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Einleitung und spezifische Fragestellung

1. Einfihrung und spezifische Fragestellung

1.1 Pathologie & Morphogenese der Transplantatdysfunktion

Die chronische Transplantatdysfunktion und der damit langerfristig einhergehende
funktionelle und strukturelle Verlust des Transplantates, weitgehend unabhangig der
Entwicklungen in der Immunsuppression, stellt auch heute in der Nephrologie eine
schwerwiegende Komplikation dar. Etwa 13 % der Nierentransplantate stellen innerhalb
des ersten Jahres nach Organibertragung ihre Funktion ein, etwa 35% innerhalb der
ersten fanf Jahre (Gjertson D.W. 2003). Die mdglichen transplantatassoziierten
AbstoBungsmechanismen, bzw. die der ,Transplantatdysfunktion®, lassen sich sowohl
aufgrund ihrer Pathogenese als auch nach morphologischen (histologischen) Merkmalen
unterscheiden. Immunpathogenetisch wird eine humorale und eine zellvermittelte
TransplantatabstoBung klassifiziert. Ausgeldst und geférdert wird sie u. a. durch Gewebs-
(Zell-)inkompatibilitdten der Klasse | und Klasse Il HLA-Antigene (MHC Klasse | und II).
Zusatzlich beteiligt sind auch sogenannte ,non-MHC Antigene“. Nach zeitlichen
Gesichtspunkten werden die AbstoBungsreaktionen (engl.: graft dysfunction) in hyperakut,
akut und chronisch unterteilt (Gartner H.V. 2003).

1.2 Chronische Transplantatdysfunktion

Charakteristisch fir die chronische Transplantatdysfunktion ist die progredient
verminderte glomerulére Filtrationsrate sowie die des renalen Plasmaflusses. Verbunden
damit ist eine Erh6hung der Nierenretentionswerte und eine Zunahme der Proteinurie bzw.
Wechsel eines tubuladren in ein glomerulares Ausscheidungsmuster. Die chronische
Dysfunktion endet im kompletten Verlust des Transplantates (Gartner H.V. 2003), das
heiBt, der Patient miindet wieder in die chronische Dialysebehandlung.

Faktoren, die eine chronische Dysfunktion beglinstigen kénnen, sind unter anderem die
warme und kalte Ischamiezeit, Spender / Empféangerhistokompatibilitdt, Pharmatoxizitat
und verschiedene Genpolymorphismen u. a. in der Expression von Chemokinen (Almond
P.S. 1993). Histologisch betrifft die Dysfunktion sowohl das Interstitium (Fibroblasten,
Angioblasten, Makrophagen), die Tubuli als auch interstitielle GefaBe und die Glomeruli:
Erkennbar ist im Interstitium eine vermehrte Fibrosierung, die Tubuli atrophieren, bzw.
werden zerstort. Zusatzlich nimmt die Zahl immunologisch aktiver Zellen (T-und B-Zellen,
Makrophagen, Monozyteninfiltration) im Interstitium zu. Vaskulare AbstoBungsprozesse
werden in Form einer chronischen ,Transplantatvaskulopathie® mit stenosierender
Intimafibrose und einer glomeruldren Beteiligung beschrieben. Faktoren, die eine
chronische Dysfunktion begunstigen, sind neben den bereits erwdhnten immunologischen



Einleitung und spezifische Fragestellung

Parameter, die arterielle Hypertonie, Hyperlipidamie, ,Mikroinflammation®, Infekte (insbes.
CMV, Polyoma-Viren), aber auch die Anzahl akuter AbstoBungen (Gartner H.V. 2003).

Die Vorgange der chronischen Dysfunktion lassen sich allgemein unter dem Bild
,Zellproliferativer Veranderungen® zusammenfassen. In der ersten Phase kommt es zu
einer zundchst gering zunehmenden, persistierenden Infiltration immunkompetenter
.aktivierter* Zellen in das Transplantat, z. B. CD14+ Zellen. Die Ausschittung von
Zytokinen und chemotaktischer Faktoren vermittelt weitere Zellinfiltrate aus dem Blut in das
Transplantat. Die Freisetzung von Zytokinen verstarkt dabei die Aktivierung von
Endothelzellen und Fibroblasten; dadurch werden Adhasionsmolekile, HLA DR Antigene
und Entziindungsmediatoren hochreguliert (Tilney N.L.1991, Hayry P. 1992, Paul L.C.
1992, Tullius S.G. 1995).

1.3 Faktoren, die eine chronische Transplantatdysfunktion
beglinstigen

Schrittmacher, die eine chronische Transplantatdysfunktion begiinstigen, werden in
zwei pathogenetisch relevante Gruppen eingeteilt. Zum einen handelt es sich um
immunologisch abh&ngige und zum anderen um immunologisch unabhangige Faktoren
(Almond P.S. 1993). Zu den immunologisch unabhangigen Faktoren (Alloantigen-
unabhéngige Faktoren) gehéren:

e kalte und warme Ischamiezeiten
e die individuelle Immunsuppression
e Infektionen
e Anzahl in Funktion befindlicher Nephrone
e Einfluss einer Protein- und Lipidrestriktion
e Hirntod des Spenders
Zu den immunologisch relevanten Faktoren gehéren:
e Akute AbstoBungsreaktionen (Monozyten, T / B Zellen, NK- Zellen)
e HLA Kompatibilitdt (HLA-Inkompatibilitat)
e Adhasionsmolekile (vermehrtes ,rolling“ aktivierter Monozyten)
e Komplementaktivierung
e Antikérpervermittelte Zellzytotoxizitat
e immungenetische Faktoren

e angeborene / erworbene Immunitat

Wenig beachtete Faktoren, denen zukinftig eine noch gréBere Rolle zugeschrieben
werden muss, sind immunologische Auspragungen (Phanotypen) auf Blutmonozyten als
hauptsachliche Ziel- und Effektorzellen. Zu den interessantesten gehdren deren
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Differenzierungsmarker CD14, CD16 sowie TLR2 wund TLR4 als Muster-
erkennungsrezeptoren (PRR, ,pattern recognition receptor®).

Nierentransplantate mit chronischer Transplantatdysfunktion zeigen eine starke
Akkumulation CD14 positiver Makrophagen im Interstitium und in den Glomeruli.
CD14+CD16+ Monozyten als eine proinflammatorische Subpopulation, sind reife
Monozyten mit Eigenschaften von Gewebsmakrophagen. Studien zeigten (Scherberich
J.E. 2004), dass selbst unter optimaler Immunsuppression bei nierentransplantierten
Patienten eine Erhéhung proinflammatorischer CD14+CD16+ Monozyten im Blut vorliegt.
Es ist somit davon auszugehen, dass NTX Patienten aufgrund erhéhter inflammatorischer
Mediatoren Zeichen einer ,Mikroinflammation“ aufweisen, die u.a. die NTX-Vaskulopathie
beschleunigen (akzelerierte Atherosklerose). So kdnnen CD14+CD16+ exprimierende
Zellen, als Quelle reifer Gewebsmakrophagen, das Transplantat durchsetzen und dessen
Funktion unginstig beeinflussen (Abb. 1).

Mit gleicher Wertigkeit muss die Expression der TLR Rezeptoren auf den Monozyten
betrachtet werden. TLR Rezeptoren und insbesondere TRL2 und TLR4 sind als
Komponenten des angeborenen Immunsystems an einer adaquaten Antigenerkennung
und Immunabwehr beteiligt. ,Endogene Faktoren®, so z.B. membrangebundene und
I6sliche Alloantigene, die nach erfolgter Transplantation im Gewebe freigesetzt werden,
fihren Gber TLR2 und TLR4 zu einer Aktivierung und Migration auch (monozytarer)
dendritischer Zellen (Goldstein D.R. 2006). Es gibt zunehmend Hinweise, das Toll-Like
Rezeptoren bzw. TLR Polymorphismen, insbesondere von TLR4, das Nierentransplantat-
Uberleben unmittelbar beeinflussen (Ducloux D. et al. 2005; Scherberich J.E. und
Farmakiotis A. et al. 2008, 2009). Untersucht man dagegen immunkompetente Zellen (T/B-
Lymphozyten, Monozyten) nach NTX bei eineiigen Zwillingen, so bleibt eine
.immunaktivierung“ des Empfangers durch potenzielle Antigene des Spenders aus, wie wir
an einem unserer eigenen klinischen Falle nachweisen konnten (HlUser N. et al. 2009).

Abgerundet wird diese Betrachtung durch Einbeziehung der zellmolekularen Genetik,
durch die weitere Surrogatparameter bekannt wurden. Genetische Polymorphismen von
Chemokingenen (u.a. CCR5, MCP1), Zytokinen (IL-4, IL-10, IFN y, GM-CSF), der Vitamin-
D Steroidhormonrezeptoren (VDR) und wahrscheinlich auch der TLR Rezeptoren,
modulieren zusatzlich eine chronische Transplantatdysfunktion bzw. das Transplantat-
Uberleben. Die vorgelegte Dissertation beschaftigt sich deshalb u.a. mit der mdglichen
Beziehung aktivierter antigenprasentierender Zellen und deren funktionellen
Markerproteine (Endotoxin-Rezeptor, Fc-Gamma Il Rezeptor, HLA-DR Expression,
Expression von TLR).
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Nierentransplanat mit chron. progredienter Transplantatdysfunktion. Positive Reaktion auf CD 68,
VergréBerung ca. 80fach (J.E. Scherberich et al.).

1.4 Einteilung der chronischen Transplantatdysfunktion

Histopathologisch wird die chronische AbstoBungsreaktion anhand der
sogenannten Banff-Klassifikation in drei Stadien eingeteilt. Die Hauptkriterien fir die
Einteilung sind das Ausmaf der interstitiellen Fibrose und die Atrophie der Tubuli. Grad |
beschreibt eine milde interstitielle Fibrosierung mit (a) oder ohne (b) spezifische
Veranderungen einer chronischen AbstoBung (geringgradige chronische Ischamie). Grad Il
beschreibt eine moderate interstitielle Fibrose und tubuldre Atrophie, verknlpft mit den
Zeichen einer maBigen chronischen Ischamie. Grad Il beschreibt histologisch eine
fortgeschrittene interstitielle Fibrose mit tubularer Atrophie und tubularen Verlust,
zusammen mit den Zeichen einer schweren chronischen Ischdmie (Campbell P.M. 2004).
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The Banff 97 scoring criteria
1. Mormal, see Definitions

2. Antibody-mediated rejection
Rejection due, at least in part, to documented anti-donor antibody
(“suspicious for' if anribody not demonstrared ); may coincide with
catepories 3, 4 and 5
Type (Grade):
I. ATH-like — C4d+, minimal inflammmation
II. Capillary- margination andfor thromboses, C4d+
III. Arcerial — w3, C4d+

It

. Borderline changes: “Suspicious’ for acure cellular rejecrion
This category is used when no intimal arteritis is present, but there are
foci of mild tubulitis {1 —4 mononuclear cellsftubular crosssection) and at
least il; may coincide with carepories 2 and 5

4. Acurefacrive cellular rejecrion
T-cell-mediated rejection: may coincide with categories 2 and 5

Type (Grade) Histopathological Findings:

LA Cases with significant interstitial infiltration (=2 5% of parenchyma
atfecred ) and foci of moderare tubulitis (=4 mononuclear
cellsftubular cross section or group of 10 tubular cells)

1B Cases with significant intersritial infilrration (=25% of parenchyrma
atfected ) and foci of severs mibulitis (= 10 mononuclear cellsfoubular
cross-section or group of 10 tubular cells)

114 Cases wirth mild-to-moderate intimal arcericis (w1}

IIE Cases with severe intimmal arteritis comprising > 25% of the luminal
area (v2)

111 Cases with “transmural’ arteritis andjfor arterial fibrinoid chanpe and
necrosis of medial smooth muscle cells with accompanying
lymphocyric inflammation (v3)

5. Chronicfsclerosing allograft nephroparchy
Fibrosing changes in the allogratt, with or without features of rrue
alloimmune injury to the gratt;. may coincide with categories 2, 3, and 4

Grade Histoparhological Findings:

Grade 1 BAild imrerstitial fibrosis and tubular atrophy withoout (a) or
{roild )y with (b) specific changes sugpesting chronic rejection

Grade 11 Maoderate interstitial fibrosis and tubular arrophy (a) or (b)
{moderate )

Grade III Severs interstitial fibrosis and tubular atrophy and tubular
[severs) loss (a) or (b)

6. Other
Changes not considered to be due to rejecrion: may coincide with
categories 2, 3, 4, and 5

Reprineed aich permission from Blackwell Publishing, vef 57517,
American Jovrnal of Transplaneaon Z003; 3: F0S-714

Tabelle 1: Banff Klassifikation. Am. J. Trans. 2003; 3: 708-714, 2008; 8: 753-760

1.5 Therapieoptionen der chronischen Transplantatdysfunktion

Die klinisch umsetzbaren Therapiemdglichkeiten eines chronischen Transplantat-
versagens sind sehr beschrankt. Aktuell gibt es keine etablierten Therapieformen, die den
Prozess der chronischen Dysfunktion gezielt verhindern kdnnten. Die zur Verfligung
stehenden Konzepte beschranken sich in einer ,Abschwachung“ Alloantigen-unabhangiger
Faktoren, um eine unspezifische ,Traumatisierung® des Transplantates zu vermeiden
(Terasaki P.l. 1995, Gulanikar A.C. 1992, Basadona G.P. 1993). In dieses Therapie-
schema gehdrt auch die Vermeidung potenziell zelltoxischer Einfliisse vor und wahrend der
Transplantatentnahme, wie z.B. Rdntgenkontrastmittel, lineare Gadoliniumhaltige
Kontrastmittel wie friher fur die MRT- gebrauchlich, nephrotoxische Antibiotika
(Aminoglycoside), nichtsteroidale Antirheumatika/Analgetika, etc. (Land W. 1998).
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Ischamie- und Reperfusionsschaden aktivieren im Spenderorgan Zytokine und Chemokine
und erhdhen die Expression von Adhasionsmolekiilen. Am NTX Uberleben sind ganz
offensichtlich auch Toll-like-Rezeptoren (TLR) beteiligt, wie aus den hier dargestellten
Befunden ersichtlich wird. Generell findet sich bei Nierentransplantierten eine geringere
TLR4 und TLR2 Expression auf peripheren Monozyten und neutrophilen Granulozyten, die
jetzt unsere Daten unterstitzen (Farmakiotis A., Scherberich JE. 2008; Nogueira E. et al.
2010). In Nierenbiopsien von Nierentransplantaten waren die mRNA Konzentrationen
verschiedener TLR’s (TLR1-10) tendenziell unter akuten AbstoBungsreaktionen erhéht
(Dessing MC. et al. 2010); d.h. dass von einer verminderten Zytokin-vermittelten
Rekrutierung inflammatorischer, das NTX einwandernder Entziindungszellen auszugehen
ist. Abregulation von TLR (Uber z.B. TLR Antagonisten) und Unterbrechung oder
Abschwéchung, der daraufhin vermittelten Zytokin/Chemokinkaskade konnte, eine
Behand- lungsoption der chronischen Transplantatdysfuntion sein. Schon langer bekannt
ist der Zusammenhang zwischen Ischédmiezeit und Langzeitliberleben des Transplantates
(Kasike B.L. 1997, Rao K.V. 1990, Chertow G.M. 1996, Cecka J.M. 1995, Hariharan S.
1997), wobei pathophysiologisch Sauerstoffradikale, TLR-Aktivierung, verstarkte
Freisetzung von Zytokinen und Chemokinen in der Reperfusionsphase wirksam werden
und durch geeignete ,Inhibitoren“ nephroprotektiv auf das Transplantatiberleben wirken
sollten. Des Weiteren ist die rechtzeitige Behandlung von Infektionen immunsupprimierter
Patienten fir die Langzeitfunktion des Transplantates entscheidend. Die Infektion mit dem
Cytomegalievirus ist fir eine nicht unerhebliche Anzahl von Komplikationen nach einer
Transplantation verantwortlich (Loebe M. 1990, Koskinen P.K. 1993). Eine richtige
Einstellung der enteralen Protein- und Fettaufnahme des Patienten kann ebenfalls Einfluss
auf die Funktion des Transplantates nehmen. So verbessert eine didtische eiweiarme
Kost die Langzeitfunktion des Transplantates (Feehally J. 1986), wie auch die Einstellung
der Fettaufnahme und insbesondere der Cholesterinaufnahme, die zu Lipideinlagerungen
und zu Schadigung des Endothels (endotheliale Dysfunktion) fihren kénnen (Gao S.Z.
1987). Zur Vorbeugung einer chronischen Transplantatdysfunktion ist die zeitgerechte
Behandlung akuter AbstoBungsreaktionen essenziell. Die Anzahl akuter AbstoBBung-
reaktionen beeinflusst unmittelbar das Langzeitiberleben eines Nierentransplantates.

1.6 Spezifische Fragestellung

Wir untersuchten die immunologischen Zusammenhange zwischen der
Phanotypie bestimmter Monozyten-Subpopulationen und Transplantatdysfunktion
bei Kurz- und Lanzeittransplantierten. Dabei stand die Expression verschiedener
funktionell bedeutsamer Molekiile peripherer antigenprasentierender Blutzellen
(Monozyten) Nierentransplantierter (NTX), die ein Transplantatiiberleben von mehr
als 14 Jahren aufwiesen (stabile Langzeittransplantierte) im Vordergrund.
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Ungeachtet gleicher immunsuppressiver Medikation ist der Grund fiir dieses
»Langzeitiberleben“ des Transplantates noch weitgehend unklar. Aus unseren
Voruntersuchungen war bekannt, dass bestimmte zelluldre proinflammatorische
Phanomene durch aktuelle medikamentése Therapieschemata nur bedingt
beeinflussbar waren. Dabei standen CD14+CD16+ HLADR+ Monozyten, neben
Lymphozyten als die entscheidenden Ziel- und Effektorzellen einer
Transplantatdysfunktion, im Fokus unserer Analysen. Explantierte Nieren wiesen in
der quantitativen Bildanalyse massive maladaptive Strukturveranderungen und
einen um den Faktor 10 erhéhten Anteil gewebsstandiger CD14-positiver Zellen auf
(Scherberich JE. et al 1989, Chenchanna-Merzhauser 2006).

Die Verlaufsbeobachtung schloss, neben klinischen Kriterien, alle wesentlichen
Routine-Blutparameter und das quantitative Proteinausscheidungsmuster im Harn
aller nierentransplantierter Patienten ein. Wir untersuchten die MessgréBen uber
einen Langzeitverlauf von jeweils mehr als 14 Jahren, um zu klaren, ob mit wenigen
»Markern“ eine zuverlassige ,Vorhersage“ der Transplantatfunktion (Prognose)
moglich ist.

Des Weiteren untersuchten wir den méglichen immunologischen und genetischen
Zusammenhang obiger Parametern zwischen Aktivierungsmarkern peripherer
Blutmonozyten auf drei definierten Subpopulationen und der Phanotypie pro-
inflammatorischer und antiinflammatorischer Zytokine sowie eines Steroid-
hormonrezeptors. Aktivierte periphere Monozyten sind an der Freisetzung sowohl
proinflammatorischer als auch antiinflammatorischer Zytokine beteiligt, die wie-
derum Riickwirkungen auf die Transplantatdysfunktion nehmen kénnen.

Wir fokussierten uns auf folgende spezifische Fragestellungen:

e Wie ist der Verlauf von Standard (Routine)- Blutparametern und des quan-
titativen Proteinausscheidungsmusters im Harn bei Nierentransplantierten im
Kurz-und Langzeitverlauf?

e Wie ist der Verlauf roter und weiBer Blutzellparameter Nierentransplantierter
nach erfolgter NTX Gber mindestens 14 Jahre (Langzeitbeobachtung)?

e Welche zellimmunologischen Merkmale haben von uns definierte
Subpopulationen peripherer Monozyten (Immunphanotypie) von NTX
Patienten?

e Wie verhalten sich die funktionellen Zellmarker CD14 (pleiotroper Endotoxin
Rezeptor), CD16 (niedrig affiner Fc-gamma-IlIR), HLA-DR und die Toll-Like-
Rezeptoren TLR2 und TLR4 im Kurz- und Langzeitverlauf nach Nieren-
transplantation, jeweils untersucht auf den verschiedenen Monozyten-
subpopulationen?

¢ Welche zellimmunologischen Merkmale stehen im Zusammenhang mit einem
Transplantatiiberleben von liber 14 Jahren?
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e Welche molekulargenetischen Merkmale weisen , Langzeittransplantierte® fiir
antiinflammatorische Zytokine IL4, IL10, proinflammatorische Zytokine IFN vy,
GM-CSF und des Vitamin-D Rezeptors auf?

e Welche Schlussfolgerungen ergeben sich aus den erhaltenen Analysedaten?
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2. Grundlagen CD14

2.1 CD14 (pleiotroper LPS-Rezeptor und mehr)

CD14 ist ein Differenzierungsmarker (Cluster of Differentiation, CD) auf antigen-
prasentierenden Zellen (APC), wie es reife Monozyten, Makrophagen und u.U. auch B-
Zellen sind (z.B. Simmons D.L. 1989). Differenzierungsmarker (CD) sind Glykoproteine, die
zellspezifisch exprimiert werden und unterschiedliche Funktionen erfillen. Neben der
Rezeptor- und Signalfunktion konnten flr einige Differenzierungsmarker auch eine
enzymatische Aktivitdt belegt werden (z.B. CD10= neutrale Peptidase-24-11; CD26:
Dipeptidylpeptidase IV etc.). Einige Hundert Molekiile wurden als Differenzierungsmarker
bis zum heutigen Zeitpunkt ndher analysiert und vermutlich wird ihre Anzahl in den
nachsten Jahren weiter ansteigen (Leukocyte Typing VII, Oxford University press 2002).
Beschrieben wurde das CD14 Epitop erstmalig 1982 auf dem ersten Leukozyten-
Typisierung Workshop (Bernard A. 1984). Zehn monoklonale Antikérper zeigten eine hohe
Affinitdt gegenlber einer homogenen Antigenbande menschlicher Blutmonozyten (Todd
R.F. 1984, Griffin J.D. 1984). Auf der dritten Leukozyten-Typisierung Konferenz 1986,
wurde diesem Differenzierungsmarker ein breites Spektrum an Epitopen zugewiesen,
welche sie als Antigene erkennen konnten. Darlber hinaus wurde CD14 auf CD14
positiven Zellen durch Immunprazipitation und Western-Blot Analyse nachgewiesen (Bazil
V. 1986a, Goyert S.M. —Ferrero E. 1986).

Der Differenzierungsmarker CD14 ist ein 55 kDa Glykoprotein auf der Membranoberflache
von Monozyten, Makrophagen und neutrophilen Granulozyten (Todd R.F. 1984).

Das Gen, das CD14 codiert, befindet sich auf dem fiinften Chromosom in Position 5q23-
31, welche in Zusammenhang mit diversen Zytokinen und myleoid-spezifischen Faktoren,
wie Interleukine und GM-CSF, steht (Goyert S.M. —Ferero E., 1988). Genetische
Untersuchungen der CD14 cDNA an Mausen, Hasen und Menschen ergaben eine
bemerkenswerte Ahnlichkeit in der Aminosauresequenz (Lee J.D. 1992).

