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Referat

Die dauerhafte Uberwisserung von Hiamodialysepatienten mit ihren negativen Folgen auf
kardialer und entziindlicher Ebene sowie der resultierenden erhohten Mortalitdt wurde bereits
vielfach untersucht. Vielfdltige Ursachen kommen fiir das Vorliegen erhohter
Entziindungsparameter unter diesen Bedingungen in Frage. So wurden beispielsweise bereits
Hinweise auf eine mogliche Deregulierung von Interleukin-10 nachgewiesen. Dieses Zytokin,
welches vor allem von Immunzellen sezerniert wird, besitzt die Fahigkeit, eine Vielzahl
antiinflammatorischer Signalwege auszulésen und hat damit eine hohe Bedeutung fiir die
Homdostase von Immunreaktionen und das Einddammen (iberschieBender Inflammation. In der
vorliegenden Querschnittsstudie wurde nach Ursachen der IL-10-Deregulation mit einem
Hauptaugenmerk auf eine mdgliche translationale Hemmung geforscht. Hierzu wurden 40
Hamodialysepatienten rekrutiert, mittels Bioimpedanzmessung in hypervolam und normovolam
eingeteilt und deren Blutproben mittels biomolekularer Verfahren analysiert. Hierbei zeigte sich
in der Gruppe der iberwdsserten Patienten, neben erhéhten CRP-Werten, eine Hochregulation
der IL-10 mRNA, jedoch kein korrespondierender Anstieg des IL-10-Proteins. Dies lasst auf eine
Hemmung der IL-10-Produktion auf posttranskriptioneller Ebene schlieBen. Im weiteren Verlauf
konnte festgestellt werden, dass die Expression der microRNA-142-3p in der Gruppe der
Uberwasserten Patienten signifikant hochreguliert war. Somit ist zu vermuten, dass diese
microRNA die Translation der IL-10 mRNA negativ beeinflussen kdnnte. Dadurch waren in dieser
Gruppe adaquate antiinflammatorische Gegenregulationen mittels IL-10 zur Einddmmung
entziindlicher Vorgdnge, wie sie unter Hamodialysepatienten vermehrt auftreten, nur
eingeschrankt moglich und wiirden die erhohten Entziindungsmarker erkldren. Diese
begriindete Vermutung sollte mit weiterfihrenden Transfektionsexperimenten zusatzlich
bestdtigt werden. Weiterhin konnte an Position 727 des Transkriptionsfaktors STAT3 ein
vermindertes Vorliegen der Serinphosphorylierung in der Gruppe der iberwasserten Patienten
nachgewiesen werden. Ob dies direkt durch die verminderte IL-10-Expression bedingt ist und
resultierend zu einer verminderten Aktivitat dieses Transkriptionsfaktors fiihrt, welcher stark in
die Vermittlung IL-10-bedingter Effekte integriert ist, lasst sich aktuell nur hypothetisieren und

sollte in weiteren Studien untersucht werden.

Herberger, Eva: Einfluss von Hypervolamie auf IL-10-Aktivierung bei Hdmodialysepatienten,
Halle (Saale), Univ., Med. Fak., Diss., 64 Seiten, 2024
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Einleitung

1. Einleitung

1.1. Die chronische Nierenerkrankung

Die chronische Niereninsuffizienz ist charakterisiert durch eine Nierenfunktionsabnahme mit
unterschiedlichen Strukturverdanderungen an der Niere, je nach vorliegender renaler
Grunderkrankung. Sie ist klinisch signifikant, wenn die glomerulare Filtrationsrate (GFR) fir 3
Monate unter 60ml/min/1,73m? Kérperoberfliche (KOF) liegt und/oder eine Albuminurie tiber
30mg/g Kreatinin besteht (Ammirati A.L., 2020). Mit einer Pravalenz von 2,3% in den Jahren
2008-2011 waren in Deutschland etwa 2 Millionen der 18-79-Jahrigen von einer chronischen
Nierenerkrankung betroffen. Die wesentlichen Ausloser fiir diese Erkrankung waren Diabetes
mellitus, der das Risiko um das 2,25-fache erhohte, sowie das Vorliegen einer arteriellen
Hypertonie, welches eine Risikosteigerung um das etwa 3,5-fache bewirkte (Girndt M. et al.,
2016). Weiterhin konnen Nierenerkrankungen unter anderem durch Glomerulonephritis,
Pyelonephritis, die Einnahme nephrotoxischer Medikamente, das Vorliegen von
Autoimmunerkrankungen oder angeborenen Nieren- und Harnwegsfehlbildungen bedingt sein.
Auch ein prolongiertes akutes Nierenversagen kann in eine chronische Nierenfunktionsstorung

Ubergehen.

Entsprechend der KDIGO ist seit 2013 eine Stadieneinteilung anhand der GFR und der
Albuminurie moglich (Levin A. et al., 2013). Hierbei unterscheidet man die Stadien G1-G5 bzw.
A1-A3.

1.1.1. Symptome

Oft zeigen sich betroffene Patienten lange Zeit asymptomatisch. Erst in fortgeschrittenen
Stadien werden Elektrolytverschiebungen, Zeichen einer Uberwisserung in Form von Lungen-
oder Beinddemen und Symptome durch die Akkumulation harnpflichtiger Substanzen,
sogenannter Urdmietoxine, sichtbar, darunter Erbrechen, Ubelkeit, Appetitlosigkeit und Fatigue

(Chen T.K. et al., 2019).

1.1.2. Notwendigkeit einer Nierenersatztherapie

Ab welchem Punkt eine Nierenersatztherapie eingeleitet werden sollte, ist nicht allein anhand
der GFR ableitbar, sondern sollte symptom- und patientenspezifisch entschieden werden. Einzig
schwere Erkrankungsbilder wie durch Urdamie ausgeloste Perikarditis, Enzephalopathie oder
Pleuritis stellen eine dringende Indikation dar (Chen T.K. et al., 2019). Beziglich der GFR sollte
bei einem Wert unter 20ml/min/1,73m? KOF eine Nierenersatztherapie in regelmaRigen

Abstanden hinterfragt werden (Ammirati A.L., 2020).
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1.2. Hamodialyse

Die Hamodialyse stellt neben der Nierentransplantation und der Peritonealdialyse ein mogliches
Nierenersatzverfahren dar (Chen T.K. et al., 2019). Sie beruht auf den Prinzipien der Diffusion
und Osmose an einer kiinstlichen Membran (Ultrafiltration) und dient der Reinigung des Blutes
von uramischen Stoffwechselmetaboliten, der Normalisierung des Saure-Base- und
Elektrolythaushaltes sowie der Reduktion Uiberschiissigen Wassers. Hierzu wird das Blut des
Patienten im Gegenstromprinzip und durch eine semipermeable Membran getrennt an einem
Dialysat vorbeigeleitet. Uber die Dialysatzusammensetzung erfolgt die Steuerung der Diffusion.
Es weist einen physiologischen oder auf die angestrebte Elimination angepassten
Elektrolytgehalt auf und erzeugt in Bezug auf harnpflichtige Substanzen ein
Konzentrationsgefalle in seine Richtung. Wie effektiv diese harnpflichtigen Substanzen aus dem
Blut in das Dialysat entfernt werden kénnen, hangt von maschinellen und patientenspezifischen

Faktoren, aber auch von deren MolekliilgroRe ab (Barenbrock M., Schafer R.M., 2004).

1.2.1. Kt/ Vurea

Ein wichtiger Marker, der bereits seit dem Ende der 1980er Jahre zur Beurteilung der addaquaten
Dialyse dient, ist das Kt/Vurea (Daugirdas J.T., 1989; Vanholder R. et al., 2015). Es ist definiert als
das Produkt aus der Harnstoff-Clearance des Dialysators und der Dialysezeit, ins Verhaltnis
gesetzt zum Harnstoffverteilungsvolumen im Koérper. Die Harnstoff-Clearance ist hierbei die
Menge an Blut, die in einer bestimmten Zeit durch den Dialysator komplett von Harnstoff befreit
werden konnte. Das Harnstoffverteilungsvolumen kann aus Korpergewicht und GroRe
berechnet werden (Barenbrock M., Schafer R.M., 2004; Levy J. et al., 2016). In Summe gibt dieser
Marker also das innerhalb der Dialyse von Harnstoff gereinigte Blutvolumen in Verhaltnis zum

insgesamt vorhandenen Harnstoffverteilungsvolumen an.

1.2.2. Die Ultrafiltration

Bei der Ultrafiltration folgt der Fliissigkeitsstrom einer hydrostatischen Druckdifferenz zwischen
Blut und Dialysat. Diese kann durch Unterdruck im Dialysat oder Uberdruck auf der Blutseite
beglinstigt werden und erméglicht den Entzug von retiniertem Wasser (Barenbrock M., Schafer

R.M., 2004).

1.2.3. Regulation des Fliissigkeitshaushaltes bei Dialyse
Bei der ambulanten Hamodialyse haben sich Frequenzen von 3 Behandlungen pro Woche
etabliert. Die Vermutung, dass Morbiditat, Mortalitat und Hypertoniepravalenz mit steigender

Dauer einer Einzelsitzung oder mehr als 3 Behandlungen pro Woche sinken, wird weiterhin
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diskutiert und untersucht (Barenbrock M., Schifer R.M., 2004; Swaminathan S. et al., 2017;
Slinin Y. et al.,, 2015). Die Mindestdauer einer Einzelsitzung sollte jedoch 4 Stunden nicht

unterschreiten (Barenbrock M., Schafer R.M., 2004).

Dies zeigt sich auch bei der Regulation des Flissigkeitshaushaltes. Aufgrund der stark
reduzierten bis vollig fehlenden Nierenfunktion kommt es wahrend des dialysefreien Intervalls
bei vielen Patienten zu einer Hypervolamie (Barenbrock M., Schafer R.M., 2004). Jedoch ist die
zu entfernende Flissigkeitsmenge wahrend der Dialyse schwer einzuschatzen. In der Regel wird
das niedrigste postdialytische Gewicht herangezogen, welches mit Beschwerdefreiheit
assoziiert ist und kurz Gber dem Korpergewicht liegt, bei dem Symptome einer Hypovoldmie
(Blutdruckabfall etc.) auftreten. Aus diesem sogenannten Trockengewicht wird in Relation zum
Gewicht des Patienten vor der Dialyse die zu entfernende Flissigkeitsmenge ermittelt (Doss-
McQuitty S., 2014; Huang S.-H.S. et al., 2015; Barenbrock M., Schafer R.M., 2004). Da diese
Definition des Trockengewichtes teilweise als unzureichend angesehen wurde, wurden neuere
Verfahren, die eine Auskunft Gber den Fllssigkeitsgehalt des Patienten geben kdnnten, in
Betracht gezogen. Hierbei handelt es sich unter anderem um die bioelektrische
Impedanzmessung und das relative Blutvolumenmonitoring, welche (ber elektrische
Widerstandsmessungen des Korpers bzw. lber kontinuierliche intradialytische Hamatokrit-
Messungen erfolgen. Jedoch konnte sich hier, vermutlich durch das Fehlen groR angelegter
Studien, noch kein Goldstandard herauskristallisieren (Miskulin D.C. et al., 2017; Huang S.-H.S.
et al., 2015; Kuhlmann M.K. et al., 2005).

Neben den Schwierigkeiten bei der Ermittlung des Trockengewichtes wird es auch mit kiirzerer
Dialysezeit schwerer, das Trockengewicht zu erzielen, da immer hdhere Ultrafiltrationsraten
notwendig werden. Hierbei kann es aufgrund von unzureichendem Flissigkeitsnachstrom aus
dem Interstitium trotz intra- bzw. interstitieller Hypervolamie zu einer vaskuldren Hypotonie
kommen, sodass unter Umstanden Sollgewichte gewahlt werden missen, die einem
hypervoldamen Zustand des Patienten entsprechen (Doss-McQuitty S., 2014; Barenbrock M.,
Schafer R.M., 2004). Bei einer dreistlindigen Dialyse ist beispielsweise nur bei wenigen Patienten
Normovolamie und Normotonie erreichbar, wahrend nach 8 Stunden Dialyse nur noch etwa 2-
5% der Patienten hyperton sind (Barenbrock M., Schafer R.M., 2004). Zudem besteht bei zu
raschem Fllssigkeitsentzug die Gefahr einer intradialytischen Hypotonie, welche eine weitere
Verminderung der Nierenfunktion, myokardiale Ischdmien mit resultierendem Stunning und

verminderter kardialer Funktion, sowie ischdmische Schaden von Gehirn und Verdauungstrakt
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bedingen kann (Huang S.-H.S. et al.,, 2015; Doss-McQuitty S., 2014). Somit verbleiben

Hamodialysepatienten teilweise auch nach der Hamodialyse in einem liberwdasserten Zustand.

1.3. Hypervoldamie

Bereits mehrere Studien konnten einen Zusammenhang zwischen jenem hypervoldamen Zustand
und erhdhter Mortalitat feststellen (Zoccali C, 2017; Dekker M.J. Marcelli D. et al.,, 2017;
Wizemann V. et al., 2009). Dekker et al zeigten zudem, dass das Mortalitatsrisiko einer Kohorte
von 8883 Hamodialysepatienten stufenweise mit zunehmender Uberwésserung anstieg (Dekker

M.J., Marcelli D. et al., 2017).

1.3.1. Hypervoldmie und kardiale Risiken

Die erhohte Mortalitdt konnte zum einen bedingt sein durch den ebenfalls nachweisbaren
Zusammenhang von Uberwésserung und Hypertonie, Arteriensteifigkeit,
Linksherzhypertrophie, Herzinsuffizienz sowie anderen kardiovaskuldren Risikofaktoren bzw.
Erkrankungen (Hung S.C. et al., 2014; Hur E. et al., 2013; Wizemann V. et al., 2009). Zudem
zeigten sich auch einige Marker fir kardiovaskulare Einschrankungen, wie D-Dimere, Troponin T
und NT-proBNP mit Hypervolamie assoziiert (Antlanger M. et al., 2013). Allerdings konnten
Onofriescu und Kollegen ein starkes Mortalitdtsrisiko von Uberwasserten Himodialysepatienten
nachweisen, welches unabhangig von der Herzmorphologie oder -funktion vorlag (Onofriescu,

M., et al., 2015). Somit sollten auch weitere Ursachen in Betracht gezogen werden.

1.3.2. Hypervolamie und erhdhte Entziindungsmarker

Neben der kardiovaskuldren Risikoachse kdnnte eine weitere Ursache die erhdhte Mortalitat
bedingen. So konnte sowohl bei Peritoneal- und Hamodialysepatienten, als auch bei nicht
dialysierten chronisch Nierenkranken ein Zusammenhang zwischen Hypervolamie und erh6hten
Entziindungsmediatoren wie CRP, TNFa oder IL-6 nachgewiesen werden (Dekker M.J., Marcelli

D. et al., 2017; Konings C.J. et al., 2003; Hung S.C. et al., 2014).

Ursachen hierfiir werden vielfach diskutiert. Moglich wére es, dass die Entziindung aufgrund
auftretender erniedrigter Serumalbuminwerte die Hypervolamie bedingt, da durch den so
verminderten kolloidosmotischen Druck eine vermehrten Flissigkeitsverlagerung in das
Interstitium stattfindet (Dekker M.J., Marcelli D. et al., 2017). Des Weiteren ist es moglich, dass
eine erhohte Kapillarpermeabilitdt, wie sie bei Entziindungen vorliegt, eine erhohte
Wasserverlagerung ins Interstitium bedingt und so die Flussigkeitsreduktion wahrend der

Dialyse behindert (Dekker M.J.E., van der Sande F.M. et al., 2018).
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Andererseits konnte aber auch die Hypervolamie einen Verdiinnungseffekt im Serum bewirken
und die Entziindung ihrerseits durch die Hypervolamie bedingt sein (Dekker M.J., Marcelli D. et

al., 2017).

1.3.2.1. Endotoxdmie als mogliche Ursache fiir erh6hte Entziindungswerte

Eine generelle Ursache fiir chronische Entziindungszustande bei niereninsuffizienten Patienten
scheint in der Endotoxamie zu bestehen (Mclntyre C.W. et al, 2011), welche zum einen durch
einen Integritatsverlust der epithelialen Darmbarriere, zum anderen durch Veranderungen des
intestinalen Mikrobioms bedingt zu sein scheint (Vaziri N.D., 2012). Unter urdmischen Einfliissen
kommt es zu Entziindungen der Darmwand und einem Funktionsverlust der “tight junctions”.
Im Rahmen chronischer Nierenerkrankungen einzuhaltende diatetische Vorschriften (niedrige
Kalium- und Phosphatzufuhr) fiihren weiterhin zu einer Dysbiose des Mikrobioms im Darm
(Nowak K.L. et al., 2018; Lau W.L. et al., 2015). Der hierdurch erméglichte Ubertritt von
Endotoxinen und anderen Noxen, aber auch von durch das in Dysbalance geratene Mikrobiom
selbst freigesetzten urdamischen Toxinen (Lau W.L. et al., 2015) in den systemischen Kreislauf
konnte wesentlich zu einer chronischen Entziindungsreaktion beitragen (Vaziri N.D., 2012).
Mclntyre et al. konnten sogar zeigen, dass ein weiterer starker Anstieg der Endotoxamie mit
dem Beginn der Hamodialyse feststellbar war, sie vermuten den systemischen Kreislaufstress
und die wiederkehrende Darmischdmie als Ursache. Die resultierende Endotoxamie wiederum
war assoziiert mit systemischen Entziindungszeichen (CRP) und einer erhéhten Mortalitét.
Weiterhin zeigten Sie eine positive Korrelation zwischen dem préadialytischen Endotoxingehalt
und der Héhe des Ultrafiltrationsvolumens (Mclintyre CW et al, 2011). Dies konnte als moglicher
Zusammenhang zwischen Hypervolamie und Endotoxindmie gewertet werden, allerdings
konnten in dieser Studie keine weiteren derartigen Assoziationen (beispielsweise erhéhter BNP
oder erhohte linksarterielles Volumen) belegt werden (Mcintyre C.W. et al, 2011; Zsom L. et al.,
2019). In einer anderen Studie hingegen zeigte sich eine Assoziation zwischen Uberwé&sserung
(ermittelt anhand des Vena cava inferior-Durchmessers) und erhohten
Endotoxinkonzentrationen. Allerdings waren hier wiederum keine Zusammenhange zwischen
Endotoxin-Leveln und Entziindungsmarkern feststellbar, sodass eine durch Hypervolamie
ausgeloste Endotoxindmie als Ursache fir die chronischen Entziindungszustinde bei

Uberwisserung weiter fraglich bleibt (Goncalves S. et al., 2006).

1.4. Relevanz von IL-10 bei Himodialysepatienten
Generell scheint bei Hdmodialysepatienten haufiger die Aktivierung von Entzliindungsreaktionen

stattzufinden. Ein Review sah die Hauptursachen in der Akkumulation harnpflichtiger
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Substanzen im Blut (Urdmie), welche stimulierende Wirkungen auf die Immunzellen ausiben,
sowie in dem wiederholten Kontakt des Blutes mit den Fremdoberflachen des Dialysematerials,
welches unter anderem das Komplementsystem aktiviert. Theoretisch kdnnen auch die
Dialysate bakterienkontaminiert sein (heutzutage technisch fast ausgeschlossen). Der daraus
resultierende Bakterienlbertritt in das Blut hatte ebenfalls entziindliche Antworten des
Immunsystems zur Folge (Girndt M., 2002). Auch der bereits zuvor beschriebene Ubertritt von
Endotoxinen aus dem Darm in das Blut mit resultierender Endotoxdmie, welche bei

Hamodialysepatienten verstarkt auftritt, kdme als Entziindungsausloser in Betracht.

