.

Auch hinsichtlich einer mdglichen Assoziation, zwischen den Serumkonzentrationen der UT
und den prognostisch relevanten urologischen Komplikationen, im Sinne des PROPKD
Scores, mit Auftreten vor dem 35. Lebensjahr berechnete ich, auf Grund der nominalen
Skalierung, die Korrelation mit Hilfe des Eta-Koeffizienten. Hierbei fanden sich jedoch lediglich
Werte mittlerer praktischer Bedeutsamkeit (Siehe Tabelle 16). Fir TMAO ergab sich sogar nur
ein Wert geringer praktischer Bedeutsamkeit n?=0,032. In der untersuchten Kohorte haben die
frih aufgetretenen urologischen Komplikationen somit keinen relevanten Einfluss auf die
Serumkonzentrationen der UT.

Fiar die Mayo-Klassifikation konnte ich bei ordinal skalierten Daten eine zweiseitige
Korrelationsanalyse nach Spearman berechnen. Hierbei konnte keine signifikante Korrelation
gefunden werden. In Anlehnung an die praformierten Gruppen (1. Gruppe: Mayo-Klasse A-C,
Gruppe 2: Mayo-Klasse D-E), welche in der bioinformatischen Analyse verwendet wurden,
erfolgte die zusatzliche Auswertung der zentralen Tendenzen, mittels des Mann-Whitney-U-

Testes. Doch auch hier fanden sich keine signifikanten Unterschiede. An dieser Stelle sei
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erwahnt, dass diese praformierten Gruppen in der bioinformatischen Analyse verwendet
wurden, um eine sinnvolle Gruppengrofie zu erreichen. Klinisch betrachtet weisen die Mayo-
Klasse D und E ein hohes-, die Mayo-Klasse C ein intermediares- und die Mayo Klasse A und
B ein niedriges Progressionsrisiko auf. Vor diesem Hintergrund berechnete ich ergédnzend
einen Kruskal-Wallis-Test, um signifikante Unterschiede, der  gemittelten
Serumkonzentrationen der UT Uber die einzelnen Mayo-Klassen hinweg zu identifizieren. Auch
in diesem Testverfahren konnten keine statistisch signifikanten Unterschiede gefunden
werden. Visuell konnte zudem kein Anstieg der Serumkonzentrationen der UT in den héheren
Mayo-Klassen gesehen werden (Abbildung 10). Zusammenfassend zeigt sich in den

vorliegenden Daten kein Zusammenhang der UT zur Mayo-Klassifikation.

Testverfahren UT / Art. UT / Urologische UT / Mayo-
Hypertonie Komplikationen Klassifikation
<35.LJ <35.LJ
Gesamt IS n?= 0,342 n? = 0,200
Freies IS n%= 0,368 n?= 0,209
Eta-Koeffizient | Gesamt pCS nZ= 0,280 nZ=0,185
Freies pCS nZ= 0,245 nZ= 0,227
Gesamt TMAO nZ= 0,252 nZ= 0,032
Rangkorrelation rs=0,12
nach Spearman p-Wert? = 0,956
Gesamt IS U = 73000 U =61000
p-Wert2 = 0,333 p-Wert? = 0,926
Freies IS U= 67000 U =61000
p-Wert? = 0,555 p-Wert? = 0,926
Mann-Whitney Gesamt pCS U= 72000 U = 53000
e p-Wert2 = 0,366 p-Wert2 = 0,557
Freies pCS U = 68000 U = 52000
p-Wert? = 0,514 p-Wert? = 0,516
Gesamt TMAO U = 75000 U = 67000
p-Wert2= 0,274 p-Wert? = 0,829
Gesamt IS H = 8,959
Kruskal-Wallis- p-Wert°¢=0,111
Test Freies IS H = 6,532
p-Wert°¢ =0,258
Gesamt pCS H = 4,286
p-Wert?°=0,509
Freies pCS H=4377
p-Wertc=0,496
Gesamt TMAO H=4,335
p-WertPc=0,502

Tabelle 16: Zusammenfassung der relevanten Ergebnisse der Dependenzanalysen, zwischen den
Uramietoxinen und Kklinisch relevanten prognostischen Charakteristika der ADPKD Kohorte. Eta
Koeffizient: Korrelation der nominal skalierten Daten ,friih aufgetretener arterieller Hypertonus® (ja/nein) und
,urologische Komplikationen“ (ja/nein). Rangkorrelation nach Spearman: Ordinal skalierte Daten der Mayo
Klassifikation (A/B/C/D/E). Mann-Whitney-U-Test: Vergleich der zentralen Tendenzen der UT in der Gruppe des
frih aufgetretener arteriellen Hypertonus, gegeniliber der Gruppe ohne friih aufgetretenem arteriellen Hypertonus.
Vergleich der zentralen Tendenzen der UT in der Gruppe der Mayo-Klassifikation (A-C) gegentiber der Gruppe der
Mayo-Klasse (D-E) Kruskal-Wallis-Test: Vergleich der zentralen Tendenzen Uber die einzelnen Mayo-Klassen.

a = Bei einer Gruppengrofie n<30 wird die exakte Signifikanz angegeben.

b = Zweiseitige Korrelationsanalyse.

¢ = Es wird die asymptotische Signifikanz angegeben.
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Kruskal-Wallis-Test bei unabhéangigen Stichproben
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Abbildung 10: Exemplarische Darstellung, der Ergebnisse des Kruskal-Wallis-Testes zur Unterscheidung
der gemittelten Serumkonzentrationen der Uramietoxine (UT) in Abhdngigkeit der Mayo-Klasse. Im Kruskal-
Wallis-Test konnten keine statistisch signifikanten Unterschiede, in den Serumkonzentrationen des gesamt Indoxyl-
Sulfats (IS) Uber die einzelnen Mayo-Klassen hinweg identifiziert werden. Insbesondere fand sich kein gradueller
Anstieg der Serumkonzentrationen, in den Mayo-Klassen, mit einem héheren Progressionsrisiko.

4.4.5. Dependenzanalyse: Korrelation der signifikanten OTUs mit den
Uramie Toxinen

Nach Auswertung der Mikrobiomdaten und der Serumkonzentrationen der UT in Abhangigkeit
der interessierenden klinischen Charakteristika suchte ich erganzend nach Zusammenhangen
zwischen den Serumkonzentrationen der UT und den in den bioinformatischen Analysen
identifizierten, signifikant Uberreprasentierten Taxa. Um eine bessere Aussagekraft zu
erhalten, fuhrte ich die im Folgenden beschriebenen Analysen zuerst fur samtliche
Studienteilnehmer durch. AnschlieRend erfolgte die Analyse der ADPKD Kohorte und die der
gesunden Kontrollkohorte.
Da eine gerichtete Korrelation zwischen den einzelnen bakteriellen Taxa und den
Serumkonzentrationen der UT nicht sicher vorherzusagen war, fihrte ich zunachst eine
zweiseitige Rangkorrelationsanalyse nach Spearman durch. Die signifikanten Ergebnisse sind
in Tabelle 17 aufgefuhrt. Anzumerken ist, dass es sich bei der Uberwiegenden Anzahl der im
Folgenden aufgefuhrten, signifikanten Korrelationen zwischen den Serumkonzentrationen der
UT und den abundanten bakteriellen Taxa, lediglich um einen mittleren Effekt (r >0,3; < 0,5)
nach Cohen handelt'®'. Nur die Korrelationen in der gesunden Kontrollkohorte wiesen einen

starken Effekt (r > 0,5) nach Cohen auf'®".
61



Uramietoxine

Gesamtkohorte (ADPKD und gesunde Kohorte)

Korrelation mit bakteriellen Taxa

o Enterobacteriales (rs = 0,339; p-Wert2 = 0,040)

Gesamt IS e Enterobacteriaceae (rs = 0,339; p-Werta = 0,040)
e Peptococcaceae (rs = 0,437; p-Wert2 = 0,007)

¢ Enterococcaceae (rs = 0,342; p-Wert? = 0,038)

¢ Actinobacteria (rs=0,371; p-Wert2 = 0,024)

Freies IS e Bifidobacteriales (rs = 0,368; p-Wert2 = 0,025)
¢ Bifidobacteriaceae  (rs = 0,368; p-Wert? = 0,025)

e Peptococcaceae (rs = 0,335; p-Wert2 = 0,043)

e Enterococcaceae (rs = 0,439; p-Wert2 = 0,007)

¢ Anaeroplasmatales (rs = 0,358; p-Wert2 = 0,030)

Gesamt pCS e Anaeroplasmataceae  (rs = 0,358; p-Wert2 = 0,030)
¢ Peptococcaceae (rs = 0,377; p-Wert2 = 0,021)

¢ Actinobacteria (rs = 0,337; p-Wert2 = 0,042)

¢ Bifidobacteriales (rs = 0,339; p-Wert2 = 0,040)

Freies pCS ¢ Bifidobacteriaceae  (rs = 0,339; p-Wert? = 0,040)
¢ Anaeroplasmatales (rs = 0,393; p-Wert2 = 0,016)