Die Zahl der CD14 Molekile auf peripheren Blutmonozyten wird auf etwa 50.000 / pro Zelle
geschatzt (Van Voorhis W.C. 1983). Neutrophile Granulozyten haben dagegen nur ein
Zehntel der Anzahl an CD14 Epitopen im Vergleich zu Blutmonozyten (Wright S.D. 1991a).
Das CD14 Antigen wurde erstmals als ,myeloides Differenzierungsantigen® auf reifen
antigenprasentierenden Zellen entdeckt, das wiederum auf myeloiden Vorlduferzellen fehlt.
Seine Expression wurde mit verschiedenen Formen maligner myeloider Leuk&mien in
Zusammenhang gebracht. Die wichtigste Funktion, die man fir das CD14 Molekdl entdeckt
hat, ist die Erkennung von LPS (Lipopolysaccharid, Endotoxin) sowie die der LPS-LBP-
(Lipopolysaccharid Binding Protein) Komplexe (Wright S.D. 1990a).

Charakteristisch fir den Aufbau des CD14 ist, dass eine transmembrane Aminosaure-
sequenz vollig fehlt, was auf die Notwendigkeit eines weiteren Moleklls fir die
Signalweiterleitung (,signaling®, Signaltransduktion,) schlieBen lasst (Kielian T.L. 1995). Bei
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Analysen an Monozyten stellte sich heraus, dass CD14 mit einer Tyrosin-Kinase Aktivitat
(ko) prazipitiert und es wohl mehrere Wege zur Aktivierung der Tyrosin-Kinase existieren
(Stefanova I. 1991, Weinstein S.L. 1993, Han J. 1994). Als alternativer Weg zur
Signaltransduktion kommt auch eine Transduktion durch intrazellulare Translokation von
G-Proteinen infrage (Yasui K. 1992). Erst aber die Entdeckung der Toll-like-Rezeptoren
(TLR) ermdglichte eine differenzierte Charakterisierung und Einordnung des CD14
Molekills (Anderson K.V. 2000), da CD14 auch Partner von TLR-Molekilen, z.B. von
TLR4, sein kann. CD14 ist nicht direkt an der Transduktion des Signals beteiligt, sondern
liefert eine Bindungsstelle fur LPS auf der Zelloberflache (Lee J.D. 1993). CD14 bindet
nicht nur LPS auf der Membranoberflache, sondern transloziert (,fUhrt“) quasi das
gebundene LPS, sodass weitere Signalproteine auf deren Zelloberflaiche dieses als
Antigen erkennen koénnen (Raetz CRH. 1991). Diese wichtige Eigenschaft des
Differenzierungsmarkers CD14 wird durch seine besondere Verankerung auf der
Oberflache der Zellen vermittelt (Simmons D.L. 1989).

Zwei Zustandsformen von CD14 werden unterschieden: eine membrangebundene
(mCD14) und eine im Plasma lésliche Form von CD14 (sCD14, ,soluble“ CD14).

Die membrangebundene Form von CD14 (mCD14) partizipiert an der Bindung von LPS
und LPS-LPB Komplexen auf Monozyten, Makrophagen und Granulozyten, wohingegen
die I6sliche Form des CD14 (sCD14) an der Aktivierung von Zellen beteiligt ist, die keine
Expression des Differenzierungsmarkers auf ihrer Oberflache aufweisen. Die Serum
Konzentration von sCD14 zeigt krankheitsspezifische Veranderungen u.a. bei Infektionen
und Systemerkrankungen und wird im Harn bei Nierenerkrankungen vermehrt eliminiert.
(Nockher W.A. et al., Scherberich J.E. et al. 1994, 1997, 2000)

2.2 Aufbau des CD14 Membranproteins (mCD 14).

Die Sequenz des CD14 Clusters besteht aus 17 hydrophoben und neutralen
Aminosauren an seinen carboxyterminalen Ende, sowie finf potenziellen Seiten fir eine N-
vermittelte Glykosylierung (Goyert S.M. 1988). Das Molekill beinhaltet eine leucinreiche
Sequenz, die im Zusammenhang mit der Formung von amphipathischen Molekilen durch
Interaktion mit Lipiden steht (Setoguchi M. 1989).

2.3 Verankerung des CD14 (mCD14) auf der Membranoberflache

CD14 ist durch einen GPI-Anker (Glykosyl-Phosphatidyl-Inositol Anker) auf der Ober-
flaiche der Zellen verankert (Haziot A. 1988, Simmons D.L. 1989). Der Glykosyl-
Phosphatidyl-Inositol Anker ist ein weit verbreitertes Verbindungsglied auf der Membran-
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oberflache zahlreicher eukaryotischer Zellen (Abb. 2). Viele unterschiedliche Proteine
verwenden diesen Verankerungsmechanismus zu ihrer Befestigung auf Zellmembranen.
Gemeinsames Merkmal der Proteine, die einen GPI-Anker zur Befestigung verwenden ist,
dass sie an ihrem C-terminalen Ende eine Verbindungsdoméne besitzen, die keine
hydrophobe Sequenz aufweist (Low M.G. 1987). Der Glykosyl-Phosphatidyl-Inositol Anker

selbst wird aus drei Bereichen zusammengesetzt:

1 Einem Phospatidyl-Inositol Molekil, dessen 1,2 Diacylglycerol-Anhang in der
Lipid-Doppelschicht der Membran verankert ist.

2 Einem Glykanmolekdl mit variabler Struktur und Zusammensetzung. Die
Verbindung zwischen dem Glykan und dem Phosphatidylinositol Molekul erfolgt
Uber eine glykosidische Verbindung mit einem Glukosamin, das eine freie
Aminogruppe besitzt.

3 Einem Ethanolamin, das Uber ein Amid mit seinem Aminoende an die a-carbo-
xyl Gruppe der C-terminalen Aminosaure eine Verbindung eingeht. Das nicht
reduzierende Ende des Glykanmolekils enthalt Mannose- 6-Phosphat, das Uber
einen Phosphodiester an die Hydroxylgruppe des Ethanolamid gebunden ist
(siehe Abbildung 2).

MNH,

Membrane
1,2-Diacylglycerol

Abbildung 2: Aufbau des GPI-Anker’s (Low M.G., Saltiel A.R.: Structural and functional roles of Glykosyl-Phosphatidyl-Inositol
in membranes. Science 1988; (239): 258-275

Die Verbindung von Proteinen mittels eines GPI-Ankers auf der Membranoberflache bietet
zwei Vorteile gegenlber anderen transmembranen Verankerungsmechanismen. Zum
einen gewahrleistet es die Mobilitdt des zu befestigenden Proteins, zum anderen
beglinstigt diese Verbindungsart die Freisetzung (,Schedding”) und Aufnahme von
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Proteinen. Die erhdhte Mobilitat des GPI-Ankers lasst auch Seitenbewegungen der
Proteine zu, was die Ausrichtung dieser wahrend einer Komplexbildung begtinstigt und
deren physiologische Eigenschaften verstarken bzw. modulieren kann (Low M.G. 1987).

2.4 Regulation der CD14 Expression

Die Expression von CD14 wird durch eine Vielzahl von Faktoren beeinflusst und
reguliert. Darunter gehdren auch Mediatoren, die an der Reifung von Monozyten zu
Makrophagen beteiligt sind (Landmann R. 1990), diverse Zytokine (IL-18) und
Lipopolysaccharide (Gassani 1993). Die Expression der Differenzierungsmuster auf
Makrophagen in vivo ist verschieden stark ausgeprégt und unterscheidet sich in den
Geweben, in denen diese reprasentiert werden. Alveolarmakrophagen haben eine
geringere, Peritonealmakrophagen eine héhere Expression von CD14 (Passlick B. 1989).
Sowohl die Exposition antigenprasentierender CD14-positiver Zellen mit Zytokinen oder
Liganden wie LPS, oder Zell-zu-Zell Interaktionen, haben einen Einfluss auf die
Auspragung von mCD14. 1,25- Dihydroxy-VitaminD; Hormon induzierte in
pramonozytischen THP-1 Zelllinien eine (erhéhte) CD14 Expression und korrelierte mit
einer erhéhten Bindungsaffinitédt gegenltber LPS. Die Zugabe von Antikérpern gegen CD14
wéahrend der Zellreifung pramonozytischer THP-1 Zelllinien reduzierte die Affinitat gegen-
Uber LPS (Martin T.R. 1994). IL-4 induziert eine dosisabhangige Regulierung von CD14
und mindert nicht nur die Expression von CD14 auf Monozyten, sondern auch die
Freisetzung des l6slichen CD14 im Serum. Analog beeinflusst auch IFN-y (Interferon y) die
Freisetzung von sCD14 im Serum und vermindert dessen Freisetzung aus Makrophagen
und Monozyten, wie auch die Expression von mCD 14 auf der Zelloberflache (Landmann
R. 1992, Lauener 1990a). Andere Zytokine wie IL-1-, IL-2, IL-3, IL-5, IL-6 und TGF-B
(Transforming Growth Factor) scheinen dagegen kaum die CD14 Expression zu
beeinflussen. Eine modulierende Wirkung von TNF-a wird kontrovers diskutiert. Die
Mehrzahl der Untersuchungen wei3t auf einen geringeren Einfluss von TNF-a bei
Makrophagen und Monozyten hin als urspringlich angenommen (Wright S.D. 1991b,
Landmann R. 1990, Lauener R.P. 1990a). TNF-a, GM-CSF, G-CSF sollen eine bis zu
zweifache Erhéhung der Expression von CD14 auf neutrophilen Granulozyten induzieren
(Hansen P.B. 1993, Wright S.D. 1991b). Glukokortikoide hemmen dagegen die CD14
Synthese. Glukokortikoide reduzieren akut und prolongiert dosisabhédngig mCD14 und
sCD14 sowie CD16 auf peripheren Blutmonozyten. Dies kann einerseits eine erhdhte
Infektanfalligkeit einer Medikation mit Glucocorticoiden besser verstehen helfen (Nockher
W. und Scherberich J.E. 1997), andererseits aber auch eine deregulierte
Hyperinflammation z.B. Sepsis verhindern.
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Die CD14-Antwort (Synthese, Modulation) nach Stimulation von Zielzellen mit Zytokinen,
sowohl in vitro als auch in vivo, ist abhangig vom untersuchten Gewebe, verschiedene
Zellsubpopulationen, der Menge eingesetzter Zytokine sowie der experimentellen
Bedingungen, unter denen die Untersuchungen durchgefiihrt wurden, wobei
speziesspezifische Unterschiede bestehen.

2.5 Lipopolysaccharid als Bestandteil gramnegativer Bakterien

Lipopolysaccharid (LPS) ist ein wichtiger funktioneller Bestandteil gramnegativer
Bakterien. Man bezeichnet LPS auch als Endotoxin (Wurfel M. 1997). Lipopolysaccharide
werden aus drei Untereinheiten zusammengesetzt. Aus einer O-spezifischen antigen-
prasentierende Seitenkette, einer zentralen Polysaccharid-Kernzone, und einem Glucos-
amindisaccharid mit einer variablen Zahl an Fettsduren (Chan S. 1994, Olson 1988), das
man als Lipid A bezeichnet. Lipid A ist die biologisch aktive Komponente der Lipopoly-
saccharide, wahrend im Gegensatz dazu, die Oligosaccharidketten fiir die groBBe Anzahl an
Antigenvarianten verantwortlich ist (Wurfel M. 1997). LPS hat keine Wirkung, solange es
an der Bakterienmembran gebunden ist. Zerféllt die bakterielle Zellmembran, kommt es zur
Freisetzung von LPS. Erst das freigesetzte LPS ist fir die Auslésung einer immuno-
logischen Antwort im Wirtorganismus verantwortlich (Rietschel E.T. 1994). Ebenfalls
bekannt ist, dass nicht allein Lipopolysaccharid (Endotoxin) selbst fir die gravierenden
Konsequenzen eines septischen Schocks verantwortlich ist, sondern erst die durch LPS
ausgeldste UbermafBige Freisetzung potenter Mediatoren und Zytokine, wie IL-13 oder
auch TNF-a (Morrison D.C., Ryan J.L., 1987). LPS ist ein I6sliches amphiphiles Molekil,
das in flissigen Medien Aggregate bildet. Dadurch ist es dem Lipopolysaccharid selbst
nicht mdglich spontan zu diffundieren und den CD14 Rezeptor zu erreichen, sondern es
bedarf eines Transportproteins wie dem des LPB (Wurfel M. 1994).

2.6 Einfluss von LPS auf die Regulierung von CD14

Der Hauptligand fir den (pleiotropen) CD14 Rezeptor ist LPS. Die Stimulation von
LPS auf den antigenprasentierenden Zellen kann, in Abhangigkeit der Zielzelle, unter-
schiedliche Effekte auf deren CD14 Expression haben. Sowohl periphere Blutmonozyten
als auch Alveolarmakrophagen erhéhen nach Exposition mit LPS deren CD14 Expression
(Brugger W. 1991, Birkenmaier C. 1992). Dieser Schritt hangt von der LPS-Konzentration
ab. Wir beobachteten auch eine Blockierung und Hemmung der CD14 Expression bei
héheren LPS Konzentrationen in vitro. In Makrophagen, die sich von Monozyten ableiten,
sowie in Monozyten, die aus Patienten mit einer Sepsis stammen, zeigt LPS kaum oder
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sogar einen hemmenden Effekt auf deren Differenzierungsmarker CD14 (Wright S.D.
1991b, Birken Maier C. 1992). Auch die Infusion von LPS bei Gesunden hatte nach
Untersuchungen von Smith et al., sechs Stunden nach der Exposition keine signifikante
Erhdéhung der Rezeptordichte auf den Zellen zur Folge (Smith P.D. 1994). Die Datenlage
ist jedoch widersprichlich (Martin T.R. 1992). Diese unterschiedlichen Beobachtungen
zeigen u.a, dass die Effekte von LPS abhangig vom Reifegrad der Zellen im Moment der
Exposition sind. Ein weiterer Faktor ist die Zeit, in der die Zellen diesem Stimulus
ausgesetzt sind (was haufig Uber langere Kulturzeiten unter in vitro-Bedingungen nicht
immer untersucht wird); nicht immer werden mdgliche Konzentrationsabhangigkeiten der
Liganden (LPS) auf die CD14 Expression in vitro/in vivo, und/oder die Zeitintervalle im
Verlauf Gber mehrere Tage, untersucht (Kielian T.L. 1995, M. Sehner 2010).

2.7 Funktion des CD14 Differenzierungsmarker

Aktivierung des CD14 Clusters mit LPS fihrt zur Ausschittung diverser Zytokine
wie IL- 1, IL- 6, IL- 8 und TNF-a (Dentener M.A. 1993). Die LPS induzierte Stimulation
dieser Mediatoren lieB sich in Untersuchungen durch Inaktivierung der CD14 Cluster
mittels monoklonaler CD14 Antikérper (CD14 mAb), hemmen. Im Gegensatz hierzu war die
Freisetzung dieser Mediatoren durch Stimulation der antigenprasentierenden Zellen mit
Zymosan, PMA, IL-1B und TNF-a nicht beeintrachtigt (Dentener M.A. 1993). Diese
Beobachtung unterstreicht die Bedeutung des CD14 fir die Erkennung bakteriellen
Endotoxins. Genetische Untersuchungen durch Lee et al., mittels Transfektion von CD14
cDNA, unterstrichen diese Beobachtungen auch auf genetischer Basis (Lee J.D. 1992).
Weitere Funktion von CD14 ist die Zell-zu-Zell-Interaktion und Aktivierung CD14 negativer
Zellen, wie es (in der Regel) Epithelzellen sind. Behandlung von Monozyten mit mono-
klonalen CD14 Antikérpern verhindert eine Adhasion der im peripheren Blut zirkulierenden
Monozyten an aktivierte Endothelzellen (Beekhuizen H. 1991, Lue K.H. 1991, Worthen
G.S. 1992). CD14 komplexiert mit TLR2 und TLR4, was zu einer verstarkten Signaltrans-
duktion und Initierung von Transkriptionsfaktoren fur die Signalweiterleitung in das
Zellinnere fuhrt.

2.8 CD14 und TLR2

Als oberflachliches Membranprotein ist CD14 selbst nicht in der Lage ein Signal auf
direkten Weg in die Zelle zu Ubermitteln, sondern dient dem TRL2 Rezeptor bei der
Erkennung der LPS-Liganden. Die Koexpression von CD14 zusammen mit TLR 2 verstarkt
die Signaltransduktion durch die Zellmembran. Genetische Untersuchungen zeigten, dass
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die Koexpression von CD14 und TLR2 eine Gentranskription und Zytokinsekretion
vermittelt (Uber Nf-kappa B). Diese war um den Faktor sieben hdher als in Zellen, die
ausschlieBlich nur TLR2 auf ihrer Oberflache exprimierten und kein CD14 als Kofaktor bzw.
Partner hatten. Somit ist es mdglich selbst bei geringsten LPS Konzentrationen eine
effektive Immunantwort in Zielzellen auszulésen (Kirschning C.J. 1998).

2.9 Weitere Funktionen der membrangebundenen Form mCD14

Zellen, deren Lebenszyklus endet, werden durch Phagozytose oder Apoptose im
Organismus eliminiert. Untersuchungen von Savil et al. zeigten einen Zusammenhang
zwischen der Phagozytose apoptotischer Zellen und der Préasenz von CD14 Molekilen
(Savil J.  1993). Die Phagozytose apoptotischer Zellen erfolgte  ohne
Entziindungsmerkmale. CD14 interagiert mit diesen Zellen und ,markiert” diese fur die
Phagozytose (Devitt A. 1998).

2.10 Die losliche Form von CD14 (sCD14)

Lésliches CD14 (sCD14) ist ein Serumprotein mit einem Molekulargewicht von 48
kDa. Es ist kleiner als die membrangebundene Form von CD14 (mCD14), was vermuten
lasst, dass es durch enzymatische Abspaltung und Lésung seines GPlI Membranankers
freigesetzt wird (Bazil V. 1989). Die Behandlung von Monozyten mit Phosphatidylinositol
spezifischer Phospholipase C fuhrt zu einer unvollstandigen Ablésung von CD14 aus der
Zelloberflache (Haziot A. 1988). Die biochemische Untersuchung des durch Phospholipase
C freigesetzten CD14 Proteins zeigt, dass dieses Molekll gréBer ist als das im Serum
vorhandene sCD14 Protein. Der Unterschied liegt im Fehlen von Ethanolamin, einem
Kompartiment des GPI-Verankerungssystems, im sCD14 (Haziot A. 1988). Spezifische
Phospholipasen oder auch Proteasen kénnen eine Abtrennung vom GPI-Anker
herbeifiihren (,Schedding®). Zudem wird in vivo sCD14 im Harn nierenerkrankter Patienten,
oder auch im Harn von Patienten mit einer sekundaren Amyloidose (Kielian T.L. 1995),
ausgeschieden. Bei in vitro Untersuchungen an Kulturbestdanden von HLA 60 Zellen, nach
Einleitung einer Monozytendifferenzierung, oder in Kulturmedien transfizierter CD14
exprimierender Zellen, kann ebenfalls sCD14 im Uberstand nachgewiesen werden (Haziot
A. 1988, Bazil V. 1991, Maliszweski C.R. 1985, Sudan A. 1995). Die lésliche Variante von
CD14 besteht aus einer einzelnen Kette. In dieser Kette sind Disulfid-Bindungsstellen
eingebaut. Die Konzentration von sCD14 im Serum unter physiologischen Bedingungen
betragt bis zu 6ug ml .
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2.11 Regulierung der sCD14 Freisetzung

Lésliches CD14 wird, ahnlich der membrangebundenen Form (mCD14), durch
Stimulation mit LPS oder Zytokinen, wie TNF, reguliert. Ebenfalls einen Effekt auf die
Freisetzung haben IL4 und PGE, (Prostaglandin E,). In vitro Daten an Mono Mac 6 Zellen
fihrten zu einer verstéarkten Freisetzung von sCD14 nach Zugabe von PGE, oder LPS.
Eine &hnliche Wirkung wird auch in vivo erwartet. LPS und TNF-a erhéhen die
Konzentration von sCD14, wohingegen IL4 und IFN-y zu einer Verminderung der
Konzentration in Gewebekulturen fihrt (Landmann R. 1992, Schiitt C. 1992).

Die Gabe von Glukokortikoiden kann, sowohl in vitro als auch in vivo, zur Abregulation der
Plasmakonzentration léslichen sCD14 (Nockher W., Scherberich J.E. 1997, 1999).

2.12 Funktionen von sCD14

Eine bekannte Funktion von sCD14 ist die Aktivierung CD14-negativer Zellen und
Bindung von LPS im Blutstrom. sCD14 interagiert im zirkulierenden Blutstrom mit
Endotoxin und moduliert erst durch diesen Komplex CD14-negative Zellen (Frey E.A. 1992,
Read M.A. 1993, Von Asmouth EJU. 1993); andererseits scheint sCD14 an der Aktivierung
von TLR’s (insbesondere TLR4), Nierenzellen und Uroepithelien (mucosaassoziierte
Abwehrkaskade bei Harnwegsinfektionen) beteiligt zu sein (Scherberich JE. et al. 2008).
LAktivierung“ bedeutet u.a. eine erhdhte Permeabilitdt der Epithelzellschicht und eine
vermehrte Freisetzung diverser Zytokine wie IL -1 und IL- 8 auf der Epithelzelloberflache
(Goldblum S.E. 1994).

2.13 LPB, Lipopolysaccharid bindendes Protein

Das Lipopolysaccharid-Bindende-Protein (LPB) ist ein 60 kDa Glykoprotein, das im
Serum unter physiologischen Bedingungen in einer Konzentration zwischen 0,5-1ug ml’
vorkommt. Es handelt sich um ein Akute-Phase-Protein und wird in der Leber synthetisiert.
In Akute-Phase-Serum kann es sogar Konzentrationen iiber 200 ug ml™ erreichen (Tobias
S.P. 1992). Weitere Quellen fiir die LPB-Synthese wurden bis zum heutigen Zeitpunkt nicht
nachgewiesen (Tobias S.P. 1989). Seine besondere Eigenschaft bezieht sich auf seine
hohe Affinitdt gegenlber der hydrophoben Portion von LPS, dem Lipid A (Mathison J.C.
1992). Es besteht aus einer Polypeptidkette von 452 Aminosduren und beinhaltet vier
Cysteine und finf potenzielle Glykolysierungsstellen. Das aminoterminale Ende des
Proteins beinhaltet die eigentliche Bindungsstelle fur LPS, wahrend im Gegensatz das
carboxyterminale Ende fir die Interaktion mit dem CD14 Molekll verantwortlich ist
(Schuhmann R.R. 1990). LBP vermittelt die Interaktion zwischen LPS und CD14 auf zwei
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moglichen Wegen. LPB opsoniert LPS Strukturen, sodass diese von CD14 auch erkannt
werden kénnen. Im weiteren unterstitzt LPB den Organismus in seiner Immunantwort, in
dem es selbst kleinste Konzentrationen an LPS fir diesen erkennbar macht (Wright S.D.
1990b, Schuhmann R.R. 1990). LPB erhdéht die Sensibilisierung von Leukozyten
gegenulber kleinsten, sogar im Nanogramm-Bereich, Mengen an LPS (Lee J.D. 1992).
Die Synthese von LPB in Hepatozyten wird durch LPS, IL-1, TNF- a, IL-6 und
Glykokortikoiden reguliert. Die Behandlung der Hepatozyten mit LPS flhrt zur erhéhten
Freisetzung von Zytokinen, die wiederum die Synthese von LBP beschleunigen (Wan Y.
1995). LBP alleine ist nicht in der Lage einen stabilen Komplex mit CD14 zu bilden. Eine
weitere Eigenschaft von LBP ist seine Fahigkeit LPS an Lipide wie HDL-Komplexe zu
transferieren, wo es neutralisiert wird (Wurfel M. 1994, Wurfel M. 1995).
Zusammengefasst besitzt LBP zwei wesentliche Eigenschaften:

1) Verstarkung der LPS Aktivitat

2) Neutralisation von LPS
Bei gesunden Patienten ist LBP mit LDL/VLDL gebunden und zirkuliert als Komplex im
Kérper. Untersuchungen von Vreugdenhill et al. zwischen den Lipoproteinen LDL/VLDL
und LPS wiesen auf eine verstarkte Affinitat dieser Lipoproteine fur LPS. Im Serum von
Patienten mit einer Sepsis zirkuliert nur ein kleiner Anteil an LBP frei. Der groBte Anteil an
LBP ist mit LDL/VLDL gebunden. Es kénnen sowohl LBP-LPS Komplexe als auch freie
LBP und LPS Molekile an den Lipoproteinen gebunden werden (Vreugdenhil A.C. 2001).

