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1. Einfihrung

1.1 Chronische Niereninsuffizienz und Hamodialysetherapie

1.1.1 Definition, Epidemiologie und Atiologie der Niereninsuffizienz
Unter einer chronischen Niereninsuffizienz (CKD) versteht man eine irreversibel
eingeschréankte Nierenfunktion, welche langer als 3 Monate besteht und mit einer
Reduktion der geschatzten Glomerularen Filtrationsrate (eGFR) <90 ml/min/1,73 m?
einhergeht. Dartber hinaus kann zusatzlich eine Veranderung der Serum- oder
Urinwerte, welche auf eine Nierenschadigung hinweisen, vorliegen (Webster, Nagler
et al. 2017).

Die GFR kann dabei entweder tber das im Serum vorliegende Kreatinin, als auch
Uber die Bestimmung von Cystatin C abgeschéatzt werden, da beide Proteine frei
filtriert werden, und damit Hinweis auf die Filtrationsleistung der Niere geben (Inker,
Astor et al. 2014). Prognostische Aussagekraft in der CKD hat die Menge und Art der

Proteinurie, allen voran die Albuminurie.

Eingeteilt wird die chronische Niereninsuffizienz in 5 Stadien nach der KDIGO
(Kidney Disease- Improving Global Outcomes) (Inker, Astor et al. 2014). Daruber
hinaus wird die CKD in der Klassifikation durch den Zusatz der Albuminurie erganzt
(siehe Abbildung 1).

Endstadium der Niereninsuffizienz ist die sogenannte ESKD (end stage kidney

disease).



Albuminurie-Stadien, Beschreibung und AusmaR (mg/g)

Al A2 A3
normaler bis leichter Anstieg ~ moderater Anstieg, starker Anstieg,
Mikroalbuminurie Makroalbuminurie
<30 30-300 >300
normal oder hoch =90 _
leichter Abfall 60-89 _

Abb.1: Klassifikation der CKD nach KDIGO aus Merker, Ebert et al. (2019)
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Abb. 2: Pravalenz der CKD ab G3-G5 nach Geschlecht und Land aus Carrero,
Hecking et al. (2018)



Eine Kklinisch relevante chronische Niereninsuffizienz ab einer GFR <60
ml/min/1,73m? betrifft in Deutschland circa 2,3% in der Altersgruppe der 18-79
jahrigen (Girndt, Trocchi et al. 2016). Weltweit liegt die Pravalenz der CKD im
fortgeschrittenen Stadium 3-5 bei 10,6%, wobei sich bereits hier ein
geschlechterspezifischer Unterschied mit einer héheren Pravalenz der CKD in
Frauen beobachten lasst (Hill, Fatoba et al. 2016).

Bei steigender Pravalenz der CKD, wohl vor allem im Rahmen der steigenden
Lebenserwartung, lassen sich weltweit nationale Verteilungsmuster der Erkrankung
erkennen (s. Abbildung 2) (Carrero, Hecking et al. 2018).

DarUber hinaus kann man im Verlauf der Nierenfunktionseinschrankung zwischen
einem akuten und einem chronischen Nierenversagen unterscheiden. Das akute
Nierenversagen kann oft reversibel mit Regeneration der Nierenfunktion verlaufen
jedoch ist das Risiko an einer chronisch eingeschrankten Nierenfunktion zu
erkranken nach akutem Nierenversagen erhoht (Chou, Chu et al. 2018, Fiorentino,
Grandaliano et al. 2018). Europaweit sind die Glomerulonephritis, Diabetes Mellitus
und die arterielle Hypertonie die haufigsten Grunderkrankungen, die zu einer
dialysepflichtigen Nierenersatztherapie fuhren (Kramer, Pippias et al. 2019) (s.
Abbildung 3).



m Typ 1 Diabetes (4%) w Typ 2 Diabetes (24%) Glomerulonephritis (19%)
Interstitielle Nephritis (12%) = Hereditar/kongenital (1%) = Systemerkrankungen (3%)

® unbekannte Genese (10%) m Vaskuldre Nephropathie (17%) m Verschiedene (4%)

m Zystennieren (7%)

Abb. 3: Atiologie der chronischen Niereninsuffizienz nach Segerer und Wanner
(2014) (n=48.535 Dialysepatienten)
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1.2 Hamodialysetherapie

1.2.1 Indikation und Verfahren

Die Indikation zur Einleitung einer Nierenersatztherapie wird sowohl im chronischen
als auch im akuten Nierenversagen klinisch gestellt. Im Rahmen der chronischen
Niereninsuffizienz stellen unter anderem eine Uramie mit Serositiden, Ubelkeit/
Erbrechen und zerebraler Beteiligung, eine therapierefraktare Hypertonie, sowie
akute Elektrolytentgleisungen, eine metabolische Azidose und Diuretika resistente

Hypervolamie eine Indikation zur Einleitung einer Dialyse dar (Steffen Geberth 2014).

In Deutschland wurde erstmalig 1924 in Giessen von Georg Haas ein
extrakorporales Dialyseverfahren am Menschen durchgefiihrt. Die erste Dialyse, die
ein Uberleben im akuten Nierenversagen ermdglichte, gelang 1945 dem
Niederlander Willem Kolff mit seiner Trommeldialyse (Wizemann und Benedum
1994, Enke 2007).

Der Stoffaustausch bei der modernen Nierenersatztherapie erfolgt Uber
unterschiedliche Mechanismen. Diese sind die Konvektion, Adsorption, Filtration und
Diffusion.

Im Rahmen der Diffusion kommt es durch einen Konzentrationsgradient entlang der
semipermeablen Membran zwischen Blut und Dialysat zum Ubertritt von vor allem
kleinen Molekilen in die Dialysatflissigkeit. Zweiter wichtiger Mechanismus des
Stoffaustauschs ist die Konvektion, der Transport entlang des hydrostatischen
Drucks an der Membran. Dieser ist vor allem fir die Filtration mittelgrof3er Molekdle,
wie zum Beispiel B2 Mikroglobulin (12kDa) entscheidend (Mitsides, Keane et al.
2014).

Die gangigen Hamodialyseverfahren sind die Hamodialyse (HD), die Hamofiltration
(HF) und kombiniert die Hamodiafiltration (HDF). Das haufigste in Europa
durchgefuhrte Verfahren ist die HD (Kramer, Pippias et al. 2019).

Dabei flieBen Blut und Dialysat im Gegenstromprinzip getrennt von einer
semipermeablen Membran, sodass durch die Osmolaritatsunterschiede der
Flussigkeiten die Diffusion harnpflichtiger Substanzen und Wasser in das Dialysat
erfolgt.

Im Rahmen der HF wird die Dialysatflissigkeit durch eine Hamofiltrationsldsung
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ersetzt, die intraventds verabreicht wird. Diese wird dann durch Ultrafiltration
zusammen mit den harnpflichtigen Substanzen wieder entfernt. Hierbei kbnnen im

Gegensatz zur HD auch gro3ere Molekile Uber 25kDa mit entfernt werden.

Die HDF stellt ein Kombinationsverfahren aus HD und HF dar, und gilt als das
effektivste Verfahren zur Elimination mittelmolekularer Stoffe (Lameire, Van Biesen
et al. 2009, Mitsides, Keane et al. 2014)
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1.2.2 Dialysemembranen: FX60/FX80 und MCO Membranen

Die Dialysemembranen werden anhand ihres Materials, Porengréf3e und Porendichte
unterschieden. Heute werden synthetisch hergestellt Membranen verwendet, die sich
durch eine bessere Biokompatibilitit gegeniber den Cellulose Membranen
auszeichnen (Ronco und Clark 2018).

Die Einteilung in highflux und lowflux Membranen erfolgt nach der Permeabilitat fir
Wasser. Lameire, Van Biesen et al. (2009) berichten in ihrem Review, dass die
Studienlage eines fraglichen Vorteils in der Benutzung von highflux Membranen
bezuglich des Outcomes gegenuber lowflux Membranen uneindeutig ist. Durch die
groReren Poren kann ein groRerer Anteil der Filtration Gber Konvektion stattfinden,
und so eine bessere Elimination mittel-groRer Molekule wie des B2 Mikroglubins
erreicht werden. Im Rahmen der HEMO Studie konnte hier zwar keine Signifikanz in
Hinblick auf die Gesamtsterblichkeit zwischen high und low flux nachgewiesen
werden, jedoch zeigte sich ein moglicher positiver Effekt bezlglich der
kardiovaskularen Mortalitat (Cheung, Levin et al. 2003). Lameire, Van Biesen et al.
(2009) folgerten wiederum ein besseres Outcome bei Risikopatienten mit highflux
gegenuber den lowflux Dialysatoren, mit der Beschrankung, dass neben der
angewandten Technik vor allem kardiovaskulare Vorerkrankungen, die Kklinische
Betreuung sowie der richtig gewéhlte Zeitpunkt des Dialysebeginns entscheidend fur

das Uberleben der Patienten ist.

Eine neue Kategorie von Dialysemembranen sind medium cut off Filter (MCO) mit
grolReren Poren, die auch die Elimination von mittel- und hochmolekularen Stoffen
bis 50kDa gewahrleisten soll (Ronco und La Manna 2017). Die HDx — die expanded
Hamodialyse, gilt als Uberbegriff der neuen erweiterten Dialyse mit MCO Filtern.
Auch Versuche mit high cut off Membranen mit einem noch groReren
Porendurchmesser wurden gemacht. Durch den weiteren Porendurchmesser ist es
moglich Proteine, wie Myoglobin, freie Leichtketten oder auch Zytokine zu filtrieren
(siehe Abbildung 4). Durch den vermehrten Verlust von Albumin ist deren Nutzung
jedoch neben einigen speziellen Indikationsstellungen auf wenige Anwendungen
limitiert (Ronco 2017).
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(molecular weight cut off), SC= Siebkoeffizient (sieving coefficient) aus Ronco und Clark (2018)
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1.2.3 Mortalitat, Prognose und chronische Inflammation

Obwohl es durch die Dialysetherapie die Mdglichkeit gibt, ein chronisches
Nierenversagen mit dem Leben zu vereinbaren, bleibt die einzige kurative Therapie
weiterhin die Nierentransplantation. Trotz der stetigen Weiterentwicklung der
Dialysetechnik und Membranen, zeigt sich in der Kohorte der Hamodialysepatienten
eine deutlich erhdhte Morbiditdt und Mortalitdt gegentber der Normalbevélkerung
(Ma und Zhao 2017, Msaad, Essadik et al. 2019).

H&aufigste Todesursache bei Hamodialysepatienten sind kardiovaskuléare Ereignisse
(CVD) mit einer circa 15-fach htéheren kardiovaskularen Mortalitdt gegeniber der
Normalbevolkerung (Sarnak und Levey 2000). Da die erhdhte kardiovaskulare
Mortalitat im Dialysekollektiv nicht durch die klassischen Risikofaktoren dieser
Erkrankungsgruppe allein erklarbar ist, stellten Locatelli, Canaud et al. (2003) die
Hypothese des erhdhten oxidativen Stresses als Mitverursacher der erhohten
Mortalitat auf. Dieser wird einerseits hervorgerufen durch den Kontakt des Blutes mit
dem korperfremden Material der Dialysemembran. Andererseits stellen auch das
fortgeschrittene Alter, eine erhdhte Inzidenz von Diabetes und das uramische Milieu
im Blut der Patienten ein Trigger fur das Immunsystem dar und flihren zu einer

verstarkten Aktivierung der Immunzellen.

Diese chronische Aktivierung entspricht einer konstant aufrechterhaltenen
Entziindungsreaktion, welche auch im Rahmen der Atiologie der endothelialen
Dysfunktion und Arteriosklerose diskutiert wird (Locatelli, Canaud et al. 2003,

Tsirpanlis, Bagos et al. 2004).

Im Rahmen der Pathogenese spielt neben anderen Zytokinen und
Adhasionsmolekilen auch Interleukin 8 (IL-8) eine Rolle. Hier konnten Stinghen,
Goncalves et al. (2009) in vitro zeigen, dass ein uramisches Milieu, wie es bei
Dialysepatienten im Blut vorliegt, zu einer signifikant hoheren Expression von
Adhasionsmolekilen, Monozyten-chemotaktischen Protein 1 (MCP-1) und auch von
Interleukin 8 durch Endothelzellen in der Zellkultur flhrt. Die erhdhte Expression von
IL-8 konnte auch bereits an arteriosklerotischen Plaques und Schaumzellen
nachgewiesen werden (Packard und Libby 2008), wodurch das Risiko fur

kardiovaskulare Events weiter steigt.
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Unabhangig von der Uramie in HD-Patienten konnte gezeigt werden, dass auch die
Volumenuberladung mit einer héheren Mortalitat und Mikroinflammation assoziiert
ist, da eine Volumenuberladung an sich schon zu einer verstarkten Expression von
Markern einer endothelialen Dysfunktion, wie zum Beispiel das vaskulare Zell-
Adhasionmolekil-1 (VCAM-1) fuhrt (Onofriescu, Siriopol et al. 2015, Mitsides,
Cornelis et al. 2017).

Des Weiteren ist die Inflammation an sich auch mit einer hoheren Gesamtmortalitat
verbunden. Zimmermann, Herrlinger et al. (1999) zeigen, dass CRP als
unabhangiger Pradiktor einer hoheren kardiovaskularen und Gesamtmortalitat gilt.
Gleiches konnten Barreto, Barreto et al. (2010) fur Interleukin 6 sowohl in HD als

auch in CKD Patienten zeigen.
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1.3 Chemokine und Interleukin 8
1.3.1 Definition und Funktion

Chemokine bilden eine Untergruppe der Zytokine. Sie zeichnen sich durch ihre
Struktur und ihre Funktion Leukozyten ,anzulocken® (Chemotaxis), sowie die
Steuerung der Migration von Leukozyten ins Gewebe zum Ort der Entziindung
(Chemokinese) aus. Auf molekularer Ebene sind Chemokine kleine Polypeptide mit
einem Molekulargewicht von 8-12kDa, welche 2 Disulfidbriicken ausbilden (Luster
1998, Abbas 2012).

Um die Jahrtausendwende etablierten Zlotnik und Yoshie (2000) eine neue
Klassifikation und Nomenklatur zur Vereinheitlichung der inzwischen mehr als 40
verschiedenen beschriebenen Chemokine. Die Klassifikation erfolgt in insgesamt 4
Untergruppen. Je nach Aufbau und Anzahl der  N-terminalen Cysteingruppen
werden die Chemokine in CXC-, CC-, C- und CX3C unterteilt.

In der CXC Gruppe (zum Beispiel Interleukin 8 und Interferon y induziertes Protein-
10 (IP-10)) sind die beiden terminalen Cysteine durch eine Aminosaure getrennt, in
der CC Gruppe (zum Beispiel Makrophagen induziertes Protein 1 a (MIP-1a), MCP-
1, RANTES) direkt aneinander angrenzend (Zlotnik und Yoshie 2000).
Kleinere Untergruppen sind die C Chemokine mit einem einzelnen Cystein, wie zum
Beispiel Lymphotactin, sowie die CX3C Chemokine wie das Fractalkine, in dem die
beiden Cysteine durch drei Aminosauren voneinander getrennt sind. Vertreter der
CXC- und CC- Untergruppe werden vornehmlich von Leukozyten, aber auch von
Endothelzellen und Fibroblasten im Rahmen der angeborenen Immunabwehr
sezerniert (Abbas 2012).

Chemokine entfalten ihre Wirkung tber G-Protein gekoppelte Rezeptoren. Diese sind
in der Zellmembran lokalisiert und fuhren nach Bindung eines Liganden zur
Aktvierung einer intrazellularen Signalkaskade. Die Rezeptoren werden in
unterschiedlicher Dichte je nach Zelltyp exprimiert, wobei die grof3te Vielfalt an
Rezeptoren auf T-Zellen beobachtet werden kann (Abbas 2012). Die Rezeptoren
gestalten sich auRerdem sehr spezifisch fur die einzelnen Chemokin-Kategorien. In
Bezug auf Interleukin 8 spielen zwei Rezeptoren eine Rolle: der CXCR 1 und CXCR

2 Rezeptor.
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Der CXCR 1 Rezeptor ist hochspezifisch fiur Interleukin 8, wahrend der CXCR 2
Rezeptor neben Interleukin 8 auch andere Chemokine, wie zum Beispiel CXCL 1,5
und 7 bindet (Alexander, Davenport et al. 2015). Dariber hinaus weist der CXCR 2
Rezeptor ebenfalls eine niedrigere Affinitat fur IL-8 im Vergleich zum CXCR 1

Rezeptor auf (Van den Steen, Proost et al. 2000).
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1.3.2 Interleukin 8 Aufbau und Funktion

Interleukin 8 ist ein Chemokin der CXC Familie mit einem Molekulargewicht von 8
kDa. Es wurde erstmals Ende der Achtzigerjahre als ,monocyte derived neutrophile
chemotactic factor (MDNCF)“ (Yoshimura, Matsushima et al. 1987) und ,neutrophile-
activating factor (NAF)“ (Walz, Peveri et al. 1987) beschrieben. Walz, Peveri et al.
(1987) gewannen das neue Molekil Uber Stimulation von mononukledren Zellen mit
LPS fur 24h und charakterisierten es als ein zwischen 5-10 kDa grof3es Molekdil,
welches zur Degranulation von neutrophilen Granulozyten fuhrt, und in seiner
chemotaktischen  Wirkung  ahnlich dem  Komplementfaktor Cba  ist.
Yoshimura, Matsushima et al. (1987) beschrieben ihr MDNCF mit einer selektiven
chemotaktischen Wirkung auf Leukozyten, nicht jedoch auf Monozyten.
Schliel3lich erfolgte auf Vorschlag von Larsen, Anderson et al. (1989) die Benennung
des ,Neutrophil activating proteins“ (NAP-1) in Interleukin 8, nachdem sie in ihrer
Arbeit zeigen konnten, dass die chemotaktische und proinflammatorische Wirkung
neben neutrophilen Granulozyten auch auf T-Zellen Wirkung hat.

Die bekannteste Funktion des IL-8 ist die Fahigkeit vor allem neutrophile
Granulozyten anzulocken und damit zu einer Migration der Immunzellen aus der
Blutbahn in das periphere Gewebe zu fihren. Schon Harada, Sekido et al. (1994)
vermuteten eine entscheidende Rolle von Interleukin 8 in der akuten Inflammation,
da sie durch spezifische Interleukin 8 Antikdrper die Migration und

Gewebeschadigung durch neutrophile Granulozyten mindern konnten.

Neben der Migration hat Interleukin 8 auch fur die Zelladh&sion im Rahmen der
Pathophysiologie der Arteriosklerose zum Beispiel von Monozyten an der
Gefallwand Bedeutung (Gerszten, Garcia-Zepeda et al. 1999). Auch fur die
Angiogenese, Tumorentstehung/-wachstum und Metastasierung spielt die Regulation
beziehungsweise Expression von IL-8 und dessen Rezeptoren eine wichtige Rolle
(Aihua Li 2003, Rosenkilde und Schwartz 2004, Waugh und Wilson 2008).
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CXCR1/2 Rezeptort aus Waugh und Wilson (2008)
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1.3.3 Wirkmechanismus Interleukin 8

Interleukin 8 wird als 99 Aminosauren langes Polypeptid synthetisiert. Noch
intrazellular kommt es zur Abspaltung einiger Aminosauren (AA), sodass Interleukin
8 entweder als 72 oder 77 Aminosauren, im Menschen vor allem als [1-77] oder [6-
77] AA- IL-8 grol3es Molektl sezerniert wird. In vivo kann Interleukin 8 sowohl als
Monomer oder als Dimer vorliegen und entfaltet seine Wirkung Uber die G-Protein
gekoppelten transmembranésen CXCR 1 und CXCR 2 Rezeptoren (siehe Abbildung
5) (Hoch, Schraufstatter et al. 1996, Waugh und Wilson 2008).

