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Referat

Ziel dieser Arbeit war es, eine routinetaugliche, nicht-invasive Multiparameteranalyse
zu etablieren, die es ermdglicht, akute Rejektionen nach Nierentransplantation friihzei-
tig zu erkennen und gegebenenfalls diese in Steroid-sensitiv und Steroid-resistent zu
differenzieren.

Dazu wurde der Urin von 54 Transplantationspatienten Uber den gesamten
postoperativen Verlauf gesammelt und mittels Luminex™-Multiplex-Assays auf folgen-
de 23 Biomarker untersucht: Interleukin-lalpha (IL-1a), Interleukin-1beta (IL-18), Inter-
leukin-1 Rezeptor-Antagonist (IL-1ra), Interleukine (IL) -2, -6, -7, -8, -10, -13, -15 und -
17, Tumornekrosefaktor alpha (TNF-a), Makrophagen-Migrations-inhibierender Faktor
(MIF), Interferon-gamma (IFN-y), IFN-y induziertes Protein-10 (IP-10), Makrophagen
inflammatorisches Protein-lalpha (MIP-1a), l8sliches Fibroblasten assoziiertes Protein
(sFas) und sein Ligand (sFasL), Myeloperoxidase (MPO), l6sliches Endothel-Selectin
(sE-Selectin), l6sliches interzellulares und vaskulares Adhasionsmolekil-1 (sICAM-1,
sVCAM-1) sowie gesamter Plasminogen-Aktivator-Inhibitor-1 (tPAI-1). Zuséatzlich wur-
de sCD30 mit Hilfe eines Festphasenassays bestimmt. Die Transplantationspatienten
wurden anhand klinischer und laborchemischer Parameter retrospektiv in drei Gruppen
eingeteilt: (i) Patienten mit stabiler Transplantatfunktion, (i) Patienten mit Steroid-
sensitiver akuter Rejektion sowie (iii) Patienten mit Steroid-resistenter akuter Rejektion.
Als Kontrolle wurden auf3erdem die Biomarker im Urin von 14 Patienten mit einem
Harnwegsinfekt sowie von 14 gesunden Probanden bestimmit.

Die Konzentrationen von IL-1B, IL-6, IL-8, IL-10, IL-1ra, sVCAM-1, sFas, IP-10
und tPAI-1 im Urin waren bei Absto3ungspatienten signifikant hoher als bei Patienten
mit stabiler Transplantatfunktion, wobei die Werte von IL-6, IL-8, IL-1ra, SVCAM-1,
sFas, IP-10 und tPAI-1 sogar einen Tag vor klinischer Manifestation der Rejektion er-
hoht waren. Die Parameter sFas, TNF-a, MIF und MIP-1a erméglichten zusatzlich eine
Unterscheidung zwischen Steroid-sensitiver und Steroid-resistenter Rejektion. In den
Kontrollgruppen markierten IL-8, sFas, IL-1ra, IL-1a, IP-10 und MIP-1a einen Harn-
wegsinfekt. IL-8, sICAM-1, sVCAM-1, sFas, IL-1ra, IP-10 und MIF waren in geringen
Mengen auch im Urin von gesunden Probanden nachweisbar.

In der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, dass mittels Multiplex-Assays
routinetauglich Biomarker im Urin bestimmt werden kénnen, die eine akute Rejektion
anzeigen. Dieser Ansatz kdnnte sich letztlich im Anschluss weiterer Studien zu einer

diagnostischen Alternative zur Nierenbiopsie entwickeln.

Breuer, Diana: Multiplexanalyse von Biomarkern im Urin zur Diagnose einer akuten
Rejektion nach Nierentransplantation. Halle (Saale), Univ., Med. Fak., Diss., 80 Seiten,
2010
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Einleitung

1 Einleitung

11 Nierentransplantation

Die Lebenserwartung in Deutschland steigt stetig. Fur Frauen und Manner, die 2004
geboren wurden, ist eine durchschnittliche Lebenserwartung von 87,8 bzw. 81,7 Jah-
ren vorausgesagt. Fur 1950-Geborene hingegen liegt die errechnete Lebenserwartung
mit 78,4 bzw. 71,1 Jahren deutlich niedriger (Statistisches Bundesamt Deutschland).
Mit der zunehmenden Lebenslange einhergehend steigen die Folgen chronischer Er-
krankungen, wie die diabetische Nephropathie oder die Nephrosklerose durch arterielle
Hypertonie. Beide Krankheitsbilder sind neben priméren und sekundéren Glomerulopa-
thien die haufigsten Ursachen einer terminalen Niereninsuffizienz.

Die kostengunstigste und effektivste Art des Nierenersatzes ist die Nierentrans-
plantation. Sie stellt fir alle dialysepflichtigen Patienten u.a. durch das Aufheben der
Trinkmengenrestriktion, Beseitigung der Anamie und anderer sekundarer Krankheits-
bilder von Dialysepatienten, wie Juckreiz, Schlafstérungen, Kopfschmerzen und gastro-
intestinale Beschwerden, einen erheblichen Zugewinn an Lebensqualitat dar (Laupacis
et al., 1996). Daruber hinaus ist fUr Nierentransplantierte im Vergleich zu Dialysepati-
enten ein klarer Uberlebensvorteil belegt. So ist die ,Langzeit-Mortalitat eines Trans-

plantierten verglichen mit Wartelistenpatienten um 50% verringert (Wolfe et al., 1999).

1.2 Immunpathogenese von AbstoRungsepisoden nach Nierentransplantation

Neben chirurgischen Zwischenfallen sind AbstoRungsepisoden die haufigsten Kompli-
kationen nach Nierentransplantation. Sie kdnnen irreversible Gewebeschaden verursa-
chen, die eine Einschrankung der Nierenfunktion und bei ausbleibendem Ansprechen
auf die Rejektionstherapie sogar den Verlust des Organs zur Folge haben. Ferner gel-
ten akute Rejektionen als Risikofaktor fir die Entstehung einer chronischen Abstof3ung.
Im Allgemeinen werden drei Formen von AbstolRungsepisoden anhand ihrer zeitlichen,
klinischen und histopathologischen Eigenschaften unterschieden: hyperakut, akut und

chronisch.

Hyperakute AbstoBungsreaktion

Als hyperakute TransplantatabstoRung bezeichnet man die irreversible Schadigung
eines Allotransplantates unmittelbar nach Herstellung der Gefal3verbindung zwischen
transplantiertem Organ und Empfangerorganismus. Sie wird hervorgerufen durch
praformierte anti-HLA-Antikorper, die aufgrund einer bereits vorher erfolgten allogenen
Transplantation, Transfusion oder Schwangerschaft gebildet wurden. Auch kann eine

hyperakute AbstoRung durch Blutgruppen-spezifische (ABO) Antikérper hervorgerufen
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werden (Martin, 1970). Sie stellt den Prototyp einer humoralen Immunantwort dar. Die
zirkulierenden Antikérper binden an antigene Oberflachenepitope des Spenderorgans
und vermitteln die Aktivierung des Komplementsystems. Dieses System wiederum
fuhrt einerseits zur Aktivierung, andererseits zur Zerstérung von Endothelzellen durch
die Bildung des sog. ,Membrane Attack Complex“. Zusatzlich wird die Gerinnungs-
kaskade aktiviert. Fibrinablagerungen im Gefa fihren zu einem Gefaldverschluss,
welcher aufgrund der verringerten Perfusion des Organs eine Gewebsnekrose nach
sich zieht. Der zweite Weg der humoralen Immunantwort lauft Gber die Antikbrper-
vermittelte Zellzytotoxizitat (ADCC: Antibody-Dependent Cell Cytotoxicity). Hierbei bin-
den Fc-Rezeptoren der zytotoxischen Zellen an den Fc-Teil der gebundenen Antikor-
per. Inflammationsmediatoren werden freigesetzt und fihren zur Zerstérung der En-
dothelzellen (Vongwiwatana et al., 2003). Final kommt es zum Funktionsverlust des
Organs. Um diese Antikorper-vermittelten Immunreaktionen zu vermeiden, wird den
heutigen Standards entsprechend praoperativ die Blutgruppe bestimmt. Mittels einer
sog. Kreuzvertraglichkeitsprobe (Kreuztest - d.h. einer in-vitro-Inkubation von Spender-
Lymphozyten mit Empfanger-Serum) werden gegebenenfalls vorhandene praformierte
Antikdrper nachgewiesen (Talbot et al., 1992).

Akute AbstoBungsreaktion

Akute Rejektionen treten in den ersten Tagen bis Wochen nach Transplantation auf.
Histopathologisch wird anhand der Banff Klassifikation von 1997 zwischen tubuloin-
terstitieller Rejektion ohne Arteriitis, vaskularer Rejektion mit Arteriitis und schwerwie-
gender Rejektion mit transmuraler Arteriitis unterschieden. Isolierte mononukleare Infilt-
rate und eine geringgradige Tubulitis bezeichnet man als ,Borderline“-Veranderungen,
die eine akute Rejektion nahelegen (Racusen et al., 1999). Vaskuldre Rejektionen
sprechen im Vergleich zu den tubulointerstitiellen Rejektionen weniger gut auf eine
Steroid-Bolustherapie an und gehen mit einer schlechteren Prognose einher (Visscher
et al.,1991; Nickeleit et al.,1998). Antikdrper-mediierte akute Rejektionen werden in der
Klassifikation extra aufgefuhrt.

Immunologisch spielen bei akuten Abstol3ungsreaktionen sowohl zellulare als
auch humorale Immunantworten eine Rolle: Die zelluldre Antwort korreliert histologisch
mit dem Nachweis infiltrierender mononuklearer Zellen im interstitiellen Gewebe. Akti-
vierte Spenderendothelzellen exprimieren vermehrt Adh&asionsmolekile und Entziin-
dungsmediatoren. Dies fuhrt zu einer zusatzlichen Infiltration durch Immunzellen. Um
naive T-Zellen in aktivierte alloreaktive T-Zellen umzuwandeln, ist die Interaktion mit
Antigen-prasentierenden Zellen (APC) notwendig. Dabei wird zwischen einer direkten
und einer indirekten Antigenprasentation unterschieden. Empfanger-T-Zellen erkennen

donorspezifische MHC-Molekule direkt auf den APC des Spenders. Auf dem indirekten

2
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Weg erkennen die T-Zellen prozessierte Alloantigene, die durch die APC des Trans-
plantatempfangers prasentiert werden (Sayegh und Turka, 1998). Die Antigenerken-
nung allein reicht nicht aus, um T-Zellen vollstdndig zu aktivieren. Dazu ist ein zweites
kostimulatorisches Signal notwendig. Das am besten untersuchte Signal ist die Bin-
dung von CD28 auf der Oberflache von CD4" T-Zellen mit einem Molekil der B7-
Familie (B7.1 und B7.2) auf den APC (Linsley und Ledbetter, 1993). Die CD40-CD154-
Interaktion ist ein weiteres wichtiges kostimulatorisches Signal fur die T-Zellaktivierung
(Durie et al., 1994). Die Aktivierung beider Signalwege fuhrt zu einer vielfaltigen zellula-
ren und humoralen Interaktion (Abbildung 1). So kommt es u.a. durch die vermehrte
Expression von Interleukin (IL)-2 zur Proliferation, klonalen Expansion und Differenzie-
rung der T-Zellen. Es entstehen aktivierte zytotoxische CD8" T-Zellen (T¢) und CD4" T-
Helferzellen (Ty1- und Ty2-Zellen). Die zytotoxischen T-Zellen sind jetzt in der Lage,
das donorspezifische Antigen auf dem Spenderorgan zu erkennen (tubulére Epithelzel-
len oder vaskulédre Endothelzellen) und binden mit ihrem Fas-Liganden an den Rezep-
tor (Fas) auf der Zielzelle. Letztlich fuhrt dieser Vorgang zur Apoptose der Zielzelle.
Zusatzlich werden Perforin und Granzym B freigesetzt, die ebenfalls die Zielzellen ly-

sieren.

Direct Pathway Indirect Pathway

Allogeneic APC Allogeneic APC

cDs

|_'ill
I

ot
o el
A e b

e ok %r.u ’
@ Macmphage:’

Activated cytotoxic T cell 1 Delayed-type
hypersensitivity
Alloantibodies *

Abbildung 1: Zellulare und humorale Interaktion nach Alloantigenprasentation

Die T-Zellen erkennen das Antigen auf direktem oder indirektem Weg. Durch zusatzli-
che kostimulatorische Signale kommt es zur T-Zellaktivierung und Proliferation. Durch
Zytokinproduktion kommt es zu Zell-Zell-Interaktionen und Effektormechanismen der
AbstoRRungsreaktion. Enthommen aus Sayegh und Turka, 1998.
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Tul-Zellen sind in der Lage durch die Expression von Interferon gamma und IL-2 Mak-
rophagen zu aktivieren. Die Ty2-Zellen hingegen stellen die Verbindung zur humoralen
Immunantwort dar. Zur Antikérperproduktion gegen alloreaktive Antigene durch die B-
Zellen ist die Interaktion mit aktivierten Ty2-Zellen, die den Antigen/HLA-Klasse-II-
Komplex erkennen, Voraussetzung. Durch die Sekretion von adjuvanten Zytokinen (IL-
4, IL-5, IL-6 und IL-10) kommt es zur Proliferation der B-Zelle mit Reifung zur Plasma-
zelle, die nun Alloantigen-spezifische Antikérper bilden kann. Die zirkulierenden Anti-
korper binden die Alloantigene und vermitteln den Zelltod durch zytotoxische Zellen
oder durch Komplementaktivierung. C4d bleibt als Spaltprodukt nach Inaktivierung des
Komplementfaktors C4b am Endothel gebunden. Es kann mittels monoklonaler Anti-
korper gegen C4d immunhistochemisch nachgewiesen werden und gilt als mittels Bi-
opsie nachweisbarer Diagnosemarker flr eine Rejektion (Feucht et al., 1993). C4d-
Ablagerungen weisen auf eine vaskulare Rejektion hin, da diese lberwiegend mit einer
humoralen Immunantwort einhergeht.

Durch eine Verstarkung der Immunsuppression ist es maoglich, die Auswirkun-
gen der akuten Rejektionen einzuddmmen oder sogar den Ausgangszustand wieder

herzustellen.

Chronische AbstoBungsreaktion

Diese Form der Abstof3ung ist ein schleichender Prozess, der sich Uber Monate bis
Jahre entwickeln kann und mit einer zunehmenden Einschréankung der Nierenfunktion
einhergeht. Histopathologisch ist die chronische Rejektion mit einer Tubulusatrophie
und einer interstitiellen Fibrose vergesellschaftet (Racusen et al., 1999). Die Pathoge-
nese ist jedoch noch immer nicht hinreichend verstanden (Joosten et al., 2005).
Mauiyyedi und Mitarbeiter (2001) konnten bei 23 von 38 Patienten mit chronischer Ab-
stolung C4d-Ablagerungen in der Niere nachweisen. 88% der C4d-positiven Trans-
plantate wiesen zusatzlich Antikdrper gegen donorspezifische HLA-Antigene auf. Neu-
eren Forschungsergebnissen entsprechend wurde 2005 eine zusatzliche Differenzie-
rung zwischen chronisch aktiver Antikorper- bzw. T-Zell-vermittelter Rejektion in die
Banff Klassifikation aufgenommen (Solez et al., 2007). Krieger und Mitarbeiter (2003)
stellten nach Auswertung von 2140 Patienten folgende Risikofaktoren fur die Ausbil-
dung einer chronischen Rejektion auf: Anzahl der Transplantationen und akuten Rejek-
tionen, praformierte Antikorper, Kreatininwert bei Krankenhausentlassung und verglei-
chend nach einem Jahr, verspatete Funktionsaufnahme nach einer Transplantation,
inkompatible HLA-B und -DR Merkmale zwischen Spender und Empféanger und eine
abgelaufene CMV-Infektion. Zusatzlich spielen die Nephrotoxizitdt der Calcineurin-
Inhibitoren sowie der Ischamie- und Reperfusionsschaden postoperativ eine Rolle (Ba-
nasik und Klinger, 2006).
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1.3 Rejektionsdiagnostik

Eine Abstol3ungsreaktion aufert sich typischerweise in einem Rickgang der taglichen
Harnausscheidung, einer Zunahme des Korpergewichts, einem Fremdkorpergefuhl
infolge der GréRBenzunahme des Transplantates (eventuell mit Schmerzen einherge-
hend), einer Temperaturerhéhung sowie einer Verschlechterung des Allgemeinbefin-
dens mit Abgeschlagenheit und Unwohlsein. Aufgrund der guten Immunsuppression
heute sind diese Symptome héaufig nur noch gering ausgepragt, was die Diagnose ei-
ner akuten Rejektion erschwert. Aus diesem Grund hat die Bedeutung der laborchemi-
schen Diagnostik stark zugenommen. Bei akuten Rejektionen kommt es im Serum zu
einem Anstieg von Harnstoff, Kreatinin und der Leukozytenzahlen, die glomerulare
Filtrationsrate ist erniedrigt. Die Blutsenkungsgeschwindigkeit ist beschleunigt und bei
beginnender chronischer AbstoRung zeigt sich eine Proteinurie. Zusatzlich kann die
Ultraschalluntersuchung in Kombination mit der Duplexsonographie zur Diagnosestel-
lung herangezogen werden. Als sog. Goldstandard zur finalen Diagnose mit genauer
Klassifikation der Rejektion gilt aber immer noch die Nierenbiopsie (Eismann et al.,
2004). Daruber hinaus werden neben rein diagnostischen Biopsien in vielen, insbeson-
dere auslandischen Transplantationszentren, sog. Protokollbiopsien durchgefiihrt, de-
ren Ziel es ist, die anfangs subklinisch verlaufenden Rejektionen friihzeitig zu identifi-
zieren und zu therapieren.

Dennoch sind Invasivitdat und Komplikationsraten einer perkutanen Nierenbiop-
sie nicht zu vernachlassigen. Arterio-venose Fisteln, makroskopische Hamaturien, peri-
renale Hamatome und vasovagale Reaktionen sind haufige (0,5-7,3 %) Komplikationen
von Protokollbiopsien, seltener kommt es zum Verlust des Transplantates. 1 % der
Falle mussten mit Bluttransfusionen oder Kathetern versorgt werden (Furness et al.,
2003; Schwarz et al., 2005). Im Vergleich dazu steigt bei diagnostischen Biopsien die
Komplikationsrate, da die Organe haufig bereits geschadigt sind. So zeigten die Unter-
suchungen von Wilczek (1990), dass 0,3 % der Patienten aufgrund der Biopsie das
Transplantat explantiert werden musste.

Ein generelles Problem der Nierenbiopsie stellt die ausreichende Gewinnung
von histologisch verwertbarem Probenmaterial dar. So entsprachen in der Studie von
Schwarz und Mitarbeitern (2005) nur 53 % bzw. 76 % (18-gauge bzw. 16-gauge Biop-
sienadel) der Protokollbiopsien den Anforderungen der Banff-Konferenz von 1997.
Demnach miussen fur eine adaquate Biopsie mind. zehn Glomeruli und mind. zwei Ar-
terien vorliegen. Als Minimalanforderung wurden sieben Glomeruli und eine Arterie
definiert. Zur diagnostischen Sicherheit miissen ferner zwei separate Kortexabschnitte

untersucht werden (Racusen et al., 1999).
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Ein weiterer Nachteil der Nierentransplantatbiopsie besteht darin, dass in vielen
Fallen der histologische Befund nicht im Einklang mit dem klinischen und laborchemi-
schen Bild steht bzw. sich die Nierenfunktion verschlechtert, bevor histologisch mess-
bare Veranderungen auftreten (Curtis et al., 1996). In einer weiteren Studie konnten
nur 68% der eindeutig klinisch und laborchemisch gesicherten AbstoRung mittels Biop-
sie histologisch bestatigt werden (Hamza et al., 2006).

Damit ist die Relevanz dieses invasiven Verfahrens zur eindeutigen Rejektions-
diagnose auch heute keineswegs unumstritten. Da aber etablierte, weniger invasive
Alternativen fehlen, basiert die Rejektionsdiagnostik heute weiterhin neben Klinischer
Untersuchung, Dopplersonographie und laborchemischer Parameter auf dem Ergebnis
der Nierentransplantatbiopsie (Hamza et al., 2006).

Um auf perkutane Transplantatbiopsien in Zukunft verzichten zu kénnen, versu-
chen derzeit viele Forschungsgruppen, die Etablierung nicht-invasiver Verfahren zum
Rejektionsnachweis voranzutreiben. Serum- und Urindiagnostik verschiedener immu-
nologischer Faktoren unterstlitzen bereits heute die Diagnose von Rejektionen und
ihren Differentialdiagnosen. Fischer und Mitarbeiter (2001) zeigten, dass sich mit Hilfe
gemessener Veranderungen eines bestimmten Interleukinmusters (IL-2R, -6, -8) im
Serum und Urin Transplantatabstol3ungen von verschiedenen Differentialdiagnosen
unterscheiden lassen (CMV-Infektionen, systemische Infektionen, Harnwegsinfekte
und Pyelonephritiden). Als weiterer rejektionsrelevanter Marker stellte sich das uCRP
(C-reaktive Protein im Urin) heraus, welches im Falle einer Abstol3ung durch unselekti-
ve glomerulare Proteinurie vermehrt im Urin nachweisbar ist. So zeigten Patienten mit
einer histologisch nachgewiesenen Rejektion erhdhte uCRP-Spiegel, wobei im Falle
einer vaskularen Rejektion die hdchsten Spiegel auftraten. Durch zuséatzliche Messun-
gen des Serum-CRP ist eine bakterielle Infektion auszuschlieRen, welche neben einem
erhdohten uCRP auch ein deutlich erhéhtes CRP im Serum aufweist (Steinhoff et al.,
1992). Ahnliche Ergebnisse demonstrierten Hamza und Mitarbeiter (2006). Hier wiesen
sogar histologisch negative aber klinisch bestéatigte Rejektionen (Besserung der Nie-
renfunktion nach Glukokortikoidtherapie) erhéhte CRP-Spiegel im Urin auf. Lasmar und
Mitarbeiter (2005) konnten in einer retrospektiven Untersuchung zeigen, dass die Pati-
enten, deren Rejektion nur mit Hilfe klinischer und laborchemischer Parameter diag-
nostiziert wurde, kein erhdhtes Risiko fur Transplantatverlust, Tod oder Infektion ge-
genuber der Biopsie-gesicherten Patientengruppe aufwiesen.

Zur Uberwachung der langfristigen Transplantatfunktion fiihrte die Arbeitsgrup-
pe von Lachmann (2009) funf Jahre nach Transplantation ein HLA-Antikérper Scree-
ning mit Hilfe der Luminex™ Methode durch. Dabei fanden sie einen deutlichen Zu-
sammenhang zwischen dem Auftreten von Donor-spezifischen Antikorpern und einem

geringeren Transplantatiberleben. Proteomanalysen im Serum, Biomarkermonitoring
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intraoperativer Bioptate sowie die Durchflusszytometrie von Oberflachenmolekilen im
Urin sind weitere moderne nicht-invasive Ansatze zur Uberwachung der Transplantat-
funktion (Roberti und Reisman 2001; Sui et al., 2010; Bodonyi-Kovacs et al.; 2010).