2.14 Weitere Erkennung und Transportproteine fiir LPS

Ein weiteres potenzielles LPS-Erkennungs- und Transportprotein fir LPS im Serum kénnte
Septin sein. Untersuchungen durch direkte Blockierung von LPB mit LPB spezifischen
Antikérper konnten keine vollstandige Verhinderung der Bindung von Phagozyten an
opsonierten LPS Molekulen bewirken (Wright S.D. 1992).

Alternative Rezeptoren fir LPS kénnen CD18 auf Leukozyten (Wright SD. 1990b), p73 ein
80 kDa Protein auf der Oberflache von B und T Lymphozyten, PMN (polymorphonuclear
leukocytes) und Makrophagen, p18, p25, p65 und p55 binden.
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3. Grundlagen CD16

3.1 CD16, ein Fcy Typ lll Rezeptor

CD16 ist ein weiterer Differenzierungsmarker auf der Oberflache von Monozyten.
CD16 ist ein niedrig affiner Fc-Rezeptor Typ Ill, ein Rezeptor fir Immunglobulin G (Van der
Winkel J., 1991). Fc Rezeptoren sind Signal Gbermittelnde Molekule fir die Erkennung von
Immunkomplexen. Es sind insgesamt drei (neu: vier) Klassen Fc Rezeptoren fir 1g-G
bekannt, FcyR | (CD64), FcyR Il (CD32) und Il (CD16) (Ravetch J.V. 1991). Fcy
Rezeptoren sind in der Lage unterschiedliche biochemische Prozesse auszulsen,
darunter die Stimulation von Phospholipase C, die Modulation des intrazellularen Calciums
und die Aktivierung der Proteinkinase C (Unkeless J.C. 1988, Ravetch J.V. 1989, Ravetch
J.V. 1991). CD16 hat eine niedrige Affinitat fir monomeres Ig-G, ist aber in der Lage
polymeres Ig-G oder auch Ig-G Komplexe mit einer hohen Affinitat zu binden (Clarkson
S.B. 1988). Der FcyR 1l (CD16) existiert in zwei Isoformen vor, FcyR IlIA und FcyR 1lIB.
Die FcyR IlIA Isoform des Rezeptors ist ein hetero-oligomerer Rezeptor mit einer zur
Ligandenbindung bestimmten Untereinheit sowie dimeren y Ketten. FcyR IlIA ist als
Transmembranprotein auf der Oberflache von NK Zellen und Makrophagen zu finden. Im
Gegensatz dazu ist die zweite Isoform FcyR IIIB auf der Oberflache von Granulozyten als
GPI verankertes Protein zu finden (Ravetch J.V. 1989, Simmons D. 1988, Scallon B.J.
1988) und somit unfahig ein Signal von der Membranoberflache in das Zellinnere zu
Ubermitteln. Beide Isoformen haben einen ahnlichen extrazellularen Aufbau von ungefahr
190 Aminosduren und besitzen identische Bindungsspezifizitdten (Ravetch J.V. 1989). Im
Aufbau unterscheiden sich beide Isoformen des FcyR Il Rezeptors an Position 203 ihres
Aminoséaureskelettes. Die transmembrane FcyR IIIA Isoform geht an der Oberflache der
Zellmembran, mit Untereinheiten weiterer Rezeptorsysteme, Assoziationen ein. Auf der
Membranoberflache von Makrophagen geht die FcyR IlIA Isoform des Rezeptors eine
Assoziation mit der y-Kette des IgE FceR Rezeptors ein, und auf NK Zellen geht der FcyR
[lIA Rezeptor eine Assoziation mit CD3 ein (Anderson P. 1990, Lanier L, Yu G. 1989).
Ahnlich wie CD14 ist auch bei diesem Differenzierungsmarker eine 6sliche Form von
CD16 nachweisbar, die entweder durch Lésung aus der Membranoberflache oder durch
alternatives Splicen entsteht (Ravetch J.V. 1989, Huizinga T.W. 1990).
Interaktionen der Fcy Rezeptoren mit Immunkomplexen fihrt zur Freisetzung diverser
Mediatoren. Darunter gehdéren Leukotriene (Rouzer C.A. 1980), Prostaglandine (Rouzer
C.A. , Kempe J.1980), hydrolytische Enzyme (Cardella C.J 1974) aber auch Zytokine wie
IFN-y, IL-1 und 6, sowie TNFa (Anegon I. 1988, Debets J.M.H. 1990). Weitere Funktionen,
welche durch Fc- Rezeptoren reguliert werden kénnen, sind Aktivierung und Proliferation
von Lymphozyten (Klaus G. 1987).
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3.2 Regulation der Fcy Rezeptoren Expression

Die Regulation der Fcy Rezeptoren erfolgt durch unterschiedliche Mediatoren wie
Zytokine, Wachstumsfaktoren oder auch Lipoproteine, Hormonen und Glukokortikoiden.
Unter der Gruppe der Zytokine sind IFN-y, IL-4 und G-Csf (Granulocyte Colony Stimulating
Factor) die wichtigsten Mediatoren, wobei ihr modulierender Effekt auf die verschiedenen
Rezeptorisoformen sehr unterschiedlich sein kann. IL-4 hat eine hemmende Wirkung auf
die Expression aller drei Isoformen, wahrend INF-y im Gegensatz eine Verstarkung der
Expression des Fcy Rl bewirkt (Te Velde A.A. 1990, Hibbs M.L. 1989). TGFp induziert eine
Erhdhung der Fcy Rllla Rezeptorexpression auf Monozyten, wohingegen TNFa eine
Verminderung der Fcy RIllb Oberflachenexpression bewirkt (Welch G.R. 1990). G-CSF
reguliert die Fcy RI Auspragung auf Neutrophilen, aber nicht auf Monozyten (Guyre P.M.
1990). Durch weiterfihrende Untersuchungen lies sich ein Einfluss von LDL Lipoproteinen
auf die Fcy Rl nachweisen. LDL kann sowohl die Expression als auch die Funktion des
Rezeptors modulieren (Bigler R.D. 1990). Glukokortikoide hemmen die Wirkung des IFN-y
auf neutrophile Granulozyten, wahrend sie im Gegensatz dazu die Wirkung von IFN-y auf
Monozyten verstarken (Passlick B. 1989). Direkten Einfluss, durch ihre hemmende
Wirkung, kénnen Glukokortikoide auf die Expression des Fcy Rllla auf Lymphozyten und
Monozyten nehmen (Huizinga T.W.J et al., im Druck). Weitere Mediatoren, die modulierend
auf die Fc- Rezeptorisoformen wirken kénnen, sind Proteaseinhibitoren (Tax W.J.M. 1990),
proteolytische Enzyme (Van der Winkel J.G. 1989) und Adenosin, das die Funktion des Fc-
R, aber nicht dessen Expression beeinflusst (Salmon J.E. 1990).

3.3 Koexpression von CD14 und CD16 auf Monozyten

Monozyten leiten sich von den Monoblasten ab, die wiederum myeloiden Ursprungs
sind. Aus der Population der Monozyten entwickeln sich, nachdem sie im Blut flr zwei bis
drei Tage zirkuliert haben, durch Diffusion in den unterschiedlichen Geweben die
Makrophagen (Mazzarella G. 1998). Wichtigstes Antigen auf der Oberflache der
Monozyten ist der Differenzierungsmarker CD14, der spezifisch fur die Aktivierung durch
LPS mitverantwortlich ist. Der CD16 Differenzierungsmarker ist im Gegensatz zum CD14
ein Fcy Il Rezeptor, welcher spezifisch fir IgG—Komplexe ist (s.0.). Dieser Unterschied in
ihrer Spezifizitat, lasst sich auch in ihrer Verteilung auf Monozyten und Makrophagen
beobachten. Untersuchungen nach dem Prinzip der zwei Farben-Immunfluoreszenz mit
monoklonalen Antikérper fir CD14 und CD16 lassen mindestens zwei Subpopulationen an
Monozyten erkennen (Ziegler Heitbrock 1994). Die eine Subpopulation an Monozyten ist
stark CD14 positiv jedoch CD16 negativ, die zweite Subpopulation ist schwach CD14
positiv aber dafir CD 16 positiv (CD14+CD16+). Die CD14++ positiven Monozyten machen
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ungefédhr 90% aller Monozyten aus. CD 14++ Monozyten exprimieren von den Fcy
Rezeptoren den Fcy | (CD64) und den Fcy Il (CD32) Rezeptor, daflr aber nicht den Fcy llI
(CD16) Rezeptor (Nockher W.A., Scherberich J.E. 1998). Die CD14++CD16+ Monozyten
machen dagegen nur 5-10 % der Gesamtmonozyten bei Gesunden aus, was einer Zellzahl
von ungefahr 50/ul Vollblut entspricht (Ancuta P. 2000, Ziegler Heitbrock 1993, Ziegler
Heitbrock 1996). CD14+CD16+ Zellen weisen auf ihrer Oberflache eine Anzahl
interessanter Oberflachenmolekile und Muster auf. Im Vergleich zu CD14++ zeigen
CD14++CD16+ Zellen auf ihrer Oberflache eine geringere Expression von CD11b (CR3),
CD33 und CD64 Molekulen. Dafiir besitzen sie eine hdhere Expression an MHC I
Antigene (HLA-DR), VLA-4, intrazellulares Adh&sionsmolekil 1 (ICAM 1) (Ziegler Heitbrock
1996, Ziegler Heitbrock 1993), CD11a, CD18 und CD45RA (Gabriele H. 1994) sowie TRL2
und TLR4 (Scherberich et al. 2005).

Aufgrund der wichtigen Assoziation CD14+CD16+ Monozyten zu definierten Krankheits-
bildern (wie auch hier bei Nierentransplantierten) wurde jlngst eine einvernehmliche
internationale Nomenklatur erarbeitet, an deren Gestehung auch wir unmittelbar beteiligt
waren (Heimbeck J. et al. 2010; Ziegler-Heitbrock L. et al. 2010).

3.4 Reifegrad der CD14++CD16+ Monozyten

Untersuchungen der CD14++CD16+ Subpopulation zeigen, im Vergleich zu den
traditionellen CD14++CD16neg. exprimierenden Monozyten, eine andere Morphologie.
Sie sind kleiner, was im Punktdiagramm eine Vorwérts- und Seitwartslichtstreuung zur
Folge hat, sodass diese im Bereich zwischen Lymphozyten und der ,Hauptmonozyten-
wolke® (FACS Histogramm) liegen. Die CD14++CD16+ Monozyten kdnnen als ,reife”
(mature) Monozyten betrachtet werden, die Eigenschaften von Gewebsmakrophagen
aufweisen, ohne eine Epithelschranke Uberschritten zu haben. CD14++CD16+ Monozyten
exprimieren auch den Differenzierungsmarker CD33 (Horelt Calzada-Wack 1996, Ziegler
Heitbrock 1996,1993). Bekannt ist, dass Differenzierungsmarker spezifisch fur eine Zellart
oder deren Entwicklungsstufe sind (Leukocyte Typing VII, Oxford University Press). Der
Differenzierungsmarker CD33 kommt wahrend der Ausreifung myelomonozytischer
Stammzellen vor, wobei die Expressionsdichte auf der Oberflache progressiv abnimmt
(Ziegler Heitbrock 1996).
Die Reifung der CD14++CD16+ Monozyten wird u.a. durch Zytokine reguliert.
Verschiedene in vitro Studien wiesen nach, dass TGF-B (Transforming Growth Factor B),
M-CSF (Macrophage Colony Stimulating Factor) oder auch Interleukin-10 an der Reifung
dieser beteiligt waren. Zugabe von Zytokinen, wie IL- 4 und GM-CSF (Granulocyte-
Makrophage CSF), modulierte ebenfalls die Expression. IFN-y verstarkt in vivo den Effekt
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von M-CSF und beteiligt sich ebenfalls an der Ausreifung CD14++CD16+ Monozyten. Da
im Organismus immer eine Kombination verschiedener Zytokinen prasent ist, hangt die
monozytare Maturierung vom Gleichgewicht bzw. Ungleichgewicht pro- und anti-
inflammatorischer Mediatoren ab (L. Ziegler-Heitbrock 1993, 1996).

3.5 Zellmigration durch die Epithelschranke

Besonderheit der CD14++CD16+ Zellen ist ihre Eigenschaft als reife Monozyten die
Epithelschranke an GefédBwénden zu passieren, um einen Entziindungsherd zu erreichen.
Begunstigt wird dieser Prozess durch Auspragung von CD11a und c, wie auch von VLA -4
(very late antigen) auf der Zelloberflache. CD11a und ¢ binden an ICAM-1 (intracellular
adhesion molecule) wahrend VLA-4 eine Affinitat fur VCAM-1 (vascular cell adhesion
molecule) aufweist (Ziegler Heitbrock 1996).

3.6 Funktionscharakteristika ,,nichttraditioneller* CD 14++CD16+
Monozyten

Wichtigste Funktion CD14+ und CD16+ exprimierender Monozyten (gegenlber
CD14++CD16neg.: sog."“nichttraditionelle CD14+ Monozyten) ist die Erkennung von LPS.
CD14++CD16+ Monozyten sind in der Lage die Epithelschranke von GefdBen zu
passieren, um im Gewebe z.B. in Entziindungsherden zu akkumulieren. Darlber hinaus
sind sie an der Produktion und Ausschittung von Zytokinen, z.B. Uber die Stimulation mit
LPS, beteiligt, darunter Zytokine wie IL-6 und IL-1 sowie TNF. Dagegen ist die Produktion
des antiinflammatorischen Zytokines IL-10 gegenlber den CD14++ Monozyten
mengenmafig geringer oder gar nicht nachweisbar (Frankenberger M. et.al.1996). Weitere
Funktionen im Gewebe sind derer von Makrophagen sehr &hnlich. Darunter fallen auch die
Fahigkeiten der Phagozytose sowie die Produktion reaktiver Sauerstoffradikale.
Scherberich et al. konnten in Untersuchungen fir die CD14++CD16+ Subpopulation eine
signifikant héhere Phagozytoseaktivitdt nachweisen (Scherberich J.E. 2001). Ebenfalls
bestatigen konnte diese Feststellung Untersuchungen durch Rothe et al. (Rothe F.G.

1996).

3.7 M-DC8 positive Leukozyten als CD 14++CD 16+
Subpopulation

Eine Population M-DC 8 positiver Leukozyten wird als ,neue“ Subpopulation
dendritischer Zellen (DC) beschrieben. Besonderheit dieser M-DC8 positiver Zellen ist ihre
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Expression von CD16 auf der Membranoberflache. Daneben zeigen M-DC8 positive Zellen
auch eine geringe CD14 Expression. FACS-Analyse dieser Zellen durch Siedlar et al.
zeigte eine Expression von M-DC8 auf mehr als ein Drittel aller CD14++CD16+ Zellen.
Umgekehrt konnte dieses Ergebnis auch auf die M-DC8 positiven Zellen beobachtet und
Ubertragen werden. Dies lasst auf eine Assoziation zwischen M-DC8 und CD14+CD16+
schlieBen. Der Anteil der CD14++CD16+ Zellen ist etwa drei Mal héher als der Anteil M-
DC8 exprimierender Zellen. Zusammengefasst definieren sich die M-DC8 positive Zellen
als eine CD14++CD16+ Subpopulation (Siedlar M. 2001). Zu Nomenklatur von Monozyten
und dendritischen Zellen siehe: Ziegler-Heitbrock et al. 2010.

3.8 CD14++CD16+ Monozyten bei nierenkranken Patienten

Patienten mit chronischem Nierenversagen, die auf eine Dialyse angewiesen sind,
haben eine erhéhte Zellzahl von CD14++CD16+ Monozyten im Blut (Nockher und Scherbe-
rich J.E. 1997). Dies betrifft sowohl Patienten, die auf die Hamodialyse als auch auf die
Peritonealdialyse angewiesen sind. Diese Patienten entwickeln Infektionen gegenlber eine
verstarkte Anfélligkeit (Scherberich J.E. 2004). Die Funktion neutrophiler Granulozyten und
der Monozyten ist im Vergleich zu Gesunden eingeschrankt. Das uramische Milieu dieser
Patienten verschlechtert sowohl die humorale wie auch die zellulare Immunitat (S. Kato et
al 2008; A.B. Hauser et al. 2007). Begunstigt wird die erhdhte Infektanfalligkeit auch durch
den Kontakt von Blutbestandteilen mit der Dialysemembran. Es kommt zu einer verstarkten
Aktivitdt der Monozyten und im weiteren Verlauf zu einer erhdhten Ausschittung pro-
inflammatorischer Zytokine wie IL-1B3, TNF oder IL-6 (Sainioji K. 2001). Diese Beobachtung
der erhdhten Monozytenaktivitéat scheint mit einer ebenfalls erhéhten Konzentration an M-
CSF einher zu gehen. Die Anzahl der CD 14++CD16+ Monozyten bei Hamodialyse-
patienten (HD) entspricht der Anzahl, die bei Patienten mit der Peritonealdialyse (CAPD)
gefunden wurde. Auch konnten keine Unterschiede zwischen den unterschiedlichen
Verfahren der Hamodialysen nachgewiesen werden. Eine erh6hte M-CSF Konzentration
konnte in beiden Kollektiven nachgewiesen werden. Daneben kommt es zu einer
moderaten Erhéhung der IL-8 und GM-CSF Konzentrationen in beiden Gruppen (Saionji K.
2001).

Verantwortlich fir die Immundefizienz von Hamodialysepatienten ist die Dysfunktion der
Monozyten. Die Monozytose bei diesen Patienten resultiert aus einer Erhéhung der
absoluten Zellzahl, welche im Mittel héher als normal liegt. Wéahrend der Hamodialyse
kommt es zu einer Sequestration und ,Deletion zirkulierender Monozyten. Verantwortlich
fir die selektive Sequestration der CD14++CD16+ Monozyten sind Prozesse, die wahrend
der Hamodialyse stattfinden. Wahrend der Hamodialyse resultiert eine komplementare
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Aktivierung der Anaphylatoxine C3a und C5a (Deppisch R. 1990), wohingegen der direkte
Kontakt der Zellen mit der Membran zu einer zellularen Aktivierung fihrt (Betz M. 1988).
Daneben kann eine Kontamination des Dialysates mit bakteriellen Endotoxin, das durch die
Membran in den Blutkreislauf gelangt, diesen Prozess beglinstigen (Lonnemann G. 1992,
Laude-Sharp 1990). Gemeinsames Merkmal dieser Prozesse sind vorlbergehende
Veranderungen der Adhé&sionsmolekile CD11a und CD11b auf der Zelloberflache der
zirkulierenden Zellen. Der Prozess der Sequestration ist jedoch nur temporar z.B. im
Strombahngebiet der Lunge, sodass es am Ende der Dialyse wieder zu einer Erhdéhung
(Rezirkulation) der Monozytenanzahl kommt (Nockher W., Scherberich J.E. et. al 2001).
Sester et. al konnten in ihren Untersuchungen diese Ergebnisse bestétigen. Auch hier kam
es, unter Verwendung einer Cellulose-Membran fur die Hamodialyse zu einer temporaren
Leukopenie. Die Zahl der CD14++CD16+ Monozyten erreichte erst nach sechs Stunden
ihren Ausgangswert. Der Prozess der Sequestration beruht wahrscheinlich ebenfalls auf
eine veranderte Expression der MHC-Molekilen (Nockher W. et al.1998, Sester U. 2001,
Scherberich J.E. 2003).

3.9 CD14++CD16+ als Marker bei chronischen und akuten
Infektionen Hamodialysepatienten (HD)

Die CD14++CD16+ Monozyten stellen mit 5-10% bei Gesunden nur einen Anteil
der Monozyten an der Gesamtpopulation dar (Passlick B. 1989, Ziegler Heitbrock 1996).
Untersuchungen von Scherberich et al. belegten fir diese Monozytenuntergruppe eine
wichtige Funktion. HD Patienten mit einer rekurrierenden Infektion hatten Gber die bei
Urémie typisch nachweisbare erhdhte Zahl CD14++CD16+ Monozyten wesentlich héhere
Anzahl dieser proinflammatorischen Zellen. Dagegen war die Anzahl traditioneller CD14++.
Zellen in beiden Gruppen unverandert. Dies lasst auf eine Verschiebung der Leuko-
zytenzahl in Richtung der CD14++CD16+ Monozytenpopulation schlieBen. Somit liefert
diese Subpopulation eine wichtige Indikatorfunktion bei chronischen Infektionen und kann
als ein Marker fir chronische Infektionen herangezogen werden (Nockher W. 1998,
Scherberich J.E. 2003).
Ahnlich verhalt es sich wahrend einer akuten Infektion bei Patienten, die sich einer
Hamodialyse unterziehen. Auch hier kommt es zu einer Erhéhung der CD14++CD16+
Monozytensubpopulation, wohingegen die Veranderung der CD14 Expression auf den
Zellen als zum Teil erheblich variabel darstellte (Nockher W.A., Scherberich J.E. 1998).
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3.10 HLA-DR Antigen Expression auf der Oberflache
CD14++CD16+ Zellen

Vergleiche der HLA-Antigene auf der Oberflache zwischen den verschiedenen
Monozytenpopulationen lassen Unterschiede beziiglich ihrer Expressionen erkennen. Die
statistisch signifikantesten Unterschiede betreffen die Expression der MHC-Klasse Il
Antigene (HLA-DR, -DP, -DQ). Dagegen zeigen sich keine Unterschiede, was die MHC
Klasse | Antigene betrifft (HLA-A, -B, -C). HLA-DR sowie HLA-DP Antigene waren im
Vergleich zur CD14++ Population um den Faktor drei bis vier erhéht (Nockher W.A.,
Scherberich J.E. 1998).
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4. Toll Like Rezeptoren

4.1 Grundlagen

Toll-Like-Rezeptoren (TLR) sind Typ | transmembranale Proteine, die unter
anderem an der Aktivierung des Immunsystems beteiligt sind. TLR’s sind nicht nur auf
immun- kompetenten hamatopoetischen Zellen wie Makrophagen und Lymphozyten
exprimiert, sondern auch auf Epithelzellen verschiedener Organe. Sie reagieren auf eine
Vielzahl pathogener Erreger und initieren eine immunologische Reaktion durch die
Erkennung pathogener Muster (PAMP’s, ,pathogen associated molecular patterns®) auf
deren Oberflache. Bekannteste Vertreter der pathogen assoziierten molekularen Muster
(PAMP’s) sind Lipopolysaccharide (LPS) als wichtigster Bestandteil gramnegativer
Bakterien, bzw. Lipoteichonsaure (LTA) und Peptidoglykan (PGN) als Bestandteile
grampositiver Bakterien (Medzhitov R. 1997). Bis zum heutigen Zeitpunkt sind zw6lf TLR-
Rezeptoren TLR1-TLR12 dokumentiert worden (Tsan M.F. 2004). TLR’s kénnen aufgrund
des Aufbaus ihrer Aminosauresequenz und ihres genetischen Phanotypus in Haupt-und
Untergruppen werden. TLR Hauptgruppen sind TLR2, TLR3, TLR4, TLR5 und TLR9. Die
TLR2 Untergruppe besteht aus TLR1, TLR6 sowie TLR10. TLR1 und TLR6 sind in der
Lage mit TLR2 sog. Heterodimere zu bilden. Die TLR9 Untergruppe dagegen besteht aus
TLR7 und TLR8 (Tsan M.F. 2004, Takeda K. 2003). TLR's interagieren ebenfalls mit einer
Vielzahl  endogener Liganden (z.B. Matrixkomponenten, Hitzeschockproteine,
Zellabbauprodukte) und kontrollieren somit die Strukturintegritit von Geweben und
Zellprozessen. Unter den wichtigsten Krankheiten, die unter anderem auch durch TLR's
beeinflusst werden, gehéren Asthma, das akute respiratorische Distress- Syndrom,
kardiale Ischamie, ventrikulares Remodelling, arterielle Koronarerkrankungen, akute
tubuldre Nekrosen (insbesondere Ischamie- Reperfusionsschaden), Psoriasis, rheumatoide
Erkrankungen inkl. einige Kollagenose wie systemischer Lupus Erythematodes,
Sarkoidose, Fertilitdt und TransplantatabstoBungen (Christofaro P. 2006).
Toll-Like-Rezeptoren waren urspringlich als Teil der Organogenese in Embryos der
Fruchtfliege entdeckt worden, aber auch als Teil des Immunsystems von Larven und
erwachsenen Fliegen in der Abwehr gegentber mikrobiellen Infektionen. In Saugetieren
beteiligen sich TLR’s an der relativ restriktiven, jedoch schnell agierenden Immunantwort
auf bakterielle Expositionen hin. Sie l6sen eine Signallbertragungskaskade innerhalb der
Zelle aus (,intracelluldares Signalling®), und setzen eine Vielzahl proinflammatorischer
Zytokinen, wie z.B. Interleukine (IL13, TNFalapha, IL6) oder auch immunregulierendes
Typl-Interferon (IFN-alpha, IFN-beta) frei. Die Freisetzung dieser Zytokine ist fur die
Immunantwort des Wirtes von ausschlaggebender Bedeutung, da dadurch die
,Erregerclearance” geférdert wird (Phagozytenrekrutierung, erhéhte Phagozytoseaktivitat).
Andererseits jedoch kann eine unkontrollierte exzessive Reaktion, die in eine
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Hyperinflammation mindet zum septischen Schock des Wirtorganismus fihren (Ulevitch
R.J. 1995).