¢ Anaeroplasmataceae (rs = 0,393; p-Wert2 = 0,016)

e Enterococcaceae (rs = 0,396; p-Wert2 = 0,015)

e Actinomycetaceae (rs = 0,325; p-Wert? = 0,050)

SRS e Peptococcaceae (rs = 0,383; p-Wert2 = 0,019)
¢ Enterococcaceae (rs = 0,455; p-Wert? = 0,005)

Uramietoxine

ADPKD Kohorte

Korrelation mit bakteriellen Taxa

Gesamt IS ¢ Peptococcaceae (rs = 0,454; p-Wert2 = 0,023)
Freies IS ¢ Peptococcaceae (rs = 0,433; p-Wert2 = 0,031)
Gesamt pCS ¢ Flavobacteriaceae (rs = 0,457; p-Wert2 = 0,022)

e Peptococcaceae (rs = 0,410; p-Wert2 = 0,042)
Freies pCS ¢ Flavobacteriaceae (rs = 0,461; p-Wert2 = 0,020)

e Enterococcaceae (rs = 0,407; p-Wert2 = 0,044)
Gesamt TMAO ¢ Flavobacteriaceae (rs = 0,441; p-Wert? = 0,027)

Uramietoxine

Gesunde Kontrollkohorte

Korrelation mit bakteriellen Taxa

Gesamt IS ¢ Keine signifikanten Korrelationen
Freies IS ¢ Enterococcaceae (rs = 0,580; p-Wert2 = 0,048)
Gesamt pCS ¢ Keine signifikanten Korrelationen
Freies pCS ¢ Anaeroplasmatales (rs = 0,624; p-Wert2 = 0,030)
¢ Anaeroplasmataceae (rs = 0,624; p-Wert2 = 0,030)
Gesamt TMAO ¢ Peptococcaceae (rs = 0,702; p-Wert2 = 0,011)
¢ Enterococcaceae (rs = 0,592; p-Wert2 = 0,042)

Tabelle 17: Ubersicht der signifikanten Ergebnisse, der zweiseitigen Rangkorrelationsanalyse nach
Spearman in der Gesamt-, ADPKD- und gesunden Kontrollkohorte. Da ein gerichteter Zusammenhang, vorab
nicht klar war, erfolgte bei nicht normalverteilten Daten, die zweiseitige Rangkorrelationsanalyse nach Spearman
um mdogliche Zusammenhange zwischen den Uramietoxinen und den in der bioinformatischen Analyse signifikant
unterschiedlich abundanten Taxa zu identifizieren. Aufgefliihrt sind in dieser Tabelle lediglich die statistisch
signifikanten Ergebnisse (p-Wert <0,05). Bei den meisten Ergebnissen handelt es sich um einen mittleren Effekt
nach Cohen (r >0,3;< 0,5). Lediglich in der gesunden Kontrollkohorte finden sich Ergebnisse mit einem starken
Effekt nach Cohen.
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AnschlieRend suchte ich mit Hilfe einfacher linearer Regressionen, nach einer Kausalitat
zwischen den signifikant gehauften bakteriellen Taxa und den Serumkonzentrationen der UT,

welche in der Korrelationsanalyse nach Spearman eine signifikante Korrelation aufwiesen.

Regressionsanalysen der Gesamtkohorte:

In den Regressionsanalysen der Gesamtkohorte fiel fur die Ordnung der Anaeroplasmatales
und die untergeordnete Familie Anaeroplasmataceae auf, dass die entsprechenden OTUs nur
bei drei untersuchten Individuen, der gesunden Kontrollkohorte Gberhaupt im Stuhl vorzufinden
waren. Die Familie der Actinomycetaceae fand sich sogar nur in zwei Proben (ebenfalls in der
gesunden Kontrollkohorte). Eine Kausalitat erschien daher duf3erst unwahrscheinlich. Da sich
zudem bei samtlichen Teilnehmer*innen, auch ohne dem Vorkommen dieser bakteriellen
Taxa, deutliche Unterschiede in den Serumkonzentrationen der UT zeigten, war kein kausaler
Zusammenhang zwischen diesen OTUs und den UT zu erwarten.

Bei den Regressionsanalysen zwischen dem freien IS und der Klasse der Actinobacteria sowie
deren angegliederten Ordnung, respektive Familie der Bifidobacteriales und
Bifidobacteriaceae, sowie der Familie der Enterococcaceae zeigte sich eine fehlende
Normalverteilung der Residuen. Auch nach entsprechender Box-Cox Transformation der
Variablen konnte keine annahernde Normalverteilung der Residuen erreicht werden'®. In den
Regressionen zwischen dem freien IS, Actinobacteria, Bifidobacteriales, Bifidobacteriaceae
und auch den Enterococcaceae fand sich zudem kein signifikantes Ergebnis. Die Ergebnisse
sind jedoch, aller Voraussicht nach, bei nicht normalverteilten Residuen nicht reprasentativ.
In den sonstigen linearen Regressionsanalysen zwischen den UT und den signifikant
abundanten Taxa, unter Ausschluss der Anaeroplasmatales, Anaeroplasmataceae und
Actinomycetaceae, ergaben sich nur fur die Familie der Peptococcaceae statistisch
signifikante, kausale Zuammenhange. So zeigte sich fir die Familie der Peptococcaceae [p-
Wert <0,01, R? 0,247, F=11,497; zusatzliche Verwendung robuster Standardfehler (HC3)] eine
Zunahme des gesamt IS, bei einer Zunahme der relativen Haufigkeiten, der OTUs der
Peptococcaceae. Darliber hinaus fand sich flr die Familie der Peptococcaceae Uber die
gesamte Kohorte eine Zunahme der Serumkonzentrationen des gesamt pCS [p-Wert <0,01,
R? 0,168, F=8,284; zusatzliche Verwendung robuster Standardfehler (HC3)] und des TMAO
[p-Wert 0,012, R20,168, F=7,046; zusatzliche Verwendung robuster Standardfehler (HC3)] bei
gleichzeitiger Zunahme der Peptococcaceae. Es ist jedoch anzumerken, dass in der
Regressionsanalyse der OTUs der Peptococcaceae und dem gesamt-pCS sowie TMAO, die
Regressionskoeffizienten nur ohne Verwendung der robusten Standardfehler signifikant
verblieben. Unter Verwendung der robusten Standardfehler zeigten sich die relativen

Haufigkeiten der Peptococcaceae, mit einem p-Wert von 0,097 fiur das Gesamt-pCS,
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respektive einem p-Wert von 0,118 fir TMAO (HC3 Methode), nicht als sicherer Pradiktor des
Modells.

Vor dem Hintergrund des vorangegangenen statistischen Nachweises, eines linearen
Zusammenhangs, der relativen Haufigkeiten, der OTUs der Peptococcaceae mit dem Alter der
Proband*innen (Vergleiche Abschnitt 4.2.2) sowie der Assoziation des Alters mit den freien
pCS Serumkonzentrationen (Vergleiche Abschnitt 4.4.3), erschien eine Regressionsanalyse
gerechtfertigt, obwohl in der zweiseitig durchgeflihrten Korrelationsanalyse nach Spearman,
kein statistisch signifikantes Ergebnis gefunden werden konnte. In der Regressionsanalyse
lied sich eine Zunahme der Serumkonzentrationen des freien pCS, bei gleichzeitiger Zunahme
der relativen Haufigkeiten der OTUs der Peptococcaceae feststellen [p-Wert <0,05, R? 0,152,
F=6,274; zusatzliche Verwendung robuster Standardfehler (HC3)]. Auch hier ist jedoch
anzumerken, dass die Koeffizienten nur ohne Verwendung der robusten Standardfehler
signifikant verblieben (p-Wert <0,01). Unter Verwendung der robusten Standardfehler — bei
heteroskedastischen Daten - zeigten sich die relativen Haufigkeiten der Peptococcaceae, mit
einem p-Wert von 0,113 (HC3 Methode), nicht als sicherer Pradiktor des Modells.

Regressionsanalysen der ADPKD Kohorte:

Auch im Rahmen der Regressionsanalysen der signifikant abundanten Taxa und den
korrelierenden UT, fiel auf, dass die Familien der Flavobacteriaceae und die Familie der
Enterococcaceae nur in jeweils drei Proben gefunden wurden. Da es sich nun jedoch um ein
kleineres Patientenkollektiv (n=25) handelte als in der Gesamtkohorte, entschied ich mich
trotzdem zur Berechnung der linearen Regressionen. Hierbei zeigte sich flr die Familie der
Flavobacteriaceae eine signifikante Zunahme der Serumkonzentrationen des TMAO [p-Wert
<0,05, korr. R% 0,154, F=5,348; zusatzliche Verwendung robuster Standardfehler (HC3)].
Weiterhin fand sich innerhalb der ADPKD Kohorte ein Zusammenhang zwischen den Gesamt-
Serumkonzentrationen des IS zu den OTUs der Familie der Peptococcaceae [p-Wert <0,01,
korr. R% 0,230, F=8,177; zusatzliche Verwendung robuster Standardfehler (HC3)]. Wie in der
Gesamtkohorte ist hierbei jedoch anzumerken, dass der Regressionskoeffizient fur die
unabhéangige Variable unter Anwendung der robusten Standardfehler nicht signifikant verblieb
(p-Wert = 0,055), sodass diese Variable nicht mit letzter Sicherheit ein guter Pradiktor fir den

Anstieg der Serumkonzentrationen des IS ist.