Interleukin 8 wird von unterschiedlichen Zelltypen synthetisiert, unter anderem von
Monozyten, T-Lymphozyten, Makrophagen, Endothelzellen, Fibroblasten, neutrophile
Granulozyten und Tumorzellen (Benjamini 2000, Mortier, Van Damme et al. 2008).
Die Lange des Interleukin 8 weist auf den zellularen Ursprung des Chemokins hin.
Das 77 AA Interleukin 8 wird vornehmlich von Fibroblasten und Endothelzellen
produziert (Gimbrone, Obin et al. 1989, Schroder, Sticherling et al. 1990). Bedeutung
hat die Molekullange insbesondere in Hinblick auf die biologische Potenz. So ist das
72 AA IL-8 circa um das 10-fache potenter als das 77 AA IL-8 und zeigt eine héhere
Affinitat zur Bindung an IL-8 Rezeptoren auf neutrophilen Granulozyten (Nourshargh,
Perkins et al. 1992).

Im Menschen sind unterschiedliche Proteasen bekannt, die in der Lage sind
Interleukin 8 zu spalten. Hierzu zahlt unter anderem Thrombin, welches das 77 AA in
72 AA Interleukin 8 spezifisch spalten kann. Andere Proteasen wie zum Beispiel
Trypsin fuhren im Unterschied zu Thrombin zu einer multiplen Spaltung des Molekiils
in kleine Fragmente und einem damit verbundenen Wirkverlust (Hebert, Luscinskas
et al. 1990). Ein bekannter Vertreter der spezifischen IL-8 spaltenden Enzyme zur
potenteren 72 AA Isoform sind die Matrix Metalloproteinasen (MMP). Speziell die
Spaltung von IL-8 von der 77 in 72 AA Isoform, und damit eine Potenzierung der
biologischen Aktivitat um das 10-27fache in Bezug auf die Aktivierung neutrophiler
Granulozyten und Chemotaxis ist fur MMP-9 beschrieben (Van den Steen, Proost et
al. 2000).
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1.3.4 Matrixmetalloproteinasen Aufbau und Funktion

Als Matrix Metalloproteinasen (MMP) wird eine Gruppe von Zinkproteasen
bezeichnet. Von ihnen sind bereits 23 verschiedenen MMPs beim Menschen
bekannt. Sie lassen sich in nach ihrer Funktion in unterschiedliche Gruppen aufteilen.
Man unterscheidet unter anderem die Gruppe der Collagenasen wie MMP-1
(Kollagenase 1), MMP-8 (Kollagenase 2) und MMP-13 (Kollagenase 3), deren
spezifische Funktion die N-terminale Spaltung von interstitiellem Kollagen Typ I, Il
und 1l ist. MMP-2 (Gruppe A) und MMP-9 (Gruppe B) fallen in die Kategorie der
Gelatinasen. Diese verdauen das bereits durch die Collagenasen denaturierte

Kollagen (Visse und Nagase 2003).

Die Klassifikation der MMPs erfolgt anhand eines charakteristischen Aufbaus (siehe
Abbildung 6). Dieser beinhaltet das im Propeptid enthaltene Cystein, welches Uber
eine non kovalente Bindung mit dem Zink entscheidend fur die Stabilitat des
Proenzyms ist. An dieser Stelle des sogenannten ,critical cystein residues” findet die
Abspaltung des Propeptids und damit die biologische Aktivierung statt, der

sogenannte ,Cystein-switch® (Van Wart und Birkedal-Hansen 1990).

Ein weiteres Charakteristikum ist die bereits genannte Zinkbindungsstelle, die in der
katalytischen Doméne lokalisiert ist. MMPs werden als inaktive Enzymvorstufen
(Zymogene) intrazellular gebildet und extrazellular durch proteolytische Abspaltung
des Propeptids biologisch aktiviert (siehe Abbildung 7). Fir die Aktivierung notwendig

sind einerseits Enzyme wie zum Beispiel Plasmin oder Urokinase.

Andererseits ist die gegenseitige Aktivierung der MMPs, zum Beispiel proMMP-9 -
MMP-9 durch MMP-2 eine weitere Form der enzymatischen MMP Aktivierung
(Chakraborti, Mandal et al. 2003, Ala-aho und Kahari 2005, Cheng, Limbu et al.
2017).

Neben der proteolytischen Spaltung fuhren noch weitere Mechanismen zur
Aktivierung der MMPs. Hierunter zahlen die Veranderung der Disulfidbriicken zum
Beispiel mit Hilfe von Glutathion oder auch die Aktivierung im Rahmen von
oxidativem Stress, dem ,respiratory burst‘, zu dem es bei Aktivierung und
Degranulation von neutrophilen Granulozyten kommen kann (Peppin und Weiss
1986, Van Wart und Birkedal-Hansen 1990).

Als klassische Funktion der MMPs gilt die Spaltung und Denaturierung extrazelluléarer

Matrix- Proteine. Eine weitreichendere Rolle im Rahmen von physiologischen
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Regulationsmechanismen  aber  auch in  der  Pathophysiologie  von
arteriosklerotischen, entzindlichen oder onkologischen Erkrankungen, spielen die
MMPs durch die Spaltung und damit verbundener Aktivierung oder Inaktivierung von
Wachstumsfaktoren und -rezeptoren, Zytokinen und Chemokinen, sowie
Adhasionsproteinen und -rezeptoren (Packard und Libby 2008, Nissinen und Kahari
2014).
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Abb. 6: Aufbau MMPs sortiert nach Nummern
MMP-2 und MMP-9 mit 3 Fibronektin Domanen (Fn) in katalytischer Doméane (Cat). Weitere

Abkirzungen: S= Signalpeptid, Pro= Propeptid, Hpx= Hadmopexin Domane Ausschnitt aus Fig. 1 von

Visse und Nagase (2003)
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1.4 Geschlechterspezifische Unterschiede in Pathogenese und

Outcome

Lange spielten geschlechterspezifische Unterschiede in der Wissenschaft keine
grol3e Rolle. Als Standardreferenz galt der durchschnittlich grof3e, normalgewichtige
Mann.

Jedoch gibt es schon in der Epidemiologie, zum Beispiel in Bezug auf die mittlere
Lebenserwartung Unterschiede zwischen den Geschlechtern, sodass die
Unterschiedlichkeit von Mannern und Frauen inzwischen auch eine immer gréf3ere

Rolle in der klinischen Forschung spielt.

Allgemein unterscheidet man sogenannte ,sex-differences”, also Unterschiede
zwischen Mannern und Frauen aufgrund der Genetik, von den ,gender-differences®,
welche durch Unterschiede in der Lebensweise unabh&ngig vom biologischen
Geschlecht hervorgerufen werden. In Bezug auf die Pravalenz, die Pathophysiologie
und den Verlauf von Erkrankungen sind bereits geschlechterspezifische
Unterschiede bekannt, wie zum Beispiel, dass Frauen haufiger an
Autoimmunerkrankungen leiden als Manner (Ngo, Steyn et al. 2014). Auch in Bezug
auf die Entstehung und das Voranschreiten kardiovaskularer Erkrankungen wie
Myokardinfarkte, Herzinsuffizienz oder Bluthochdruck konnten
geschlechterspezifische Unterschiede festgestellt werden (Regitz-Zagrosek und
Kararigas 2017). Clegg und Mauvais-Jarvis (2018) berichten in ihrem Review, dass
auch bei Adipositas und Diabetes mellitus geschlechtsspezifische Mechanismen eine

Rolle spielen.

Mogliche Ursachen hierfur liegen einerseits in der Genetik, da der unterschiedliche
Chromosomensatz von Mannern (XY) und Frauen (XX) zu einer unterschiedlichen
Genexpression fuhrt. Neben dem fehlenden Y-Chromosom kann bei Frauen auch
eine unvollstandige Aktivierung des zweiten X-Chromosoms zu einer erhdhten
Expression einzelner Gene fiuhren. Zweitens spielt auch die Epigenetik, also die
Aktivierung oder Inaktivierung von Genabschnitten, durch zum Beispiel
Histonmodulation, eine Rolle in der Varianz der Genexpression. Zuletzt sind auch die
Sexualhormone wie Ostrogen, Progesteron und Testosteron, sowie deren
Rezeptoren, als wichtige Steroidhormone flr die geschlechterabhangige Regulation

des Organismus zu nennen (Regitz-Zagrosek und Kararigas 2017).
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Betrachtet man unter dem Aspekt der Geschlechterunterschiede die chronische
Niereninsuffizienz und Dialysepatienten féllt auf, dass zwar mehr Frauen an einer
eingeschrankten Nierenfunktion erkranken, betrachtet man aber die chronisch
dialysepflichtigen Patienten verlagert sich die Verteilung zu Ungunsten der Manner
mit circa 60% (Carrero, Hecking et al. 2018). Kommt es zur Notwendigkeit einer
Dialysetherapie haben Manner zwar weiterhin ein héheres Risiko in Bezug auf die
Gesamt- und kardiovaskulare Mortalitat, jedoch steigt in Frauen das Risiko mit
weiterhin sinkender GFR steiler gegentber den Mannern (Nitsch, Grams et al. 2013).
Insgesamt beginnen im Vergleich zu Mannern weniger Frauen eine
Nierenersatztherapie und verzeichnen haufiger eine reduzierte Lebensqualitdt und
weitere Nebenwirkungen unter der Therapie (Carrero, Hecking et al. 2018)
Betrachtet man die Transplantationszahlen fallt auf, dass Frauen weniger haufig
postmortale Nierenspenden erhalten, wahrend der Zugang Zu
Lebendspenderorganen in manchen Landern fur Manner und Frauen ahnlich zu sein
scheint (Carrero, Hecking et al. 2018). Andere Untersuchungen sprechen jedoch
eher dafur, dass Frauen signifikant haufiger das Geschlecht sind, welches sich zur
Lebendspende einer Niere fur Verwandte oder Lebensgefahrten bereit erklart (Jindal,
Ryan et al. 2005, Rota-Musoll, Brigidi et al. 2021).
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2. Fragestellung

Die Dialysetherapie ist trotz allem Fortschritt und technischer Weiterentwicklung
weiterhin mit einer stark erhohten Mortalitéat verbunden. Diese ist vor allem auf eine
erhohte kardiovaskulare Mortalitdt zurlckzufuhren. Zunehmend wird auch die
chronische Inflammation als Motor eines schnelleren Voranschreitens
arteriosklerotischer  Erkrankungen und einer gleichzeitigen  sekundéren
Immundefizienz, mit einem ebenfalls erhéhten Risiko an einer Infektionserkrankung

zu versterben verstanden (Horl 2002).

Dieser Zustand der chronischen Inflammation in Dialysepatienten spielt also im
Uberleben und der Morbiditat der Betroffenen eine wichtige Rolle. Fiir beide
Geschlechter zeigt sich, dass ein erhthtes CRP mit einer erhéhten Mortalitat
einhergeht. Jedoch fuhrt es bei Mannern signifikant haufiger zum Tod als bei Frauen
(Stenvinkel, Wanner et al. 2002). Neben den klassischen Entziindungsmarkern wie
das CRP und Interleukin 6, die auch im klinischen Alltag regelmaRlig Anwendung
finden, konnte auch fiur Interleukin 8 gezeigt werden, dass es als ein unabhangiger
Pradiktor adjustiert nach Alter und Dialysedauer fir die Gesamtmortalitat, sowie fir
das Auftreten Kardiovaskularer Ereignisse gesehen werden kann (Panichi, Taccola
et al. 2006).

Aufgrund dieser Daten und der scheinbar hoheren Mortalitat von Mannern im
Zusammenhang mit Inflammation stellten wir uns die Frage, ob die Wirkung von IL-8
in Dialysepatienten geschlechterspezifischen Unterschieden unterliegt.
Hieraus formierte sich unsere Arbeitshypothese, dass Manner auf Interleukin 8 eine,
Frauen gegenuber, verstarkte inflammatorische Reaktion und damit verbunden eine

héhere Morbiditat aufweisen.

Unser Augenmerk im Beweis der Hypothese lag dabei auf der Untersuchung
geschlechterspezifischer Unterschiede in der intrazellularen Zellaktivierung, der
Wirkung und der Funktion von Interleukin 8, sowie der potenziellen Bedeutung flr

den klinischen Alltag von Dialysepatienten.
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3. Methoden und Material

3.1 Peripheral Blood Mononuclear Cells Isolation

PBMC steht fiir periphere mononukleére Zellen des Blutes. Unter diesen Uberbegriff
werden unterschiedliche Zelllinien wie die Lymphozyten und Monozyten, die eine
tragende Rolle in der angeborenen und erworbenen Immunabwehr spielen,
zusammengefasst.

Die Isolierung der PBMCs erfolgte nach folgendem Protokoll: Studienpatienten und
gesunden Probanden als Kontrollgruppe wurde venéses Vollblut in CPT Vacutainer
abgenommen. Die Abnahme erfolgte bei den Dialysepatienten vor Beginn der
Dialyse entweder aus dem Dialyseshunt bei bereits gelegter Nadel, alternativ aus
einem Vorhof- oder Shaldon-Katheter. Bei gesunden Probanden erfolgte die
Abnahme durch eine intraventse Punktion in der Ellenbeuge. Die CPT Ro6hrchen
wurden direkt nach der Abnahme mehrfach auf und ab geschwenkt, um eine
Mischung des Blutes mit dem in den Rohrchen vorhandenen Natriumcitrat zu
gewahrleisten und eine Gerinnung des Bluts zu verhindern. Direkt im Anschluss
wurden die CPTs 20 min auf 1650 G ohne Bremse zentrifugiert. Durch die
Gelbarriere kommt es durch die Zentrifugation zu einer Auftrennung der PBMCs von
anderen zellularen Bestandteilen des Blutes. Die PBMCs bilden eine, vom Plasma
optisch gut abgrenzbare weil3e Schicht, den sogenannten ,buffy coat® oberhalb der
Gelbarriere (siehe Abbildung 8).
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Abb. 8: CPT Réhrchen zu PBMC lIsolierung

links leer, mitte nach Vollblutabnahme, rechts nach Zentrifugation (Puleo, Carroll et al. 2017)
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Die weiteren Schritte wurden an einer sterilen Sicherheitswerkbank durchgefihrt.
Zuerst wurde Plasma separat abpipettiert und auf -80°C gelagert. Durch Schwenken
der CPT Vacutainer wurde der ,buffy coat® und das restliche Plasma vermischt und
in ein steriles 50ml Falcon Uberfuhrt. Dieses wurde dann mit DPBS auf 50 ml
aufgefullt und bei 260 G 10min zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen und das
Zellpellet erneut in 5ml PBS resuspendiert und wieder auf 50ml aufgefullt und erneut
bei 260G 10 min zentrifugiert.

Nach diesem zweiten Waschschritt wurde der Uberstand erneut verworfen, und die
Zellen nun in 2ml RPMI 1640 Medium resuspendiert und gezahit.
Die Zahlung der Zellen erfolge in 1:20-1:30 Verdunnung mit Turk'scher Ldsung
(Zellsuspension: RPMI: Turk'sche Losung in 1:9:10 — 1:14:15 Verdinnung) in einer
Neubauer Zahlkammer. Da fur eine moglichst genaue Zahlung die gezahlte Zellzahl
in der Kammer moglichst Uber 50 liegen sollte, wurde die Verdlinnung je nach
Zelldichte zwischen den oben genannten Konzentrationen angepasst. Die Inkubation
erfolgte fur 5min im Eppendorf-Gefal3, gefolgt von 3min in der Zahlkammer mit

Lagerung in einer feuchten Kammer.

Die Zellzahl errechnete sich mit folgender Formel wie vom Hersteller angegeben:

Zellen gezahlt

Zellzahl gesamt in 2 ml RPMI= -10000 - Verdiinnungsfaktor -2ml

Um die Zellen fur spéatere Experimente zu konservieren, wurden die PBMCs nach
Zentrifugation auf 260 G 10min und verwerfen des RPMI, in Freeze-Medium
resuspendiert. Letzteres setzt sich zusammen aus hitzeinaktiviertem FBS und 10%
Dimethylsulfoxide (DMSO) um die Bildung von Kristallen und damit verbundene
Zerstorung der Zellen beim Einfrierprozess zu verhindern (siehe Tabelle 4).
Pro Aliquot wurden die Zellen in 1ml Freeze-Medium resuspendiert, wobei die
Zellzahl pro Cryo-Tube zwischen 5 bis maximal 20 Millionen lag. Langsam
herabgekuhlt wurden die Zellen in einem Isopropanol-Behéalter (Mr. Frosty, siehe
Tabelle 1), welcher ein kontinuierliches Sinken der Temperatur von 1°C/Stunde im -
80°C Tiefkuhlschrank gewahrleistet. Das Isopropanol wurde alle 5 Einfrierzyklen

erneuert. Nach 24-48h wurden die Zellen in den Stickstofftank umgesetzt.
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3.2 Auftauen der PBMCs

Das Auftauen der PBMCs erfolgte im Warmebad bei 37°C fur ca. 1 Minute bis auf ein
kleines Eisstickchen im Gefal3. Das aufgetaute Aliquot wurde dann steril auf der
Werkbank ged6ffnet und mit insgesamt 10ml Medium (RPMI 1640 mit 10% FBS und
2% Penicillin/Streptomycin, vorgewarmt auf 37°C, siehe Tabelle 4) zigig
resuspendiert. Ziel war eine moglichst kurze Exposition der Zellen gegeniber des
toxischen DMSO zu gewabhrleisten, da zu langer Kontakt der Zellen zu deren
Absterben fuhren wirde. Das zweimalige Waschen der PBMCs erfolgte durch
Zentrifugation auf 500G fir 5min geldst in je 10 ml vorgewarmten Medium. Nach
erneutem Resuspendieren des Zellpellets wurden die Zellen Gber Nacht im Inkubator
in 10ml auf 37°C und 5% CO2 mit locker zugedrehtem Deckel im 50ml Falcon ruhen
gelassen.

Am nachsten Morgen wurden die Zellzahl der PBMCs bestimmt. Dafur erfolgte
zunachst die Zentrifugation des Flacons mit 500G fir 5min und anschlieRend nach
Verwerfen des alten Mediums die Resuspension in 2 ml frischem Medium.
Als Farbstoff wurde hier Trypanblau in 1:10 Verdinnung (Zellsuspension : Medium :
Trypanblau = 1 : 4 : 5) genutzt, da dieser durch seine Eigenschaften nur in nicht
vitalen Zellen angelagert wird und diese blau farbt (siehe Tabelle 4). Vitale Zellen
sind durch eine Aufhellung im Zentrum von nicht mehr vitalen PBMCs zu
unterscheiden. Die Zahlung in der Neubauer Zahlkammer erfolgte aufgrund der
toxischen Eigenschaften des Farbstoffs direkt ohne Inkubationszeit. Die Errechnung

der Zahl an vitalen Zellen erfolgte analog zur Formel in der PBMC Isolierung.
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3.3 Stimulation der PBMCs

Nach dem Auszahlen wurden die PBMCs in einer Konzentration von 0,5-2 Millionen
Zellen /well ausplattiert. Fir die Gewinnung von RNA oder Protein zur Durchflihrung
eines  Westernblot wurden 1-2 Millionen Zellen plattiert. In  den
Zellkulturexperimenten mit Gewinnung von Uberstanden wurde je mit 0,5-1 Millionen

Zellen gearbeitet.