4.2 TLR Liganden

TLR’s als membranstéandige Mediatoren an der Oberflache von Monozyten,
Makrophagen und dendritischen Zellen, aber auch endosomal (intrazellular), besitzen die
Eigenschaft sowohl Lipoproteine als auch Lipopolysaccharide ssRNA, dsRNA, dsDNA,
ssDNa u.a. als mdgliche Liganden zu erkennen und diese zu binden. LPS als Bestandteil
der auBeren Zellwand gramnegativer Bakterien aktiviert als Ligand TLR2 und insbesondere
TLR4 (Uber den MD2-CD14 Komplex), wobei sich LPS an eine elektrostatisch
ausgewiesene Kavitation des Adaptormoleklls MD2 anlegt. TLR1 (als Heterodimer mit
TLR 2) besitzt eine Affinitat flr triacylierte Lipopeptide (Takeuchi O. 2002). Peptidoglykan
(PGA) und Lipoteichonsaure (LTA) als Bestandteile der Zellwand grampositiver Bakterien
sind ebenfalls potente Liganden fir TLR2. Doppelstrangige RNA (dsRNA) ist ein Ligand far
TLR3 (Alexopoulou L. 2001), wahrend TLR5 bakterielles Flaggelin als Liganden erkennt
(Hayashi F. 2001). TLR6 als Dimer mit TLR2 seinerseits kann diacylierte Lipopeptide
erkennen (Takeuchi O. 2001), und TLR7 hat die Eigenschaft Einzelstrang-RNA (ssRNA)
als solche zu erkennen (Ling J.M. 2004) sowie weitere Nukleinsauresequenzen, wie
Imidazoquinoline (Hemmi H. 2002). TLR9 als Membranrezeptor ist spezifisch fur die
Erkennung nicht-methylierter CpG DNA (Hemmi H. 2003). Bis heute wurde noch kein
Ligand fur TLR 10 entdeckt und beschrieben (Tsan M.F. 2004). Im Humansystem sind
bisher etwa 13 TLR (von insgesamt 15) bekannt geworden.

4.3 Aufbau der TLR-Rezeptoren

Alle Rezeptoren der Toll Gruppe sind Typ | Rezeptoren, und verfligen Uber eine
externe und integrale zytoplasmatische Domane. Gemeinsames Merkmal ist ihre
Ahnlichkeit in der Ausprdgung sowohl der extrazellularen als auch intrazellularen
Doméanen: Die extrazellulare Doméne bestent aus 18-31  Leucinreiche
Sequenzwiederholungen (LRR, Leucine Rich Repeats) sowie cysteinreiche Sequenzen,
die mit 550-980 Aminosauren sehr lang sind (Schneider D. 1991, Pantoja M. 1997). Am N-
terminalen Ende der extrazellularen Doméane befindet sich eine 31 Aminosaure lange
Sequenz, die in diversen LRR Membranproteinen wie RP105, Decorin und Biglycan
vorkommt (Medzhitov R. 1997). Am C-terminalen Ende der LRR-Sequenz ist eine
Cysteinreiche Doméane integriert. Es wird angenommen, dass diese extrazelluldre Sequenz
zahlreiche Ligandenbindungsstellen beinhaltet. Der zytoplasmatische Anteil des Rezeptors
besteht aus etwa 200 Aminosauren und ahnelt in seinem Aufbau dem zytoplasmatischen
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Anteil des IL-1 Rezeptors (TIR, Toll/IL-1 receptor homologous region) (Schneider D. 1991,
Pantoja M. 1997). Toll-Like Rezeptoren in Saugetieren unterscheiden sich in ihrem
extrazelluldaren Aufbau und bieten dadurch unterschiedliche, allerdings restriktive
Bindungsstellen fur unterschiedliche Liganden, wie oben erwédhnt. TLR2 und TLR4 &hneln
sich in 24 % ihres extrazellularen Aufbaus (Anderson K.V. 2000).

4.4 Aktivierung von Toll-Like Rezeptoren

Biochemische und genetische Untersuchungen an Zellen konnten einen komplexen
Mechanismus, der im Inneren der Zelle nach Aktivierung von TLR stattfindet, aufdecken.
Ziel dieses Mechanismus ist die Initierung von Transkriptionsfaktoren (NF-kB) und
Kinasen, welche ihrerseits zu einer Expression genetischer Phanotypen im Zellinneren
fihren, und zur Freisetzung von Zytokinen und Chemokinen beitragen (Anderson K.V.
2000, Williams M.J. 1997). Unabhéangig der Divergenz der verschieden Oberflachenmuster
(PAMP’s), welche zur Zellaktivierung beitragen, die im inneren der Zelle ablaufende
Prozesse &hneln sich bei allen bekannten TLR’s, mit wenigen Ausnahmen (z.B. TLRS;
Tsan M.F. 2004). TLR3 hat die Eigenschaft, sein Signal unabhangig des
zytoplasmatischen Adaptormolekils MyD88, weiter bis zum NF-kB Faktor zu leiten
(Alexopoulou L. 2001). Die intrazellulare Signaltransduktion und die Initiierung der NF-kB
Proteine wird, nach aktuellen Erkenntnissen, durch drei Proteinkomplexe vermittelt: Der
Erste direkt am zytoplasmatischen Anteil des Rezeptors, ein zweiter Komplex fur die
Phosphorylierung des Inhibitors IkB und ein dritter Komplex fir die Degradierung von kB
(Abb. 3) (Anderson K.V. 2000).
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Abbildung 3: Anderson K.V., Current Opinion Immunology 2000; 12: 13-19
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Der erste Proteinkomplex, am zytoplasmatischen Anteil des Rezeptors, besteht
hauptsachlich aus zwei Proteinen, MyD88 (myeloider Differenzierungsfaktor) und einer
Kinase aus der Gruppe der SlIK-Kinasen (Serin-Threonin innate immunity kinase) IRAK
(IL-1 receptor asociated kinase) (Wiliams M.J. 1997, Zhang Y. 1993). Nach erfolgter
Stimulation der TLR an der Membranoberflaiche wird MyD88 im Zellinneren durch
Interaktion mit der TIR Homologen Region rekrutiert. Der zweite Proteinkomplex wird durch
einen TRAF 6 Faktor (TNF-receptor associated factor 6) aktiviert, und besteht aus einen
Kinasekomplex. Dieser Kinasekomplex wird wiederum durch NIK (NF-kB-inducing kinase)
und den IKK-Komplex (IkB Kinase), mit den IkB Kinaseuntereinheiten IkBa/B und vy, gebil-
det (Cohen L. 1998). Der Komplex phosphoryliert IkB und fuhrt dadurch zum dritten Teil
der Signaltransduktion, in dem BTrCp als Substraterkennungseinheit aktiviert wird (Spen-
cer E. 1999). Ein MyD88 unabhangiger Signalweg generiert in erster Linie eine antiviral
gepragte Immunantwort tber die Synthese von Typ-I-Interferon (Einzelheiten vergl. Abb.3).

4.5 LPS, Bestandteil gramnegativer Bakterienzellen

LPS ist ein komplexes Lipopolysaccharid und besteht aus einen hydrophoben (Lipid A) und
einen hydrophilen Anteil (Polysaccharid und O-Antigene Strukturen). Lipid A bildet den
Hauptteil des Molekils wahrend zwischen den O-antigenen Strukturen unterschiede im
Aufbau erkennbar sind. Der Lipid A Anteil ist maBgeblich an der Stimulation der TLR 4
Rezeptoren beteiligt, wahrend der hydrophile Anteil fir die Aktivierung der TLR 2 Rezep-
toren mitverantwortlich ist. Diese Eigenschaft von LPS ist fir die verschiedenartige
Stimulation von LPS, unterschiedlicher Herkunft, verantwortlich. Sowohl der TLR 2 als
auch der TLR 4-MD-2 Komplex zeigen eine Affinitdt zum Lipid A. Daraus lasst sich
ableiten, dass die Unterschiede in der Erkennung und dem Ausmaf der Aktivierung von
LPS spezifischen Oberflachenrezeptoren, abhéangig der Herkunft des LPS Ligand sein
kann. Die Selektivitat der LPS-Liganden gegeniiber TLR 2 ist zusatzlich vom hydrophilen
Aufbau dieser abhangig (Shimazu R. 1999).

4.6 TLR induzierte Abwehrmechanismen

TLR Rezeptoren regulieren die Biosynthese wichtiger Entziindungsmediatoren wie
z.B. IL-1, IL-6, IL-12 und TNFa, und die Regulation weiterer Abwehrmechanismen wie z.B.
die Produktion von iNOS mRNA (Inductible nitric oxid synthase) und Stickstoffmonoxid
(NO) (Campos M.A. 2001, Moors M.A. 2001, Brightbill 1999, Byrd-Leifer C.A. 2001).
Jedoch ist bekannt, dass die Produktion von iNOS nicht nur TLR abhangig ist, sondern
auch Uber weitere Mechanismen ebenfalls aktiviert werden kann (Means T.K. 2001).
Bakterien sind in der Lage, die Produktion von iNOS (Inductible nitric oxid synthase) Uber
Mechanismen, welche unabhangig des TLR Rezeptorsystems sind, einzuleiten (Strominger
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J.L. 2001). Dies legt die Vermutung nahe, dass TLR Rezeptoren mit weiteren
Rezeptortypen bei der Aktivierung von Abwehrmechanismen zusammenarbeiten. LPS
kann unter anderem die Aktivitat der Phagozyten-Oxidase in Makrophagen, durch
Stimulation anderer Rezeptoren einleiten. Beobachtungen lassen darauf schlieBen, dass
die TLR-Rezeptoren durch unterschiedliche immunologische Stimuli in der Lage sind, eine
auf diese Stimuli differenzierte und abgestimmte Abwehrreaktion zu koordinieren (Underhill
D.M. 2002). Dies konnte Jones et al. in seinen Untersuchungen eindrucksvoll belegen
(Jones B.W. 2001). LPS, welches von P. gingivalis stammte, war nicht in der Lage in
Makrophagen eine Sekretion von Zytokinen und Chemokinen auszulésen, im Gegensatz
zu LPS aus E. Coli. Ahnliche Ergebnisse zeigte die Aktivierung durch die TLR2 und TLR4
Agonisten Lipoarabinomannan und Phosphatidylinositol Di-Mannosid. Beide Agonisten
waren in der Lage die Sekretion von TNFa zu regulieren, wahrend der Gabe von LPS als
Agonist, zur Sekretion von IL-1B flhrte (Pullendran B. 2001). Dadurch ist es mdglich,
spezifische Mediatoren der Zellaktivierung (Zytokine und Chemokine) den
unterschiedlichen TLR-Rezeptoren zuzuordnen. TLR4 spezifische Abwehrreaktionen I6sen
die Produktion und Ausschuttung von IP-10, IFN-y und IL 12-p70 aus. IL-12p70 und IP-10
ist seinerseits an der Reifung der Th1 Zellen beteiligt (Strominger J.L. 2001). IP-10 ist ein
chemotaktischer Faktor aus Makrophagen und NK Zellen (neutrophile Killerzellen), der in
der Lage ist insbesondere Th1 Zellen zu steuern (Bonechi R. 1998). IL-12, mit seinen
Untereinheiten p35 und p40, gehdért zu den Hauptzytokinen, die ebenfalls an der
Proliferation von Th1 Zellen beteiligt sind. Die IL-12-p40 Untereinheit ist als limitierender
Faktor bei der IL-12p70 Produktion bekannt, wahrend sein Homodimer als Antagonist des
IL-12 Rezeptors wirken kann (Strominger J.L. 2001). Dieses Homodimer der IL-12p40
Untereinheit ist insofern wichtig bei der Reifung der Th Zellen, da es zur Proliferation der
Th2 Zellen fuhrt. Dies ist bei der Aktivierung von TLR2 zu beobachten. TLR2 spezifische
Reaktionen fuhren zur Sekretion von IL-8, IL-12 p40 Homodimer (einer hemmenden Form
von IL-12, das an der Reifung der Th2-Zellen beteiligt ist) und p19/IL-23. Eine Eigenschaft
der TLR-Rezeptoren ist die Bildung von Homodimeren auf ihrer zytoplasmatischen Seite.
Die Homodimerisierung von intrazellularen TLR4 Doménen in Makrophagen vermag die
Produktion und Ausschittung von TNFa zu induzieren. TLR4 dimerisiert nicht mit anderen
zytoplasmatischen Doménen, was auf eine Divergenz im intrazellularen Aufbau schlie3en
lasst (Strominger J.L. 2001).
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Abbildung 4: TLR Liganden (Abb. Prof. J.E. Scherberich)

4.7 Endogener Ligand fir TRL's, MyD88

MyD88 ist ein 35kD groBes Adaptor-Protein, das drei funktionelle Sequenzen
besitzt, eine aminoterminale Sequenz (sog. ,death domain®, eine Doméane, die zu einer
kontrollierten Apoptose der Zellen fuhrt) die 150 Aminosauren lang ist, eine intermediére
Domane und eine carboxyterminale Sequenz TIR (Lord K.A. 1990, Hultmark D. 1994), die
152-296 Aminosauren lang ist (Wesche H. 1997). Medzhitov et al. konnten in lhrer Studie
zeigen, dass eine Uberexpression von MyD88 als gesamtes Protein, sowie die Expression
einer genetischen Mutation des Proteins in der nur die aminoterminale Sequenz und die
intermedidre Sequenz exprimiert wurden, zur Aktivierung des Transkriptionsfaktors NF-kB
fihrten. Die Auspragung nur der carboxyterminalen Sequenz hemmt den nuklearen Trans-
kriptionsfaktor NF-kB, sowohl bei der Aktivierung des IL-1 als auch des TLR4 Rezeptors
(Medzhitov R. 1998, Wesche H. 1997). Immunologische Untersuchungen konnten das
carboxyterminale Ende (TIR) des Proteins MyD88 als die eigentliche Verbindungsstelle
zwischen Protein und Rezeptor ausmachen. Somit vermittelt dieses carboxyterminale Ende
die intrazellularen homophilischen Interaktionen mit anderen TIR Domé&nen (Kopp E.B.
1999). Die aminoterminale Domane ist die Verbindungsstelle zwischen dem Rezeptor-
komplex und der IRAK Kinase, die im weiteren Verlauf phosphoryliert (Medzhitov R. 1998).
MyD88 besitzt als ein Adaptor-Protein die Fahigkeit zwischen, verschiedenen Proteinen
und Rezeptoren zu vermitteln (Kopp E.B. 1999). So kommt MyD88 ebenfalls bei der
Aktivierung von IGIF (Interferon-y induzierender Faktor) vor. IGIF kann seinerseits
ebenfalls NF-kB, Uber die IRAK Kinase in Th1 Zellen, induzieren. Wahrend die
carboxyterminale Sequenz am Rezeptorkomplex ansetzt, bindet auf seiner
aminoterminalen Doméane die zu aktivierende Kinase an. Die Serin-Threonin homologe
Kinase, IRAK, setzt ebenfalls mit ihrer aminoterminale Sequenz (,death domain“) am
Adaptor-Protein an (Muzio M. 1998). Die Expression und ,Sequestrierung® von MyD88 wird
intrazellular von Zytokinen, wie IL-6, gesteuert und reguliert (Medzhitov R. 1998).
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4.8 TIRAP, ein weiteres intrazellulares Adaptor-Protein

Ein in der Funktion MyD88 ahnliches Protein ist TIRAP (MyD88 Adaptor Like
Protein, Mal). Es handelt sich auch hier um ein intrazellulares Adaptor-Protein, das in
seinem Aufbau MyD88 gleicht. Es besitzt eine ,TIR-Domé&ne*“, mit der es intrazelluldr am
TLR-Rezeptor binden kann. TIRAP wird mit den TLR1/2, TLR2/6 und TLR4 in Verbindung
gebracht und mit keinen weiteren TLR Rezeptor (Yamamoto M. 2002, Horng T. 2002).

4.9 Serin-Threonin-Kinase ,,IRAK*

Die Serin-Threonin Kinase IRAK, gehért zur Gruppe der SlIK-Kinasen (serin-
threonin innate immunity kinases), die sowohl in Pflanzen, in Wirbeltieren als auch in
wirbellosen Tieren zur Aktivierung des Immunsystems fihren (Hammond-Kosack K.E.
1996, Belvin M.P. 1996). Die IRAK Kinase besitzt die Eigenschaft der Autophospho-
rylierung. Nur die phosphoryrilierte Form der Kinase ist in der Lage mit MyD88 zu
interagieren (Wesche H. 1997). Diese Eigenschaft lasst die Schlussfolgerung zu, dass die
nicht phosphorylierte Form der Kinase am Komplex von MyD88 rekrutiert wird, und erst
durch Bildung des Rezeptorkomplexes diese durch Autophosphorylierung aktiviert wird.
Nach der Phosphorylierung interagiert IRAK mit einen weiteren Adaptor, TRAF 6, aus der
Gruppe der TNF-assoziierten Faktoren (TNFR associated factor) (Munzio M. 1997). Die
Interaktion zwischen IRAK und TRAF 6 findet nicht direkt am Rezeptorkomplex, sondern im
Zytoplasma erst nach der Phosphorylierung von IRAK (Wesche H. 1997).

4.10 TRAF 6 (TNFR-associated factor 6)

Die Proteine der TNFR-Familie sind bekannt, unterschiedliche physiologische Mechanismen
kontrollieren und regulieren zu kdénnen, wie Zellapoptosis, die Genese der Osteoklasten sowie
immunologische Reaktionen. Eine Vielzahl an Oberflachenrezeptoren benutzen die TRAF Proteine
fur ihre Signaltransduktion, darunter CD40, IL-Rezeptoren und TLR Rezeptoren. Gemeinsame
Eigenschaft dieser SignalUbermittlungen ist, dass sie zur Exprimierung der Transkriptionsfaktoren
NF-kB und API fihren. Ein weiteres gemein- sames Merkmal ist, dass alle Proteine mit Ausnahme
von TRAF, 1 durch einen dhnlichen Aufbau charakterisiert werden, eine carboxyterminale Sequenz,
eine spiralformige TRAF-N Doméane und eine ringférmige aminoterminale Doméane (Lomaga M.A.
1999). Die carboxy- terminale Sequenz, welche als TRAF Domane bekannt ist, reguliert sowohl die
Oligo- merisierung des Proteins als auch die Interaktionen mit weiteren Signalproteinen. Das
aminoterminale Ende dient bei der Signalibermittlung, es konnten jedoch keine Proteine aufgedeckt
werden die mit dieser Sequenz interagieren.

TRAF 6 ist bei der Signalweiterleitung Uber verschiedene Rezeptoren beteiligt, IL-1, TLR's, CD40.
TRAF 6 fuhrt bei Aktivierung dieser Rezeptoren zur Aktivierung der Transkriptions- faktoren NF-kB
und API (Medzhitov R. 1998, Muzio M. 1998, Ishida T. 1996). Immunologische Studien zeigten in
diesem Zusammenhang, dass TRAF 6 im weiteren Verlauf mit den sogenannten MAP3K Kinasen
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(mitogen activated protein kinase) prazipitiert. Zur Gruppe der MAP3K gehért die NF-kB
induzierende Kinase (NIK) (Song H.Y. 1997, Malinin N.L. 1997). Die NIK Kinase aktiviert ihrerseits
die kB Kinasen (IKK’s), welche essenziell fir die weitere Phosphorylierung und Degradierung des
NF-kB Inhibitors IkB sind (Nakano H. 1998, Ling L. 1998). Die Degradierung der IkB Kinase setzt
den Transkriptionsfaktor NF-kB frei, welcher wiederum im Nukleolus zur entsprechenden
Genexpression fihrt (Nakano H. 1998).

4.11 IKK’'s

Die kB Kinasen, IKK-a und IKK-B, bilden lange Komplexe zusammen mit weiteren
Proteinen. Die IKK’s haben eine dhnliche Domainstruktur, sind ungefahr 750 Aminosaure
lang und besitzen drei funktionelle Bereiche. Diese bestehen aus einer aminoterminalen
Kinasedoméne, einer leucinreichen Domane und einer Carboxy-terminalen Doméne in
Form einer Helixschleife. IKK-a weist im Vergleich zur IKK-B Kinase eine geringere
Aktivitat, selbst bei Uberexpression dieser, auf. Die Aktivierung der IKK's erfolgt durch eine
Phosphorylierung statt. Nach der Aktivierung kommt es zu einer Phosphorylierung zweier
Serin Aminosauren auf dem IkB Inhibitor, was eine Degradierung des Proteins zur Folge
hat (Zandi E. 1997, Woronicz J.D. 1997, Mercurio F. 1997, Di Donato J.A. 1997). Die
Regulierung und Koordinierung der IKK’s erfolgt durch Unterstiitzung zweier Proteine
NEMO und IKAP ( NF-kB essential modulator, IKK complex asociated protein) (Yamaoka
S. 1998, Cohen L. 1998).