Regressionsanalysen der Kontrollkohorte:

Wie bereits erwahnt fanden sich OTUs der Ordnung der Anaeroplasmatales und der
zugehdrigen Familie der Aneroplasmataceae in nur drei Stuhlproben, da in der Kontrollkohorte
jedoch insgesamt nur 12 Proband*innen untersucht wurden, entschied ich mich die

entsprechenden Regressionsanalysen durchzufihren. Es konnte jedoch in keiner der
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durchgeflhrten Regressionsanalysen ein signifikantes Ergebnis erhoben werden, sodass
statistisch betrachtet kein kausaler Zusammenhang, zwischen den korrelierenden OTUs und

den Serumkonzentrationen der UT, konstatiert werden kann.

5. Diskussion

Eine Einschréankung der Nierenfunktion ist durch Anderungen des Metabolismus, der
Hamodynamik, inflammatorischer Prozesse sowie Anpassung der Nahrungsgewohnheiten,
mit Veranderungen des intestinalen Mikrobioms und URS assoziiert. Bislang findet sich eine
begrenzte Anzahl an Studien, die spezifische Veranderungen der bakteriellen
Zusammensetzung des intestinalen Mikrobioms, im Rahmen chronischer Nierenschadigungen
aufzeigen*94.96:106,107.110,164,165 \/eranderungen des Stuhlmikrobioms bei Menschen mit einer
ADPKD wurden lediglich im Rahmen einer Pilot Studie beschrieben*. Es finden sich
mannigfaltige Studien zu uramischen Retentionssolute in Bezug zu anderweitigen
Erkrankungen. Hinsichtlich der ADPKD finden sich jedoch keine Studien zu UT.

In der vorliegenden Arbeit wurde erstmals im Rahmen eines explorativen Ansatzes simultan
die Auswirkung der ADPKD und ihren entsprechenden klinischen Merkmalen, auf das

Stuhlmikrobiom sowie einer Auswahl an Uramietoxinen intestinalen Ursprungs untersucht.

5.1 Interpretation der eigenen Ergebnisse

5.1.1. Einordnung der Ergebnisse unter Beriicksichtigung der
bestehenden Literatur

Hinsichtlich der Veranderungen des intestinalen Mikrobioms im Rahmen chronischer
Nierenfunktionseinschrankungen findet sich eine begrenzte Anzahl Studien. Bislang liegt nur
eine vergleichbare Arbeit, von Yacoub und Kolleg*innen vor, in der das Stuhimikrobiom von
Patienten mit einer ADPKD untersucht wurde*. Zur Einordnung der hier prasentierten
Ergebnisse dienen daher primar Studien des intestinalen Mikrobioms chronisch Nierenkranker,
mit Nierenerkrankungen unterschiedlicher Atiologie sowie experimentelle Studien am
Tiermodell. Dennoch konnten in der Literaturrecherche Assoziationen zu den Ergebnissen
dieser Arbeit gefunden werden.
Es ist zu erwahnen, dass es sich bei der hier prasentierten Arbeit um eine Pilot-Studie mit
insgesamt kleiner Kohorten-Grofle handelt, was bei allen Betrachtungen bericksichtigt
werden muss. Als Vorteil gegeniber der einzigen vergleichbaren Studie, von Yacoub et al.,
konnte ich den Erkrankten ein gesundes Kollektiv gegeniberstellen. Zudem befinden sich in
der ADPKD Kohorte dieser Arbeit keine dialysepflichtigen Patient*innen. Die Studie Yacoubs
wies eine geringe Anzahl von 18 Proband*innen auf. Aus dieser Kohorte waren bereits ein
Drittel dialysepflichtig, ein Drittel mit fortgeschrittener Nierenfunktionseinschrankung (Median
eGFR 32,8ml/min/1,73m?) und ein Drittel im CKD Stadium | (Median eGFR
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78,5ml/min/1,73m?)*. Obwohl Yacoub und Kolleg*innen ein sehr ausgewahltes Patientengut,
unter Ausschluss vielfaltiger Komorbiditdten und Begleitmedikation untersuchte, ist
anzunehmen, dass hohe und stark schwankende Harnstoffkonzentrationen sowie eine
Dialysetherapie das Stuhimikrobiom in relevanter Weise beeinflusst. Trotz des breit erfassten
Wertebereichs der Nierenfunktion befinden sich in meiner Kohorte keine extremen Ausreil3er.
So wird in der Literatur auffallend oft eine Haufung der Familie der Enterobacteriaceae oder
von Mitgliedern der Familie der Enterobacteriaceae bei Patient*innen mit einer
Nierenfunktionseinschrankung beschrieben®1%6-1%_|n Ubereinstimmung mit der Literatur
konnte auch in dieser Arbeit eine signifikante Haufung der Ordnung der Enterobacterales und
der zugehoérigen Familie der Enterobacteriaceae in der ADPKD Kohorte gegenulber der
gesunden Kontrollkohorte beobachtet werden. Des Weiteren wurde bereits in mehreren
Studien eine reduzierte Anzahl von Mitgliedern der Bifidobakterien, bei chronisch
Nierenerkrankten vorgefunden'%6.197.109.110 " Djese Beobachtung konnten ebenfalls in den
vorliegenden Daten bestatigt werden. Es fanden sich signifikant mehr OTUs der Ordnung der
Bifidobacteriales und der zugehdrigen Familie der Bifidobacteriaceae in den Stuhlproben der
gesunden Kontrollkohorte, gegentber den Stuhlproben der Patient*innen mit einer ADPKD. In
der einzigen Studie an Patient*innen mit einer ADPKD konnte demgegeniber keine
signifikante Zunahme der Enterobakterien, mit abnehmender eGFR beobachtet werden. Auch
zeigten sich die Bifidobakterien nicht vermindert im Stuhl der Patient*innen mit einer
reduzierten eGFR.

Weitere im Zusammenhang mit einer Nierenfunktionseinschrankung haufig erwahnte
bakterielle Taxa, umfassen die Familie der Lactobacillaceae. Beziglich der Lactobacillaceae
finden sich jedoch divergente Ergebnisse. Mehrere Studien zeigten ein vermindertes
Vorkommen der Lactobacillaceae im Rahmen einer Nierenfunktionseinschrankung®6.107,
Chaves et. al sowie Yacoub und Kolleg*innen wiesen hingegen eine Zunahme der relativen
Haufigkeit, der Lactobacillaceae, im Rahmen einer reduzierten Nierenfunktion nach*'%,
Yacoub und Kolleg*innen konnten sogar einen graduellen Anstieg der relativen Haufigkeit der
Lactobacillaceae mit abnehmender Nierenfunktion nachweisen. In meinen Daten konnte
hingegen kein eindeutiger Zusammenhang der Lactobacillaceae zur Nierenfunktion gefunden
werden. Wie bereits erwadhnt kommt der Einfluss anderweitiger Storfaktoren sowie die
unterschiedliche Patientenauswahl, insbesondere hinsichtlich der Nierenfunktion, als mdgliche
Erklarung der unterschiedlichen Ergebnisse in Betracht. Speziell fir die Familie der
Lactobacillaceae sollte zudem der alimentare Einfluss bedacht werden. Viele Mitglieder der
Familie der Lactobacillaceae werden in der Lebensmittelindustrie, fihrend in der Produktion
von Milchprodukten, verwendet.