Offen bleibt die Frage, wieso sich diese Ursachen nicht gleichermaRen auf alle
Hamodialysepatienten auswirken, sondern Uberwaésserte Patienten héhere

Entzindungsparameter aufweisen als normovolame Patienten.

Einen moglichen Hinweis liefert eine Reihe von Studien, die sich mit der Problematik
auseinandersetzten, warum ein Teil von Hamodialysepatienten eine deutlich verminderte
Immunreaktion bei Impfungen gegen Hepatitis B oder Tetanus aufzeigten (Kohler H. et al., 1984;
Girndt M., Pietsch M., et al., 1995). Dabei zeigte sich, dass die Impf-Nonresponder bei LPS-
Stimulation eine erhdhte Bildung proinflammatorischer Zytokine wie IL-6 und TNFa, sowie eine
eingeschrankte Bildung des antiinflammatorischen Zytokins IL-10 durch mononukleare Zellen
aufwiesen (Girndt M. et al.,, 1995). Letztendlich war fir die reduzierte Immunreaktion bei
Impfungen ein Polymorphismus im Gen des Zytokins IL-10 verantwortlich, welcher in der Gruppe
der Impf-Nonresponder auftrat und eine verminderte IL-10-Bildung bedingte (Girndt M. et al.,
2001). Durch die verminderte Produktion von IL-10, einem Zytokin, welches vielfiltige
antiinflammatorische Wirkungen vermitteln kann (Rutz S., 2016), scheint die betroffene Gruppe
somit auch vermehrt Entziindungszustdanden ausgesetzt zu sein. Dies bestatigt sich durch das
Vorliegen niedrigerer und weniger schwankender CRP-Werte in der Gruppe der

Hamodialysepatienten mit héherer IL-10-Produktionsfahigkeit (Girndt M. et al., 2003).

Somit zeigt sich hier eine spezielle Untergruppe von Hamodialysepatienten, welche unter
anderem erhohte Bildungsraten proinflammatorischer Zytokine aufweist. Der entscheidende
Unterschied beider Gruppen lag in diesem Fall in der IL-10-Produktion, hier allerdings auf
genetisch verankerter Ebene, begriindet. Somit ware es durchaus moglich, dass auch im Rahmen
der Gruppenaufteilung in normo- und hypervolam, einhergehend mit dem erhéhten Auftreten
von Entziindungsmarkern in der hypervolamen Gruppe, die Ursache in der IL-10-Produktion
liegt. Jedoch ist die Uberwéasserung kein genetisch determinierter Zustand, sondern vielmehr

durch verschiedenste exogene Einfllisse verdanderbar. Somit ist das differierende Auftreten des
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zuvor beschriebenen Genpolymorphismus in diesen beiden Gruppen eher nicht anzunehmen,

sondern von anderen Mechanismen auszugehen, die die IL-10-Bildung beeinflussen kdnnten.

1.5. Hypervolamie und IL-10

Einen Zusammenhang zwischen Hypervoldamie und IL-10-Produktion konnte nun eine Studie von
Ulrich et al. feststellen. Trotz erhéhten IL-6-Werten bei hypervolamen Hamodialysepatienten
konnte keine signifikante IL-10-Erh6hung unter den Uberwdasserten Patienten feststellt werden.
Interessanterweise zeigte sich jedoch eine signifikant erhéhte Produktion von IL-10 mRNA in der
hypervoldamen Gruppe. Somit ist zu vermuten, dass hier die IL-10-Produktion
posttranskriptionell beeinflusst wird (Ulrich C. et al., 2020). Der Mechanismus bleibt jedoch

vorerst unklar.

1.6. Regulation der IL-10-Produktion
Auf pra- und posttranslationaler Ebene sind generell bereits mehrere auf die IL-10-Produktion

Einfluss nehmende Faktoren bekannt.

1.6.1. Transkriptionelle Regulation

Eine wichtige Rolle spielt der Transkriptionsfaktor STAT3. Er kann eine spezifische Stelle im IL-
10-Promotor binden und die Transkription férdern (Benkhart E. M. et al., 2000) und induziert
weiterhin gemeinsam mit IRF1 die IL-10-Produktion nach Interferon-a-Induktion (Ziegler-
Heitbrock L. et al., 2003). STAT3 selbst wiederum ist ein Transkriptionsfaktor, dessen Aktivierung
durch eine Vielzahl von Wachstumsfaktoren und Zytokinen erfolgen kann und durch seine
Phosphorylierung, haufig durch Januskinasen (JAKs), aber auch andere Rezeptor- oder Nicht-
Rezeptortyrosinkinasen, vermittelt wird (Chen Q. et al., 2019). Unter den aktivierenden
Zytokinen ist auch IL-10, welches STAT3 Uber den JAK/STAT-Signalweg aktiviert und so einen
selbstverstarkenden Effekt erméglicht (Rutz S. et al. 2016; Gabrysova L. et al., 2014). Weiterhin
konnte gezeigt werden, dass die Aktivitdt von STAT3 bei bestehender Phosphorylierung des
Tyrosins in Position 705 durch die weitere Phosphorylierung des Serins an Position 727 weiter

gesteigert werden konnte (Wen Z. et al., 1995).

Des Weiteren konnte auch eine mogliche Beteiligung des ligandenaktivierten
Transkriptionsfaktors AhR bei der IL-10-Produktion nachgewiesen werden. In murinen
Makrophagen wurde unter AhR-Stimulation eine erhéhte IL-10-Produktion registriert (Fueldner
C. et al,, 2018); in LPS-stimulierten Makrophagen zeigte sich weiterhin eine verstarkte AhR-
Expression, welche wiederum relevant fir die IL-10-Expression war. Hierbei handelte es sich

jedoch nicht um eine direkte transkriptionelle Beeinflussung des IL-10-Promotors durch AhR,
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sondern um die Aktivierung eines Signalweges (iber Src und STAT3, der die gesteigerte IL-10-

Produktion vermittelte (Zhu J. et al., 2018).

Weitere Transkriptionsfaktoren mit positivem Einfluss auf die IL-10-Expression sind unter
anderem c-Maf, C/EBP, CREB und Sp1, welche tber verschiedenste Signalwege aktiviert werden
(Cao S. et al., 2002; Sanin D.E. et al., 2015; Brenner S. et al., 2003; Ma W. et al., 2001). Zudem
weist Interferon y einen hemmenden Effekt auf die IL-10-Transkription auf (Chomarat P. et al,

1993).

1.6.2. Posttranskriptionelle Regulation

Auf posttranslationaler Ebene konnte gezeigt werden, dass in PBMCs unter LPS-Stimulation eine
zusatzliche Form der IL-10 mRNA im Vergleich zur Baseline-Produktion gebildet wird. Diese
verfligt Giber eine kiirzere 5’-untranslatierte Region (UTR) und kann so besser an Ribosomen
binden (Forte G.I. et al., 2009). Auch wurden in der 3-UTR mehrere potentiell destabilisierende
Motive AUUUA entdeckt, deren Fehlen mit einer deutlich verlangerten Halbwertszeit der IL-10
MRNA einhergingen (Powell M. J. et al, 2000). An diesen AU-reichen Elementen (ARE) konnen
sogenannte ARE-bindende Proteine durch ihre Anlagerung einen schnelleren Abbau der mRNA
vermitteln (Rutz S. et al.,, 2016). Die 3’UTR ist weiterhin ein wichtiger Angriffspunkt fir

microRNAs, welche einen weiteren moglichen Einflussfaktor darstellen.

1.6.2.1. Micro-RNAs

Bei microRNAs (miRNAs) handelt es sich um ca. 23 Nucleotide lange, nichtcodierende, endogene
RNAs, deren Vorlaufer in Haarnadelstruktur vorliegen und die nach ihrer Prozessierung Teil des
sogenannten RNA-induced Silencing Complex werden. So binden sie sequenzspezifisch an die
3-UTR (untranslatierte Region) von mRNAs und sind in der Lage, deren Transkription zu
beeinflussen (Bartel D.P., 2009; Baltimore D. et al., 2008). Weiterhin kdnnen Sie auch indirekt
durch Beeinflussung von Transkriptionsfaktoren auf die Genexpression Einfluss nehmen.
Insgesamt sind sie an einer Vielzahl von physiologischen, wie auch pathologischen Vorgangen

im Organismus beteiligt (Marques-Rocha J.L. et al., 2015).

1.6.2.2. IL-10-regulierende microRNAs

Auch wenn die Erkenntnisse tiber miRNAs noch recht jung sind, so sind doch bereits mehrere
bekannt, welche auf die IL-10 mRNA Einfluss nehmen. So hemmen miR-106a und miR-98
beispielsweise die IL-10-Produktion, wahrend miR-446I die Stabilitat der IL-10 mRNA und damit
die IL-10-Bildung erhoht (Quinn S.R. et al., 2014; Sharma A. et al., 2009; Liu Y. et al, 2011). Ding

et al. konnten zudem im Zusammenhang mit dem systemischen Lupus erythematodes eine
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hemmende Wirkung von miR-142-3p auf die IL-10-Expression nachweisen. Im Rahmen der
Erkrankung zeigten sich miR-142-3p und miR-142-5p in CD4-positiven Zellen herunterreguliert
und die IL-10-Produktion erhoht (Ding S. et al., 2012).

1.6.2.3. miR-142

Neben ihrem Einfluss auf IL-10 konnten fiir die miR-142 weitere wichtige regulatorische
Funktionen mit Einfluss auf das Immunsystem festgestellt werden. So hat miR-142 eine
hemmende Wirkung auf die cAMP-Produktion in CD4-positiven T-Zellen (Huang B. et al., 2009)
und Makrophagen, wobei cAMP wiederum ein wichtiges Signalmolekdl fir die Immuntoleranz
ist und sogar die IL-10-Produktion in Monozyten férdert (Risge P. et al., 2011; Platzer C. et al.,
1999).

Die ebenfalls fir die Immuntoleranz hochrelevanten T-regulatorischen Zellen sind ihrerseits in
der Lage, mittels FOXP3 die miR-142-3p zu hemmen, so eine erhohte cAMP-Produktion zu
ermoglichen und dadurch ihre hemmenden Effekte auszufiihren (Huang B. et al., 2009). Eine
zusatzliche Hemmung von miR-142-3p in T-regulatorischen Zellen erhohte weiterhin ihr

Uberleben und ihre Effektivitdt durch eine verbesserte Autophagie (Lu Y et al., 2018).

Zudem scheint miR-142 einen fordernden Einfluss auf CD4-positive dendritische Zellen und
deren Interaktion mit CD4-positiven T-Helferzellen zu haben (Mildner et al., 2013). Des Weiteren
deutet sich eine entscheidende Rolle bei der Differenzierung von Monozyten zu Makrophagen
mittels CSF1 an. Zudem waren signifikante miR-142-3p Verminderungen sowohl in Monozyten
bei chronisch myeloischer Leukdmie (Lagrange B et al., 2013), als auch in PBMCs bei akuter

myeloischer Leukdmie nachzuweisen (Wang F. et al., 2011).

Diese microRNA ist weiterhin in der Lage, die IL-6-Produktion in dendritischen Zellen zu hemmen
(Sun Y. et al., 2011) und ein volliges Abschalten von miR-142 fiihrte in M&usen sogar zu einer
schwerwiegenden Immundefizienz (Kramer N.J. et al., 2015). Dies alles zeigt die Relevanz von
miR-142 fir die effektive Arbeit des Immunsystems und weist auf gravierende Auswirkungen

einer moglichen Deregulation hin.

Dass auch die entzlindlichen Veranderungen und die eingeschrankte IL-10-Produktion im
Rahmen der Hypervolamie auf einer Veranderung der miR-142 basieren, ist somit durchaus
moglich, zumal die microRNA mit ihrem nachgewiesenen Einfluss auf die cAMP-Produktion ein
wichtiges Signalmolekil der Immuntoleranz direkt steuert und weiterhin bereits die direkte

Hemmung der IL-10 mRNA durch miR-142-3p nachgewiesen werden konnte.
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Wir haben uns deshalb entschieden, eine erneute Analyse der IL-10-Produktion von
hypervolamen und normovolamen Dialysepatienten, sowohl auf mRNA-, als auch auf
Proteinebene durchzufiihren und unseren Fokus auf eine mogliche Hemmung der IL-10 mRNA-
Translation durch microRNAs zu legen. Aufgrund des bereits bekannten Einflusses von miR-142-
3p sowohl auf IL-10, als auch auf die Funktion des Immunsystems generell, haben wir unser
Hauptaugenmerk auf diese microRNA gelegt. Fir die miRNA-Analyse wurde die RNA aus allen
mononukledren Zellen des peripheren Blutes (PBMCs) herangezogen. Die Analyse von IL-10
mMRNA und -Protein erfolgte sowohl in den PBMCs als auch im Serum der Probanden. Des
Weiteren untersuchten wir den Transkriptionsfaktor STAT3, der eine wichtige Rolle bei der IL-
10-Produktion und -Wirkung spielt, sowie den Einfluss einer Hemmung des
Transkriptionsfaktors AhR, der ebenfalls flr die IL-10-Produktion in Makrophagen relevant zu

sein scheint.
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2. Zielstellung

Diese Dissertationsarbeit hat das Ziel, mit Hilfe einer prospektiven, explorativen Studie, eine
Dysregulation der IL-10-Produktion unter hypervolamen Hamodialysepatienten zu bestatigen,
sowie mogliche Ursachen dafiir zu ermitteln. Hierbei liegt der Fokus auf der Analyse bestimmter

microRNAs, welche einen Einfluss auf die IL-10 Translation haben kénnten.

Anhand molekularbiologischer Verfahren erfolgt eine Analyse der Blutproben beziglich der
IL-10 mRNA- und -Proteinexpression. Weiterhin wird die Expression der microRNA-142-3p und
der microRNA-142-5p, sowie des Transkriptionsfaktors STAT3 analysiert. Ebenso erfolgt die
Untersuchung einer moglichen Beeinflussung der IL-10-Produktion durch den Aryl-
Hydrocarbon-Rezeptor. Dabei werden die Ergebnisse hypervoldamer und normovolamer

Hamodialysepatienten gegeniibergestellt und verglichen.

Mit dieser Studie soll ermittelt werden, ob bei Uberwdasserten Hamodialysepatienten eine
Translationshemmung im Rahmen der IL-10-Produktion vorliegt und ob dies moglicherweise

durch den Einfluss der microRNA-142-3p oder der miRNA-142-5p bedingt ist.
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3. Material und Methoden

3.1. Material
Die im Rahmen der Studie verwendeten Materialien und Gerate finden sich in tabellarischer

Ausfiihrung im Anhang (Kap. 9.1.).

3.2. Methoden

3.2.1. Klinischer Teil

Studiendesign

Im Rahmen dieser monozentrischen explorativen Studie, flr welche ein positives Votum der
Ethik-Kommission (Bearbeitungsnummer 2021-224) vorliegt, wurden Patienten des Kuratoriums
fir Dialyse und Nierentransplantation e.V. (KfH) rekrutiert, welche sich in regelmaRiger

ambulanter Dialyse befinden.
Hierbei galten folgende Ein- und Ausschlusskriterien:
Einschlusskriterien:

- Lebensalter > 18 Lebensjahre
- terminale Niereninsuffizienz seit mindestens 3 Monaten

- Ultrafiltrationsabnahme an der HD von >2000ml
Ausschlusskriterien:

- fehlende Einwilligung/mangelnde Kooperationsbereitschaft

- bekanntes bdsartiges Tumorleiden (akut vorhanden, ohne abgeschlossene
Therapie)

- akute Infektion (CRP > 50mg/|, Fieber, Schittelfrost)

- psychiatrische oder neurologische Erkrankungen, die die Einwilligungsbereitschaft
beeintrachtigen

- bekannte Schwangerschaft oder fehlende Kontrazeption (pramenopausale Frauen)

Es konnten 43 Patienten fiir die Studie gewonnen werden, von denen 3 ausgeschlossen werden

mussten, da sie die minimal notwendige Ultrafiltrationsabnahme von 2 Litern nicht erreichten.

Die Patientenrekrutierung, die Informierung Uber den Studienablauf, das Einholen der
Einwilligung, sowie die Erstellung der Anamnesebdgen erfolgten selbststandig in

Zusammenarbeit mit dem wissenschaftlichen Team der KIM II.
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Studienablauf

Nach Einwilligung der Patienten erfolgte eine bioelektrische Impedanzanalyse zur Beurteilung
des Wasserhaushaltes und der Einteilung in die Gruppen hypervolam oder normovolam. Diese

Messung erfolgte jeweils im Anschluss an die letzte Wochendialyse (Freitag oder Samstag).

Vor der auf die Bioimpedanzmessung folgenden ersten bzw. nachsten Wochendialyse (Montag
oder Dienstag) erfolgte eine Blutentnahme unmittelbar vor Beginn der Dialyse. Hierbei wurden
zwei 9 ml EDTA-Monovetten, eine 4,9 ml Serum-Monovette und ein 9ml Tempus-Tube
abgenommen, welche unmittelbar nach Entnahme im KfH von mir abgeholt, in das Labor der
KIM 1l gebracht und in einem Zeitintervall von unter 2 Stunden selbststandig weiterverarbeitet

wurden.

Durch den beschriebenen Mess- und Abnahmerhythmus gelang es uns, das Blut der Patienten
nach dem langen dialysefreien Intervall von 3 Tagen zu analysieren, da hier der

Uberwisserungsgrad das gravierendste AusmaR erreichen kann.
Erhebung von Patientencharakteristika

Alle relevanten Daten wurden den Dokumentationsakten des KfH entnommen. Hierbei handelt
es sich um Basisinformationen wie Geschlecht, GroRe, Gewicht und errechneten BMI, aber auch
dialysespezifische Informationen wie die Ursache der terminalen Niereninsuffizienz, Beginn und
Dauer der Dialyse, Dialysezeit pro Woche und das Gewicht vor und nach dem der Blutentnahme
angrenzenden dialysefreien Intervall. Zudem erfolgte eine Erfassung aktueller Laborwerte und
technischer Dialysedetails vom Tag der Blutentnahme. Des Weiteren wurde die aktuelle
Medikation der Patienten auf das Vorhandensein von Blutdrucksenkern, Diuretika,

Phosphatbindern, Steroiden/Immunsuppressiva und Insulin untersucht.

3.2.2. Experimenteller Teil

Bioelektrische Impedanzanalyse

Die bioelektrische Impedanzanalyse, welche eine Aussage (iber den Wasserhaushalt der
Studienteilnehmer gibt, wurde jeweils im Anschluss an die letzte Dialyse der Woche

durchgefihrt. Hierzu wurde das Gerat ,,Nutrigard-MS” von Data Input verwendet.

Die Messung erfolgte jeweils auf der dem Dialysezugang gegeniiberliegenden Korperseite.
Vorbereitend erfolgte das Entkleiden des entsprechenden FuBes, die Einnahme einer
entspannten horizontalen Lage mit leicht abgespreizten Armen durch den Patienten sowie das
Entfetten der relevanten Hautstellen mit Alkohol. AnschlieBend wurden je zwei Klebeelektroden
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an Hand und Ful} positioniert. An der Hand grenzte eine Elektrode distal an eine durch die
Grundgelenke von Zeige- und Mittelfinger verlaufende Linie, die zweite Elektrode grenzte
proximal an den Processus styloideus ulnae. Die FuBelektroden wurden so positioniert, dass die
distale Elektrode distal an einer Linie durch die Grundgelenke der 2. und 3. Zehe endete, die
proximale Elektrode schloss mit ihrer proximalen Kante auf einer Linie zwischen den Maxima
von AuBen- und Innenkndchel ab (Nutriguard-MS Gebrauchsanleitung). AnschlieRend konnten
die Messkabel mithilfe von Klemmen in korrekter Zuordnung an den Elektroden befestigt und
die Messung am Gerat gestartet werden. Die Auswertung der ermittelten Daten erfolgte mithilfe

des PC-Programmes ,,NutriDuplex®“.