4.12 TLR2 Rezeptoren

Toll-Like Rezeptoren kdnnen sowohl durch Komponenten der duBBeren Membran
gramnegativer als auch durch grampositive Bakterien aktiviert werden (Sen J. 1998,
Levashina E.A. 1999). Wichtigstes biologisches Element der &uBeren Membran
gramnegativer Bakterien ist LPS, wahrend im Gegensatz dazu die wichtigsten biologischen
Bestandteile auf grampositive Bakterien PGA (Peptidoglykan) und LTA (Lipoteichonsaure)
sind (Schwandner R. 1999). Isoliertes LPS, PGA und LTA sind in der Lage eine Vielzahl
klinischer Manifestationen einer bakteriellen Infektion auszulésen (Gupta D. 1996). TLR2
Rezeptoren sind an der Signallbertragung durch gramnegative als auch grampositive
Bakterien beteiligt. Sowohl LPS als auch PGA und LTA kénnen eine Signalkette an TLR2
Rezeptoren ausldsen. Ahnlich wie LPS binden PGA und LTA an den CD14 Rezeptoren der
auBeren Plasmamembran, um ein Signal durch den Rezeptorkomplex einzuleiten
(Schwandner R. 1999). Genetische Untersuchungen an menschlichen embryonalen 293
Nierenzellen (HEK293 Zellen) durch Kirschning et al. und Yang et al. zeigten, dass eine
Uberexpression transferierter TLR2 Rezeptoren in direkter Abhangigkeit zur LPS-
Konzentration eine entsprechende Signallbertragung aufzeigen (Kirschning C.J. 1998,
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Yang R.B. 1999). Yang RB et al. transferierten TLR 2 cDNA in die Zellen, welche dadurch
die Mdglichkeiten entwickelten auf LPS und LPB (LPS binding protein) zu reagieren. Die so
ausgeldsten intrazellularen Mechanismen wurden durch die Ko-Transferierung eines
weiteren Membranproteins CD14 verstarkt. Dazu kommt, dass die LPS Signalweiterleitung
am Rezeptor, in Gegensatz zu PGA und LTA, serumabhéangig ist, da das Serum als Quelle
von LPB (LPS-binding protein) und l6slichen CD14 (sCD14) dient (Schwandner R. 1999).
HEK293 Zellen exprimieren an ihrer Oberflache TLR 2 Rezeptoren aber keine TLR1 und
TLR4 Rezeptoren. Kirschning et al. kam in seiner Studie zum Ergebnis, dass unter
anderem die Aktivierung des Transkriptionsfaktors NF-kB durch LPS abhé&ngig von der
TRL2 Expression an der Oberflache der HEK293 Zellen war (Kirschning C.J. 1998). In der
gleichen Studie wurde auch der Zusammenhang zwischen PGA / LTA grampositiver
Bakterien und TLR2 gezeigt. PGA (Peptidoglykan) ist, im Gegensatz zu LTA,
(Lipoteichonsaure) nicht selber der Lage eine Signaltransduktion auszulésen. Erst in
Zusammenhang mit CD14 war es mdglich einen Signalkomplex an den Zellen zu bilden,
der im weiteren Verlauf zu einer Induktion eines Signals durch die Membran flihrte
(Schwandner R. 1999). Koexpression von TLR 2 und CD14 fUhrt bei niedrigen
Konzentrationen von PGA zu einer signifikant héheren Signallbertragung. Dagegen zeigte
die CD 14 Koexpression keine signifikant erhéhte Signallbertragung im Zusammenhang
mit LTA. Zellulare Aktivierung durch PGA scheint, genau wie LPS, CD14 abh&ngig zu sein,
wahrend die LTA-Aktivierung wahrscheinlich CD14 unabhangig ist (Schwandner R. 1999).
Anderseits konnte in friheren genetischen Untersuchungen ein Zusammenhang zwischen
LTA, als auslésende Komponente grampositiver Bakterien, und CD 14 gestellt werden
(Gupta D. 1996, Cleveland M.G.1996, Hattor Y. 1997). Die Diskrepanz zwischen den
Ergebnissen ist wahrscheinlich Folge eines Mangels des CD14 Komplexes, welcher in
HEK293 Zellen transferiert wurde (Schwandner R. 1999).

Genetische Untersuchungen an CHO Fibroblasten (Chinese hamster ovary fibroblasts)
welche auf ihrer Oberflache zwar TLR 4 aber keine TLR2 Rezeptoren exprimieren (Yang
R. 1998), wiesen ebenfalls einen Zusammenhang zwischen TLR2 / CD14 und
grampositiven Bakterien auf (Yoshimura A. 1999).

4.13 TLR 2 induzierte Abwehrmechanismen

TLR2 spezifische Reaktionen flhren zur Sekretion von IL-8, IL-12 p40 Homodimer
(einer inhibierten Form von IL-12 welches an der Reifung der Th2-Zellen beteiligt ist) und
p19/IL-23 (Re F. 2001). TLR 2 fuhrt, Gber den Weg des Transkriptionsfaktors NF-kB
Uberwiegend in dendritischen Zellen, zur Transkription des p19 Gen. P19 ist ein Protein
welches ein Dimer mit p40 bildet. Es erschafft somit seinerseits ein weiteres Zytokin, IL-23,
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welches in seinen Eigenschaften ahnlich dem IL-12 ist. Obwohl die biochemischen
Eigenschaften von IL-23 noch nicht ausreichend bekannt sind (induziert kein INF-y in reifen
T-Zellen), kann mit IL-23 eine fehlende IL-12 Produktion TLR2 stimulierter dendritischer
Zellen kompensiert werden (Re F. 2001).

4.14 TLR 4 Rezeptor

Invasive Infektionen mit gramnegativen Bakterien werden tberwiegend durch LPS
vermittelt. TLR4 Rezeptoren sind hauptséchlich an der LPS induzierten Ubermittlung des
Signals in Abwehrzellen (Makrophagen, PMN, NK) beteiligt. TLR4 assoziiert physisch mit
einen extrazellularen Komplex, bestehend aus CD14 und dem extrazellularen
akzessorischen Protein MD-2 (Underhill D.M. 2002). Jede dieser Komponenten ist fir die
erfolgreiche Signallbertragung von Bedeutung. Da Silva et al. konnte in seinen
Untersuchungen durch Konjugation von LPS an einen photoaktiven Verbinder (Linker), den
raumlichen Zusammenhang zwischen TLR4 -MD-2- CD14 und LPS ausmachen (Da Silva
C. 2001). In diesem Rezeptorkomplex liefert CD14 das LPS-Molekil an den TLR4-MD 2
Komplex ab, und bindet es an diesen. Biochemische Untersuchungen konnten eine
ahnliche Affinitat zwischen CD14 und MD-2 zu LPS aufweisen (Viriyakosol S. 2001). Einen
ahnlichen Komplex wie CD14 und MD-2 sind weitere Akzessorproteine ebenfalls in der
Lage mit den TLR 4 Rezeptoren einzugehen. Es ist bekannt, dass CD-11b und CD18
(bekannt auch als Mac-1 und CR-3) als Ligand fir LPS und Taxol fungieren. Dies konnte in
immunologische Untersuchungen an Mé&usen beobachtet werden, die kein CD-11b
exprimieren. Das Fehlen von CD-11b resultierte in einer fehlenden selektiven
immunologischen Reaktion der Abwehrzellen. Diese waren nicht in der Lage IL-12p70 und
COX-2 zu produzieren (Perera P.Y. 2001). Bis zum heutigen Zeitpunkt ist noch nicht sicher
geklart ob CD-11b als integraler Baustein des TLR 4 Rezeptors anzusehen ist oder nicht
(Underhill D.M. 1999).

4.15 TLR 4 als Rezeptor fiir Protein F, HSP 60, EDA & Taxol

Eine weitere Komponente, welche durch TLR4 Rezeptoren erkannt wird, ist das F-
Protein (fusion protein) des RS-Virus (Respiratory Sycitial Virus) (Kurt-dJones E.A. 2001).
Das Fusionsprotein induziert die Produktion von Zytokinen in Monozyten und
Makrophagen. Diese Abwehrreaktion fehlt vollstandig in Zellen, die sowohl keine CD14 als
auch TLR4 Rezeptoren aufweisen. Die Rolle, welche MD-2 in diesen Zusammenhang hat,
konnte noch nicht eindeutig festgestellt werden. Untersuchungen mit HSP 60 (Heat-Shock
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Protein), sowohl menschlicher als auch mikrobieller Herkunft, konnte eine
Entzindungskaskade Uber die Aktivierung der TLR4 Rezeptoren auslésen (Ohashi K.
2000, Sasu S. 2001, Vabulas R.M. 2001). Der Komplex aus TLR4 und MD-2, aber nicht
TRL 4 oder MD-2 selber, ist in der Lage HSP 60 als Trigger einer immunologischen
Antwort zu erkennen. Ahnlich wie TLR4 scheint auch TLR2 auf HSP 60 zu reagieren,
wobei keiner der beiden Rezeptoren selektiv fir HSP 60 zu sein scheint. Dies liegt daran,
dass die beobachteten Effekte von HSP aufgrund einer Kontamination dieses mit LPS und
LPS assoziierten Molekllen zustande kommt (Tsan M.F. 2004). Es zeigt jedoch die
Mdéglichkeit der Aktivierung von TLR nicht nur ausgehend von exogenen mikrobiellen
Mustern (PAMP’s), sondern auch durch endogen gebildete Molekiile (welche bei

Nierentransplantierten wahrend der kalten und warmen Ischamiezeiten entstehen) (Tsan
M.F. 2004).

Ein weiteres endogenes Produkt, welches tber TLR4 zur Aktivierung der immunologischen
Zellen fahrt, ist EDA (extra Domain A) eine Region des Fibronektin. EDA kommt in Fibro-
nektin unter regelrechten Umstanden nicht vor, aber alternatives ,Splicen” in Zusammen-
hang mit einer Verletzung von Gewebe flihrt zur Produktion von Fibronektin mit einer EDA-
Domane (Okamura Y. 2001). EDA ist in der Lage, nach einer Verletzung von Gewebe,
einen Entzindungsprozess in monozytischen Zellen auszulésen, indem es an den TLR4-
MD-2 Komplex an der Oberflache dieser Zellen ansetzt. Weitere Untersuchungen mit LPS-
Antagonisten konnten nachweisen, dass EDA selbst unter Zugabe von LPS-Antagonisten
in der Lage war, ein Signal auszulésen. Diese Erkenntnis lasst auf den Rickschluss
folgern, dass EDA und LPS an unterschiedlichen Ligandenbindungsstellen des TLR 4- MD-
2 Rezeptorkomplexes anbinden.

Weitere Moleklle bzw. PAMP’s, aus denen eine potenzielle Aktivierung des TLR 4
Komplexes ausgehen kénnte, sind Fibrinogen, bakterielle Fimbrien und Teichuronsaure.
Weiterfilhrende Studien missen diese als potenzielle Ausléser immunologischer
Reaktionen untersuchen (Underhill 2002).

4.16 TLR-Adaptormolekiil MD 2

FOr die Bildung des extrazellularen TLR4 Komplexes ist ein extrazellulares
Zugangsprotein von Bedeutung. MD-2 wurde als MD-1 homologes Protein beschrieben.
MD-1 nimmt bei der Aktivierung von RP 105 eine zentrale Rolle ein (Shimazu R. 1999).
MD-2 ist &hnlich wie MD-1 160 Aminosauren lang, und obwohl MD-2 keine intrazellulare
Domane besitzt, verbleibt es wahrend der Signalinduktion mit TLR4 in einen Komplex
assoziiert, und reguliert die Sensitivitat dieses gegentber LPS. Schromm et al. konnte dies
in seiner Untersuchung an CHO Zellen deutlich machen, und MD-2 als wichtigen Partner
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fur die Induzierung des Signals durch LPS ausmachen. TLR4 braucht somit MD-2 flr die
Erkennung von LPS gramnegativer Bakterien (Underhill M. 2002, Schromm A.B. 2001).
Dabei geht LPS eine direkte Verbindung zur Oberflaiche des TLR4-MD-2 Komplex ein
(Underhill M. 2002). MD-2 bildet zusammen mit TLR4 an der Zelloberflache ein Homodimer
oder einen gréBeren Oberflachenkomplex (Shimazu R. 1999). Durch Konjugation von LPS
an einen photoaktiven Verbinder konnte Ulevitch et al. diesen direkten Zusammenhang, in
Abhéangigkeit zu CD14, feststellen (Da Silva C.J. 2001).

Genetische Untersuchungen an C3H/HeJ und C57BL/10ScCr Mausen, die eine
verminderte immunologische Antwort auf LPS aufweisen, haben ebenfalls die Funktion von
MD-2 gegeniiber TLR4 nachweisen kdnnen. Durch Ubertragung von cDNA welche den
genetischen Phanotypus fir MD-2 beinhaltet in C3H/Hed Zelllinien, konnte eine
Oberflachenexpression von TLR4 auf diesen nachgewiesen werden. Jedoch konnte keine
erhbhte Sensitivitdt der Empfangerzellen gegentber den LPS Liganden festgestellt
werden. Erst die zusatzliche Ubertragung von MD-2 erméglichte es diese Zellen gegeniiber
LPS zu sensibilisieren (Shimazu R. 1999). Ahnliche Ergebnisse erhielt man durch
Untersuchungen an humanen 293T Nierenzellen. MD-2 erhdhte die Sensitivitdt des
Rezeptors sowie die Aktivitat des Transkriptionsfaktors NF-kB um das Zwei- bis Dreifache
(Kirschning C.J. 1998, Muzio M. 1998). MD-2 assoziiert wahrscheinlich auch mit weiteren
TRL’s und ist fur deren Eigenschaft, ein breites Spektrum an PAMP’s zu erkennen, mit
verantwortlich (Shimazu R. 1999).

4.17 TLR 4 Signaltransduktion, unabhangig von MyD88

Untersuchungen konnten einen weiteren Weg ausmachen, der zur
Signalweiterleitung Gber TRL 4 Rezeptoren fuhrt und ebenfalls eine Induktion des
Transkriptionsfaktors NF-kB auslésen kann. Dieser Weg der Weiterleitung ist unabhangig
von MyD88und lies sich nur deshalb aufzeigen, weil die NF-kB Aktivitat in Zellen die keinen
MyD88 Faktor haben zwar sehr stark vermindert ist, jedoch nicht vollstandig fehlt. Dagegen
fehlt dieser parallele Weg der Signalweiterleitung vollstandig in Zellen, die keine TLR 4 auf
ihre Oberflache exprimieren (Kawai T. 1999). Kaisho et al. konnte diesen biologischen
Alternativweg, wahrend der durch LPS ausgeldsten Reifung dendritischer Zellen, in seinen
Untersuchungen beschreiben (Kaisho T. 2001). Ein weiteres Molekll TIRAP (oder MAL,
MyD88-adaptor-like Protein) konnte in diesem Zusammenhang identifiziert, und
beschrieben werden. TIRAP interagiert mit TLR 4 und ist flr eine MyD88 unabhéngige
Kaskade der Signaltbermittlung verantwortlich (Fitzgerald K.A. 2001, Horng T. 2001).
TIRAP/MAL besitzt ahnlich wie MyD88 eine carboxyterminale TIR Doméne, sowie eine
aminoterminale Doméane (,death domain®), mit einer im Gegensatz zu MyD88 unbekannten
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Funktion. Uberexpression von TIRAP/MAL kann eine NF-kB Aktivierung auslésen, die im
Zusammenhang mit einer Aktivierung des TLR 4 Rezeptors und nicht des IL 1 Rezeptors
steht (Fitzgerald K.A. 2001, Horng T. 2001).

Der Unterschied zwischen TIRAP/MAL und MyD88 liegt unter anderem darin, dass
TIRAP/MAL mit der IRAK-2 Kinase interagieren kann und nicht mit der IRAK-1 Kinase.
MyD88 interagiert dagegen mit allen beiden Kinasen intrazelluldr (Fitzgerald K.A. 2001).
Die Entdeckung von TIRAP/MAL eréffnet die Mdglichkeit eines weiteren Weges der
Zellaktivierung ausgeldst durch LPS. Beobachtungen einer direkten Interaktion zwischen
TIRAP/MAL und einer PKR Kinase (,double stranded dsRNA-binding protein kinase®),
lassen auf eine weitere durch LPS induzierte Signalweiterleitung schlieBen. Es ist bekannt,
dass PKR seinerseits die p38 MAPK Kinase und die Produktion von iNOS (inducible nitric
oxide synthase) regulieren kann (Fitzgerald K.A. 2001).

Eine von MyD88 ebenfalls unabhéangige Signalweiterleitung erfolgt, &hnlich wie TIRAP,
Uber ein drittes Adaptor-Protein TRIF (TIR-containig adaptor inducing Interferon-B) (Tsan
M.F. 2004, Yamamoto M. 2002). Auch dieses Protein besitzt genau wie TIRAP und MyD88
eine TIR homologe Doméane und induziert die Ausschuttung von IFN-B (Interferon ). TRIF
ist ein Adaptorprotein, welches im Zusammenhang mit TLR 3 und TLR 4 steht. Es aktiviert
Uber einen Transkriptionsfaktor (IFN regulatorischer Faktor 3) eine subsequente
Ausschittung von IFN-B (Interferon B) und ist an der Reifung dendritischer Zellen beteiligt
(Yamamoto M. 2003).

Ein ebenfalls in dieser Gruppe der MyD88 unabhangigen Adaptor-Proteine viertes Protein
ist TRAM (TRIF-related adaptor molecule) und steht in Verbindung zu TLR 4 und nicht zu
TLR 3. TRAM ist, ahnlich wie TRIF bei der Produktion von IFN-(Interferon ) beteiligt
(Yamamoto M. 2003).
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5. HLA-DR Antigen

5.1 Grundlagen

HLA (Human Leukocyte Antigen) sind Antigene, die im Zusammenhang mit der
Transplantationsmedizin zuerst auf Leukozyten entdeckt worden sind. HLA-Antigene, bzw.
dessen Epitope, sind in der Zellmembran verankerte Glykoproteine und befinden sich auf
nahezu allen Zellen. Sie gehéren zur Gruppe der Immunglobuline und sind an der
Unterscheidung zwischen korpereigenen und koérperfremden Strukturen durch das
Immunsystem essenziell beteiligt (WaBmuth R. 1995).

5.2 Genetische Grundlagen und Einteilung

Charakteristisch flir den Genotyp der HLA-Antigene ist, dass mit einer Ausnahme
alle Gene fur diese Molekile auf dem sechsten Chromosom lokalisiert sind. Sie lassen sich
in drei Klassen unterteilen und werden als Haupthistokompatibilitdtskomplexe (MHC, Major
Histocompatibility Complex) bezeichnet. Die Einteilung umfasst: HLA-Klasse |, HLA-
Klasse Il sowie HLA—Klasse Ill. Die Nomenklatur der HLA-Antigene beinhaltet drei Teile:
die Abklrzung HLA, die Isotypbezeichnung fir das exprimierende Gen (z.B. HLA -A, -B, -
DR) und eine Ziffer, welche die spezifische Variante des Antigens beschreibt (WaBmuth R.
2005).

5.3 HLA-Klasse | Antigene

Zu der Gruppe der HLA- Klasse | Antigene gehéren die Isotypen HLA-A, -B und —C.
HLA- Klasse | Antigene bestehen aus einer a —Kette und B —Kette. Auf diesen zwei Ketten
unterscheidet man insgesamt vier Doméanen, eine a1, a2, a3 und B2 Doméane. Von den
zwei Ketten ist nur die a-Kette transmembranér verankert. An der transmembranal veran-
kerten a-Kette bindet extrazellular das B2-Globulin. Dadurch entsteht im extrazellularen
Raum eine Bindungsstelle fir Peptide. Bei den Peptiden handelt es sich um
Proteinfragmente, die durch den Abbau kérpereigener Proteine freigesetzt werden. Auf
diese Weise lassen sich kdrpereigene von kérperfremden Zellen unterscheiden. (WaBmuth
R. 1995).

5.4 HLA-Klasse Il Antigene

Die Gruppe der HLA-Klasse Il Antigene wird durch die Isotypen HLA-DP, -DQ, -DR,
-DN und —DO gebildet. Ahnlich der Klasse | bestehen auch diese Isotypen aus zwei Ketten,
einer a —Kette und einer B —Kette. Im Gegensatz zur Klasse | sind alle beiden Ketten der
Klasse Il HLA-Anitgene transmembranal verankert. Der extrazellulare Anteil beider Ketten



Grundlagen HLA-DR Antigene 45

wird in vier Doméanen unterteilt a1, a2, 1 und 2. Die a1 und B2 Doménen bilden zusam-
men eine extrazellulare Bindungsstelle. Klasse Il Antigene sind auf der Membranoberflache
Antigen-prasentierender Zellen (APC’s) vorhanden, wie es z.B. Makrophagen und reife
Monozyten sind (WaBmuth R. 1995); vergl. Tabelle

Tabelle 2: MHC |, MHC |l Klasse

MHC | HLA-A m Alle kernhaltigen Zellen
HLA-B m Thrombozyten
HLA-C m Nicht Erythrozyten

MHC Il HLA-DR m B-Zellen und Makrophagen
HLA-DR m Dendritische Zellen
HLA-DQ m Endothelzellen

5.5 HLA-Klasse lll Antigene
HLA-Klasse Ill Proteine sind komplementére Faktoren und werden in CL, C4 und Bf
eingeteilt. Es handelt sich hierbei um Plasmaproteine, die an der unspezifischen
Immunabwehr beteiligt sind (WaBmuth R. 1995).

5.6 HLA-DR unter akuten Infektion bei HD-Patienten

Untersuchungen bei Hamodialysepatienten bezliglich der CD14++CD16+ Verteilung
und ihrer HLA-DR Expression zeigten, dass sich wahrend der akuten Phase einer Infektion
parallel zur Erhéhung der CD14++CD16+ Monozytenpopulation die HLA-DR Expression
verringerte (Nockher WA & J.E. Scherberich 1998; Scherberich J.E. 2000).