14 Immunsuppression

Im Jahre 1954 erfolgte die erste erfolgreiche Nierentransplantation zwischen eineiigen
Zwillingen von J.E. Murray ohne jegliche Immunsuppression. Durch die Kombination
von Kortikosteroiden und Azathioprin wurden ab 1962 erfolgreiche Nierentransplantati-
onen nun auch nach postmortaler Spende und Verwandtenlebendspende durchgefiihrt.
Jedoch erst als das Immunsuppressivum Ciclosporin 1982 in Deutschland eingefiihrt
wurde, verbesserten sich hier die Uberlebenschancen der transplantierten Patienten
deutlich. Heute steht eine Vielzahl von Medikamentengruppen zur Auswahl. Durch die
Kombination verschiedener Wirkstoffgruppen kdénnen deren immunsuppressive Wir-
kung potenziert und gleichzeitig die Dosierungen und damit auch die unerwiinschten
Wirkungen der einzelnen Immunsuppressiva reduziert werden. Die in Deutschland der-
zeit gangige Immunsuppression nach Nierentransplantation besteht aus einer Dreier-

kombination von Glukokortikoid, DNA-Synthese-Hemmer und Calcineurininhibitor.

Glukokortikosteroide (Methylprednisolon)

Ihr Wirkmechanismus ist von komplexer Natur. Steroide hemmen sowohl auf transkrip-
tioneller als auch posttranskriptioneller Ebene Mediatorsubstanzen, die von phagozy-
tierenden Zellen freigesetzt werden und fur die Alloaktivierung von T-Zellen notwendig
sind. Grundsatzlich hemmen sie somit den Aufbau einer Immunantwort, aber auch die

Initiation eines entziindlichen Prozesses (Kirchner et al., 2007).

DNA-Synthese-Hemmer (Azathioprin, Mycophenolatmofetil [MMF])

Bei Azathioprin handelt es sich um einen Antimetaboliten. Es wird in der Leber zu der
wirksamen Form 6-Mercaptopurin umgewandelt, welches wéahrend der DNA- oder
RNA-Synthese als falscher Baustein anstelle der Purinbasen Adenin und Guanin ein-
gebaut wird. Dies fiihrt zu einem Kettenabbruch. Dadurch wird die Expression von In-
terleukinen in Hepatozyten unterdriickt.

MMF hingegen ist ein Enzymblocker, der durch den sauren pH-Wert des Ma-
gensaftes zu seiner wirksamen Form Mycophenolsaure (MPS) gespalten wird. MPS,
ein nicht-kompetitiver, reversibler Inhibitor der eukaryotischen Inosin-Monophosphat-
Dehydrogenase, blockiert die de-novo-Synthese der Guanosin-Nukleotide. MPS
hemmt dadurch nur die Proliferation von T- und B-Lymphozyten, da nur Lymphozyten
allein von der de-novo-Nukleotidsynthese abhangig sind. Alle anderen Zellen besitzen

die Mdglichkeit, ihre Nukleinsduren wiederzuverwerten. Durch diese selektive Wirkung
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ist das Nebenwirkungsspektrum von MMF im Vergleich zu Azathioprin geringer. Es gibt
noch drei weitere Wirkmechanismen, die zu der immunsuppressiven Wirkung von MMF
beitragen: (i) Induktion der Apoptose in aktivierten T-Zellen, (i) Hemmung der Glykosy-
lierung und Expression einiger Adhasionsmolekile und eine damit verbundene vermin-
derte Rekrutierung von Lymphozyten und Monozyten und (iii) Hemmung der Produkti-

on von Sauerstoffradikalen (Allison und Eugui, 2000).

Calcineurin-Inhibitoren (Ciclosporin, FK506/Tacrolimus)

Nach Interaktion mit dem von APC prasentierten Antigen kommt es zur Aktivierung des
T-Zell-Rezeptors. Daraus resultiert ein Anstieg des intrazellularen Calciums, welcher
eine Aktivierung von Calcineurin zur Folge hat. Calcineurin ist eine Protein-
Phosphatase und phosphoryliert den sog. ,Nuclear Factor”, welcher flr die Transkripti-
on von Interleukin-2, -3, -4, -5, IFN-y, CM-GSF, TNF-a und der Proto-Onkogene c-myc
und c-rel verantwortlich ist. Ciclosporin bindet nun im Zytoplasma der T-Zellen an Cyc-
lophilin und Tacrolimus an das FK-Bindungsprotein 12. Beide Komplexe lagern sich an
Calcineurin und hemmen dessen Aktivierung. Die nun ausbleibende Phosphorylierung
des ,Nuclear Factors” durch Calcineurin verursacht durch die fehlenden Mediatorsub-
stanzen eine Hemmung der T-Lymphozyten-Proliferation (Schreiber und Crabtree,
1992).

Proliferations-Hemmer (Sirolimus, Everolimus)

Beide Wirkstoffe hemmen die Zellproliferation durch die Blockade des Zellzyklus von
der G1-Phase zur S-Phase. Sie gehen einen Komplex mit dem FK-Bindungsprotein-12
ein, welcher die Proteinkinase mTOR (mammalian target of rapamycin) hemmt.
Dadurch wird der Arrest in der G1-Zellzyklusphase verursacht (Schuler et al., 1997).
Neueste Studien haben gezeigt, dass mTOR-Inhibitoren den Spiegel von sog. Tregs
(regulierende T-Zellen, die die Alloantigenprasentation inhibieren kénnen) nicht senken,
im Vergleich zu Ciclosporinen, und somit ein besseres Langzeitiiberlegen des Trans-

plantates gewahrleisten (L6pez-Hoyos et al., 2009).

Klassische polyklonale Antikorper (Antithymozytenglobulin-ATG, Antilympho-
zytenglobulin-ALG)

ATG/ALG sind polyklonale Antikorper aus dem Kaninchen, die gegen menschliche
Lymphozyten gerichtet sind. Sie enthalten neben T-Zell-spezifischen Antikorpern (CD2,
CD3, CD4, CD5, CD8, CD25) auch spezifische Antikdrper gegen aktivierte B-Zellen
(CD19, CD20, CD21), Adhasionsmolekile (CD1la, CD18), Monozyten, natirliche Kil-
lerzellen und Transduktionsmolekile (CD45). Polyklonale Antikorper wirken final durch

eine ungezielte Lymphopenie immunsuppressiv, was deren Einsatz bei akuten Rejekti-
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onen erklart, allerdings mit einem hohen Nebenwirkungsspektrum (Bonnefoy-Bérard et
al., 1991).

Monoklonale Antikorper (u.a. Anti-IL-2R-AK, OKT3, Anti-CD52-AK)

Eine gezieltere Immunsuppression durch monoklonale Antikdrper wird bereits in eini-
gen Transplantationszentren durchgefihrt:

Antikdper gegen den Interleukin-2 Rezeptor (IL-2R) wie z.B. Basiliximab oder Daclizu-
mab fuhren zur Hemmung der IL-2 vermittelten T-Zellaktivierung. OKT3 (Anti-CD3-AK)
eliminiert gezielt alle CD3-positiven T-Zellen. Eine weitere sehr potente Lymphozyten-
verringernde Substanz ist der anti-CD52-AK. CD52 ist ein Glykoprotein, welches auf
zirkulierenden Monozyten, T- und B-Lymphozyten sowie NK-Zellen exprimiert wird
(Kirchner et al., 2007).

1.5 Auswahl der untersuchten, transplantationsrelevanten Biomarker

Wie im Abschnitt 1.2 dargestellt laufen bei einer AbstoRungsreaktion nach Nieren-
transplantation durch das Zusammenspiel aller immunologisch aktiven Zellen komple-
xe Vorgange ab. Diese Interaktion wird gré3tenteils durch eine Vielzahl von Media-
torsubstanzen ermdglicht.

Die Auswahl der Parameter, die in der vorliegenden Arbeit gemessen wurden,
basiert einerseits auf dem Wissen der pathologischen Mechanismen einer Rejektion
und andererseits auf publizierter Literatur, in welcher diese Marker bereits im Rahmen
von Transplantationen Erwahnung fanden. Viele dieser Parameter wurden bisher auf
MRNA- und Proteinebene in Bioptaten oder als Marker im Serum nachgewiesen, die
wenigsten jedoch im Urin. Die Auswahl wurde allerdings letztlich aufgrund der Verfug-
barkeit durch den Hersteller der verwendeten Kits festgelegt. Eine Ubersicht tber alle

gemessenen Parameter und deren Einteilung in verschiedene Gruppe zeigt Tabelle 1.
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Tabelle 1: Ubersicht der potentiell transplantationsrelevanten Parameter

Produzierende Zellen

Monozyten/Makrophagen, dendritische Zellen, neutrophile Granulo-
zyten, Fibroblasten, Endothelzellen

CD4+/CD8+-T-Zellen, dendritische Zellen, NK-Zellen

T- und B-Lymphozyten, Monozyten, Hepatozyten, Fibroblasten,
Endothel- und Epithelzellen

dendritische Zellen, intestinale Epithelzellen, Keratinozyten, Fibro-
blasten

Monozyten/Makrophagen, renale Tubuluszellen
CD4" T-Gedéchtniszellen, Monozyten, Nierenepithelzellen

CD4+/CD8+ T-Zellen, NK-, NKT-, B-Zellen, Monozyten/ Makro-
phagen, dendritische Zellen

T-Lymphozyten, renale Tubuluszellen, glomerulare Epithelzellen,
GefaBmuskelzellen

Faktor MG*
Proinflammatorische Zytokine
IL-1a/ 17
IL-18

IL-2 15
IL-6 26
IL-7 25
IL-15 14-15
IL-17 20-30
IFN-y 16,9
MIF 12,5
TNF-a 17

Makrophagen, NK-Zellen, T-Zellen

Antiinflammatorische Zytokine

IL-1ra 17-18 Monozyten/Makrophagen, neutrophile Granulozyten, Fibroblasten,
Hepatozyten

IL-10 39 B-, T-Lymphozyten, Monozyten

IL-13 12,4 T-Lymphozyten

Chemokine

IL-8 10 Monozyten, Makrophagen, Fibroblasten, Keratinozyten, Endothel-
zellen

IP-10 10 Keratinozyten, Monozyten, T-Zellen, Fibroblasten, Endothel

MIP-1a 8 Monozyten, T-Zellen, Fibroblasten, Endothelzellen, Gefalimuskel-
zellen

Apoptosemarker

sFas 43 Epithelzellen (renale Tubuluszellen, Mesangiumzellen), Leukozyten

sFasL 40 Monozyten

Adhéasionsmolekile

E-Selectin 115 Endothelzellen

ICAM-1 76-114 Makrophagen, Lymphozyten, GefaRendothel, renale Tubuluszellen

VCAM-1 110 Endothelzellen, Epithelzellen (Bowman-Kapsel, Tubuluszellen),

Makrophagen, dendritische Zellen

Weitere Biomarker

tPAI-1 54
MPO 150
sCD30 85

GeféaRendothelzellen, viszerale Adipozyten
neutrophile Granulozyten, Monozyten
Th2-, B-, NK-Zellen, dendritische Zellen

*MG-Molekulargewicht in kDa
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1.5.1 Proinflammatorische Zytokine

Interleukin-lalpha und Interleukin-1lbeta (IL-1a und IL-18)
Beide Proteine z&hlen zu der Interleukin-1 Familie. Sie werden nach Stimulation durch
Lipopolysaccharid (LPS) von Monozyten, Makrophagen, dendritischen Zellen, neutro-
philen Granulozyten, Fibroblasten, Endothelzellen und verschiedenen anderen Zellen
exprimiert (Oppenheim, 1986). Beim Menschen zirkuliert iberwiegend IL-13 im Plasma.
Beide Liganden werden durch die gleichen Rezeptoren gebunden. Dadurch werden B-
und T-Zellfunktionen aktiviert, Fieberreaktionen reguliert und Akut-Phase-Proteine ge-
bildet. Zusatzlich wirkt IL-1 prokoagulatorisch am Gefallendothel (Bevilacqua et al.,
1984) und chemotaktisch auf Granulozyten (Sauder et al., 1984).

IL-1 agiert als wichtiger Cofaktor der T-Zellaktivierung, indem es die Expression
des IL-2Rezeptors induziert (Kaye et al., 1984). Da die T-Zellaktivierung bei akuten
Rejektion von Bedeutung ist, konnten bereits wahrend einer AbstoRung nach NTX er-

hdhte Urinwerte von IL-1 festgestellt werden (Teppo et al., 2001).

Interleukin 2 (IL-2)

IL-2 wird Gberwiegend von CD4" und CD8" T-Zellen synthetisiert. Auch aktivierte dend-
ritische Zellen und NK-Zellen haben die Fahigkeit, IL-2 zu exprimieren. IL-2 ist ein es-
sentieller Wachstums- und Differenzierungsfaktor fur die T-Lymphozyten, aber auch fur
NK-Zellen, einige B-Lymphozyten, polymorphnukleare Zellen sowie Monozyten und
Makrophagen. Die Aktivierung der T-Zellen durch Interaktion mit Antigen-
prasentierenden Zellen bewirkt den Ubergang der ruhenden T-Zelle in die G1-Phase
des Zellzyklus. Als Folge der Zellzyklusdearretierung werden vermehrt IL-2 und sein
Rezeptor IL-2R synthetisiert. IL-2R besteht aus drei Untereinheiten, der a-, 3- und y-
Kette. Erst die Verbindung dieser drei Ketten lasst einen hochaffinen Rezeptor entste-
hen, der nach Bindung durch IL-2 die T-Zelle im Zellzyklus voranschreiten lasst und die
Mitose einleitet. Es kommt nun zu Zellproliferation, Differenzierung und klonaler Ex-
pansion (Malek, 2008). Eine weitere wichtige Aufgabe ist die Monozytenaktivierung: IL-
2 bewirkt in diesen die Expression der proinflammatorischen Zytokine TNF-a, IL-183, IL-
6 und IL-8 sowie die Synthese von Wachstumsfaktoren und ihren Rezeptoren (Espino-
za-Delgado et al., 1995). Als Hauptmediator der einsetzenden Alloantigen-spezifischen
Immunantwort spielt IL-2 in der Nierentransplantation offensichtlich eine grol3e Rolle.
Im Rahmen akuter AbstoRungen konnten erhdhte Plasmawerte diagnostiziert werden
(Kutukculer et al.; 1995). Daher werden auch Immunsuppressiva eingesetzt, die die IL-
2-Produktion hemmen (Ciclosporin) oder die Interaktion mit seinem Rezeptor verhin-

dern (Anti-IL-2 Rezeptor-Antikorper). Allerdings gibt es auch widerspriichliche Untersu-
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chungen, in denen keine Korrelation zwischen einer IL-2-Genexpression im Bioptat und

einer akuten Rejektion nachgewiesen werden konnte (Strehlau et al., 1997).

Interleukin 6 (IL-6)

Das Glykoprotein IL-6 wird Uberwiegend in T- und B-Lymphozyten, Hepatozyten, Mo-
nozyten, Fibroblasten, Endothel- und Epithelzellen gebildet. IL-6 ist ein pleiotropes Zy-
tokin: durch Induktion der IL-2 und IL-2R Expression kommt es zu einer T-
Zellaktivierung und -differenzierung. Des Weiteren beeinflusst IL-6 die B-
Zelldifferenzierung und stimuliert die Immunglobulinproduktion. Zuséatzlich induziert es
Akut-Phase-Proteine in den Hepatozyten sowie das Wachstum von renalen Mesangi-
umzellen (Hirano et al., 1990). Aus diesem Grund spielt es eine grol3e Rolle bei der
mesangioproliferativen Glomerulonephritis. Beschrieben wurde in dieser Hinsicht ein
Zusammenhang zwischen der Menge von IL-6 im Urin und der Progression der me-
sangioproliferativen Glomerulonephritis (Horii et al., 1989). Die IL-6 Wirkungen werden
Uber einen spezifischen IL-6 Rezeptor vermittelt. In Nierentransplantaten kann IL-6
sowohl von den lokal vorhandenen Zellen (Mesangiumzellen, renale Tubuluszellen und
vaskuldre Endothelzellen) als auch von infiltrierten Zellen gebildet werden. Hauptpro-
duktionsort wahrend einer AbstoRungsepisode sind allerdings die interstitiellen mono-
nukledren Zellen (Waiser et al., 1997). IL-6 wird wahrend einer Infektion mit gram-
negativen Bakterien freigesetzt und gilt daher zuséatzlich als Entziindungsmarker
(Hedges et al., 1991).

Interleukin 7 (IL-7)

Das humane IL-7 wird von diversen immunologischen und nicht-immunologischen Zel-
len gebildet wie z.B. von dendritischen Zellen, Fibroblasten, intestinalen Epithelzellen
und Keratinozyten. Das Protein wirkt durch die Foérderung der T-
Lymphozytenproliferation proinflammatorisch (Jiang et al., 2005). Nierenbioptate, die
im Rahmen von akuten Abstof3ungen nach Transplantation gewonnen wurden, zeigten

eine erhdhte Expression von IL-7 (Strehlau et al., 1997).

Interleukin 15 (IL-15)

IL-15 wird von verschiedenen immunologisch aktiven Zellen produziert, vor allem aber
von Monozyten/Makrophagen. Es hat strukturell und funktionell viele Gemeinsamkeiten
mit IL-2. So stimuliert es die Proliferation von T-Lymphozyten Uber eine Komponente
des IL-2Rezeptors (Grabstein et al., 1994). In-vitro-Experimente von Wilkinson und
Mitarbeitern (1995) haben gezeigt, dass IL-15 fir die Chemokinese und Chemotaxis
von T-Zellen (CD4" und CD8") verantwortlich ist. Dabei ist es sogar potenter als die

Chemokine IL-8 und MIP-1a. Zusatzlich aktiviert dieses Zytokin humane NK-Zellen und
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steigert die durch IL-12 vermittelte Wirkung, IFN-y und TNF-a in NK-Zellen zu produ-
Zieren (Carson et al., 1994). In der Niere wird IL-15 konstitutiv von den Tubuluszellen
gebildet. Diese Produktion kann durch IFN-y gesteigert werden. Durch seine Wirkung
in Bezug auf T-Zellen spielt IL-15 eine grof3e Rolle bei entziindlichen Erkrankungen der
Niere, z.B. bei Glomerulonephritiden (Weiler et al., 1998). Nierenbiopsien haben be-
wiesen, dass IL-15-Transkripte auch bei akuten Rejektionen vermehrt produziert wer-
den (Pavlakis et al., 1996).

Interleukin 17 (IL-17)

IL-17 wird als Homodimer von CD4" T-Gedachtniszellen (CD45'RO") gebildet und sti-
muliert die Produktion von proinflammatorisch (IL-6, IL-8) und hamatopoetisch (G-CSF
fur neutrophile Granulozyten) wirksamen Parametern in verschiedenen Stromazellen
(Fibroblasten, Endothel- und Epithelzellen) (Fossiez et al., 1996). Jovanovic und Mitar-
beiter (1998) haben gezeigt, dass auch aktivierte humane Monozyten nach IL-17-
Stimulation durch Aktivierung des Transkriptionsfaktors NF-kB (Nuclear Factor kappaB)
in der Lage sind, IL-1B8, TNF-a und andere Zytokine vermehrt zu exprimieren. Auch
humane Nierenepithelzellen zeigten in-vitro die Expression von IL-6 und IL-8 nach IL-
17-Stimulation. Die Untersuchung von Nierenbioptaten mit akuter Abstol3ung nach
NTX wiesen ebenso eine erhdhte Expression von IL-17 auf (Strehlau et al., 1997).
Loong und Mitarbeiter (2002) konnten diese Produktionserh6hung bereits in Bioptaten
von Borderline-Rejektionen nachweisen. Zudem gelang der Nachweis von IL-17 auf

mononuklearen Zellen im Urinsediment.

Interferon gamma (IFN-y)

IFN-y ist ein Typ-Il Interferon, welches von verschiedenen immunologisch aktiven Zel-
len exprimiert wird: CD4*/CD8" T-Zellen, NK-Zellen, B-Zellen, NKT-Zellen (natirliche
Killer-T-Zellen), professionelle APC (Monozyten/Makrophagen, dendritische Zellen).
Die Synthese wird durch IL-12 und -18 gesteigert. IL-4 und -10 sowie TGF-f (transfor-
ming growth factor) und Glukokortikoide dagegen hemmen die Produktion. Der ubiqui-
tar vorkommende IFN-y-Rezeptor besteht aus jeweils zwei ligandenbindenden und
signaltransduzierenden Ketten, die trotz ihrer konstitutiven Expression einer strengen
Regulation unterliegen. IFN-y bewirkt eine Immunmodulation und Leukozytenrekrutie-
rung durch Expressionserhéhung von Zytokinen, Chemokinen und Adhasionsmoleki-
len (IL-12, IP-10, MIP, ICAM und VCAM). AulRerdem werden MHC-Klasse-I- und -II-
Molekile heraufreguliert. Eine weitere Funktion ist die Bildung einer natirlichen Resis-
tenz gegenuber bakteriellen, parasitaren und viralen Infektionen. So weist IFN-y durch
die erhdhte Synthese von Fas/FasL und TNF-aR apoptotische Eigenschaften auf. Zu-

satzlich werden Stickstoffoxid-Intermediate und radikale Sauerstoffspezies produziert,
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die toxisch auf phagozytierte Mikroorganismen wirken (Schroder et al., 2004). INF-y
wird von Thl-Zellen exprimiert und aktiviert zytotoxische T-Zellen, auch im Zusam-
menhang einer Rejektion. So konnten bei Patienten mit akuter Nierenabstol3ung erhdh-
te IFN-y Plasmaspiegel festgestellt werden (Karczewski et al., 2008). Allerdings wurde
in Bioptatuntersuchungen auch gezeigt, dass eine IFN-y Erhéhung nicht spezifisch fur
eine Rejektion ist (Strehlau et al., 1997).

Makrophagen Migrations-inhibierender Faktor (MIF)

MIF ist das am langsten bekannte proinflammatorische Lymphokin (Weiser et al.,
1989). Es wird sowohl von stationaren als auch von infiltrierenden Leukozyten in ver-
schiedenen Geweben gebildet. MIF zeigt chemotaktische Eigenschaften, indem er
Makrophagen und T-Zellen rekrutiert und diese am Ort der Inflammation akkumuliert.
Er kann diese zusatzlich aktivieren und ihre Proliferation stimulieren. Dem Protein wird
aulBerdem eine Rolle bei der DTH (delayed-type hypersensitivity) zugeschrieben
(Bernhagen et al., 1996). Eine besondere Eigenschaft besteht darin, den Funktionen
von Glukokortikoiden entgegenzuwirken (Calandra et al., 1995). Immunhistochemische
Untersuchungen von Nierenbioptaten und mRNA Messungen haben gezeigt, dass MIF
nicht nur Produkt aktivierter T-Zellen ist, sondern auch in geringen Mengen konstitutiv
in der gesunden Niere von Tubuluszellen, wenigen glomeruléren Epithelzellen und

Gefalmuskelzellen synthetisiert wird (Lan et al., 1998).