Fiir die Zuordnung der Probanden in die Gruppen ,hypervolam“ bzw. ,,normovolam“ wurden
Resistenz und Reaktanz bei einer Frequenz von 50 kHz ermittelt und der daraus resultierende
Piccoli-Vektor graphisch dargestellt. Dessen Position konnte nun mit einer sogenannten
Toleranzellipse in Bezug gesetzt werden, welche die Werte von 75 % der Normalbevolkerung
reprasentiert. Lag der Piccoli-Vektor unterhalb des unteren Pols dieser Ellipse, so wurden die

Probanden als hypervolam klassifiziert (Piccoli A., 2014).
Wesen der bioelektrischen Impedanzanalyse

Bei der bioelektrischen Impedanzanalyse macht man sich die verschiedenen Leitfdahigkeiten
einzelner Korperkompartimente zunutze. Intra- und extrazellulare Fllssigkeiten stellen
aufgrund ihrer hohen lonenkonzentrationen gute elektrische Leiter mit niedrigen Widerstdanden
dar, wahrend aus Lipiddoppelschichten bestehende Zellmembranen eher wie Isolatoren bzw.
Kondensatoren wirken. Setzt man den Probanden nun Gber die angebrachten Elektroden einem
bekannten Wechselstrom aus, so kann man Uber den Spannungsabfall den Gesamtwiderstand
des Korpers, die Impedanz messen. Diese setzt sich aus 2 Komponenten zusammen. Die
Resistenz (R) ist hierbei der Widerstand, der dem Strom bei seinem Fluss durch ionische
Losungen entgegengesetzt wird, wihrend die Reaktanz (Xc) der Widerstand ist, der durch die
Kondensatoreigenschaften der Lipiddoppelschichten entsteht. Somit gibt die Resistenz Auskunft
Uber den Anteil an Wasser im Korper, wodurch auch auf die Verteilung von Magermasse
(hoherer Flussigkeitsgehalt) und Fettmasse (geringerer Flissigkeitsgehalt und damit hoherer
Widerstand) geschlossen werden kann. Die Reaktanz hingegen beschreibt eher die

Korperzellmasse (NutriGuard-MS Gebrauchsanleitung; Piccoli A, 2014; Kaufmann S., 2015).

Werden nun die Resistenz und die Reaktanz, jeweils auf die KérpergréRe normiert, graphisch in
Abhangigkeit voneinander dargestellt, so ergibt sich der Piccoli-Vektor, auch RXc-Vektor

genannt, welcher fir unsere Gruppeneinteilung genutzt wurde (Piccoli A, 2014).
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Des Weiteren kann das Programm aus den zugefiihrten Daten Informationen (iber die einzelnen
Korperkompartimente ermitteln. So kénnen Korperfett sowie korrespondierende fettfreie
Masse und auch das Korperwasser ermittelt werden. Die fettfreie Masse ist hierbei wiederum
zusammengesetzt aus der Korperzellmasse (BCM), bestehend aus den stoffwechselaktiven
Zellen hauptsachlich von Muskulatur und Organen, sowie der extrazellularen Masse (ECM),
welche vor allem aus Interstitium und Bindegewebe besteht. Des Weiteren kann das in der
Korperzellmasse enthaltene intrazellulare Wasser (ICW), sowie das in der extrazelluldren Masse
vorliegende extrazelluldre Wasser (ECW) bestimmt werden. Zudem kann der sogenannte
Phasenwinkel bestimmt werden, welcher durch die Dichte der Zellen, sowie die Qualitat ihrer
Membranen beeinflusst wird und so eine Aussage Uber die Qualitdat der Magermasse ermoglicht.
Hierbei spricht ein hoher Phasenwinkel fiir eine gute Qualitdt (Nutriguard-MS

Gebrauchsanleitung).
Serumgewinnung

Nach Zentrifugation der Serum-Monovette bei 2000 g fiir 10 Minuten konnte die klare Schicht
abgehoben und das Serum auf 2 Eppendorf-Tubes (1,5 ml) verteilt werden. Die

Zwischenlagerung erfolgte bei -20 °C, die Langzeitlagerung bei -80 °C.
Isolation von peripheren mononukledren Zellen des Blutes (PBMCs)

Das Vollblut der beiden EDTA-Monovetten wurde unter sterilen Bedingungen nach einem

Standardprotokoll der Dichtezentrifugation behandelt.

Zuerst wurden je 8ml EDTA-Vollblut in einer 1:2,5 Verdiinnung mit PBS + 0,5 mM EDTA-L&sung
mit 15 ml des Dichtemediums Pancoll human (1.077 g/ml) unterschichtet. Hierbei wurde ein
Durchmischen beider Phasen durch einen Filter im betreffenden Leucosept-Réhrchen
verhindert. Durch die anschlieBende Zentrifugation bei 1000 g fiir 18 Minuten ohne Bremse
entstand ein PBMC-Ring, bestehend aus Lymphozyten, Monozyten und Thrombozyten, kurz
oberhalb des Filters. Es erfolgte ein Absaugen des Mediums oberhalb und ein Abkippen der
restlichen, die genannten Zellen enthaltenden Flissigkeit oberhalb des Filters in ein neues 50er

Falcon-GefaR.

Im Anschluss erfolgten 3 Waschschritte durch Hinzugabe von jeweils 50 bzw. 30 ml PBS-2mM
EDTA in das Falcon-GefaR und anschlieBender Zentrifugation (10 Minuten, 8 °C, mit Bremse).
Hierbei erfolgten die ersten beiden Zentrifugationen bei 300 g, die letzte bei 200 g. Das

entstandene Pellet wurde abschlieRend in 1 ml RPMI-Medium (4%FBS/HSA) resuspendiert.
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Fir die anschlieRende durchflusszytometrische Messung im MACSQuant Analysator (Miltenyi
Biotec, Bergisch-Gladbach, Deutschland) wurden 10 pl der Zellsuspension in 385,5 ul FACS-
Puffer gegeben und mit 0,5 pl Anti-CD3 FITC, 2 pl Anti-CD15 eF450, 1 ul Anti-CD14 Pecy7 und
1ul 7-AAD Viability Staining Solution versetzt. Die Messung erfolgte nach 5-minttiger

Inkubation bei 4 °C, die Auswertung erfolgte mittels MACS-Quantify.
Prinzip der Durchflusszytometrie

Die Durchflusszytometrie, ein etabliertes labormedizinisches Messverfahren, ermoglicht die
Analyse von Zellen, aber auch anderen Partikeln wie z.B. Zellkernen, DNA, Viren und

Chromosomen.

Bei der Analyse von Zellen werden diese, in Suspension befindlich, einzeln an einem Punkt
vorbeigeleitet, an dem eine Bestrahlung mit einem oder mehreren monochromatischen
Laserstrahlen erfolgt. Wird die Zelle von einem oder mehreren Laserstrahlen getroffen, so
kommt es zu einer Streuung des Lichtes in verschiedene Richtungen. Vorwarts gestreutes Licht
(FSC = forward scatter) ermoglicht Aussagen liber die GroRe der Zelle, seitwarts gestreutes Licht

(SSC = side scatter) Uber ihre Granularitat.

Anhand dieser Parameter ist bei unserer Zellanalyse bereits eine grobe Unterscheidung

zwischen Monozyten, Leukozyten und Granulozyten moglich.

Des Weiteren ist das Laserlicht in der Lage, Fluorochrome dazu anzuregen, Licht zu emittieren.
Hierbei werden verschiedene Fluorochrome von Laserstrahlen ganz spezieller Wellenlangen
angeregt und geben ein energiedrmeres Licht mit gréBerer Wellenlange wieder ab. Diesen
Vorgang macht man sich zunutze, indem man Antikdrper mit Fluorochromen kombiniert. Waren
die Zellen diesen fluoreszenz-markierten Antikorpern vor der Messung ausgesetzt, so kann tber
das Vorhandensein oder das Ausbleiben von emittiertem Licht auf das Vorhandensein eines

bestimmten Antigens auf oder in der Zelle riickgeschlossen werden.

Moderne Durchflusszytometer verfiigen Uber bis zu 9 separate Laserstrahlen, sodass bis zu 9
Fluorochrome verschiedener Wellenlangen gleichzeitig angeregt werden kénnen. Da das
emittierte Licht charakteristisch fiir jedes Fluorochrom ist, ist auch eine genaue Unterscheidung

moglich (El-Hajjar L. et al., 2023).

Zur genauen ldentifizierung einzelner Zellgruppen werden fluoreszenzmarkierte Antikorper

eingesetzt, die gegen bestimmte , Cluster of differentiation” gerichtet sind. Hierbei handelt es

16



Material und Methoden

sich um auf der Zelloberflaiche vorhandene Molekiile, anhand derer Zellen eindeutig einer

Zellfamilie zuzuordnen sind, da sie nur dort spezifisch exprimiert werden (Xiong S. et al., 2014).

Im vorliegenden Experiment verwendeten wir anti-CD3-Antikoérper zur Identifizierung von T-
Zellen. Anti-CD14- oder Anti-CD86-Antikdrper zeigten das Vorhandensein von Monozyten bzw.

Makrophagen an und Granulozyten wiesen CD15-positive Signale auf.

Weiterhin ist es wichtig, tote Zellen von der Analyse auszuschlieBen, da diese unspezifisch
Antikorper binden kénnen und mit sinkendem Metabolismus eine héhere Autofluoreszenz
entwickeln. Dies kdnnte zu falschen Signalen fiihren. Um abgestorbene Zellen eindeutig
identifizieren zu kdnnen, setzten wir unserer Probe 7-AAD Viability Staining Solution zu. Der hier
enthaltene fluoreszierende Farbstoff 7-Aminoactinomycin D (7-AAD) enthalt Komponenten, die
nur geschadigte Zellmembranen von sterbenden oder toten Zellen durchdringen kénnen und
dann in deren DNA interkalieren. Die intakte Zellmembran lebender Zellen kénnen sie jedoch

nicht durchqueren (El-Hajjar L. et al., 2023).

Mittels Gating werden schlieBlich die einzelnen homogenen Zellgruppen markiert und
auswertbar gemacht. Hierbei werden von den anhand der Messergebnisse zwei- oder
dreidimensional graphisch dargestellten Zellwolken bestimmte Zellpopulationen bzw. -wolken

manuell ausgewahlt und deren GrolRe ermittelt (El-Hajjar L. et al., 2023).
RNA-Isolation aus dem Tempus-Tube

Das frisch abgenommene Tempus Tube wurde nach mehrfachem Invertieren fiir 2 Stunden bei

Raumtemperatur gelagert und anschlieSend bei -20 °C eingefroren.
Die RNA-Isolation erfolgte mithilfe des Tempus Spin RNA Isolation Kit von AB.

Die vollstandig aufgetaute Probe wurde in ein 50er Falcon Gberfiihrt und bis auf 12 ml mit PBS-
Buffer erganzt. Nach 30-sekliindigem Vortexen erfolgte ein Zentrifugationsschritt bei 3000 g und
4 °C fur 30 Minuten. AnschlieBend konnte der Uberstand abgekippt werden, das Falcon
verweilte 1-2 Minuten in umgekehrter Position. Das resultierende Pellet wurde in 400 ul RNA
Purification Resuspension Solution resuspendiert und nach Benetzen des Filters mit 100 ul RNA
Purification Wash Solution 1 auf den im Collection Tube steckenden Filter pipettiert. Nach
anschlieRender Zentrifugation (1 Minute, 16 000 g) folgte ein Waschschritt mit 500 pul RNA
Purification Wash Solution 1 und Zentrifugation fiir 1 Minute bei 16 000 g, sowie zwei weitere
Waschschritte mit 500 ul RNA Purification Wash Solution 2 (Zentrifugation 1 Minute bei

16 000 g). Nach einer weiteren Leerzentrifugation bei gleichen Gerateeinstellungen und Gabe
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von 100 pl Nucleic Acid Purification Elution Solution auf den Filter wurde die Probe fiir 2 Minuten
bei 70 °C inkubiert. Es folgte ein weiterer Zentrifugationsschritt bei 16 000 g fiir 1 Minute, das
Eluat wurde erneut auf den Filter pipettiert und ein weiteres Mal bei gleicher Beschleunigung
fiir 2 Minuten zentrifugiert. Anschliefend konnte das die isolierte RNA enthaltende Eluat bei

- 20 °C gelagert werden.
Isolation von miRNA/RNA aus PBMCs

Hierzu wurden unter sterilen Bedingungen in 3 FACS-Réhrchen je 1 Mio PBMCs in 500 pl
RPMI+4%%FBS/HSA eingesat. Eine Probe blieb unstimuliert, der zweiten wurde 1 pl LPS
(10 ng/ul) zugesetzt und bei der dritten Probe erfolgte die Zugabe von 1 pl LPS (10ng/ul) und
2 ul AhR-Antagonist (2 mg/ml). Alle Proben wurden fir 4 h im Brutschrank (37 °C, 5 % CO2)
inkubiert, anschlielend durch Zentrifugation bei 450 g fir 5 Minuten pelletiert und in 300 pl
RNA-Lysispuffer resuspendiert. Die Lagerung bis zur Weiterverarbeitung erfolgte in 1,5ml

Eppendorf-Tubes bei -20 °C.

Die RNA-Isolation erfolgte nach dem Protokoll des , Quick RNA MiniPrep: ZymoResearch-Kit”.
Die Proben wurden aufgetaut, resuspendiert, 1 Minute bei 16 000 g zentrifugiert und der
Uberstand auf einen Spin-Away-Filter pipettiert. Nach erneuter Zentrifugation bei 16 000 g fiir
1 Minute erfolgte die Zugabe von 3,5 pl Worksolution Spike miR-39 (1,6x108) und 300 pl 100%
Ethanol. Im Anschluss an sorgfaltiges Mischen durch Auf- und Abpipettieren wurde die gesamte
Flissigkeit in ein Zymo-Spin IIICG Colum Uberfiihrt und erneut bei 16 000 g fir 30 Sekunden
zentrifugiert. Im Anschluss an einen Waschgang mit 400 ul RNA-Wash-Buffer und Zentrifugation
bei 16 000 g fir 30 Sekunden erfolgte die Zugabe von 80 pl eines Ansatzes aus 5ul DNase |
(250U) und 75 pl DNA Digestion Buffer und eine Inkubation fir 15 Minuten bei

Raumtemperatur.

Es schlossen sich die Zugabe von 400 pl RNA Prep Buffer und 700 pl RNA Wash-Buffer, jeweils
gefolgt von einer Zentrifugation bei 16 000 g fiir 30 Sekunden und die Zugabe von 400 pul Wash-

Buffer mit anschlieBRender Zentrifugation bei 16 000 g fiir 2 Minuten an.

AbschlieBend wurde das Zymo-Spin IIICG Colum auf ein RNAse-freies Tube gesteckt und 50 pl
RNAse-freies Wasser direkt auf die Column-Membran pipettiert. Nach Zentrifugation bei
16 000 g fiir 30 Sekunden konnte der die isolierte RNA enthaltende Durchfluss bei-70 °C gelagert

werden.
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RNA-Konzentrationsbestimmung

Die Konzentrationsbestimmung der isolierten RNA erfolgte mithilfe des Tecan Infinite 200 Pro.
Hierflir wurden nach vorangegangenem Blanking 2 pl der Proben in Doppelwerten auf die
NanoQuant Platte pipettiert und anschlieBend im Gerat analysiert. Dabei wurde die Absorption
der Probe bei Bestrahlung mit UV-Licht von 260 und 280 nm Wellenlange gemessen und auf die

RNA-Konzentration riickgeschlossen (Informationsbroschiire Tecan).
Reverse Transkription der isolierten miRNA in cDNA

In Vorbereitung auf die Analyse der miRNA mithilfe des miR Cury LNA SYBRGreen PCR Kit wurde
die aus PBMCs isolierte RNA mittels miR CURY LNA RT in cDNA umgeschrieben.

Hierzu wurden 5 ng der jeweiligen RNA-Probe entnommen und mit RNAse freiem Wasser auf
ein Gesamtvolumen von 10 pl erganzt. Im Anschluss erfolgte die Gabe folgender Substanzen zu

jeder Probe:

5x miRCury RT Reaction Buffer 2 ul
10x miRCury RT Enzyme Mix 1l
UniSp6 Spike 0,5 ul

Die Proben wurden mittels Flikking gemischt, anzentrifugiert und anschliefend in den MiniAmp
Thermal Cycler eingesetzt. Dort erfolgte eine Inkubation bei 42 °C fiir 60 Minuten, gefolgt von
einer 5-minitigen Phase bei 95 °C zum Stoppen der Reaktion. Im Anschluss wurden die Proben

auf 4 °C abgekihlt. Nach Entnahme aus dem Cycler erfolgte eine Probenlagerung bei -20 °C.
Reverse Transkription der isolierten mRNA in cDNA

Da die Analyse der mRNA mittels TagMan RealTime PCR-Assay erfolgte, war eine zweite
Umschreibung der aus den PBMCs sowie aus dem Tempus Tube isolierten RNA mittels High

Capacity cDNA Reverse Transcription Kit AB notwendig.

Hier wurde ein Volumen der Probe entnommen, welches 50 ng der PBMC-RNA bzw. 500 ng der
Tempus-Tube-RNA enthélt und ebenfalls mit Nuclease-freiem Wasser auf ein Gesamtvolumen

von 10 pl erganzt. Des Weiteren wurden jedem Reaktionsansatz folgende Bestandteile

zugegeben:
10x RT Buffer 2 ul
25x dNTP Mix 0,8 ul
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10x RT Random Primer 2 ul
MultiScrible Reverse Transcriptase 0,5 ul
Nuclease-freies Wasser 4,7 ul

Nach anschlieRendem Flikking und Anzentrifugieren wurden auch diese Proben in den MiniAmp
Thermal Cycler gegeben. Das hier genutzte Cyclerprogramm setzte sich aus 10 Minuten bei
25 °C, 120 Minuten bei 37 °C und 5 Minuten bei 85 °C zusammen. Anschliefend wurden die
Proben auf 4 °C abgekiihlt und dann dem Cycler entnommen. Es erfolgte eine Lagerung bei

-20°C.
Wesen der Reversen Transkription

Da fur die klassische PCR-Technik nur DNA verwendet werden kann, ist fur die Analyse von RNA
als Vorbereitung die sogenannte Reverse Transkription notig. Hierbei handelt es sich um die
Synthese eines zu einer einzelstrangigen RNA komplementaren cDNA-Stranges. Diese Reaktion
wird von dem Enzym Reverse Transkriptase, urspriinglich vorkommend in Retroviren, unter
Anwesenheit von freien Desoxynucleotiden katalysiert. Um einen Startpunkt flir das Enzym zu
schaffen, ist die Anwesenheit von Primern erforderlich, die sich komplementdr an die RNA
anlagern. Hierbei kénnen verschiedene Arten von Primern genutzt werden. Oligo dT-Primer
binden komplementar an die poly-A-Sequenz, die sich am 3‘-Ende jeder mRNA findet, wahrend
sogenannte Random Primer willkiirliche Basenabfolgen besitzen und so zufallig innerhalb der
gesamten RNA-Sequenz binden kdnnen. Zuletzt kénnen auch genspezifische Primer verwendet
werden, welche zu einer spezifischen Zielsequenz innerhalb der RNA komplementéar sind

(Haddad F. et al., 2010).

miR RT-PCR Assay

Fiir eine sensitive und spezifische Detektion von miRNAs nutzten wir fiir die Real-Time PCR das

miRCury LNA SYBR Green PCR Kit.