Spezifisch fur die ADPKD sind die Ergebnisse Yacoubs im Folgenden detaillierter in

Zusammenschau mit unseren Resultaten diskutiert. Es fanden sich insgesamt in elf Gattungen
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und siebzehn Spp. signifikante Unterschiede in den Vergleichsgruppen [Gruppe 1) GFR
>60ml/min/1,73m?; Gruppe 2) GFR >15 / >60ml/min/1,73m?, Gruppe 3) Dialysepflichtig GFR
<15ml/min/1,73m?]*.Yacoub und Kolleg*innen fokussierten sich jedoch auf die Taxa, die eine
stufenweise Veranderung, in Abhangigkeit der Nierenfunktion aufwiesen. Dabei zeigte sich
insbesondere fur die im folgenden aufgefihrten OTUs eine zunehmende Haufigkeit im
Stuhlmikrobiom der Proband*innen bei gleichsam abnehmender Nierenfunktion: Acinetobacter
Spp., Allobacukum Spp., Campylobacter; Lactobacillaceae (Genus, nicht kultivierte Sp.),
Plancoccaceae (Genus, nicht kultivierte Sp.), Pyramidobacter Piscolens, Pyramidobacter
Spp., Sphingobium, Streptococcus Spp., Limnohabitans Spp. Fur die Spp. Bilophila und
Oscillospira zeigte sich hingegen eine Abnahme der Haufigkeit im Stuhimikrobiom der
Proband*innen bei gleichsam abnehmender Nierenfunktion. Uberschneidungen zu anderen
Studien finden sich dabei lediglich flr die Familie der Lactobacillaceae, die bereits diskutiert
wurden, und fur die Familie der Streptococcaceae. Die Familie der Streptococcaceae konnten
jedoch bislang nicht eindeutig mit einer reduzierten Nierenfunktion assoziiert werden. So
wiesen De Angelis und Kolleg*innen vermehrt OTUs der Familie der Streptococcaceae im Stuhl
von Patient*innen mit einer progredienten IgA- Nephropathie nach, ein direkter
Zusammenhang zur Nierenfunktion ist jedoch nicht beschrieben. In den hier prasentierten
Daten fiel eine signifikante Haufung der OTUs der Streptococcaceae in den Stuhlproben von
Patient*innen in den hdéheren Mayo-Klassen (1D, 1E) auf. Ein Zusammenhang zur
Nierenfunktion konnte auch in dieser Arbeit nicht gefunden werden. Weiterhin wurde in der
Arbeit von Yacoub und Kolleg*innen ein statistisch nicht signifikanter, jedoch sichtbarer Trend,
zur Reduktion der Alpha Diversitat, mit abnehmender Nierenfunktion berichtet. Auch diese
Beobachtung lasst sich in meinen Daten nicht bestatigen. AbschlieRend sei erwahnt, dass in
mehreren Studien ein vermindertes Vorkommen der Familien der Bacteroidaceae und der
Prevotellaceae, im Rahmen einer reduzierten Nierenfunktion, nachgewiesen werden
konnte®4%.197 Eine signifikant unterschiedliche Haufung dieser Familien konnte weder in den

hier prasentierten Daten noch in der Studie von Yacoub et. al gefunden werden.

5.1.2. Identifikation spezifischer Veranderungen des intestinalen
Mikrobioms bei Patient*innen mit einer ADPKD

Als eine der primaren Fragestellungen dieser Arbeit wurde die Detektion ADPKD- spezifischer
Veranderungen ausgegeben. Durch die bioinformatische Analyse der Mikrobiota und den
nachfolgenden statistischen Untersuchungen konnten zwei Ordnungen sowie jeweils zwei
untergeordnete Familien identifiziert werden, welche unabhangig von einem Einfluss der eGFR
und unabhangig von den typischen Risikomerkmalen der ADPKD (frih aufgetretener arterieller
Hypertonus, - urologische Komplikationen, hohe Mayo-Klassifikation), signifikant haufiger in

Stuhlproben der Patient*innen der ADPKD Kohorte nachgewiesen werden konnten.
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Die Ordnung der Enterobacterales wie auch die Ordnung der Enterobacteriacaea konnten im
direkten Vergleich aller Patient*innen mit einer ADPKD gegenuber der gesunden
Kontrollkohorte signifikant haufiger nachgewiesen werden. Darlber hinaus lie3en sich auch in
den Subgruppen-Vergleichen der Patient*innen mit einer ADPKD mit einer erhaltenen und
auch mit einer verminderten Nierenfunktion (eGFR =260ml/min/1,73m?;, eGFR
<45ml/min/1,73m?) gegenuber der gesunden Kontrollkohorte, vermehrt OTUs der
Enterobakterien nachweisen. In den weiteren bioinformatischen Analysen unter
Bericksichtigung der typischen Risikomerkmale der ADPKD konnten hingegen keine
signifikante Haufung der Enterobacterales oder der Enterobacteriaceae gefunden werden. Ein
Einfluss der Nierenfunktion konnte ausgeschlossen werden. Zweiseitige Korrelationsanalysen
ergaben weiterhin keinen Anhalt, dass die Enterobakterien mit anderweitigen klinischen
Merkmalen (Alkohol-, Nikotinkonsum, Salzzufuhr, Mayo-Klassifikation, htTKV)
zusammenhangen. Auch lineare Regressionsanalysen der metrischen Variablen Alter und
BMI verblieben ohne signifikantes Ergebnis, sodass von spezifischen Veranderung
ausgegangen werden kann, welche primar durch die Grunderkrankung ADPKD bedingt sind.
Ahnlich verhalt es sich mit den OTUs der Ordnung der Bifidobacterales sowie der zugehdrigen
Familie der Bifidobacteriaceae, welche im Vergleich aller Patient*innen mit einer ADPKD und
der gesunden Kontrollkohorte deutlich vermindert im Stuhl der Patientent*innen mit einer
ADPKD vorzufinden waren. In den Subgruppenanalysen lie} sich hingegen nur im Vergleich
der Patient*innen mit einer ADPKD und einer reduzierten Nierenfunktion gegenuber den
gesunden Proband*innen eine signifikant verminderte Anzahl an OTUs der Bifidobakterien
nachweisen. Ich konnte jedoch auch in diesem Fall, mittels Regressionsanalyse keinen
signifikanten Einfluss der Nierenfunktion auf die Bifidobakterien feststellen. Des Weiteren
konnte mittels zweiseitiger Korrelationsanalyse und linearen Regressionsanalysen, auch fur
die Ordnung der Bifidobacterales sowie der Familie der Bifidobacteriaceae kein Anhalt auf
einen Zusammenhang zu anderweitigen (oben genannten) klinischen Merkmalen gefunden
werden, sodass auch fur die Bifidobakterien ein ADPKD spezifischer Effekt konstatiert werden
kann.

In der von Yacoub et. al durchgefuhrten Studie, konnten indes keine signifikant auffalligen
Unterschiede der Enterobakterien oder Bifidobakterien gefunden werden*. Dies kann
gegebenenfalls durch das Fehlen einer gesunden Kontrollkohorte in der Studie von Yacoub
und Kolleg*innen erklart werden. Bezlglich der hier prasentierten Daten kdénnten zudem
anderweitige Storfaktoren, wie die weniger selektive Patientenauswahl, unter Akzeptanz
bestehender Begleitmedikation und der weniger selektiven Auswahl hinsichtlich bestehender
Vor- und Begleiterkrankungen, in meiner Kohorte in Betracht kommen. Ich wahlte zudem ein
Kollektiv mit mdglichst gleichen Anteilen, jingerer (<45 Jahre) sowie alterer (=50 Jahre)

Proband*innen in héheren (Mayo Klasse D, E) und niedrigeren Mayo-Klassen (Mayo Klasse
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A-C). Im Gegensatz zu Yacoub und Kolleg*innen trennte ich die Gruppen weniger scharf
anhand der eGFR, sondern versuchte Alter, Geschlecht, Nierenfunktion und die Mayo-
Klassifikation zu mdglichst gleichen Anteilen in vier Subgruppen zu unterteilen. So lag die
mittlere eGFR in der Gruppe mit einer eingeschrankten Nierenfunktion (eGFR
<45ml/min/1,73m?) bei 29,83ml/min/1,73m?. Die eGFR in der Gruppe mit einer erhaltenen
Nierenfunktion (eGFR =60ml/min/1,73m?) bei 75,69ml/min/,73m2.  Dialysepflichtige
Patient*innen wurden im Gegensatz zur Studie Yacoubs nicht eingeschlossen. In der
Zusammenschau sind die unterschiedlichen Ergebnisse durch anderweitige Faktoren als der
Nierenfunktion, oder durch die groRere Bandbreite von Nierenfunktionsstérungen in der Studie
von Yacoub und Kolleg*innen denkbar. Alternativ kann auch die geringe Patientenanzahl in
meiner Arbeit (n=25) sowie in der Studie von Yacoub und Kolleg*innen (n=18) zu
unterschiedlichen Ergebnissen gefihrt haben.