Tumornekrosefaktor-alpha (TNF-a)

TNF-a bekam seinen Namen durch den zuerst entdeckten zytotoxischen Effekt auf
Tumorzellen. Allerdings hat TNF-a noch vielfaltige weitere Funktionen. Rezeptoren fir
dieses proinflammatorische Zytokin werden auf verschiedenen Zellen exprimiert. So
spielt TNF-a eine wichtige Rolle bei Entziindungsreaktionen (IL-1 und IL-10 Induktion),
Knochenresorption, Produktion und Funktion von Granulozyten, Hamostase und Beein-
flussung des Lipidstoffwechsels, was ihm den weiteren Namen Kachexin verlieh (Mun-
ker und Koeffler, 1987). Es wird u.a. durch IFN-y-, Protozoen- oder LPS-stimulierten
Makrophagen gebildet (Mannel et al., 1980; Beutler et al., 1985). Auch wahrend Trans-
plantatabstol3ungen wurden bereits erhdhte Serumwerte von TNF-a beschrieben
(Maury und Teppo, 1987).

1.5.2 Antiinflammatorische Zytokine

Interleukin 1 Rezeptor Antagonist (IL-1ra)
IL-1ra operiert als ein nattrlicher Antagonist des IL-1, indem er kompetitiv die Bindung
von IL-1 an seine Rezeptoren IL-1RI und Il hemmt, ohne eine agonistische Aktivitat

auszulésen. Dadurch wirkt er antiinflammatorisch. Es gibt eine intrazellulare und eine
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I6sliche Form (Lennard, 1995), welche u.a. von Monozyten, Makrophagen, Neutrophi-
len und Fibroblasten unter Einwirkung verschiedener Stimuli, wie z.B. LPS, Interleukine,
IFN-y und Immunglobulin G, produziert wird (Arend, 1998). Zusatzlich wird IL-1ra durch
Stimulation von IL-1B und IL-6 in Hepatozyten synthetisiert, womit er die Funktion ei-
nes Akut-Phase Proteins erfillt (Gabay et al., 1997).

Interleukin 10 (IL-10)

Humanes IL-10 wird als Homodimer sowohl von B-und T-Lymphozyten als auch von
aktivierten Monozyten (Bromberg et al., 1995) gebildet und inhibiert deren Zytokinpro-
duktion (IL-1a, -1B, IL-6, -8, TNF-a, GM-CSF) (de Waal Malefyt et al., 1991a). IL-10
inhibiert in Anwesenheit von APC auf der Ebene der mRNA-Expression die Bildung der
Tnl-Zell-Zytokine (IFN-y, IL-3 sowie IL-2), wodurch indirekt die Proliferation von Ty1-
Zellen gehemmt wird (Fiorentino et al., 1989). Hinzu kommt, dass die Stimulation zur
Antigen-spezifischen T-Zellproliferation vermindert ist, da zusatzlich die Synthese von
MHC-Klasse-II-Molekilen in Monozyten herabreguliert wird (de Waal Malefyt et al.,
1991b). Ferner wird in Monozyten der Fc-Rezeptor fir monomerisches Immunglobulin
G heraufreguliert. Dies fuhrt zu einer vermehrten Monozyten-mediierten Antikorper-
abhangigen Zellzytotoxizitat (ADCC) und zeigt, dass IL-10 nicht ausschlieZlich immun-
suppressive Eigenschaften hat (te Velde et al., 1992). In Nierentransplantaten wird es
hauptsachlich von den infiltrierenden Monozyten/Makrophagen und T-Lymphozyten
gebildet (Oliveira et al., 1998).

Interleukin 13 (IL-13)

IL-13 wird von aktivierten humanen T-Lymphozyten produziert. Es hat antiinflammato-
rische und zytoprotektive Eigenschaften: IL-13 unterdriickt die Expression von proin-
flammatorischen Proteinen, stimuliert die Bildung von IL-1ra, wirkt antiapoptotisch und
antioxidativ (Sandovici et al., 2008). Zusatzlich kann es die Aktivierung, Proliferation
und Differenzierung von humanen B-Zellen beeinflussen (Defrance et al., 1994). Im
Experiment mit Rattennieren ist es gelungen, mittels IL-13 Gentransfer den Isch&mie-
und Reperfusionsschaden einzuddmmen. IL-13 fuhrte dort zu einer Verminderung der
Inflammation durch Reduktion der lokalen Expression von proinflammatorischen Zyto-
kinen, Chemokinen und Adhasionsmolekilen (E-Selectin, IL-8, MIP-2, TNF-a und
MCP-1) und eine dadurch bedingte geringere Infiltration von Entzindungszellen
(Sandovici et al., 2008).

1.5.3 Chemokine

Chemokine sind Signalproteine, die die Rekrutierung bestimmter Zellen hervorrufen.

Aus der Anzahl und Position von Cysteinresten am Amino-Terminus leitet sich die sys-
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tematische Nomenklatur der Chemokine ab. Bei den CC-Chemokinen folgen die ersten
beiden Cysteine direkt aufeinander, bei den CXC-Chemokinen sind sie durch eine
Aminosaure voneinander getrennt. Dementsprechend werden zusatzlich C- und CX3C-
Chemokine differenziert (Zlotnik und Yoshie, 2000).

Interleukin 8 (IL-8)

Hauptproduzent von IL-8 (CXC-Chemokin) sind die durch LPS, IL-1 und TNF stimu-
lierten Monozyten (Schmouder et al., 1992). Darlber hinaus sind viele andere nicht
immunologische Zellen u.a. proximale und distale Tubuluszellen der Niere an der Pro-
duktion beteiligt. Die Ausschittung von IL-8 bewirkt die Migration und Degranulation
von neutrophilen Granulozyten sowie das Einwandern von T-Lymphozyten an den In-

flammationsort (Yoshimura et al., 1987, Larsen et al., 1989).

Interferon gamma induziertes Protein 10 (IP-10)

IP-10 (CXC-Chemokin) spielt eine entscheidende Rolle bei vielen entziindlichen Pro-
zessen und Erkrankungen. Unter dem Einfluss von IFN-y wird die Produktion von IP-10
u.a. in Monozyten, Fibroblasten und Endothelzellen angeregt (Luster et al., 1985). Ge-
meinsam mit TNF stimuliert IFN-y die Expression von IP-10 in proximalen Tubuluszel-
len der Niere und bewirkt dort die Chemotaxis von Leukozyten, v.a. von NK-Zellen
(Luster, 1998) und aktivierten T-Zellen (Cockwell et al., 2002). Immunhistochemische
Farbungen von Nierenbiopsiematerialien haben gezeigt, dass IP-10 bei akuter Absto-
Bung von renalen Tubuluszellen, angrenzenden interstitiellen Zellen und infiltrierten
Monozyten produziert wird und unter diesen Bedingungen im Urinsediment signifikant
mehr Kopien von IP-10 spezifischer mRNA vorliegen als bei Patienten mit stabiler

Transplantatfunktion (Tatapudi et al., 2004).

Makrophagen Inflammatorische Protein lalpha (MIP-1a)

MIP-1a (CC-Chemokin) wird von LPS-aktivierten Monozyten exprimiert, stimuliert de-
ren Proliferation und induziert die Sekretion der proinflammatorischen Zytokine TNF,
IL-1a und IL-6 (Davatelis et al., 1988; Fahey et al., 1992). MIP-1a wird au3erdem von
Endothelzellen, glatten GefalRmuskelzellen, Fibroblasten sowie von Mesangiumzellen
produziert. Neben Monozyten wirkt es auch auf T-Zellen, NK-Zellen und einige Gra-
nulozyten chemotaktisch. Das Chemokin bewirkt durch die Induktion von Zelladhasi-
onsproteinen die endotheliale Adhasion und Extravasation dieser Leukozyten und
spielt somit eine grofRe Rolle bei der Rekrutierung von Entziindungszellen (Schiéndorff
et al., 1997).
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1.5.4 Apoptosemarker

Lésliches Fibroblasten assoziiertes Protein und sein léslicher Ligand (sFas und
sFaslL)

Fas ist ein Transmembranprotein der TNF-Rezeptorfamilie. Die Aktivierung durch sei-
nen Liganden (FasL) fuhrt zum programmierten Zelltod — der Apoptose (Abbildung 2).
Das Adapterprotein FADD (Fas assoziiertes Protein mit einer Todesdoméane) lagert
sich mit seiner Todesdoméne an die zytoplasmatisch gelegenen Todesdoméanen von
Fas und setzt dadurch eine Signalkaskade in Gang. Sog. Caspasen (Cysteinyl-
Aspartasen) werden aktiviert, die wiederum zu einer Aktivierung von Endonukleasen
(CAD in Abbildung 2), zu einer Veranderung der Zelloberflache sowie zu einer Um-

strukturierung des Zytoskeletts flihren, was schlief3lich den Zelltod zur Folge hat.
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Abbildung 2: Ablauf der Apoptose vermittelt durch die Interaktion von Fas-FasL

(enthommen aus Janeway et al., 2001)

In-vitro-Experimente konnten Fas zusatzlich eine T-Zell-aktivierende und
proliferationsférdernde Funktion zuschreiben (Alderson et al., 1993). Fas wird von ver-
schiedenen Epithelzellen in unterschiedlichen Organen exprimiert. Im Nierentransplan-
tat wird das Protein zum einen von residenten Nierenzellen (Tubuluszellen und glome-
rularen Mesangiumzellen) und zum anderen von den infiltrierenden Leukozyten gebil-
det. Immunhistochemische Studien konnten hingegen Fas-Liganden in der Niere nur in
eingewanderten mononukledren Zellen detektieren (Matsuno et al., 1998). Die Expres-
sion kann durch LPS, IL-1B, IFN-y und TNF-a gesteigert werden (Ortiz-Arduan et al.,
1996). Von beiden Proteinen existiert jeweils durch Abspaltung der extrazellularen
Domane eine l6sliche Form. Der I6sliche FasL liegt als Homotrimer von jeweils 26 kDa
vor und behélt seine zytotoxische Funktion (Tanaka et al., 1995).

17



Einleitung

1.5.5 Adhasionsmolekile

Endothel-Selectin (E-Selectin)

E-Selectin gehort zu der Familie der Ca®*-abhangigen Lectine und funktioniert als Re-
zeptor fur Leukozyten myeloischen Ursprunges. Es wird von Zytokin-aktivierten En-
dothelzellen exprimiert und bindet an Kohlenhydratstrukturen auf der Oberflache von
neutrophilen Granulozyten und bewirkt deren partielle Adh&renz auf der Endothelober-
flache (Bevilacqua und Nelson, 1993). Dieser Schritt ist Voraussetzung fir die Adhasi-
on und Invasion von Leukozyten, die von ICAM und VCAM vermittelt wird (Abbildung
3).

Rolling adhesion| Tight binding Diapedesis Migration

CXCL8R
(IL-8 receptor)

o5

s-LleX —=

;mwgﬁq,,Hﬁgftt..”.l
O#&O¢#O

\
CD31 (@]
chemokine
CXCLS (IL-8)

Abbildung 3: Interaktion zwischen Leukozyten und Endothel vermittelt durch E-
Selectin und ICAM (entnommen aus Janeway et al., 2001)

Losliches Interzellulares und Vaskuldres Adhéasionsmolekil (sICAM-1 und
sVCAM-1)

ICAM-1 ist ein transmembrandses Glykoprotein der Immunglobulin Superfamilie (Roth-
lein et al., 1986), welches sowohl von Makrophagen und Lymphozyten als auch von
GefalRendothelzellen verschiedener Gewebe gebildet wird. Es wurde in-vitro gezeigt,
dass sich die Expression durch Stimulation mit den Zytokinen IL-1 und INF-y erhoht
(Dustin et al.,, 1986). ICAM-1 dient als Ligand fur LFA-1 (Leukozytenfunktions-
assoziiertes Antigen-1) und Mac-1 (Makrophagen-Antigen-1), die sich u.a. auf Lym-
phozyten und neutrophilen Granulozyten befinden. Die Interaktion vereinfacht die Ad-
hasion und Migration von Leukozyten am bzw. durch das Endothel (Smith et al., 1989).
Die Entstehung der l6slichen Form ist noch nicht abschlieBend geklart. Bisher sind
zwei Mechanismen nachgewiesen worden: (i) Spaltung des membrangebundenen
ICAMs durch Metalloproteinasen (Lyons et al., 1998) und (ii) Vorhandensein einer
sICAM-1-spezifischen mRNA (Wakatsuki et al., 1995). Die Bedeutung der lslichen
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Form bleibt allerdings unklar. So beschreiben Rieckmann und Mitarbeiter (1995) die
Hemmung der Lymphozytenadhasion durch sICAM-1 als mdglichen therapeutischen
Ansatz fur Erkrankungen des zentralen Nervensystems. Andere Forschungsgruppen
fanden heraus, dass erhtéhte sICAM-Serumspiegel als Marker fir eine erhéhte Produk-
tion von membrangebundenem ICAM dienen (Labarrere et al., 2000). Immunhistoche-
mische Untersuchungen haben gezeigt, dass ICAM-1 bei gesunden Nieren von Gefal3-
endothel exprimiert wird. Bei akuten AbstoRungen nach NTX kann es als Folge von
Regenerationsmechanismen allerdings zu einer de novo Synthese in den Zellen der
renalen Tubuli kommen (Brockmeyer et al., 1993). Die de novo Synthese korreliert mit
der Schwere der Absto3ung (Chan et al., 1993).

VCAM-1 ist ein membrangebundenes Protein der Immunglobulin-

Supergenfamilie. Die Iosliche Form entsteht durch Abspaltung des membrangebunde-
nen Proteins mittels Metalloproteasen (Leca et al., 1995). Es wird von Zytokin-
aktivierten (IL-1 und TNF-a) humanen Endothelzellen gebildet (Osborn et al., 1989).
Extravaskular wird VCAM zusatzlich von Epithelzellen, Makrophagen und dendriti-
schen Zellen exprimiert (Rice et al., 1991). Durch Kopplung an seinen Rezeptor/Ligand
VLA-4 (very late antigen-4) (Elices et al., 1990) auf Lymphozyten und Monozyten
kommt es zur Adhasion dieser Leukozyten am Endothel. Neutrophile Granulozyten
hingegen adhérieren nicht (Rice et al., 1990). Darlber hinaus unterstiitzen sowohl I-
CAM-1 als auch VCAM-1 die Proliferation von CD4" T-Zellen (Damle et al., 1992).
In der Niere wird VCAM-1 von Epithelzellen der Bowman-Kapsel sowie von wenigen
proximalen Tubuluszellen gebildet. Im Falle einer Abstol3ung kommt es zu einer ver-
mehrten Expression, die auch in den distalen Tubuli aufzufinden ist (Brockmeyer et al.,
1993).

1.5.6 Weitere Biomarker

Gesamter Plasminogen Aktivator-Inhibitor 1 (tPAI-1)

Das Glykoprotein PAI-1 aus der Familie der Serinprotease-Inhibitoren wurde erstmals
1981 von Loskutoff und Edgington (1981) charakterisiert. Der gesamte PAI-1 umfasst
sowohl den Urokinase-PAl-1 als auch den Gewebe-PAIl-1. PAI-1 wird vor allem von
GefalRendothelzellen, aber auch von viszeralen Adipozyten (Morange et al., 1999) ge-
bildet. Neben seiner Aufgabe als Hamostaseregulator durch Inhibition der Fibrinolyse
spielt PAI-1 in vielen (patho)physiologischen Prozessen eine Rolle: Wundheilung,
Atherosklerose, Tumorangiogenese, Lungenfibrose und rheumatoide Arthritis. Wah-
rend eines septischen Geschehens agiert er zudem als Akut-Phase-Protein (Levi et al.,
2003). Zusatzlich haben in-vitro-Experimente gezeigt, das PAI-1 an der Hemmung der
Zellmigration beteiligt ist. So konkurriert es mit den Integrinen der migrierenden Zellen

um die Bindung an Vitronectin, ein Protein der extrazellularen Matrix (Kjoller et al.,

19



Einleitung

1997). Im gesunden Zustand wird in der Niere kein PAI-1 (Revelo et al., 2005) bzw. nur
geringe Mengen von PAI-1 exprimiert, wohingegen im Nierenzellkarzinom eine erhdhte

Expression gemessen werden konnte (Span et al., 2008).

Myeloperoxidase (MPO)

MPO ist ein Hamprotein, welches von neutrophilen Granulozyten und Monozyten ex-
primiert werden kann. Mit Hilfe der Myeloperoxidase entsteht aus Wasserstoffper-oxid
und Chloridionen die toxisch wirkende Hypochlorsaure. Diese bewirkt die Vernichtung
von phagozytierten Mikroorganismen in neutrophilen Granulozyten und Monozyten. Die
MPO kann allerdings auch in den extrazellularen Raum abgegeben werden, wo sie zu
einem oxidativen Schaden des umliegenden Gewebes fiihrt (Klebanoff, 2005). MPO
gilt als Marker fur die Aktivierung von neutrophilen Granulozyten und kann zur Diffe-
renzierung von Harnwegsinfekten herangezogen werden, da diese Patienten erhdhte
MPO-Spiegel im Urin aufweisen (Steinhoff et al., 1997).

Soluble Cluster of Differentiation 30 (sCD30)

Das Transmembranprotein CD30 gehort zu der TNF-R-Superfamilie. Es wurde zuerst
auf der Oberflache von Reed-Sternberg Zellen eines Hodgkin Lymphoms entdeckt
(Schwab et al., 1982). Seine losliche Form besteht aus der extrazellularen Domane,
die durch die Metalloproteinase TACE (TNF-a converting enzyme) abgespalten wird
(Hansen et al., 2000). CD30 wird Uberwiegend von immunologischen Zellen exprimiert,
vor allem von aktivierten CD45R0O Ty42-Zellen (Ellis et al., 1993), B-Zellen (Shanebeck
et al., 1995), NK-Zellen (Cambiaggi et al., 1993) sowie dendritischen Zellen (Pellegrini
et al., 2005). Die Interaktion des Zytokins mit seinem Liganden (CD30L) vermittelt
Proliferation, Differenzierung und Apoptose dieser Zellen (Gruss et al.,, 1994). Das
Transmembranprotein gilt als Ty2-Zell-spezifischer Marker, da eine erhéhte CD30 Ex-
pression auf CD4+ T-Zellen dazufuhrt, dass vermehrt Ty2-Zytokine synthetisiert wer-
den (Stanciu et al., 2001). Durch seine l8sliche Form gilt CD30 im Serum als guter
Marker fur eine Immunantwort, die durch unterschiedliche Erkrankungen, z.B. durch
eine akute Rejektion, hervorgerufen werden kann. In diesem Zusammenhang sind Un-
tersuchungen zu nennen, die zeigen, dass die Serumkonzentration von sCD30 am 5.
Tag nach Transplantation (post-TX) mit dem Auftreten einer akuten AbstoRung korre-
liert (Dong et al., 2006; Wang et al., 2007).
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2 Zielstellung

Akute Abstolungsepisoden sind haufige Komplikationen nach Nierentransplantation,
die zum Verlust des Organs filhren kdnnen. Zur Diagnose wird heute noch immer die
komplikationsreiche Transplantatbiopsie als Goldstandard durchgefihrt.

Ziel dieser Arbeit ist es daher, eine routinetaugliche, nicht-invasive Multipara-
meteranalyse zu etablieren, die es ermdglicht, verschiedene rejektionsrelevante immu-
nologische Faktoren zu messen, um akute Rejektionen friihzeitig und zuverlassig zu
erkennen. Ferner soll mit dem ausgewahlten immunologischen Parameterpanel die
Moglichkeit geschaffen werden, Rejektionsgruppen (Steroid-sensitiv und Steroid-
resistent) zu differenzieren und die Risikopatienten fur eine Steroid-resistente Absto-
Bung zu definieren, damit die Rejektionstherapie individuell angepasst werden kann.
Als Kontrolle dienen sowohl Patienten mit einem Harnwegsinfekt als auch gesunde
Probanden.

Um einem nicht-invasiven Verfahren gerecht zu werden, sollen die Biomarkerkonzen-

trationen im Urin analysiert werden.

Daraus ergeben sich folgende Fragestellungen:

1. Welche Biomarker sind im Urin mit Hilfe von Luminex™-Multiplexassays mess-
bar?

2. Welche Biomarker kénnen eine akute Rejektion anzeigen bzw. sogar voraus-
sagen?

3. Welche Biomarker differenzieren die Steroid-sensitive von der der Steroid-
resistenten Rejektion?

4. Welche Biomarker sind im Urin von Gesunden und von Patienten mit einem
Harnwegsinfekt messbar und beeinflussen eventuell die Aussagekraft potentiel-
ler Rejektionsmarker?

Ist es moglich Grenzwerte zu berechnen?

Wie verhalten sich die Biomarkerkonzentrationen im postoperativen Verlauf?
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3 Material und Methoden
3.1 Patienten

3.1.1 Transplantierte Patientengruppen

Von Oktober 2006 bis Méarz 2008 wurden 105 Patienten im Nierentransplantationszent-
rum des Universitatsklinikums Halle (Saale) transplantiert. Davon wurden 54 Patienten
fir unsere Messungen berticksichtigt. Aufnahme- und Einschlusskriterien waren:
e Beginn der Sammlung spatestens am 2. postoperativen Tag
o fast durchgehende Probenreihe wahrend des gesamten ersten Krankenhaus-
aufenthaltes (drei Liicken zu je einem Tag waren zulassig innerhalb der ersten
14 Tage)
e retrospektiv eindeutige klinische bzw. laborchemische Hinweise auf das Vorlie-
gen einer stabilen Transplantatfunktion bzw. einer Abstof3ungsepisode

Der klinischen und laborchemischen Diagnostik kommt eine besondere Bedeutung zu,
da im Nierentransplantationszentrum Halle zur Diagnosefindung nur ausnahmsweise
eine Biopsie durchgefiihrt wurde. In diesem Zusammenhang waren folgende Faktoren
relevant fur die Diagnose ,akute Abstol3ungsepisode®: Rickgang der Diurese, sog.
Anprallechos in der Nierendopplersonographie, Abfall der glomerularen Filtrationsrate,
Anstieg der Retentionsparameter (Kreatinin, Harnstoff) im Serum, Anstieg des C-
reaktives Proteins (CRP) im Urin bei nur moderatem Anstieg des CRP im Serum. Zu-
satzlich wurden bei allen Patienten noch weitere Parameter im Serum und Urin mehr-
fach die Woche gemessen, um Differentialdiagnosen auszuschlieRen: IL-6 und IL-8 im
Urin sowie IL-2R und beta-2-Mikroglobulin im Serum. Der Abfall der Retentionspara-

meter nach Rejektionstherapie galt als Bestatigung der gestellten Diagnose.