Hierzu erfolgte vorbereitend eine 1:60 Verdiinnung der hergestellten cDNA und das Erstellen

von PCR-Reaktionsgemischen. Diese enthielten pro Well folgende Substanzen:

2x miRCury SYBR Green Master Mix 5ul

Qia-Primer (142-3p, 142-5p, Uni-Sp6 oder 39-3p) 1l

Rox Reference DYE 0,5 ul

RNA-freies Wasser 0,5 ul
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Hierbei diente der Nachweis von 39-3p und Uni-Sp6, welche bereits als RNA im Rahmen der
Isolation bzw. Umschreibung hinzugefiigt wurden, als interne Amplifikationskontrolle und

Normierungshilfe.

Bei der anschlieBenden Beflillung der 96-Well-Platte erfolgte die Gabe von 3 pl verdiinnter cDNA
und 7 pl eines PCR-Reaktionsmixes in jedes Well. Hierbei wurde jede Probe im Doppelwert mit
allen 4 Primern kombiniert. Wahrend des Pipettiervorganges wurde die Platte auf einem

Minicooler fiir PCR-Tubes kiihl gehalten.

Nach vollstandiger Plattenbefiillung und Abdecken der Platte mit einem QuickSeal PCR Sheet

konnte eine Zentrifugation (2 Minuten, 480 g) durchgefiihrt werden.

AnschlieBend wurde die Platte in den Real Time PCR Step One Plus einlegt und das
voreingestellte Programm gestartet. Dieses begann mit einer initialen Hitzeaktivierung bei 95 °C
fur 2 Minuten, an welche sich 40 Zyklen aus 10-sekiindiger Denaturierung bei 95 °C und einer

60-sekiindigen Phase bei 56 °C zur Primeranlagerung und Doppelstrangsynthese anschlossen.
AbschlieBend erfolgte eine Schmelzkurvenanalyse bei 60-95 °C.
TagMan RealTime PCR-Assay

Mithilfe dieser PCR erfolgte die Analyse isolierter mRNA aus PBMCs und aus dem Tempus-Tube,
welche bereits mithilfe des ,High Capacity cDNA Reverse Transcription Kit AB“ in cDNA

umgeschrieben wurde.

Vorbereitend erfolgte auch hier die Herstellung eines PCR-Reaktionsmixes aus 5 pl Nippon
gPCRBio Probe Hi-Rox, 0,5 ul der jeweiligen TagMan Sonde (RPL37a oder IL-10) und 3,5 pl RNA-

freiem Wasser pro Well.

Die cDNA wurde unverdiinnt in 1 pl-Portionen in die Wells pipettiert und anschlieend 9 ul des
gewlinschten PCR-Reaktionsmixes hinzugefiigt. Erneut erfolge die Kombination jeder cDNA im
Doppelwert mit beiden Sonden. Das Befiillen der Platte erfolgte unter kontinuierlicher Kithlung

durch den Minicooler fiir PCR-Tubes.

Nach Abdecken der Platte mittels QuickSeal PCR Sheet und 2-miniitiger Zentrifugation bei 480 g
wurde die Platte in den Real Time PCR Step One Plus eingelegt und das voreingestellte
Programm gestartet. Dieses bestand aus einer initialen Hitzeaktivierung bei 95 °C fiir 10 Minuten
gefolgt von 40 Zyklen bestehend aus 10-sekiindiger Denaturierung bei 95 °C und 30 Sekunden

bei 60 °C fiir die Primeranlagerung und Doppelstrangsynthese.
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Wesen der RealTime-PCR

Eine PCR, auch Polymerasekettenreaktion, ermoglicht die Vervielfaltigung einzelner DNA-
Abschnitte. Hierflir wird ein PCR-Ansatz mit zu vervielfaltigender DNA, dem Enzym Tag-DNA-
Polymerase, freien Nukleotiden und Primern benoétigt. Bei Primern handelt es sich um kurze
synthetisch Oligonukleotide, die komplementar vor dem zu vervielfaltigenden DNA-Abschnitt an

einen DNA-Einzelstrang binden kénnen.

Diese Mischung wird sich mehrfach wiederholenden Temperatur-Zyklen ausgesetzt. In der
Denaturierungsphase bei einer Temperatur von etwa 95 °C wird die DNA-Doppelhelix in 2
Einzelstrange aufgetrennt, eine anschlieRende Temperaturabsenkung auf ca. 56 °C ermoglicht
die Anlagerung der Primer an ihre komplementaren Bereiche auf den DNA-Einzelstrangen. Im
Anschluss kann die Tag-DNA-Polymerase die freien Nucleotide von den Primern beginnend
komplementar an die Einzelstrdnge anlagern. So entsteht in diesem Bereich ein DNA-
Doppelstrang, der bei der nachsten Denaturierungsphase erneut in zwei Einzelstrange

aufgetrennt wird (Holzapfel B. et al., 2007).

Bei der RealTime-PCR finden nun DNA-Amplifikation und -Detektion gleichzeitig statt. Hierfilr
gibt es vielfdltige verschiedene Methoden, die Uberwiegend mit dem Effekt der

Fluoreszenzemission arbeiten.

Im Falle des TagMan RealTime PCR-Assays nutzt man den sogenannten Fluoreszenz-Resonanz-
Energie-Transfer (kurz FRET). Hierzu werden TagMan-Sonden eingesetzt. Dies sind kurze
synthetischen Oligonukleotide, welche komplementdr im Bereich des zu vervielfiltigenden
DNA-Abschnitt binden kénnen, sobald dieser als Einzelstrang vorliegt. Sie verfligen sowohl am
3‘, als auch am 5Ende Uber je ein Fluorochrom. Jedes besitzt eine bestimmte
Anregungswellenlange und ein spezifisches Emissionsspektrum. Diese werden so gewahlt, dass
das eine Fluorochrom (auch Reporter genannt) Licht emittiert, welches die
Anregungswellenldnge des zweiten Fluorochroms (auch Quencher genannt) besitzt. Sind nun
beide Farbstoffe an das Oligonucleotid gebunden und somit in rdumlicher Ndhe zueinander,
kommt es zu einem Energietransfer. Der Reporter emittiert kein oder nur wenig Licht und gibt
die Energie stattdessen direkt an den Quencher weiter. Nur das durch den Quencher emittierte

Licht kann gemessen werden.

Sobald jedoch die Tag-DNA-Polymerase, die vom Primer ausgehend komplementare
Einzelstrange synthetisiert, die TagMan-Sonde erreicht, wird diese durch die endogene 5°‘-

Nukleaseaktivitdt der Polymerase zerschnitten. Somit kommt es zu einer raumlichen Trennung
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von Quencher und Reporter, sodass kein Energietransfer zwischen beiden mehr moglich ist. Der
Reporter emittiert nun also auch Licht. Die Hohe des Fluoreszenzsignals mit dem
Emissionsspektrum des Reporters ist somit direkt proportional zu der Menge der amplifizierten

DNA (Holzapfel B. et al., 2007; Milhardt C., 2006).

Der miRCURY LNA SYBR Green PCR Assay hingegen nutzt den Farbstoff SYBR Green |, der
Fluoreszenzstrahlung aussendet, sobald er an doppelstrangige DNA gebunden hat. Somit steigt
auch hier die Fluoreszenz mit steigender dsDNA-Konzentration proportional an (Wong M. L. et

al., 2005).

Die anschlieRende Schmelzkurvenanalyse dient zur Uberpriifung der Spezifitit der

entstandenen DNA-Produkte.

Hierzu werden die PCR-Produkte einem permanenten kleinschrittigen Temperaturanstieg von
60 °C bis auf 95 °C unterzogen und die Fluoreszenzanderung in Abhangigkeit von der Temperatur
dargestellt. Da der Farbstoff SYBR Green | nur an dsDNA binden und in diesem Zustand
Fluoreszenzsignale aussenden kann, findet bei Auftrennung des Doppelstranges ein Abfall des
Fluoreszenzsignals statt. Die dafiir notwendige Temperatur, der sogenannte Schmelzpunkt, ist
abhangig von der Grofle des DNA-Doppelstranges und dem enthaltenen Anteil an Guanin-
Cytosin-Paarungen, da diese tber 3 Wasserstoffbriickenbindungen verbunden sind, wahrend
zwischen Adenin und Thymin nur 2 dieser Bindungen existieren. War die Spezifitat der PCR hoch,
so sind ihre Produkte einheitlich und die Auftrennung des Doppelstranges findet bei derselben
Temperatur statt. Somit zeigt sich ein einzelner hoher Peak im Fluoreszenzdnderungs-
Temperatur-Diagramm. Liegen jedoch unterschiedliche DNA-Doppelstrange vor, kommt es nach
und nach zu deren Auftrennung und somit auch zu mehreren flacheren Peaks in oben

beschriebenem Diagramm (Arnemann J., 2019).
IL-10 Stimulationskapazitdt von PBMC

Es wurden in 4 FACS-Rohrchen je 500 000 PBMCs in 500 pl RPMI+4%FBS/HSA unter sterilen

Bedingungen eingesat und nach folgendem Schema mit Stimulantien versetzt:

KO1 KO2 LPS LPS /AHR-A
LPS (10 pg/ml) - - 1l 1 pl
AhR-Antagonist(2 mg/ml) - - - 2 ul
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Bei ausgewahlten Proben wurde zudem eine weitere unstimulierte Probe KO3 zur

Isotypenkontrolle mitgefiihrt.

So wurden die Proben fiir mehrere Stunden inkubiert, bevor eine Zugabe von 0,5 pl Monensin
zu allen Proben erfolgte. Es folgte eine weitere Inkubation fir 14 h im Brutschrank (37 °C, 5 %

Co2).

Im Anschluss wurden die Zellen mittels Zugabe von 2ml PBS und anschlieRender Zentrifugation
(5 Minuten, 350 g) gewaschen und das Pellet in 100 pl PBS resuspendiert. Nach Zugabe von
0,5 ul Viobility Dye, einem Farbstoff, der lediglich tote Zellen farbt (Viability dye guide, Miltenyi
Biotec), und 10-minutiger Inkubation bei Raumtemperatur (RT) folgte ein weiterer Waschgang
mit 2 ml FACS-Puffer (Zentrifugation bei 350 g, 5 Minuten). Nach Aufnahme des Pellets in 100 pl
FACS-Puffer fand eine Oberflachenfarbung durch Zugabe von 0,5 pul Anti-CD14 FITC und 2 pl Anti-
CD3 APC-Vio770 und 15-miniitige Inkubation bei RT statt. Hierbei dient Anti-CD14 erneut der
Identifikation von Monozyten/Makrophagen und Anti-CD3 dem Nachweis von T-Zellen. Im
Anschluss an einen weiteren Waschgang mit 2 ml FACS-Puffer (Zentrifugation bei 350 g,
5 Minuten) wurde das Pellet in 200 pl 1 % PFA-Losung resuspendiert und 10 Minuten bei 4 °C
inkubiert, um die Zellen zu fixieren. Einem weiteren Waschgang mit 2 ml FACS-Puffer und
Zentrifugation fir 5 Minuten bei 350 g folgte die Zugabe von 1 ml 0,1 % Saponinlosung auf das
Pellet. Dies fiihrt zu einer herabgesetzten Integritdt der Zellmembran und ermdéglicht eine
Farbung intrazelluldarer Komponenten. Diese erfolgte nach 20-miniitiger Inkubation bei RT in
Dunkelheit, Zentrifugation bei 500 g fiir 5 Minuten und Abkippen des Uberstandes. Hierzu wurde
das Pellet in 95,74 ul FACS-Puffer resuspendiert und alle Proben mit Ausnahme von KO1 und
KO3 mit 2 ul Anti-IL10 APC versetzt. Die Isotypenkontrolle KO3 wurde mit je 2 pl Isotyp 1gG1-PE
und Isotyp 1gG1-APC versetzt. Sdamtlichen Proben wurden 2 ul 5 % Saponin zugegeben. Nach 30-
mindtiger Inkubation bei RT in Dunkelheit und einem Waschgang mittels 1 ml FACS-Puffer
(Zentrifugation 5 Minuten bei 500 g) wurde das Pellet in 200 ul FACS-Puffer aufgenommen und
unverziglich durchflusszytometrisch analysiert. Die Auswertung erfolgte mittels MACS-Quantify

Software, wobei die Werte antikorperfreien Probe als Null-Werte gelegt wurden.
Phospho-Transkriptionsfaktor-Detektion

In 4 sterilen FACS-Rohrchen mit Deckel wurden je 250 000 PBMCs in einem Volumen von 500 pl
RPMI+4%%FBS/HSA eingesat. Nach Zugabe von 1 pl LPS (10 pg/ml) in eines der Réhrchen und
1 pl LPS (10 pg/ml) sowie 2 ul AhR-Antagonist (2mg/ml) in ein weiteres wurden die Proben fur
30 Minuten im Brutschrank (37 °C, 5 % CO2) inkubiert. Der Zugabe von 100 pl 4 % PFA und

Inkubation von 10 Minuten bei RT zur Fixierung der Zellen folgte die Pelletierung bei 300 g fir
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5 Minuten. Die anschlieBende Zugabe von 1 ml eisgekiihltem PhosFlow Perm Puffer bewirkte
eine Permeabilisierung der Zellmembran und war somit Voraussetzung fiir die folgende
intrazelluldare Farbung. Nach 30-minitiger Inkubation auf Eis und 2 Waschvorgangen mit 2 ml
FACS-Puffer (Zentrifugation 300 g, 5 Minuten) wurde das Pellet hierzu in 48 ul FACS-Puffer
suspendiert und mit Antikorpern versetzt. Hierbei erfolgte eine Zugabe von 5 ul Anti-CD86 PeCy5
zur Farbung von Monozyten/Makrophagen und 1 pl Anti-CD4 APC eF480 zur Identifikation von
T-Helferzellen zu allen Proben. Weiterhin wurden alle bis auf eine unstimulierte Probe mit 5 pl
Anti-Stat3 BV421 und 20 pl Anti-Stat3 PE versetzt. Nach einer Inkubation fiir 30 Minuten in
Dunkelheit bei RT und einem Waschschritt mit 2 ml FACS-Puffer (Zentrifugation 300 g,
5 Minuten) konnte das Pellet in 200 ul FACS-Puffer resuspendiert und sofort am MACSQuant-
Analysator gemessen werden. Die Auswertung erfolgte mittels MACS-Quantify Software und

unter Legen der antikdrperfreien Probe als Null-Wert.
Interleukin-10 high sensitivity ELISA
Mithilfe dieses Assays wurde die IL-10-Konzentration im Serum bestimmt.

Hierzu wurden zunachst Wash und Assay Buffer angesetzt, der IL-10-Standard in 200 pl (=S0)
deionisiertem Wasser gelost und die zu untersuchenden Proben aufgetaut. Nach 30-minditiger
Wartezeit erfolgte die Herstellung einer Standardverdiinnungsreihe. Hierzu mussten 225 pl des
Standards SO mit 225 pl Sample Diluent versetzt werden. Von dieser Mischung wurden 225 ul
entnommen und hierzu wiederum 225 pl Sample Diluent gegeben. Dieser Vorgang wurde
mehrfach wiederholt, sodass sich eine Standardverdiinnungsreihe mit sich jeweils halbierenden

Konzentrationen von 25,0 pg/ml bis 0,39 pg/ml ergab.
Die Platte wurde zundchst zweimal mit jeweils 280 pul Wash Buffer pro Well gewaschen.

AnschlieBend erfolgte die Belegung der Platte. Hierbei wurden jeweils 100 ul jedes Standards
der Verdiinnungsreihe, jeweils in Doppelwerten in die Wells gegeben. Zudem wurden 2 Wells
mit Sample Diluent als Blank belegt. AnschlieRend wurden je 10 pl der zu untersuchenden
Proben und 90 ul Sample Diluent in jedes Well gegeben, sodass eine Probenverdiinnung von

1:10 erreicht wurde.

Nach Ansetzen des Biotin Konjugates mit Sample Diluent wurden hiervon jeweils 400 ul in jedes
Well pipettiert. Nach Verschluss der Platte folgte eine Inkubation auf dem Plattenschittler
(400 rpm) fir 2 Stunden bei Raumtemperatur. Im Anschluss folgte das Entleeren der Wells und

6 weitere Waschgange mit 280 ul Wash Buffer pro Well.
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AnschlieBend wurde der Streptavidin HRP-AK mit Assay Buffer angesetzt und jeweils 100 ul
hiervon in jedes Well pipettiert. Auch hier erfolgte eine Inkubation der verschlossenen Platte

auf dem Plattenschiittler (400 rpm) fiir eine Stunde.

Weiterhin wurden aus 120 pl Amplification Solution | und 11,88 ml Amplification Diluent
(welches zuvor 1:1 mit deionisiertem Wasser verdiinnt wurde) die Amplifikationslésung | und
aus 5 pl Amplification Solution 1l, sowie 11,995 ml Assay Buffer die Amplifikationslésung Il

angesetzt.

Nach Ende der Inkubationszeit und weiteren 6 Waschgangen mit 280 ul Wash Buffer wurden
alle Wells der Platte mit 100 pl Amplifikationslosung | versetzt und fiir exakt 15 Minuten auf dem
Plattenschittler (400 rpm) inkubiert. Im Anschluss folgten wiederum 6 Waschgange mit 280 pl
Wash Buffer und die Zugabe von 100 pl Amplifikationslosung Il in jedes Well. Die Platte wurde
wiederum auf dem Plattenschiittler (400 rpm) fiir 30 Minuten inkubiert und sechsmal mit je
280 ul Wash Buffer pro Well gewaschen. Anschliefend erfolgte die Gabe von 100 pl Substrat
Solution (TMB) in jedes Well und eine Inkubation bei RT im Dunkeln fiir 15 Minuten. Die Reaktion
wurde schlieflich durch Zugabe von 100 pl Stop Solution in jedes Well beendet. Direkt im
Anschluss erfolgte eine Absorptionsmessung bei 450 nm mit Hilfe des Ultra microplate Reader

Elx 808 IU. Am PC wurden die Daten mithilfe des Programms ,,KC junior” ausgewertet.
Wesen des Enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA)

Mit dem ELISA steht der aktuellen Labormedizin ein Verfahren zum Nachweis oder der
Quantifizierung nahezu jedes Antikérpers oder Antigens zur Verfligung (Paulie S. et al., 2006). In
der Regel werden spezifische Antikdrper an eine solide Basis, beispielsweise den Boden einer
96-Well-Platte gekoppelt und anschlieRend einer Probe ausgesetzt. Enthalt diese Probe das zu
dem Antikorper passende Antigen, so entsteht ein Antigen-Antikdrper-Komplex und das Antigen
kann in den folgenden Waschschritten nicht mehr von der Platte entfernt werden. Anschliefend
erfolgt die Zugabe eines weiteren, gegen das gebundene Antigen gerichteten Antikorpers,
welcher seinerseits mit einem Enzym gekoppelt ist. Nach einem erneuten Waschschritt verbleibt
eine Sandwich-dhnliche Struktur aus Plattenboden-Antikorper-Antigen-Antikorper mit
gebundenem Enzym Uberall dort, wo das zu detektierende Antigen vorhanden war. Nun wird
ein fur das Enzym spezifisches Substrat hinzugefligt, welches beispielsweise in ein farbiges,
fluoreszierendes oder lumineszierendes und somit nachweisbares Produkt umgesetzt wird.
Anhand der Menge des detektierten Produktes kann auf das Vorhandensein des zu

detektierenden Antigens riickgeschlossen werden (Alhajj M. et al., 2023, Paulie S. et al., 2006).
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3.2.3. Statistische Methoden

Bei der statistischen Analyse wurden die Daten zundchst mittels D’Agostino und Pearson-Test
auf Normalverteilung Uberprift. Fand ein Vergleich von zwei Gruppen statt, so erfolgte dies bei
Normalverteilung mittels Student’s t-Test, bei Nicht-Normalverteilung mittels Mann-Whitney-
U-Test. Wurden 3 Gruppen miteinander verglichen, so erfolgte dies bei fehlender
Normalverteilung mittels One-Way-ANOVA-Analyse mit Friedmann-Test als Post-Test (ein

Vergleich von 3 Gruppen mit normalverteilten Daten ergab sich nicht).
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4. Ergebnisse

4.1. Charakterisierung der Probanden

4.1.1. Gruppenverteilung anhand des Fliissigkeitsstatus
Es konnten insgesamt 40 Patienten in die Studie eingeschlossen werden. Davon wurden 17

Patienten der hypervolamen Gruppe und 23 Patienten der normovoldmen Gruppe zugeordnet.