Stimuliert wurde mit IL-6 in [1ng/ml- 10ng/ml], recombinant Human IL-8/CXCL 8 in [1
ng/ml- 100ng/ml- 200 ng/ml- 250 ng/ml], recombinant endothelial cell derived IL-8
[200 ng/ml] und LPS [100 ng/ml].

Die Stimulationsexperimente in der Zellkultur wurden mit je einem kurzen und einem
langen Stimulationsintervall durchgefiihrt. Die Uberstande und Zellen wurden im
kurzen  Stimulationszeitraum nach 5-8 Stunden geerntet. Der lange

Stimulationszeitraum betrug 24-36 Stunden.

Die RNA und Proteingewinnung erfolgte zusatzlich nach  kirzeren
Stimulationszeitraumen von 10-15 Minuten, um frihe Phosphorylierungen

nachzuweisen.

Geerntet wurden die Uberstande und Zellen unter sterilen Bedingungen. Die
Lagerung der Proben erfolgte bei -80°C.

Daruber hinaus erfolgten weitere Stimulationen mit Plasma von HD- Patienten. Das
Plasma wurde hierfur in einem Verhéltnis von 1:10 mit RPMI Medium verdinnt. Die
Plasmastimulation erfolgte tber Nacht und pro Probe insgesamt 3 Mal: je einmal mit
mannlichen und weiblichen Plasma der HD-Patienten, sowie mit einer
Plasmamischung aus den mannlichen und weiblichen HD-Patienten in einem
Mischungsverhéltnis von 1:1. Am Folgetag wurden die Plasmastimulationen
zusatzlich mit [100ng/ml] IL-8 fir 15 Minuten vor dem Ernten der Uberstande
inkubiert. Diese wurden ebenfalls auf -80°C gelagert und die Zellen fur den

Westernblot in Ripa Puffer geerntet.
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3.4 ELISA

Die Abkurzung ELISA steht fur Enzyme-Linked Immunosorbant Assay und
bezeichnet ein Testverfahren, welches Proteine mit Hilfe spezifischer Antikérper
nachweist. In der Technik des Sandwich ELISAs binden zwei Antikdrper gegen
unterschiedliche Epitope des zu untersuchenden Antigens. Hierfur wird auf einer 96
well Platte (siehe Tabelle 2) ein Film aus einem spezifischen Antikdrper gegen das
nachzuweisende Protein erzeugt, indem die Platte mit dem ersten Antikorper, dem
sogenannten ,Capture Antibody‘ Uber Nacht inkubiert wird (Coating). Dieser wurde
nach mindestens 12 Stunden Inkubationszeit von der Platte gewaschen (3x). Um
unspezifische Antikdrperbindungen zu verhindern, folgte das Blocken der Platte fur
mindestens 1 Stunde mit 1% BSA-L6sung (siehe Tabelle 4). Nach erneutem
Waschen (3x) wurde die zu untersuchende Probe pipettiert. Im Anschluss an die 2-
stindige Inkubation der Probe folgte nach 3x maligem Waschen der zweite
Antikorper, der ,Detection Antibody‘, welcher direkt an das Protein bindet und somit
die ,Sandwich® Technik des ELISAs komplettiert. Nach weiterer 2-stindiger
Inkubation und Waschen der Platte folgt der eigentliche Detektor, das Enzym.
Hierbei handelte es sich um die Streptavidin gekoppelte Meerrettichperoxidase
(HRP). Streptavidin ist ein bakterielles Protein, welches die Eigenschaft besitzt,
Biotin zu binden, und dartber an den biotinilierten Detection-Antibody bindet. Nach
20 min lichtgeschitzter Inkubation wurden die ungebundenen HRP Molekiile wieder
durch 3maliges Waschen aus den Wells entfernt, und nun das Substrat

hinzugegeben.

Das Substrat besteht aus zwei Reagenzien, welche kurz vor dem Pipettieren in
gleichen Teilen zusammengesetzt werden. Teil A des Substrats besteht aus
Wasserstoffperoxid (H202) und Teil B aus Tetramethylbenzidine (CisH20N2).
Tetramethylbenzidine wird durch die Meerrettichperoxidase aktiviert und fihrt zu
einer Blaufarbung. Diese farbkodierte Enzymreaktion wird nach circa 15 bis 20
Minuten, nach abgrenzbarer Farbung der niedrigen Standards, durch die Zugabe von
Schwefelsaure (2 NH2SO4) gestoppt. Dabei kommt es zu einem Farbumschlag ins
Gelbe. Die Messung der Absorption im ELISA Reader (siehe Tabelle 1) erfolgte
direkt im Anschluss bei 450nm und 560nm Wellenlange. Zum Nachweis der MMP
und des IL-8 per ELISA wurden die unten genannten Test-Kits genutzt (siehe Tabelle
3).
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~
ExE S
S
mit monoklonalen Antigzne ein zweiter monoklonaler Substrat wird hinzugefiigt und
Antikorpern beschich- binden an Antikdrper, der mit einem vam Enzym in ein farbiges
tetes Reaktionsgefali Antikdrper Enzym gekoppelt ist, Produkt umgewandelt; die
bindet an das immobili Geschwindigkeit der Farb-
sierte Antigen entwicklung ist propartional
zur Menge des Antigens

Abb. 9: Prinzip des Sandwich ELISAs Ausschnitt aus einer Abbildung von Berg,
Tymoczko et al. (2018)
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3.5 Westernblot

Proteingewinnung und Konzentrationsbestimmung: Zur Gewinnung von
Probenmaterial wurden die PBMCs wie oben beschrieben in der Zellkultur stimuliert.
Die Stimulation erfolgte einerseits fur 5 Minuten, um Uber die Phosphorylierung der
Proteine die frihe Aktivierung zu untersuchen, sowie fiir einen langeren
Stimulationszeitraum Uber 8 bis maximal 36 Stunden. Die Zellkulturplatten wurden
nach Ablauf der Stimulationsdauer fir 5min auf 500G zentrifugiert, sodass die Zellen
in der Mitte der Platte konzentriert waren. Nach Abpipettieren der Uberstande
wurden die Zellen in je 100-150ul RIPA Puffer (siehe Tabelle 5) lysiert und somit die
intrazellularen Proteine gewonnen. Um phosphorylierte Proteine vor Degradation zu
schitzen, enthielt der RIPA Puffer zudem einen Phosphatase- und Protease-
Inhibitor (siehe Tabelle 4).

Vor jedem Westernblot wurde mit Hilfe des BCA Protein Assay Reagent Kits die
Proteinkonzentration der zu untersuchenden Proben bestimmt (siehe Tabelle 3).
Jede Probe und Standard wurden doppelt pipettiert und gemessen. Nach der Zugabe
des BCA Reagenz (im Verhaltnis Reagenz A: Reagenz B = 50:1) wurde die Platte fur
30 min auf 37°C inkubiert, und direkt im Anschluss die Absorption gemessen. Der
Proteingehalt wurde durch Mittelung der Werte errechnet. Anhand dessen
berechnete sich die bendtigte Menge der Probe zum Beladen des Gels mit einer
Gesamtproteinmenge zwischen 20-30 pug. Um die Disulfidbriicken zu I6sen und die
Proteine zu entfalten wurde ein Puffer und 1M-Dithiothreitol (DTT) hinzugefligt. Die
Menge an Samplepuffer [ul] berechnete sich dber die zu pipettierende
Proteinmenge[ul] *0,25. Die bendtigte Menge von 1M DTT errechnete sich dann aus
(Proteinmenge [ul] +Samplepuffer [ul]) *0,07 (siehe Tabelle 5). Die Mischung aus
Protein, Samplepuffer und 1M DTT wurde 3 Minuten auf 90°C erhitzt, um die
Proteine vollstandig zu denaturieren. Bis zum Beladen des Gels erfolgte die
Lagerung auf Eis.

Gelelektrophorese: In der Gelelektrophorese konnen Proteine entlang einer
elektrisch angelegten Spannung ihrer GroRe nach aufgetrennt werden. Hierfur
verwendeten wir SDS Gele mit Puffern aus kommerzieller Herstellung, die mit

gleicher Proteinmenge beladen wurden. Fir die Westernblots mit Proteinen der
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intrazellularen IL-8 Signalkaskade verwendeten wir ein 10% BisTris Gel mit MOPs
Running Buffer, welches bei 200V fur 1 Stunde und 40 Minuten lief. Flr die
Durchfihrung des IL-8 Spaltungswesternblot wurde ein 12% BisTris Gel mit einem
MES Puffer bei erneut 200V und 1 Stunde Laufzeit genutzt. Als Marker wurde der
Precision Dual Color Standard mit Banden von 10-250 kDa und der Precision Plus
Protein Dual Xtra Standards mit Markerbanden von 2-250 kDa in einer Menge von
20-25 pl verwendet (siehe Tabelle 4 und 5).

Membrantransfer und Westernblot: Nach der gelelektrophoretischen Auftrennung
der Proteine erfolgte der eigentliche Westernblot, das Ubertragen der Proteine auf
eine Membran. Die Membran (0,45uM PVDF) wurde mit Methanol aktiviert, in dem
Blocking-puffer (5% BSA in TBST) geblockt und zum Transfer der Proteine
(,Blotten®) in einem nassen Minitransblot auf das Gel gelegt. Fiur den Transfer
verwendeten wir einen kommerziellen Transferpuffer (siehe Tabelle 5), welcher mit
destilliertem Wasser, TBST und 20% Methanol nach Herstellerangaben verdinnt

wurde.

Der Transfer erfolgte Uber 16 Stunden bei 4°C und 30V (siehe Abbildung 10, Tabelle
1). Die Membranen wurden nach dem Transfer fir mindestens eine Stunde in
Blockingpuffer (TBST+5%BSA) erneut geblockt. Die primaren Antikdper inkubierten
jeweils Uber Nacht in einer Verdinnung von 1:1000- 1:500 in Blocking-Puffer. Die
Inkubation von GAPDH erfolgte lediglich fir 1 Stunde. Vor der Inkubation mit dem
sekundaren Antikérper wurde die Membran fur 30 min in TBST (siehe Tabelle 5)
gewaschen. Dabei wurde das TBST immer nach 5min-10min-10min-5min erneuert.
Der sekundare Antikdrper wurde ebenfalls in Blocking-Buffer im Verhdltnis von
1:10000 verdunnt. Je nach Ursprungstier des priméaren Antikdrpers wurde hier der
passende sekundare- HRP konjugierte- Antikorper gegen Hasen-, Ziegen-, oder
Maus- Antikorper (siehe Tabelle 7) gewahlt und die Membran fur 40 min auf
Raumtemperatur inkubiert. Danach erfolgte ein weiterer Waschschritt fir 30 Minuten.
Die Entwicklung der Membran erfolgte mit Luminata Forte Western HRP Substrat
beziehungsweise mit Luminata Classico Western HRP Substrat (nur GAPDH) mit
einer Inkubationszeit von 5 Minuten (siehe Tabelle 4). Um mehrere Antikérper pro
Membran gleichzeitig farben zu konnen wurden die Membranen entlang der
Markerbande in 2 bis 3 Teile nach zu untersuchender Proteingrof3e geteilt. Als
Ladungskontrolle diente GAPDH (37kDa) und Vinculin (124kDa).
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Nach Entwicklung wurde das Substrat fur 5 min in TBST von der Membran
gewaschen und die gebundenen Antikérper mit einer Re-Blot Plus Strong Solution
(siehe Tabelle 4) und Inkubationszeit von 15 Minuten entfernt. Nach nochmaligem
Waschen fur 5 min in TBST wurde die Membran entweder getrocknet und auf 4°C

aufbewahrt, oder erneut fir 1h geblockt und mit einem weiteren Antikérper inkubiert.

Technische Besonderheiten ergaben sich beim Proteinnachweis nach
Plasmastimulation, da sich diese Proben aufgrund der erhohten Viskositat nur

schwer pipettieren liel3en.

IL-8 Spaltungswesternblot: Zum Nachweis mdglicher IL-8 spaltender Proteasen
wurde der gewonnene Uberstand aus der Zellkultur zunachst durch einen 30kDa
Filter zentrifugiert, um mogliche Verunreinigung durch IL-8 Rickstéande der
Stimulation zu verhindern. Dabei wurde der Uberstand aus der Stimulation mit IL-8
und LPS in einen autoklavierten Filter pipettiert und auf 14000G fur 10 Minuten
zentrifugiert. Der Teil der Probe, der sich nach Zentrifugation im Eppendorfgefald
befand, enthielt durch die Filtration alle Proteine des Uberstands die die 30kDa
passieren konnten, und wurde als untere Fraktion bezeichnet. Zum Ldsen der
verbliebenen oberen Fraktion wurde der Filter gedreht und erneut fir 2 Minuten auf
1000G zentrifugiert.

Die obere Fraktion (Proteine >30kDa) wurde dann erneut mit IL-8 versetzt und auf
37°C fur insgesamt 3 Stunden inkubiert. Zur Betrachtung des zeitlichen Verlaufs
entnahmen wir Anteile direkt nach Stimulation (0 Stunden), sowie 1 und 3 Stunden

nach Stimulationsbeginn.
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Abb. 10: Schematische Darstellung des Minitransblots- ,Sandwich-Technik"

Gel und Membran werden zusammen in Transferpuffer aquilibriert und danach zusammen umgeben
von Filterpapier in dem Sandwich aufeinander fixiert und von Transferpuffer umgeben an die
Spannungsquelle angeschlossen
(https:/imww.biorad.com/webroot/web/images/Isr/solutions/technologies/protein_electrophoresis_blotti
ng_and_imaging/western_blotting/technology_detail/pet24_general_wf.gif)
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3.6 Bead Array Assay

Der Nachweis von Proteinen erfolgte neben dem Westernblot und ELISA auch Uber
ein Bead Array Assay. Hier werden die Proteine Uber Beads gebunden und durch
unterschiedliche Floureszenzintensitaten in der Durchflusszytometrie (FACS)
sichtbar gemacht.
Der Vorteil dieser Methode gegenuber einem ELISA ist, dass durch die
unterschiedlichen spezifischen Beads mit 50 pl einer Probe direkt mehrere Zytokine
nachgewiesen werden konnen, wahrend der ELISA spezifisch nur ein Protein
nachweist. Die Beads sind analog zum ELISA mit einem ,Capture’ Antikdrper
Uberzogen. Diese binden die zu untersuchenden Proteine. Daran bindet ein
,Detection‘ Antikorper, der mit einem Reporter Protein konjugiert ist (siehe Abbildung
11). Es wurden zwei Test-Kits verwendet, welche die Proteine in unterschiedlichen
Konzentrationen detektieren kdnnen. Einmal das Master Test Kit mit Konzentrationen

in [pg/ml], und das Enhanced Test Kit in [fg/ml] (siehe Tabelle 3 und 7).

Fur die Durchfuhrung des Bead Arrays wurden die Standards und Proben mit je 50 pl
pro Well ausplattiert und der Capture Bead Mix hinzugegeben. Die Dosierung der
Beads erfolgte fur das Master Test Kit mit 0,5 pl Beads pro Well, fir das Enhanced
Test Kit mit 1 pl Beads pro Well. Diese wurden mit einer Verdinnungslosung
gemischt, sodass 50ul der Capture Antikérper Losung pipettiert wurde. Der Capture
Antikdrper wurde fur 1h im Master Test Kit und fur 2h im Enhanced Test Kit bei
Raumtemperatur dunkel inkubiert. AnschlieRend wurde der Detektionsantikdrper, der
zuvor in gleicher Weise wie der Capture Antikdrper vorbereitet wurde auf die Platten
gegeben. Um eine bestmdgliche Vermischung der Beads zu erreichen, wurde die
Platte fir 5 Minuten auf einer Platte geschittelt und danach fir 2h auf

Raumtemperatur inkubiert.

Im Master Test Kit erfolgte danach eine Zentrifugation der Platte auf 350G fur 5
Minuten, die Uberstande wurden verworfen und die Platte zweimalig mit einem
Waschpuffer gewaschen. Die Beads wurden dann in 200 pl resuspendiert und im

FACS gemessen.

Im Enhanced Test Kit erfolgte nach der Zentrifugation der Platte und zweimaligem
Waschen eine erneute Inkubation fur 1h mit einem zusétzlichen Reaktionsreagenz.
Die Platte wurde danach erneut gewaschen(1x) und die Beads zur Messung in 200

ul resuspendiert.
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Die Messung der Beads erfolgt mit dem FACS Diva (siehe Tabelle 1). Die erhobenen
Daten wurden mittels BD Bead Array Software ausgewertet, welche Uber die
Intensitat der Fluoreszenz der Reporter Proteine eine Standardkurve erstellt und die
Menge der Zytokine in den Proben berechnet. Die Daten wurden zur Statistischen

Analyse in Excel exportiert.
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Abb. 11: Schematische Darstellung Bead Array Essay.

Die Beads werden mit Probe und Detektionsantikérper inkubiert. Die Detektionsantikdper sind mit
einem Reporterprotein konjugiert (rot). Nach dem Waschen der Platte werden die Beads in der
Durchflusszytometrie analysiert. Uber die mittlere floureszierende Intensitat (MFI) des
Reporterproteins (PE) wird die Konzentration des vorhandenen Beads berechnet und dartiber eine

Standardkurve erstellt. (https://www.bdbiosciences.com/en-us/applications/research-
applications/bead-based-immunoassays)
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3.7 RNA Isolation
Die Gewinnung der RNA erfolgte mit dem PureLink®RNA Mini Kit von Ambion (siehe

Tabelle 3). Bei Zellzahlen von 1-2Millionen wurde 300 pl Lysis Buffer verwendet und
die lysierten Zellen in ein RNAse- freies Eppendorf Gefal3 Gberfihrt. Dazu wurde in
gleicher Menge 70% Ethanol pipettiert und das Gefald gevortext. Danach wurde die
Losung vollstandig in ein Filter mit Sammeleppendorf pipettiert und auf 12000 G fur
15 Sekunden auf Raumtemperatur zentrifugiert (siehe Tabelle 1). Die in das
Sammeleppendorf zentrifugierte  Flussigkeit wurde verworfen und dieser
Zentrifugationsschritt 3-4 fach wiederholt, bis die Probe vollstandig verarbeitet war.
Danach wurden 700 pl Waschpuffer | in den Filter hinzugegeben und das Gefal}
erneut fur 15 Sekunden auf 12000 G zentrifugiert. Der Filter wurde in ein neues
Sammeleppendorf gesetzt. Nun wurden 500 pl vom mit Ethanol versetzten
Waschpuffer Il auf den Filter gegeben und erneut zentrifugiert. Nach dem erneuten
Waschen mit dem zweiten Waschpuffer wurde der Filter fur 2 Minuten auf 12000 G
trockenzentrifugiert und anschlielBend in ein neues Eppendorf tberfuhrt. Mit 80ul
RNAse freiem Wasser wurde der getrocknete Filter fir 1 min auf Raumtemperatur
inkubiert. Durch Zentrifugieren auf 12000 G fir 2 min wurde dann die isolierte RNA

aus dem Filter in das Eppendorfgefald gelost. Diese wurde auf -80°C gelagert.
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3.8 Real-time PCR

Die Real Time Polymerase Kettenreaktion dient zum quantitativen Nachweis von
DNA. Die nach oben beschriebenem Protokoll isolierte RNA musste zur
Durchfihrung der PCR zunachst in cDNA umgeschrieben werden. Dafir wurde die
RNA auf Eis aufgetaut, fir maximal 5min auf 65°C erhitzt und danach direkt wieder
auf Eis gestellt. 5pl RNA wurde mit 5 pul cDNA Synthesis Mix bestehend aus Fs
Buffer 5x, DTT, dNTPs, RNAsin, Acrylamide working solution, Hexa, H20 und
Superscript pipettiert. Der Mix wurde dann fur 2h auf 42°C inkubiert. Um die
Enzymreaktion zu stoppen, folgte nach 2h ein Erhitzen auf 85°C fur 5 Minuten. Die

nun in cDNA transkribierte RNA wurde bei -20°C gelagert.