Bildung der drei transplantierten Patientengruppen
Anhand der klinischen Daten wurden die Patienten retrospektiv in folgende drei Grup-
pen eingeteilt:
1. SGF (stable graft function): Patienten mit einer stabilen Transplantatfunktion
2. SSAR (steroid-sensitive acute rejection): Patienten mit einer auf Steroide the-
rapeutisch ansprechenden Absto3ungsepisode
3. SRAR (steroid-resistant acute rejection): Patienten mit einer Steroid-

resistenten AbstoRungsepisode

Die immunsuppressive Standardmedikation im Nierentransplantationszentrum

Halle bestand zum Zeitpunkt dieser Studie aus Urbason® (Methylprednisolon), Cell-
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Cept® (Mycophenolatmofetil) und Prograf® bzw. Advagraf® (Tacrolimus). Bei sog.
Risikopatienten (hohe Anzahl von HLA-Mismatchen, Zweittransplantation oder PRA
[Panel Reactive Antibodies] > 20 %) wurde zusatzlich ein polyklonaler Antikorper
(Thymoglobulin® oder ATG®) hinzugegeben oder die Steroid-Initialdosis von 500 mg
Uber funf Tage beibehalten. Bei Nicht-Risikopatienten wurde nach 500 mg Urbason®
perioperativ und 125 mg am ersten postoperativen Tag die Steroiddosis in der ersten
postoperativen Periode auf 20 mg reduziert. Eine durch klinische und laborchemische
Parameter diagnostizierte AbstoRungsepisode wurde mit einer Urbasonsto3therapie
von 500 mg fur funf Tage behandelt. Sanken daraufhin die Retentionswerte und stieg
die glomerulare Filtrationsrate, wurde die Therapie als erfolgreich angesehen. Diese
AbstoRungsepisode wurde als ,Steroid-sensitiv® deklariert. Blieb eine Verbesserung
der laborchemischen Parameter nach Urbasonstof3therapie aus, wurde mit einem po-
lyklonalen Antikorper weitertherapiert. Diese Rejektionsepisode wurde als ,Steroid-
resistent” bezeichnet.

Demographische Daten

In Tabelle 2 sind alle erhobenen demographische, transplantatrelevante sowie klini-
sche Daten flr alle drei Transplantationsgruppen aufgelistet und den beiden Kontroll-
gruppen gegenibergestellt.

Unter allen Transplantatempféngern waren 20 weibliche und 34 méannliche Pa-
tienten, deren mittleres Alter bei 52,4 Jahren (SD = 13,5; min-max = 22-73 Jahre) lag.
Mit 31,5% (n = 17) war die chronische Glomerulonephritis die haufigste Erkrankung,
die zur terminalen Niereninsuffizienz fiihrte. Bei 20% der Patienten fand sich eine po-
lyzystische Nephropathie als Grunderkrankung. Jeweils 13% zeigten eine chronische
Pyelonephritis und eine hypertensive Nephropathie. 6 % litten an einer diabetischen
Nephropathie. Ein Patient verzeichnete eine renale Mitbeteilung unter der Autoimmun-
erkrankung Lupus erythematodes. Der Rest der Patienten (15%) litt an terminaler Nie-
reninsuffizienz unklarer Genese. Alle Patienten wurden wahrend ihres gesamten ersten
Krankenhausaufenthaltes nach Transplantation bertcksichtigt. Die durchschnittliche
Verweildauer betrug 22 Tage (SD = 12; min-max = 11-90). 49 Patienten wurden zum
ersten Mal transplantiert, 5 erhielten ihr zweites Nierentransplantat. Das Vorhanden-
sein von lymphozytotoxischen Antikérpern, die durch Prasensibilisierung nach
Schwangerschaft, Bluttransfusion oder vorheriger Transplantation entstehen kénnen,
wird als prozentualer PRA-Wert angegeben. Dieser spielte im vorliegenden Patienten-
gut nur eine sehr untergeordnete Rolle. Lediglich zwei Patienten aus der SGF-Gruppe
zeigten 25 bzw. 50% positive Reaktionen gegeniber dem getesteten Antigenpanel bei

Inkubation des Patientenserums mit ausgewdahlten Testlymphozyten.
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Transplantatdaten

Insgesamt wurden 40 postmortale Spenden und 14 Lebendspenden durchgefiihrt. Vier
Patienten bekamen eine sog. ,full house“-Niere, d.h. dass es in allen drei als transplan-
tationsrelevant geltenden HLA-Antigenen (A, B, DR) eine Ubereinstimmung der jeweils
kodominant vererbten Merkmale gab. 2 Patienten wiesen je ein Mismatch, 30 Patien-
ten zwei bis drei und 18 Patienten funf bis zu sechs Mismatche auf. Die kalte Ischéa-
miezeit gilt allgemein als ein vom Status des Alloantigens unabhangiger Risikofaktor
fur eine verzégerte Funktionsaufnahme und korreliert damit indirekt mit kiirzeren Lang-
zeitfunktionsraten des Transplantates. Sie betrug im Mittel Uber alle Patienten mit
postmortaler Spende 10,445,3 Stunden, bei den Lebendspenden 0,5+0,4 Stunden. Der
CMV-Status von Empfanger und Spender ist entscheidend fir die Notwendigkeit einer
Prophylaxe bzw. Metaphylaxe. Wenn der Spender CMV-positiv und der Empfanger
negativ war, wurde prophylaktisch Ganciclovir verabreicht. Die Empfanger, die jeweils
CMV-positiv waren (Spender neg. bzw. pos.), bekamen bei einer CMV-Symptomatik
oder Gabe eines polyklonalen Antikdrpers Ganciclovir als Therapie bzw. Metaphylaxe.

Klinische Daten

36 Patienten mussten wegen einer akuten AbstoRungsepisode wéahrend ihres Aufent-
haltes im Krankenhaus therapiert werden. Davon war bei 23 Patienten eine Steroid-
sensitive und bei 13 Patienten eine Steroid-resistente Abstol3ung zu verzeichnen. Bei
Betrachtung aller Rejektionen fanden sie im Mittel an Tag 6 (SD = 4,6) post-TX statt.
Insgesamt mussten 22 Patienten mehr als einmal innerhalb der ersten post-TX Woche
dialysiert werden und wiesen damit per definitionem eine verzdgerte Transplantatfunk-
tion auf. Ein symptomatischer bzw. asymptomatischer Harnwegsinfekt wurde bei sie-
ben Patienten diagnostiziert und wurde unter Bertcksichtigung der Antibiotikaresisten-

zen therapiert. Sieben Patienten erlitten eine CMV-Reaktivierung.

3.1.2 Kontrollgruppen

Es wurden zwei Kontrollgruppen mit jeweils 14 Urinproben erstellt. Die erste Kontroll-
gruppe bestand aus 14 Patienten einer Allgemeinarztpraxis, bei denen ein Harnwegs-
infekt (HWI) diagnostiziert worden war. Es wurden nur Patienten eingeschlossen, die
keine bekannten nephrologischen Erkrankungen hatten. Die Patienten kamen unbe-
handelt mit klinischen Beschwerden wie Dysurie und Pollakisurie. Mittels eines Urinstix
(Bayer) wurde eine erhohte Leukozytenzahl (circa 500 pro pl) im Urin festgestellt und
damit die Diagnose verifiziert. Jeweils 10 ml der abgegebenen Urinproben wurden mit
Zustimmung der Patienten zur Messung in das HLA-Labor gebracht.

Die zweite Kontrollgruppe umfasste 14 gesunde Probanden, bei denen mittels

des oben aufgefiihrten Schnelltests ein Harnwegsinfekt ausgeschlossen werden konn-
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te. Das durchschnittliche Alter der kranken Kontrollgruppe betrug 45 Jahre (SD = 20;
min-max = 18-82) im Vergleich zu einem mittleren Alter von 35 Jahren (SD = 16; min-
max = 9-75) in der gesunden Kontrollgruppe. Aufgrund der anatomischen Gegebenhei-
ten erkranken Frauen wesentlich haufiger an einem Harnwegsinfekt, was die 100%
Frauen in der kranken Kontrollgruppe erklart. Die gesunde Kontrollgruppe bestand da-

gegen aus funf mannlichen und neun weiblichen Probanden.

3.1.3 Sammeln der Patientenproben

Taglich wurden vom Pflegepersonal 10 ml Morgenurin von allen oben aufgefiihrten
transplantierten Patienten in Urin-Monovetten abgeftillt und bei 5°C kihl gelagert. Ge-
sammelt wurde Uber den gesamten Zeitraum des Krankenhausaufenthaltes nach der
Transplantation. Die Proben wurden zweimal woéchentlich in das HLA-Labor gebracht
und dort bis zur Messung bei -22°C eingefroren. Die Analysen erfolgten dabei immer
nach Abschluss der kompletten Sammlung aller Proben eines Patienten. Insgesamt
wurden auf diese Weise 706 Proben gemessen, also je Patient durchschnittlich 13
Proben. Die Proben der Kontrollgruppen wurden gleichermaf3en behandelt, wobei die
Patienten mit Harnwegsinfekt jeweils nur eine Urinprobe zur Verfligung stellten. Diese
wurde am Tag des Arztbesuches gewonnen, der im Durchschnitt am 2. Tag der Be-
schwerden stattfand. Die Proben beider Kontrollgruppen wurden solange eingefroren,
bis die jeweilige Kontrollgruppe 14 Proben umfasste.

Die Probenentnahme und —sammlung geschah mit Einverstandnis der Patienten nach-
dem ein entsprechender Ethikantrag von der Ethikkommission am 12.01.2006 geneh-

migt worden war.
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Tabelle 2: Eigenschaften der finf Patientengruppen (Gesund, HWI, SGF, SSAR

und SRAR)
Gesund HWI SGF SSAR SRAR

Anzahl 14 14 18 23 13
Geschlecht
Mannlich 5@357% 0 13 (72.2%) 16 (69,6%) 5 (38,5%)
Weiblich 9(64,3%) 14 (100%) 5 (27,8%) 7 (30,4%) 8 (61,5%)
Alter 34,9+16,1 45120 53,7£12,7 55,4+12,6 45,2+14,2
MW=z=SD (min-max) (9-75) (18-82) (29-70) (28-73) (22-65)
Ursache der term. NI
Glomerulopathie, n (%) 3 (16,7%) 8 (34,7%) 6 (46,1%)
Zystennieren, n (%) 6 (33,3%) 1 (4,4%) 4 (30,8%)
Pyelonephritis, n (%) 2 (11,1%) 4 (17,4%) 1(7,7%)
Hypertensive Nephropathie, n (%) 1 (5,6%) 5 (21,7%) 1(7,7%)
Diabetische Nephropathie, n (%) 2 (11,1%) 1 (4,4%) 0
Nephropathie bei LE, n (%) 1 (5,6%) 0 0
unbekannt, n (%) 3 (16,7%) 4 (17,4%) 1(7,7%)
Dauer des KH-Aufenthalts 20,4+17,7 20,6+7,9 27,7£7,8
MW+SD (min-max) (11-90) (13-41) (16-40)

Anzahl der TX

erste TX, n (%)

zweite TX, n (%)

PRA

0-10%, n (%)

10-49%, n (%)

50-100%, n (%)

Art der Spende
postmortale Spende, n (%)
Lebendspende, n (%)
HLA-Mismatch

0, n (%)

1, n (%)

2-3, n (%)

4-5, n (%)

CMV-Status (Spender/Empfanger)
neg/neg , n (%)

neg/pos, n (%)

pos/neg, n (%)

pos/pos, n (%)
Rejektionstag

MW==SD (min-max)

DGF, n (%)
Harnwegsinfekt, n (%) 0
CMV-Reaktivierung, n (%)

14 (100%)

16 (88,9%)
2 (11,1%)

16 (88,8%)
1 (5,6%)
1 (5,6%)

16 (88,9%)
2 (11,1%)

2 (11,1%)
1 (5,6%)

8 (44,4%)
7 (38,9%)

7 (38,9%)
1 (5,6%)

2 (11,1%)
8 (44,4%)

3 (16,7%)
4 (22,2%)
0

21 (91,3%)
2 (8,7%)

23 (100%)
0
0

17 (73,9%)
6 (26,1%)

1 (4,4%)

1 (4,4%)
12 (52,1%)
9 (39,1%)

6 (26,1%)
8 (34,8%)
4 (17,4%)
5 (21,7%)
6,5+4,3
(2-18)

8 (34,8%)
4 (17,4%)
2 (8,7%)

12 (92,3%)
1(7,7%)

13 (100%)
0
0

7 (53,8%)
6 (46,2%)

1 (7,7%)

0

10 (76,9%)
2 (15,4%)

3 (23,1%)
4 (30,7%)
3 (23,1%)
3 (23,1%)
6,35,1
(2-19)

11 (84,6%)
4 (30,8%)
5 (38,5%)

CMV: Cytomegalievirus; DGF: verzdgerte Funktionsaufnahme; HWI: Harnwegsinfekt;
KH: Krankenhaus; LE: Lupus erythematodes; MW: Mittelwert; term. NI: terminale Nie-

reninsuffizienz; PRA: Panel Reaktive Antikorper; SD: Standardabweichung
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3.2 Material

3.2.1 Komplettsysteme/Kits

sCD 30 ELISA Kit (Biotest, Dreireich, Deutschland)

Mikrotiterplatte (beschichtet mit murinem monoklonalem Antikorper

gegen humanes sCD30)

Peroxidase-konjugierter monoklonaler anti-sCD30 Antikorper aus der Maus
Lyophilisiertes sCD30 als Standardkurve

Waschpufferkonzentrat, 20 x PBS mit 1% Tween 20

Substrat-Losung (Tetramethylbenzidin)

Stopp-LOsung (1M Phosphorséaure)

Abdeckplatten (adhasiv)

LINCOplex Kits (LincoResearch, St.Charles, Missouri, USA, Distributor in Deutsch-
land: Millipore GmbH, Schwalbach, Deutschland)

- Human Cardiovascular Disease Panel 1 (Cat. HCVD1-67AK)

- Human Sepsis/Apoptosis (Cat. HSEP-63K)

- Human Cytokine (Cat. HCYTO-60K)

Human Cardiovascular Disease Panel 1 Standards und Kontrollen

Human Sepsis Standards und Kontrollen

Human Cytokine/Chemokine Standards und Kontrollen

23 Antikorper-immobilisierte Beads (Tabelle 3)

Detektionsantikorper

Streptavidin-Phycoerythrin

Bead-Verdinner

Waschpuffer (1:10 Verdinnung): 10 mM PBS; 0,05% Proclin; 0,05% Tween-20;

pH 7,4)
Assaypuffer
96-well Mikrotiter-Filterplatte
Abdeckfolie
Mixflasche

Luminex Mantelflissigkeit
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Tabelle 3: Ubersicht der gemessenen Parameter mit Nachweisbereich

Human sVCAM-1
Human sICAM-1

sFas

Human sFasL
Human MIF
Human tPAI-1
sE-Selectin
MPO

Human IL-1(3
Human IL-2
Human IL-1ra
Human IL-6

0,08-250 ng/ml
0,08-250 ng/ml
12,2-50000 pg/ml
12,2-50000 pg/ml
12,2-50000 pg/ml
12,2-50000 pg/ml
0,08-250 ng/ml
16- 50000 pg/mi
3,2-10000 pg/mi
3,2-10000 pg/ml
3,2-10000 pg/ml
3,2-10000 pg/mi

Human IL-7
Human IL-8
Human IL-10
Human IL-13
Human IL-15
Human IL-17
Human IL-1a
Human IFN-y
Human TNF-a
Human MIP-1a
Human IP-10

3,2-10000 pg/ml
3,2-10000 pg/ml
3,2-10000 pg/ml
3,2-10000 pg/ml
3,2-10000 pg/ml
3,2-10000 pg/ml
3,2-10000 pg/ml
3,2-10000 pg/ml
3,2-10000 pg/ml
3,2-10000 pg/ml
3,2-10000 pg/ml

3.2.2 Reagenzien, Verbrauchsmaterialien und Gerate

Reagenzien

LiquiChip™ Calibration Bead Kit
LiquiChip™ Control Bead Kit
LiquiChip™ System Fluid

2-Propanol
Aqua dest.

Tris

Salzsaure/ HCL

Qiagen GmbH, Hilden, Deutschland
Qiagen GmbH, Hilden, Deutschland
Qiagen GmbH, Hilden, Deutschland

Sigma-Aldrich GmbH, Deisenhofen, Deutschland

Carl Roth GmbH und Co, Karlsruhe, Deutschland
Merck KgaA, Darmstadt, Deutschland

Verbrauchsmaterialien

Pipetten 10-100 pl, 100-1000pl
Standardspitzen fur Pipetten
Multikanalpipette mit Abwurfspitzen

Reaktionsgefalie (1,5 ml)

Urin-Monovette

pH-Indikatorstadbchen pH-Fix:

Eppendorf GmbH, Hamburg, Deutschland
Eppendorf GmbH, Hamburg, Deutschland
Brand GmbH und Co, Wertheim, Deutschland
Eppendorf GmbH, Hamburg, Deutschland

Sarstedt Aktiengesellschaft und Co, Nirnbrecht,

Deutschland

0-14 und 7,0-14,0

Multistix® 10 SG

Bayer, Leverkusen, Deutschland
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Gerate

Kuhlschrank 5°C

Gefrierschrank -22°C

Vortexer

Ultraschallreinigungsgerat
Branson 200

Plattenschuttler

Vakuumpumpe

Luminex100™

Zentrifuge 5810 R
ELISA Reader — MRX Il

Liebherr GmbH, Ochsenhausen, Deutschland
Liebherr GmbH, Ochsenhausen, Deutschland
Carl Stuart Limited, Dublin, Irland

Kell-Strom, Wethersfield, Connecticut USA

VWR International GmbH, Darmstadt,
Deutschland

VWR International GmbH, Darmstadt,
Deutschland

Quiagen GmbH, Hilden, Deutschland
Eppendorf, Hamburg, Deutschland

Dynex Technologies GmbH, Berlin, Deutschland

3.3 Methoden

3.3.1 ELISA zur Quantifizierung von sCD30

Prinzip

Dieser ELISA (enzyme linked immunosorbent assay) dient der Quantifizierung von
|6slichem CD30. Dazu wird durch den Hersteller ein monoklonaler Fangantikdrper ge-
gen das nachzuweisende Protein auf der Polystyroloberflache einer 96-Napf-
Mikrotiterplatte immobilisiert. Gleichzeitig bindet ein weiterer mit Peroxidase konjugier-
ter monoklonaler anti-sCD30 Detektionsantikorper an das durch den Fangantikorper
gebundene sCD30 (Abbildung 4). Durch Waschen wird ungebundener Detektionsan-
tikorper entfernt. Nach Zugabe der Substrat-Losung (Tetramethylbenzidin) wird die
Farbanderung photometrisch erfasst, die direkt proportional zu der von den Antikérpern

gebundenen Antigenmenge ist.

Durchfihrung

Das vom Hersteller Biotest (Dreireich, Deutschland) erworbene sCD30-Kit enthalt
Mikrotiterplatten, die mit dem monoklonalen Antikdrper gegen humanes sCD30 be-
schichtet sind und den Peroxidase-konjugierten Detektionsantikdrper in lyophilisierter
Form bereits enthalten. Die ersten zwei Reihen der 96-Loch-Mikrotiterplatte wurden fur
die Erstellung der als Lyophilisate mitgelieferten Standardreihen genutzt. Diese muss-
ten lediglich mit destilliertem Wasser geldst werden. In die verbliebenen Vertiefungen
wurden jeweils 150 yl Probenmaterial in jeweils drei verschiedenen Verdunnungen (1:2,

1:3 und 1:6) pipettiert. Die Mikrotiterplatte musste nun drei Stunden bei Raumtempera-
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tur auf dem Schuttler inkubieren. Sie wurde anschlieRend gut ausgeklopft und dreimal
mit PBS/Tween gewaschen. Als Substratlosung wurden 100 pl Tetramethylbenzidin
zugefigt, gefolgt von einer weiteren Inkubation auf dem Schiittler fir 10 Minuten bei
Raumtemperatur. Das Enzym Peroxidase sorgte flr einen blauen Farbumschlag des
Substrates Tetramethylbenzidin. Um die Enzymreaktion zu beenden wurde als Stopp-
Ldsung 100 pl 1 M Phosphorséure zugegeben. Im Spektrophotometer konnte nun die

Absorption jeder einzelnen Vertiefung bestimmt werden.

_ s _®.
Peroxidase O
© O O Tetramethyl-
Detektionsantikorper 1 benzidin
O O
o o®
O

Fangantikorper

/ / 96-Loch-Mikrotiterplatte

Abbildung 4: Schematische Darstellung, die den Aufbau des sCD30 ELISA zeigt.

Auswertung

Die Rohdaten wurden mit der Software Revelation 4.02 (Dynex Technologies) verar-
beitet. Die gemessenen Absorptionen der mitgefihrten Standards wurden graphisch
dargestellt, so dass aus der Standardkurve nun die Berechnung der Probenkonzentra-

tionen erfolgen konnte.

3.3.2 Luminex™ Multiplex-Assay

Prinzip

Das Multiparameter-Testsystem erlaubt die simultane Quantifizierung von bis zu ein-
hundert verschiedenen analytischen Parametern in einer einzigen Probe. Grundlagen
dieser Technologie sind mikroskopisch kleine spharische Polystyrolpartikel, sog. Mik-
rospharen oder Mikrobeads. Die Mikrosphéren sind mit zwei unterschiedlichen Fluo-
reszenzfarbstoffen markiert, die Licht im roten und infraroten Wellenl&dngenbereich
emittieren. Die Kombination dieser beiden Farbstoffe in jeweils zehn verschiedenen
Konzentrationsstufen fuhrt zu einhundert spektral unterscheidbaren Schattierungen

zwischen Rot und Infrarot. Die daraus resultierenden unterschiedlichen Wellenlangen
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definieren unterschiedliche Gruppen von Mikrospharen. Jede Gruppe reprasentiert
somit die Quantifizierung eines definierten Einzelparameters.

Die Bindung der Analyten an die Mikrosphéren erfolgt in diesem Testkit Uber ei-
ne Antigen-Antikorper Reaktion, weil die Beads mit entsprechenden monoklonalen
Antikdrpern besetzt sind. In einem weiteren Inkubationsschritt bindet ein zweiter Anti-
korper den Analyten. Dieser ist mit dem Fluoreszenzfarbstoff Phycoerythrin gekoppelt,
der im Wellenlangenbereich des grinen Lichtes emittiert (532nm) und als sog. Detekti-
onsmolekul die Quantifizierung des jeweiligen Analyten ermdglicht. Die Intensitat des
emittierten Lichtes ist proportional zu der gebunden Analytenmenge. Den komplexen
Aufbau des Assays zeigt Abbildung 5.

Die Analyse und Auswertung des Bead-basierenden Assays erfolgt mit der Lu-
minex 100™-Apparatur und der Luminex 1S100 Software. Diese basiert auf der Metho-
de der Durchflusszytometrie unter Verwendung zweier unterschiedlicher Laser. Ein
Laser (633nm) dient der Klassifizierung der Mikrospharen, der andere (532nm) dem
quantitativen Nachweis der gebundenen Detektionsmolekile. Mittels einer Pumpe wird
das Probenmaterial aus der Mikrotiterplatte in die Messkivette geleitet. Dabei werden
die Mikrospharen mit einer Mantelflissigkeit (Sheath Fluid) umspult, was zu ihrer Ver-
einzelung fuhrt und sie einen Partikelstrahl bilden lasst. Das Licht beider Laser ist auf
diesen fokussierten Partikelstrahl in der Messkiivette gerichtet. Mit der Laserdiode zur
Klassifizierung der Mikrospharen wird die PartikelgréRe mittels Seitwartslichtstreuung
bestimmt. Somit wird verhindert, dass Bead-Aggregate oder andere fluoreszierende

Verunreinigungen als Artefakte in das Ergebnis eingehen.