Patientenverteilung

= Normovolam

Hypervolam

Abb. 1: Verteilung der Probanden in die Gruppen hypervoldm und normovoldm.

4.1.2. Wesentliche Patientencharakteristika
Die wesentlichen Patientencharakteristika sind in Tabelle 1 aufgefiihrt. Auffillige Unterschiede

zeigten sich hier bei einigen Ergebnissen.

Wie aufgrund der Gruppeneinteilung zu erwarten, waren Resistenz, Reaktanz und das
Korperwasser in der Uberwdsserten Gruppe signifikant erhéht, der Phasenwinkel hingegen
erniedrigt. Zudem zeigten sich in dieser Gruppe erhohte Werte des intra- und extrazelluldren

Wassers (ICW und ECW), wobei das ECW sogar signifikant erhéht war (p=0,004).

Bezlglich der Laborparameter war unter den hypervolamen Probanden eine leicht verminderte
Serumalbuminkonzentration (p=0,169), sowie deutlich erhéhte Kreatinin- und CRP-Werte (p=

0,001; p=0,02) festzustellen.

Des Weiteren zeigte sich die Kt/Vyrea der Uiberwdsserten Patienten erniedrigt (p=0,001). Auffallig
war zudem der verminderte systolische Blutdruckabfall im Zuge der Dialyse in der hypervoldamen
Gruppe. Wahrend der systolische Blutdruck vor HD nur leicht zwischen beiden Gruppen
differierte, zeigte sich nach der Dialyse ein im Vergleich deutlich hoherer systolischer Blutdruck

in der Gruppe der Uberwaésserten Patienten (p=0,093).

Ebenso fiel auf, dass der Anteil an Patienten mit Diabetes mellitus Typ | oder Il in der
hypervoldamen Gruppe mehr als doppelt so hoch lag, wie in der normovolamen Gruppe

(p=0,038).
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Tab. 1: Patientencharakteristika

Ergebnisse

N (n=23) H (n=17) p-Wert
Anteil weiblicher Probanden in % 59,1 40,9 0,749
Alter in Jahren 57,5+13,0 67,5+9,9 0,019
Grofleinm 1,7+0,1 1,7+0,1 0,484
Gewicht in kg 77,5+26,3 | 87,9+22,9 0,210
Idealgewicht in kg 64+7,4 65,8+8,1 0,470
BMI in kg/m? 26,5+7,9 29,4 +6,7 0,249
GNRI (geriatric nutritional risk index) | 110,3+16,1 | 113,2+14,5 0,587
Zeit seit Dialysebeginn in Jahren 7,6 £5,7 7,1+10,9 0,073
Phasenwinkel in ° 52+1,2 3,75+£0,8 <0,001
Resistenz bei 50kHz 615,5 + 471,1+74,3 0,003
116,9
Reaktanz bei 50 kHz 55,4+12,9 30,2+7,5 <0,001
Kérperwasser in | 37,3+£9,4 45,2 +9,2 0,012
BCM in kg 24,6 £9,2 23,1+7,4 0,578
ICWin | 22,5+3,8 24,8 +4,6 0,084
ECWin | 149 +6,2 20,4+4,9 0,004
@ HD-Zeit in h/Woche 13,0+1,2 13,2+1,3 0,583
Creatinin in pmol/I 929,8 ¢ 678,5 £ 246,1 0,001
210,1
Hamoglobinkonzentration in umol/I 6,9+0,7 7,0+0,9 0,948
Serumalbuminkonzentration in g/I 40,33 +3,2 38,6 4,5 0,169
Gewicht nach HD (vor dialysefreiem 78,5+27,6 87,9+23,1 0,259
Intervall) in kg
Gewicht vor HD (nach dialysefreiem 80,7 £29,6 90,3+23,6 0,305
Intervall) in kg
Interdialytische Gewichtszunahmein | 1,9+2 3+1,2 0,061
kg
UF-Rate in ml 27714 2818,8+744,1 0,838
650,5
systol. RR vor HD in mmHg 140,5 + 23,2 150,4 £ 24,1 0,220
diastol. RR vor HD in mmHg 74,0+£11,0 73,6 £ 16,8 0,923
MAP vor HD in mmHg 96,1+12,5 99,2 +16,6 0,539
Pulsfrequenz vor HD in bpm 67,0+ 10,6 71,5+15,3 0,304
systol. RR nach HD in mmHg 126,5+26,7 | 143,1+31,3 0,093
diastol. RR nach HD in mmHg 68,9 £13,3 70,3+20,1 0,806
MAP nach HD in mmHg 88,1+16,7 84,2+21,4 0,539
Pulsfrequenz nach HD in bpm 72,5 19,8 68,7 £18,9 0,438
Kt/V 1,6+0,4 1,2+0,3 0,001
Rezirkulationsrate in % 2,61+4,9 45+8,4 0,640
Triglyceride in mmol/I 2,0+1,1 2,0+2,6 0,079
Gesamtcholsterin in mmol/I 4,0+0,9 3,5+1,0 0,173
HDL in mmol/I 1,0+0,3 1,1+0,4 0,387
LDL in mmol/I 2,0£0,7 1,6+0,7 0,097
LDL/HDL-Quotient 2,1+0,9 1,6+0,8 0,076
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Lipoprotein a in mmol/I 61,5+ 80 68,1 +82,4 0,789
CRP in mg/I 5,1+6,8 14,2 + 15,6 0,020
Anteil Patienten mit Diabetes in % 30,8 69,2 0,038
Anteil Pat. mit Z.n. Covid-Infekt in % | 52,2 58,8 0,685

Die Abbildung 2 zeigt die Ursachen der terminalen Niereninsuffizienz fiir beide
Probandengruppen. In Gruppe 5 (Sonstige) wurden folgende Erkrankungen eingeschlossen:
ADPKD, zystische Nierendegeneration, chronische Pyelonephritis, medikamentds-toxische
Schadigung, kardiorenales Syndrom, systemische Sklerodermie, systemische Leichtketten-

Amyloidose, Schrumpfnieren unklarer Genese und Niereninsuffizienz unklarer Genese.

Auffallig war bei dieser Analyse, dass 47,1% der hypervoldmen Gruppe von einer chronischen
diabetischen Nephropathie bei Diabetes mellitus Typ 1 oder 2 betroffen waren (Diagnosegruppe
2), unter den normovoldamen Patienten lag der Anteil hingegen nur bei 8,7% (Abb. 2). Dies steht
im Einklang mit dem bereits zuvor festgestellten vermehrten Auftreten von Diabetes mellitus in

der hypervolamen Gruppe.

Diagnosegruppen hypervoliame Gruppe

(a)

Legende:
R e Gruppe | Terminale Niereninsuffizienz bei:
1 Glomerulonephritis
2 diabetischer Nephropathie bei
) 3 Diabetes mellitus Typ 1 und 2
Diagnosegruppen normovolame Gruppe 3 Arterieller Hypertonie
Interstitieller Nephritis
5 Sonstigen Ursachen

(b)

Hl 2 m3 =4 m5

Abb. 2: Verteilung der Ursache der terminalen Niereninsuffizienz in (a) der hypervoldmen und
(b) der normovoldmen Gruppe.

Die Verteilung der Medikamenteneinnahmen beider Gruppen ist in Tabelle 2 aufgefihrt.
Auffallig zeigte sich hier eine erhohte Diuretika-Einnahme in der (berwasserten Gruppe

(p=0,117). Zudem war in dieser Gruppe auch haufiger die Gabe von Insulin zu vermerken
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(p=0,013), was sich mit dem vermehrten Auftreten der Diagnose Diabetes mellitus in der Gruppe

der hypervolamen Probanden deckt.

Tab. 2: Verteilung der Medikamenteneinnahmen in beiden Gruppen

Medikament N (n=23) H (n=17) p-Wert
Antihypertensiva 2,4+1,3 2,4+1,1 0,836
Diuretika 0,7+0,9 1,2+0,9 0,117
Minoxidil 0,2+0,4 0,2+0,4 0,967
Phosphathemmer | 1,1+0,4 0,9+0,6 0,290
Insulin 0,3+0,7 090,99 0,013
Immunsuppressiva | 0,1+0,3 0,1%+0,2 0,746
Steroide 0,2+0,4 0,2+0,4 0,757

4.2. Basale IL-10 mRNA-Expression in Vollblut und PBMCs

Zur Analyse der IL-10 mRNA wurde RNA sowohl aus dem Tempus-Tube-Vollblut, als auch aus
den bereits isolierten mononukledren Zellen des peripheren Blutes (PBMCs) isoliert. Somit
konnte die RNA aller Zellen des peripheren Blutes mit der der isolierten PBMCs verglichen
werden. Beide Proben zeigten eine signifikant erhéhte Produktion der IL-10 mRNA in der

Uberwasserten Gruppe (Abb. 3).
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Abb. 3: IL-10 mRNA Produktion in Vollblut (a) und isolierten PBMCs (b) von normovoldmen (N)
und hypervolimen (H) CKD5-D Patienten. Dargestellt sind die Einzelwerte, sowie der Median
(schwarze Linie). *: p < 0,05; **: p < 0,01.
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4.3. IL-10-Proteinexpression in Serum und PBMCs

4.3.1. Basale IL-10-Serumwerte
Im Unterschied zu der IL-10 mRNA zeigten sich bei der Expressionsanalyse des IL-10-Proteins im

Serum kein Unterschied zwischen beiden Gruppen (Abb. 4).

80 =

= 60-

E

8340_

~ 20+

g 1

5 5T o o

B 4- -

o 34 8 o

A 245 o

= 1 g umar
0 I 1

N H

Abb. 4: IL-10 (pg/ml) im Serum von normovoldmen (N) und hypervoldmen (H) CKD5-D Patienten.
Die Daten zeigen die Einzelwerte sowie den Median (rote Linie) der einzelnen Gruppen.

4.3.2. Basale und stimulierte monozytare IL-10-Produktion
Auch in der FACS-Analyse zeigte sich bei den unstimulierten CD14-positiven Monozyten von
hypervolamen Patienten keine erhéhte IL-10-Frequenz (Abb. 5a) oder IL-10-Expressionsdichte

pro Zelle (Abb. 5b) der hypervolamen Gruppe.
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Abb. 5: Frequenzen (a) und Expressionsdichte (b) IL-10 produzierender CD14-positiver Monozyten

unter basalen Bedingungen. Dargestellt sind die Einzelwerte sowie der Median (rote Linie) von
normovolédmen (N) und hypervoldmen (H) CKD5-D Patienten.
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Die Stimulation mit LPS zeigte im Vergleich zu den basalen Frequenz-Werten einen 3- bis 4-
fachen Anstieg bei der relativen Zahl IL-10-produzierender Monozyten, wobei sich die Werte fir
beide Gruppen nicht unterschieden (Abb. 6a). Die IL-10-Expressionsdichte pro Zelle blieb nahezu
unverandert (Abb. 6b).

20
: 4 _ 307
A\ e o
= 154 a =
+ 7}
p Q. 20
Sy 104 o T th
N 5 ) =) ogo
c= A
: e 2] o B
g 54 EJ ; o
i S g
oL e 0 . .
N H N H

(a) (b)

Abb. 6: Frequenzen (a) und Expressionsdichte (b) IL-10-produzierender CD14-positiver
Monozyten unter LPS-Stimulation. Dargestellt sind die Einzelwerte sowie der Median (rote Linie)
von normovoldmen (N) und hypervoldmen (H) CKD5-D Patienten.

Die gleichzeitige Stimulation mit LPS in Verbindung mit dem AhR-Antagonisten (AhR-A) fihrte
zu einer leicht héheren Frequenz an IL-10-positiven Monozyten bei hypervolamen Patienten

(Abb. 7a). Die Expressionsdichte pro Zelle ist in beiden Gruppen gleich (Abb. 7b).
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Abb. 7: Frequenzen (a) und Expressionsdichte (b) IL-10-produzierender CD14-positiver
Monozyten unter gleichzeitiger Stimulation von LPS und AhR-A. Dargestellt sind die Einzelwerte
sowie der Median (rote Linie) von normovoldmen (N) und hypervoldmen (H) CKD5-D Patienten.
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Vergleicht man die stimulationsbedingten und basalen Werte monozytarer IL-10-Produktion pro
Einzelzelle, so kommt es durch LPS bzw. LPS-AhR-A-Stimulation im Vergleich zu den basalen
Werten zu einer kleinen, jedoch signifikanten IL-10-Expressions-Steigerung, sowohl bei
normovoldmen, als auch bei hypervolamen Patienten. Zwischen LPS- und LPS-AhR-A-Stimulation

konnten keine signifikanten Unterschiede festgestellt werden (Abb. 8).
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Abb. 8: IL-10 Expressionsdichte pro Zelle (MFI) in CD14-positiven Monozyten von normovoldmen
(Normo) und hypervoldmen (Hyper) Patienten unter basalen Bedingungen, LPS-Stimulation und
kombinierter LPS/AhR-A-Stimulation. Die Daten von normovoldmen und hypervolimen CKD5-D
Patienten sind als Mittelwerte + SD dargestellt. **: p<0,01; ***: p<0,001.

4.3.3. Basale und stimulierte lymphozytare IL-10-Produktion

Die relative Anzahl lymphozytérer IL-10 produzierender Zellen (% CD3+IL-10+) scheint unter
hypervolamen Bedingungen nicht gesteigert. Die unstimulierten CD3-positiven Lymphozyten
(Abb. 9a) der Uberwasserten Gruppe zeigten nur eine leicht erhéhte IL-10-Expression, welche
jedoch nicht signifikant war. Auch unter den gewahlten stimulatorischen Bedingungen gab es
keine Unterschiede zwischen normo- und hypervolamen Patienten und keine gesteigerte IL-10-

Expression im Vergleich zu basalen Werten (Abb. 9b,c).
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Abb. 9: Frequenzen IL-10 produzierender CD3-positiver Lymphozyten unter basalen Bedingungen
(a), unter LPS-Stimulation (b) und unter gleichzeitiger Stimulation von LPS und AhR-A (c). Die
Daten zeigen die Einzelwerte, sowie den Median (rote Linie) von normovoldmen (N) und
hypervoldmen (H) CKD5-D Patienten.

4.4. Ubersichtsgraphiken iiber die stimulationsbedingten Verinderungen der IL-10 mRNA-

Expression in PBMCs beider Gruppen

Die LPS-Stimulation fiihrte in beiden Gruppen zu einem signifikanten Anstieg der IL-10 mRNA-
Expression durch PBMCs, wobei die hypervoldame Gruppe einen héheren IL-10 mRNA-Gehalt als

die normovolame Gruppe (Abb. 10) aufwies. Eine Stimulation mit LPS/AhR-A fuhrte zu keinen

weiteren Verdanderungen im Vergleich zur reinen LPS-Stimulation (Abb. 10).
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Abb. 10: IL-10 mRNA-Expression in PBMCs von normovoldmen (Normo) und hypervoldmen
(Hyper) Patienten unter basalen Bedingungen, LPS-Stimulation und kombinierter LPS/AhR-A-
Stimulation. Die Daten von normovolimen und hypervolimen CKD5-D Patienten sind als
Mittelwerte + SD dargestellt. **: p<0,01; ***: p<0,001.
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4.5. STAT3, ein wichtiger Transkriptionsfaktor beim IL-10 Signaling
Der Transkriptionsfaktor STAT3 kann sowohl an einem Tyrosinrest in Position 705 (P705), als
auch an einem Serinrest in Position 727 (P727) phosphoryliert werden. Wir analysierten das

Vorhandensein beider Formen in Monozyten (CD86+).

4.5.1. Frequenz und Expression von CD86-STAT3 (P705)-positiven Monozyten unter basalen
und stimulatorischen Bedingungen

Unter basalen Bedingungen, wie auch unter geringfligiger LPS-Stimulation (10ug/ml) und

Stimulation mit LPS und einem AhR-Antagonisten (AhR-A) zeigten sich keine unterschiedlichen

Frequenzen oder Expressionsdichten an STAT3 (P705) bei normo- und hypervolamen Patienten

(Abb. 11,12).
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Abb.11: Frequenzen von STAT3 (P705) in CD86-positiven Monozyten unter basalen Bedingungen
(a), LPS-Stimulation (b) und Stimulation mit LPS/AhR-A (c) . Dargestellt sind die Einzelwerte sowie
der Median (rote Linie) bei normovoldmen (N) und hypervolémen (H) CKD5-D Patienten.
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Abb.12: STAT3 (P705)-Expressionsdichte pro Zelle (MFI) in CD86-positiven Monozyten unter
basalen Bedingungen (a), LPS-Stimulation (b) und Stimulation mit LPS/AhR-A (c) . Dargestellt sind
die Einzelwerte sowie der Median (rote Linie) bei normovoldmen (N) und hypervolimen (H)
CKD5-D Patienten.
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4.5.2. Frequenz und Expression von CD86-STAT3 (P727)-positiven Monozyten unter basalen
und stimulatorischen Bedingungen

Unter basalen Bedingungen waren eine signifikant erhohte Frequenz und Expressionsdichte von

STAT3 (P727) in CD86-positiven Monozyten bei normovoldmen im Vergleich zu hypervolamen

Patienten erkennbar (Abb. 13 a; 14 a). Eine geringflgige LPS-Stimulation (10ug/ml), sowie die

gleichzeitige Stimulation mit LPS und einem AhR-Antagonisten (AhR-A) fiihrte zu keiner

unterschiedlichen Frequenz, jedoch ebenfalls zu einer signifikant erhohten Expressionsdichte

von monozytdrem STAT3 (P727) bei Normovoldmen (Abb. 13b, c; 14b, c).
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Abb. 13: Frequenzen von STAT3 (P727) in CD86-positiven Monozyten unter basalen Bedingungen
(a), LPS-Stimulation (b) und Stimulation mit LPS/AhR-A (c) . Dargestellt sind die Einzelwerte sowie
der Median (rote Linie) bei normovoldmen (N) und hypervolimen (H) CKD5-D Patienten.
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Abb.14: STAT3 (P727)-Expressionsdichte pro Zelle (MFI) in CD86-positiven Monozyten unter
basalen Bedingungen (a), LPS-Stimulation (b) und Stimulation mit LPS/AhR-A (c) . Dargestellt sind
die Einzelwerte sowie der Median (rote Linie) bei normovoldmen (N) und hypervolimen (H)
CKD5-D Patienten. *: p<0,05.
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4.5.3. Ubersichtsgraphiken iiber die stimulationsbedingten Verdnderungen von
monozytarem STAT3 (P727) in beiden Einzelkollektiven

Die Stimulation mit LPS flhrte in beiden Kollektiven zu einer signifikanten Erhohung des

Phosphorylierungsgrades an STAT3 (P727), wenngleich auf unterschiedlichem Niveau (Abb.15).