5.7 HLA Antigene bei nierentransplantierten Patienten

Die chronische Transplantatdysfunktion und der Verlust des Transplantates bleiben
ungeachtet der Fortschritte im Bereich der Immunsuppression, ein noch wenig verstande-
nes Problem, wobei sich ,immunologische® und ,nichtimmunologische* Faktoren
Uberschneiden. Die gute biologische Potenz der verwendeten Immunsuppressiva hat
mittlerweile soweit gefiihrt, dass in einigen Transplantationszentren vor der Transplantation
bewusst auf eine HLA-Bestimmung zwischen Spender und Empfanger verzichtet wird.
Sowohl HLA-Klasse | Antigene (HLA- A, und HLA-B) als auch Klasse Il Antigene (HLA-DR)
haben jedoch einen Einfluss auf das Transplantatiberleben, insbesondere der Effekt der
Klasse Il Antigene. Eine Ubereinstimmung der HLA-DR Antigene zwischen Spender und
Empfénger scheint fir eine langfristige Transplantatfunktion wichtig zu sein.(Rodriguez
D.S. 2004, Pirsch J.D. 1992). Schon in der Ara vor Cyclosporin A erkannten Ayoub und
Terasaki die Wichtigkeit einer Ubereinstimmung des HLA-DR Isotypes (Ayoub G. 1982).
Eine retrospektive Analyse Nierentransplantierter an der Universitat von Wisconsin ergab,
dass innerhalb des ersten Jahres die meisten Vorfélle einer akuten AbstoBungsreaktion
des Transplantates sich ereigneten (sowohl bei Patienten die eine Kadaverniere oder eine
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Lebendspende bekommen hatten). Die héchste Rate einer akuten AbstoBungsreaktion im
ersten Jahr zeigten jedoch die Patienten mit einer Kadaverniere, die eine geringe Uberein-
stimmung der HLA-DR Antigene aufwiesen (Rodriguez D.S. 2004). Je gréBer die HLA-DR
Ubereinstimmung, desto geringer waren im ersten Jahr die akuten AbstoBungsreaktionen.
Annliche Ergebnisse zeigten in der gleichen Studie Patienten, die eine Lebendspende er-
hielten. Auch hier zeigte sich eine deutliche Signifikanz zwischen Anzahl der HLA-DR
Ubereinstimmungen und (geringeren) akuten AbstoBungsreaktionen im ersten Jahr. Je
gréBer die HLA-DR Ubereinstimmung desto geringer war die Anzahl akuter Ereignisse
(Rodriguez D.S. 2004).

In derselben Studie wurde auch die 5-Jahres-Uberlebenswahrscheinlichkeit des Trans-
plantates analysiert. Auch hier konnte eine Signifikanz zwischen Transplantatiberleben
und HLA DR Ubereinstimmung aufgezeigt werden. Patienten mit einer Lebendspende
hatten nach fanf Jahren ein um so besseres Transplantatiberleben je héher die HLA-DR
Ubereinstimmung war (Rodriguez D.S. 2004).

Ahnliche retrospektive Studien von Roberts et al. zeigten eine Verbindung zwischen einer
HLA-DR Ubereinstimmung und einer langen Transplantatfunktion. Eine geringere
Ubereinstimmung der HLA-A und -B Antigene hatte keinen nachteiligen Einfluss auf die
Trans- plantatfunktion. Dagegen zeigte eine hohe Ubereinstimmung der HLA-DR Antigene
ein verbessertes Transplantatiberleben (Roberts J.P. 2004).
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6. Grundlagen Zytokine IL-4, IL-10, IFN-y, GM-CSF

6.1 Definition; Regulierung

Zytokine sind Polypeptide mit einem Molekulargewicht von 7 bis 60 kD. Sie werden
sowohl von immunologisch aktiven (z.B.CD4CD25+ Lymphozyten, Makrophagen), als auch
von immunologisch nicht aktiven Zellen gebildet (Endothelzellen, Keratinozyten) (Lowry
S.F., 1993, Oppenheim J.J. 2001). Die Regulierung und Sezernierung von Zytokinen
erfolgt Uberwiegend posttranskriptional. Dieser Regulierungsmechanismus Uberwiegt
allgemein bei kurzlebigen Proteinen, wie es z.B. bei Zytokinen der Fall ist. Daneben
existiert ein weiterer Regulierungsmechanismus auf transkriptioneller Ebene (Wang E.
1997, Black R. 1991).

Die Einteilung der Zytokine erfolgt nach Art der Immunantwort (zelluldr oder humoral),
sowie nach ihrem ,biologischen Effekt”. Zytokine, die aufgrund einer zellularen
Immunantwort sezerniert werden, bezeichnet man als Typ-| Zytokine. Zur Gruppe der Typ |
Zytokine, die durch Ty1 und antigenprasentierenden Zellen (APC’s) freigesetzt werden,
gehdren IL-2, IFN-y und IL-12. Zytokine, die von Zellen der humoralen Immunitat (T42)
ausgeschuttet werden, gehdren zur Gruppe der Typ-Il Zytokine. Unter dieser Typ-1l Gruppe
fallen IL-4, IL-5, IL-10 und IL-13. Nach ihrer regulatorischen Eigenschaft wahrend einer
Entzindungsreaktion unterscheidet man proinflammtorische und antiinflammatorische
Zytokine. Zu der Gruppe der proinflammatorischen Zytokinen gehéren IL-1, IL-2, IL-8, IL-
12, 1I-18, CSF (Colony Stimulating Factor, M-CSF, GM-CSF) und TNF-a (Metcalf D. 1986,
Pestka S. 1987, Smith K.A. 1988, Beutler B. 1989, Praloran V. 1991, Mukaida N. 1994,
Trinchieri G. 1998). Zur zweiten Gruppe, der antiinflammatorischen Zytokinen, zahlen IL-
10, 1I-13 und TGF-B (Letterio J.J. 1997, Moore K.W. 2001). Zytokine vermitteln, je nach
Wirkort, auto- oder parakrine Effekte.

Die Expression proinflammatorischer Zytokine durch tubulére Epithelzellen spielt eine
wichtige Rolle sowohl wahrend einer chronischenTransplantdysfunktion als auch wahrend
akuter Ereignisse im Transplantat. In vitro Analysen an (proximalen und) distalen Tubulus-
zellen der menschlichen Niere belegen eine schnelle Hochregulierung primar nicht
konstitutiver HLA-DR Antigene und des (konstitutiven) intrazellularen Adhasionsmolekils
(ICAM-1) nach einer Exposition mit proinflammatorischen Zytokinen (Baer PC et al. 2000;
Scherberich J.E. 2000, 2008).
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6.2 Zytokinwirkung auf Makrophagen und Monozyten

Die Produktion von Zytokinen durch Makrophagen und Monozyten wird wiederum
durch diverse Zytokine selbst reguliert. Diese kdnnen die Zellen entweder aktivieren oder
hemmen. Zu den wichtigsten Makrophagen / Monozyten regulierenden Zytokinen gehéren
IL-10, IL-4, IL-13 und TGF-B. Sie deaktivieren Makrophagen und wirken inhibitorisch auf
deren Zytokinproduktion. Darlber hinaus kénnen IL-10 und TGF-B die Phagozytose-
eigenschaft weiterer immunologisch aktiver Zellen herabregulieren. Im Gegensatz hierzu
induzieren IFN-y, und GM-CSF als potenteste Zytokine die Aktivierung bzw. Stimulation
von Makrophagen / Monozyten Funktionen. IFN-y und GM-CSF vermitteln eine verstérkte
monozytédre Freisetzung von IL-12, das wiederum an der Reifung von T-Zellen und NK
Zellen als ko-stimulierender Faktor beteiligt ist und gleichzeitig die zytotoxischen
Eigenschaften von Lymphozyten erhéht (Kobayashi M. 1989, Nathan C.F. 1983, Kubin M.
1993).

6.3 Interleukin 4 - Grundlagen

Interleukin 4 ist ein 15kD Polypeptid, das vor allem von Mastzellen, T-Zellen und
Stromazellen im Knochenmark gebildet wird. Seine biologische Wirkung erstreckt sich auf
Monozyten, Endothelzellen, T- und B-Lymphozyten sowie auf Fibroblasten (Callard R.
1994). Es gehdrt zu den antiinflammatorischen Zytokinen und zeigt seine gré3te Wirkung
gegeniber Monozyten. IL-4 hemmt die Freisetzung weiterer Zytokine wie IL-1, IL-6 und
TNF-a aus Monozyten. IL-4 soll protektive Eigenschaften in atherosklerotischen L&sionen
haben (Vadiveloo P.K. 1994).

6.4 Biologische Effekte von Interleukin 4

Interleukin 4 beeinflusst die Differenzierung der B-Lymphozyten und moduliert
deren Produktion von IgG und IgM (Defrance T. 1988). Undifferenzierte T-Zellen reifen
unter Einfluss von IL -4 zu Th, Zellen, wobei IL-4 von T-Zellen selbst gebildet wird
(D’Andrea A. 1995). IL-4 induziert die Proliferation von Thymozyten ausgehend von
hamatopoietischen Stammzellen, hemmt jedoch das Wachstum von Thymus—Epithelzellen.
IL-4 inhibiert in Makrophagen und Monozyten die Expression von IFN-y induzierten Genen
sowie die Differenzierung dieser Zellen. Die Behandlung von Monozyten mit IL-4 generiert
strukturell ,zytoplasmatische Auslaufer® (der Plasmamembran) und lasst diese als
dendritische Zellen erscheinen (De Waal M. 1993). IL-4 ist in der Lage, in vitro, aus CD
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14++ Monozyten dendritische Zellen in zwei Schritten zu generieren. IL-4 in Kooperation
mit GM-CSF formt im ersten Schritt unreife dendritische Zellen. Im zweiten Schritt kommt
es unter Einfluss proinflammatorischer Zytokine zur Ausreifung CD83+ dendritischer
Zellen. Besonderheit von IL-4 ist die vermehrte Expression von MHC Klasse | und Il
Molekilen auf der Oberflaiche sowie weiterer kostimulatorischer Molekile und
Chemokinrezeptoren (Salusto F. 1994, Romani N. 1996, Ebner S. 2001).

Zugabe von IL-4 in Monozytenkulturen, die unter Einwirkung von GM-CSF gereift sind,
hemmt die Expression von Oberflachenmarkern wie CD14 und Fc Rezeptoren (Salusto F.
1994, Peters J.H. 1991). Die Kurzzeitbehandlung mit IL-4 verstarkt die Expression der
Differenzierungsmarker CD11b, CD11c, CD18 und CD23 (Bogdan C. 1993, Verceli D.,
1988, De Waal M. 1993). IL-4 hemmt die Produktion und Freisetzung von IL-1a, IL-1, IL-6,
IL-8, IL-10, IL-12 p35 und p40 (die leichte p35 und schwere p40 Kette des IL-12), GM-CSF,
M-CSF, G-CSF, TNF-a und IFN-a. Es verstarkt im Gegensatz dazu die Freisetzung des IL-
1 Rezeptorantagonist (IL1-ra) in Monozyten; es gibt jedoch hierzu widersprichliche Daten
(Wieser M. 1989). Durch diese unterschiedlichen Beobachtungen lasst sich die Komplexitat
des IL- 4 Einfluss auf Zellen erkennen. Diese divergierende Beobachtungen resultieren
zum Teil auch durch die Anwendung ungleicher Versuchsparameter auf verschiedenen
Zellpopulationen unterschiedlicher Herkunft (Molina I.J. 1991).

6.5 Interleukin 13 dhnelt im Aufbau und Funktion Interleukin 4

Interleukin 13 ist ein weiteres Zytokin, das in seinem Aufbau und in seiner Funktion IL-4
ahnelt. Es wird von T-Helfer Zellen Typ 2 (Th2) ausgeschuittet, und vermittelt bei
allergischen Abwehrreaktionen. Der Effekt von Interleukin 13 basiert auf seine Untereinheit,
welche dem Aufbau der a-Kette des IL-4 Rezeptors (IL-4Ra) ahnlich ist. Es induziert die
Produktion und Freisetzung von IgE in B-Lymphozyten, hat aber keinen Effekt auf T-Zellen
und NK Zellen. Seine eigentliche Wirkung ist eine Briickenfunktion welche allergische
Entzindungszellen an immunologisch inaktiven Zellen bindet, und deren physiologische
Funktionen verandert (Wynn T.A. 2003).

6.6 Interleukin 10 - Grundlagen

Interleukin 10 wird von einer Vielzahl differenter Zellen gebildet. Die frihere These,
dass IL-10 ausschliesslich von TH 2 Zellen der humoralen Immunitat gebildet wird, ist
durch aktuelle Analysen widerlegt. IL-10 kann sowohl von TH 1 als auch TH 2 Zellen und
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darUber hinaus auch von aktivierten B-Lymphozyten, dendritischen Zellen und Makro-
phagen gebildet werden (Fiorentino D.F. 1991, Moore K.W. 2001).

IL-10 hat ein Molekulargewicht von 18 kD und besteht aus 160 Aminosauren (Moore K.W.
1990, Vieira P. 1991). Sekundare Strukturanalysen zeigen, dass IL-10 eine hohe a-Helix
besitzt,die ahnlich weiteren Zytokinen, wie IL-4, GM-CSF IFN-B und IFN-y, ist. Die
biologisch aktive Form besteht aus zwei nicht kovalent gebundenen Untereinheiten und
beinhaltet vier Cysteine, Cys 12, Cys 62, Cys 108, Cys 114 die Uber Disulfidbriicken
paarweise verbunden sind und fir die biologischen Eigenschaften verantwortlich sind
(Windsor W.T. 1993).

6.7 Biologische Effekte von Interleukin 10

IL-10 hat direkten Einfluss auf die Ausschittung von Zytokinen, die durch Th1
Zellen generiert werden. Darunter gehéren IFN-y, IL-2, IL-3, TNF-B und GM-CSF
(Fiorentino D.F. 1991, Moore K.W. 2001). IL-10 entfaltet biologische Wirkung sowohl
gegeniber Monozyten und Makrophagen, auf dendritische Zellen, T-Zellen und B-Zellen.
In Monozyten und Makrophagen hemmt IL-10 die Expression von MHC Klasse |l
Molekulen sowie die Koexpression der Differenzierungsmarker CD54 (ICAM-1), CD86 und
CD80 (de Waal M. 1993). IL-10 hemmt in Monozyten und Makrophagen die Ausschiittung
von IL-1a, IL-1B3, IL-6, IL-12, IL-18 und TNF-a (De Waal M. 1993, Callard R. 1994).
Gleichzeitig wird die Produktion des léslichen TNF Rezeptors (p55 und P75 TNFR) und
des naturlichen IL-1 Antagonisten (IL-1ra) stimuliert (Willems F. 1994). Ebenfalls auf
Monozyten und Makrophagen zeigten Untersuchungen, dass durch IL-10 die Expression
von CD14, CD16, CD 32 und CD64 auf deren Oberflache verstarkt wird (Te Velde A.A.
1992, Calzada-Wack J.C. 1996). Die Reifung und Generierung dendritischer Zellen wird
durch IL-10 gehemmt. Dagegen kommt es unter IL-10 zur Ausdifferenzierung von
Makrophagen (Allavena P. 1998); die antigenpréasentierenden Eigenschaften dendritischer
Zellen werden herabgesetzt. Reife dendritische Zellen jedoch bleiben davon unbeeinflusst
(MacDonald K.P.1999). Die Zytokinproduktion und Aktivierung von T-Zellen durch IL-10
erfolgt Uber einen indirekten Weg. Auf direkten Weg werden die Transkription des T-Zell
Wachstumsfaktors IL-2 und die CD28 Signaltransduktion gehemmt (De Waal M. 1993,
Taga K. 1993, Akdis C.A. 2000, Joss C. 2000). Des Weiteren reguliert IL-10 wahrend der
T-Zell-Aktivierung, Uber den regulatorischen T-Zellen, die Reifung weiterer T-Zellen (Groux
H. 1996, Read S. 2001). Auf B-Zellen kommt es zu einer Verstarkung der MHC Klasse I
Expression und einer verstarkten Antikérperausschittung. Die Ausdifferenzierung der B-
Lymphozyten und deren Proliferation werden durch IL- 10 verbessert(Rousset F. 1992). An
Endothelzellen férdert IL-10 die Freisetzung von NO. NO dilatiert glattmuskulare Gefal3e
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und verringert die endotheliale Adhasion von mononukledren und granulozytaren Zellen
(Stefano G.B. 1997).

6.8 Interferon y - Grundlagen

Interferone sind immunregulierende Zytokine. Insgesamt werden, anhand der
Rezeptorspezifizitdt und ihrer Sequenzhomologie, drei Typen an Interferonen
unterschieden. Die Gruppe der Typ | Interferone binden an einen spezifischen
Oberflachenrezeptor, bekannt als IFN-a Rezeptor. Zur Typ | Klasse gehdren IFN- a, IFN-(,
IFN-€ IFN-k IFN-T, IFN-C und IFN-w. Zur Typ Il Interferon Gruppe gehért IFN-y, welches am
IFN-y Rezeptor spezifisch bindet. Dieser heterodimere Rezeptor wird seinerseits aus zwei
Ketten gebildet IFNG R1 und IFNG R2, die erst durch Aktivierung mit ihren intrazellularen
Domanen interagieren und spezifische Bindungen mit Kinasen der Janus Familie eingehen
(Bach E.A. 1997, Pestka S. 1997, Thiel D.J. 2000).

Die dritte Gruppe der Interferon Klasse beinhaltet drei IFN-A Molekulle (IFN-A1, IFN-A2, IFN-
A3). Die Typ Il Gruppe vermittelt ihr Signal durch die Zellmembran Uber einen Rezeptor
komplex bestehend aus CRF2-4 sowie CRF2-12 (Vilcek J. 2003, Bartlett N.W. 2005). IFN —
y wird durch aktivierte T-Lymphozyten, NK Zellen, Leukozyten und Fibroblasten
ausgeschuttet. IFN —y ist an einem breiten Spektrum physiologischer Prozesse,
immunologischer Reaktionen, Zellproliferation, Zellapoptosis, Stimulation und Repression
diverser Genexpressionen, sowie antiviraler Aktivitdten beteiligt. Daneben kommt es zu
einer Verstarkung der MHC Klasse | und Klasse Il Komplexe auf Zelloberflachen (Boehm
U. 1997, Schroder K. 2003). Es handelt sich um ein Homodimer, welches aus zwei 143
langen Aminosaurenketten besteht.

Strukturelle Analysen von IFN-y ergaben, dass die monomeren Untereinheiten in einer
antiparallelen Orientierung interagieren und sechs helikoidale Sequenzen beinhalten.
Charakteristisch fur die Struktur ist eine C-terminale Sequenz ausgehend von den
Aminosauren 123 bis 143. Die C-terminale Doméane mit seiner D1 und D2 Domane von
Position von 128 bis 131 sowie ab Position 132, ragt in seiner Ausrichtung vom Proteinkern
heraus. Diesem Teil des Proteins wird aufgrund seiner Extension eine ,Flexibilitat
zugeschrieben, sodass es in der Lage ist, unterschiedliche Ausrichtungen und raumliche
Anordnungen anzunehmen (Ealick S.E. 1991, Gresiek S. 1992). Damit ist dieser Teil des
Glykoproteins flr dessen biologische Funktionen von Bedeutung. Entfernt man die D1
Domane aus seiner C-terminalen Sequenz, so wird das Zytokin inaktiviert (Débeli H. 1988,
Sadir R. 1998); wahrend die D2 Doméne dagegen die biologische Aktivitat von IFN
verstarkt. Die C-terminale Sequenz weist eine hohe Bindungsaffinitdt zu Heparansulfat,
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einen Glykosaminoglykan der extrazelluldaren Matrix auf sowie zu Bestandteilen der
Zellmembran (Lortat-Jacob H. 1991).

6.9 Biologische Effekte von IFN-y

IFN-y aktiviert antigenprasentierende Zellen und fihrt zur Ausdifferenzierung von
Th1 Zellen. Dariiber hinaus supprimiert IFN—y die Formation von Osteoklasten durch
Degradierung des Adaptorproteins TRAF6, das an der Aktivierung des Transkriptions-
faktors NF kB beteiligt ist (Schroder K. 2004). Eine Besonderheit sind die antiviralen
Effekte von INF. Kommt es zur viralen Invasion in einem Wirt, so werden Interferone vom
Typ | und Il gebildet. Obwohl beide Interferontypen fir die unmittelbare zellulare Antwort
des Wirtes auf die virale Kontamination von Bedeutung sind, ist die modulierende
Eigenschaft von IFN-y fir die Koordination und Etablierung der Immunantwort unabdingbar
(Huang S. 1993, Mller U. 1994, Lu B. 1998, Cantin E. 1999). IFN-y induziert in diesem
Zusammen- hang antivirale Schllisselenzyme aus der Serin/Threoninkinase Familie (Meurs
E. 1990, Beretta L. 1996). Des Weiteren reguliert IFN-y die Expression der MHC Klasse |
und Klasse Il Antigene auf der Oberflache und die Transkription von 30 unterschiedlichen
Genen.

6.10 Einfluss von IFN-y auf die Funktion von Makrophagen

Makrophagen werden durch Pathogene unmittelbar nach deren Invasion aktiviert.
Dabei kommt es sowohl zur Synthese und Sekretion von antibakteriell wirkenden Peptiden
(,Defensinen®), neben der Freisetzung proinflammatorischer Zytokinen, die in einer
Entzindungsreaktion weitere Abwehrzellen rekrutieren (Schroder K. 2004, Adams D.O.
1989).

6.11 Regulierung der IFN-y Produktion

Die Produktion von IFN-y wird durch die Sekretion weiterer Zytokinen aus antigen-
prasentierenden Zellen reguliert, zu denen IL-12 und IL-18 gehdéren. Die Aktivierung von
Makrophagen durch Pathogene resultiert u.a. in einer Freisetzung von Cytokinen und
Chemokinen, die die Chemotaxis von NK Zellen in das betroffene Gewebe vermitteln,
wahrend freigesetztes IL-12 und IL-18 die Produktion von IFN-y induzieren (Trowsdale J.
1990, Akira S. 2000, Schindler H. 2001, Fukao T. 2001). Dagegen hemmen Zytokine wie
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IL-4, TGF-B, IL-10 und Glukokortikoide die IFN —y Produktion und dessen Freisetzung
(Sen G. 2001, Fukao T. 2000, Hochrein H. 2001).

6.12 GM-CSF Grundlagen

GM-CSF ist ein Zytokin aus der Gruppe der hamatopoietischen Wachstumsfaktoren
CSF (Colony-Stimulating-Factor). GM-CSF ist in seiner reifer Form ein glykosiliertes
Polypeptid mit einem Molekulargewicht von 23 kD, besteht aus 127 Aminosauren und
beinhaltet vier Cystein-reiche Auslaufer (Metcalf D. 1986). GM-CSF ist von kurzer
Halbwertszeit. Es moduliert die Proliferation eosinophiler und neutrophiler Granulozyten als
auch die Reifung von Makrophagen (Carr P.D. 2001, Lieschke G.J. 1992, 1992 b.).
Daneben spielt GM-CSF eine Rolle in der Feinregulierung der Immunabwehr (Carr P.D.
2001, Lieschke G.J. 1992). GM-CSF kann durch unterschiedliche Zellen exprimiert werden,
darunter in T-Lymphozyten (Sauter C. 1988, Antman K.S. 1988), B-Lymphozyten,
Makrophagen (Brandt S.J. 1988), Fibroblasten, Mastzellen und NK Zellen (Vadhan-Raj S.
1987). Wahrend der Reifung von Makrophagen und Monozyten, jedoch auch wahrend der
Aktivierung der Monozyten und Makrophagen nach Stimulation durch LPS, kommt es zu
einer vermehrten Ausschittung des Zytokines (Le Beau M. 1986, Wong G. 1985, Diedrichs
K. 1991). GM-CSF wird nach Zellstimulation durch Zytokinen, Antigenkontakt oder
Entziindungsmediatoren ausgeschuttet werden (Vadhan-Raj S. 1987).