Streptavidin -

_4ua  Phycoerythrin
633 nm Anal Q B,
nalyte "1 /

\\ Luminex Beads .
Fasae
— £
APD — 13: |
/ Capture\@ Biotinylated PMT
APD Antibody Detection

Antibody

Abbildung 4: Aufbau des Luminex Multiplex-Assays

entnommen aus der Prasentation ,Lincoplex Presentation Biotrend” von Alan Tunicliff
(2006)
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Durchfiihrung

Anfangs wurde die Mikrofilterplatte mit 200 ul Assaypuffer pro Vertiefung durch 10-
minltiges Schitteln bei Raumtemperatur geblockt. AnschlieBend wurde der Puffer
durch die Vakuumfilter-Einheit am Plattenboden entfernt. 25 ul Assaypuffer wurden in
jede Vertiefung gegeben. Um die Messbedingungen in der Standardreihe vergleichbar
mit den Bedingungen im Testmedium Urin zu machen, wurde auf die im Kit mitgeliefer-
te Serummatrix, die die Zusammensetzung im Serum immitieren soll, verzichtet. An-
stelle dessen wurde matrixfreier Assaypuffer verwendet. Die Standards, Kontrollen und
die zu bestimmenden Proben wurden nach Protokoll hinzugefugt (jeweils 25 ul). An-
schlieBend wurde der Bead-Mix zugegeben. Es folgte eine Ubernacht-Inkubation auf
dem Schuttler bei 5° C. Nach zweimaliger grindlicher Waschung wurden je Vertiefung
25 pl der Detektionsantikorperlésung aufgetragen. Nach einer Stunde Inkubation bei
Raumtemperatur auf dem Schuttler wurde der Streptavidin-Phycoerythrin Komplex
hinzugefugt, fur weitere 30 Minuten wurde unter gleichen Bedingungen inkubiert. Im
Anschluss erfolgten zwei grundliche Waschschritte und die Zugabe von Mantelflissig-
keit. Nach grundlicher Resuspension zur Verhinderung von Aggregatbildungen der

Mikrospharen begann die Messung im Luminex100™ Gerat.

Auswertung

Die Messungen wurden mit der Luminex100 IS Software ausgewertet. Anhand einer 5-
fach logarithmischen Funktion der entsprechenden Standardkurve wurden aus der mitt-
leren Fluoreszenzintensitat (MFI wird ermittelt aus 90 Einzelmessungen) die Konzent-

rationen der Proben ermittelt.

3.3.3 Aufbereitung der Urinproben

Vor Beginn jeder Parameterbestimmung wurden die bei -22° C eingefrorenen Urinpro-
ben bei Raumtemperatur langsam aufgetaut. Danach erfolgte die pH-Wert Bestimmung
mittels pH-Indikatorstreifen. Vorversuche (siehe 4.2.1) hatten gezeigt, dass ein zu sau-
rer pH-Wert (<5) die Sensitivitat der Messung negativ beeinflusst. Aus diesem Grund
wurden in Abh&ngigkeit vom pH-Wert der Urinprobe Salzséure bzw. Tris-Puffer zuge-
geben um einen einheitlichen pH-Wert aller Urinproben zwischen 7,0 und 8,0 zu erhal-

ten.

34 Statistische Auswertung

Die statistische Auswertung aller ermittelten Proteinkonzentrationen erfolgte unter
Verwendung der Softwareprogramme EXCEL™ (Microsoft 2003) und SPSS™15 fiir

Windows. Die analysierten Parameter wurden sowohl in den Kontrollgruppen als auch
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in den Transplantationsgruppen durch Mediane und Interquartilsabstande beschrieben.
Fur die Patienten mit einer Abstoung wurden die Werte am Abstoungstag sowie
einen Tag zuvor bericksichtigt, fur die Patienten mit stabiler Transplantatfunktion wur-
den die Konzentrationen am sechsten postoperativen Tag (entspricht dem mittleren
AbstoBungstag) bzw. am flnfter postoperativen Tag ausgewertet.

Zum Vergleich der Konzentrationen in den Patientengruppen wurden aufgrund
einer nichtvorhandenen Normalverteilung ausschlieBlich nicht-parametrische Tests
(Mann-Whitney-U oder Kruskal-Wallis) angewendet. P-Werte <0,05 wurden als statis-
tisch signifikant gewertet. Zur Untersuchung der Trennscharfe der verschiedenen
Urinmarker wurden ROC-Kurven (receiving operating characteristics) generiert sowie
die Flachen unter der ROC-Kurve (AUC — area under the curve) und die dazugehori-
gen 95% Konfidenzintervalle kalkuliert (Park et al., 2004). Die Beziehungen der pradik-
tiven Rejektionsmarker untereinander wurden durch Spearman’s Rank Korrelationsko-
effizienten dargestellt. Zusatzlich wurde der Effekt der signifikanten Urinmarker auf
eine akute AbstoRungsepisode sowie auf eine Steroidresistenz durch die Berechnung
von univariaten und multivariaten logistischen Regressionsmodellen geschatzt. An-
schlielRend wurden mdgliche Confounder fiir eine Abstof3ung oder eine Steroidresis-
tenz wie beispielsweise Geschlecht, Alter, Anzahl der Mismatches sowie Ursache der
terminalen Niereninsuffizienz untersucht.

Zur Beschreibung der Prazision der Multiplex-Assays wurden Intra- und Inter-
Assay Varianzen mit Hilfe von Varianzkoeffizienten analysiert. Diese berechnen sich
aus dem Quotienten von Standardabweichung und Mittelwert der jeweils gemessenen

Konzentrationen.
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4 Ergebnisse

4.1 Bestimmung von sCD30 im Urin

In bisherigen Experimenten konnte gezeigt werden, dass sCD30, postoperativ im Se-
rum gemessen, eine akute AbstoRung vorhersagen kann (Dong et al., 2006). Im Rah-
men dieser Arbeit sollte zusatzlich der Nachweis geflihrt werden, ob sCD30 im Urin bei
Nierentransplantierten messbar ist und gegebenenfalls akute Rejektionen anzeigt. Fur
initiale Messungen wurden zunéchst flunf verschiedene Patienten ausgewahlt. Drei
davon waren den jeweiligen Transplantationsgruppen SGF, SSAR und SRAR zuzu-
ordnen. Bei den Patienten mit AbstoRBungsepisode wurde am Tag des Ereignisses so-
wie jeweils einen Tag davor und danach gemessen. Die Analyse des Patienten mit
stabiler Transplantatfunktion wurde mit einer Urinprobe vom ersten postoperativen Tag
durchgefiuhrt. Zusatzlich wurde eine Probe vom ersten postoperativen Tag eines Pati-
enten mit einem hohen Antikorperstatus vor Transplantation (PRA-Wert: 49%) analy-
siert. Als Kontrolle wurde die Urinprobe eines gesunden Probanden untersucht.

Alle Einzelproben wurden in drei Verdinnungsstufen gemessen (1:2, 1:3, 1:6).
Nach Ermittlung der Standardkurve durch die mitgefiihrten Standards, wurden die
Konzentrationen im Urin aller Patienten in U/ml errechnet. Alle Konzentrationen lagen
im negativen Wertebereich (zwischen -13,4 und -1,5 U/ml) mit der Ausnahme von zwei
Proben, die eine sehr geringe sCD30 Konzentration von 3,0 bzw. 7,7 U/ml aufwiesen.
Bereits die optische Analyse der Urinprobe zeigte eine Hamaturie, welche das Vorhan-
densein einer geringen Menge sCD30 als Serumprotein erklaren kdnnte. Schlussfol-
gernd ist festzustellen, dass sCD30 nicht im Urin von Gesunden und Nierentransplan-
tierten messbar war. Der Nachweis gelang allenfalls in durch Blut

ten® Urinproben und zeigte damit das Vorhandensein von Serumresten.

4.2 Methodische Analysen

4.2.1 Einfluss des pH-Wertes auf die Konzentrationsbestimmung

Vor Beginn der Messungen von Patientenproben wurde der Einfluss des pH-Wertes
auf die Ergebnisse des Luminex™ Multiplex-Assays untersucht. Dazu wurde eine L6-
sung aus mehreren bekannten Interleukinen in verschiedenen Verdinnungen mit allen
drei Kits gemessen. Zusatzlich wurden alle Verdiinnungen mit 0,1 M Salzsaure bzw.
Tris-Puffer auf drei unterschiedliche pH-Werte eingestellt: pH 4; pH 7; pH 9.
Beispielhaft sind in Tabelle 4 die Konzentrationen von IL-15 und deren Veran-
derungen bei verschiedenen pH-Werten aufgetragen. Diese zeigten, dass saure pH-

Werte die Messergebnisse erheblich beeinflussen kénnen, was sich in deutlich niedri-
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geren Konzentrationen als unter neutralen oder leicht basischen Bedingungen messbar,
niederschlagt. Basische pH-Werte zeigten dagegen keinen Einfluss auf die Konzentra-
tionsbestimmungen. Alle anderen Parameter, die in Bezug auf den Einfluss des pH-
Wertes auf ihrer Quantifizierbarkeit untersucht wurden (MPO, sICAM-1, sVCAM-1, MIF,
sFas, sFasL, tPAI-1, IFN-y, IL-10, IL-13), verhielten sich analog, so dass alle zu mes-

senden Urinproben initial auf einen pH-Wert von 7-8 eingestellt wurden.

Tabelle 4: Quantifizierung von IL-15 [pg/ml] in Abhangigkeit vom pH-Wert

Verdinnung pH 4 pH 7 pH9
Original 33,16 109,85 115,57
1:2 24,05 74,97 67,06
1:4 11,15 45,88 34,91
1:8 * 23,44 19,42
1:16 * 8,15 8,81
1:32 * * *
1:64 * * *

* unterhalb der Nachweisgrenze von 3,2 pg/ml

4.2.2 Ausschluss der Parameter, die mit dem Luminex™ Multiplex-Assay im

Urin nicht nachzuweisen sind

Begonnen wurden die Messungen mit 22 Parametern, die alle in Abschnitt 3.2.1 Tabel-
le 3 aufgefiihrt sind. IP-10 wurde erst ab dem 5. Durchlauf in das zu analysierende
Proteinspektrum aufgenommen. Die Parameter IL-2, -7, -13, -17, IFN-y, E-Selectin und
MPO wurden nach vier Durchlaufen mit 12 Transplantationspatienten und insgesamt
156 verschiedenen Urinproben aus dem Testsystem herausgenommen, da sie in samt-
lichen Messungen entweder oberhalb oder unterhalb des durch den Hersteller definier-
ten Messbereiches lagen.

In keiner der 156 Proben konnte IL-2 detektiert werden. Die gemessenen Fluo-
reszenzwerte traten nie aus den Hintergrundwerten heraus. Ebenso verhielten sich die
Ergebnisse der IL-7-, -13-, -17- sowie der IFN-y-Bestimmung. Lediglich 5 der 156 Pro-
ben pro Parameter zeigten geringe nachweisbare Konzentrationen tber 3,2 pg/ml —
der unteren Nachweisgrenze. Auch sE-Selectin musste aus den Messungen heraus-
genommen werden, da insgesamt nur 40 Proben Uber der unteren Nachweisgrenze
von 0,08 ng/ml lagen. Die Werte fir MPO gingen in tber 50% der Proben Uber den
oberen Messbereich von 50.000 pg/ml hinaus. Ein Verdiinnen der Proben war in die-
sem Multiplex-Assay grundsatzlich nicht mdglich, da sonst die Konzentrationen der

meisten anderen Parameter aus dem Messbereich gefallen wéren.
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4.2.3 Nachweisbarkeit der verbliebenen 16 Parameter

Wie bereits unter 4.2.2 dargestellt, wurden einige Parameter aus den Kits eliminiert, da
sie unter den gegebenen Bedingungen im Urin dieser Patienten nicht nachweisbar
waren oder permanent oberhalb des fur die entsprechenden Parameter definierten
Messbereiches lagen. In der folgenden Tabelle 5 sind alle 16 in den Kits verbliebenen
Parameter aufgefuhrt. Zusatzlich ist gezeigt, wie haufig das jeweilige Protein in den
drei Patientengruppen Uberhaupt messbar war, also im vorgegebenen Konzentrations-
bereich, verglichen mit der Gesamtanzahl der gemessenen Proben, lag. Dieser Ver-
gleich ist beispielhaft fir den AbstoRungstag in den Rejektionsgruppen bzw. fir den
sechsten postoperativen Tag in der SGF-Gruppe dargestellt. Diese Gegeniiberstellung
demonstriert die eingeschrankte Messbarkeit von sFasL, TNF-a, IL-10, IL-18 und IL-15

im Urin mit den verwendeten Luminex™ Multiplex-Assays.

Tabelle 5: Nachweisbarkeit aller Parameter innerhalb der drei TX-Gruppen

Parameter SGF SSAR SRAR Insgesamt
IL-6 15/15 21/21 11/11 47147
IL-8 16/16 21/21 11/11 48/48
sICAM-1 16/16 20/21 9/11 45/48
sVCAM-1 16/16 21/21 11/11 48/48
sFas 16/16 21/21 11/11 48/48
sFasL 1/16 3/21 3/11 7148
IL-1ra 16/16 21*/21 11*/11 48/48
TNF-a 3/16 4/21 7/10 14/47
IL-10 1/16 5/21 5/11 11/48
IL-1a 8/16 14/21 11/11 33/48
IL-1B 1/15 4/20 4/9 9/44
IP-10 13/13 16/16 8*/8 37/37
MIF 16/16 21/21 11/11 48/48
tPAI-1 13/15 21/21 11/11 45/47
MIP-1a 11/16 14/21 11/11 36/48
IL-15 8/16 10/21 7/11 25/48

* definiert die Parameter, deren Werte teilweise oberhalb des fur den entsprechenden
Parameter definierten Messbereiches des Kits lagen.

4.2.4 Intra- und Inter-Assay Varianzen

Die Prézision der verwendeten Multiplex-Assays wurde mit Hilfe von Intra- und Interas-
say Varianzen aller 16 verbliebenen, im Urin messbaren Parameter untersucht.

Zur Ermittlung der Intra-Assay Varianzen wurden jeweils zwei Proben aus der mitgelie-
ferten Standardreihe ausgewahlt und viermal aufgetragen. Da bekannt ist, dass die

Abweichungen bei geringeren Werten/Konzentrationen gréf3er sind als bei héheren,
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wurden aus den Standardreihen jeweils eine Probe mit hoher und eine mit niedriger
Konzentration ausgewahlt. Fur die Inter-Assay Varianzen wurden ebenfalls jeweils ein
hoher und ein niedriger Wert der Standardreihe aus sechs verschiedenen Assays einer
Charge bericksichtigt. Aus den gemessenen Konzentrationen wurden Mittelwerte und
Standardabweichungen berechnet und daraus Varianzkoeffizienten ermittelt, die alle in
Tabelle 6 aufgeflhrt sind. Sie entsprechen weitgehend den vom Hersteller ermittelten

Varianzen.

Tabelle 6: Intra-Assay und Inter-Assay Varianzen

Die Verdunnungen beziehen sich auf die Originalkonzentrationen der im Kit mitgeliefer-
ten Standards (fur sICAM-1 und sVCAM-1 250.000 ng/ml; fur tPAI-1, sFasL, sFas und
MIF 50.000 pg/ml und fur die Ubrigen Parameter 10.000 pg/ml). Da die Parameter mit
zwei verschiedenen Kits gemessen wurden, sind die Verdinnungsstufen ebenfalls ver-
schieden.

Parameter Intra-Assay Varianz [CV%] Inter-Assay Varianz [CV%)]
1:512 1:2 MW CV* 1:1024 1:4 MW CV*
tPAI-1 18,9 0,5 9,7 23,6 15 12,5
sFasL 11,8 0,5 6,2 17,7 1,4 9,6
sFas 15,4 2,5 9,0 23,1 2,3 12,7
MIF 10,7 3,3 7,0 12,7 3,6 8,1
sICAM-1 15,2 1,0 8,1 21,5 2,7 12,1
sVCAM-1 7,3 4.4 5,9 14,3 2,0 8,1
1:250 1:2 MW CV* 1:625 1.5 MW CV*
IL-1a 3,4 4,7 4,0 13,2 5,2 9,2
IL-1B 6,5 6,5 6,5 12,4 6,8 9,6
IL-1ra 10,9 8,1 9,5 13,3 51 9,2
IL-6 3,9 3,8 3,9 18,1 1,6 9,8
IL-8 4,2 1,7 2,9 15,0 1,6 8,3
IL-10 2,9 115 7,2 18,1 6,4 12,2
IL-15 1,8 8,5 51 11,1 3,4 7,2
IP-10 3,3 3,3 3,3 8,9 3,8 6,4
MIP-1a 8,3 9,4 8,8 14,8 25 8,6
TNF-a 4,0 2,6 3,3 12,8 1,4 7,1

*MW CV — Mittelwert der Varianzkoeffizienten

4.2.5 Untersuchung von Kontrollgruppen zur Ermittlung des Einflusses eines

Harnwegsinfektes auf die Konzentration der untersuchten Parameter

Um den Einfluss eines Harnwegsinfektes (HWI) auf das immunologische Muster im
Urin zu bestimmen, wurden bei 14 Patienten mit einer nachgewiesenen Entziindung
des Urogenitaltraktes alle 16 im Urin nachweisbaren Parameter bestimmt. Zusatzlich
wurde der Urin von 14 gesunden Probanden untersucht, um fir jeden Parameter einen

gegebenenfalls vorhandenen nicht pathologischen Basiswert zu erhalten. Tabelle 7
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zeigt die medianen Konzentrationen beider Kontrollgruppen gegeniibergestellt. Zusétz-
lich wurden mittels ROC-Analysen die Parameter ermittelt, die eine Unterscheidung
zwischen der gesunden Probandengruppe und der Gruppe mit Harnwegsinfekt zulie-
Ren. So waren die Flachen unter der ROC-Kurve (AUC) von IL-8, sFas, IL-1ra, IL-1a,
IP-10 sowie MIP-1a bei einem p-Wert <0,05 zwischen 0,788 und 1 (Tabelle 7). Dar-
aus lasst sich schlussfolgern, dass diese Parameter signifikant hdhere Konzentrationen
in der Gruppe mit Harnwegsinfekt als in der Gruppe gesunder Probanden aufwiesen
und daher zur Differenzierung dieser beiden Gruppen herangezogen werden kdnnen.
Bei drei weiteren Parametern wurden Konzentrationen oberhalb der Nachweisgrenze
gemessen, die allerdings keine Unterschiede in den zwei Gruppen zeigten: sICAM-1,
sVCAM-1 und MIF. Die medianen Konzentrationen aller anderen Marker lagen in bei-

den Kontrollgruppen jeweils unterhalb der Nachweisgrenze.
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Tabelle 7: Analyse beider Kontrollgruppen sowie Ermittlung der Urinparameter,
die Hinweise auf einen Harnwegsinfekt geben

Die Konzentrationen sind in pg/ml, bzw. in ng/ml fir sICAM-1 und sVCAM-1 angege-
ben. 3,2 bzw. 12,2 pg/ml sind die vom Hersteller vorgegebenen unteren Nachweisbar-
grenzen der jeweiligen Parameter.

Gesund HWI ROC-Analyse
Parameter Median (Q1-Q3) Median (Q1-Q3) AUC (95% KI) p-Wert
IL-6 <3,2 0,656
<32 (<3,2-9,56) (0,449-0,863) 0,161
IL-8 2,29 234,6 1 0.001
(0-8,05) (114,8-1980,4) (1-1) :
SICAM-1 1,89 1,15 0,219 0.012
(1,51-2,76) (0,51-1,53) (0,035-0,404) :
sVCAM-1 0,9 0,66 0,401 0.370
(0,5-1,23) (0,25-1,12) (0,184-0,617) :
sFas 31,14 90,10 0,939 0.001
(11,93-44,82) (61,07-167,7) (0,853-1,025) :
sFasL 0,536
<12,2 <12,2 (0.319.0,753) 0,748
IL-1ra 1791,1 >10000 0,796 0.008
(722,4-2365) (4393,7->10000) (0,608-0,984) '
TNFa 0,571
<3.2 <3.2 (0,356-0,787) 0,520
IL-10 0,500
<32 <32 (0,282-0,718) 1.0
IL-1a <3,2 16,70 0,952 0.001
(<3,2-3,74) (9,11-62,11) (0,854-1,049) :
IL-1B 0,571
<3,2 <3,2 (0.356.0,787) 0,520
IP-10 11,40 98,65 0,788 0.009
(3,49-30,14) (11,49-961,1) (0,613-0,964) :
MIF 475,4 735,3 0,643 0.198
(171,1-878,5) (463,9-1096,8) (0,431-0,855) '
tPAI-1 0,571
<12,2 <12,2 (0.356.0,787) 0,520
MIP-1a 8,26 0,893
<3.2 (5,99-12,53) (0,758-1,027) 0,001
IL-15 <3,2 0,679
<32 (<3,2-4,76) (0,475-0,882) 0,108

Q1-Q3: Interquartilsabstand; AUC (95%KIl): area under the curve mit 95% Konfidenzin-
tervall

Im nachsten Schritt wurde geprdift, inwiefern ein Harnwegsinfekt die Diagnose
einer akuten AbstoRungsepisode beeinflusst bzw. ob sich die funf untersuchten Patien-
tengruppen (gesund, HWI, SGF, SSAR und SRAR) in ihren Konzentrationen unter-
scheiden lassen. Dazu wurden die medianen Konzentrationen (fir SGF am 6. postope-
rativen Tag, fur SSAR und SRAR am Abstol3ungstag) gegenubergestellt (Tabelle 8).
Dabei zeigte sich bei den meisten Parametern ein konstanter Anstieg der Konzentrati-
onen Uber die finf Gruppen. Die Analyse nach Kruskal-Wallis bestatigte, dass auf3er
SICAM-1 und sFasL alle Parameter deutliche Konzentrationsunterschiede in den ein-

zelnen Patientengruppen zeigten und somit eine Differenzierung erméglichen, vor al-
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lem zwischen einem Harnwegsinfekt und einer akuten Abstof3ung. Die entsprechenden

p-Werte sind in Tabelle 8 aufgelistet.

Tabelle 8: Gegentiberstellung der Konzentrationswerte aller funf Patientengrup-
pen (Gesund, HWI, SGF, SSAR und SRAR)

Die Konzentrationen sind in pg/ml bzw. in ng/ml fr sICAM-1 und sVCAM-1 angegeben.
3,2 bzw. 12,2pg/ml sind die vom Hersteller vorgegebenen unteren Nachweisbargren-
zen der jeweiligen Parameter. Die p-Werte sind nach Kruskal-Wallis berechnet.