Die Real Time PCR erfolgte mit der cDNA in 1:10 Verdunnung. Fir die Durchfiihrung
der PCR wurde EvaGreen ® mit 5% Reverse und Forward Polymerasen (siehe
Tabelle 6) versetzt und mit der cDNA zusammen im Thermocycler gemessen (siehe
Tabelle 1). Die Methodik beruht auf der Technik der DNA-Amplifikation. Dabei lasst
sich Uber die Menge der amplifizierten DNA Rickschlisse auf die urspringlich
vorhandene DNA- Menge ziehen. Die Messung erfolgt in mehreren Zyklen, wobei die
Proben zunéchst auf etwa 100°C erhitzt werden, um eine Denaturierung des DNA-
Doppelstrangs zu erreichen. Die thermostabilen DNA-Polymerasen bleiben weiterhin
intakt und kénnen nach Herabkihlen der Probe an die jeweiligen DNA-Einzelstrange
einen analogen Doppelstrang synthetisieren. Dieser Schritt wird fir mehrere Zyklen
wiederholt.

Der Vorteil der realtime PCR besteht darin, dass die Menge der sich vermehrenden
DNA, direkt durch Floureszenz sichtbar gemacht werden kann, und eine Auftrennung

der DNA mittels Gelelektrophorese nicht mehr notwendig ist.
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3.9 Migrations- Assay

Zum Nachweis unterschiedlich starker Migration der PBMCs flhrten wir zwei
Migrationsexperimente durch (siehe Tabelle 2). Hierfir wurden Proben von
gesunden Kontrollpatienten und HD-Patienten verwendet. Die Durchfihrung der
Migrationsversuche erfolgte mit der freundlichen Unterstitzung des Laborbiologen
Javier Carbajo.

Zunachst untersuchten wir die Migration in der unidirektionalen Migrationskammer
(siehe Abbildung 12 links). PBMCs mannlicher und weiblicher Dialysepatienten
wurden gepaart pipettiert und als Stimulationsreiz, neben der Negativkontrolle mit
normalem Medium, Interleukin 8 [100ng/ml] verwendet. Nach 6 und 24 Stunden
wurde die Kammer unter dem Mikroskop fotografiert und die Zahl der Zellen pro
Streckenabschnitt in Zusammenhang zur Gesamtzellzahl und des jeweils anderen
Geschlechts gesetzt.

Im zweiten Experiment wurde nicht IL-8 allein als Stimulationsreiz genutzt, sondern
es erfolgte ein bidirektionaler Experimentaufbau (siehe Abbildung 12 rechts): PBMCs
gesunder Probanden wurden in die Mitte der Migrationskammer pipettiert. Rechts
und links davon wurde als Stimulationsreiz der Uberstand aus der Zellkultur, der mit
Interleukin 8 stimulierten PBMCs mannlicher und weiblicher Dialysepatienten,

hinzugegeben.

Der Uberstand wurde analog zum IL-8 Spaltungswesternblot (siehe Kapitel 3.5)
mittels einem 30kDa Filter in eine obere Fraktion (Proteine >30kDa) und eine untere
Fraktion (Proteine <30kDa) beziehungsweise auch als volle Fraktion mit allen
Proteinen verwendet. Die obere Fraktion wurde erneute mit IL-8, sowie IL-8 und
Proteinaseinhibitor versetzt und zur Migrationsstimulation verwendet. Analog zum
unidirektionalen Experiment wurde nach 6, 12 und 24 Stunden die Kammer unter
dem Mikroskop fotografiert und die Zellzahlen auf der Seite der mannlichen mit der
auf weiblicher Seite verglichen.
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Abb. 12: Verwendete Migrationskammern fur unidirektionale Migration (links) fur je 6

Proben und bidirektionale Chemotaxis (rechts) fir je 3 Proben
(https://ibidi.com/img/cms/products/labware/channel_slides/S_8060X_Slide_VI04/S_8060X_Slide_ VIO
4 RGB.jpg und
https://ibidi.com/img/cms/products/labware/channel_slides/S_8032X_Chemotaxis/S_8032X_Chemota
xis_RGB.jpg)


https://ibidi.com/img/cms/products/labware/channel_slides/S_8060X_Slide_VI04/S_8060X_Slide_VI04_RGB.jpg
https://ibidi.com/img/cms/products/labware/channel_slides/S_8060X_Slide_VI04/S_8060X_Slide_VI04_RGB.jpg

46

3.10 Auswertung und Statistische Analyse

ELISA: Die gezeigten Balkendiagramme zeigen die Mittelwerte der jeweils in
Mannern und Frauen gemessenen Proteinmengen nach Stimulationsmodus mit dem
dazugehdrigen ,Standard Error of the Mean“ (SEM). Die Auswertung erfolgte in

Microsoft Excel. Test auf Signifikanz erfolgte mit dem T-Test.

Westernblot: Die Entwicklung der Westernblots erfolgte mit der INTAS Kamera und
dazugehdriger Software. Die Dauer der Entwicklung betrug je nach Antikoérper

zwischen 2-15 Minuten.

Bead Array: Die Auswertung der Rohdaten erfolgte mit der Software von BD
Systems, die ein Export der berechneten Daten in Microsoft Excel ermdglicht. In

Excel erfolgte die Analyse analog zur Auswertung des ELISAs.

ISAR Kohorte: Der ISAR Datensatz wurde mit Hilfe der Auswertungssoftware SPSS
statistisch analysiert. Die IL 8 Daten konnten unter Anwendung des naturlichen
Logarithmus [statistischer Ausdruck: In(value+1)] die Normalverteilung erreichen.
Neben der Uberlebenskurve (Kaplan-Meier-Analyse) wurden Logrank und Chi-
Quadrat-Tests durchgefihrt und auf ihre Signifikanz hin gepruft. Relevante klinische
Parameter wurden vom ISAR Konsortium gesammelt und fur diese Arbeit zur

Verfligung gestellt.
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3.11 Studienkollektive und Patientenproben

ISAR Kohorte: Die Isar-Kohorte (Risikostratifikation in ESRD- die ISAR Studie
NCT01152892) bildet ein Dialysekollektiv von insgesamt 519 Patienten aus 17
Dialysezentren in und um Muinchen, welches zwischen September 2010 bis Januar
2014 rekrutiert wurde und bis zum heutigen Datum jahrlich nachverfolgt wird (Stand
2020). Neben den klinischen Daten wurden auch Serum und EDTA Blut gewonnen,
eine 24h Blutdruckmessung mit Bestimmung der Pulswellengeschwindigkeit, ein 24h
EKG, sowie die statische und dynamische Messung der retinalen Gefal3e und eine
neurokognitive Testung mit dem MoCa Test durchgefuhrt. Ziel der prospektiven
Studie war es eine neue Risikostratifizierung bezuglich der erhdhten
Gesamtmortalitat sowie der kardiovaskularen Mortalitaét von Dialysepatienten zu
erstellen (Schmaderer, Tholen et al. 2016). In die hier vorliegende Auswertung
konnten mangels Serummaterialien und nach Ausschluss farbiger Patienten aus der
Analyse zu IL-8 letztendlich 465 Patienten eingeschlossen werden (Manner n= 321,
Frauen n=144) (Daten erhoben und zur Verfigung gestellt durch das ISAR

Konsortium).

Citrat-Acetat-Studie: Im Rahmen Citrat-Acetat-Studie (NCT02745340) wurden die
Unterschiede zwischen Acetat und Citrat im Dialysat untersucht. Die Studie wurde im
cross over Design durchgefiihrt und Citrat im experimentellen Arm als Ersatz fur
Acetat untersucht. Die Studienarme wurden bezlglich der Morbiditat und
Lebensqualitat miteinander verglichen. Dabei wurden im Gegensatz zur ISAR
Kohorte neben den klinischen Daten und Serum auch PBMCs und Plasma isoliert.
Die PBMCs aus dieser Studie dienten in dieser Arbeit als Dialysepatientenmaterial

der Stimulationsexperimente mit Interleukin 8 (n=39).

MCO Filter Studie: Diese Dialysestudie (NCT03270371) wurde von Juli 2017 bis
Februar 2018 beziehungsweise Januar 2018 bis August 2018 an insgesamt 46
Dialysepatienten  (ambulante HD- Patienten des Klinikum rechts der Isar und
Patienten des KfH-Dialysezentrums in Dachau) durchgefiihrt. Das Studiendesign
entsprach einer Cross-over Studie. Die Patienten wurden randomisiert in 2 Gruppen
eingeteilt- eine Gruppe erhielt den Medium-cut-off Filter bereits im ersten Abschnitt
der Studie, die zweite Gruppe im zweiten Studienabschnitt. Der Aufbau gliederte sich

in eine 1-monatige ,Run in“ und ,Wash-out* Phase zu Beginn und zwischen den 3 -


https://clinicaltrials.gov/show/NCT03270371
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monatigen Studienarmen, in denen alle Patienten mit dem Vergleichsfilter FX80 oder

FX60 dialysiert wurden.

Im ersten Studienabschnitt erhielten die Patienten der ersten Gruppe fir 90 Tage
den experimentellen Medium Cut off Filter (Theranova 400), wahrend die Patienten
der Kontrollgruppe weiter mit dem Vergleichsfilter dialysiert wurden. Im zweiten
Abschnitt der Studie wurden die Gruppen gemal des Cross-over Design nun
getauscht.

Im Studienverlauf, jeweils zum Beginn und Ende des 90-tagigen Abschnitts, erfolgte
die Abnahme eines 24h-Urinsammelurin und Stuhlproben, als auch Blutproben vor
Dialysebeginn sowie Dialysat, das kontinuierlich Uber die gesamte Dialysedauer
gesammelt wurde. Auch sequenziell wahrend der Dialyse wurde 1h, 2h und 4h nach

Dialysebeginn erneut Blut abgenommen.

Aus diesem Studienkollektiv wurde im Rahmen der Untersuchung der Inflammation
durch IL-8 die sequenziellen Serumproben verwendet und der FX80/60 gegenuber
dem Theranova 400 verglichen. Dabei wurden 34 Patienten, die die Studie
erfolgreich beendet haben in die Berechnung eingeschlossen (10 Frauen, 24

Mé&nner)

Probenmaterial Patienten und gesunde Kontrolle des experimentellen Teils: Die
im Folgenden gezeigten Ergebnisse wurden an insgesamt 39 Dialysepatienten aus
dem Kollektiv der Citrat Acetat Studie erhoben. Davon waren 19 Patienten
weiblichen, 20 Patienten mannlichen Geschlechts gepaart nach Alter und
Komorbiditaten.

Die auf die Dialyseparchen, nach Alter und Komorbiditaten gepaarte, gesunde
Kontrolle beinhaltete insgesamt 31 Patienten, davon 16 weibliche und 15 mannliche.

Im Rahmen der Etablierung verschiedener Methoden, wurden gesunde
Kontrollproben von Mitarbeitern des Klinikums rechts der Isar gesammelt. Diese
junge gesunde Gruppe beinhaltete insgesamt 26 Probanden, davon 14 weibliche und

12 méannliche, die nach Alter gepaart wurden.



3.12 Material und Reagenzien

Tabelle 1

Laborgeratschaften
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Gerat

Bezeichnung

Hersteller, Firmensitz

ELISA-Reader

Durchfluss-
zytometer

Analysesoft-ware

Inkubator

Sicherheitswerk-
bank

Mr. Frosty

Zentrifuge
Eppendorf

Zentrifuge Tubes
pH- Meter
Vortex
Magnetrihrer

Spannungs-quelle

Heizplatte

Heizblock

Schwenker

Kamera
Westernblot

Mikroskop

Multiscan FC

CytoFLEX

BD FACS Canto™

FlowJo software
FCAP Array Software v3.0

Heracell ™ 150i CO2
Incubator

Herasafe®
Qualifreeze Cryo-
Einfriergerat

Centrifuge 5424 R

Multifuge 3 L-R
pH-Meter

Vortex Mixer 7-2020
MR 3001

PowerPac 1000
EC3000P

Thriller

HBT 130

Duomax 1030

ChemosStar INTAS

OptTech

Thermofisher Scientific,
Massachusetts, USA

Beckman Coulter, Californien, USA

Becton Dickinson, New Jersey, USA

TreeStar, Ashland, US
BD Biosciences, New Jersey, USA

Thermofisher Scientific,
Massachusetts, USA

Heraeus, Hanau, Deutschland
Qualilab®, Olivet, Frankreich
Eppendorf AG, Hamburg,
Deutschland

Heraeus, Hanau, Deutschland
Sartorius, Gottingen, Deutschland
neolab, Heidelberg, Deutschland
Heidolph, Schwabach, Deutschland
BioRad Laboratories, Californien,
USA

Thermo EC, Thermofisher Scientific,

Massachusetts, USA

Peglab/VWR International,
Pennsylvania, USA

HLC BioTech/DITABIS, Pforzheim,
Deutschland

Heidolph, Schwabach, Deutschland

Intas Science Imaging GmbH,
Gottingen, Deutschland

OptTECH Germany



PCR Cycler

Manuelle
Pipettierhilfe

Wasserbad-
Inkubator

Zahlkammer

Stickstofftank

Lightcycler Roche, Basel, Schweiz
eppendorf Research Eppendorf AG, Hamburg,
200, 100, 10 pl Deutschland
eppendorf research plus 1000,
100, 10yl
Corning Lambda Plus Sigma Aldrich, Missouri,
Single Channel Pipettor USA

1000, 200, 100, 20, 10 pl

SW 21 Julabo Labortechnik,
Seelbach, Deutschland

C-CHIP Neubauer Improved Einweg- NanoEnTek Inc., Seoul,
Zahlkammer Korea

Art. Nr. DHC-NO1
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Tabelle 2 Einwegmaterialien

Verwendung Bezeichnung Hersteller

eppendorf Tubes 0,5ml, 1,5ml, 2ml eppendorf AG, Hamburg,
Deutschland

Tubes 15ml, 50ml Cellstar TUBES greiner bio-one,

12 /24 Well-Platten
Zellkultur

96 well PlattenELISA
96 well Platten
FACS

Westernblot-
membran

Vollblut fir PBMC
Isolation
Serumagquisition

Cryo-Tubes

Pipettenspitzen

Migrationskammer

12/24 Well ZellkulturTestPlatte

96 well plate, flat bottom

ELISA Platte, Medium Bind. V-
Bottom

PVDF Membran 0,45 pm

BD Vacutainer® CPT™ Ro6hrchen
Art. Nr.: 362782

S-Monovette® 7,5 ml Z Art. Nr.
01.1601

Cryo Tubes 1,6ml Art. Nr. 72.380

SurPhob Spitzen 1000, 200,10 pl

Channel slides Cat.no. 80606,
80326

Kremsmiinster, Osterreich
TPP, Trasadingen, Schweiz
Thermo Scientific,
Massachusetts, USA
Sarstedt, Niimbrecht,

Deutschland

Merck Millipore,
Massachuettes, USA

Becton Dickinson, New Jersey,
USA

Sarstedt, Numbrecht,
Deutschland

Sarstedt, Numbrecht,
Deutschland

Biozym, Hessisch Oldendorf,
Deutschland

Ibidi, Gréfelfing, Deutschland
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Tabelle 3 Kits
Verwendung  Kit Hersteller
Elisa Human MMP-9 DuoSet ELISA (DY911) R&D Systems, Minnesota,

RNA Isolierung

Protein-
bestimmung

Bead Array
Assay

Human MMP-2 DuoSet ELISA (DY902)
Human Total MMP-8 DuoSet ELISA
(DY908)

Human Total MMP-1 DuoSet ELISA
(DY901B)

Human IL-8/CXCL8 DuoSet ELISA
(DY208)

Human IL-6 Quantikine ELISA kit (S6050)

ambion by life technologies™PureLink®
RNA Mini Kit

Pierce™ BCA Protein Assay Kit (#23227)

BC Cytometric Bead Array (CBA)
(558265)
BC Cytometric Bead Array (CBA)
(561523)

USA

Thermo Scientific,
Massachusetts, USA

BD Biosciences, New Jersey,
USA
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Tabelle 4 Chemikalien, Reagenzien,
Medien, Liganden
Verwendung Bezeichnung Hersteller
Zellfarbung fur Turk'sche Lésung zur Morphisto Evolutionsforschung und
Zahlung Leukozytenzahlung Art. Nr. Anwendung GmbH, Frankfurt am Main,
11651.00500 Deutschland
Trypanblau Lésung (0,4%) Art.  Sigma Aldrich, Missouri, USA
Nr. T8154
Zellfreezing Bovine Calf Serum Art.Nr.
12133C
Dimethylsulfoxid (DMSOQ) Art.
Nr. D2660
Freezemedium: 10% FCS
+(1%DSMO)
Waschpuffer/  Dulbecco's Phosphate Buffered
FACS Puffer  Saline Art. Nr. D8537
Medium RPMI 1640 Medium Art. Nr.
Zellkultur R875
Antibiotika Penicillin-Streptomycin 10000
units/10mg/ml Art. Nr. P4333
Liganden IL-8 recomb. Art.Nr. 208-IL R&D Systems, Minnesota, USA
(CXCR)
IL-8 endothelial cell derived Art.
Nr. 618-IL/CF
IL6 Art. Nr. 8904LF Cell Signaling Technology, Massachusetts,
USA
Liganden LPS
(TLR)
Bovines BSA Art. Nr. A9647 Sigma Aldrich, Missouri, USA
Serum

Albumin (BSA)

Proteinase
Inhibitor

Phosphatase
Inhibitor

Protein-
Marker

PhosphoSTOP EASYpack Art. Roche, Basel, Schweiz
Nr. 04906837001

complete ULTRA Tablets, Mini

EASYpack, Art. Nr.

05892970001

Precision Dual Color Standards Bio-Rad, Californien, USA
Art. Nr. #161-0374

Precision Dual Color standards

Art. Nr. #161-0377



Substrat
Westernblot

Reblotting
Westernblot

rt-PCR

andere
Chemikalien

Luminata Classico Western
HRP Substrat Art. Nr.
WBLUCO0500

Luminata Forte Western HRP
Substrat Art. Nr. WBLUF0500

Reblot Solution (10x) Art. Nr.
2488967

Superscript
Tween 20

H2S04
Isopropanol, Methanol

Merck Millipore, Massachusetts, USA

Thermo Scientific, Massachusetts, USA

Sigma Aldrich, Missouri, USA
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Tabelle 5 Pufferzusammensetzung

Verwendung Puffer Zusammensetzung/Hersteller
Protein- RIPA Puffer Art. Nr. R0278 Sigma Aldrich, Missouri, USA
extraktion

Sample-buffer

Gelelektro-
phorese

Westernblot

Wasch-puffer

ELISA Kits

NUPAGE™ LDS SampleBuffer
(4x) Art. Nr. NPOOO7
DL-Dithiothreitol solution (DTT)
Art. Nr. 646563

NuPAGE™10% Bis-Tris Gel
1,5mm; 12% Bis-Tris Gel 1,0mm
TBS (10x)

TBS-T

MOPs SDS Running Buffer

MES SDS Running Buffer

Transferbuffer

Blocking Buffer

Reagent Diluent R&D ELISA Kits
Stop Solution H2SO4

invitrogen, Thermofisher Scientific,
Massachusetts, USA
Sigma Aldrich, Missouri, USA

invitrogen, Thermofisher Scientific,
Massachusetts, USA

24,23g TRIS-hydrochlorid, 80,06g NaCl,
800ml dd Wasser, pH 7,6

100ml TBS (10x) + 900ml dd Wasser +
1ml Tween 20

novex by life technologies Art. Nr.
NP0001 Thermofisher

novex by life technologies Art. Nr.
NPO0002 Thermofisher

50 ml Running Buffers verdinnt mit 950
ml dd Wasser

novex by life technologies Art. Nr.
NP0006-1 Thermofisher

50 ml Transfer Buffers verdiinnt mit 750
ml dd Wasser+200m| Methanol

novex by life technologies Art. Nr.
NP0006-1 Thermofisher

50 ml Transfer Buffers verdiinnt mit 750
ml dd Wasser+200m| Methanol

5% BSA in TBST

Reagent Diluent (10x) Art. Nr. DY995,
R&D Systems



Tabelle 6 Primer RT PCR

Gen

Accession Nr.