Eine zusatzliche Behandlung mit AhR-A hatte im Vergleich zur reinen LPS-Stimulation keinen

Effekt (Abb. 15).
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Abb. 15: STAT3 (P727)-Expressionsdichte pro Zelle (MFI) in CD86-positiven Monozyten unter
basalen Bedingungen, unter LPS- sowie gleichzeitiger LPS/AhR-A-Stimulation in normovolédmen
(Normo) und hypervoldmen (Hyper) Patienten. Die Daten von normovoldmen und hypervolimen
CKD5-D Patienten sind als Mittelwerte dargestellt. ***: p<0,001.

4.6. miR-142-3p-Expression in PBMCs unter basalen und stimulatorischen Bedingungen
Unter basalen Bedingungen zeigte sich eine signifikant erhéhte miR-142-3p-Expression in der
hypervolamen im Vergleich zur normovoldamen Gruppe (Abb. 16a). Unter LPS- und gleichzeitiger

LPS/AhR-A-Stimulation waren keine signifikanten Unterschiede mehr nachweisbar (Abb.16 b,c).
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Abb. 16: miR-142-3p-Expression unter basalen Bedingungen (a), LPS-Stimulation (b) und
Stimulation mit LPS/AhR-A (c) . Dargestellt sind die Einzelwerte sowie der Median (rote Linie) bei
normovoldmen (N) und hypervoldmen (H) CKD5-D Patienten. *: p<0,05.

Vergleicht man die stimulationsbedingten und basalen Werte der miR-142-3p innerhalb einer
Gruppe miteinander, so konnte in der normovoldmen Gruppe durch LPS-Stimulation ein
signifikanter Anstieg der miR-142-3p-Expression im Vergleich zu den basalen Werten erzielt
werden. Die gleichzeitige Stimulation mit LPS/AhR-A fihrte zu keiner signifikanten Veranderung
im Vergleich zu basalen Werten oder Werten unter LPS-Stimulation (Abb. 17). In der
hypervolamen Gruppe unterschieden sich die basalen Expressionswerte der miR-142-3p, sowie

die Werte unter LPS- und LPS/AhR-A-Stimulation nicht signifikant (Abb. 17).
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Abb. 17: Expression von miR-142-3p unter basalen Bedingungen, unter LPS- sowie gleichzeitiger
LPS/AhR-A-Stimulation in normovoldmen (Normo) und hypervoldmen (Hyper) Patienten. Die
Daten von normovoldmen und hypervolimen CKD5-D Patienten sind als Mittelwerte dargestellt.
*: p<0,05; ns: nicht signifikant.
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4.7. miR-142-5p-Expression in PBMCs unter basalen und stimulatorischen Bedingungen

Fir die Expression der miR-142-5p zeigten sich keine Unterschiede zwischen der hypervolamen
und der normovolamen Gruppe, sowohl unter basalen Bedingungen, wie auch unter LPS- und
LPS/AhR-A-Stimulation (Tab. 3).

Tab. 3: Expression von miR-142-5p unter basalen Bedingungen, LPS- und gleichzeitiger LPS/AhR-
A-Stimulation in normovoldmen (N) und hypervoldmen (H) Patienten.

basal LPS LPS-AhR-A
N 91,9 £ 58,9 127,6 + 89,1 129,9 + 108,2
H 150,0 + 166,1 200,8 + 268,9 151,5 + 109,9
p-Wert 0,329 0,156 0,342
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5. Diskussion

Trotz stetig verbesserter Methoden in der Hamodialyse haben einige Patienten mit einer
dauerhaften Uberwésserung zu kdmpfen. Griinde hierfiir sind unter anderem die schwierige
Bestimmung des korrekten Trockengewichtes und verhaltnismaRig kurze Dialysezeiten, die ein
eher rasches Entziehen der Flissigkeit verlangen, was bei einem unzureichenden
Flissigkeitsnachstrom nach intravaskuldr zu Kreislaufbelastungen fihren kann und einen
adaquaten Flussigkeitsentzug behindert (Barenbrock M., Schafer R.M., 2004; Doss-McQuitty S.,
2014; Huang S.-H.S. et al., 2015). Uberwésserte Patienten leiden unter verschiedenen
Folgeerscheinungen bis hin zu erhéhten Mortalitdtsraten (Wizemann V. et al.,, 2009), die
teilweise noch nicht komplett begriindet werden kdnnen. In unserer Studie konzentrierten wir
uns vor allem auf den erhohten Entziindungszustand bei hypervoldmen Patienten und die

Dysregulation von IL-10 als eine mogliche Ursache hierfir.

5.1. Patientencharakteristika
Fur unsere Studie konnten wir 40 Probanden rekrutieren, von denen mittels bioelektrischer

Impedanzmessung 17 als iberwéssert und 23 als normovolam charakterisiert wurden.

Bereits mehrfach konnten erhéhte Entziindungsmarker bei Uberwisserung, sowohl bei
Hamodialysepatienten (Dekker M.J., Marcelli D. et al., 2017; Zsom L. et al., 2019; Risovic¢ I. et al.,
2019), als auch bei Peritonealdialysepatienten (Konings C.J. et al., 2003) und Patienten mit
chronischer Nierenerkrankung (Hung S.C. et al., 2014) festgestellt werden. Diese Assoziation
zeigte sich auch in unserer Studie mit einem deutlich erh6hten CRP-Wert in der liberwdasserten
Gruppe. Jedoch sollte auch beachtet werden, dass die hypervolamen Patienten weiterhin
signifikant alter waren und einen deutlich hoheren Anteil an Diabetes-Erkrankungen samt
Insulineinnahme aufzeigten. Das ist nicht erstaunlich, da Uberwisserung und auch Entziindung

haufig zu den altersbedingten Krankheitsbildern gehoren.

Des Weiteren zeigten Studien fir Uberwasserte Hamodialysepatienten vermehrt kardiale
Folgeerscheinungen wie linksventrikulare Hypertrophie und Herzinsuffizienz (Wizemann V. et
al., 2009), eine vermehrte arterielle Hypertonie (Wizemann V. et al., 2009) und eine deutlich
erhohte Mortalitat (Dekker M.J., Marcelli D. et al.,, 2017; Wizemann V. et al., 2009). In
letztgenannter Studie zeigte sich eine signifikante Erhdhung des postdialytischen systolischen
Blutdrucks in der Uberwdasserten Gruppe, wahrend sich der Blutdruck beider Gruppen vor der
Behandlung nicht unterschied (Wizemann V. et al., 2009). Auch bei uns zeigte sich der
postdialytische systolische Blutdruck in der Gruppe der hypervoldmen Patienten tendenziell,

allerdings nicht signifikant erhoht.
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Eine Erniedrigung der Serumalbuminkonzentration scheint typisch flr hypervolame
Hamodialysepatienten zu sein. Dies konnte bereits in anderen Studien belegt werden (Dekker,
M.J.E., Marcelli D. et al., 2017; Antlanger M. et al., 2013; Kim Y.J. et al., 2015; Zsom L. et al.,
2019). Hierfiir sind mehrere Erklarungen denkbar. Moglich ware ein Verdiinnungseffekt des
Blutes durch die Uberwisserung; es konnte jedoch auch eine Korrelation zwischen
verminderten Albumin- und erhéhten CRP-Werten gezeigt werden (Sheinenzon A. et al., 2021),
so dass eine Verminderung der Serumalbuminkonzentration im Zusammenhang mit dem

vermehrt vorliegenden Entziindungszustand bei Hypervolamen ebenfalls denkbar wiére.

Des Weiteren lag in der Gberwasserten Gruppe ein signifikant hoherer Kreatininwert, vereinbar
mit einer schlechteren Nierenfunktion, und eine signifikant verminderte Kt/Vrea, Welche eine

verminderte Adaquatheit der Dialyse anzeigt, vor.

5.2. IL-10-Analyse

Generell kommt es bei Himodialysepatienten haufiger zu entziindungsauslésenden Zustanden,
beispielsweise durch das erhdhte Vorliegen von Uramietoxinen, den wiederholten Kontakt des
Blutes mit Fremdoberflaichen in Form von Dialysemembranen und teilweise auch durch
bakterienkontaminierte Dialysate (Girndt M., 2002). Obwohl diese Ursachen auf alle
Hamodialysepatienten gleichermaRen zutreffen, weisen lUberwasserte Hamodialysepatienten
doch vermehrt gesteigerte Entziindungsparameter auf, was fiir haufigere oder verlangerte
Entziindungsreaktionen spricht. Somit konnte in Betracht gezogen werden, dass unter
hypervolamen Patienten moglicherweise ein Defekt in der Gegenregulation entziindlicher
Vorgange vorliegt. Ein wesentlicher antiinflammatorischer Faktor in diesem Zusammenhang ist
das Interleukin-10. Hierbei handelt es sich um ein Zytokin, das in vielen Immunzellen, darunter
Monozyten, Makrophagen und T- Zellen, aber auch in B-Zellen oder dendritischen Zellen
gebildet wird und eine Vielzahl antiinflammatorischer Signalwege auslost. Es nimmt unter
anderem Einfluss auf die Zytokinfreisetzung von Monozyten und Makrophagen, aber auch auf
die Aktivitat von CD4-positiven T-Zellen oder regulatorischen T-Zellen (Rutz S. et al., 2016). Ein
vermindertes Vorliegen dieses Zytokins kdnnte somit die reduzierte Fahigkeit bedeuten,
vorliegende Entziindungsreaktionen physiologisch einzudammen. Wir analysierten daher das

Vorliegen von IL-10 auf Protein- und mRNA-Ebene.

5.2.1. Basale IL-10 mRNA-Expression
Sowohl in Vollblut, als auch in isolierten mononukleéren Zellen des peripheren Blutes (PBMCs)
zeigten sich in der Gruppe der hypervolamen Patienten signifikant erhéhte IL-10 mRNA-Werte.

Dies spricht dafiir, dass im Zuge der gesteigerten Entzliindungsreaktion, einhergehend mit
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erhohten Entziindungsparametern, physiologisch korrekt auch eine antiinflammatorische

Gegenregulation Uber erhéhte Transkription der IL-10 mRNA eingeleitet wird.

5.2.2. Stimulierte IL-10 mRNA-Expression und IL-10-Proteinexpression in Serum und PBMCs
Betrachtet man nun die IL-10-Proteinexpression im Serum, wie auch unter basalen ex-vitro-
Bedingungen in Monozyten und Lymphozyten, so zeigt sich hier differierend zu den mRNA-
Werten kein Unterschied zwischen der normovolamen und der hypervoldamen Gruppe. Diese
Auffalligkeit konnte bereits in einer anderen Studie festgestellt werden (Ulrich C. et al., 2020)
und deutet stark auf eine veranderte posttranskriptionelle Beeinflussung der IL-10-Produktion
bei hypervolamen Patienten hin. Es scheint, als wiirde bei hypervolamen Patienten zwar genug
IL-10 mRNA gebildet, jedoch durch eine Hemmung auf posttranskriptioneller oder
translationaler Ebene nicht entsprechend viel IL-10-Protein exprimiert. Dass die IL-10-
Proteinexpressionswerte von Serum und PBMCs kongruent sind, validiert unser Ergebnis zum
einen und belegt zum Zweiten, dass die wesentliche IL-10-Produktion im Blut durch die PBMCs

Ubernommen wird.

Um eine Infektion bzw. den Kontakt mit Bakterien zu simulieren und eine weitere Steigerung
der Entzlindungsreaktion, sowie auch der physiologischen regulatorischen Gegenregulationen
auszuldsen, stimulierten wir die Proben mit LPS. Des Weiteren untersuchten wir den Einfluss der
Zugabe eines Antagonisten des Aryl-Hydrocarbon-Rezeptors. Hierbei handelt es sich um einen
Ligand-aktivierten Transkriptionsfaktor, zu dessen Liganden auch Urdmietoxine wie z.B.
Indoxylsulfat zdhlen (Gutiérrez-Vazquez C. et al., 2018). Bei chronisch Nierenkranken konnte
bereits korrelierend mit verminderter GFR und erhohter Indoxylsulfat-Konzentration eine
deutlich erhéhte AhR-Aktivierung nachgewiesen werden (Dou L. et al., 2018). Zudem gab es
Hinweise darauf, dass dieser Transkriptionsfaktor in die IL-10-Produktion von Makrophagen
involviert ist (Zhu J. et al., 2018). Da im Falle unserer Hamodialysepatienten ebenfalls mit
erhohten Uramietoxinen und einer daraus resultierenden erhohten AhR-Aktivitdt zu rechnen ist,
untersuchten wir, ob und wie sich eine Hemmung dieses Rezeptors auf die IL-10-Produktion

auswirkt.

Unter LPS-Stimulation zeigte sich in beiden Gruppen ein deutlicher Anstieg der IL-10-positiven
Monozyten, sowie der IL-10-Expressionsdichte in diesen Zellen, wobei kein Unterschied
zwischen hypervolamen und normovolamen Patienten zu verzeichnen war. Die gemeinsame
Zugabe von LPS und AhR-Antagonist fihrte im Vergleich zur LPS-Stimulation zu keinem weiteren
Anstieg der IL-10-Expressionsdichte der Monozyten, lediglich deren IL-10-Expressionsfrequenz
stieg in der hypervolamen Gruppe leicht, jedoch nicht signifikant, an. Der Anteil IL-10-
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exprimierender Lymphozyten dnderte sich weder durch Stimulation mit LPS, noch durch

Stimulation mit LPS/AhR-A und zeigte auch keine Unterschiede zwischen beiden Gruppen.

Eine Stimulation der IL-10-Produktion durch LPS in Monozyten, nicht aber in Lymphozyten ist
durch die verschiedenen Signalwege der einzelnen Zellgruppen zu erklaren. Die Stimulation der
IL-10-Produktion in Monozyten und Makrophagen wird wesentlich iber sogenannte TLRs (Toll-
like Rezeptoren) vermittelt. Hierbei handelt es sich um Rezeptoren, die mikrobielle Produkte,
unter anderem auch LPS, erkennen kdnnen. T-Zellen hingegen werden im Rahmen ihrer vollen
Aktivierung zur IL-10-Produktion angeregt. Hierfiir ist in der Regel die Simulation tber den T-
Zell-Rezeptor in Kombination mit der Prasenz spezieller Zytokine notwendig (RutzS. et al., 2016).

Diese T-Zell-Aktivierung konnten wir mit reiner LPS-Stimulation nicht erzielen.

Auf mRNA-Ebene zeigte sich ebenfalls in beiden Gruppen ein signifikanter Anstieg der
IL-10 mRNA-Expression unter LPS-Stimulation im Vergleich zu basalen Bedingungen. Es war
jedoch, wie schon unter basalen Bedingungen, eine deutlich erhéhte IL-10 mRNA-Expression
unter hypervolamen im Vergleich zu normovoldmen Patienten nachweisbar. Die Stimulation mit

LPS/AhR-A zeigte keine signifikanten Verdanderungen im Vergleich zur reinen LPS-Stimulation.

Somit zeigt sich, dass die LPS-vermittelte Induktion der monozytdren IL-10-Genexpression
generell nicht eingeschrankt zu sein scheint, die Translation der mRNA jedoch auch hier
weiterhin gestort bleibt. So kénnen eigentlich hohere IL-10 mRNA-Werte der hypervoldmen
Patienten nur eine IL-10-Proteinexpression erzielen, die denen der normovolamen Patienten

gleicht.

Der Aryl-Hydrocarbon-Rezeptor (AhR) scheint entgegen unserer Vermutung keine wesentliche

Rolle bei der IL-10-Regulation in diesen Zellen zu spielen.

5.3. STAT3-Expression

Weiterhin untersuchten wir die Expression des Transkriptionsfaktors STAT3, flir den bereits
gezeigt werden konnte, dass er zum einen die IL-10-Genexpression (ber Bindung an der
Promotorregion des IL-10-Gens steigern kann (Benkhart E.M. et al., 2000) und zum anderen
auch wesentlich an der Downstream-Vermittlung von IL-10-Effekten beteiligt ist (Lang R. et al.,

2002; Takeda K. et al., 1999).

Dieser Transkriptionsfaktor wird durch Phosphorylierung eines Tyrosinrestes an Position 705
(Tyr705) aktiviert, dimerisiert daraufhin, transloziert in den Kern und interagiert mit der DNA.
Die Tyrosinphosphorylierung wird haufig durch Januskinasen (JAKs), aber auch durch Rezeptor-

und Nichtrezeptortyrosinkinasen vermittelt. Zu den Stimuli, welche eine STAT3-Aktivierung
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auslosen, zdhlen unter anderem Zytokine und Wachstumsfaktoren (Hu W. et al., 2018; Chen Q.
et al., 2019). Zudem kann STAT3 auch an einem Serinrest an Position 727 (Ser727)
phosphoryliert werden. Als verantwortliche Kinasen wurden hier unter anderem bereits mTOR,
die ERK-Familie der MAP-Kinasen (MAPK), sowie Proteinkinasen C6 und Ce identifiziert (Chung
J. et al., 1997; Sakaguchi M. et al., 2012; Yokogami K. et al., 2000; Jain N. et al., 1999; Aziz M.H.
et al., 2010).

Wir untersuchten nun die Expression von an Tyr705-phosphoryliertem (STAT3 (P705)) und an
Ser727-phosphoryliertem STAT3 (STAT3 (P727)) in Monozyten. Sowohl unter basalen, als auch
unter LPS- und LPS/AhR-A-Stimulation konnten wir keine Unterschiede in der STAT3 (P705)-
Expression zwischen normo- und hypervoldmer Gruppe und auch keine Verdnderung der

Expression durch Stimulation feststellen.

Fiir STAT3 (P727) zeigten sich jedoch sowohl unter basalen, als auch unter stimulatorischen
Bedingungen signifikant erhohte Expressionsdichten in den Monozyten der normovoldmen
Gruppe. Des Weiteren war generell in beiden Gruppen ein signifikanter Anstieg der STAT3
(P727)-Expressionsdichte durch LPS-Stimulation zu sehen. Die Expressionsdichten von LPS und
LPS/AhR-A-Stimulation unterschieden sich wiederum nicht signifikant. Somit scheint eine LPS-
vermittelte Steigerung der Phosphorylierung des Serinrestes an Position 727 von STAT3
vorzuliegen, die zwar in beiden Patientengruppen stattfindet, ihren Effekt jedoch in der
hypervolamen Gruppe nicht voll entfalten kann. AhR scheint auch hier keine wesentliche Rolle

zu spielen.

N&dhere Recherchen zu dem Effekt der Ser727-Phosphorylierung von STAT3 zeigten, dass diese
Uberwiegend in der erhoéhten Aktivitdit von STAT3 mit verstarkter DNA-Bindung und
Genexpression zu resultieren scheint (Yokogami K. et al., 2000; O’Rourke L. et al., 2002; Aziz
M.H. et al, 2010). Im Zusammenhang mit der IL-6-assoziierten Ser727-Phosphorylierung von
STAT3 durch Proteinkinase C6 wurden aber auch negative Effekte bezliglich DNA-Bindung und

Transkriptionsaktivitat beschrieben (Jain N. et al., 1999).