Gesund HWI SGF SSAR SRAR
Median Median Median Median Median p-
(Q1-Q3) (Q1-Q3) (Q1-Q3) (Q1-Q3) (Q1-Q3) Wert
IL-6 <32 9,49 106,7 105,5
<3,2 (<3,2-9,56) (6,07-23,64) (425-2142) (55282365 0001
IL-8 2,29 234,6 67,09 227,9 309,6 <0001
(0-8,05) (114,8-1980,4)  (27,07-196,0)  (104,6-808,3)  (150,9-2000) '
SICAM- 1,89 1,15 1,47 1,80 2,36 0210
1 (1,51-2,76) (0,51-1,53) (0,57-2,64) (0,59-3,16) (0,63-4,94) '
SVCAM- 0.9 0,66 8,82 14,05 21,38 <0001
1 (0,5-1,23) (0,25-1,12) (2,52-16,91) (7,42-25,74) (8,51-28,57) '
sFas 31,14 90,10 140 310,6 1226,3 0001
(11,03-44,82)  (61,07-167,7) (84,35-240,1)  (183,5-447,4)  (219,8-2249,9) '
sFasL <12,2
<12,2 <12,2 <12,2 <12,2 (<12,2-11,75) 0,193
IL-1ra 1791,1 >10000 487,0 7255 1961,3 <0001
(722,4-2365,0)  (4393,7->10000)  (156,7-1133,1)  (551,8-2780,8)  (809,3-3451,1) '
TNF-a <32 <32 9,14
<32 <32 (<3,2-4,21) (<3,2-3,64) (<32'2313 0001
IL-10 <32 <32
<32 <32 <32 (<3530, (<32.202) 0,001
IL-1a <32 16,70 3,62 4,03 6,35 0001
(<3,2-3,74) (9,11-62,11) (<3,2-8,63) (<3,2.14,96) (4,84-65,9) '
IL-1B 3,21
<32 <32 <32 <32 (<37 18) 0,004
IP-10 11,40 98,65 83,80 400,6 41217 0001
(3,49-30,14)  (11,49-961,1) (33,03-138,7)  (57,7-1258,8)  (827,8-7684.8) '
MIF 4754 7353 1667,1 867,2 3498,4 0.002
(171,1-878,5)  (463,9-1096,8)  (699-2787,8)  (404,8-22156) (1670,8-8566,9)
tPAI-1 30,59 1484 2745
<12.2 <12.2 (20231054)  (532-2902)  (106,4-425) 001
MIP-1a 8,26 4,81 5,97 34,06
<3,2 (5,99-12,53) (<3,2-16) (<32-12,44)  (1823138.4) 0001
IL-15 <3,2 <3,2 <3,2 4,38
<32 (<3,2-4,76) (<3,2-4,1) (<3,2:3,5) (<3211,17) 2010

Q1-Q3: Interquartilsabstand

4.3

Ermittlung allgemeiner Rejektionsmarker

Eines der Hauptziele dieser Arbeit war es Parameter zu finden, die im Urin eine akute
AbstoRung anzeigen. Dazu wurden im Folgenden die beiden AbstoRungsgruppen
(SSAR und SRAR) fir die statistische Analyse zusammen betrachtet, so dass insge-
samt 18 Patienten mit stabiler Transplantatfunktion (SGF) 36 AbstoRungspatienten
gegenubergestellt wurden. Zur Analyse wurden alle 14 Parameter bericksichtigt, die
im Kruskal-Wallis Test eine signifikante Unterscheidung aller funf Patientengruppen
(kein HWI, HWI, SGF, SSAR und SRAR) zulie3en (Tabelle 8).
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Zur Ermittlung der allgemeinen Rejektionsmarker wurde der Mann-Whitney-U Test, der
zur Differenzierung von zwei Patientengruppen herangezogen werden kann, durchge-
fuhrt. Dieser zeigte fir neun Marker (IL-6, IL-8, sVCAM-1, sFas, IL-1ra, IL-10, IL-1B,
IP-10 und tPAI-1) einen signifikanten Unterschied zwischen einer stabilen Transplan-
tatfunktion und einer akuten AbstoRungsepisode. Zusatzlich waren die Konzentrations-
anstiege von IL-6, IL-8, sVCAM-1, sFas, IL-1ra, IP-10 und tPAI-1 in der Rejektions-
gruppe bereits einen Tag vor klinisch diagnostizierter Rejektion statistisch signifikant.

Zur Abschatzung der Sensitivitdt wurden fir alle ermittelten Rejektionsmarker
ROC-Kurven generiert. Die Flachen unter den ROC-Kurven (AUC — area under the
curve) sowie die geschatzten 95% Konfidenzintervalle (95%KIl) sind in Tabelle 9 auf-
gefuihrt. Ein statistisch signifikanter Zusammenhang liegt vor, wenn das 95% Konfi-
denzintervall den Wert 0,5 nicht enthalt. Daher ergibt sich fur IL-8, sSVCAM-1, IL-10 und
IL-18 eine eingeschrankte Aussagekraft eine akute Rejektion am AbstoRungstag anzu-
zeigen. Fur sVCAM-1 ist ebenso die Sensitivitat eine AbstoRung einen Tag vor klini-
scher Manifestation vorherzusagen herabgesetzt.

Tabelle 9: Analyse allgemeiner Rejektionsmarker

Stabile Transplantatfunktion versus AbstoRungsreaktion

Parameter AUC (95%KI)
Am AbstoBungstag IL-6 0,858 (0,736-0,979)
IL-8 0,674 (0,477-0,870)
sVCAM-1 0,635 (0,446-0,825)
sFas 0,767 (0,602-0,933)
IL-1ra 0,729 (0,548-0,910)
IL-10 0,667 (0,492-0,842)
IL-1B 0,646 (0,467-0,825)
IP-10 0,767 (0,613-0,921)
tPAI-1 0,757 (0,600-0,914)
Einen Tag vor AbstoRung IL-6 0,749 (0,597-0,901)
IL-8 0,730 (0,556-0,904)
sVCAM-1 0,643 (0,465-0,820)
sFas 0,735 (0,568-0,902)
IL-1ra 0,717 (0,557-0,877)
IP-10 0,690 (0,519-0,862)
tPAI-1 0,720 (0,540-0,900)

Um den Konzentrationsunterschied bestimmter Urinmarker zwischen stabiler Trans-
plantatfunktion und akuter AbstofRung graphisch zu verdeutlichen, sind in Abbildung 6
exemplarisch die Boxplots von sechs Rejektionsmarker, die sowohl am Tag der Absto-

Bung als auch bereits einen Tag vorher signifikante Unterschiede zeigten, dargestellt.
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Abbildung 6 (a-f): Biomarker, die bereits einen Tag vor klinisch manifester Ab-
stofRung eine Rejektion anzeigen

Weil3e Boxplots signalisieren den Abstof3ungstag, graue Boxplots den Tag vor der Ab-
stof3ung. ,0“ kennzeichnet Ausreil3erwerte. Weitere Ausreil3erwerte, die Gber dem an-
gegebenen Messbereich liegen, sind aus Griinden der Ubersichtlichkeit nicht darge-
stellt: (IL-6: 3.Boxplot: 1111 and 2852 pg/ml, 4.Boxplot: 550, 616 and 858 pg/ml; IL-8:
3.Boxplot: 2755 and 5914 pg/ml, 4.Boxplot: 2411, 3305 and 5782 pg/ml; sVCAM-1:
3.Boxplot 176 ng/ml, 4.Boxplot 116 ng/ml; tPAI-1: 3.Boxplot: 1614, 2685 and 4573
pg/ml, 4.Boxplot: 1215, 3257 and 3278 pg/ml. Der 3. Boxplot entspricht den Patienten
mit akuter AbstoBung einen Tag vor klinischer Manifestation und der 4. Boxplot repra-
sentiert AbstoRungspatienten am Tag der Rejektion.)
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Zur Vervollstdndigung der statistischen Analyse wurden univariate und multiva-
riate logistische Regressionsanalysen mit allen im Mann-Whitney-U Test signifikanten
Rejektionsmarkern berechnet. Diese zeigten bei Betrachtung aller Parameter im mul-
tivariaten Modell (schrittweise Selektion der Parameter) lediglich einen signifikanten
Effekt von IL-6 und einen sehr geringen Effekt von IL-8 zur Diagnose einer akuten Ab-

stoBungsreaktion. Die vollstandige Analyse ist in Tabelle 10 zusammengestellt.

Tabelle 10: Berechnung univariater und multivariater Modelle zur Unterschei-
dung einer stabilen Transplantatfunktion von einer akuten Rejektion

Univariate Modelle Multivariates Modell
Parameter Regressions-  Standard- p- Regressions-  Standard- p-
koeffizient fehler Wert koeffizient fehler Wert
IL-6 0,034 0,013 0,007 0,045 0,018 0,011
IL-8 0,001 0,001 0,143 -0,001 0,001 0,106
sVCAM-1 0,052 0,032 0,098 -
sFas 0,005 0,003 0,052 -
IL-1ra 0,001 0,001 0,054 -
IL-10 4,628 295,3 0,987 -
IL-1B 4,142 279,8 0,988
IP-10 0,004 0,003 0,105 -
tPAI-1 0,013 0,006 0,018 -
Konstante -1,225 0,654 0,061

4.4  Analysen zur Differenzierung der AbstoRungsepisode

Klinisch wird die Steroid-sensitive von der Steroid-resistenten akuten Rejektion unter-
schieden, die jeweils ein unterschiedliches Therapieregime nach sich ziehen. An Hand
des Mann-Whitney-U-Tests konnte belegt werden, dass mit Beginn des ersten Auftre-
tens von klinischen Symptomen im Zuge einer akuten Abstol3ung diese Differenzierung
mittels bestimmter Parameter ebenfalls mdglich ist. So zeigten sFas, TNF-a, MIF und
MIP-1a in der SRAR-Gruppe signifikant hthere Konzentrationen als in der SSAR-
Gruppe. Bei MIP-1a war die Differenzierung bereits einen Tag vor klinisch diagnosti-
ziertem Beginn der Rejektion moglich. Fir diese Berechnungen wurden nur die beiden
AbstoRRungsgruppen mit folgenden Patientenzahlen betrachtet: SSAR mit n = 23 und
SRAR mit n= 13. In Tabelle 11 sind die FlAchen unter den ROC-Kurven sowie die ge-
schatzten 95% Konfidenzintervalle aller signifikanter Differenzierungsmarker aufgelistet.
Diese Analysen bestatigen, dass sFas, TNF-a, MIF und MIP-1a mit einer hohen Sensi-

tiviat AbstoRungsepisoden differenzieren kdnnen.
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Tabelle 11: Analyse von Differenzierungsmarker zur Unterscheidung einer Stero-

id-sensitiven von einer Steroid-resistenten AbstoRungsreaktion

Steroid-sensitive versus Steroid-resistente Abstofung

Parameter AUC (95%K)
Am AbstofRungstag sFas 0,723 (0,521-0,925)
TNF-a 0,727 (0,528-0,926)
MIF 0,719 (0,518-0,919)
MIP-1a 0,742 (0,559-0,926)
Einen Tag vor AbstolRung MIP-1a 0,740 (0,571-0,908)

AUC (95%KI): area under the curve mit 95% Konfidenzintervall
Die graphischen Darstellungen, die diese Signifikanzen unterstreichen, sind in Form

von Boxplots in Abbildung 7 zu sehen.
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Abbildung 7 (a-d): Graphische Darstellung der Differenzierungsmarker

Das Symbol ,0“ kennzeichnet Ausreil3erwerte. Jeweils zwei weitere Ausreil3erwerte
Uber dem ersten (260 pg/ml und 398 pg/ml) sowie Uber dem zweiten Boxplot (298
pg/ml und 575 pg/ml) in Abbildung 7d liegen aulRerhalb des gegebenen Messbereiches,
der aus Griinden der Ubersichtlichkeit begrenzt wurde.
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Im Anschluss wurden ebenfalls von allen signifikanten Differenzierungsmarkern
univariate und multivariate Modelle mit Hilfe von logistischen Regressionsanalysen
berechnet. Diese zeigten bei Betrachtung aller Parameter in der multivariaten Analyse
mit schrittweiser Selektion der Parameter einen signifikanten Effekt von sFas bei der
Unterscheidung der Steroid-sensitiven von der Steroid-resistenten Abstof3ung. Die

vollstandige Analyse ist in Tabelle 12 zusammengestellt.

Tabelle 12: Berechnung univariater und multivariater Modelle zur Differenzierung
SSAR und SRAR

Univariate Modelle Multivariates Modell
Parameter Regressions- Standard- Regressions- Standard-
koeffizient fehler p-Wert koeffizient fehler p-Wert
sFas 0,002 0,001 0,022 0,002 0,001 0,022
TNF-a 0,085 0,045 0,060 -
MIF 0,001 0,001 0,168 -
MIP-1a 0,001 0,001 0,426 -
Konstante -1,814 0,640 0,005

4.5 Zusammenfassung der statistischen Analyse

Die Parameter sFasL, sICAM-1 und IL-15 zeigten weder wéhrend eines Harnwegsin-
fektes, noch wéhrend einer akuten Abstolung oder einer Steroid-resistenten Absto-
Bung eine Elevation ihrer Konzentrationen im Urin und wurden daher als unspezifisch
klassifiziert. Alle anderen Parameter konnten entweder den HWI-, den allgemeinen
Rejektions- und/oder den Differenzierungsmarkern zugeordnet werden. Zusammenfas-
send zeigt Tabelle 13, welche Parameter eine akute AbstoRung bzw. eine Steroid-
resistente AbstoRung anzeigen und somit eine diagnostische Relevanz haben kdnnten.
Zu berucksichtigen ist, dass die Konzentrationen einiger Marker auch bei Harnwegsin-
fekten erhoht sein kénnen. Diese zeigten allerdings in der statistischen Analyse gerin-

gere Konzentrationen im Vergleich zu einer akuten Abstol3ung.

Tabelle 13: Zusammenfassende Darstellung aller relevante Biomarker

HWI- Allgemeine Rejekti- Differenzierungs- unspezifische
Marker onsmarker Marker Marker
IL-8 IL-6 sFas sICAM-1

sFas IL-8 TNF-a sFasL
IL-1ra sVCAM-1 MIF IL-15
IL-1a sFas MIP-1a
IP-10 IL-1ra
MIP-1a IL-10

IL-1B

IP-10

tPAI-1
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4.6 Korrelationsanalyse

In einem weiteren Schritt wurde die Korrelationsstruktur der signifikanten Rejektionspa-
rameter untersucht. Dazu wurden alle Korrelationskoeffizienten nach Spearman’s Rank
berechnet (Tabelle 14). Da alle Koeffizienten gréRer Null waren, kann die Aussage
getroffen werden, dass die Konzentrationen aller Rejektionsmarker gleichsinnig verlie-
fen. Der starkste Zusammenhang befand sich zwischen IL-6 und IL-8, aber auch tPAI-1

zeigte zu allen andern Marker eine hohe Korrelation.

Tabelle 14: Untersuchung der Korrelationsstruktur der einzelnen Parameter

Bedeutung der Korrelationskoeffizienten: 0,0-0,2 kein bis geringer Zusammenhang;
0,2-0,5 schwacher bis maRiger Zusammenhang; 0,5-0,8 deutlicher Zusammenhang;
0,8-1,0 hoher bis perfekter Zusammenhang

IL-6 IL-8 sVCAM-1 sFas IL-1ra IL-10 IL-18 IP-10 tPAI-1
IL-6 1 0,865 0,492 0,731 0,598 0,645 0,520 0,519 0,781
IL-8 1 0,485 0,655 0472 0,633 0,556 0,472 0,771
sVCAM-1 1 0,501 0,209* 0,464 0,283* 0,405 0,532
sFas 1 0,591 0,577 0,413 0,518 0,788
IL-1ra 1 0,466 0,382 0,425 0,655
IL-10 1 0,722 0,422 0,656
IL-18 1 0,475 0,572
IP-10 1 0,641
tPAI-1 1

* nicht signifikant

4.7  Analyse moglicher Confounder

Confounder in Bezug auf die Analyse von Rejektionsmarker sind Stdrfaktoren, die Ein-
fluss auf die Diagnose ,akute Rejektion“ haben. Mit Hilfe multivariater logistischer Re-
gressionsanalysen kénnen diese bestimmt bzw. ausgeschlossen werden. Diese Kalku-
lationen wurden fur das Alter, fir das Geschlecht, fur die Anzahl der Mismatches sowie
fur die Erkrankung, die zur terminalen Niereninsuffizienz fihrte, durchgefuhrt. Alle ge-
nannten Patientenmerkmale hatten keinen Einfluss auf die Zielgrofie ,akute Absto-

Rung“ und konnten somit als mdgliche Confounder ausgeschlossen werden.

4.8 Vergleich der zeitabhdngigen individuellen Konzentrationsverldufe am
Beispiel von IP-10

Die Konzentrationen innerhalb einer Patientengruppe zeigten erwartungsgemal grofRe

Schwankungen zwischen den einzelnen Patienten. Um nun eine individuelle Konzent-

rationserhéhung im Urin eines Patienten feststellen zu kénnen, wurde den individuellen

Verlaufen daher bereits theoretisch eine gréRere Bedeutung zugemessen. Die folgen
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den Abbildungen zeigen am Beispiel von IP-10 trotz der zwischen den individuellen
Patienten existierenden unterschiedlichen Konzentrationen auffallige RegelmaRigkei-
ten im Verlauf der Graphen innerhalb einer Patientengruppe. Patienten mit stabiler
Transplantatfunktion zeigten teilweise einen Anfangspeak bis maximal zum flnften
postoperativen Tag, der dann rasch auf einen Basiswert fiel. Die gezielte Betrachtung
der vier Patienten mit einem anféanglichen Peak erbrachten keine Gemeinsamkeiten
bzgl. der Patientenmerkmale. Die meisten Patienten allerdings wiesen einen relativ
gleichmaiigen Verlauf ohne grof3e Konzentrationsschwankungen auf mit Werten <500
pg/ml (Abbildung 8a). Die Mehrheit der Patienten mit einer akuten Absto3ungsepiso-
de zeigten ihr Konzentrationsmaximum (Werte >1000 pg/ml) am Tag bzw. am Vortag
der Klinisch detektierten Rejektion. In der Gruppe mit Steroid-sensitiver Abstof3ung
,nhormalisierten“ sich allerdings die gemessenen Konzentrationen schnell nach Steroid-
Bolustherapie auf Werte <500 pg/ml (Abbildung 8b). Im Vergleich dazu fehlte bei Pa-
tienten mit einer Steroid-resistenten AbstofRungsepisode dieser schnelle Konzentrati-
onsabfall nach initialer Steroid-Bolustherapie. Erst durch die Zugabe eines polyklona-
len Antikdrpers (Thymoglobulin und/oder ATG) wurde der Abfall von IP-10 erreicht
(Abbildung 8c).
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Abbildung 8 (a-c): Individuelle zeitliche Konzentrationsverlaufe von IP-10 in den
drei Patientengruppen SGF, SSAR und SRAR

Gezeigt sind die individuellen Verlaufe aller drei Patientengruppen fur die ersten 16
postoperativen Tage im Falle einer stabilen Transplantatfunktion (a). Bei den Patienten
mit akuter AbstoRung (b und c) wurde der AbstoRungstag auf Tag 8 adjustiert und je-
weils die Konzentrationen an den sieben vorausgehenden und den acht folgenden Ta-
gen graphisch dargestellt. Da IP-10 erst spéter in das Analysespektrum aufgenommen
wurde, sind insgesamt nur 42 Patienten graphisch dargestellt.
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5 Diskussion

Die Anzahl der Patienten auf der Warteliste zur Nierentransplantation steigt aufgrund
der zunehmenden Lebenserwartung stetig an. Trotz der zunehmenden Anzahl an Le-
bendspenden reichen die derzeit durchgefihrten Transplantationen bei weitem nicht
aus, um die Warteliste zu minimieren. Insgesamt wurden im Jahr 2009 2792 Nieren-
transplantationen in Deutschland durchgefuhrt. Dem stehen allerdings 3409 Patienten
gegenuber, die 2009 in die Warteliste neu aufgenommen wurden (Eurotransplant, Jah-
resbericht 2009). Das Problem der Organknappheit wird sich in den nachsten Jahren
nicht 16sen, sondern sich eher noch verscharfen. Daher ist es wichtig, ein bereits
transplantiertes Organ moglichst lange zu erhalten. Die Faktoren, die die Langzeitfunk-
tion eines transplantierten Organs einschréanken, sind vielféltig. Eine Ursache fir eine
Funktionseinschrankung kann die akute Rejektion sein. Daher ist es von groRRer Be-
deutung, diese friihzeitig zu erkennen und richtig zu therapieren, um den entstandenen
Schaden zu reduzieren bzw. sogar zu verhindern. Dazu sind exakte Verfahren not-
wendig, die routinetauglich sind und dem Patienten méglichst keinen Schaden zufiigen.
Diesen Anspruchen kann auch die derzeit als ,Goldstandard® bezeichnete Nadelbiop-
sie nicht gerecht werden.

Die vorliegende Arbeit sollte zeigen, dass es mdglich ist, mit einer routinetaugli-
chen Methode Biomarker im Urin zu ermitteln, die mit den klinischen und laborchemi-
schen Parametern einer Rejektion korrelieren. Im Anschluss weiterer Studien kénnte
sich der in der vorliegenden Arbeit entwickelte Ansatz letztlich zu einer diagnostischen

Alternative zur Biopsie entwickeln.

5.1 Urin als Analysemedium zur Diagnose einer Rejektion nach Nierentrans-

plantation

Bereits 1963 fand die Analyse von Urin zur Diagnose einer akuten Rejektion Verwen-
dung (Hume et al., 1963). Urin als Analysemedium hat viele Vorteile gegeniiber ande-
ren Medien (Clarke et al., 2003): So ist die Gewinnung von Urin absolut risikofrei, nicht
invasiv und fir den Patienten mit keinerlei Schmerzen oder Unannehmlichkeiten ver-
bunden. Urin ist zudem bis auf den Fall einer Anurie immer vorhanden. Der vorliegen-
den Arbeit lag die initiale Vorstellung zugrunde, dass Urin im Gegensatz zum Serum
aul3erdem praziser das pathologische Geschehen des gesamten Organs Niere reflek-
tiert. Dagegen sind durch Biopsien Pathologien nur ausschnittsweise darstellbar, da
nur jeweils eine Probe vom Oberpol und bzw. vom Unterpol der Nieren gewonnen wer-
den. Allerdings ist gerade ein anfanglicher Prozess in der Niere regional begrenzt, so
dass er der Erfassung mittels Biopsie entgehen kann. Serum- oder Plasmaanalysen

spiegeln die Proteinvielfalt verschiedenster Gewebe des Kérpers wider. Hinzukommt,
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dass allein Albumin und die 21 haufigsten Plasmaproteine schon 99% des Gesamtpro-
teins im Plasma reprasentieren. Dies erschwert die Suche nach den Krankheits-
spezifischen Biomarkern. Urin hingegen setzt sich aus ca. 70% in der Niere generier-
ten und 30% Plasmaproteinen zusammen und kann so genauer nierenspezifische Er-
krankungen besser abbilden (Thongboonkerd, 2008). Da die Anzahl der Proteasen im
Urin verglichen mit Plasma geringer ist, gilt Urin als stabiles Medium. Eine Ausnahme
besteht bei starker Proteinurie, wo Proteasen aus dem Plasma in den Urin Ubertreten
kénnen (Candela et al., 1998). Um die Analyse von Urinproben vergleichbarer zu ma-
chen, wurden von den Mitgliedern des Projektes ,HKUPP* (human kidney & urine pro-
teome project) Standardprotokolle zur Sammlung und Lagerung von Urinproben ent-
wickelt. Diese empfehlen u.a. die Verwendung des zweiten Morgenurins, das Anglei-
chen des pH-Wertes auf 8,0, die Vermeidung mehrfachen Auftauens, sowie das Zentri-
fugieren vor dem Einfrieren des Uberstandes um eine eventuelle Proteinvermehrung
durch vereinzelte Leukozyten oder Endothelzellen im Urin zu vermeiden. Zurlckbli-
ckend muss daher angefuihrt werden, dass die Prozessierung der Urinproben in der
vorliegenden Arbeit nicht ganz optimal ausgefuhrt wurde. Die Urinproben wurden bis
zum Eintreffen im HLA-Labor lediglich kihl gelagert (4°C) und erst zur Analyse unmit-
telbar nach dem Auftauen zentrifugiert.