Klinische Relevanz im Rahmen chronischer Nierenerkrankungen erlangen die
Enterobacteriaceae durch das Enzym Urease, welches es den Mikroben ermdglicht Harnstoff
zu Ammoniumhydroxid zu konvertieren®%. Es kommt zu einem Selektionsvorteil. Harnstoff
und das durch die Mikroben produzierte Ammoniumhydroxid beeintrachtigen dabei direkt die
intestinale epitheliale Barriere und begtinstigen einen Ubertritt von Lipopolysacchariden (LPS),
einem Bestandteil der Zellwand gramnegativer Bakterien, in den Blutkreislauf®>¢6-168  Es
mehren sich die Hinweise, dass die Durchwanderung der LPS durch die Darmwand, ein
ausldsender Faktor einer chronisch systemischen Entziindungsreaktion in Nierenerkrankten
ist'66.168-171 " Die  Abnahme der Nierenfunktion ist dabei mit einer Zunahme
proinflammatorischer Zytokine assoziiert'’?. Die atiologische Zuordnung der chronischen
Inflammation ist jedoch nicht zweifelsfrei zu bestimmen. Wahrend Patient*innen mit einer
terminalen Nierenschadigung durch die Dialyseverfahren an sich einem erhdhten Stress
ausgesetzt sind, zeigen auch Nierenerkrankte vor dem Dialyseeintritt bereits erhohte
Serumkonzentrationen des C-reaktiven-Proteins (CRP) auf'’2. Problematisch erscheint zudem
die Messung der Endotoxine mit dem vorhanden Limulus amoebocyte lysate (LAL) Assay, der
in Studien divergente Ergebnisse zeigte'’'. In der Zusammenschau ist dennoch anzunehmen,
dass der Anstieg der relativen Haufigkeiten der Enterobakterien im Stuhl von Patient*innen mit
einer ADPKD eine Endotoxindmie begunstigt, die wiederum eine chronische systemische
Inflammation antreibt. Somit ist die Zunahme der OTUs Familie der Enterobacteriaceae im
Stuhl von Patient*innen mit einer ADPKD als klinisch auf3erst relevant zu werten. Dennoch
werden zunachst weitere Studien unter Anwendung verlasslicher Testverfahren bendtigt, um
das genaue Ausmal} der Effekte der Endotoxinamie einschatzen zu kénnen.

Die Familie der Bifidobacteriaceae gelten hingegen als nicht pathogen. Im Gegenteil wird der
Familie der Bifidobacteriaceae eine zentrale Rolle in der Erhaltung der kommensalen

intestinalen Flora und der Gesundheit des Wirts zugeschrieben, sodass sie auch als Probiotika
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gelten'”3. Somit ist eine Abnahme der OTUs der Bifidobacteriaceae im Stuhl von Patient*innen
mit einer ADPKD ebenfalls als klinisch aul3erst relevant zu werten.

Fir die Bifidobacteriaceae konnten positive Effekte auf den Wirt im Rahmen von akuten
Durchfallerkrankungen,  chronisch  entzindlichen = Darmerkrankungen,  Obstipation,
bestehender Laktoseunvertraglichkeit sowie in der Pravention kolorektaler Karzinome
nachgewiesen werden'’*'"°. Die genauen protektiven Mechanismen sind bislang nicht
umfassend verstanden. In Studien konnte fir einzelne Sp. der Bifidobacteriaceae ein
immunmodulatorischer Effekt sowie eine Starkung der epithelialen Barriere dargestellt
werden® 174178 Zumindest in Teilen erscheint dieser Effekt durch die Bildung vorteilhafter
metabolischer Nebenprodukte wie Acetate und SCFA bedingt zu sein®176.178,

Im uramischen Milieu konnten Wei und Kolleg*innen eine verminderte bakterielle Translokation
sowie eine Abnahme proinflammatorischer Marker, in 5/6 nephrektomierten Ratten unter
Einfluss von Bifidobacterium animalis (Subspezies Lactis Bi-07) nachweisen'”.
Bifidobakterien oder zumindest einzelne Mitglieder der Familie scheinen somit eine bakterielle
Translokation zu reduzieren und die systemische Entziindungsreaktion zu mindern. Denkbar
ist, dass diesem Effekt eine Optimierung der epithelialen Integritat durch die Bifidobakterien,
zugrunde liegt'"".

Zusammengefasst konnten zwei Taxa identifiziert werden, welche unabhangig von der
Nierenfunktion sowie anderweitiger klinischer Merkmale, auf dem Boden der
Grunderkrankung, im Stuhl von Patient*innen mit einer ADPKD (Uber-, beziehungsweise
unterreprasentiert sind. Durch die Zunahme der Enterobakterien wird insbesondere bei
Nierenkranken eine Translokation von Endotoxinen, mit hieraus resultierender chronisch
systemischer Inflammation begulnstigt. Erschwerend fand sich eine reduzierte Anzahl von
Bifidobakterien, die Ublicherweise mit vorteilhaften Effekten auf den Wirt - unter anderem einer

Optimierung der epithelialen Integritat - assoziiert sind.

5.1.3. Identifikation spezifischer Veranderungen im Stuhl von
Patient*innen mit einer ADPKD, unter Berucksichtigung klinischer
Risikoprofile

Bei der ADPKD findet sich auf Grund der chronischen Progredienz der Erkrankung eine
kausale Beziehung zwischen dem Alter, dem Nierengesamtvolumen und der Nierenfunktion.
Daher hat ein friher Nierenfunktionsverlust oder ein groRes Nierengesamtvolumen,
ausgedruckt durch die Mayo-Klassifikation, bei jungen Patient*innen, in aller Regel eine
schlechtere Prognose. Auch Begleitkomplikationen, die bereits im jungen Erwachsenenalter

(vor dem 35.Lebensjahr) auftreten, bedingen haufig einen schnellen progredienten Verlauf.
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Alter und Nierenfunktion:

Im Rahmen der statistischen Auswertung der Subgruppenanalysen unter Berlcksichtigung
des Alters und der Nierenfunktion konnte ein Zusammenhang der Familie der Peptococcaceae
zum Alter und zur Nierenfunktion nachgewiesen werden. Bei Patient*innen mit einer ADPKD
konnte dabei mittels multipler und einfacher linearer Regression eine Zunahme der relativen
Haufigkeit der Peptococcaceae mit abnehmender Nierenfunktion, sowie mit steigendem Alter,
festgestellt werden. In der multiplen linearen Regressionsanalyse zeigte sich der
Regressionskoeffizient fir die eGFR jedoch nicht auf dem 95%-igen Konfidenzintervall
signifikant (p-Wert = 0,057). Allerdings liel sich in der gesunden Kontrollkohorte kein
Zusammenhang zum Alter feststellen. Daher wertete ich den nicht signifikanten
Regressionskoeffizienten durch Multikollinearitat bedingt. Mitglieder der Familie der
Peptococcaceae zeigen somit eine Alters- und Nierenfunktions-abhangige Zunahme der
relativen Haufigkeiten im Stuhl von Patient*innen mit einer ADPKD.

Bei Gesunden konnte kein Zusammenhang zum Alter festgestellt werden. In einer Arbeit von
Shimizu und Kolleg*innen sowie von Kashtanova et. al finden sich jedoch auch - passend zu
den Ergebnissen der hier beschriebenen ADPKD Kohorte — Hinweise, dass Mitglieder der
Familie der Peptococcaceae mit steigendem Alter vermehrt im Stuhl vorzufinden sind'7180,
Méglich ist auch, dass die Nierenfunktion der hauptsachliche Treiber dieser Veranderungen
des Stuhlmikrobioms ist. Wie auch bei anderen Ergebnissen dieser Studie, sollten diese unter
dem Aspekt der kleinen Kohorte beurteilt werden. Um eindeutige Ergebnisse zu erhalten, muss
ein groRReres Kollektiv auf diese Fragestellung hin ausgewertet werden.

Die Familie der Peptococcaceae gehdrt der Klasse der Clostridia innerhalb der Firmicutes an
und umfasst 14 Gattungen'®'. Uber die Rolle der Peptococcaceae in der intestinalen Flora ist
jedoch bislang wenig bekannt.

Bezuglich moglicher vorteilhafter Effekte auf den Wirt, konnten in einer Analyse bakterieller
Genome, flur die Familie der Peptococcaceae, Gene identifiziert werden, die mit Butyrat
produzierenden Stoffwechselwegen assoziiert sind'2. Allerdings ist bislang, auf Grund
fehlender biochemischer Testung unklar, ob Mitglieder der Familie der Peptococcaceae auch
wirklich in der Lage sind Butyrate zu produzieren'8?,

Hinsichtlich moglicher negativer Auswirkungen auf den Menschen findet, sich in
Referenzwerken keine Assoziation zu bestimmten Erkrankungen''®. In  einer
Literaturrecherche konnte ich lediglich vereinzelt Berichte (ber Infektionen mit
Peptococcaceae finden'®185. Houlden und Kolleg*innen fanden eine positive Korrelation
zwischen Peptococcaceae und dem proinflammatorischen Zytokin C-C Motif Chemokine 5
(CCL5), welches unter anderem mit der Entstehung einer Kolitis assoziiert ist'8:187
Hinsichtlich der klinischen Relevanz im Rahmen von chronischen Nierenerkrankungen finden

sich ebenfalls keine Studienergebnisse. Bezugnehmend auf die Beobachtung von Houlden et
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al. konnte jedoch fir CCL5 eine nephroprotektive Wirkung, durch Reduktion der
Makrophagenakkumulation, im Rahmen Angiotensin-ll bedingter Nierenschadigungen,
nachgewiesen werden'®®. Inwiefern die Familie der Peptococcaceae Einfluss auf die
Nierenfunktion hat, zum Beispiel Uber ein Zusammenspiel mit CCL 5, bleibt zunachst offen,
kann jedoch als Fragestellung zukinftiger Studien in Betracht kommen.