Sequenz

18S

GAPDH

IL-8

CXCR 1

CXCR 2

MMP-2

MMP-8

MMP-9

MMP-12

TIMP-1

NM_014716

NM_002046

NM_000584

NM_000634

NM_001557

NM_004530

NM_002424

NM_004994

NM_002426

NM_003254

forward primer:
reverse primer:

forward primer:
reverse primer:

forward primer:
reverse primer:

forward primer:
reverse primer:

forward primer:
reverse primer:

forward primer:
reverse primer:

forward primer:
reverse primer:

forward primer:
reverse primer:

forward primer:
reverse primer:

forward primer:
reverse primer:

5'-GCAATTATTCCCCATGAACG-3'
5'-AGGGCCTCACTAAACCATCC-3'

5'-GAAGGTGAAGGTCGGAGTC-3'
5'-GAAGATGGTGATGGGATTTC-3'

5'-GGTGCAGTTTTGCCAAGGAG-3'
S-TTCCTTGGGGTCCAGACAGA-3'

5-ATCTGTCCCTGCCCTTCTTC-3'
5'-GACGACAGCAAAGATGACCC-3

5'-CAGTTACAGCTCTACCCTGCC-3'
5'-CCAGGAGCAAGGACAGACCC-3

5'-AGCGAGTGGATGCCGCCTTTAA-3'
5'-CATTCCAGGCATCTGCGATGAG-3'

5'-TGGACCCAATGGAATCCTTGC-3'
5'-ATAGCCACTCAGAGCCCAGTA-3'

5'-CACTGTCCACCCCTCAGAGC-3'
5'-GCCACTTGTCGGCGATAAGG-3'

5'-TGGACCTGGATCTGGCATTG-3'
5-GTGGGGAACATTACGGCCTT-3'

5-GACGGCCTTCTGCAATTCC-3'
5'GTATAAGGTGGTCTGGTTGACTT-3'



Tabelle 7

Antikdrper
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Verwendung

Bezeichnung/Zielstruktur Hersteller

Primare
Antikérper WB

Sekundéare
Antikorper
Westernblot

Beads
soluble

Proteins
Master Kit

Phospho-p38MAP Kinase Art. Nr. Cell Signaling Technology,
#9211 Massachusetts, USA
Phospho-p44/42 MAPK (ERK1/2)

(Thr202/Tyr204) Art. Nr. #9101

Phospho-Akt (Ser473) Art. Nr. #9275

Akt (pan) (40D4) Art. Nr. #2920
Phospho-SAPK/INK (Thrl83/Tyr185)
Art.Nr. #9251

Stat3 (79D7) Art. Nr. # 4904
Phospho-Stat3 (Tyr705) (D3A7) Art.
Nr. #9145

GAPDH (D16H11) Art. Nr. #5174

Human Phospho Src (Y416) Art. Nr.  R&D Systems, Minnesota, USA
MAB2685

Human IL-8/CXCL8 Antibody Art. Nr.

AF-208-NA

IL-8 (1-77) (CXCL8) Monoclonal eBioscience™, Thermofisher
Antibody (N11) Art. Nr. 14-7189-80 Scientific, Massachusetts, USA

rabbit anti-goat IgG-HRP sc-2768 Santa Cruz Biotechnology,
goat anti-mouse IgG-HRP sc-2005 Californien, USA

goat anti-rabbit IgG-HRP sc-2004

IP-10 Art. Nr. 558280 BD Biosciences, New Jersey
Rantes Art. Nr. 558324
Fractalkine Art. Nr. 560265
Granzyme B Art. Nr. 560304
VEGF Art. Nr. 558336
MCP-1 Art. Nr. 558287

IL-8 Art. Nr. 558277
IL-12p70 Art. Nr. 558283
IL-6 Art. Nr. 558276

MIP-1a Art. Nr. 558325
MIP-1b Art. Nr. 558288
IL-11 Art. Nr. 560228

IL-13 Art. Nr. 558450
Eotaxin Art. Nr. 558329

MIG Art. Nr. 558286



Beads
Enhanced
Human
Soluable
Proteins
Master Kit

elL-2 Art. Nr. 561517 BD Biosciences, New
elL-4 Art. Nr. 561510 Jersey, USA

elL-17A Art. Nr. 562261

elL-10 Art. Nr. 561514

elFN-y Art. Nr. 561515

TNF a Art. Nr. 560112

elL-6 Art. Nr. 561212
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4. Ergebnisse

4.1 HD-spezifische geschlechterabhangige Unterschiede im IL-8
Signaling

4.1.1 Junge gesunde Vergleichsgruppe zeigt keine
geschlechterspezifischen Unterschiede im IL-8 Signaling nach

Stimulation

Interleukin 8 zeichnet sich durch vielfaltige, vornehmlich proinflammatorische,
Wirkung und Funktion im menschlichen Organismus aus. Die bekannteste Funktion
ist die Migration neutrophiler Granulozyten zum Ort der Entzindung, sowie die
Induktion von weiteren Proteasen und Adhé&sionsmolekilen, darunter vor allem
MMP-9, die die Diapedese durch Degradation der extrazellularen Matrix erleichtert
(Baggiolini, Walz et al. 1989, Baggiolini und Clark-Lewis 1992).

Um die Frage nach geschlechterspezifischen Unterschieden in der Wirkung von IL-8
in Dialysepatienten zu beantworten, begannen wir zunachst mit einer jungen
gesunden Vergleichsgruppe und stimulierten PBMCs mit Interleukin 8 und LPS. Um
die Aktivierung der intrazellularen Signalkaskade zu untersuchen, lysierten wir die
Zellen nach circa 10-minutiger Stimulationsdauer, um die frihe Phosphorylierung im
Rahmen der Aktivierung dieses Signalweges darzustellen. Im Westernblot zeigte
sich bei insgesamt 4 méannlichen und 3 weiblichen Probanden ahnlich starke Banden
fur pJNK, pSTAT3, sowie auch AKT und pMAPK in Frauen und Mannern (siehe
Abbildung 13A). Auch in der Messung der mRNA nach langerer Stimulationsdauer
Uber 6 Stunden konnten keine signifikanten Unterschiede der Geschlechter in der
Expression von IL-8, MMPs, und CXCR1/CXCR 2 festgestellt werden. Lediglich
MMP-8 wies eine signifikant hthere Expression nach IL-8 Stimulation in Frauen auf
(siehe Abbildung 13B).

Zusammenfassend konnte in der jungen gesunden Vergleichsgruppe kein
signifikanter Unterschied in der Intensitdt der intrazellularen Aktivierung durch
Interleukin 8 Stimulation nach kurzer Stimulationsdauer gezeigt werden. Ahnliche
Ergebnisse zeigten sich auch nach langer Stimulation (nicht gezeigt).
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gesunder Vergleichsgruppe



61

A: Westernblot: Proteine der IL-8 Signalkaskade- pSTAT3 (79,86 kDa), pAKT (60 kDa), AKT (60
kDa), pJNK (46,54 kDa), pMAPK (43 kDa), Loadingkontrolle mit GAPDH (37 kDa)
Zahlen (1-3) kennzeichnen identische Patienten IDs (Méanner n=4, Frauen n=3)
B: mRNA Expression (Méanner n=7, Frauen n=5): geschlechterabhéngige signifikanter Unterschiede
nach Stimulation mit IL-8 in der MMP-8 Expression

Statistischer Vergleich mittels T-Test fur unabhéangige Stichproben, mit Signifikanzniveau * p=0,02

Auf der X-Achse mannliche und weibliche HD-Patienten in der unstimulierten Negativkontrolle und
nach Stimulation mit IL-8, mRNA = (Zyklusanzahl (RNA) — Zyklusanzahl (18S))*2 normiert auf GAPDH
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4.1.2 HD- abhéngiges geschlechterspezifisches IL-8 Signaling

Nachdem in der jungen gesunden Vergleichsgruppe kein geschlechterspezifischer
Unterschied im IL-8 Signalweg sowohl auf RNA als auch auf Proteinebene
festgestellt werden konnte, untersuchten wir die PBMCs von HD- Patienten. Im
analogen Versuchsaufbau zur jungen gesunden Gruppe erfolgte die mRNA
Bestimmung nach 6 und 24h Stimulationsdauer. Auf RNA Ebene konnte auch bei
HD-Patienten kein signifikanter Unterschied festgestellt werden. (siehe Abbildung
14A+B).

Die verstarkte MMP-8 RNA-Expression lie3 sich bei den HD- Frauen nicht

reproduzieren (Daten nicht gezeigt).

Auf Proteinebene im Westernblot zeigte sich nach langer Stimulationsdauer (20h)
eine verstarkte Bande von pSTAT3 und pMAPK in Mannern gegenuber Frauen,
wahrend nach 15-minttiger Stimulation (nicht gezeigt) kein Unterschied in der

Phosphorylierung feststellbar war (siehe Abbildung 14C).

Zusammenfassend sind in der Expression der mRNA auch bei HD- Patienten keine
signifikanten Unterschiede nachweisbar. Auf Proteinebene zeigt sich aber eine
starkere Auspragung der intrazellularen IL-8 Signalproteine nach langer
Stimulationsdauer in den Mannern. Dies spricht fur eine starkere intrazellulare

inflammatorische Reaktion auf IL-8.
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MMP 9 90 kDa

pSTAT3 79,86 kDa

m STAT3 79,86 kDa

I A oo

I-—..— Ll

l-—- GAPDH 37 KDa

Abb. 14: Geschlechterspezifische Unterschiede nach IL-8 Stimulation in HD-

Patienten

A: mRNA in HD-Patienten nach 6h Stimulation (Manner n=7, Frauen n=7): Keine
geschlechterabhéngigen Unterschiede in der Expression von IL-8, CXCR1/2 und MMPs
Statistischer Vergleich mittels T-Test fur unabhéngige Stichproben
auf der X-Achse méannliche und weibliche HD-Patienten in der unstimulierten Negativkontrolle und
nach Stimulation mit IL-8 und IL -6, MRNA = (Zyklusanzahl (RNA) — Zyklusanzahl (18S))*2 normiert
auf GAPDH

B: mRNA in HD-Patienten nach 24h Stimulation (Manner n=5, Frauen n=5): Keine

geschlechterabhangigen Unterschiede in der Expression von IL-8, CXCR1/2 und MMPs

C: Westernblot: nach 20h Stimulationsdauer mit IL-8 [250ng/ml] (jeweils n=2): Im Vergleich zeigt
sich eine starkere Aktivierung des pSTAT3 sowie der pMAPK Kinase Signalwege in mannlichen

Proben.
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4.1.3 Geschlechterspezifisches IL-8 abhangiges inflammatorisches

Milieu in HD- Patienten

Im weiteren Verlauf fuhrten wir Experimente mit HD PBMC Parchen durch, die in
Alter und Komorbiditdten gepaart wurden (je 10 weibliche und 10 mannliche).
Um unsere Hypothese der starkeren inflammatorischen Reaktion von M&nnern zu
untersuchen stimulierten wir zunachst PBMCs der HD-Patienten mit IL-8 in einer
niedrigen und einer hohen Dosierung. Neben einer unstimulierten Negativkontrolle
wurden als positive Kontrolle Interleukin 6 sowie LPS und eine Kombination von IL-8

+ LPS verwendet.

Aus dem Uberstand nach 14h Stimulationsdauer erfolgte die Messung von
insgesamt 14 Zytokinen in 2 Multiplexanalysen (siehe Kaptiel 3.6). Bestimmt wurden
Rantes, Fractalkine, IP-10, Granzyme B, VEGF, MCP-1, IL-8, IL 2, IL 4, IL 17A, TNF
a, IL-6, IL 10 und Interferon y.

Die Monostimulation mit IL-8 ergab keine relevante (gegenuber unstimulierter
Kontrolle) Induktion der untersuchten Mediatoren (siehe Abbildung 15). Eine
signifikante Erhéhung oder signifikante Unterschiede zwischen Ménnern und Frauen
konnte demnach bei keinem untersuchten Zytokin durch alleinige IL-8

Monostimulation sowohl in niedriger als auch in hoher Konzentration erzielt werden.

Interessanterweise fand sich aber ein signifikanter geschlechterspezifischer
Unterschied in der Konzentration an IL-6, der nach Kombistimulation mit IL8 + LPS in
Mannern signifikant hoher war als in Frauen (*** p= 0,03). Diese Daten weisen auf
einen Kontext spezifischen Geschlechterdimorphismus der Funktion von IL-8,

zumindest ex-vivo hin (siehe Abbildung 15).
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Abb. 15: Zytokinproduktion durch Stimulation mit IL-8 im Vergleich zu IL-6 und
LPS in HD-Patienten
Uberstande der Zellkultur von HD-Patienten (10 mannl. und 10 weibl.) nach Stimulation (14 Stunden)

mit I1L-8 in [10 ng/ml + 250ng/ml], IL-8 [10ng/ml] +LPS [100ng/ml], IL-6 [1ng/ml + 10ng/ml], LPS
[100ng/ml], unstim. = Negativkontrolle.

In der Abbildung gezeigt ist die Auswahl an Zytokinen und Chemokinen, die entweder in Mannern

oder Frauen durch die Stimulation mit [250 ng/ml] IL-8 ein Quotient von (Stimulation/unstimulierte

Kontrolle) >1 hatten. Interleukin 8 zeigt eine signifikante Reduktion (** p< 0,007) in Frauen durch die
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Stimulation. Es zeigt sich eine signifikante Induktion von IL-6 und IL 10 durch LPS Stimulation sowohl
allein als auch in Kombination mit IL-8 (**p<0,007, *p<0,02) in beiden Geschlechtern. Aul3erdem ist
ein signifikant hoheres IL-6 bei Ma&nnern im Vergleich zu den Frauen nach IL8+LPS Kombistimulation
mit ***p=0,03 messabr. Der VEGF wird nur in Frauen signifikant stérker nach LPS+IL-8 und LPS
Stimulation (*p<0,02) exprimiert. Der statistische Vergleich erfolgte mittels T-Test fur unverbundene
Stichproben.
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In einem unabhéangigen Experiment bestimmten wir die IL-8 Konzentration im
Uberstand der Zellkultur mittels ELISA. Im IL-8 - ELISA zeigt sich eine signifikant
hohere IL-8 Konzentration in Mannern nach Stimulation mit der niedrigen IL-8 -
Konzentration. Dieser Effekt verlor sich in der Stimulation mit hohen IL-8
Konzentrationen. Als Positivkontrolle wurde erneut IL-6 und LPS verwendet.
In Bezug auf die Induktion zeigen sich keine stimulations- oder
geschlechterspezifischen signifikanten Unterschiede, jedoch zeigten die Manner eine
starkere Induktion nach Stimulation mit [10ng/ml] IL-8, wéhrend die Frauen in der
hohen IL-8, sowie auch in der IL-6 und LPS Stimulation eine starkere Induktion von
IL-8 gegeniber den Mannern hatten (s. Abb. 16 A+B).

Zusammenfassend reagieren HD- Mé&nner auf die Stimulation mit niedriger IL-8
Konzentration mit einer signifikant hoheren IL-8 Menge im Uberstand der Zellkultur.
In den weiteren Stimulationen zeigt sich aber entgegen unserer Erwartung, dass
Frauen tendenziell eine starkere IL-8 Induktion zeigen, welche jedoch zu keiner
signifikant héheren IL-8 Konzentration fuhrt.
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Abb. 16: Geschlechterabhangige IL-8 Expression in HD-Patienten

HD-Patienten (n= 8 mannliche HD-Patienten, n= 9 weibliche HD-Patientinnen)

A: IL-8 ELISA: IL-8 in [pg/ml] - nach 8h Stimulationsdauer prasentiert sich ein signifikanter
Unterschied in der IL-8 Konzentration der Manner nach IL-8 Stimulation in niedriger Konzentration
gegeniber unstimulierter Kontrolle (* p< 0,003) sowie gegeniber den Frauen nach IL-8 Stimulation (**
p<0,001). Wie nach Ergebnissen des Multiplex Bead Arrays zu erwarten, zeigte sich auch eine

signifikante Induktion in beiden Geschlechtern durch LPS Stimulation.

B: IL-8 ELISA: Induktion von IL-8- durch niedrigere IL-8 Konzentration starker als durch hohe IL-8

Konzentration- hier nur schwache Induktion
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4.2 Geschlechterabhangige Mikroinflammation durch IL-8

4.2.1 Junge gesunde Manner zeigen starkere Mikroinflammation nach

IL-8 und HD Plasma Stimulation

Durch die IL-8 Stimulation in HD- Patienten zeigte sich bereits, dass méannliche HD
PBMCs langfristig eine starkere intrazellulare Aktivierung sowie zu signifikant
hoheren IL-8 Konzentrationen als die der HD-Frauen fuhren. Tsirpanlis, Bagos et al.
(2004) zeigte in einer longitudinalen Studie, dass bei HD- Patienten eine
persistierende periodisch schwankende Mikroinflammation im Blut im Sinne eines
erhohten hsCRP vorliegt, welches wiederum zur Einteilung der Patienten in eine
Hochrisiko-Gruppe fir kardiovaskularer Events fuhrt. Im Folgenden liegt unser
Augenmerk daher nicht auf der mittelbaren Stimulation der PBMCs, sondern auf das

die PBMCs umgebende inflammatorische Milieu.

Um hier potenziell geschlechterspezifische Unterschiede im mikroinflammatorischen
Milieu nachzuweisen, erfolgte die Isolation und Untersuchung junger gesunder
PBMCs auf deren Reaktivitat auf HD-Plasma und Uberstande der IL-8 Stimulation.
Reprasentativ fur das inflammatorische Milieu erfolgte der Proteinnachweis von
MMP-9 aus den jeweiligen Uberstand der Zellkultur. Hier zeigt sich eindriicklich die
starkste MMP-9 Expression nach der mannlichen Plasmastimulation und der
Stimulation mit einer Mischung (1:1) von mannlichen und weiblichen HD Plasma
(siehe Abbildung 17A). In Abbildung 17B sind reprasentativ je zwei junge gesunde
Frauen und Manner gezeigt, die mit ihren eigenen Uberstanden aus der IL-8
[250ng/ml] Stimulation inkubiert wurden. Die Frauen zeigen starkere Banden bei
Inkubation mit mannlichen Uberstanden. In der ersten mannlichen Probe (Bande 3
und 4) zeigt sich eine starkere Bande bei Inkubation mit dem weiblichen Uberstand,
wahrend die Zweite (Bande 7 und 8) tendenziell passend zu den Frauen eine

starkere Bande bei Inkubation mit dem mannlichen Uberstand zeigt.

Zusammenfassend zeigt sich in der Stimulation mit Uberstanden der 1L-8 Stimulation
bei den mannlichen PBMCs eine starkere Zellaktivierung im Westernblot.

In der Zusammenschau sprechen die Ergebnisse flr eine starkere IL-8 abhéngige
inflammatorische Reaktivitdt in Mannern gegeniber Frauen in der jungen gesunden

Kontrolle.
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DarUber hinaus konnten wir ebenso eine starkere Induktion der MMP Expression
nach Stimulation mit mannlichen HD Plasma in der jungen gesunden Kontrolle

zeigen.