Nachteilig stellen sich bei der Proteinanalyse im Urin die grof3en intra- und inter-
individuellen Unterschiede dar (Thongboonkerd, 2007). Um vermeidbare intraindividu-
ellen Differenzen (z.B. bedingt durch Trinkverhalten oder kérperliche Anstrengung) zu
minimieren, wurde der Urin fur diese Arbeit taglich zur gleichen Zeit und unter gleichen
Krankenhausbedingungen gesammelt. Trotzdem sind interindividuelle Varianzen nicht
zu vermeiden, die folglich bei der Interpretation der Ergebnisse berticksichtigt werden
missen (5.2). Ein weiteres Problem stellt die Manifestation von anderen Erkrankungen
im Urin dar, die zu einer Anderung der Konzentrationen von Proteinen filhren kénnen
(5.3).

5.2  Vorteile und Grenzen des Multiplex-Assays in der Routinediagnostik

Der verwendete Multiplex-Assay konnte aus rein praktischen Uberlegungen fiir die
tagliche Routinediagnostik grundséatzlich Verwendung finden: Das Luminex-Gerat steht
im HLA-Labor fur tagliche Messungen zur Verfiigung, und die Ergebnisse der entspre-
chenden Analysen kdnnen bereits am gleichen Tag vorliegen und gegebenenfalls zu
Therapieentscheidungen herangezogen werden. In der vorliegenden Arbeit wurden
aus Griinden der zeitlichen Konfiguration alle Assays mit Ubernachtinkubationszeiten
bearbeitet. Jedoch sind seitens des Herstellers auch kurzere Inkubationszeiten von 1-2
Stunden mdoglich. Die Inter- und Intraassay Varianzen des Bead-basierenden Assays

liegen alle im Bereich derer, die mittels ELISA gemessen wurden. Auch die Experimen-
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te von duPont und Mitarbeitern (2005) zeigten Luminex-Daten, u.a. fur IL-18, IL-6, IL-
10, IFN-y und TNF-a, die mit ELISA-Messungen vergleichbar waren. Der Kardinalvor-
teil gegentiber einem ELISA liegt allerdings darin, dass es der vorliegende Multiplex-
Assay durch die Bead-Technologie ermdéglicht, mehrere Parameter in nur einem An-
satz zu messen. Das spart Zeit und Probenmaterial. Diese Tatsache kann allerdings
insofern nachteilig sein, dass z.B. die Konzentration eines Parameters aus dem Mess-
bereich des Assays, der eigentlich fir die Serumanalyse entwickelt und hergestellt
wurde, herausfallt. Das Probenmaterial kann in einem solchen Fall nicht beliebig ver-
dinnt werden, da sonst andere Parameter aus dem Messbereich fallen wiirden. Tech-
nisch ist es aber dennoch mdglich, unter Berlcksichtigung der fiir das Medium
,Jrin“ relevanten Konzentrationsbereiche ein individuelles Kit mit allen rejektionsrele-
vanten Markern zusammen zu stellen.

Die vorliegenden Ergebnisse zeigen im Konsens mit der Literatur (Thongboon-
kerd, 2007), dass die Aussagekraft von absoluten Konzentrationsangaben erheblichen
Einschrankungen unterliegt und fur die Rejektionsdiagnosen eher der individuelle zeit-
liche Verlauf der Parameter im Urin eines Patienten Auskunft geben kann, wie in den
Abbildungen 8 (a-c) sichtbar. So ware das Festlegen von Grenzwerten mit einem Ver-

lust von Sensitivitdt oder Spezifitat verbunden.

5.3 Probleme, die sich aus der Rejektionsdiagnostik im Nierentransplantati-

onszentrum Halle ergeben

Im Nierentransplantationszentrum Halle wurde im angegebenen Studienzeitraum auf-
grund der Invasivitat haufig auf eine Biopsie zur Diagnose einer akuten AbstofRung
verzichtet. Anstelle dessen wurde die Diagnose an Hand einer Zusammenschau von
klinischen und laborchemischen Parametern im Urin und Serum gestellt. Unter ande-
rem basiert dieses Vorgehen auf eigenen Studien, die gezeigt haben, dass CRP-
Messungen im Urin sensitiver sind als die Biopsie selbst (Hamza et al., 2006). Daher
kann in der vorliegenden Arbeit die in der Literatur fast ausschlie3lich verwendete Kor-
relation mit dem Biopsieergebnis nicht geliefert werden. Allerdings existieren zuséatzlich
bereits erwahnte Studien, die den Verzicht der Nadelbiopsie ebenfalls unterstiitzen
(Lederer et al., 2003; Lasmar et al., 2005). Da die Biopsie dennoch als klinischer Gold-
standard gilt, kann nicht 100%ig ausgeschlossen werden, dass Patienten, die innerhalb
dieser Arbeit untersucht wurden, eventuell Gbertherapiert wurden, weil die aufgrund der
untersuchten Parameter (GFR, CREA CRP und uCRP) nahe liegende Rejektion, in der
Biopsie nicht nachzuweisen ware. Besonders bei Lebendspenden behandelt der Klini-
ker schneller und startet friihzeitig eine starkere Rejektionstherapie. Dadurch kdnnte
sich retrospektiv zeigen, dass Patienten urspringlich in Gruppen eingeordnet wurden,

denen sie de facto gar nicht entsprachen (SRAR statt SSAR). Diese letztlich nicht zu
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beweisende Vermutung basiert auf der Tatsache, dass in der SRAR-Gruppe im Ver-
gleich zu den anderen beiden Patientengruppen Uberproportional viele Lebendspenden
aufzufinden waren. Umso mehr zeigt sich hier der Bedarf einer nicht invasiven und
zuverlassigen Rejektionsdiagnostik.

Problematisch sind weitere Faktoren, die moglicherweise Einfluss auf die Kon-
zentrationsbestimmungen der Urinmarker haben kdnnten und in der vorliegenden Ar-
beit aufgrund der geringen Patientenzahl nicht naher untersucht werden konnten. In
diesem Zusammenhang kdnnten folgende Faktoren relevant sein: CMV-Infektion, sys-
temische Infektionen, Grunderkrankungen, verzdgerte Transplantatfunktionen sowie
kalte Ischamiezeiten. IL-8 zeigt beispielsweise erhthte Werte nach Reperfusion, die
sich in Abh&ngigkeit von der kalten Ischamiezeit darstellen (Araki et al., 2006). Fur das
proinflammatorische Zytokin IL-6 wurde bei verspéateter Transplantatfunktion ein verzo-
gerter Abfall der anféanglich erhéhten Konzentration im Urin beschrieben (Kaden und
Priesterjahn, 2000). Um eine mdgliche Beeinflussung der entsprechenden Proteinkon-
zentrationen zu untersuchen, musste theoretisch fir jeden mdglichen Einflussfaktor
eine gesonderte Gruppe gebildet werden, was eine sehr grol3e Anzahl von Patienten
voraussetzt. Dies war im Rahmen dieser Pilotarbeit jedoch nicht moglich.

5.4  Vergleich der Resultate mit den bisher publizierten Biomarkerdaten

Die Luminex™-Technologie findet in der Nierentransplantation bisher nur im Screening
von anti-HLA-Antikdrpern im Serum Verwendung (Lachmann et al., 2009). Die Bio-
markeranalysen vorangegangener Arbeiten wurden hingegen uUberwiegend mittels
ELISA oder durch Messen von mRNA-Kopien durchgefihrt.

Die vorliegende Arbeit erdffnet daher einen vielversprechenden Ansatz, durch
Messung der Urinparameter IL-6, IL-8, sVCAM-1, sFas, IL-1ra, IL-10, IL-1p3, IP-10 und
tPAI-1 eine akute AbstofRung zu erkennen. Etliche Proteine, die sich in der vorliegen-
den Arbeit als Rejektionsmarker heraushoben, zeigten zusétzlich erhdhte Urinkonzent-
rationen in der Kontrollgruppe mit einem Harnwegsinfekt im Vergleich zu gesunden
Probanden. Die statistische Analyse konnte aber zeigen, dass sich aul3er flr sFasL
und sICAM-1 die gemessenen Konzentrationen aller Patientengruppen, ob HWI oder
AR, voneinander unterschieden. So zeigten Parameter, die sowohl einen Harnwegsin-
fekt als auch eine akute Abstol3ung anzeigen, bei Rejektionen deutlich héhere Kon-
zentrationen als bei einem Harnwegsinfekt. Trotzdem sollte klinisch eine Entziindung
der Harnwege ausgeschlossen werden. Die erhéhten Basiswerte der SGF-Gruppe im
Vergleich zur gesunden Probandengruppe lassen sich durch die stressbedingte sowie
Immunsystem-aktivierende Situation nach einer Transplantation erklaren.

Die Parameter sFas, TNF-a, MIF und MIP-1a konnten zusatzlich zur Differen-

zierung zwischen Steroid-sensitiver und Steroid-resistenter Rejektion herangezogen
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werden. Die Steroidresistenz wird h&ufig durch eine humorale Rejektion hervorgerufen,
die mit einem geringeren Uberleben des Transplantates verbunden ist (Vargha et al.,
2006). Aus diesem Grund ist es sinnvoll diese Hochrisikopatienten frihzeitig zu erken-
nen, um alternative Therapien rechtzeitig anwenden zu kénnen. Allerdings sollte be-
sonders bei dieser Differenzierung der Anspruch an eine hohe Spezifitat gestellt wer-
den, denn die Steroidresistenz hat den Einsatz starker Immunsuppressiva zur Folge,
die mit einem breiten Spektrum an Nebenwirkungen einhergehen kénnen (Thrombozy-
topenie, Neutropenie, CMV-Infektion, Lungenaspergillose oder atypische Pneumonien
[Colak et al., 2008]). Bisherige Studien konnten nur durch Markierung von Cd4 im Biop-
tat humorale AbstoBungen nachweisen (Vargha et al., 2006)

Viele der untersuchten Parameter wurden bereits in der Vergangenheit von
Forschungsgruppen im Serum oder Urin als potentielle Rejektionsmarker erwahnt. Im
Folgenden werden alle rejektions- sowie differenzierungsrelevanten Biomarker disku-

tiert.

5.4.1 sFas

sFas konnte in der vorliegenden Arbeit sowohl eine akute Rejektion erkennen, als auch
diese differenzieren. So stiegen die sFas-Konzentrationen bereits einen Tag vor der
klinischen Manifestation einer Rejektion auf das 3,1-fache. Die Werte der SRAR-
Gruppe waren im Median 3,9-fach so hoch wie die der SSAR-Gruppe am Absto-
Bungstag. In der Literatur wird die Rolle von Fas-FasL widersprichlich diskutiert. In-
vitro-Experimente von Boonstra und Mitarbeitern (1997) an humanen proximalen Tubu-
lusepithelzellen (PTEC), die aus einer Transplantatbiopsie vor TX gewonnen wurden,
zeigten zwar eine vermehrte Anfarbbarkeit fiir sFas im Vergleich zu Kontrollzelllinien,
allerdings konnte nach Hinzugabe von anti-Fas-Antikdrpern keine Apoptose ausgeltst
werden. Die Autoren vermuteten zusatzliche regulatorische Proteine, die den Apopto-
sevorgang hemmen kdnnen. Sie schlussfolgerten daher eine eher untergeordnete Rol-
le von Fas-FasL wahrend einer akuten Rejektion. Die in-vivo-Situation liel3 sich durch
die Studien von Boonstra und Mitarbeitern allerdings nicht klaren. In zwei weiteren Ar-
beiten konnte erhéhte FasL-mRNA zum einen im Urin (Yannaraki et al., 2006) und zum
anderen im Transplantatbioptat (Graziotto et al., 2006) bei Patienten mit akuter Absto-
Bung im Vergleich zu stabilen Transplantatfunktionen nachgewiesen werden. Beide
Autorengruppen vermuteten daraus die Beteiligung des Fas-FasL-
Apoptosemechanismus wahrend einer akuten Rejektion. Zusammenfassend lassen die
vorliegenden Messungen und auch die erwdhnte Literatur einen Zusammenhang zwi-
schen erhdhten sFas-Proteinkonzentrationen im Urin und einer akuten Abstof3ung
vermuten. Aus der Sicht der vorliegenden Arbeit ist allerdings zu beachten, dass dieser

Konzentrationsanstieg nicht spezifisch ist, da sFas auch bei Harnwegsinfekten erhéht
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war. Dennoch wurden nicht die im Zuge von Rejektionen aufgetretenen Werte erreicht.
In der Arbeit von Yannaraki und Mitarbeitern (2006) war die FasL-mRNA im Urin auch
bei HWI und CAN (chronische Transplantatnephropathie) erhéht. Als Protein im Urin
konnte sFasL im Rahmen der vorliegenden Untersuchungen nur in einem Teil der Pro-

ben Gberhaupt nachgewiesen werden und ist somit kein sicherer Marker.

542 IL-1aundIL-1B

Sowohl IL-1a als auch IL-1 wurden im Urin von Patienten mit bakterieller Zystitis un-
tersucht (Candela et al., 1998). Beide zeigten erhthte Konzentrationen in messbarem
Ausmal}, wobei IL-13 starker mit der Leukozyturie korrelierte. Daher wurde seitens der
Autoren vermutet, dass IL-1a zumindest teilweise aus den Blasenepithelzellen stam-
men koénnte. Die in dieser Arbeit durchgeflhrten Untersuchungen zeigten fur das
Krankheitshild des HWI eine starke Abhangigkeit von IL-1a, wohingegen IL-18 in nur 2
von 14 HWI-Proben Uberhaupt nachweisbar war. In den Urinproben der transplantier-
ten Patienten zeigte sich nach statistischer Analyse IL-1B als potentieller Rejektions-
marker, allerdings mit der Einschrankung, dass nur 9/44 Proben am Abstol3ungstag
messbare Konzentrationen aufwiesen, wovon 8 Proben in der Rejektionsgruppe positiv
waren.

Auch in der Literatur wurde im Zusammenhang mit der Rejektionsdiagnostik
haufig nur IL-1B untersucht, da IL-1a bisher eher als Membran-assoziiertes Interleukin

bekannt war. Im Gegensatz dazu zirkuliert IL-18 vermehrt im Kreislauf (Dinarello, 1993).

5.4.3 IL-1ra

IL-1ra wird durch sein relatives Molekulargewicht von 17kDA frei durch die Niere filtriert.
Untersuchungen mit radioaktivem IL-1ra haben gezeigt, dass weniger als 3,2% mit
dem Urin ausgeschieden werden. Der weit Uberwiegende Anteil wird Uber die tubulare
Reabsorption in den Blutkreislauf zurtickgefuhrt (Arend, 1993). Teppo und Mitarbeiter
(1998) schlussfolgerten daraus, dass eine erhohte IL-1ra Sekretion mit einer Dysfunk-
tion der Tubuli einhergehen kénnte. Zusétzlich kann es durch infiltrierende Makropha-
gen gebildet werden (Oliveira et al., 1998), was erklaren konnte, warum dieses Protein
wahrend einer akuten Rejektion um das 2,8-fache erhdht und wahrend eines Harn-
wegsinfektes im Median sogar 50-fach erhdht im Urin messbar ist. Allerdings gilt IL-1ra
funktionell als antiinflammatorisches Molekl, welches die Wirkung von IL-1 unterdrickt.
Viele Studien unterstiitzen diese Aussage. So zeigten Teppo und Mitarbeiter (1998) in
der Rejektionsgruppe niedrigere Werte von IL-1ra im Urin als in der rejektionsfreien
Gruppe. Dieser Unterschied erreichte durch die gro3e Varianz der Werte jedoch keine
Signifikanz. Erst der Quotient aus IL-1ra und IL-1B flhrte zu statistisch signifikanten

Unterschieden, da IL-1B mit beginnender Rejektion um ein Vielfaches stieg.
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544 IL-6

Das proinflammatorische Zytokin IL-6 wurde bereits in der Literatur als Rejektionsmar-
ker sowohl im Serum als auch im Urin haufig diskutiert. Diverse Untersuchungen ha-
ben gezeigt, dass IL-6 ein guter Parameter ist, um Rejektionen anzuzeigen und die
Effektivitat einer Rejektionstherapie zu bestimmen (vanOers et al., 1988, Waiser et al.,
1997, Di Paolo et al., 1997; Casiraghi et al., 1997; Kaden und Priesterjahn, 2000). Je-
doch kann die Produktion von IL-6 durch vielfaltige Faktoren beeinflusst werden. Bei-
spielsweise besteht ein Zusammenhang von symptomatischen Harnwegsinfekten und
der IL-6 Konzentration im Urin (Ohta et al., 1992; Ciszek et al., 2006). Auch das Wie-
derauftreten der Grunderkrankung, die zur terminalen Niereninsuffizienz fuhrte, kann
die Messungen beeinflussen. Bei mesangioproliferativen Glomerulonephritiden wurden
bereits erhdhte IL-6 Werte im Urin nachgewiesen (Ohta et al., 1992; Hirano et al.,
1990). Ebenso beschrieben Waiser und Mitarbeiter (1997) IL-6 als sensitiven Rejekti-
onsmarker, dessen Spezifitat allerdings durch eine mangelnde Differenzierbarkeit zwi-
schen akuter Abstof3ung, Infektion, akuter tubularer Nekrose und ATG-Behandlung
reduziert ist.

Im Gegensatz zu den aufgefiihrten Studien konnten in der vorliegenden Arbeit
keine signifikanten Unterschiede zwischen Patienten mit Harnwegsinfekt und gesun-
den Probanden aufgezeigt werden. Diese Aussage findet Unterstitzung in den Unter-
suchungen von Casiraghi (1997), der nach infektiésen Komplikationen (HWI, CMV,
Sepsis, Epididymitis) nach TX keinen IL-6-Konzentrationanstieg im Urin feststellte.

Eine der groRten Studien zur Verwendbarkeit von IL-6 als AbstofRungsmarker
wurde von Kaden und Priesterjahn (2000) mit 102 Patienten durchgefiihrt. Diese zeigte
einen deutlichen Konzentrationsanstieg im Urin bei Abstof3ung, der sogar der klini-
schen Diagnose vorausging, sich also prognostisch verhielt. Ein wesentlich kleinerer
Konzentrationsanstieg wurde bei nachgewiesenen Harnwegsinfekten festgestellt. Ein
noch geringerer Anstieg wurde bei CMV-Infektionen beobachtet. Allerdings fehlen in
dieser Studie Angaben zu statistischen Signifikanzen. Die Literatur zusammenfassend
sollte IL-6 als Rejektionsmarker unter Bertcksichtigung der oben genannten Einfluss-
faktoren in einem Panel nicht fehlen. Dies spiegelt sich auch in den Ergebnissen dieser
Arbeit wider, die demonstrieren, dass IL-6 in der Rejektionsgruppe bereits einen Tag
vor der klinischen Manifestation erhoht ist und am AbstoRungstag im Median 10-fach

erhohte Werte annimmt im Vergleich zu einer stabilen Transplantatfunktion.
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545 IL-8

Wie aus dem Ergebnisteil zu entnehmen ist, z&hlt IL-8 genau wie sFas, IP-10 und IL-
1ra sowohl zu den allgemeinen Rejektionsmarkern als auch zu den Parametern, die
einen Harnwegsinfekt anzeigen kdnnen. Wahrend eines HWI stiegen die IL-8 Werte im
Median um ein Vielfaches (102-fache im Vergleich zur gesunden Kontrollgruppe), wéh-
rend die Rejektionsgruppe nur eine maRige Erhdhung gegeniiber der SGF-Gruppe
zeigte (4-fach). Diese Resultate finden sich ebenso in der Literatur. IL-8 als Inflammati-
onsmarker zeigte im Vergleich zu einer gesunden Kontrollgruppe deutlich erhdhte Wer-
te im Urin, die sowohl bei symptomatischen als auch bei asymptomatischen Bakteriu-
rien auftraten (Ciszek et al., 2006). Budde und Mitarbeiter (1997) wiesen in 62% aller
Rejektionspatienten erhthte Proteinkonzentrationen im Urin nach, zeigten aber, dass
auch Infektionen der Harnwege die Konzentration im Urin erhéhten. Kontrar verhalten
sich die Ergebnisse von Diller und Mitarbeitern (2003), die keinen Zusammenhang zwi-
schen den IL-8 Konzentrationen im Urin und akuten Rejektionen finden konnten.
Schlussfolgernd ist IL-8 nicht als idealer Rejektionsmarker einzustufen, da er nur nach

Ausschluss von Infektionen gut zu interpretieren ist.

5.4.6 IL-10

IL-10 wurde in der statistischen Analyse ebenfalls als Rejektionsmarker identifiziert.
Allerdings liegen die Mediane aller 5 Patientengruppen unterhalb der Nachweisgrenze
von 3,2 pg/ml und insgesamt waren auch nur 11 von 48 Proben (10 von 31 in der Re-
jektionsgruppe) der Transplantationsgruppen positiv fur IL-10, was die Aussagekraft
von IL-10 als Rejektionsmarker erheblich einschrankt. IL-10 z&hlt im Allgemeinen zu
den antiinflammatorischen Molekilen. Allerdings konnte wéahrend einer akuten Absto-
Bung eine signifikant erhthte Expression von IL-10-mRNA im Bioptat bereits nachge-
wiesen werden, was eine erhthte Ausscheidung mit dem Urin begrinden kénnte
(Strehlau et al., 1997; Hribova et al., 2005). Untersuchungen von IL-10 im Urin zeigten
ebenso eine Korrelation zwischen erhdhten post-TX-Werten (2, 7, 14 und 30 Tagen
post-TX) und einer akuten Absto3ung innerhalb der ersten 6 Monate. Die in dieser
Studie ermittelten medianen Konzentrationen lagen zwischen 4,87 und 11,23 pg/ml
(Karczewski et al., 2009). Aufgrund der eingeschrankten Nachweisbarkeit in der vorlie-

genden Arbeit ist IL-10 nur bedingt ein verlasslicher Rejektionsmarker.