6.13 Biologische Effekte von GM-CSF auf die Zellreifung

GM-CSF als Wachstumsfaktor hamatopoietischer Vorlauferzellen weist dariber
hinaus weitere zellmodulierende Eigenschaften. Es begiinstigt in vitro das Uberleben
sowohl von Progenitor-, als auch reifer Zellen (Metcalf D. 1982, Stanley |.R. 1983) und legt
bei Granulozyten-Makrophagen Vorlauferzellen fest, ob sie sich zu Granulozyten oder
Makrophagen weiter differenzieren (Metcalf D. 1982), und stimuliert funktionelle
Wirkmechanismen reifer Granulozyten, eosinophiler Zellen und Makrophagen. Es regelt
das Uberleben dieser Zellen sowie deren Mobilitit, beeinflusst ihre Zellform und ist an
deren Phagozytoseeigenschaft und intrazellulare Synthese biologisch aktiver Molekile
beteiligt. GM-CSF ist ebenfalls fiir die antikérperabhangige Zytotoxizitat, wie auch an der
Expression diverser Oberflachenmarker auf der Zelloberflache mitverantwortlich (Metcalf
D. 1984, Stanley I.R. 1983, Crapper R.M. 1985).
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6.14 Biologische Effekte von GM-CSF auf die Immunabwehr

GM-CSF ist an der Synthese und Freisetzung weiterer Zytokine direkt beteiligt.
Sowohl in vitro als auch in vivo Analysen mit GM-CSF zeigten eine stimulierte Sekretion
proinflammatorischer Zytokine. Es fordert die Freisetzung von TNF-alpha und IL-163 durch
Monozyten (Tiegs G. 1994, Xu J. 2003). Daneben vermittelt GM-CSF die Bildung von IL-
1BR Antagonisten und hemmt die IL-2 Produktion (Xu J. 2003). GM-CSF verstarkt die
Immunantwort durch LPS induzierte Zellverdnderungen und reaktiviert ,refraktare”
humane Monozyten (Tiegs G. 1994, Randow F. 1997). Endotoxin stimuliert in vivo die
Aktivitat von Wachstumsfaktoren (CSF). LPS induzierbare Zytokine flhrten zur verstarkten
GM-CSF Synthese in Makrophagen, endotheliale Zellen und Fibroblasten.
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7. Steroidhormonrezeptor-Vitamin D Rezeptor

7.1 Grundlagen

Das endokrine Vitamin D System reguliert die Calcium-Homdostase und den
Knochenmetabolismus. Fir Vitamin D fanden sich ,neue” pleiotrope Effekte. Hierunter
fallen biologische Aktivitaten, wie die Induktion und Kontrolle von Zelldifferenzierungen,
Hemmung von Zellwachstum, sowie antiinflammatorische Wirkungen. Immunmodulierende
Eigenschaften der verschiedenen Vitamin D Derivate (wie 1-alpha-Calcidol, 1-25-OH-Vit.
D3 und Paricalcitol) sind Teil der pleiotropen Wirkungen des Vitamins (Hormone).
Scherberich et al. untersuchten die modulierende Eigenschaften von Vitamin D sowohl in
aktivierten (durch LPS), als auch an nicht aktivierten (CD16negativen) Blutmonozyten.
Nach Inkubation mit 1-alpha-Calcidol erhéhte sich bei aktivierten Monozyten die CD14
Expression. Im Gegensatz nahm die HLA-DR Antigenprasentation und die TLR 2/TLR4
Expression ab (Scherberich J.E. 2005). Vitamin D selbst ist Vorstufe des eigentlich aktiven
Metaboliten 1,25 Dihydroxyvitamin D3. Die endgultige Konversion des 1,25 Dihydroxy-
Vitamin D3 findet in den proximalen Tubuli statt, was den zellularen Rezeptor des Vitamin
D (VDR) aktiviert, mit Anderung der Transkriptionsrate entsprechende Zielgene (Dusso A.
2005). Die biologischen Aktivitdten des Vitamin D erfordern einen Rezeptor mit hoher
Affinitdt zum VDR. Es handelt sich um einen Rezeptor aus der Familie der nuklearen
Rezeptoren flr steroidale Hormone (Typ Il Rezeptor, Nicht-Steroidhormon-Rezeptor).
Ahnlich wie die Ubrigen steroidalen Rezeptoren, agiert der VDR als ein durch Liganden
aktivierter nukledrer Transkriptionsfaktor (Brown A.J. 1999).

Die funktionelle Domanen des VDR sind fir ihre diversen Funktionen spezifisch, wie die
Ligandenbindung, die Heterodimerisierung mit dem Retinoid X Rezeptor (RXR), die
Bindung des Heterodimers an die Promoterregion des entsprechendes Genes, sowie die
Rekrutierung mit VDR interagierenden nukledren Proteinen sogenannten Koregulatoren,
welche die Expression der entsprechenden Gene verstarken (Dusso A. 2005).

Die  Rezeptorbindung der Liganden fuhrt zu dessen  dreidimensionaler
Konformationsanderung. Diese Strukturdnderung ist flr die Rekrutierung von Proteinen
verantwortlich, die eine rasche Translokation des zytoplasmatischen Anteils des VDR Uber
Mikrotubuli zum Nukleolus férdern (Racz A. 1999, Barsony J. 1992).

7.2 Aufbau des Vitamin D Rezeptors VDR

Der Aufbau des Vitamin D Rezeptors unterscheidet sich von den Ubrigen
Steroidhormonrezeptoren im Wesentlichen durch seine N-terminale Domane. Diese ist, im
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Vergleich zu den anderen Steroidrezeptoren, kirzer. Der Ubrige Aufbau ist ahnlich den
Ubrigen  Steroidhormonrezeptoren konstant. Die N-Terminale Sequenz mit ihrer
ligandenunabhangiger Aktivierungsfunktion AF-1 wird durch die DNA-Bindungsdoméane
flankiert (DBD), gefolgt durch die Liganden-Bindungs-Doméane (LBD) welche die
ligandenabhangige Aktivierungsfunktion AF-2 enthalt. Die DNA Bindungs- sowie die
Ligandenbindungsdomaéne sind in allen Rezeptoren &hnlich. Eine Variabilitdt besteht im
Bereich der N-terminlen Region und der C- terminalen Region (Alberts B.A. 2002).

7.3 Regulierung der 1, 25 (OH), D; — VDR Interaktion

Die biologische Interaktion zwischen Ligand und Rezeptor wird durch eine Vielzahl
an Faktoren beeinflusst: Die Zuganglichkeit des Hormons an den Rezeptor, die Rezeptor-
dichte sowie genetische und posttranslationale VDR Modifikationen. Beteiligt sind weiterhin
koregulatorische Molekiile. Die intrazellulare Konzentration des VDR wird durch die VDR-
Liganden beeinflusst. Dieser Mechanismus der Regulierung wird als ,homologe Regula-
tion* bezeichnet (Costa E.M. 1986). Weitere Hormone, Glukokortikoide und Wachstums-
faktoren sind ebenfalls beteiligt. Es handelt sich hierbei um einen heterologen
Regulationsmechanismus (Brown A.J. 1999, Hirst M. 1982). Der Vitamin D Rezeptor wird
je nach Organlokalisation unterschiedlich reguliert. Diese Variabilitdt der Modulation ist
abhangig vom Stadium der Proliferation und des Differenzierungsgrades der Zielzelle
sowie der Unterschiede des aktivierten intrazellularen Signalweges (Brown A.J. 1995).
Hintergrund sind Polymorphismen des VDR-Gen, deren Expression mit verminderter
Knochendichte, Tendenz zum Hyperparathyreoidismus, Resistenz gegeniber einer
Vitamin D Therapie, einem erhdhten Infektionsrisiko und Karzinomrisiko, sowie mit
Autoimmunerkrankungen einhergehen kdnnen (Uitterlinden A.G. 2004).

Eine posttranslationale Modifikation des Vitamin D Rezeptors kann ebenfalls die Aktivitat
beeinflussen. Patienten, die unter einer Niereninsuffizienz leiden, haben eine verminderte
Aktivitdt des Rezeptors. Eine posttranslationale VDR-Modifikation Iasst sich durch Sub-
stanzen aus dem uramischen Plasma/Ultrafiltrat induzieren (Patel S.R. 1995). Dabei rea-
gieren diese Molekile kovalent mit der DNA-Bindungsdomane und interagieren zwischen
der Bindung zwischen dem VDR-RXR Heterodimer und der Bindung zur DNA (Patel S.R.
1996). Eine weitere Moglichkeit der Modulation der Rezeptoraktivitdt besteht durch die
erforderlichen nukledren Koregulatoren. Dabei konkurrieren der VDR-Transkriptions-
mechanismus mit solchen, die ebenfalls nukleare Komodulatoren fir die Regulierung der

Genexpression bendtigen (Smith C.L. 1996).
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8. Studiendesign

8.1 Klinische Untersuchungen - Patienten & MessgréBen

Wir untersuchten 130 Nierentransplantierte des Kuratorium fir Dialyse und
Nierentransplantation e.V. des Nierenzentrums Minchen-Sid, Seybothstr. 75. Untersucht
wurden Patienten, denen entweder eine Kadaverniere oder ein Transplantat durch
Lebendspende Ubertragen wurde. Alle Patienten stellten sich nach der Transplantation im
Kuratorium zur Fortfihrung der Verlaufskontrolle vor und wurden in einem ,Recall* von
zwei (vier) bis sechs Monaten untersucht. Die Posttransplantat Analysen der Patienten
bestanden in einer Bestimmung Ublicher Blutparameter sowie des Proteinaus-
scheidungsmuster. Einmal, bis zweimal im Jahr wurde, eine sonografische Untersuchung
des Transplantates und des Abdomens durchgefiihrt. In unserer Studie untersuchten wir
sowohl klinische als auch immunologische Merkmale der Patienten. Nach ausfihrlicher
Unterrichtung und schriftlichen Einverstandnis, begleitend zu den Routine-Entnahmen,
erfolgte eine molekularbiologische Analyse fur insgesamt funf Polymorphismen. Diese
waren: IL-4 590 C/T, IL-10 1082 G/A, IFN-y 874 T/A, GM-CSF 677 C/A sowie der VDR-
Bsml Polymorphismus (Kooperation Prof. Dr. med. Michael Fischereder, Med. Poliklinik
Innenstadt und Prof. Dr. med. Peter Lohse, Institut fir klinische Chemie, Klinikum
Grosshadern der LMU Minchen). Fuar alle zellbiologischen (FACS) und andere Analysen
lagen die positiven Voten von Ethikkommissionen zweier Landesarztekammern (Hessen,
Bayern) vor.

Ein Teil der hier vorgestellten Untersuchungsergebnisse wurde ermdglicht durch Mittel des
Bundesministeriums fir Forschung und Technologie (BMFT, spater BMBF) und Zuwen-
dungen aus der Hanne und Sepp Sturm Stiftung, Miinchen.

Ziel der Studie war es, klinische, laborchemische, immunologische und genetische
Merkmale synergistisch mit Schwerpunkt einer chronischen Transplantatdysfunktion bei
Kurz- und Langzeittransplantierten zu beurteilen. Hierbei galten als ,Unterkriterien® sog.
stabile und instabile klinische Verlaufe, wie unten naher definiert.

8.2 Patientenkollektiv

Von den insgesamt 130 teilnehmenden Nierentransplantierten waren 82 Patienten
mannlich und 48 weiblich. Im Mittel betrug das Alter der Patienten 60 Jahre mit einer
Standardabweichung von +/- 12,8 Jahren. Das Alter unseres jlngsten untersuchten
Patienten lag bei 28 Jahren mit einem Nierentransplantatalter von drei Jahren. Unser
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altester untersuchter Nierentransplantierter war 85 Jahre mit einem Transplantatalter von 8
Jahren. Das Durchschnittsalter aller Nierentransplantate (Kadaverniere und Lebend-
spende) betrug 11 Jahre mit einer Standardabweichung von +/- 5,6 Jahren. Das in dieser
Studie jingste Transplantat war 1 Jahr alt, das alteste untersuchte Transplantat 28 Jahre
alt.
Das gesamte Patientenkollektiv wurde von uns, anhand des Transplantatalters, in
insgesamt vier Gruppen unterteilt.
e Die erste Gruppe hatte ein Transplantatalter von 1- 4 Jahren (insgesamt 36
Patienten)
e Die zweite Gruppe hatte ein Transplantatalter von 5- 8 Jahren (insgesamt 35
Patienten)
e Die dritte Gruppe hatte ein Transplantatalter von 9- 13 Jahren (mit insgesamt
32 Patienten)
e Die vierte Gruppe hatte ein Transplantatalter von mehr als 14 Jahren (27
Patienten).
Aufgrund der zusétzlich weiter unten beschriebenen erhobenen klinischen Daten (Blutbild,
quant. Proteinausscheidungsmuster), wurde jede der vier Gruppen weiter in zwei
zusatzliche Untergruppen unterteilt. Jede Gruppe wurde hierbei anhand des Verlaufs der
klinisch erfassten Daten innerhalb eines Jahres, in zwei Untergruppen unterteilt. Die
Unterteilung erfolgte aufgrund der drei Verlaufsparameter Kreatinin (S), Albumin (U),
alpha1-Mikroglobulin (U), aber auch anhand des Allgemeinbildes in einen guten (stabiler
Verlauf) oder einen schlechten (instabiler) Verlauf der Transplantatfunktion.
Alle von uns untersuchten Patienten wurden mindlich und/oder schriftlich Uber die Ziele
unserer Studie aufgeklart (Prognosebeurteilung, Risikostratifizierung nach NTX).
Entsprechende Voten der bayerischen und hessischen Landesédrztekammern lagen vor.
Blutentnahmen erfolgten nur als Erganzung mit ohnehin erforderlichen Routinekontrollen.

8.3 Datenerfassung

Der klinische Verlauf aller untersuchter Nierentransplatierter, erfolgte Uber die Daten-
erfassung aus den Krankenakten. Aus den Krankenberichten wurden, anhand eines hierfir
ausgearbeiteten Evaluationsbogens, folgende Befunde aufgenommen (S=Serum,
U=Urinprobe):

e Alter, Geschlecht, Grunderkrankung

e NTX-Transplantat: Kadaverniere, Lebendspende
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e Standardblutparameter Uber einen Untersuchungszeitraum von drei Jahren:
Calcium (S), Harnstoff (S), Krea (S), Harnsaure (S), Alkalische Phosphatase (S),
Phosphat (S), CRP (S), HbA1c (S)

e Proteinausscheidungsmuster Uber einen Untersuchungszeitraum von drei Jahren:
Gesamteiweil3 (U), Albumin (U), alpha1-Mikroglobulin (U)

e Art der Immunsuppression: Einfachimmunsuppression, Einfachimmunsuppression
mit Glucocorticoid, Zweifachimmunsuppression, Zweifachimmunsuppression mit
Glucocorticoid.

e Begleiterkrankungen (Komorbiditat) nach Transplantation.

¢ Kilinische Ereignisse nach Nierentransplantation.

8.4 Klinische Endpunkte (Transplantatdysfunktion) nach
Nierentransplantation

Als Endpunkt einer chronischen Transplantatdysfunktion wurden folgende Kriterien
wahrend der Verlaufsbeobachtung definiert:
e Vollstandige Rickkehr in die chronische Hamodialyse

e \ersterben des Patienten

8.5 Definition einer Funktionsverschlechterung des NT (instabile
NTX-Funktion)

Zur Einteilung der Untergruppen wurden als Verlaufsparameter aus den Standard-
Blutwerten und Proteinausscheidungsmuster folgende Parameter ausgesucht:

e Kreatinin (S)

e Albumin (U)

e Alpha-1- Mikroglobulin (U) (a1MG)

Als Verschlechterung des klinischen Verlaufs wurden folgende Kriterien festgesetzt:

e Erhéhung des Kreatinin Mittelwertes im Serum um > 0,3 mg innerhalb eines
Beobachtungsjahres

e Verdoppelung des Albumin Wertes (Protein/Kreatinin Index, gr/gr.Kreatinin)
im Harn innerhalb eines Jahres

e Verdoppelung des alpha1-MG Wertes (Protein/Kreatinin Index) im Harn
innerhalb eines Jahres
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8.6 Auswahl der Untergruppen zu zellimmunologischen
Analysen

Aus dem gesamten Patientenkollektiv wurden fir die weitere immunologische
Bestimmung von CD14, CD16, HLA-DR, TLR 2, TLR 4 auf den Blutmonozyten anhand der
festgesetzten Parameter die Patienten ausgesucht. Aus den Subgruppen NTX 1-4 (n=36),
NTX 5-8 (n=35), NTX 9-13 (n=32) wurden die Patienten ausgesucht (insgesamt 24
Patienten, n= 24), die eine Erh6hung der Krea (S) (,creaping creatinine*) Werte, sowie eine
Verdoppelung der Alb (U) und a1MG (U) Werte im Verlauf eines Jahres aufwiesen. Als
Vergleichskollektiv ~ wurden alle langzeittransplantierte  Patienten mit  einem
Transplantatiberleben von Uber 14 Jahren herangezogen (n=27). Als zusatzliche
Vergleichskollektive zur NTX-Gruppe untersuchten wir 49 Hamodialysepatienten und 90
Niereninsuffiziente, die noch keine Hamodialyse bekommen hatten. Als Kontrollgruppe zu
allen Gruppen diente eine Gruppe 16 gesunder Probanden.

8.7 Auswahl der Untergruppen zu molekularbiologischen
Bestimmungen

Aus dem Patientenkollektiv der vorausgegangenen zellimmunologischen
Bestimmung wurden fir die molekularbiologische Analyse des IL-4 590 C/T, IL-10 1082
G/A, IFN-y 874 T/A, GM-CSF 677 A/C sowie des VDR-Bsml Polymorphismus, die Kurzzeit-
transplantierte (instabiler NT Verlauf, n= 21, NTX 1-10 Jahre) gegen langzeittransplantierte
Patienten (NTX = 14 Jahre, n=27) miteinander verglichen. Das mittlere Alter des
Transplantates in der Gruppe de Kurzzeittransplantierten lag bei 5 (+/- 2,7) Jahren, in der
Gruppe der Langzeittransplantierten bei 17 (+/- 3,2) Jahren.
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9. Material und Methodik

Klinische Standardroutineparameter

Die verschiedensten laborchemischen Standardparameter erfolgten Uber ein
zertifiziertes Kliniklabor mit entsprechenden laufenden Qualitatskontrollen. Die Bestimmung
des Proteinausscheidungsmusters beinhaltete die Surrogatmarker Gesamteiwei3, Albumin,
a1-Mikroglobulin, jeweils bezogen auf gr/Krea im Harn (Mittelstrahlurin, Protein-Kreatinin-
Index).

9.1 Materialien fiir die Bestimmung von CD14, CD16, HLA-DR,
TLR2,TLR 4

Antikdrper: Anti CD 14-FITC*, Anti CD 16-PE-Cy5*, Anti HLA-DR-PE*, Anti TLR 4-PE#, Anti TLR 2-
PE#. Caltag Fixation/Permeabilization Kit.

* von Becton Dickinson (Heidelberg)

*von Natutec Chemikalien:  Cellfix ~ (10- fach konzentriert) (Fixierldsung)*, CellWash
(Waschpulver)*, FACS flow, Tragerflissigkeit*, FACS Lysing Solution*

*von Becton Dickinson (Heidelberg) Gerate: FACScan, Durchflusszytometer*

*von Becton Dickinson (Heidelberg)

9.2 Durchflusszytometrie (FACS)

Mittels des Prinzips der fluoreszenzaktivierten Zellsortierung (FACS, fluorescence
activated cell sorting) war es mdglich Zellen, anhand ihrer Lichtstreueigenschaft und der
emittierten Fluoreszenz, zu analysieren. Monoklonale Antikdrper gekoppelt an einem
Fluoreszenzfarbstoff (FITC —Fluoresceinisothiocyanat, PE-Phycoerythrin, PerPC-Peridin-
Chlorophyll-a-Protein, CY5-Cyanin 5), wurden, durch spezifische Bindung auf den
Proteinen (intrazellular oder extrazellular), die zu untersuchenden Zellen markiert. Mithilfe
des Vorwérts- und Seitwartsstreulichtes war es maéglich, sowohl GréBe als auch
Granularitat der markierter Zellen zu untersuchen. Das Vorwartsstreulicht (FSC, forward
angle light scatter) war in einem Winkelbereich zwischen 0° und 10° sensitiv fiir den
Querschnitt der Zellen und gab Uber deren GréBe Auskunft. Ein geringer Teil des Lichtes
wurde in einem Bereich von 90° seitwérts gestreut (SSC, side scatter), und erfasste die
Granularitat und &uBere Form der markierten Zellen. Die Darstellung der Messergebnisse
erfolgte Uber ein Punkthistogramm (Dotplot). In diesem wurden Vorwérts- und Seitwarts-
streulicht auf Abszisse und Ordinate des Punkthistogramms (Zweifarbenfluoreszenz)
gegenlbergestellt. Im Dotplot lieBen sich die Zelluntergruppen wie Lymphozyten, Mono-
zyten und neutrophile Granulozyten differenzieren. Die zu untersuchende Subpopulation
der Monozytenphanotypen CD14++, CD14+CD16+, CD14+CD16++, waren durch Setzen
von ,Fenstern® (Gates) von den Ubrigen Populationen abgrenzbar. Einzelheiten der
Analysenmethoden wurden ausfihrlich zuvor von uns beschrieben (Nockher et al. 1994,
1995, Nockher et al. 1997, 1998; Scherberich et al. 1999, 2000 etc.). Fir die Fluoreszenz
wurde ein Argonlaser mit einer Emissionslinie von 488 nm verwendet. Je nach
Fluoreszenzfarbstoff wurden diese durch den Laser angeregt. Sie hatten unterschiedliche
Emissionsspektren. Die Fluoreszenzfarbstoffe FITC, PE und PerPC weisen die Eigenschaft
auf, bei 488nm einen unterschiedlichen Abstand zwischen Anregungs- und
Emissionswellenlange (auch als Stockes’scher Shift bekannt) zu haben. Dadurch war es
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maoglich, bei der Zweifarben-Fluoreszenz auf unterschiedliche Farbstoffe zu verzichten.
Durch hydrodynamische Fokussierung des Zellstroms in einer laminar flieBenden
TragerflUssigkeit wurde jede Zelle der Probe am Lichtstrahl des Lasers vorbeigefiihrt.

Die jeweils untersuchten Proben aus EDTA-Vollblut wurden entsprechend flr die
extrazelluldre und intrazelluldre Bestimmung vorbereitet (TLR 4). Fir den extrazellularen
Antigennachweis wurde EDTA-Vollblut mit den entsprechenden Antikérper inkubiert, die
Erythrozyten lysiert, und anschlieBend die ungebundenen Antikérper weggewaschen und
fixiert. Die anschlieBende Isotypbestimmung diente zur Kontrolle unspezifischer Bindungen
der Detektionsantikorper.

Flr den intrazelluldaren Antigennachweis (TLR 4 und ausschlieBlich TLR2), wurde EDTA-
Vollblut verwendet, welches erst nach Fixation und Permeabilisation mit den
entsprechenden Antikérper inkubiert wurde. Die Auswertungen erfolgten mithilfe des
statistischen Moduls B&D, Heidelberg.

Subpopulationen peripherer Blutmonozyten

Monozyten Gate CD14+CD16++

|
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; CD14++ﬂ.'ii

Abbildung 5: Darstellung peripherer Blutmonozyten im Gate R1 in der linken Abbildung. Auf der rechten

Abbildung sind in einer logarithmischen Kurve die Expressionen fiir Epitope CD 14 und CD 16
dargestellt.
Rechte Abbildungshalfte Histogramm der selektierten und né&her analysierten drei
monozytéren Subpopulationen diskriminiert nach den Oberflachenmarkern CD14 (pleiotroper
Endotoxinrezeptor) und CD16 (niedrig affiner Fc-ylll Rezeptor). Die Epitope fiir den Nachweis
der Toll-Like Rezeptoren TLR 2 und TLR 4 sowie HLA-DR wurde einzeln fir die jeweilige
Monozytenuntergruppe bestimmt.