Hinsichtlich moglicher altersabhangiger Auswirkungen auf das intestinale Mikrobiom fanden
Shimizu et al. eine positive Korrelation der Peptococcaceae zum Alter, sowie eine negative
Korrelation der Peptococcaceae zum Human defensin 5'7°. Dieses ist ein alpha Defensin, dass
mit Aufrechterhaltung der intestinalen Homoéostase und der Regulation der intestinalen
Mikrobiota durch Modulation der Paneth-Zellen assoziiert ist'’®'8  Sollte sich diese
Beobachtung in weiteren Studien bestatigen konnte die altersabhangige Zunahme der
Peptococcaceae, durch Beglinstigung einer Dysbiose, als potenziell krankheitsfordernde
Ursache in Betracht kommen und somit auch fir Patient*innen mit einer ADPKD negative

Auswirkungen haben.

Biomarker:

Die Mayo-Klassifikation dient als wichtiger prognostischer Marker fir den Verlauf der ADPKD.
Dennoch kann der genaue Verlauf der Erkrankung, insbesondere der Eintritt der Dialysepflicht
in aller Regel nur geschatzt werden. Weitere Marker, die den Verlauf der Erkrankung besser
vorhersagen und damit die Entscheidung zur Therapie erleichtern werden dringend bendétigt.
In Subgruppenanalysen, in denen der Stuhl von Patient*innen, mit mutmallich rasch
progredienten Verlaufen (Mayo-Klassifikation 1D, 1E), mit Stuhlproben von Patient*innen mit
niedrigem bis intermediarem Risiko (Mayo-Klassifikation 1A-1C) verglichen wurde, fanden sich
signifikant haufiger OTUs der Klasse der Bacilli und ihrer untergeordneten Ordnung
Lactobacillales sowie der zugehoérigen Familie der Streptococcaceae. Ein Zusammenhang zur
Nierenfunktion konnte nicht hergestellt werden. Weiterhin konnte - mittels Kruskal-Wallis-Test
- eine graduelle Zunahme uber die Mayo-Klassen hinweg nicht eindeutig bewiesen werden.
Vor dem Hintergrund der kleinen Kohorte und bei bereits niedrigen p-Werten [Bacili (p-Wert =
0,085); Lactobacillales (p-Wert = 0,089); Streptococcaceae (p-Wert = 0,070)] ist jedoch ein
Erreichen des Signifikanz Niveaus im Rahmen einer groRer angelegten Studie denkbar.
Interessanterweise konnte auch in der Studie von De Angelis, an Patienten mit einer IgA
Nephropathie, vermehrt Streptococcaceae in den Stuhlproben von Patient*innen mit einer
progredienten IgA Nephropathie gefunden werden. Auch wenn es sich bei einer ADPKD und
einer IgA Nephropathie um grundséatzlich verschiedene Erkrankungen handelt ist an dieser
Stelle dennoch ein Zusammenhang der Streptococcaceae zur Progressionsgeschwindidkeit

der jeweiligen Grunderkrankung zu diskutieren.
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In der Vergangenheit wurden akute infektidse Glomerulonephritiden vorwiegend im
Kindesalter, nach Infektion mit Streptococcen, beobachtet™ ', In den letzten drei
Jahrzehnten zeigte sich jedoch eine relevante Verschiebung der Epidemiologie und Atiologie,
mit zunehmender Inzidenz in alteren, oftmals vorerkrankten Patient*innen'’. Im Gegensatz zu
der akuten Poststreptococcen-Glomerulonephritis bei Kindern, ist die Infektion beim
Erwachsenen zum Zeitpunkt der Diagnosestellung oftmals noch persistierend, sodass der
Begriff Infection related Glomerulonephritis (IRGN) vorgeschlagen wurde'®'. Als einer der
treibenden Faktoren des Ubergangs einer IRGN in eine chronische Nierenschadigung wird
eine persistierende Infektion angenommen. Meines Wissens gibt es keine Evidenz fiir einen
direkten Zusammenhang zwischen dem vermehrten Vorkommen von Streptococcaceae im
Stuhl und einer IRGN. Unter der bereits vorab ausflhrlich diskutierten Annahme einer
verminderten Integritat des Darmepithels, im Rahmen chronischer Nierenerkrankungen und in
der Folge vermehrtem Ubertritt bakterieller Bestandteile (Endotoxine) in den Blutstrom,
erscheint jedoch ein kausaler Zusammenhang der Streptococcaceae, zur
Nierenfunktionsverschlechterung maglich. Die aus der Endotoxinamie anzunehmende und
ebenfalls vorab diskutierte subklinische chronische Inflammation kénnte dabei die Progression
einer chronischen Nierenerkrankung — wie der ADPKD — hin zur terminalen Niereninsuffizienz
zusatzlich beglnstigen. Eine Assoziation zwischen dem vermehrten Vorkommen der
Streptococcaceae im Stuhl und einem beschleunigtem Nierenfunktionsverlust, im Rahmen

chronischer Nierenerkrankungen wie der ADPKD scheint somit moglich.

Frih aufgetretener arterieller Hypertonus:

Als weiterer Anhalt fiir einen schnell progredienten Verlauf, zahlt ein friher (vor dem 35.
Lebensjahr) arterieller Hypertonus. Im direkten Vergleich der Patient*innen mit einer ADPKD,
zeigte sich eine signifikante Uberrepréasentation der OTUs des Phylums der Proteobacteria in
Patient*innen mit einem frih aufgetretenem arteriellen Hypertonus. OTUs der Familie der
Tannerelleaceae fanden sich im Stuhl der Patient*innen mit einem fruh aufgetreten arteriellen
Hypertonus, deutlich seltener. Ein Zusammenhang zur Nierenfunktion konnte fiir beide Taxa
nicht hergestellt werden.

Die Proteobacteria umfassen einen Grofiteil der Gram negativen Bakterien und sind somit
medizinisch betrachtet von groRer Bedeutung'®?. Im Stuhimikrobiom des Menschen stellen die
Proteobacteria hingegen keinen dominanten Anteil dar'®®. Eine erhohte Pravalenz der
Proteobacteria ist mit einer Dysbiose des intestinalen Mikrobioms, im Rahmen metabolischer
Erkrankungen, intestinaler Entziindungsreaktionen, einer Kolitis sowie mit kolorektalen
Karzinomen assoziiert'®*. Zudem ist die Zunahme gramnegativer Bakterien, welche zu einem
groflen Anteil dem Phylum Proteobacteria abstammen, mit einer arteriellen Hypertension

assoziiert'®®.
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Die Studienlage zu den Tannerellaceae, ist aufgrund der erst kirzlichen Erstbeschreibung
Ubersichtlich. Es mehren sich die Hinweise, dass es sich bei den Tannerellaceae um fir den
Wirt tendenziell vorteilhafte Mikroorganismen handelt. So konnte fiur die Familie der
Tannerellaceae eine aktive Rolle in der Verstoffwechselung von Rutin, einem der am
haufigsten konsumierten Flavonoide, nachgewiesen werden'®. Rutin wird, sofern intestinal
absorbiert, antioxidative und anti-neurodegenerative Effekte sowie eine schitzende Wirkung
gegenuber einer Dyslipidamie, Hyperglykdmie, kardiovaskuldaren Erkrankungen und
Leberschaden zugesprochen'®. Die Bioverfligbarkeit wird dabei mafRgeblich von der
kommensalen Darmflora mitbestimmt, wobei die Tannerellaceae zu den Taxa gehoért, die den
groRten Anteil der Metabolisierung von Rutin Gbernehmen’®.

Hinsichtlich eines bestehenden arteriellen Hypertonus fand sich in Ubereinstimmung mit den
hier prasentierten Ergebnissen, bereits in einer Studie von Calderén-Pérez et. al, eine
signifikante Haufung von Sp. der Familie der Tannerellaceae im normotensivem Kollektiv
gegenlber Proband*innen mit einer bestehenden arteriellen Hypertonie™’. Ob diese
Beobachtungen mit der ADPKD an sich zu assoziieren sind bleibt fraglich. Indes ist ein
Zusammenhang der Beobachtungen zur arteriellen Hypertonie, die eine der haufigsten

Begleiterscheinungen einer ADPKD darstellt, durchaus mdglich.