5.4.7 IP-10

IP-10 erwies sich in der Messreihe als Rejektionsmarker einen Tag vor Manifestation
und als HWI-Marker, was durch frihere Untersuchungen von Matz und Mitarbeitern
(2006) unterstitzt wird. In diesen zeigte IP-10 bereits 6-7 Tage vor Beginn einer kli-

nisch manifesten Rejektion erhthte Werte im Urin und galt somit als Marker fir eine
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verminderte Langzeitfunktion der Niere. Ferner fanden sie allerdings keine Korrelation
zu Harnwegsinfekten oder CMV-Infektionen. Die IP-10 Proteinwerte waren wahrend
eines HWI leicht erhoht, erreichten aber keinen signifikanten Unterschied zur Gruppe
mit stabiler Transplantatfunktion. In der vorliegenden Arbeit zeigte IP-10 signifikant
erhdhte Urinkonzentrationen (8,6-fach im Median) bei einer Entziindung der Harnwege
allerdings im Vergleich zu der gesunden Kontrollgruppe. Das spiegelt sich in den Un-
tersuchungen von Olszyna und Mitarbeitern (1999) wider, die bei Patienten mit Uro-
sepsis erhéhte Proteinkonzentrationen im Urin feststellten, wahrend sie bei gesunden
Probanden kein Protein nachweisen konnten. Anzumerken ist, dass in ihrer Arbeit in
nur 40 % der Proben IP-10 tUberhaupt zu messen war (Detektionsgrenze: 120 pg/ml).
Hu und Mitarbeiter (2009) untersuchten IP-10 in einem Quadruplex-Assay (Luminex™)
mit drei weiteren Proteinen. Auch hier korrelierte der IP-10-Anstieg im Urin mit einer
akuten Rejektion und konnte von Patienten mit einer stabilen Transplantatfunktion un-
terschieden werden. Allerdings wiesen auch BK-Virusinfektionen (humanes Polyomavi-
rus) der Niere sowie akute Tubulusnekrosen (ATN) erhthte Werte auf. IP-10 erwies
sich in der vorliegenden Arbeit als guter Rejektionsmarker mit einem erheblichen Kon-
zentrationsanstieg am ersten Tag der Rejektion im Median um das 27-fache, sowie
bereits 2,6-fach einen Tag vorher. Mdgliche Begleiterkrankungen oder Differentialdiag-

nosen sollten vorher aber ausgeschlossen werden.

548 MIF

MIF zeigte sich der statistischen Analyse entsprechend als potentieller Differenzie-
rungsmarker mit im Median viermal héheren Werten in der SRAR im Vergleich zu der
SSAR-Gruppe. Bereits 1977 wurde die MIF-Aktivitdt gemessen, da durch deren Erho-
hung eine akute AbstoRung vermutet wurde (Orita et al., 1977). Die Funktion von MIF
wahrend einer akuten Rejektion beschrieben Lan und Mitarbeiter (1998). Sie fanden
eine erhdhte MIF-Expression in den Bioptaten akuter Rejektionen, die mit der Makro-
phagen- und T-Zellinfiltration, dem Ausmal3 des Funktionsverlustes und dem Schwere-
grad der Rejektion korrelierte. Auch im Urin konnte eine Erhohung der MIF-
Konzentration wahrend einer Abstol3ungsepisode festgestellt werden, allerdings war
dieser Anstieg nicht signifikant. Die nicht erreichte Signifikanz wurde mit der geringen
Patientenzahl [AR (n=11) und SGF (n=23)] und eventuellen subklinischen Rejektionen
in der SGF-Gruppe erklart, da die erhdhte MIF-Expression in den durchgefiihrten Biop-
sien eine deutlich erhdhte Urinkonzentration dieses Proteins vermuten liel3 (Brown et
al., 2001). Eine Beeinflussung der Proteinmenge durch einen HWI konnte in der vorlie-
genden Arbeit nicht festgestellt werden. Die Ergebnisse erlauben durchaus den
Schluss, MIF in ein Rejektionsmarker-Panel fiir weitere Untersuchungen aufzunehmen,

auch wenn nur in der SRAR-Gruppe die Werte signifikant erhoht waren.
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54.9 MIP-1la

Das Chemokin MIP-1a zeigte sich als Entzindungs- und Differenzierungsmarker mit
5,7-fachen (Median) Konzentrationsanstiegen in der SRAR-Gruppe im Vergleich zu der
SSAR-Gruppe. In-vitro-Experimente an transplantierten Rattennieren zeigten einen
Zusammenhang zwischen der mRNA-Expression von MIP-1a und der Makrophagenin-
filtration wahrend einer akuten Absto3ung (Grau et al., 2000). Unter Verwendung hu-
maner Bioptate konnte ferner gezeigt werden, dass das Protein direkt von renalen Tu-
bulusepithelzellen gebildet wird (Robertson et al., 2000). Untersuchungen des Proteins
im Urin mit Antikorper-Arrays, mit welchem 120 verschieden Zytokine und Chemokine
gemessen wurden, zeigten jedoch nur eine geringe Expression. Allerdings war MIP-15
signifikant im Urin erhéht sowohl bei akuter als auch bei chronischer Rejektion (Hu et
al., 2009). In der Arbeit von Olszyna und Mitarbeitern (1999) zeigten gesunde Kontroll-
personen in keinem Fall MIP-1a, auch nicht die Patienten mit Urosepsis, bei denen nur
in 3 von 30 Urinproben lberhaupt MIP-1la-Protein nachweisbar war. Diese geringe
Messbarkeit konnte durch die untere Detektionsgrenze von 78 pg/ml bedingt sein. Die
in der vorliegenden Arbeit gemessenen Konzentrationen von MIP-1a lagen namlich

deutlich darunter.

5.4.10 tPAI-1

PAI-1 erlaubte in der Patientengruppe der vorliegenden Arbeit im Median durch eine
6,9-fache Erhdhung am Tag der Rejektion sowie eine 4,3-fache Erhéhung der Kon-
zentration am vorausgehenden Tag eine Unterscheidung zwischen einer akuten Rejek-
tion und einer stabilen Transplantatfunktion. In der Literatur sind bisher noch keine Un-
tersuchungen bezlglich einer messbaren Konzentration von PAI-1 im Urin erwéahnt.
Erhdhte Plasmawerte konnten im Zusammenhang mit einer chronischen AbstoRRung,
einhergehend mit einer vermehrten Fibrinablagerung, nachgewiesen werden (Per-
kowska et al., 2002). Ferner konnte PAI-1 wéhrend einer chronischen Transplantatne-
phropathie (CAN) in grof3eren Proteinmengen in Tubuli, Glomeruli und Nierengefal3en
angefarbt werden, die mit dem Grad der interstitiellen Fibrose korrelierten (Revelo et al.,
2005). De Boer und Mitarbeiter (1991) beobachteten die Induktion von PAI-1 in einer
Leberzelllinie durch die rekombinanten Zytokine IL-1 und TNF. Zusétzlich wiesen Oda
und Mitarbeiter (2001) chemotaktische Eigenschaften fur Makrophagen nach. Die be-
schriebenen Eigenschaften legen in gewisser Weise nahe, dass PAI-1 auch schon
wahrend einer akuten AbstoRungsepisode in erhohtem Mal3 exprimiert werden konnte.
Die genaue Rolle von tPAI-1 wahrend einer akuten Rejektion missen zuklnftige Expe-
rimente allerdings noch zeigen.

Die Arbeit von Roelofs und Mitarbeitern (2009) schreibt PAI-1 eine physiologi-

sche Aufgabe wahrend einer Pyelonephritis zu. Knock-out Mause zeigten ein deutlich
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gesteigertes bakterielles Wachstum als die Wildtyp-Méause. Diese Aussage erklarten
die Autoren mit der positiven Korrelation von PAI-1-Protein und der Einwanderung von
neutrophilen Granulozyten in das entziindete Gebiet, welche die Fahigkeit besitzen die
ursachlichen Bakterien (v.a. E.coli) zu phagozytieren. Eine erhéhte Ausschittung in
den Urin wahrend eines HWI konnte in der vorliegenden Arbeit jedoch nicht festgestellt

werden.

5.4.11 TNF-a

Statistisch wurde TNF-a als ein weiterer differenzierungsrelevanter Marker ermittelt.
Allerdings muss bericksichtigt werden, dass nur 4/21 in der SSAR-Gruppe und 7/10
Proben in der SRAR-Gruppe Uberhaupt nachweisbare Konzentrationen anzeigten und
sich TNF-a daher als insgesamt ungeeigneter Marker erwies. Dies kann durch friihere
Experimente bestatigt werden, in denen sogar nur 1/26 Urinproben von Patienten mit
akuter Rejektion positiv fir TNF-a waren (Newstead et al., 1993). Zu vermuten ist, dass
das Protein meist in Konzentrationen vorliegt, die lediglich unterhalb der Nachweis-
grenze von 3,2 pg/ml liegen. Bestatigt wird diese Aussage durch die Untersuchungen
von Karczewski und Mitarbeitern (2009). Diese fanden einen Zusammenhang zwi-
schen erhéhten Urinkonzentrationen von TNF-a am 30. Tag post-TX und einer akuten
AbstoRBung innerhalb der ersten 6 Monate. Dabei ermittelten sie ebenfalls Konzentrati-

onen zwischen 1,39 und 2,57 pg/ml.

5.4.12 sVCAM-1

Erstmals wurde der Nachweis von sVCAM-1 im Urin von Bechtel und Mitarbeitern
(1994) beschrieben. Diese Autoren fanden einen Zusammenhang zwischen einer er-
héhten Konzentration im Urin und der Heraufregulierung von mRNA im Transplantatbi-
optat. Untersuchungen im Serum zeigten keine statistisch verlassliche Abhangigkeit
zwischen sVCAM und einer Abstol3ung (Alcalde et al., 1995; Bricio et al., 1996). Die
jungeren Untersuchungen von Lederer und Mitarbeitern (2003) zeigten sowohl in der
SSAR als auch in der SRAR-Gruppe eine signifikante Erhéhung von sVCAM im Urin im
Vergleich zur SGF-Gruppe. In der vorliegenden Arbeit konnte dieser Unterschied be-
statigt werden. Bereits einen Tag vor der klinischen Diagnose der Rejektion waren die
sVCAM-Werte in der Rejektionsgruppe im Vergleich zur SGF-Gruppe erhoht. Ein Ein-
fluss der Konzentrationen durch einen HWI konnte weder in der Literatur noch im

Rahmen dieser Arbeit festgestellt werden.

5.5 Schlussfolgerung

Die Resultate der vorliegenden Arbeit filhren zu dem Ergebnis, dass es maoglich ist,

mittels eines Multiplex-Assays Parameter im Urin zu bestimmen, die eine Differenzie-
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rung zwischen einer stabilen Transplantatfunktion und einer akuten Rejektion erlauben
und die Starke einer akuten Rejektion anzeigen kdénnen. Das angewandte Verfahren
prasentiert sich dabei als nicht-invasiv und routinetauglich. Die in der Literatur aufge-
fuhrten Aspekte zeigen, dass es durchaus sinnvoll ist, auf ein Panel an Markern zu-
rickzugreifen, da jeweils unterschiedliche Informationen gewonnen werden kénnen. Im
Fall parallel verlaufender Erkrankungen (z.B. HWI) ist die Aussagekraft einiger Para-
meter herabgesetzt. Daher gilt es diese Erkrankungen anderweitig auszuschliel3en. Die
Resultate haben auch gezeigt, dass es nicht von Nutzen ist, absolute Werte zu beurtei-
len und Schwellenwerte zu berechnen, da die interindividuellen Unterschiede zu groR3
sind. Vielmehr erwies es sich als sinnvoll, den taglichen Verlauf der einzelnen Parame-

ter zu verfolgen und deutliche Konzentrationsanstiege als auffallig zu bewerten.

5.6  Ausblick und zukiinftige Experimente

Die vorliegenden Ergebnisse lassen es notwendig erscheinen, diese Pilotstudie mit
einer erheblich erhthten Patientenanzahl auf alle als rejektionsrelevant identifizierten
Biomarker (IL-1B, IL-1ra, IL-6, IL-8, IL-10, IP-10, MIF, MIP-1a, sFas, sVCAM-1, TNF-a
und tPAI-1) auszudehnen. Konkret sollte eine groRere Anzahl von Patienten einge-
schlossen werden, damit mehrere Gruppen gebildet werden kénnen, um neben einem
HWI auch andere mdgliche Einflussfaktoren zu ermitteln bzw. auszuschlieen. Dazu
zahlen die CMV-Infektion, die ATN oder die verzogerte Funktionsaufnahme des Trans-
plantates. Parallel sollte die Bedeutung von PAI-1 und sFas wahrend einer akuten Re-
jektion untersucht werden. Da die Auswahl der in dieser Arbeit gemessenen Parameter
durch den Hersteller beschréankt war, ist es sinnvoll in zukinftigen Studien weitere Pa-
rameter zu untersuchen und eventuell in das Rejektionspanel aufzunehmen.

Entsprechend den in der vorliegenden Arbeit generierten Daten, sollte es moglich sein,
dieses Verfahren in die tagliche Routinediagnostik einzufiihren, um die bisherige labor-
chemische Diagnostik zu ergéanzen und von der invasiven Methode der Biopsie unter

Umstanden komplett Abstand nehmen zu kénnen.
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6 Zusammenfassung

Die akute AbstoRungsepisode ist eine haufige Komplikation nach Nierentransplantation,
die bis zum Verlust des Organs fuhren kann. Zur Diagnose wird in den meisten Trans-
plantationszentren noch immer die Transplantatbiopsie als Goldstandard durchgefihrt.
Ziel dieser Arbeit war es daher, eine routinetaugliche, nicht-invasive Multiparameter-
analyse zu etablieren, die es ermdglicht, verschiedene rejektionsrelevante immunologi-
sche Faktoren im Urin zu messen, um akute Rejektionen frihzeitig zu erkennen und
gegebenenfalls diese zu differenzieren (Steroid-sensitiv und Steroid-resistent). Damit
sollten Risikopatienten fiir eine Steroid-resistente AbstolRung erkannt werden, um die
Rejektionstherapie individuell anzupassen.

Dazu wurden Urinproben von 54 Patienten taglich Gber den Zeitraum vom Tag
der Transplantation bis zum Entlassungstag gesammelt. Anhand klinischer und labor-
chemischer Parameter (u.a. C-reaktives Protein [CRP], Urin-CRP, Serum-Kreatinin)
sowie der erhaltenen Medikation liel3en sich die Patienten retrospektiv in drei Gruppen
einteilen: (i) Patienten mit stabiler Transplantatfunktion (SGF), (ii) Patienten mit Stero-
id-sensitiver akuter Rejektion (SSAR) und (iii) Patienten mit Steroid-resistenter akuter
Rejektion (SRAR). Zusatzlich bildeten 14 gesunde Probanden und 14 Patienten mit
einem Harnwegsinfekt die Kontrollgruppen.

Mit Luminex™-Multiplexassays wurden die Konzentrationen folgender 23 Pa-
rameter im Urin bestimmt: Interleukin-lalpha (IL-1a), Interleukin-1beta (IL-1B), Interleu-
kin-1 Rezeptor-Antagonist (IL-1ra), die Interleukine (IL)-2, -6, -7, -8, -10, -13, -15 und -
17, Tumornekrosefaktor alpha (TNF-a), Makrophagen-Migrations-Inhibierender Faktor
(MIF), Interferon-gamma (IFN-y), Interferon gamma induziertes Protein-10 (IP-10),
Makrophagen Inflammatorisches Protein-lalpha (MIP-1a), l6sliches Fibroblasten asso-
Ziiertes Protein (sFas) und sein Ligand (FasL), Myeloperoxidase (MPO), l6sliches En-
dothel-Selectin (sE-Selectin), I6sliches interzellulares und vaskuldres Adhasionsmole-
kul-1 (sICAM-1, sVCAM-1) sowie gesamter Plasminogen-Aktivator-Inhibitor-1 (tPAI-1).
Mit einem Enzyme Linked Immunosorbent Assay (ELISA) wurde auf3erdem uberprift,
ob sCD30 im Urin als Rejektionsmarker zu detektieren ist.

Die statistische Analyse ergab, dass die Urinkonzentrationen von IL-6, IL-8,
sVCAM-1, sFas, IL-1ra, IL-10, IL-1B, IP-10 und tPAI-1 bei den AbstoRungspatienten
am Tag der klinischen Manifestation signifikant hoher waren im Vergleich zu Patienten
mit stabiler Transplantatfunktion. IL-6, IL-8, sSVCAM-1, sFas, IL-1ra, IP-10 und tPAI-1
waren bereits einen Tag vorher erhéht. Die Parameter sFas, TNF-a, MIF und MIP-1a
ermdglichten zusatzlich eine Unterscheidung zwischen Steroid-sensitiver und Steroid-
resistenter Rejektion. So konnten signifikant héhere Konzentrationen dieser Parameter

in der SRAR-Gruppe als in der SSAR-Gruppe gemessen werden. Die Auswertung der
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Kontrollgruppen belegten, dass IL-8, sFas, IL-1ra, IL-1a, IP-10 und MIP-1a einen
Harnwegsinfekt markieren. Trotzdem ist die Bedeutung dieser Parameter als Rejekti-
ons- bzw. Differenzierungsmarker nicht aufgehoben, da sich die Konzentrationen in
allen drei Transplantations- sowie der beiden Kontrollgruppen deutlich unterschieden.
Die Proteine MPO, IL-2, -7, -13, -17 und sE-Selectin waren in dem durch den Hersteller
vorgegebenen Konzentrationsbereich grundsatzlich nicht messbar. sICAM-1, sFasL
und IL-15 mussten als unspezifische Marker eingestuft werden, da vergleichbare Wer-
te in allen drei Transplantationsgruppen gemessen wurden. sCD30 konnte lediglich in
den Urinproben mit Blutkontaminationen nachgewiesen werden und schied damit im
Rahmen dieser Arbeit als im Urin nachweisbarer Parameter aus.

Grol3e individuelle Unterschiede fiihrten zu dem Schluss, dass es nicht sinnvoll
ist, absolute Konzentrationswerte zu beurteilen, sondern eher den taglichen Verlauf der
Parameter zu verfolgen und deutliche Konzentrationsanstiege als auffallig zu bewerten.

Die vorliegende Arbeit zeigt, dass es durchaus mdglich ist, mittels eines Multi-
plex-Assays Parameter im Urin zu bestimmen, die eine Differenzierung zwischen einer
stabilen Transplantatfunktion und einer akuten Rejektion erlauben und zusétzlich die
Starke einer akuten Abstof3ung anzeigen. Das angewandte Verfahren prasentiert sich
dabei als nicht invasiv und routinetauglich. Daher sollte es moglich sein, dieses Verfah-
ren in die tagliche Routinediagnostik einzufiihren, und mit ihm die bisherige laborche-
mische Diagnostik zu ergdnzen. Als Fernziel besteht damit unter Umstanden die Mog-

lichkeit, von der invasiven Methode der Biopsie komplett Abstand nehmen zu kdnnen.
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Thesen

8 Thesen

1. Die Analyse von Biomarkern im Urin ist ein sicheres, nicht-invasives Verfahren, wel-
ches den Zustand der gesamten Niere abbildet, und wobei die Biomarker im Urin ei-
nem geringeren Abbau durch Proteasen ausgesetzt sind im Vergleich zu Plasma oder

Serum.

2. Luminex™ Multiplex-Assay kann auch zur Analyse von Proteinen im Urin herange-
zogen werden und erweist sich als eine routinetaugliche Methode, deren Kardinalvor-

teil es ist, mehrere Parameter in einer geringen Probenmenge gleichzeitig zu messen.

3. Die Intra- und Inter-Assay Varianzen des Luminex™ Multiplex-Assays sind ver-

gleichbar mit Messungen mittels ELISA-Systemen.

4. Ein saurer pH-Wert beeinflusst die Bindung der Antikérper zum Nachweis der Analy-
te. Daher werden unter sauren Bedingungen deutlich niedrigere Konzentrationen ge-

messen als unter neutralen bzw. leicht basischen Verhaltnissen.

5. sCD30 ist aufgrund seiner MolekllgréRe im Urin nicht nachweisbar. Lediglich mit
Blut tingierte Urinproben weisen geringe Konzentrationen auf und spiegeln vermutlich

das Vorhandensein von Serumresten wider.

6. IL-2, IL-7, IL-13, IL-17, IFN-y, sE-Selectin und MPO sind im vom Hersteller vorgege-

benen Messbereich im Urin nicht messbar.

7. 1L-6, IL-8, sSVCAM-1, sFas, IL-1ra, IL-10, IL-13, IP-10 sowie tPAI-1 zeigen signifikant
hohere Werte bei Patienten mit einer akuten Absto3ung im Vergleich zu Patienten mit
einer stabilen Transplantatfunktion. Allerdings ist die Sensitivitat von IL-8, sVCAM-1,

IL-10 und IL-1 als Rejektionsmarker eingeschrank.

8. Die Konzentrationen von IL-6, IL-8, SVCAM-1, sFas, IL-1ra und tPAI-1 steigen in der

AbstoRungsgruppe bereits einen Tag vor klinisch manifester Rejektion.

9. Patienten mit einer Steroid-resistenten Abstol3ung haben ein erhéhtes Risiko ihr
Transplantat zu verlieren und mussen friihzeitig einer intensivierten Immunsuppression
unterzogen werden. Hohere Werte von sFas, TNF-a, MIF und MIP-1a sind bei Steroid-
resistenten Abstof3ungen im Vergleich zu Steroid-sensitiven Rejektionen zu beobach-

ten.
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Thesen

10. Die Konzentrationen von IL-8, sFas, IL-1ra, IL-1a, IP-10 sowie MIP-1a sind im Ver-
gleich zu gesunden Probanden im Urin von Patienten mit einem Harnwegsinfekt erhoht.
Allerdings werden nicht die Werte erreicht, die im Bereich der Absto3ungsgruppen lie-
gen. Trotzdem sollten Harnwegsinfekte im Rahmen der Rejektionsdiagnostik weiterhin

anderweitig ausgeschlossen werden.

11. sFasL, sICAM-1 und IL-15 sind unspezifische Marker, die vergleichbare Konzentra-

tionen in allen drei Transplantationsgruppen zeigen.

12. Es ist nicht sinnvoll sog. Schwellenwerte der Biomarker zu berechnen, da grol3e
individuelle Unterschiede der Basiswerte vorliegen. Stattdessen sollte der tagliche Ver-
lauf beobachtet werden und deutliche Konzentrationsanstiege als aufféllig bewertet

werden.

13. Alter, Geschlecht, Anzahl der Mismatches sowie Grunderkrankung der terminalen
Niereninsuffizienz beeinflussen nicht das Ergebnis der Rejektionsmarker.

14. Die Konzentrationen aller ermittelten Rejektionsmarker korrelieren miteinander. Der

starkste Zusammenhang besteht zwischen IL-6 und IL-8.

15. Alle ermittelten Rejektions- und Differenzierungsmarker wurden in der Literatur
bereits im Zusammenhang mit AbstoBungen nach Nierentransplantation beschrieben.
Lediglich die Bedeutung von sFas und tPAI-1 im Rahmen einer akuten Rejektion sollte

in zuklnftigen Experimenten untersucht werden.

16. Der Einfluss einer CMV-Infektion, verspateten Transplantatfunktion, akuten Tubu-
lusnekrose sowie eines Ischamie- und Reperfusionsschadens sollten in zukinftigen

Studien mit einer grof3eren Patientenzahl untersucht werden.

17. Die vorliegende Arbeit zeigt, dass es durchaus mdglich ist, mittels eines Multiplex-
Assays Biomarker im Urin zu bestimmen, die eine Differenzierung zwischen einer
stabilen Transplantatfunktion und einer akuten Rejektion erlauben, sowie eine Indivi-

dualisierung der Immunsuppression ermdglichen.
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