Wie bereits zuvor erwahnt, konnte beschrieben werden, dass STAT3 die Transkription des IL-10
Gens verstarken kann (Benkhart E.M. et al, 2000). Eine viel wichtigere Rolle scheint STAT3 jedoch
bei der Vermittlung immunsuppressiver Effekte von IL-10 (Downstream) zu haben, indem es
seinerseits Einfluss auf die Genexpression nimmt (Murray P., 2005). In einer Studie von Lang und
Kollegen konnte fiir alle durch IL-10 gesteigert exprimierten Gene eine STAT3-Abhangigkeit
nachgewiesen werden (Lang R. et al., 2002). Die hohe Relevanz von STAT3 im Rahmen der

Immuntoleranz konnte vielfach gezeigt werden. In Makrophagen und neutrophilen
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Granulozyten von Mausen ohne STAT3-Gen waren alle IL-10-vermittelten immunsuppressiven
Effekte vollig aufgehoben, was in einer erhéhten Produktion inflammatorischer Zytokine und
einer erhohten Anfalligkeit fiir einen Endotoxin-Schock resultierte (Takeda K. et al., 1999). Loste
man unter STAT3-defizienten Bedingungen in oben genannten Zellen eine septische Peritonitis
aus, so waren hier Entziindung, Zytokinproduktion und Organschdden deutlich massiver
ausgepragt; die Makrophagen zeigten eine verschlechterte bakterizide Aktivitat (Matsukawa A.
et al, 2003). Zuletzt konnte fir Makrophagen mit blockierter STAT3-Genexpression gezeigt
werden, dass nahezu alle IL-10-vermittelten Effekte gehemmt waren. Bis auf eine kurzfristige
TNFa-Bildung zeigte sich zudem auch die Hemmung der LPS-vermittelten Produktion

proentziindlicher Zytokine von STAT3 abhéangig (Williams L. et al., 2004).

Betrachtet man nun unsere Ergebnisse, die in der hypervoldamen Gruppe eine deutliche
Erniedrigung des an Ser727-phosphorylierten STAT3, nicht aber des Tyr705-phosphorylierten
STAT3 aufzeigt, und bezieht mit ein, dass die Serinphosphorylierung in den meisten Fallen eine
Funktionssteigerung von STAT3 bewirkt, so ware hiermit durchaus eine Reduktion der
Immuntoleranz  bzw. Immunsuppression, einhergehend mit einer gesteigerten

proinflammatorischen Zytokinproduktion erklarbar.

Erwdhnt werden sollte an dieser Stelle auch das Ergebnis zweier Studien, die herausfanden, dass
eine STAT3-Phosphorylierung an Ser727 eine gesteigerte Dephosphorylierung von Tyr705 und
damit Inaktivierung und nur kurze Aktivititsdauer von STAT3 bedingte. Beide Arbeiten
untersuchten jedoch die IL-6-vermittelte Aktivierung von STAT3 (Wakahara R. et al., 2012; Yang
J. etal., 2020). Betrachtet man weiterhin die Studie von Braun und Kollegen, die zeigen konnten,
dass eine IL-6-Stimulation lediglich zu einer kurzen, eine IL-10-Stimulation jedoch zu einer
anhaltenden STAT3-Aktivierung fiihrte und dass das Verkiirzen der IL-10-bedingten STAT3-
Aktivitat zu einer transkriptionellen und sekretorischen Antwort dhnlich der IL-6-vermittelten
Aktivierung flihrte, so ist anzunehmen, dass dieser Mechanismus speziell die IL-6-vermittelte
STAT3-Aktivierung betrifft. Er ist hierbei vermutlich notwendig, um die Aktivitdtsdauer von
STAT3 zu vermindern und so einen Unterschied zu der langanhaltenden IL-10-vermittelten

STAT3-Aktivierung zu erreichen (Braun D.A. et al., 2013).

Wie koénnte nun die unterschiedliche Phosphorylierung von STAT3, moglicherweise in

Abhangigkeit von IL-10 zustande kommen?

Klar ist, dass die Phosphorylierung von Tyrosin und Serin (ber verschiedene Signalwege

vermittelt wird. Einer der am besten bekannten IL-10-Signalwege ist die Aktivierung der
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Tyrosinkinasen JAK1 und TYK2, welche ihrerseits unter anderem STAT3 phosphorylieren,

allerdings lediglich am Tyrosinrest (Moore K.W. et al., 2001).

Einen moglichen Signalweg, der iber IL-10 zu einer Ser727-Phosphorylierung fiihren kdnnte,
wurde in einer Studie von Zhu und Kollegen aufgezeigt. Sie konnten nachweisen, dass IL-10 eine
Aktivierung von AMPK (Adenosin 5'-Monophosphat-aktivierte Protein-Kinase) und in weiterer
Folge eine Aktivierung des PI3K/Akt-Signalweges ausloste, welche letztendlich in einer
Aktivierung von mTORC1 resultierte. mTORC1 wiederum ist in der Lage, STAT3 an Ser727 zu
phosphorylieren. Zuletzt zeigte die Studie auch, dass eine durch das Fehlen von AMPKal (einer
katalytischen Untereinheit von AMPK) verminderte IL-10-induzierte STAT3-Phosphorylierung
mit einer verminderten Reduktion LPS-induzierter proinflammatorischer Zytokine einherging
(Zhu YP. et al., 2014). Auch weitere Studien belegten die antiinflammatorische Wirkung von
AMPK (Sag D. et al., 2008), PI13K (Medina E.A. et al., 2010) und mTOR (Weichhardt T. et al., 2008;
Weichhart T. et al., 2011).

Im Fall der hypervolamen Patienten ware somit die Vermutung moglich, dass die ausbleibende
Steigerung der IL-10-Produktion zu einer reduzierten mTOR-Aktivierung und resultierender
verringerter STAT3-Ser727-Phosphorylierung fiihrt. Somit ware die STAT3-Aktivitat reduziert

und kénnte zu vermittelnde antiinflammatorische Signalwege nur vermindert aktivieren.

5.4. miR-142-Analyse
Mit STAT3 (P727) konnten wir einen vermutlich relevanten Downstream-Effektor von IL-10

identifizieren, der moglicherweise durch IL-10 Mangel vermindert vorliegt.

Ein weiteres wesentliches Ziel war es, den Grund fur die verminderte IL-10 mRNA Translation

bei vorausgehender regularer IL-10 mRNA-Transkription zu identifizieren.

Da wir aufgrund der vorliegenden Diskrepanz von IL-10 mRNA und IL-10-Proteinexpression von
einer Regulation auf Translationsebene ausgingen, konzentrierten wir uns auf die Analyse von
microRNAs in den zuvor isolierten PBMCs. Diese einzelstrangigen, nichtcodierenden RNA-
Molekiile mit einer Lange von circa 19 bis 24 Basenpaaren sind in der Lage, die Translation von
MRNA zu behindern. Entweder binden sie exakt komplementéar eine spezifische Region der
untranslatierten Region (UTR) der mRNA und flihren zu ihrem Abbau, bei nicht komplett
komplementadrer Paarung fihren sie dagegen zu einer Behinderung der Initiation oder
Elongation (Sharma S., 2017). Bereits mehrere Studien konnten microRNAs mit einem Einfluss

auf die IL-10 mRNA-Translation identifizieren, darunter direkte Hemmungen unter anderem
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durch miR-142-3p (Ding S. et al.,, 2012), miR106a (Sharma A. et al., 2009) oder Let-7
(Swaminathan S. et al., 2012).

Wir entschieden uns letztendlich fiir eine Analyse unserer Proben auf das Vorliegen der beiden
Isoformen der miR-142; miR-142-3p und miR-142-5p; da sich bei dieser microRNA generell eine
grofde Beteiligung an Regulationen des Immunsystems und der Immunitat zeigt. Unter anderem
scheint sie involviert in die Makrophagenpolarisation (Xu S. et al., 2014), die Aktivitdt CD4-
positiver T-Zellen (Huang B. et al., 2009; Kleinsteuber K. et al., 2013), sowie regulatorischer T-
Zellen (Huang B. et al., 2009; Gao J. et al., 2019; Lu Y. et al., 2018), dendritischer Zellen (Mildner

A. et al., 2013) und deren Interaktionen untereinander zu sein.

Bei unserer Analyse zeigte sich nun ein signifikanter Unterschied fiir die miR-142-3p-Expression.
Diese war bei hypervolamen Patienten signifikant hoher, als bei normovolamen. Verkniipft man
die translationsinhibitorischen Mechanismen der microRNAs mit dem Fakt, dass bei
hypervolamen Patienten eine Behinderung der IL-10 mRNA-Translation vorzuliegen scheint, so
liegt die Vermutung nahe, dass miR-142-3p die IL-10 mRNA-Translation in dieser Gruppe

aufgrund ihrer gesteigerten Expression verstarkt behindert.

Eine Stimulation mit LPS ging in der normovolamen Gruppe mit einem signifikanten miR-142-
3p-Anstieg einher. Der LPS-stimulierte Wert wies keinen weiteren klaren Unterschied zur
Expression unter kombinierter LPS/AhR-A-Stimulation auf. In der hypervoldmen Gruppe waren
sowohl bei LPS-, als auch bei LPS/AhR-A-Stimulation keine signifikanten Unterschiede zu den
basalen Werten zu registrieren. Dass eine LPS-Stimulation nur in der normovoldmen, nicht aber
in der hypervolamen Gruppe eine signifikante Erhéhung der miR-142-3p-Expression nach sich
zieht, konnte dafiir sprechen, dass in der (iberwédsserten Gruppe bereits unter basalen
Bedingungen ein Grofteil der Expressionskapazitat flir miR-142-3p genutzt wird und unter
zusatzlicher Stimulation nur noch eine leichte Steigerung der Produktion dieser miR moglich ist.
Eine Beeinflussung des AhR-Rezeptors scheint in beiden Gruppen keine Auswirkung auf die

Produktion der miR-142-3p zu haben.

Die miR-142-5p zeigte hingegen keine Unterschiede zwischen der hypervolamen und der

normovolamen Gruppe, weder unter basalen, noch unter stimulatorischen Bedingungen.

Eine Hemmung der IL-10-Translation durch miR-142-3p konnte bereits in mehreren Studien
gezeigt werden. Ding und Kollegen konnten nachweisen, dass in CD4-positiven T-Zellen von
Patienten mit systemischen Lupus erythematodes eine Downregulation von miR-142-3p und

miR-142-5p und eine negative Assoziation dieser miRs mit IL-10, CD84 sowie SAP vorlag. Im
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weiteren Verlauf konnten sie belegen, dass miR-142-3p direkt die IL-10- sowie die CD84-
Translation hemmt, wahrend die miR-142-5p eine hemmende Wirkung auf die Translation des
SAP-Proteins hatte (Ding S. et al., 2012). Dies deckt sich mit unserer Studie, die ebenfalls nur fir

miR-142-3p einen Einfluss auf IL-10 nachweisen konnte, nicht jedoch flir miR-142-5p.

Fir induzierte regulatorische T-Zellen konnte eine weitere Studie weiterhin ebenfalls zeigen,
dass eine Uberexpression von miR-142-3p mit signifikantem Absinken von IL-10 (und TGF-B)
einherging (Gao J. et al., 2019). Ein Knockout von miR-142 in dendritischen Zellen bewirkte in

einer anderen Studie eine gesteigerte IL-10-Produktion (Sun Y. et al., 2017).

Somit konnte fiir T-Zellen sogar bereits eine direkte Hemmung der IL-10-Translation durch miR-
142-3p nachgewiesen werden. Eine Hemmung antiinflammatorischer bzw. Steigerung
proinflammatorischer Mechanismen durch miR-142-3p scheint in dieser Zellgruppe zudem auch
Uber weitere Signalwege zu erfolgen. So ist miR-142-3p in der Lage, die cAMP-produzierende
Adenylatcylase 9 (AC9) in ,klassischen” CD4-positiven T-Zellen zu hemmen, was einen niedrigen
cAMP-Spiegel in diesen Zellen bewirkt, der wiederum fiir ihren Aktivitatszustand bendétigt wird.
Passend dazu, sind FOXP3-positive T-regulatorische Zellen in der Lage, cAMP uber “Gap
Junctions” auf diese T-Zellen zu (bertragen und so ihre Aktivitit zu hemmen. Diese
regulatorischen T-Zellen wiederum erreichen die fiir sie typischen hohen cAMP-Spiegel (iber
eine Herunterregulierung der miR-142-3p mittels FOXP3 und damit eine erhohte AC9-Aktivitat
(Huang B. et al., 2009). Weitere Studien konnten zudem zeigen, dass eine Hemmung von miR-
142-3p in induzierten, sowie in thymusgereiften regulatorischen T-Zellen zu einem gesteigerten
Uberleben und einer erhdhten Aktivitat fiihrt (Gao J. et al., 2019; Lu Y. et al., 2018). Die miR-
142-3p scheint also die Aktivitat von T-Effektorzellen (vor allem CD4-positiven) zu steigern und

immunmodulatorische T-regulatorische Zellen zu hemmen.

Fir Monozyten/Makrophagen konnte nach Wissen der Autorin bis jetzt noch keine direkte
Hemmung der IL-10-Translation durch miR-142-3p nachgewiesen werden. Auch generell scheint
diese microRNA in genannten Zellen eine vielgestaltige Rolle mit teils pro- und teils

antiinflammatorischen Effekten einzunehmen.

Kongruent mit der von uns vermuteten eher proinflammatorischen Wirkung finden sich Studien,
die nachweisen konnten, dass die durch CSF1 induzierte Polarisation von Monozyten in den
antiinflammatorischen M2-Makrophagen-Phanotyp mit einer stark verminderten miR-142-3p-
Expression einherging (Shi J. et al., 2020). Auch konnte in tumorinfiltrierenden Makrophagen,
welche in der Regel auch den tumorunterstiitzenden und immunsuppressiven Phanotyp

aufweisen, eine starke Herunterregulierung von miR-142-3p nachgewiesen werden. In
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derselben Studie wurden zudem die miR-Expressionen von M1- und M2-Makrophagen
verglichen und erneut bestatigt, dass M2-Makrophagen deutlich weniger miR-142-3p
aufwiesen. Eine Uberexpression von miR-142-3p induzierte zudem die selektive Apoptose von

M2-Makrophagen (Xu S. et al., 2014).

Im Gegensatz dazu lieferten jedoch auch mehrere Studien Hinweise auf eine antientziindliche

Wirkung von miR-142-3p in Monozyten oder Makrophagen.

In Makrophagen von Mdusen konnte gezeigt werden, dass miR-142-3p die IL-6-Translation
hemmt (Liu Y. et al., 2016). Weiterhin bewirkte eine Uberexpression von miR-142-3p in
Monozyten, Makrophagen, dendritischen Zellen und PBMCs eine Hemmung von Phagozytose
und Sekretion proinflammatorischer Zytokine wie TNFa, IL-6 und 1L12-p40 (Naqvi A. R. et al.,
2015). Ein ahnlicher Effekt beziiglich der Zytokinproduktion konnte auch bei gesteigerter miR-
142-3p-Expression wdhrend der Monozytendifferenzierung zu Makrophagen und zu DCs

nachgewiesen werden (Fordham J. B. et al., 2015).

Zusammengefasst scheint miR-142-3p in PBMCs mit vielen verschiedenen Signalwegen zu

interagieren und vielgestaltige Wirkungen zu erzielen.

Bezliglich der T-Zellen ist eher eine proinflammatorische Wirkung zu verzeichnen. In diesen
Kontext flgt sich die von uns vermutete Hemmung der IL-10 mRNA-Translation gut ein. In
Monozyten und Makrophagen scheinen die Effekte komplexer und die Wirkungen der miR-142-
3p teilweise dichotom zu sein. Nichtsdestotrotz ware es auch hier durchaus méglich, dass diese

microRNA einen regulierenden Einfluss auf die Translation von IL-10 hat.

Inwiefern die in unserer Studie gezeigten Effekte monozytar oder lymphozytar bedingt sind —
moglicherweise treten sie sogar in beiden Zelltypen auf — bleibt Spekulation. Hierzu ist es
notwendig, nicht nur PBMCs zu analysieren, sondern Monozyten und Lymphozyten getrennt zu

isolieren und zu untersuchen.

Ebenfalls sind weiterflihrende Versuche wie Transfektionsexperimente zu empfehlen, um den

hemmenden Einfluss der miR-142-3p auf die IL-10 mRNA abschlieRend zu beweisen.

Bei anschliefenden Forschungen kdnnten zudem zusétzliche Folgen der erhéhten miR-142-3p,
abseits der IL-10-Regulation in Betracht gezogen werden. Besonders bezogen auf die T-Zellen ist
es nicht auszuschlieRen, dass das gesteigerte Vorliegen der miR-142-3p bei hypervolamen

Patienten noch andere Effekte bedingt, die den Entziindungszustand aufrechterhalten. Hier
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waren beispielsweise eine (bermalige Aktivierung der CD4+-T-Effektorzellen und eine

Ubermalige Hemmung T-regulatorischer Zellen mogliche Ursachen.

Trotz seiner teils gegensatzlichen Effekte auf Makrophagen ware es auch in dieser Zellgruppe
moglich, dass miR-142-3p Uber |IL-10 hinaus Einfluss auf das Persistieren des

Entziindungszustandes nimmt.

Hier wdre eine negative Beeinflussung der antiinflammatorischen M2-Makrophagen,

beispielsweise durch eine erh6hte Apoptoserate in dieser Zellgruppe, in Betracht zu ziehen.

Diese Vermutungen sind jedoch lediglich hypothetische Annahmen auf Basis der Erkenntnisse
anderer Studien. Besonders in Bezug auf Hypervolamie sind noch weitere Forschungen

notwendig.

5.5. Einschrankungen

Als Einschrankungen sind die relativ geringe Probandenzahl, die leicht differierende
Harnstoffeliminationsrate (Kt/V), die aus einer im Quartal durchgefiihrten Referenzdialyse
entnommen wurde, sowie die nicht altersgepaarte Gruppenaufteilung zu nennen. Die
Rezirkulationsraten und die wochentlichen Dialysezeiten differierten nicht zwischen beiden
Gruppen. Deshalb lassen die Daten eine gute Einschatzung zur IL-10-Expression bei
hypervolamen und normovolamen Dialysepatienten, sowie einen moglichen Einfluss durch miR-
142-3p zu. AnschlieRende Versuche wie Transfektionsexperimente zum endgiltigen Beweis der
hemmenden Wirkung der miR-142-3p und weiterfiihrende Studien mit groReren

Patientenkollektiven sollten erganzend durchgefiihrt werden.

Des Weiteren wiesen einige Probanden ein konstante, niedrig-dosierte Einnahme von Steroiden
auf (n=7; 4,3 + 2,7 mg/d Prednisolondquivalenz), was theoretisch die Funktion der Immunzellen
beeintrachtigen konnte. Diese Probanden auszuschlieen, hdtte zum einen zu einer Reduktion
der Probandenzahl gefiihrt, zum anderen kann aufgrund der oben genannten stabilen

Prednisolon-Therapie Gber mehr als 3 Monate ein Effekt vernachlassigt werden.
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6. Zusammenfassung

Mithilfe der Himodialyse werden bei niereninsuffizienten Patienten nicht nur Korrekturen des
Elektrolyt- und Saure-Base-Haushaltes vorgenommen, sondern dem Blut auch harnpflichtige
Substanzen entzogen. Eine wichtige Aufgabe ist ebenso der Entzug von Uberschissiger,
retinierter Flussigkeit. Sowohl das Ermitteln der korrekten Menge des zu entziehenden
Volumens, als auch die reine Durchfiihrung sind jedoch schwierig umzusetzen, so dass einige
Hamodialysepatienten in einem permanenten Zustand der Uberwisserung verbleiben
(Barenbrock M., Schafer R.M., 2004; Huang S.-H.S, 2015).