Dies bestarkt weiterhin unsere Hypothese der starkeren Inflammation und IL-8
Wirkung in mannlichen HD-Patienten, reprasentativ dargestellt anhand der MMP-9

Expression.
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Abb. 17: Zellaktivierung junger gesunder Kontrollgruppe durch HD Plasma und

Uberstande der Zellkulturstimulation

A: PBMCs junger gesunder Probanden (je eine mannliche und eine weibliche Probe) wurden mit HD
Plasma in 1:10 Verdiinnung Uber Nacht inkubiert und anschlieRend mit IL-8 [100ng/ml] fiir 15 Minuten
stimuliert. Die Ladungskontrolle mit GAPDH ist bei erhohter Viskositat der Proben nur ungleichmafig.
Banden der Stimulationen mit ménnlichem HD Plasma zeigen deutliches MMP9, bei Proben in
Plasmagemisch von Mannern und Frauen ohne zusatzliches IL-8 ist die Bande nur schwach

ausgepragt, wie auch bei den mit weiblichem Plasma und IL-8 stimulierten Zellen.

B: PBMCs junger gesunder Probanden (n=2 je Geschlecht) wurden mit dem Uberstand aus der IL-8
[250ng/ml] Stimulation inkubiert. Es wurden beide Geschlechter sowohl mit ihren eigenen als auch mit
dem Uberstand des anderen Geschlechts inkubiert. Es zeigen sich starkere Banden der Proben, die
mit mannlichen Uberstanden stimuliert wurden. Bande Nr.3 auch mit starker Aktivierung durch
weiblichen Uberstand. pMAPK, pAKT, pSTAT und MMP9 sind in mannlichen Uberstanden starker

exprimiert.
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4.2.2 Signifikant starkere MMP-9 und MMP-2 Konzentration nach IL-8

Stimulation in mannlichen HD- Patienten

Die bereits erhobenen Ergebnisse zeigen, dass sowohl IL-8 allein als auch das
inflammatorische Milieu im Plasma von mannlichen Dialysepatienten zu einer
starkeren Aktivierung der PBMCs einer gesunden Vergleichsgruppe fuhrt.
Weiterfuhrend stellte sich uns die Frage, ob diese Beobachtung ebenfalls im
Dialysekollektiv reproduzierbar ist, und ob diese verstarkte Zellaktivierung auch
durch eine starkere Induktion von Matrixmetalloproteinasen in Erscheinung tritt.
Interleukin 8 ermoglicht die Diapedese der Immunzellen unter anderem durch die
Induktion von Matrixmetalloproteinasen, welche in ihrer Funktion als Kollagenasen zu
einer Auflockerung der extrazellularen Matrix fihren. Im Allgemeinen liegen die
MMPs in niedrigen Konzentrationen vor und unterliegen einer strengen Regulation
(Parks, Wilson et al. 2004). Neben Interleukin 8 spielen auch Wachstumsfaktoren
und weitere Zytokine in der Induktion und Regulation der MMPs und deren Beitrag in
inflammatorischen Prozessen eine Rolle (Chakraborti, Mandal et al. 2003, Ala-aho
und Kahari 2005).

Fur den Zusammenhang von MMPs und IL-8 sind vor allem die Gelatinasen (MMP-2
und MMP-9) interessant, da die Induktion von MMP-9, eine der bekanntesten
Wirkungen von IL-8 ist (Aihua Li 2003, Mortier, Van Damme et al. 2008). Da MMP-9
auch als préadiktiver Marker, welcher mit einem schlechteren Outcome in
unterschiedlichsten Erkrankungen assoziiert ist, gilt (Malemud 2006), lag auf MMP-9
in der Untersuchung geschlechterspezifischer Unterschiede ein besonderes
Augenmerk. Zum Nachweis einer starkeren MMP Expression in mannlichen HD-
Patienten untersuchten wir die Uberstande der Zellkultur nach unterschiedlichen

Stimulationszeitraumen.

Im kurzen Stimulationszeitraum von 8h zeigt sich, dass IL-8 sowohl in hoher als auch
niedriger Konzentration zu einem deutlichen Anstieg der MMP-9 Konzentration in
den Uberstanden fiihrt. Signifikant zeigte sich dieser Anstieg nur in den méannlichen
Proben nach hochkonzentrierter IL-8 Stimulation sowie nach IL-6 Stimulation.
Insgesamt zeigten die Frauen im kurzen Stimulationszeitraum hohere MMP-9

Konzentrationen als die Manner jedoch ohne Signifikanz (Daten nicht gezeigt).

Betrachtet man die Ergebnisse aus dem langeren Stimulationszeitraum, zeigt sich,

dass Manner hohere MMP-9 Konzentrationen aufweisen. Sowohl in der niedrigen als
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auch in der hohen IL-8 Stimulation préasentieren die Manner signifikant hdhere MMP-
9 Konzentrationen. Auch in der Darstellung der Induktion lasst sich beobachten, dass
IL-8 in Frauen kaum zu einer vermehrten MMP-9 Expression fuhrt, wahrend bei den
Mannern weiterhin eine signifikant starkere Induktion von MMP-9 vorliegt (siehe
Abbildung 18A). Aufgrund dieser Beobachtung untersuchten wir MMP-2 nur nach
dem langen Stimulationszeitraum. In der IL-8 [10ng/ml] Stimulation zeigt sich eine
signifikant hohere MMP-2 Konzentration in den Mannern gegentber den Frauen.
Auch durch die IL-6 Stimulation zeigt sich bei den M&nnern sowohl eine deutlichere
Induktion als auch hohere Konzentration von MMP-2, jedoch ohne signifikanten
Unterschied zu den Frauen. Alles in allem war die Induktion von MMP-2 durch IL-8

Stimulation nur schwach ausgepragt (siehe Abbildung 18B).
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Abb. 18: MMP-9 und MMP-2 in Uberstanden von HD- PBMCs iiber langen
Stimulationszeitraum(20-36h)

X-Achse: Stimulation mit IL 8, IL 6 und LPS in jeweiliger Konzentration, Y-Achse: Konzentration
(ng/ml) und relative Induktion durch Stimulation im Vergleich zur Negativkontrolle

(Stimulation/Unstimuliert)

A: MMP 9 ELISA (n=14 Manner, n= 8 Frauen) signifikant hohere Konzentrationen des MMP-9 in
Méannern, in Bezug zur MMP-9 Induktion ist diese Uber die Stimulationsdauer nachlassend. (T-Test fur
unabhéngige Stichproben * p=0,04)

B: MMP-2 ELISA (n=2 Manner, n=8 Frauen) Frauen weisen nach IL-8 [10ng/ml] Stimulation
signifikant niedrigere MMP-2 Mengen auf (T-Test fir unabhéngige Stichproben Signifikanzniveau
*p=0,03)

LPS [100ng/ml]
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Bezuglich weiterer MMPs untersuchten wir exemplarisch MMP-8 sowie MMP-1 aus
der Gruppe der Kollagenasen. Interleukin 8 fuhrt in unserem ELISA (siehe Abbildung
19 A) zu keiner verstarkten Expression von MMP-8 in Mannern, Frauen zeigen nur
eine gering verstarkte Expression von MMP-8 durch IL-8 Stimulation.

Im MMP-1 ELISA zeigt sich, dass wie in der Literatur beschrieben (Samnegard,
Hulthe et al. 2009) Frauen ein niedrigeres MMP-1 als Manner in der Negativ-
Kontrolle haben. Ein signifikanter Anstieg des MMP-1 in Frauen konnte durch LPS
Stimulation erreicht werden. Auch die Induktion von MMP-1 zeigt sich nach
Interleukin 8 Stimulation in hoher Konzentration in Frauen signifikant starker als in
Mannern (siehe Abbildung 20 B). Diese Beobachtung ist analog zum Dialysekollektiv
auch in der gesunden Kontrollgruppe der Frauen nach IL-8 Stimulation mit 250 ng/ml

(Daten nicht gezeigt).

In Zusammenschau der ELISAs konnten wir, der Literatur entsprechend zeigen, dass
Interleukin 8 Stimulation ein Reiz zur MMP Sekretion ist. Eine signifikant hohere
Konzentration konnten wir fir MMP-9 im Uberstand der Zellkultur mannlicher
Dialysepatienten sowohl nach kurzer (5h, Daten nicht gezeigt) als auch nach langer
Stimulationsdauer (siehe Abbildung 18 A) mit IL-8 zeigen. Auch in Bezug auf MMP-2
kann eine signifikant hohere MMP-2 Konzentration in Mannern nach IL-8 [10ng/ml]
Stimulation beobachtet werden (siehe Abbildung 18 B).

Diese Ergebnisse sprechen insoweit fur unsere Hypothese der starkeren
Immunaktivierung nach IL-8 Stimulation in Bezug auf die MMP-9 Induktion und
Produktion. Wie zu erwarten konnten wir in der MMP-8 Menge keinen signifikanten
Unterschied durch Interleukin 8 Stimulation nachweisen. In Bezug auf MMP-1 zeigt
sich in unserer Stichprobe eine signifikant hohere Induktion von MMP-1 durch
Interleukin 8 Stimulation bei den Frauen.
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Abb. 19: MMP8 und MMP-1 nach Interleukin 8 und LPS Stimulation im
Uberstand der Zellkultur (HD-PBMCs)

X-Achse HD-Patienten aufgetrennt nach mannlich und weiblich und Stimulanz mit Konzentration,
Y-Achse links absolute Konzentration gemessen im ELISA in [pg/ml], rechts relative Induktion durch

Stimulation im Verhaltnis zur unstimulierten Probe (Stimuliert/Unstimuliert)

A: MMP-8 ELISA (n=2 Manner, n=7 Frauen) MMP-8 absolut in pg/ml, sowie Induktion von MMP-8
durch Stimulation: keine signifikanten Unterschiede zwischen Mannern und Frauen, keine Induktion
von MMP-8 durch IL-8 Stimulation

B: MMP-1 ELISA (n=7 Manner, n=9 Frauen) MMP-1 absolut in pg/ml, signifikante MMP-1 Steigerung
in Frauen durch LPS Stimulation mit *p=0,038 (T-Test flir unabhangige Stichproben), sowie Induktion
von MMP-1, Manner zeigen durch IL-8 Stimulation keine Induktion, Frauen signifikant héhere
Induktion von MMP-1 durch IL-8 Stimulation [250ng/ml] ** p=0,013 (T-Test fur unabhangige
Stichproben)
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4.3 Signifikant starkere Migration durch mannliches IL-8-

induziertes mikroinflammatorisches Milieu

4.3.1 Kein signifikanter Migrationsreiz durch IL-8 Isoformen

Die erstmalig beschriebene Wirkung von Interleukin 8 ist die Migration von vor allem
neutrophilen Granulozyten ins periphere Gewebe. Neben den neutrophilen
Granulozyten bt IL-8 auch auf andere Zelltypen, wie zum Beispiel T-Zellen, einen
Migrationsreiz aus (Larsen, Anderson et al. 1989). Um eine differentielle Wirkung auf
die Migration nachzuweisen, nutzten wir zunachst eine unidirektionale
Migrationskammer. In  diesem  Experimentaufbau konnte neben einer
Negativkontrolle mit reinem Zellkulturmedium, ein Migrationsreiz mit Interleukin 8
gesetzt werden. Die Auszahlung der Zellen erfolgte nach 6 Stunden. Zur Darstellung
der Auswertung der Migrationsbewegung wurde ein Quotient aus Negativ-Kontrolle
und der mit IL-8 Stimulierten Zellzahl gebildet (siehe Abbildung 21).

In diesem Experimentaufbau konnten wir durch IL-8 in seiner Isoform keinen
signifikanten Migrationsreiz setzen. Es zeigten sich keine geschlechter- oder

stimulationsspezifischen Unterschiede in der Migration der HD PBMCs.
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Abb. 20: Unidirektionale Migration der PBMCs von HD-Patienten (n= jeweils 6)
Migrationsreiz mit [10ng/ml] und [100ng/ml] IL-8, die Zahl der migrierten Zellen wurde im Verhaltnis
zur Zellbewegung der unstimulierten negativ Kontrolle aufgetragen. X-Achse: zuriickgelegte
Migrationsdistanz in Migrationskammer (nm), Y-Achse: relative Migration der Zellen mit

Stimulationsreiz (IL-8) gegenuber Negativkontrolle (Zellkulturmedium)

A: unidirektionale Migration bei [10ng/ml] IL-8 — sowohl in Mannern und Frauen keine signifikante
Migrationsbewegung zu IL-8 Stimulus

B: unidirektionale Migration [100ng/ml] IL-8 — Manner erneut ohne nachweisbare Migration, Frauen
hier mit starkerer Migration, jedoch keine Signifikanz gegeniiber der Negativ-Kontrolle oder zwischen
Geschlechtern
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4.3.2 Signifikante Migration in Richtung des méannlichen

mikroinflammatorischen Milieus

Die Ergebnisse fuhrten uns zu dem Schluss, dass das rekombinante Interleukin 8
allein keine unterschiedliche geschlechterabhédngige Reaktion bezuglich der
Migration hervorruft.
Daher untersuchten wir im Folgeexperiment die chemotaktische Wirkung von
mannlichen und weiblichen Uberstanden der Zellkultur nach 24-stiindiger IL-8
Stimulation. Die Uberstande wurden mittels einem 30kDa cut off Filter in einer obere
und eine untere Fraktion getrennt (siehe Kapitel 3.9). Als Migrationsreiz wurde erneut
IL-8 fUr insgesamt 1h in der oberen Fraktion inkubiert. Um gezielt mdgliche
enzymatische Mechanismen, welche zu einem hoheren inflammatorischen Potential
im Uberstand filhren, indirekt nachzuweisen erfolgten Negativkontrollen mit
Zellkulturmedium und durch den  Zusatz eines  Proteaseinhibitors.
Als Migrationszellen fungieren frisch isolierte PBMCs eines jungen gesunden
Mannes. Die Migrationskammern wurden nach 6h, 12h und 24h unter dem
Mikroskop fotografiert und die Zahl der Zellen ausgezahlt (siehe Methoden:
Abbildung 12). Zur Darstellung der Auswertung wurden die Zellen auf Seiten des
méannlichen Uberstandes durch die auf Seite des weiblichen Uberstandes geteilt.
In Zusammenschau der Ergebnisse nach 6h lasst sich eine signifikant starkere
Migration in Richtung der mannlichen Uberstande mit IL-8 Stimulation gegentiiber der
Negativkontrolle zeigen. Ebenfalls signifikant zeigt sich der Unterschied zwischen der
IL-8 stimulierten oberen Fraktion und jener, die mit einem Proteaseinhibitor versetzt
wurde. Auch nach 12h Stunden bestatigte sich die Beobachtung erneut. Hier zeigte
sich ebenfalls eine signifikant starkere Migration in Richtung der mannlichen oberen
Fraktion mit IL-8 gegeniber der Negativkontrolle und jener mit Proteaseinhibitor.
Nach 24h zeigte sich das gleiche Ergebnis, jedoch schwacht sich die Signifikanz

zunehmend ab.

Nachdem sich in der unidirektionalen Migration unsere Hypothese mit einer starkeren
Migration der mannlichen PBMCs auf den IL-8 Stimulus nicht zeigte, sondern sogar
entgegengesetzt ausfiel, konnten wir mit dem bidirektionalen Experimentaufbau
eindrucklich die starkere chemotaktische Potenz in der oberen Fraktion des

méannlichen Uberstandes zeigen
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Abb. 21: Bidirektionale Migration der PBMCs eines jungen gesunden Mannes in
Richtung des inflammatorischen HD-Milieu nach IL-8 Stimulation. (jeweils n=6

HD maéannlich und weiblich Uberstande)

Der Migrationsreiz wurde mit dem Uberstand aus der Zellkultur von einem méannlichen und einer
weiblichen HD-Patientin nach IL-8 Stimulation gesetzt (s. Kapitel 3.9, Abbildung 12). Dieser wurde
durch Filtration nach Molekilen > 30kDa aufgetrennt (obere Fraktion). Zum Nachweis einer
enzymvermittelten Reaktion wurde in einer Probe ein Proteaseinhibitor+IL8 und einmal nur ein
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Proteaseinhibitor zugesetzt. Dargestellt ist die relative Bewegung der Zellen auf die Seite des jeweils
mannlichen beziehungsweise des weiblichen Uberstandes, indem die Anzahl der Zellen im
mannlichen Uberstand durch die Anzahl im weiblichen Uberstand geteilt wurde. Im Zeitverlauf von 6-
24h zeigt sich eine signifikante Migration der Zellen auf IL-8 Stimulation der oberen Fraktion in die
mannliche Seite (Berechnung des Signifikanzniveaus per T-Test **p<0,001, *** p<0,0001). Durch

Zusatz des Proteaseinhibitor zeigt sich ebenfalls eine signifikant geringere Migration in Richtung des

mannlichen Uberstandes.
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4.4 Erhohte IL-8 Potenz in Ma&nnern durch verstarkte IL-8 Spaltung
4.4.1 Etablierung Interleukin 8 Spaltungs-Westernblot

Die Ergebnisse aus dem bidirektionalen Migrationsexperiment sprechen dafir, dass
die mannlichen Zellen auf den Stimulationsreiz durch Interleukin 8 ein verstarkt
inflammatorisches Milieu bilden, welches einen starkeren chemotaktischen Reiz

gegeniber den weiblichen Uberstanden darstellt.

Wie bereits erwdhnt entfaltet IL-8 in seiner 72 AA Isoform eine vielfach starkere
Potenz als in der 77 AA Isoform (Nourshargh, Perkins et al. 1992, Mortier, Van
Damme et al. 2008). Da die MMPs in unseren Untersuchungen nach kurzer
Stimulation mit IL-8 nicht signifikant starker in Mannern exprimiert wurden, mussten
weitere Mechanismen in Frage kommen, die geschlechterabhangig zu einer
vermehrten Spaltung von 77 in 72 AA Interleukin 8 fuhren. Da daflir eine schiere
Menge an Proteasen in Frage gekommen ware (Padrines, Wolf et al. 1994),
entschlossen wir uns die Spaltung von 77 in 72 AA IL-8 indirekt im Westernblot

nachzuweisen.

Zur Etablierung des gezielten Nachweises von 77 und 72 AA IL-8 begannen wir
zunachst mit zwei verschiedenen rekombinanten Interleukin 8 Isoformen. Die eine
enthielt sowohl die 77 als auch die 72 AA Isoform wahrend das andere rekombinante
IL-8 nur die 72 AA Isoform enthielt. Zum Nachweis der einzelnen Isoformen nutzen
wir zwei Antikorper gegen Interleukin 8- ein polyklonalen, welcher beide Isoformen
nachweist und einen monoklonalen Antikorper spezifisch gegen das 77AA IL-8
(siehe Tabelle 7). In den Probeexperimenten zeigte sich eine gute Nachweisbarkeit
durch den polyklonalen Antikérper in einer Menge von 10ng des 72 + 77 AA IL-8, und
des 72 AA IL-8 ab eine Menge von 6 ng. Wie zu erwarten war kein Nachweis des 72
AA IL-8 in allen getesteten Konzentrationen mit dem Monoklonalen 77 AA IL-8
moglich (siehe Abbildung 23A)
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4.4.2 Geschlechterabhangige Spaltung von Interleukin 8 in HD-

Patienten nach Stimulation

Da wir fur die Spaltung vor allem Enzyme, die in ihrer Molekulargré3e tGber dem
Interleukin 8 liegen in Betracht zogen, und eine Kontaminierung der Uberstande mit
IL-8 aus der vorherigen Stimulation bestmoéglich minimieren wollten, wurde der
Uberstand der Zellkultur erneut in eine obere Fraktion mit Proteinen >30kDa
getrennt.