Zusammenfassung:

Zusammengefasst konnten unter Berlicksichtigung der klassischen klinischen Risikoprofile
spezifische Veranderungen des intestinalen Mikrobioms in Patient*innen mit einer ADPKD
beobachtet werden. Zunehmendes Alter und eine, im Rahmen der ADPKD oftmals begleitende
Abnahme der Nierenfunktion beglinstigen dabei eine Zunahme der relativen Haufigkeiten der
OTUs der Peptococcaceae. Die klinische Relevanz dieser Familie ist bislang nicht naher
einzugrenzen, wobei die Begunstigung einer intestinalen Dysbiose denkbar ist. Weiterhin
fanden sich Veranderungen des Mikrobioms in Zusammenhang mit klassischen
Progressionsfaktoren der ADPKD. So konnten bei Patient*innen in den Mayo-Klassifikationen
1D und 1E vermehrt Streptococcaceae im Stuhl nachgewiesen werden. Die klinische Relevanz
der Streptococcaceae bleibt ebenfalls ungewiss, jedoch kdnnte in zuklnftigen Studien eine
Affektion der Niere im Sinne einer klinisch inapparenten IRGN untersucht werden. Eine
Zunahme der OTUs der Proteobacteria und eine simultane Abnahme der OTUs der
Tannerellaceae konnte flr die Subgruppe der Patient*innen mit einem friih aufgetretenem
arteriellen Hypertonus festgestellt werden. Den Proteobakterien wird dabei ein der Gesundheit
Uberwiegend abtraglicher Einfluss zugesprochen. Den Tannerellaceae hingegen ein
gesundheitsférdernder Effekt. In zukinftigen Studien sollte untersucht werden, ob das
Mikrobiom diese klassischen Progressionsfaktoren beeinflusst. Des Weiteren stellt sich die

Frage, ob das Mikrobiom die Nierenfunktion pradiziert oder sogar kausal beeinflusst.
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5.1.4. Assoziationen zu den Uramietoxinen
In der hier prasentierten Arbeit fokussierte ich mich auf drei UTs, die dem bakteriellen
Metabolismus entstammen. TMAO stellt ein freies wasserldsliches Molekil dar. IS und pCS
gehdren den proteingebundenen UTs an, wobei ein geringer Anteil des IS (7%) sowie des pCS
(10%) ungebunden im Serum vorliegt'®'%,  Um klinische Auswirkungen hoherer
Konzentrationen ungebundener UTs von den totalen Serumkonzentrationen zu differenzieren,
wurden sowohl die freien- als auch die gesamte Serumkonzentrationen gemessen und
statistisch ausgewertet.
In der statistischen Auswertung zeigten sich die Serumkonzentrationen der freien und
gesamten UT, wie zu erwarten signifikant hoher in der ADPKD Kohorte als in der gesunden
Kontrollkohorte. Innerhalb des Kollektivs der Proband*innen mit einer ADPKD konnte zudem,
durch eine Regressionsanalyse, ein inverser Zusammenhang im Sinne eines Anstiegs der UT,
bei regredienter Nierenfunktion nachgewiesen werden.
Eine statistisch signifikante Assoziation der UTs zu spezifischen bakteriellen Taxa fand sich
fur die Familie der Flavobacteriaceae und der Familie der Peptococcaceae. Die Familie der
Flavobacteriaceae wiesen dabei innerhalb der ADPKD Kohorte einen linearen
Zusammenhang mit den Serumkonzentrationen des TMAO auf. In einer ausgiebigen
Literaturrecherche konnte ich jedoch keine Assoziation zwischen den Serumkonzentrationen
des TMAO und einer Abundanz der Flavobacteriaceae finden, Weiterhin konnte basierend auf
einer genomischen Exploration kein Zusammenhang der Flavobacteriaceae zu erhéhten
TMAO-Serumkonzentrationen hergestellt werden?°2°'. Ob ein klinischer Zusammenhang
besteht, bleibt somit auch vor dem Hintergrund der geringen Fallzahl (n=3), der Patient*innen
die Uberhaupt OTUs der Flavobacteriaceae in ihrem Stuhl nachwiesen, zumindest uneindeutig.
Die OTUs der Familie der Peptococcaceae wiesen Uber die gesamte Kohorte einen statistisch
signifikanten Zusammenhang zu den Serumkonzentrationen des totalen IS auf. In der
Subgruppenanalyse der ADPKD Kohorte konnte dieser Zusammenhang ebenfalls aufgezeigt
werden, jedoch muss einschrankend erwahnt werden, dass sich der Regressionskoeffizient
unter Anwendung der robusten Standardfehler nicht mehr eindeutig signifikant (p-Wert =
0,055) zeigte. Ob die Peptococcaceae innerhalb der ADPKD Kohorte zu einer Elevation der
IS-Konzentrationen im Serum beitragen ist somit nicht mit letzter Sicherheit zu sagen, bei
einem p-Wert von 0,055 Iasst sich jedoch eine deutliche Tendenz ableiten. Wie bereits an
anderen Stellen erwahnt, ist auch hier die kleine Kohorte ein Unsicherheitsfaktor, sodass auch
diese Beobachtung durch gréRRere Studien verifiziert werden muss.
Weiterhin konnte Uber die gesamte Kohorte eine Verbindung der Peptococcaceae mit der
freien- und der gesamt-pCS, sowie TMAO-Serumkonzentration hergestellt werden. Allerdings

zeigte sich auch hier das Regressionsmodell als Ganzes signifikant, die Koeffizienten
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verblieben hingegen unter Verwendung robuster Standardfehler nicht auf einem 95%
Signifikanzniveau (Vergleiche Abschnitt 4.4.5). Daher kdnnen die OTUs der Peptococcaceae,
statistisch betrachtet, nicht als sichere Pradiktoren fir die pCS-Serumkonzentrationen gelten.
Wahrend die Uramietoxine natlrlicherweise mit der Nierenfunktion korrelieren, konnte in
dieser Arbeit nur eine bakterielle Familie identifiziert werden, welche klar mit der Nierenfunktion
sowie dem Alter der Patient*innen korrelierte. Die Familie der Peptococcaceae. Vor dem
Hintergrund der auffalligen Zunahme, der relativen Haufigkeit der Peptococcaceae, im Stuhl
der Patient*innen, mit steigendem Alter und abnehmender Nierenfunktion sowie der
simultanen Assoziation zur Elevation der Konzentrationen mehrerer UTs im Serum erfolgte
eine umfangreiche Literaturrecherche. Ein Zusammenhang zum Alter steht im Einklang mit
einer begrenzten Anzahl an Studien, wohingegen bislang keine klare Assoziation zur
Nierenfunktion beschrieben wurde'”®'8  Hinsichtlich moglicher Assoziationen zu den
Uramietoxinen konnten bedauerlicherweise keine Studien gefunden werden, die eine
Assoziation der Peptococcaceae zu einer der genannten UTs aufwiesen (Gesamt IS, freies-
und gesamt-pCS, TMAO).

An dieser Stelle ist anzumerken, dass in dieser Arbeit lediglich eine kleine Auswahl an Taxa
untersucht wurden. Taxa, die in den bioinformatischen Analysen, in Abhangigkeit der
klinischen Merkmale eine signifikant unterschiedliche Anzahl aufwiesen. Modglicherweise
kénnten in einer nachfolgenden Untersuchung, unter Einbeziehung samtlicher sequenzierter
OTUs, entsprechende Verbindungen zu einzelnen Taxa hergestellt werden. Insbesondere fir
Ordnungen, Klassen oder sogar Phyla mit groflen phylogenetischen Linien sind
entsprechende Zusammenhange wahrscheinlich. Hingegen stellen einzelne Sp. in aller Regel
nur einen verschwindend geringen Anteil in der Gesamtheit des Mikrobioms dar.
Dementsprechend sind fur die Bildung der UT in relevanten Konzentrationen eine grol3e
Anzahl verschiedener Mikroben verantwortlich. So konnten mittlerweile multiple
Mikroorganismen ermittelt werden, die zur Bildung der UTs beitragen?2-203,

Fir die Begleitkomplikation einer ADPKD, dem frih auftretenden arteriellen Hypertonus, zeigte
sich zunachst eine signifikante Korrelation zu samtlichen Serumkonzentrationen der UTs, mit
Ausnahme des freien pCS. Ein Einfluss der Nierenfunktion auf dieses Ergebnis konnte
ebenfalls ausgeschlossen werden. In nachfolgenden statistischen Analysen konnte jedoch
kein kausaler Zusammenhang, der UTs zu dem klinischen Merkmal eines frih aufgetretenen
arteriellen Hypertonus gefunden werden. In der Literatur wird deutlich, dass samtliche UT
intestinalen Ursprungs mit kardiovaskularen Erkrankungen in Verbindung zu bringen sind'?.
Die hier untersuchten Uramie Toxine pCS, IS und TMAO sind zudem mit einer vaskularen
Kalzifizierung assoziiert und beginstigen durch ihre zusatzlich proatherogenen und
proinflammatorischen Effekte einen arteriellen Hypertonus'"195204  Nichtsdestoweniger

handelt es sich dabei um einen Prozess, der iber eine gesamte Lebensspanne ablauft und
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zumeist erst mit fortschreitendem Alter klinisch auffallig wird. Der fehlende Zusammenhang in
dieser Arbeit, kann méglicherweise dadurch erklart werden, dass viele der Patient*innen, zum
Zeitpunkt der Stuhlabgabe bereits weit alter als 35 Jahre waren und mittlerweile einen
arteriellen Hypertonus, mit Eintreten nach dem 35. Lebensjahr, entwickelt hatten.
Blutdruckwerte zum Zeitpunkt der Stuhlabgabe lagen nicht vor, sodass diesbezlglich keine
weiteren Nachuntersuchungen erfolgen konnten. Ein weiterer Erklarungsversuch ist die
unterschiedliche Atiologie des Bluthochdrucks. So entsteht die Hypertension, im Rahmen der
ADPKD aller Wahrscheinlichkeit nach nicht, oder zumindest nur zu einem geringen Anteil
durch die Auswirkungen der UTs. Die arterielle Hypertonie im Rahmen einer ADPKD wird
fuhrend durch die Aktivierung des Renin-Angiotensin-Aldosteron-Systems (RAAS)
ausgelost?®®, Fir die Aktivierung des RAAS wird wiederum eine Dehnung der GefaRe, im
Rahmen der Zystenexpansion, als Reiz angenommen?%. Langfristig erscheint dennoch eine
Nachbeobachtung unter Monitoring der UT im Serum von Patient*innen mit einer ADPKD
sinnvoll, um einen moéglichen additiven gesundheitsschadlichen Effekt in Zukunft erkennen zu
kénnen.