Dieser Zustand der Hypervolamie scheint mit verschiedenen negativen Folgeerscheinungen
assoziiert zu sein. Neben dem erhéhten kardiovaskularen Risiko und einer generell erhéhten
Mortalitat zahlt hierzu auch das erhéhte Vorliegen von Entziindungsmarkern (Hung S.-C. et al.,
2014; Zoccali C. et al., 2017; Zsom L. et al., 2019).

Ziel dieser Studie war es, eine mogliche Ursache fiir den gesteigerten Entziindungszustand in
hypervoldamen Hamodialysepatienten zu finden. Hierfiir konzentrierten wir uns auf die
Regulation des antiinflammatorischen Zytokins Interleukin-10 und bauten auf die Erkenntnisse
unserer Vorlauferstudie auf. Diese konnte bereits Hinweise auf eine translationale Hemmungim
Zuge der IL-10-Proteinsynthese aufzeigen (Ulrich C. et al., 2020).

Wir legten unser Hauptaugenmerk dabei auf das mogliche Vorliegen sogenannter microRNAs,
welche in der Lage sind, regulatorisch in die Translation einzugreifen. Speziell konzentrierten wir
uns dabei auf die miR-142. Weiterhin analysierten wir die IL-10-Expression auf Protein- und
mRNA-Ebene, um die Hinweise auf eine translationale Hemmung erneut zu belegen und
untersuchten den Transkriptionsfaktor STAT3, welcher eng in die IL-10-Signalketten involviert
ist (Benkhart E.M. et al., 2000; Lang R. et al., 2002). Zuletzt priften wir einen moglichen Einfluss
der Hemmung des Aryl-Hydrocarbon-Rezeptors auf die IL-10-Produktion, da dieser durch
Urdmietoxine aktiviert werden kann und in anderen Studien bereits einen Einfluss auf die
IL-10-Produktion zeigte (Gutiérrez-Vazquez C. et al., 2018; Zhu J. et al., 2018).

Hierzu konnten wir 40 Hamodialysepatienten rekrutieren, die wir mittels Bioimpedanzmessung
in die Gruppen hypervolam und normovolam untergliederten. Im Anschluss wurden Blutproben
dieser Probanden mittels klassischer biomolekularer Methoden analysiert und die Ergebnisse
beider Gruppen gegenibergestellt.

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass unsere Studie zum einen erhéhte Entziindungswerte in
der Uberwasserten Gruppe bestdtigen konnte. Zum anderen konnten wir eine bestehende
»entziindliche” Diskrepanz zwischen deutlich erhéhter IL-10 mRNA, aber nicht erhdhter IL-10-

Proteinexpression unter Hypervolamie feststellen. Weiterhin konnten wir zeigen, dass in der
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Gruppe der hypervolamen Probanden eine deutlich erhéhte Expression der miR-142-3p
nachzuweisen war, welche sich, im Gegensatz zur normovoldmen Gruppe, durch LPS-
Stimulation nicht mehr signifikant steigern lieB. Da fir diese miR bereits mehrfach gezeigt
werden konnte, dass sie in der Lage ist, die IL-10-Translation zu hemmen (Ding S. et al., 2012;
Gao J. et al, 2019), kénnen wir den starken Verdacht duflern, dass bei hypervoldmen
Hamodialysepatienten die ibermaRig exprimierte miR-142-3p zu einer Hemmung der IL-10-
Proteinsynthese und damit zu einer unzureichenden physiologischen Gegenregulation
entzlindlicher Vorgange fuhrt. Eine Bestdtigung dieses Verdachtes mittels weiterfiihrender
Transfektionsexperimente ist zu empfehlen.

Zuletzt stellten wir bei Analysen des Transkriptionsfaktors STAT3 fest, dass dieser sich lediglich
in dem Vorliegen seiner an Serin727 phosphorylierten Form unterschied, welche in der
hypervoldamen Gruppe vermindert vorlag. Ob dies direkt durch den IL-10-Mangel in dieser
Gruppe bedingt ist und zu einer verminderten Aktivitdt des Transkriptionsfaktors beitragt,
welcher viele Downstream-Effekte von IL-10 vermittelt, lasst sich aktuell nur vermuten und
bedarf weiterer Forschung.

Fir den Arylhydrocarbonrezeptor konnten wir keinen Einfluss auf die IL-10-Produktion

feststellen.
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Thesen

8. Thesen

1.

Bei Giberwasserten Himodialysepatienten liegt eine erhohte IL-10 mRNA-Expression im
Vollblut und in isolierten PBMCs vor.

Diskrepant zu der erhéhten IL-10 mRNA weisen Gberwdasserte Himodialysepatienten keine
erhohte IL-10-Proteinexpression im Serum, in Lymphozyten oder in Monozyten auf.

Hypervolame Hamodialysepatienten zeigen eine stark erhéhte Expression der microRNA-
142-3p.

Die Expression der microRNA-142-5p zeigt keine Unterschiede zwischen normovoldamen und
hypervolamen Hamodialysepatienten.

GemaR der inhibitorischen Funktion der miR-142-3p in anderen Zellsystemen ist zu
vermuten, dass die miR-142-3p auch in der Lage ist, die Translation der IL-10 mRNA in PBMCs
zu hemmen und dass dieser Effekt in Gberwasserten Hamodialysepatienten verstarkt auftritt.

Uberwisserte Himodialysepatienten weisen unter basalen und stimulatorischen
Bedingungen eine verminderte monozytare Expression des an Position 727 phosphorylierten
STAT3 auf, die Expression von an Position 705 phosphoryliertem STAT3 zeigt keine
Unterschiede in beiden Gruppen.

Eine Hemmung des Aryl-Hydrocarbon-Rezeptors beeinflusst weder die IL-10 mRNA, die
IL-10-Proteinexpression, noch die STAT3- oder miR-142-Expression
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9. Anhang

9.1. Material

Verbrauchsmaterialien

Anhang

Tab. 4: Verbrauchsmaterialien, die im Rahmen der Studie eingesetzt wurden

Material

Hersteller

KIMTECH® Science Prazisionswischticher

Kimberly-Clark Professional ™, Koblenz, D

Pipettenspitzen 0,5-20ul

llona Schubert, Leipzig, D

Pipettenspitzen 1-200ul

llona Schubert, Leipzig, D

Pipettenspitzen 100-1250pl

VWR International, Radnor, USA

Pipettenspitzen 1-5ml Makro

llona Schubert, Leipzig, D

Gestopfte Pipettenspitzen 0,5-20ul Ultra Micro
Tips

llona Schubert, Leipzig, D

Gestopfte Pipettenspitzen 1-100pl

VWR International, Radnor, USA

Gestopfte Pipettenspitzen 1-200ul

VWR International, Radnor, USA

Gestopfte Pipettenspitzen 100-1000pul

Sorenson BioScience, Inc., Salt Lake City, USA

Minicooler fiir PCR-Tubes

llona Schubert, Leipzig, D

Pasteurpipetten (Glas)

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

Einmalpipetten (serologisch): 5ml, 10ml, 25ml

Greiner bio-one GmbH, Kremsm{inster, AU

Zentrifugenréhrchen 50ml

llona Schubert, Leipzig, D

BD Falcon, 5ml Polystrene Round-Bottom Tube

BD Biosciences, San Jose, USA

Leucosept 50ml steril

Greiner bio-one GmbH, Kremsm{inster, AU

S-Monovette, 9ml EDTA

Sarstedt AG & Co., Nimbrecht, D

S-Monovette, 4,9ml Serum Gel

Sarstedt AG & Co., Nimbrecht, D

Tempus Blood RNA Tube 9ml

Applied Biosystems, California, USA)

Vacuette Holdex Single Use Holder PP

Greiner bio-one GmbH, Kremsmiinster, AU

PCR Tubes 0,2ml

Nippon Genetics Europe GmbH, Dueren, D

Multi-SafeSeal Tubes, 0,5ml

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

ReaktionsgefaRe mit Deckel Safe fit, 1,5ml

llona Schubert, Leipzig, D

ReaktionsgefaRe mit Deckel Safe fit, 2ml

llona Schubert, Leipzig, D

PCR-Plate, 96 Well fiir ABI Cycler

llona Schubert, Leipzig, D

QuickSeal PCR Sheets

iST Scientific, Surrey, GB

Handschuhe, Latex, Gr. S

Lohmann und Rauscher GmbH, Neuwied, D
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Tab. 5: Gerdte, die im Rahmen der Studie eingesetzt wurden

Gerat

Hersteller

Kihlschrank (Geratetyp: Spezial-468)

Kirsch GmbH, Offenburg, D

Kihlschrank (GT: Labo-100)

Kirsch GmbH, Offenburg, D

Kihlschrank UKS 500 |

Liebherr-Hausgerate GmbH, Ochsenhausen, D

Gefrierschrank -20°C GNP 3056

Liebherr-Hausgerate GmbH, Ochsenhausen, D

Gefrierschrank -20°C KGGSUU41A

Siemens, Miinchen, D

Gefrierschrank -20°C MedilLine LGex 3410

Liebherr-Hausgerate GmbH, Ochsenhausen, D

Tiefkihlschrank -80°C, MDF-U74V

Sanyo, Miinchen, D

Universal 320 Tischzentrifuge (mit Zyto-System)

Hettich GmbH, Tuttlingen, D

Rotina 380R Tischzentrifuge

Hettich GmbH, Tuttlingen, D

FastGene HighSpeed Mini Centrifuge

Nippon Genetics Europe GmbH, Dueren, D

Vortexer (GT: Q1)

VWR International, Radnor, USA

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

NuAire, Inc. Plymouth, USA

CO2 Incubator (Brutschrank) MCO-170AICUVH

PHC Corporation, Gunma, Japan

Real Time PCR Step one Plus
(GT: Primer Express 3,0)

Applied Biosystems Deutschland GmbH,

Darmstadt, D

MACSQuant TM Analyser (GT: MACSQuant)

Miltenyi Biotec GmbH, Bergisch Gladbach, D

MiniAmp Thermal Cycler

Applied Biosystems Deutschland GmbH,

Darmstadt, D

Microzentrifuge (Geratetyp: UniFuge)

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

Hettich Microliter Centrifuge, Mikro 220R

Hettich GmbH, Tuttlingen, D

Vortex Genie 2 (GT: G-560 E)

Bender und Hobein AG, Miinchen, D

Mini-Plate Centrifuge NG040

Nippon Genetics Europe GmbH, Dueren, D

Micro plate shaker M1CF61024014

Fisher Scientific, Schwerte, D

Kompaktwaage (EMB 600-2)

Kern & Sohn GmbH, Balingen, D

Tecan Infinite M200 Pro Nanoquant

Tecan, Trading AG, Mannedorf, CHE

Ultra microplate Reader Elx 808 |U

BIOTEK Instruments INC, Winooski, USA

HLC Vakuum — Sicherheits — Absaugsystem (GT:
AZ04)

Hettich GmbH, Kirchenlengern, D

Labsolute® Pipettierhelfer

Th. Geyer GmbH Co. KG, Renningen, D

\



Anhang

Pipettenset (15001419) 0,5-10pl, 2-20ul, 10-
100p, 20-200p, 100-1000!

VWR International, Radnor, USA

Distriman™ Mehrfachdispenser

Gilson, Middleton, USA

8-Kanal-Pipette 50-300pl

VWR International,Radnor, USA

Nutriguard-MS

Data Input GmbH, Pocking, D

Monoklonale Antikérper

Tab. 6: Liste der eingesetzten monoklonalen Antikérper

eFluord50

Monoklonale Antikorper Klon Hersteller
Anti-CD3 FITC human BW 264/56 Miltenyi Biotec GmbH, Bergisch Gladbach, D
Anti-Human-CD15

HI198 ThermoFisher, Massachusetts, USA

Anti-Human-CD14 Pe-Cyanine7 | 61D3

ThermoFisher, Massachusetts, USA

7-AAD Viability Staining

ThermoFisher, Massachusetts, USA

Solution

Anti-IL-10 APC JES3-9D7 Miltenyi Biotec GmbH, Bergisch Gladbach, D
Anti-Stat3 (pS727) PE 49/p-Stat§ BD Biosciences, San Jose, USA

Anti-Stat3 Phospho (Tyr705) 13A3-1 BioLegend, San Diego, USA

Brilliant Violet 421

Anti-CD86 PECy7 1T2.2 ThermoFisher, Massachusetts, USA
Anti-CD4 APC eF780 RPA-T4 ThermoFisher, Massachusetts, USA

IgG1 Isotype-APC G0114F7 BioLegend, San Diego, USA

IgG1 Isotype-PE G0114F7 BioLegend, San Diego, USA

FITC = Fluoresceinisothiocyanat; PE=Phycoerythrin, APC= Allophycocyanin, 7-AAD= 7-

Aminoactinomycin D)

Substanzen

Tab. 7: Substanzen, die im Rahmen der Studie eingesetzt wurden

Substanz

Hersteller

Phosphate-buffered saline (PBS)

Sigma Aldrich Chemie GmbH, Steinheim, D

Ethylenediaminetetraacetic acid (EDTA)

Sigma Aldrich Chemie GmbH, Steinheim, D

Pancoll human, density: 1.077g/ml

PAN Biotech, Aidenbach, D

RPMI 1640, without L-Glutamine

Sigma Aldrich Chemie GmbH, Steinheim, D

VI
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L-Glutamine (200mM) LE Low Endotoxin

Biochrom AG, Berlin, D

Penicillin/Streptomycin; flussig

Merck KGaA, Darmstadt, D

Fotales Bovines Serum (FBS)

Biochrom AG

Humanes Albumin 20% Behring Infusionsldsung

CDL Behring

Sodium azide (Natriumazid)

Sigma Aldrich Chemie GmbH, Steinheim, D

Albumin Fraktion V (BSA)

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

Lipopolysaccharid 0127:B8 E.coli (LPS)

Sigma Aldrich Chemie GmbH, Steinheim, D

AhR-Antagonist

Sigma Aldrich Chemie GmbH, Steinheim, D

Monensin solution

BiolLegend, San Diego, USA

Saponin

Sigma Aldrich Chemie GmbH, Steinheim, D

Paraformaldehyd

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

Viobility 405/452 Fixable Dyes

Miltenyi Biotec GmbH, Bergisch Gladbach, D

PD Phosflow Perm Buffer Il

BD Biosciences, San Jose, USA

Quick-RNA Miniprep Kit (Cat: R1055)
- RNA Lysis Buffer
- RNA Prep Buffer
- RNA Wash Buffer
- DNA/ RNAse freies Wasser
- Zymo-Spin™ IIICG Colums

- Spin-Away™ Filters

ZYMO Research, Freiburg, D

miRCURY LNA™ RT Kit
- 5x miRCURY RT Reaction Buffer
- 10x miRCURY RT Enzyme Mix
- RNA Spike in template; (Uni SP6 Spike)

QIAGEN GmbH, Hilden, D

High Capacity cDNA Reverse Transcription Kit
- 10x RT Buffer
- 25x dNTP Mix
- 10x RT Random Primers

- MultiScrible™ RT

Applied Biosystems Deutschland GmbH,

Darmstadt, D

TagMan Gene Expression Assay
- gPCRBIO Probe Mix Hi-Rox
- Gen:RPL37a3, HS01102345 m1
- Gen:IL6, Hs00985639 m1l

Nippon Genetics Europe GmbH, Dueren, D (Hi-
Rox)

Gene: ThermoFisher, Massachusetts, USA

Vil
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- Gen:IL10, Hs00961622_m1
- Gen: AHR, Hs00169233_m1

miRCURY LNA SYBRGreen PCR Kit

- ROX Reference Dye

- 2x miRCURY LNA SYBRGreen Master

Mix

- Gen: Hsa-mir-142-3p, YP00204291
- Gen: Hsa-mir-142-5p, YP00204722
- Gen: Cel-mir-39-3p, YP00203952

- Gen: UniSp6, YP00203954

QIAGEN GmbH, Hilden, D

Interleukin-10 high sensitivity ELISA Kit

- Biotin-Concentrate anti-human IL10

- Streptavidin-HRP
- IL-10 Standard vial
- High control vial

- Sample Diluent

- Amplification Diluent Concentrate

- Amplification Reagent |

- Amplification Reagent Il

- Stop Solution

- Wash Buffer Concentrate (20x)

- Substrate Solution

IBL International, Hamburg, D

Puffer und Medien

Tab. 8: Zusammensetzungen der eingesetzten Puffer und Medien

Name Ingredienz Menge
RPMI-Medium mit 4% FBS/HSA | RPMI-Medium 377,3ml
Penicillin/Streptomycin 3,85ml
Glutamin (200mM) 3,85 ml
20% HSA 95ml
FBS 20ml
PBS/EDTA 2mM 1x PBS-LOsung 1l
0,5M EDTA-LOsung 4Aml
FACS-Puffer 1x PBS-L6sung 1l
10% Natriumazid-Losung 7ml
Bovines Serumalbumin 4g
Saponin 5% 1x PBS-L6sung 40ml
Saponin 28
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Saponin 0,1% FACS-Puffer 100ml
5% Saponinlosung 2ml

PFA 4% 1x PBS-Lésung 200ml
Paraformaldehyd 8g

PFA 1% 4% PFA-Losung 12,5ml
FACS-Puffer 37,5ml

AhR-Antagonist 2mg/ml AhR-Stock (10mg/ml) 2ml
0,2% PBS/HSA-LGsung 8ml

LPS 10ng/ml LPS-Stock (1mg/ml) 10yl
PBS 990l




Anhang

9.2. Eidesstattliche Erklarung

Ich, Eva Herberger, erkldare an Eides statt, dass ich die Arbeit selbststandig und ohne fremde Hilfe
verfasst habe. Alle Regeln der guten wissenschaftlichen Praxis wurden eingehalten; es wurden keine
anderen als die von mir angegebenen Quellen und Hilfsmittel benutzt und die den benutzten Werken

wortlich oder inhaltlich entnommenen Stellen als solche kenntlich gemacht.

Datum, Unterschrift

XI



Anhang

9.3. Erkldrung lber friihere Promotionsversuche

Hiermit erkldre ich, Eva Herberger, dass ich mich an keiner anderen Hochschule einem

Promotionsverfahren unterzogen bzw. eine Promotion begonnen habe.

Ich erklare, die Angaben wahrheitsgemaR gemacht und die wissenschaftliche Arbeit an keiner anderen

wissenschaftlichen Einrichtung zur Erlangung eines akademischen Grades eingereicht zu haben.

Datum, Unterschrift

Xl



Anhang

Danksagung

Ich mdchte mich ganz herzlich bei den Personen bedanken, ohne deren Hilfe diese Arbeit nicht
zustande gekommen ware.

Insbesondere danke ich Herrn PD Dr. Fiedler fiir die Betreuung dieser Dissertation und die tatkraftige
Unterstitzung.

Des Weiteren gilt mein Dank Herrn Dr. Ulrich fiir seine wertvolle Hilfe und standige Ansprechbarkeit,
sowie Frau Hajri fur die angenehme Arbeitsatmosphéare und Unterstitzung im Labor.

Dem gesamten Team des KfH danke ich fir die freundliche und hilfsbereite Zusammenarbeit.

Zuletzt danke meiner Familie, die mich mit wertvollen Tipps, viel Zuspruch und standiger liebevoller
Unterstilitzung in die Lage versetzt hat, diese Arbeit schreiben zu kénnen.

Xl