Die obere Fraktion wurde nun mit rekombinantem IL-8 (72,77AA) beimpft.
Im ersten Versuchsaufbau mit je einem HD-Parchen zeigte sich, dass die Menge an
77 AA IL-8, die durch den monoklonalen IL-8 Antikdrper nachgewiesen wird, Gber die
Dauer von 3 Stunden im Vergleich zum Gesamt-IL-8, an welches der polyklonale IL-

8 Antikorper bindet, verstarkt abgebaut wird.

Zusammenfassend konnten wir somit zeigen, dass in unseren zwei Probenpérchen
die obere Fraktion der Uberstande des mannlichen Patienten das Interleukin 8 tiber

die Zeit von 3 Stunden im Vergleich zu den Frauen starker spaltet.
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A Etablierung IL 8 Spaltung Westernblot mit poly- und monoklonalem IL 8 Antikorper
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Abb. 22: Geschlechterabhangige IL-8 Spaltung in HD-Patienten

A: Etablierung des Nachweises der unterschiedlichen IL-8 Isoformen durch spezifische Antikérper-
Abgrenzung von reinem 77 AA IL-8 und polyklonalem 72 und 77 AA IL-8. Gute Detektion von 72&77
AA IL-8 mit beiden AK ab 10ng, spezifischer Nachweis von 72 AA IL-8 nur durch polyklonalen AK
moglich

B: IL-8 Spaltungswesternblot: es wurde die obere Fraktion des Uberstandes (= (up.) SUP) aus der
IL-8 Stimulation oder der LPS Stimulation in der Zellkultur erneut mit IL-8 versetzt und fir O, 1 und 3
Stunden inkubiert. Im zeitlichen Verlauf zeigt sich in der mannlichen Probe ein deutlich geringerer
Nachweis von IL-8 77 AA gegenlber den Frauen bei relativ weniger reduzierter Gesamt-IL-8 Menge

(polyklonaler AK) (exemplarisch fir ein HD-Parchen n mannlich=1, n weiblich=1)
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4.5 Klinische Konsequenz? - Interleukin 8 in HD-Patienten korreliert

mit Uberleben

4.5.1 ISAR Kohorte zeigt signifikant hohere Mortalitat bei erhohtem 1L-8

in Mannern
In Zusammenschau der bisherigen erhobenen Daten, stellte sich die Frage, ob
Interleukin 8 auch Kklinisch eine relevante geschlechterspezifische Auswirkung

bezuglich der Mortalitat in Dialysepatienten hat.

Um diese Frage zu beantworten, bestimmten wir in der ISAR Kohorte, einer
Datenbank von Dialysepatienten, welche Uber circa 4 Jahre nachverfolgt wurde, die
Serumkonzentration von IL-8. In der statistischen Analyse der durchschnittlichen IL-8
Werte im Blut der HD-Patienten zeigte sich, dass in der IL-8 Menge an sich kein
signifikanter Unterschied zwischen Mannern und Frauen festzustellen war (siehe
Abbildung 23 A).

Betrachtet man die Gesamtmortalitat in Bezug auf den medianen Interleukin 8 Wert
wird deutlich, dass die toten Manner einen erhfhten medianen IL-8 Wert aufweisen.
Frauen zeigen unabhangig ob lebend oder tot eine stabile mediane IL-8 Menge. In
den Kaplan Meier Graphen nach Tercilen getrennt nach mannlichem und weiblichem
Geschlecht erkennt man eine Korrelation von IL-8 mit Gesamtmortalitat selektiv fur
das mannliche Patientengut. Gleichzeitig verlaufen die Uberlebenskurven der Frauen

unabhangig von der gemessenen IL-8 Menge.

Die Daten der Isarkohorte zeigen, dass Interleukin 8 in Dialysepatienten in Bezug auf
den klinischen Alltag insoweit relevant ist, als dass erhdhte Interleukin 8 Werte in
Méannern mit einer erhéhten Mortalitat korrelieren, wahrend die Mortalitdt von Frauen
nicht mit erhéhten IL-8 Werten zusammenhangt. Limitierend muss erwahnt werden,

dass die Anzahl der verfugbaren Frauen deutlich geringer war als die der Manner.



4,5

3,5

w

2,5

InIL8

N

1,5

=

0,5

HD Manner HD Frauen

200,00

175,007
' 175; T4

20 302

*
*

150,00 * * b
o

398

125,00 197 - 393 *

IL-8
E 3
£

100,00 o

414
188 °
75,00 ®
2(13177 166

a0

50,00- 193

25,00 .

00 T T
HD ménnlich HD weiblich

Geschlecht

88

W Lebend
B Tot



Kum. Uberleben

Kum. Uberleben

HD Manner

1,0
0,8
0,67 ’ll- -+
0,47
0,2
0,0

T I T I T T

0 500 1000 1500 2000 2500

Anzahl Tage bis Tod, Nacherhebung, Loss FU
HD Frauen
1.0 .
L 1
’EI -
0,8 L L
h
_H_
0,6
-

0,4
0,24
0,0

I 1 I I 1 |

0 500 1000 1500 2000 2500

Anzahl Tage bis Tod, Nacherhebung, Loss FU

89

—1 1= unteres Tertil

71 2= mittleres Tertil
3= hohesTertil

—T— 1=zensiert
2=2zensiert
3=zensiert

p<0,0001

1 T=unteresTertil
1 2=mittleres Tertil
. 3=hohes Tertil
—t— 1=zensiert
2=zensiert
3=zensiert

p=0,134



90

Abb. 23: ISAR Kohorte- Interleukin 8 korreliert mit Mortalitdt in HD-Patienten

A: Mittelwert des natlrlichen Logarithmus von IL 8 im Blut HD-Manner (n=321) und HD- Frauen
(n=144) mit Standardabweichung

B: Mortalitdét nach Geschlechtern getrennt. Bei Mannern zeigt sich eine positive Korrelation des
Median von IL-8 mit der Mortalitét, bei Frauen IL-8 Median unabhéngig von hoher oder niedriger
Mortalitat circa gleich

C: Kaplan Meier Uberlebenskurve, HD-Manner und Frauen jeweils untereteilt in Terzile
HD-Mé&nner je 107 Patienten pro Terzil: 1.Terzil mit 23, 2. Terzil mit 32, 3. Terzil 63 Ereignisse (insg.
118 Ereignisse) - Signifikanztestung mit Log Rank auf Gleichheit der Uberlebenverteilung der

verschiedenen Terzile p=0.0001

HD-Frauen mit n=34 im 1. Terzil, n=52 im zweiten Tertil und n=58 im 3. Terzil: 1. Terzil mi 9, 2. Terzil
mit 16, 3. Terzil mit 25 Ereignissen (insg. 50 Ereignisse) - Signifikanztestung mit Log Rank auf
Gleichheit der Uberlebenverteilung der verschiedenen Terzile p=0.134

Manner zeigen eine signifikant héhere Mortalitat bei héhen IL-8 Werten, bei Frauen ist die Mortalitat

unabhangig von der IL-8 Konzentration im Blut
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4.5.2 MCO Filter als Therapieansatz der chronischen Inflammation

Interleukin 8 ist ein kleines 8 kDa grol3es Molekil welches vorwiegend als Monomer
in vivo vorliegt (Horcher, Rot et al. 1998), daher sollte IL-8 bei einer normalen
PorengréRe der Dialysemembran klein genug sein, um diese problemlos zu
passieren.

Dennoch stellte sich uns die Frage, ob durch den erhofften immunmodulatorischen
Effekt der MCO Membran eine nachhaltige Senkung des Interleukin 8 stellvertretend
fur eine reduzierte chronische Inflammation erreicht werden kann, oder ob Interleukin
8 auch bei Dialysetherapie mit MCO Membran langfristig unverdndert bleibt.
Zickler, Schindler et al. (2017) konnten in ihrer klinischen Crossover Studie mit
Dialysedauern von 4 und 8 Wochen mit einer MCO Membran schon nach 4 Wochen
Dialysetherapie eine signifikante Reduktion von TNF a und IL-6 mRNA gegenuber
dem normalen high-flux Dialysator zeigen. In Bezug auf das Interleukin 8 konnte in
der klinischen Studie zwar eine signifikante Reduktion des IL-8 (p < 0,05) mit der
MCO Dialyse nach 4 Wochen erreicht werden, jedoch war der Unterschied zur

normalen Highflux Dialyse nicht signifikant.

Im Rahmen der bei uns durchgefiuhrten MCO Studie wurde im Wechsel von MCO
und Highflux Dialysatoren fir jeweils 3 Monate dialysiert. Jeweils zu Beginn und
Ende des 3 -monatigen Zeitraums erfolgten wahrend der Dialysesitzung sequenzielle
Serumabnahmen (bei Dialysebeginn, nach 1 Stunde, nach 2 Stunden und zum Ende
der Dialyse (circa 4 Stunden)). Hieraus wurden die Zytokine mittels
Multiplexanalysen bestimmt. Betrachtet man den Verlauf des IL-8 innerhalb einer
Dialysesitzung unabhéngig vom verwendeten Dialysefilter zeigt sich keine Reduktion,
sondern teilweise sogar ein ansteigendes IL-8 im Serum wahrend der Sitzung (high
flux T1/3 Oh IL-8 = 11,19pg/ml + 2,33 vs 4h 11,06pg/ml + 2,30; MCO T1/3 Oh IL-8 =
11,41pg/ml £ 2,15 vs. 4h 11,97pg/ml = 2,26; high flux T2/4 Oh IL-8 10,62pg/ml + 2,17
vs. 4h 10,38pg/ml + 2,12; MCO T2/4 Oh IL-8= 11,06pg/ml + 2,26 vs 4h 9,13 pg/ml
1,86) . Betrachtet man die Langzeitkinetik der verwendeten Filter festigt sich die
Beobachtung, dass der MCO Filter gegentber dem high flux Dialysator in Bezug auf

die IL-8 Konzentration im Serum keinen Einfluss hat.

Zusammenfassend zeigt sich, dass der MCO Filter in Bezug auf die I1L-8 Modulation

im Serum keinen Benefit im Sinne ein langfristigen IL-8 Reduktion zeigt.
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Abb. 24: Studiendesign MCO Studie

Nach Rekrutierung und 4-wéchiger ,Wash-in“ Phase mit dem Standardfilter FX60/80
erfolgte die Randomisierung der Patienten in 2 Gruppen. Im Cross-over Design
erfolgte die Dialyse fir jeweils 3 Monate mit dem MCO Filter Theranova 400 und
FX60/80. Jeweils zu Beginn und am Ende der 3 Monate erfolgte eine Blutabnahme
vor und wahrend der Dialyse (s. Methoden- MCO T1 n=18, T2 n=14, T3 n=10, T4
n=10; high flux T1 n=10, T2 n=11, T3 n=13, T4 n=13 — gezahlt wurden jene

Probanden die alle 4 sequenziellen Blutabnahmen pro Abnahmeintervall haben)
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Abb. 25: MCO Studie- IL-8 Modulation durch MCO Filter

A: Abnahme zu Dialysebeginn (Oh) - Langzeitmodulation — IL-8 Mittelwert in
[pg/ml] mit Standardfehler: T1/T3 zu Studienbeginn, T2/T4 nach 3 Monaten
Laufzeit, keine signifikante IL-8 Reduktion tGiber 3-monatige Dialysedauer (high flux
T1/3 n=23, T2/4 n=24, MCO T1/3 n=28, T2/4 n=24)

B: In Session Modulation von IL-8 in Session (Oh vs. 4h) (Mittelwert [pg/ml] mit
SEM): keine signifikante Reduktion von IL-8 tber die Dialysedauer von 4h
unabhangig vom Filter (high flux T1/3 n=23, T2/4 n=24; MCO T1/3 n=28, T2/4 n=24)
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5. Diskussion

Geschlechterspezifische Unterschiede spielen in der heutigen Medizin eine
zunehmende Rolle. Im Dialysekollektiv fallt auf, dass mehr Manner als Frauen
dialysepflichtig sind, beziehungsweise diese Therapie haufiger in Anspruch nehmen
(Carrero, Hecking et al. 2018). Trotz stetiger Verbesserung der Prozedur der Dialyse
weisen Dialysepatienten eine insgesamt hohere Mortalitit gegeniber der
Gesamtbevdlkerung auf (Canaud, Tong et al. 2011). Jedoch kommt es im Gegensatz
zur Normalbevolkerung an der HD zu einer Angleichung der Mortalitat zwischen den
Geschlechtern (Villar, Remontet et al. 2007, Vongsanim und Davenport 2019). In
Bezug auf die Todesursache unter Hamodialyse konnte gezeigt werden, dass vor
allem Manner von einer hoheren Mortalitdt durch Inflammation betroffen sind
(Stenvinkel, Wanner et al. 2002).

Die Atiologie der chronischen Inflammation in Zusammenhang mit der CKD
beziehungsweise Nierenersatztherapie wird dabei als multifaktorielles Geschehen
betrachtet indem vor allem uramische Toxine, Volumenuberladung und
Immunaktivierung durch die Dialysemembran zunehmend an Bedeutung gewinnen
(Onofriescu, Siriopol et al. 2015, Alves, Sun et al. 2018). Neben CRP und IL-6 als
proinflammatorische Zytokine, die das Outcome und Mortalitdt von Patienten mit
einer CKD und an der Hamodialyse beeinflussen, konnten Zaza, Pontrelli et al.
(2008) zeigen, dass IL-8 (iber die signifikante Uberexpression des CXCR 2
Rezeptors ein Mediator der Inflammation in CKD Patienten darstellt. Auch in
Dialysepatienten ist Interleukin 8 als starker unabhangiger Pradiktor der
Gesamtmortalitdét beschrieben und spielt in der multifaktoriell bedingten
beschleunigten Entstehung einer Arteriosklerose eine Rolle (Panichi, Taccola et al.
2006, Packard und Libby 2008).

Ziel dieser Arbeit war es, mdgliche geschlechterspezifische Unterschiede in der IL-8
Wirkung in HD-Patienten zu identifizieren.
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5.1 Geschlechterspezifische Inflammation in HD- Patienten

Patienten an der Dialyse gehdren zu einem Grof3teil einem vorselektierten
Patientenklientel an. Der durchschnittliche Dialysepatient ist um die 60 Jahre,
mannlich und weist mehrere Vorerkrankungen auf (Kramer, Pippias et al. 2019).
Auch sind Méanner im Durchschnitt jinger bei Beginn einer HD-Therapie (Hecking,
Bieber et al. 2014).

Betrachtet man geschlechterspezifische Unterschiede, ist es notwendig zwischen
Gender und Sex zu unterscheiden (s. Kapitel 1.6). Neben der Genetik und Epigenetik
spielen vor allem die Sexualhormone eine wichtige Rolle in der
geschlechterabhangigen Physiologie und Pathophysiologie (Regitz-Zagrosek und
Kararigas 2017).

Insbesondere Ostrogene spielen vor allem in Bezug auf das Herzkreislauf System
eine Rolle. Frauen erleiden erst in hdherem Lebensalter kardiovaskuléare Ereignisse,
was wohl vor allem auf protektive Effekte des Ostrogens und die hormonelle
Umstellung in der Menopause zurlckzufuhren ist (Patten 2007). Auch auf den
Blutdruck hat Ostrogen einen positiven Effekt (ber Modulation des Renin-

Angiotensin-Aldosteron-Systems (Colafella und Denton 2018).

In Bezug auf Ostrogen und IL-8 finden sich in der Literatur mehrere Arbeiten, welche
zeigen, dass IL-8 durch 17p-Estradiol in seiner Signalkaskade gehemmt werden
kann (Liu, Kuo et al. 2016), beziehungsweise die LPS induzierte IL-8 Expression in
PBMCs vermindert, und der Ostrogenrezeptor auf Transkriptionsebene zu einer
Reduktion der IL-8 Produktion fuhrt (Pioli, Jensen et al. 2007). Schon Clark und
Peterson (1994) zeigten, dass in einer gesunden Kohorte von alten und jungen
Menschen, altere Manner weniger IL-8 produzieren als Frauen, jedoch auf
Stimulation mit LPS eine ca. 8 fache Steigerung und damit Uberproduktion von IL-8
im Gegensatz zu den alteren Frauen und der jungen Kontrollgruppe prasentieren.
Auch in unseren Daten zeigte sich eine signifikant hohere IL-8 Konzentration nach
IL-8 [10ng/ml] Stimulation in Mannern sowohl in Bezug auf die maéannliche
Negativkontrolle als auch in Bezug auf die IL-8 Konzentration in Frauen nach
gleicher Stimulation. In Frauen konnten in der Messung der IL-8 Konzentration im
Gegensatz dazu keine signifikanten Unterschiede durch eine I[L-8 Stimulation
festgestellt werden, was wiederum auf eine ¢strogenabhangige IL-8 Suppression

hinweisen kdnnte.
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In der Nephrologie wurden geschlechterabhdngige Unterschiede in der Entstehung
und im Voranschreiten unterschiedlichster Erkrankungen vor allem im Tierexperiment
beschrieben. Beispielsweise in der autosomal dominanten polyzystischen
Nierenerkrankung am Rattenmodell zeigte sich ein protektiver Effekt des weiblichen
Geschlechts, welcher durch die Ovarektomie reduziert wurde, sowie analog ein
schnelleres Voranschreiten der Erkrankung in mannlichen Ratten, welche durch die
Orchidektomie verlangsamt werden konnte (Stringer, Komers et al. 2005). Doublier,
Lupia et al. (2011) zeigten ebenfalls am Mausmodell das Ostrogen und Testosteron
auf Podozytenschaden und -apoptose Auswirkung haben, insbesondere im Sinne
einer protektiven Ostrogen-, und einer schadlichen, propapoptotischen

Testosteronwirkung.

Die mogliche Rolle von IL-8 in der Inflammation von méannlichen Dialysepatienten mit
Hinweisen auf einen kausalen Zusammenhang bestétigte sich auch in unseren

Daten.

In der Auswertung der ISAR Kohorte zeigte sich eine positive Korrelation von
erhohten IL-8 im Serum mit der Mortalitéat in Mannern. Zwar konnten wir auf mRNA
Ebene keine Unterschiede zwischen Méannern und Frauen feststellen, jedoch zeigte
sich in unseren Experimenten in Bezug auf die Zellaktivierung/Aktivierung der
intrazellularen Signalkaskade eine starkere Signaltransduktion in Mannern. Auch in
der Zytokinmessung im Uberstand der Zellkultur zeigten Manner eine signifikant
hohere IL-6 Konzentration als Frauen nach Doppelstimulation mit IL-8 und LPS, was
die Hypothese einer starkeren Inflammatorischen Reaktion der Manner auf IL-8
stutzt, da durch die LPS Stimulation allein kein signifikanter Unterschied zwischen

den Geschlechtern gemessen werden konnte.

Betrachtet man das Dialysekollektiv fallt auf, dass zwar mehr Frauen an einer
eingeschrankten Nierenfunktion leiden als Manner, jedoch deutlich mehr Manner die
Nierenersatztherapie in Anspruch nehmen (Carrero, Hecking et al. 2018). Diskutiert
wird von den Autoren, neben der héheren Lebenserwartung von Frauen und damit
einer hoheren Préavalenz fir eine Einschrankung der Nierenfunktion, vor allem
genderabhangige Faktoren wie eine mogliche Uberdiagnostik, da Frauen haufiger
und regelmafiger zum Arzt gehen und eher Vorsorgeuntersuchungen in Anspruch
nehmen. Insgesamt scheinen Frauen einen langsameren Progress im Verlust der

eGFR im Alterungsprozess als Manner zu haben, wofuir Cobo, Hecking et al. (2016)
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Sexhormone, Lifestyle und einen geschlechterabhangigen NO Stoffwechsel mit

hdéheren NO-Spiegeln in Frauen ausmachen.