Bezlglich der prognostisch relevanten urologischen Komplikationen im Sinne des PROPKD
Scores, mit Auftreten vor dem 35. Lebensjahr, ergaben sich in der statistischen Analyse keine
Hinweise auf einen relevanten Einfluss auf die Serumkonzentrationen der UT. Auch konnten
keine Taxa identifiziert werden, die signifikant Uberreprasentiert waren. In einer
Literaturrecherche zu einem Zusammenhang der untersuchten UT und Nierensteinen konnte
ich ebenfalls keine weiteren Erkenntnisse gewinnen. Auch in der bislang einzigen vorliegenden
Studie zum Stuhlmikrobiom von einer ADPKD Betroffener wurden keine UT bestimmt, sodass
hier ebenfalls keine weiteren Zusammenhange abzuleiten waren.

Fir die Mayo-Klassifikation ergaben sich in der statistischen Analyse keine Hinweise auf einen
Zusammenhang zu den Serumkonzentrationen der UT. In einer ergdnzenden Analyse fanden
sich auch fir die - in der Sequenzierung aufgefallenen - signifikant unterschiedlich relativen
Haufigkeiten, der OTUs der Ordnung der Lactobacillales sowie der Familie der
Streptococcaceae, keine Korrelation zu den UT. Da bislang nur eine Studie zu den
Veranderungen des intestinalen Mikrobioms, bei Proband*innen mit einer ADPKD vorliegt und
in dieser die UT-Konzentrationen im Serum nicht bestimmt wurden, kann diesbezlglich keine

weitere Aussage getroffen werden.

Zusammenfassung:

Zusammengefasst kénnen in den hier prasentierten Daten, gegenlber gesunden
Proband*innen, signifikant héhere Serumkonzentrationen der freien- und gesamten UT, bei
Patient*innen mit einer ADPKD festgestellt werden. Dies lasst sich durch einen inversen

Zusammenhang der UT zur Nierenfunktion erklaren. Hinsichtlich der fir die ADPKD

7



klassischen Begleitkomplikation eines frih aufgetretenen arteriellen Hypertonus konnte ich
keine kausalen Zusammenhange feststellen. Vor dem Hintergrund der eindeutigen
Studienlage zum Thema, mit signifikant hdheren Serumkonzentrationen bei bestehendem
Bluthochdruck, kann die spezielle Genese des Bluthochdrucks bei Patient*innen mit einer
ADPKD (Aktivierung des RAAS) sowie die begleitende Nierenfunktionseinschrankung einen
fehlenden Zusammenhang erklaren. Dennoch bleibt zu beantworten, ob die UT eine weitere
Aggravation des Bluthochdrucks beglnstigen. Eine Assoziation der UT zur Mayo-
Klassifikation sowie friih aufgetretenen urologischen Komplikationen konnte ich nicht
herstellen. Eine Verbindung zwischen den Serumkonzentrationen des gesamt IS und den
Peptococcaceae konnte sowohl in der Gesamtkohorte als auch in der ADPKD Kohorte
hergestellt werden. Es bleibt einschrankend zu erwahnen, dass die Regressionskoeffizienten
unter Verwendung der robusten Standardfehler knapp oberhalb des 95%-igen
Konfidenzintervalls verblieben (p-Wert 0,055), dennoch ergibt sich hier trotz der kleinen
Kohorte eine deutliche Tendenz. Bislang fehlen weitere Studienergebnisse, die einen
Zusammenhang der Peptococcaceae zu UT herstellen konnten. Weitere Verbindungen
zwischen den UT und Uberreprasentierten Taxa verblieben statistisch nicht eindeutig

signifikant.

5.2 Fazit

Im Stuhlmikrobiom von Patient*innen mit einer ADPKD konnte eine spezifische und eGFR-
unabhéngige Uberreprasentation der OTUs der Ordnung der Enterobacteriales und der
zugehorigen Familie der Enterobacteriaceae, identifiziert werden. Veranderungen in
Abhangigkeit der eGFR konnten lediglich fur die OTUs der Familie der Peptococcaceae
gezeigt werden. Hierbei wurde zudem eine Kolinearitat zum Alter bei Patient*innen mit einer
ADPKD beobachtet. Hinsichtlich der Begleitkomplikation des frih aufgetretenen arteriellen
Hypertonus fand sich eine Zunahme der Proteobacteria, die mit Uberwiegend schadlichen
Einflissen auf den Korper assoziiert sind und eine Abnahme der tendenziell
gesundheitsférdernden Tannerellaceae. Ein Zusammenhang der Uramietoxine zu einzelnen
bakteriellen Sp. konnte nur fur die Serumkonzentrationen des gesamt-IS zu den
Peptococcaceae identifiziert werden. Assoziationen zu den klassischen Risikoprofilen fanden
sich fur die Uramietoxine nicht.

In dieser Pilot-Studie konnten bereits spezifische Veranderungen des Stuhlmikrobioms bei
einer ADPKD sowie Veranderungen der Uramietoxin-Konzentrationen, unabhangig von
relevanten Storfaktoren wie einer Dialysetherapie oder relevanten Vorerkrankungen
identifiziert werden. Vor dem Hintergrund der kleinen Kohorte fanden sich oftmals mehr
Tendenzen als statistisch signifikante Ergebnisse. Es liegt nun daran in gréRer angelegten
Studien diese Beobachtungen zu verifizieren. Ziel ist zudem die Identifikation potenzieller

Biomarker sowie therapeutischer Ansatze fiir die ADPKD und ihre Begleitkomplikationen.
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5.3 Limitationen
Abschlielend mochte ich nun noch Limitationen der Studie, in der Methodik sowie in der
Bewertung der Ergebnisse herausstellen.
Eine zentrale Schwache der Studie besteht wie bereits zuvor diskutiert in der kleinen
Kohortengrofe.
Des Weiteren wurden die Stuhlproben unabhangig von den Serumproben zu unterschiedlichen
Zeitpunkten gewonnen. Ich verwendete stets die aktenkundigen klinischen Charakteristika,
Medikation und Ergebnisse der serologischen Untersuchungen, die zeitlich betrachtet dem
Eingang der Stuhlprobe am nachsten kam. Mit Ausnahme von zwei Proben kam es nie zu
einem zeitlichen Versatz von mehr als zwei Monaten. In zwei Fallen gingen die Stuhlproben
indes erst 7,5 und 6 Monate nach Entnahme des Bluts und Aufnahme der Medikation sowie
der klinischen Charakteristika ein. Eine signifikante Veranderung des intestinalen Mikrobioms,
durch eine Zunahme der Krankheitsschwere, zusatzlicher Erkrankungen, weiterer Medikation
oder einer Umstellung der Erndhrungsgewohnheiten ist in einem solchen Zeitraum denkbar.
Fir die gesunde Kontrollkohorte wurden im Gegensatz zu der ADPKD Kohorte deutlich
weniger klinische Charakteristika erfasst. Zudem erfolgte keine regulare Laboranalyse des
Bluts, sodass etwaige bislang nicht erkannte oder subklinische Erkrankungen, insbesondere
potenzielle Nierenfunktionseinschrankungen maoglicherweise unentdeckt blieben.
Wie in der Mikrobiomforschung am Menschen (Ublich, konnten Storfaktoren wie
unterschiedliche Diaten, Noxen, Medikamenteneinnahme oder etwaige Begleiterkrankungen
nicht sicher ausgeschlossen werden. Es wurde jedoch versucht ein mdglich homogenes
Kollektiv, mit moglichst wenigen Storfaktoren auszuwahlen. Die geringe Anzahl an

Proband*innen kann jedoch eine mogliche Verzerrung durch Storfaktoren verstarken.
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Tabelle 17: Ubersicht der signifikanten Ergebnisse, der zweiseitigen Rangkorrelationsanalyse

nach Spearman in der Gesamt-, ADPKD- und gesunden Kontrollkohorte ............c.ccccoocereinenne. 62
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8. Vorabveroffentlichung von Ergebnissen

Es wurden vorab keine Ergebnisse verdffentlicht.
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