In Hinblick auf mdgliche Kausalitat eines geschlechterabhangigen Benefits in der IL-8
Wirkung fur Frauen bleibt zu beachten, dass Patientinnen an der HD haufig einen
gestorten Menstruationszyklus aufweisen (Wiles, Nelson-Piercy et al. 2018). Die
oben ge&ulRerte Vermutung einer dstrogenabhangigen IL-8 Suppression in Frauen
kann daher durch diese Beobachtung nicht gestlitzt werden, da der Grof3teil der

Betroffenen in die postmenopausale Altersgruppe einzuordnen ist.

Auch der Uberlebensvorteil den Frauen in der Normalbevilkerung besitzen
schwindet mit Beginn einer Hamodialysetherapie. Dennoch sterben Frauen, die Gber
55 Jahren alt sind, an der Dialyse weniger haufig an kardiovaskularen Ereignissen
als dialysierte Manner (Carrero, de Jager et al. 2011, Cobo, Hecking et al. 2016),
sodass alles in allem unklar ist, inwieweit die positive Ostrogenwirkung in
Hamodialyse-Patientinnen der vorrangige Mechanismus im Rahmen eines

geschlechterabhangigen Vorteils darstellt.
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5.2 Spezifische geschlechterabhangige Interleukin 8 Wirkung in

Dialysepatienten
Aufgrund der bereits publizierten und der von uns erhobenen Daten interessierten
uns mogliche Mechanismen, welche die unterschiedliche geschlechterspezifische IL-

8 Wirkung erklaren konnten.

Kardiovaskulare  Ereignisse stellen eine der Haupttodesursachen bei
Dialysepatienten dar. Als eine Ursache fur die erhdhte kardiovaskulare Mortalitat gilt
die chronische Inflammation in HD-Patienten. Als moglicher Mechanismus dafur gilt
unter anderem eine durch die Inflammation hervorgerufene endotheliale Dysfunktion
(Merino, Nogueras et al. 2008). Im Kollektiv der Dialysepatienten steigen
proinflammatorische  Zytokine wie IL-6 und hs-CRP mit nachlassender
Nierenrestfunktion an (Gupta, Mitra et al. 2012). Ribeiro, Bosquetti et al. (2014)
konnten in ihrer Arbeit zeigen, dass neben SDF-1 (stromal-cell derived factor 1) auch
IL-8 als Marker einer endothelialen Lasion bei Urdmie zu sehen ist. Schon 2006
wurde Interleukin 8 als starkster unabhéngiger Pradiktor fur die Gesamtmortalitat und
kardiovaskularer Ereignisse gefolgt von IL-6 und CRP identifiziert (Panichi, Taccola
et al. 2006).

Interleukin 8 ist ein proinflammatorisches Zytokin, welches in der Pathogenese und
Pathophysiologie unterschiedlichster Erkrankungen eine Rolle spielt. Einerseits wirkt
es regulatorisch, teilweise sogar antiinflammatorisch in physiologischen Prozessen,
wie zum Beispiel in der fetalen Entwicklung (Maheshwari 2009). In der onkologischen
Forschung gilt IL-8 andererseits als Protein im Tumormikroenvironment welches bei
hoher Expression mit einer schlechten Prognose und einem schlechteren
Ansprechen auf Chemotherapie, zum Beispiel beim Magenkarzinom, assoziiert ist
(Zhai, Shen et al. 2019). Auch therapeutische Ansatze mittels monoklonaler IL-8
Antikorper werden zum Beispiel in der Behandlung des malignen Melanoms
untersucht (Lazennec und Richmond 2010). Auch im Therapiemonitoring als
maoglicher Biomarker zur Verlaufskontrolle und Ansprechrate bei
immunmodulatorischen Tumortherapien wird IL-8 in Betracht gezogen (Alfaro,
Sanmamed et al. 2017). Unabhangig von der Onkologie ist IL-8 im Rahmen
septischer Erkrankungen/Multiorganversagen bei erhdhter Konzentration im Blut mit

einer schlechteren Prognose und einer héheren Mortalitdt assoziiert. In diesem
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Zusammenhang wurde IL-8 ebenfalls als therapeutischer Angriffspunkt im Rahmen

entziindlicher Erkrankungen in Betracht gezogen (Harada, Mukaida et al. 1996).

Neben der bekanntesten Funktion, der Chemotaxis, fuhrt IL-8 auch zu einem
oxidativen Burst und ist ein potenter Induktor der Degradation extrazellularer Matrix
(Mortier, Van Damme et al. 2008).

Gerade wenn man eine geschlechterabhangige Potenzierung der IL-8 Aktivitat durch
IL-8 Spaltung mit in Betracht zieht, kdnnte ein Wirkunterschied auch auf eine

geschlechterabhangige MMP Regulation zurtckfthrbar sein.

Besonders MMP-9 stellte sich als Enzym von Interesse heraus, da es zu einer
spezifischen Spaltung, und damit Wirkpotenzierung, von IL-8 77 AA in 72 AA fihrt
(Nourshargh, Perkins et al. 1992, Van den Steen, Proost et al. 2000). MMP-9 ist
unter anderem auch in der Kardiologie von Interesse. In Bezug auf die
Arteriosklerose und das Outcome nach Herzinfarkt korreliert die Hohe des MMP-9
mit einem schlechteren Uberleben, da es durch die Enzymaktivitait zu einer
Instabilitat arteriosklerotischer Plaques fuhrt (Lahdentausta, Leskela et al. 2018).
Auch in Bezug auf renale Erkrankungen konnte eine Hochregulation der MMP-2 und
MMP-9 Gene in der Pathogenese und Progression der CKD und einer begleitenden

renalen Fibrosierung beobachtet werden (Cheng, Limbu et al. 2017).

In unseren Experimenten mit dem Versuch die Auswirkung des inflammatorischen
HD-Milieus aufzuzeigen, zeigte sich eindrticklich, dass vermehrt MMP-9 in den mit
mannlichem HD Plasma stimulierten Proben nachweisbar ist. Auch in der Stimulation
mit Uberstanden der Zellkultur nach IL-8 Inkubation zeigten Manner eine verstarkte
Aktivierung der intrazellularen Signalkaskade. Unsere Ergebnisse deuten auf eine
geschlechterabhangige, in Mannern verstarkte, MMP-9 Expression in HD-Patienten
hin. Collazos, Asensi et al. (2015) zeigten bereits eine geschlechterabhdngige MMP
Regulation, zuriickfihrbar auf single nucleotid repeats (SNP) an der MMP Promotor
Region. Assoziationen von geschlechterspezifischen Unterschieden und SNP
konnten sie jedoch nur fir MMP-3 finden. Auch in der kardiologischen Forschung am
Tiermodell und in vitro zeigte sich eine Ostrogenrezeptor abhéangige Regulation der
MMP-2 Transkription (Mahmoodzadeh, Dworatzek et al. 2010). Unseren
Ergebnissen entsprechend zeigten Cheng, Philip et al. (2020) an einer
Ostrogenrezeptor Knock-out Ratte geschlechterabhéangiges kardiales Remodelling,

wobei vor allem weibliche Ratten durch das Fehlen der Ostrogenwirkung ein
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negativeres Outcome haben, und dafir unter anderem die Regulation des MMP-9

eine Rolle spielt.

Die Hypothese einer geschlechterabhéngigen Mikroinflammation, durch unter
anderem die MMP  Expression, bestitigte sich auch in  unserem
Migrationsexperiment. Hier konnte durch die alleinige IL-8 Stimulation keine
signifikante geschlechterabhéangige Migration erzielt werden. Durch Ersatz des
Stimulationsreizes mit dem Uberstand der Zellkultur nach IL-8 Stimulation zeigte sich
jedoch eindrucksvoll, dass die Zellen signifikant starker in Richtung des mannlichen
Uberstands migrieren, sodass diese Daten eine verstarkte inflammatorische
Reaktion mannlicher PBMCs auf IL-8 nahelegen, welche in vitro einen signifikanten
Unterschied in der Kklinisch relevanten IL-8 Wirkung macht.

In Bezug auf die Wirkpotenzierung des IL-8 durch spezifische Molekulspaltung gilt zu
beachten, dass neben der Zahl der Aminosauren auch zwischen N- und C-
terminaler Spaltung unterschieden werden kann. Der Ort der Abspaltung und Anzahl
der zurlckbleibenden Aminosauren spielt eine wichtige Rolle fir die biologische
Funktion. Neben einer Wirkpotenzierung konnten Edwards, Taylor et al. (2005)
zeigen, dass der Streptococcus pyogenes, ein Bakterium, welches zur
nekrotisierenden Fasziitis fuhrt, das Enzym SpyCEP bildet. Dieses fuhrt zu einer C-
terminalen Spaltung des IL-8 und damit zu einer Inaktivierung. Dieser Mechanismus
fuhrt zu einer abgeschwachten Immunantwort des Organismus mit reduzierter
Migration neutrophiler Granulozyten und damit zu einem fulminanteren
Krankheitsverlauf (Turner, Kurupati et al. 2009). Auch in Zusammenhang mit
septischen Erkrankungen/Multiorganversagen ist IL-8 bei erhéhter Blutkonzentration
mit einer schlechteren Prognose und Mortalitdt assoziiert (Hamano, Gohra et al.
1998).

Um die spezifische IL-8 Spaltung von 77 AA in 72 AA, unabhdngig von einem
einzelnen Enzym nachzuvollziehen, erfolgte der indirekte Nachweis Uber den IL-8 77
AA Abbau mittels Westernblot. Hier konnten wir beispielhaft an einem HD-Péarchen
einen verstarkten IL-8 77 AA Abbau in Mannern zeigen. Der genaue Mechanismus,
und ob dieser allein tber die MMP-9 Expression zu Stande kommt, bleibt durch diese

Arbeit jedoch unbeantwortet.

Allerdings konnten wir in Betrachtung der MMP Konzentrationen im ELISA signifikant

hdheres MMP-9 bei Mannern nach IL-8, IL-6 und HD-Plasmastimulation nachweisen.
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Frauen wiesen dabei durch die Stimulation keine signifikanten Unterschiede in der
MMP-9 Expression auf, wahrend Manner im Vergleich zu den Frauen eine signifikant
héhere MMP-9 Induktion nach Plasma+IL-8 Stimulation zeigten. Dies entspricht einer
Uberexpression von MMP-9 durch IL-8 Stimulation. Frauen zeigten nach IL-8
Stimulation im ELISA keine signifikante MMP-9 Expression, was ebenfalls fur eine
geschlechterabhangige Expression des MMP-9 spricht. Auch bei MMP-2, das zweite
MMP welches Cheng, Limbu et al. (2017) in der CKD als Uberexprimiert beschrieben,
zeigte nach IL-8 Stimulation eine signifikant h6here Konzentration in M&nnern.

Insgesamt unterliegt die Regulation und Expression von MMPs und IL-8 vielfaltigen
regulatorischen Mechanismen. Unsere Daten zeigen hierbei einen maoglichen
kausalen Zusammenhang von geschlechterabhangiger Wirkpotenzierung von IL-8

Uber die Regulation der MMP Expression.
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5.3 Verbesserung des mannlichen Outcomes durch HDx

Nach positiven Ergebnissen der in-vitro Experimente stellte sich uns die Frage der
Auswirkung, sowie moglicher therapeutischer Anséatze im klinischen Alltag von IL-8 in
HD-Patienten.

Die Daten der ISAR-Studie zeigen die klinische Relevanz der chronischen
Inflammation und Sterblichkeit der Dialysepatienten in Bezug auf das IL-8. Aus
dieser Beobachtung stellt sich die Folgefrage, ob die Erkenntnisse in den klinischen
Alltag eingebracht werden koénnen, und sogar zu einem therapeutischen Nutzen

fuhren konnten.

In der aktuellen Forschung liegt ein Fokus vor allem auf der Verbesserung der
Dialysetechnik durch Einsatz neuer Methoden wie die HDF, die eine schonendere
und bessere Filtration mittelgroRer Molekile ermdglichen soll und dartber die
Morbiditat reduziert (Van Biesen, Vanholder et al. 2017). Neben der Dialysetechnik
wird auch an Dialysatoren geforscht, welche langfristig die sehr aufwendige Technik
der HDF ersetzen konnten (Van Biesen, Vanholder et al. 2017). Im Fokus liegen
,medicum cut off* und ,high cut off* Filter, also Membranen, die eine grol3ere
Porenweite haben und dadurch ebenfalls eine bessere Filtration mittelgroRer
Molekile erméglichen sollen (Locatelli, Martin-Malo et al. 2009). Limitierend ist hier
immer der durch die hohere Porengréf3e bedingte Albuminverlust, da erniedrigtes
Albumin und Mangelernahrung ebenfalls mit einer erhohten Mortalitat assoziiert sind
(Alves, Sun et al. 2018). Lindgren, Fjellstedt et al. (2020) konnten in ihrer cross-over
Studie bereits zeigen, dass die Elimination mittelgroBer Molekile mit MCO

Membranen der HDF gleichwertig ist.

Die MCO Filter konnten bereits eine signifikante Reduktion von proinflammatorischer
MRNA erzielen, sowie eine signifikant bessere Reduktion mittelgroRer Molekile
gegenuber der Standarddialyse mit high-flux Dialysatoren (Kirsch, Rosenkranz et al.
2017, Zickler, Schindler et al. 2017). Auch konnten in vitro eine geringere
Kalizifikation und niedrigere IL-6 Konzentrationen nach MCO/HCO Dialyse gezeigt
werden (Willy, Hulko et al. 2017). Im Rahmen der MCO Studie, die im Klinikum
rechts der Isar und im KfH Dialysezentrum Dachau durchgefuhrt wurde, erfolgte die
Dialyse mit dem MCO Filter Theranova 400 im Vergleich zu dem Standard high-flux
Dialysator FX60/ FX80. Zickler et al. konnten in ihrer Studie eine Reduktion von IL-8

durch die Dialyse mit dem MCO Filter zeigen, welche jedoch nicht signifikant
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gegenuber der Standard high-flux Dialyse war. Die beflirchteten Nebenwirkungen

von Ubermafigem Albuminverlust bestétigten sich dort nicht.

Im Rahmen unserer Filterstudie zeigte sich in Bezug auf die Serumwerte des IL-8
sowohl im Rahmen der Langezeitbeobachtung nach 3 Monaten als auch in der
Einzelsitzung-Kinetik im Serum kein signifikanter Abfall des IL-8. Im Gegensatz dazu
zeigte sich teilweise sogar eine durch die Dialyse getriggerte IL-8 Produktion
wahrend der HD-Sitzung. Weitere Untersuchungen der mRNA und
Immunphanotypen der PBMCs in Bezug auf moglichen Benefit der MCO Dialyse

bleiben abzuwarten.
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5.4 Limitationen

Wir konnten in dieser Arbeit zeigen, dass die klinische Wirkung von IL-8 in Mannern
starker ausgepragt ist als in Frauen. Auch die klinischen Daten der ISAR-Kohorte
konnten zeigen, dass erhohtes IL-8 in Mannern positiv mit einer hoheren Mortalitat
korreliert. Bei einem Ungleichgewicht von M&nnern > Frauen, entsprechend der
Geschlechterverteilung an der Dialyse insgesamt, konnten jedoch keine signifikanten
Unterschiede zwischen den Geschlechtern nachgewiesen werden.

Unsere in-vitro Experimente unterstutzen die Hypothese der starkeren Inflammation
durch IL-8 in Mannern. Allerdings fanden diese nur in einer kleinen Kohorte von
Dialysepatienten statt. Die Auswertungen erfolgten bis maximal 10 Proben pro
Geschlecht, sodass von dieser KohortengrofRe keinesfalls auf eine statistisch
signifikante Relevanz in Betrachtung aller HD- Patienten geschlossen werden kann.
Wie in jeder Kohortenanalyse bergen humane Proben ein Risiko fur eine hohe
interindividuelle Varianz und erschweren dadurch eine objektive Betrachtung der
untersuchten Fragestellung gegenuber dem Tiermodell. AuRerdem war es in unseren
Experimenten leider nicht moglich mit Sexualhormonen zu stimulieren, sodass wir
die direkte Auswirkung durch eine Stimulation mit Ostrogen nicht naher betrachten
konnten.

In Bezug auf die Gesamtaussagekraft des IL-8 und seiner Rolle in der Morbiditat und
Mortalitdt von Dialysepatienten zeigt diese Arbeit daher nur eine kleine Stichprobe
und Teilaspekte. Da die durch die Dialyse hervorgerufene Inflammation
mannigfaltigen Auslésern und Mechanismen unterliegt, ist IL-8 nur als ein kleiner
Baustein unter vielen im Mechanismus der Immunaktivierung zu sehen. Neben der
Art der Dialysetherapie, dem verwendeten Filter und der Dialyseeffektivitat spielt fur
die Inflammation neben dem Geschlecht ebenso die erhaltene Restfunktion der
Niere, der Volumenstatus und auch genetische sowie epigenetische Varianten eine
entscheidende Rolle fur die Auspragung der Inflammation in jedem Individuum
(Barreto, Barreto et al. 2010, de Sequera, Corchete et al. 2017).

Alles in allem weisen die Daten auf einen moglichen Zusammenhang der starkeren
inflammatorischen Wirkung in HD- Mannern hin, jedoch bedarf es weiterer
Untersuchungen mit einem gréf3eren Patientenkollektiv und genauerer Untersuchung
der Wirkung von Sexualhormonen, um die Frage nach den genauen Mechanismen

und der Kausalitat zu beantworten.
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6. Zusammenfassung

Die Anzahl an Dialysepatienten nimmt aufgrund der steigenden Lebenserwartung in
den letzten Jahren stetig zu. Trotz grol3em Fortschritt in Material und Methodik der
Dialysetherapie ist die Mortalitat von Dialysepatienten noch immer im Vergleich zur
Normalbevolkerung stark erhoht (Canaud, Tong et al. 2011). Im Gegensatz zur
hoéheren Lebenserwartung von Frauen in der Normalbevdlkerung, zeigt sich im
Dialysekollektiv eine Angleichung der Mortalitdt zwischen Mannern und Frauen

(Vongsanim und Davenport 2019).

Eine der Ursachen ist die erhdhte kardiovaskulare Mortalitat von Dialysepatienten,
jedoch gewinnt die durch das urdmische Milieu und Zellaktivierung bei Kontakt mit
korperfremden Oberflachen vorliegende chronische Inflammation eine immer
wichtigere Bedeutung im Verstandnis der Morbiditat in Zusammenhang der
Hamodialyse (Massy, Stenvinkel et al. 2009, Neirynck, Glorieux et al. 2015).
Interleukin 8 ist ein Chemokin, welches in Dialysepatienten bereits als unabhéngiger
Pradiktor einer erhdhten Mortalitat sowie als Beschleuniger der Arteriosklerose tber
den Mechanismus der endothelialen Dysfunktion gezeigt werden konnte (Panichi,
Taccola et al. 2006, Ribeiro, Bosquetti et al. 2014).

Wir konnten zeigen, dass IL-8 mit einer erhdhten Mortalitat in Mannern assoziiert ist
und zu einer signifikant starkeren Zellaktivierung sowie Migrationsbewegung der
Zellen fuhrt. Ob die mit IL-8 korrelierende chronische Inflammation durch neue
Dialysetechniken und -membranen langfristig reduziert und die Morbiditat und
Mortalitat an der Dialyse gesenkt werden kann Bedarf weiterer Forschung- ebenso
der genaue Mechanismus, welcher zu den geschlechterspezifischen Reaktionen des

Immunsystems flhrt.
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