9.3 Materialien und Methoden fiir die molekulargenetische
Untersuchungen

DNS-Extraktion: EDTA-Réhrchen (Boehringer Werke), Lysis-Puffer, NaCI-EDTA, 10 %
SDS, PK (Proteinkinase), 6 M NaCl, Ethanol-Absolut, TE-Puffer.

9.4 DNS-Extraktion

Die DNS-Extraktion erfolgte aus 1,5 ml Vollblut entsprechend dem folgendem Protokoll:

1,5 ml Vollblut wurden mit 10 ml Lysis-Puffer zugesetzt und Gber 45 min stehen gelassen.
Bei 3000 Upm wurde 20 min lang zentrifugiert, der Uberstand verworfen und das Pallet mit
4 ml NaCI-EDTA aufgelést. AnschlieBend 10 min bei 3000 Upm zentrifugiert und der
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Uberstand erneut verworfen. Das verbliebene Pallet wurde mit 2,5 ml NaCI-EDTA, 125
10% SDS und 50 pl PK aufgeldst. Das Réhrchen wurde iber Nacht (min. 12 Std.) bei 37 °
C inkubiert. Die Resuspension mit 1 ml 6M NaCl zugesetzt und 15 sek vermischt.
AnschlieBend bei 7000 Upm 10 min lang zentrifugiert. Der Uberstand wurde auf ein neues
Rohrchen umpipetiert. 10 ml Ethanol-Absolut wurden zugegeben und 10 min bei 7000 Upm
zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen, und das Réhrchen zum Trocknen gelassen.
Die isolierte DNS wurde mit 300 ul TE-Puffer aufgeldst.

9.5 Material zur Bestimmung genetischer Polymorphismen

Materialien: Primer (Invitrogen), dNTP, PCR-Puffer, DMSO, Taq Polymerase, Agarose
Pulver, TAE-Puffer, Ethidiumbromid, Loading Buffer, Restriktionsenzyme (NEB).

9.6 Methode der PCR (Polymerase Chain Reaction)

Das Verfahren der PCR basiert auf dem Prinzip der Vervielfaltigung einer definierten Sequenz aus
dem DNS-Strang. Das Verfahren der Polymerase-Kettenreaktion findet in einem Thermocycler statt,
welcher die Temperaturen der fiir die Durchfiihrung der PCR notwendigen Komponenten, exakt
steuert. Die fir eine PCR grundlegenden Komponenten sind folgende:

e DNS

e Primer, komplementare Nukleotidsequenzen, die den Startpunkt auf den DNS-
Einzellstrangen festlegen. Durch Veranderung eines Basenpaares ist es mdglich
einen sogenannten Mismatch in die Sequenz einzubeziehen. Dadurch kann die
Selektivitat der Restriktionsenzyme gesteuert und bestimmt werden.

e Polymerase, Enzym zur Vervielfaltigung

e dNTP’s, Desoxynukleotidtriphosphate, die als Bausteine der DNS-Sequenz
verwendet werden. In Zellen besitzen sie =zusatzlich auch regulatorische
Funktionen.

e Mg ?*-lonen, fiir die Funktion der Polymerase

e Pufferlésung, fur die Funktion der Polymerase

Die Amplifikation der DNS-Sequenz im Thermocycler durchlauft verschiedene Schritte:

e Anfangsdenaturierung, die DNS wird anfangs auf eine Temperatur von 94°-95° C
erhitzt um eine Auftrennung der Dopellstrang-DNS zu erzielen.

e Denaturierung auf eine Temperatur von 94°-95° C wéhrend der Zyklen, um die
Doppelstrang-DNS aufgetrennt zu halten.

e Primer-Annealing, um die spezifische Anlagerung der Primer auf die Einzelstrdnge
zu ermoglichen. Die hierbei nétige Temperatur wird von den Primer bestimmt und
liegt typischerweise zwischen 55° und 65° C. Die genaue Annealing-Temperatur
der Primer ist primar von ihrer L&nge abhangig, aber auch von ihrer Sequenz.
Kleinere Temperaturen flihren zu einer unspezifischen Bindung der Primer.

e Extension, die Polymerase fuhlt die fehlenden Strange mit den komplementaren
Nukleotiden. Die Temperatur liegt in einem Bereich zwischen 68° -72° C. Die dazu
notwendige Zeit ist von der GrdBe des Amplifikates abhangig.

e Endextension, bei einer Temperatur von 72° C fiir 4 min und anschlieBender
Abkiihlung des Gemisches auf 4°C.
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9.7 Gelelektrophorese

Das durch die PCR entstandene Amplifikat der DNS-Sequenz wird durch
Auftrennung in einer Gelelektrophorese anhand seiner GréBe identifiziert. Ein elektrisches
Feld wird verwendet um die negativ geladen Nukleinsdure-Molekulle durch ein Agarosegel
zu ziehen. Die verwendete Agaroselésung dient als Sieb, dass die durchlaufenden
Molekuile entsprechend ihrer GréBe zurlickhalt. Dadurch kommt es zu einer Auftrennung
des DNS-Gemisches. Sichtbar gemacht werden die DNS-Sequenzen erst durch Belichtung
mit UV-Licht. Dazu ist es notwendig, das fir die Auftrennung verwendete Agarosegel mit
Ethidiumbromid zu versetzen. Ethidiumbromid ist ein roter Phenanthridin-Farbstoff, der
zum Nachweis von DNS und RNS in der Molekularbiologie verwendet wird.

9.8 Bestimmung des IL-4 590 C/T Polymorphismus

Die Bestimmung des IL- 4 590 C/T Polymorphismus erfolgte entsprechend vier
unterschiedlicher Protokolle. Dies war notwendig, da die in der Literatur angegebenen
Haufigkeiten der Verteilung des Polymorphismus nicht mit unseren Haufigkeiten
Ubereinstimmten, und eine starke Divergenz aufwiesen. Dazu stellte sich wahrend der
Etablierung der Verfahren fest, dass nicht alle ausgesuchten Primer und
Restriktionsenzyme in gleicher Qualitat arbeiteten.

9.8.1 1. Protokoll IL-4 590 C/T

PCR Zusammensetzung (pro Ansatz):

PCR-Puffer (10x) 3yl

dNTP-Mix 5ul

5" Primer 3ul  IL4-590 F: gtccttctcaaaacacctaaacttgggagaccattg*
3" Primer 3ul  IL4-590 R: tacaggtggcatctiggaaactgtcctgtc
DNA-Polymerase 0,1pl

Destilliertes Wasser 14,4l

DNS 1.5ul

Endvolumen: 30,0pl

*Austausch eines Basenpaares, sogenannter Mismatch an Position ¢

PCR Bedingungen

Zyklus: Temperatur Zeit Zyklenzahl
Anfangsdenaturierung 95° 15min 1

e Denaturierung 94° 30sek

e Primer-Annealing 59° 30sek 35

o Extension 72° 30sek
Endextension 72° 10min 1

Restriktionsverdau (pro Ansatz):
Restriktionsenzym: PshA | (gacnn-nngtC) 0,2ul

Enzympuffer 1,2yl
Wasser 0,6pl
PCR-Produkt 12l
C-Allel : 112 bp + 33 bp
T-Allel : 145 bp

Agarose-Gel: 2% Agarose mit Ethidiumbromid

Loading Buffer 2l
Produkt 10ul
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Spannung 120V
Laufzeit 25td
DNA-Leiter 100 bp

Abbildung 6: IL 4 entsprechend Protokoll 1. Sowohl die von uns bestimmten Primer mithilfe des
Programms FastPCR, als auch das verwendete Restriktionsenzym PshAl, erwiesen sich als
nicht optimal. Der Versuch der Veranderung der PCR-Bedingungen verbesserte in keiner
Weise das Ergebnis.

9.8.2 2. Protokoll IL-4 590 C/T

PCR Zusammensetzung (pro Ansatz)

PCR-Puffer (10x) 3l

dNTP-Mix 5ul

5" Primer 3ul IL4-590 F: gtcctictcaaaacacctaaacttgggagaacatgg™®
3" Primer 3ul IL4-590 R: tacaggtggcatcttggaaactgtcctgtc
DNA-Polymerase 0,1pl

Destilliertes Wasser 14,4pl

DNS 1.5ul

Endvolumen: 30,0pl

*Austausch eines Basenpaares, sogenannter Mismatch an Position g

PCR Bedingungen

ZykKlus: Temperatur Zeit Zyklenzahl
Anfangsdenaturierung 95° 15min 1

e Denaturierung 94° 30sek

e Primer-Annealing 60° 30sek 35

e Extension 72° 30sek
Endextension 72° 10min 1

Restriktionsverdau (pro Ansatz)
Restriktionsenzym: AVA Il (g-gwCc) 0,2yl

Enzympuffer 1,2ul
Wasser 0,6ul
PCR-Produkt 12ul
C-Allel : 110 bp + 35 bp
T-Allel : 145 bp
Agarose-Gel: 2% Agarose mit Ethidiumbromid
Loading Buffer 2l
Produkt 10ul
Spannung 120V
Laufzeit c.a. 25td

DNA-Leiter 100 bp
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Abbildung 7: IL 4 entsprechend Protokoll 2. Die mit Hilfe des Programmes FastPCR bestimmten Primer,
erwiesen sich bei dem zweiten Versuch der Etablierung des Verfahrens zur IL 4 -590 C/T
Bestimmung, als nicht optimal. Versuche die PCR Bedingungen zu veréndern, verbesserten
das Ergebnis nicht.

9.8.3 3. Protokoll IL-4 590 C/T entsprechend Publikation (Hijazi
Z., Haider M.Z. 2000)

PCR Zusammensetzung (pro Ansatz)

PCR-Puffer (10x) 3yl

dNTP-Mix 5yl

5" Primer 3ul  IL4-590 F: taaacttgggagaccatggt®
3" Primer 3ul IL4-590 R: tggggaaagatagagtaata
DNA-Polymerase 0,1yl

Destilliertes Wasser 14,4l

DNS 1.5ul

Endvolumen: 30,0pl

*Austausch eines Basenpaares, sogenannter Mismatch an Position g

PCR Bedingungen

Zyklus: Temperatur Zeit Zyklenzahl
Anfangsdenaturierung 95° 15min 1

e Denaturierung 94° 30sek

e Primer-Annealing 48° 30sek 40

e Extension 72° 30sek
Endextension 72° 10min 1

Restriktionsverdau (pro Ansatz):
Restriktionsenzym: AVA Il (g-gwCc) 0,2yl

Enzympuffer 1,2l
Wasser 0,6l
PCR-Produkt 12l
C-Allel : 177 bp + 18 bp

T-Allel: 195 Db

Agarose-Gel: 2% Agarose mit Ethidiumbromid
Loading Buffer 2ul

Produkt 10ul

Spannung 120V

Laufzeit c.a. 2Std

DNA-Leiter 100 bp
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Abbildung 8: IL 4 entsprechend Protokoll 3. Die im dritten Protokoll ausgesuchten Primer
entsprachen der in der Literatur beschriebenen Primer (Hijazi Z., Haider M.Z. :
Interleukin- 4 Gene Promoter Polymorphism [C590T] and Asthma in Kuwait Arabs.
Int Arch Allergy Immunol 2000; 122: 1890-194). Die ausgesuchten Primer haben
auch hier nicht optimal gearbeitet. Dies liegt an den leicht veranderten Bedingungen
in unserem Versuchsaufbau. In erster Linie sind wahrscheinlich die unterschiedlich
verwendeten Puffer zu erwahnen.

9.8.4 4. Protokoll IL-4 590 C/T

PCR Zusammensetzung (pro Ansatz)

PCR-Puffer (10x) 3yl

dNTP-Mix 3ul

5" Primer 1ul 1L4-590 F: gtccttctcaaaacacctaaacttgggagaacatggt™
3" Primer 1yl IL4-590 R: acaccggagagggaagatacg
DNA-Polymerase 0,15pl

MgCl, 1,8ul

Destilliertes Wasser 18,5l

DNS 1.,5ul

Endvolumen: (30pl) 29,954l

*Austausch eines Basenpaares, sogenannter Mismatch an Position g

PCR Bedingungen:

ZyKlus: Temperatur Zeit Zyklenzahl
Anfangsdenaturierung 94° 10min 1

e Denaturierung 94° 20sek

e  Primer-Annealing 64° 20sek 35

e Extension 72° 20sek
Endextension 72° 7min 1

Restriktionsverdau (pro Ansatz)
Restriktionsenzym: AVA Il (g-gwCc) 0,2yl

Enzympuffer 1,0yl
Wasser 5,8ul
PCR-Produkt 7ul
C-Allel : 229 bp + 35 bp
T-Allel : 264 bp

Agarose-Gel: 2% Low melting Agarose mit Ethidiumbromid
Loading Buffer 2l
Produkt 10ul
Spannung 110V
Laufzeit c.a. 1,5Std
DNA-Leiter 100 bp
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Abbildung 9: IL 4 entsprechend Protokoll 4. Gelelektrophorese IL 4 -590 C /T. Die Primer wurden flr
unsere Versuchsbedingungen optimal ausgewahlt. Dadurch konnte die PCR ein Produkt
amplifizieren, welches durch den anschliessenden Restriktionsverdau optimal geschnitten

werden konnte.

9.9 Bestimmung des IL-10 1082 G/A Polymorphismus

Die Bestimmung des IL 10 G/A Polymorphismus erfolgte entsprechend folgendem Protokoll:

PCR Zusammensetzung (pro Ansatz)

PCR-Puffer (10x) 3yl

dNTP-Mix 5ul

5" Primer 3ul IL10 -1082 G/A F: ccaagacaacactactaaggcttccttggga*
3" Primer 3ul IL10 -1082 G/A R: gatggggtggaagaagttgaaataacaagg
DNA-Polymerase 0,1pl

Destilliertes Wasser 14,4l

DNS 1.5ul

Endvolumen: 30,0pl

*Austausch eines Basenpaares, sogenannter Mismatch an Position ¢

PCR Bedingungen:

Zyklus: Temperatur Zeit Zyklenzahl
Anfangsdenaturierung 95° 15min 1

e Denaturierung 94° 30sek

e  Primer-Annealing 60° 30sek 35

e Extension 72° 30sek
Endextension 72° 10min 1

Restriktionsverdau (pro Ansatz):

Restriktionsenzym: EcoN [ (cctnn-nnnagg) 0,2ul
Enzympuffer 1,2yl
Wasser 0,6pl

PCR-Produkt 12l

G-Allel : 106 bp + 28 bp
A-Allel : 134 bp

Agarose-Gel: 2,5% Agarose mit Ethidiumbromid
Loading Buffer 2ul

Produkt 10pl

Spannung 120V

Laufzeit c.a. 2Std

DNA-Leiter 100 bp
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Abbildung 10: Restriktionsverdau des PCR Produktes mit Econl

9.10 Bestimmung des IFN-y 874 T/A Polymorphismus

Protokoll IFN-y 874 T/A
PCR Zusammensetzung (pro Ansatz)

PCR-Puffer (10x) 3ul

dNTP-Mix 3ul

5" Primer 1yl IFN-y 874 F: cacaattgattttaticttacaacacaaaatcaagtc*
3" Primer 1yl IFN-y 874 R: ctcgagttgtttcgactatgaggtttcc
DNA-Polymerase 0,15l

Destilliertes Wasser 18,5ul

DNS 1.5ul

Endvolumen: (30,0pl) 29,95yl

*Austausch eines Basenpaares, sogenannter Mismatch an Position g

PCR Bedingungen:

ZykKlus: Temperatur Zeit Zyklenzahl
Anfangsdenaturierung 94° 10min 1

e Denaturierung 94° 20sek

e Primer-Annealing 60° 20sek 40

e Extension 72° 20sek
Endextension 72° 7min 1

Restriktionsverdau (pro Ansatz):
Restriktionsenzym: BsmA | (gtctcn-) 0,2yl

Enzympuffer 1,0ul
Wasser 5,8ul
PCR-Produkt 7,0yl
T-Allel : 269 bp + 40 bp
A-Allel : 309 bp

Agarose-Gel: 2% Low melting Agarose mit Ethidiumbromid
Loading Buffer 2l

Produkt 10ul

Spannung 110V

Laufzeit c.a. 1,5Std

DNA-Leiter 100 bp
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Abbildung 11: IFN y: Restriktionsverdau des PCR Produktes mit Bsm Al.

9.11 Bestimmung des GM-CSF 677 C/A Polymorphismus

Die Bestimmung des GM-CSF 677 C/A Polymorphismus erfolgte nach dem folgenden Protokoll
Protokoll GM-CSF 677 C/A

PCR Zusammensetzung (pro Ansatz)

PCR-Puffer (10x) 3yl

dNTP-Mix 5ul

5" Primer 3yl GM-CSF 677 F:agagggaatcaaggticacataaccagagagg
3" Primer 3yl GM-CSF 677 R: gcagccactctcagcaagcetccagag™
DNA-Polymerase 0,1pl

Destilliertes Wasser 14,4l

DNS 1.5ul

Endvolumen: 30,0ul

*Austausch eines Basenpaares, sogenannter Mismatch an Position ¢
PCR Bedingungen:

Zyklus: Temperatur Zeit Zyklenzahl
Anfangsdenaturierung 95° 15min 1

e Denaturierung 94° 30sek

e Primer-Annealing 62° 30sek 35

e Extension 72° 30sek
Endextension 72° 10min 1

Restriktionsverdau (pro Ansatz):
Restriktionsenzym: Xcml (ccaNNNNN-NNNNtgg) 0,2ul

Enzympuffer 1,2ul

Wasser 0,6ul

PCR-Produkt 12yl
C-Allel : 130 bp

A-Allel : 102 bp+ 28 bp
Agarose-Gel: 2% Agarose mit Ethidiumbromid
Loading Buffer 2l
Produkt 10ul
Spannung 120V
Laufzeit c.a. 2Std
DNA-Leiter 100 bp
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Abbildung 12: GM-CSF: Restriktionsverdau des PCR Produktes mit Xcml.

9.12 Bestimmung des VDR Bsm | Polymorphismus

Die Bestimmung des VDR Bsm | Polymorphismus erfolgte entsprechend der in der Literatur
angegebenen Primer. Wir verwendeten zur Bestimmung des Genpolymorphismus folgendes

Protokoll:
PCR Zusammensetzung (pro Ansatz)
PCR-Puffer (10x) 3ul
dNTP-Mix 5ul
5" Primer 3ul VDR Bsm | F: caacaagactacaagtaccgcgtcagtga
3" Primer 3ul VDR Bsm | R: gcaactcctcatggctgaggttct
DNA-Polymerase 0,1ul
Destilliertes Wasser 14,4l
DNS 1.,5ul
Endvolumen: 30,0ul
PCR Bedingungen
Zyklus: Temperatur Zeit Zyklenzahl
Anfangsdenaturierung 95° 15min 1
e Denaturierung 94° 30sek
e Primer-Annealing 57° 30sek 30
e Extension 72° 30sek
Endextension 72° 5min 1
Restriktionsverdau (pro Ansatz):
Restriktionsenzym: Bsm | (caatgcn-) 0,2yl
Enzympuffer 1,2l
Wasser 0,6ul
PCR-Produkt 12ul

BB-Allel : 825 bp

bb-Allel : 650 bp+ 175 bp
Agarose-Gel: 2% Agarose mit Ethidiumbromid
Loading Buffer 2l
Produkt 10ul
Spannung 100V
Laufzeit c.a. 1Std
DNA-Leiter 100 bp
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BE Bb bb

Abbildung 13: Restriktionsverdau des PCR Produktes mit Bsm

10. Sequenzierung
10.1 Sequenzierung der PCR Produkte
Um die Validitdt unserer Methodik zu Gberprifen, wurden alle Produkte der Polymerase-

kettenreaktion (PCR) sequenziert. Die Sequenzierung erfolgte mit Hilfe der Primer (F-Primer, R-
Primer, Prof. Dr. Peter Lohse, Klinikung Grosshadern, Institut f. klinische Chemie).

m&gglystems IL 4 F-Primer GO5_101s Inst Model/Name 3100/ABI3130-16303-003
101s Aug 10,2006 02:38AM, CEST
SIN G:267 A:185 T:273 C:249 KB_3130_POP6_BDTv3.mob Aug 10,2006 02:58AM, CEST
KB.bcp Pts 2014 to 5815 Pk1 Loc:2014 Spacing:23.01 Pts/Panel1130
KB12 Cap3 Version 5.2.0 HiSQV Bases: 132 Plate Name: 09.08.06
@ TGGGGTHGG G GTCTGCCTGTTATTCT GCCTCTATGC2GAG GG GCCCC G ATC.GCTTTTCC TG C:66ACAGTTTCC
1 9 17 25 33 41 49 57 65 73 81 89
1785
l1530
:1275
{ 1020
| 765
| 510
| 255
lo )
[ G TGCC CCTGT CTTGG G G6CC GGTT T CTTTTC GT CTTTCTTG T TT CTC?TCTTTCCCE
| 97 105 113 121 129 137 145 18! 161 169
|
| 1785 —m
| 1530
| 1275
| 1020

; Hm mh Moot il st il

Abbildung 14:  Sequenzierung des PCR Produktes fir IL 4 -590 C/T unter Verwendung des F-Primes
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s IL 10 F-Primer A09_64s Inst Model/Name 3100/ABI3130-16303-00
64s Aug 09,2006 10:31AM, CES
:415 A:364 T:417 C:399 KB_3130_POP6_BDTv3.mob Aug 09,2006 10:50AM, CES’
.bep Pts 2081 to 4369 Pk1 Loc:2081 Spacing:22.39 Pts/Panel113
KB12 Cap:1 Version 5.2.0 HiSQV Bases: 40 Plate Name: 08.08.0
»RGYrsGeeaTs a&\'kﬂ\r‘*ﬂafkkﬁ( iA BGGACCTCCTATCCAGCCTCC:TGG ArTCCT Gluc‘l‘TCTTTTECTTGTTATTTCA:\
1 9 17 25 33 41 49 57 65 81
1631 FLO-
1398
1165
932

699

466
233
0

TTC TCC CCCC TC
89 97

1631
1398
1165
932
699
466
233

Abbildung 15:  Sequenzierung des PCR Produktes fir IL10 G/A unter Verwendung des F-Primes

lea

og}ste . D09_67s
ms IFN gamma F-Primer 67 ™ ”“’“33313%'?33‘?1&”&?3
G:350 A:303 T:298 C:255 KB_3130_POP6_BDTv3.maob Aug 09:2006 10:50AM: CEST
B.bcp Pts 2111 to 4405 Pk1 Loc:2111 Spacing:23.1 Pts/Panel1130
KB12 Cap4 Version 5.2.0 HiSQV Bases: 13 : \ Plate Name: 08.08.06
€C CcC cTCGC TGT GG CT T TTTT cC CceT T T ccc c [} 6c .A(-\'E TGT T
1 9 17 25 33 41 49 57 65 73 81 8%

>

17
1518
1265
1012
759
506
253

i L

1771
1518
1265
1012

506
253

Abbildung 16:  Sequenzierung des PCR Produktes fur IFN y 874 T/A unter Verwendung des F-Primes
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oSystems Hogssas Inst Model/Name 3100/ABI3130-16303-003
N S R
Gase As12T473cs37 - GM-CSF F-Primer KB_3130_POP6_BDTv3.mod ::: 8:233: 3:31:3 g::l
KB.bcp Pts 2150 to 4375 Pk1 Loc:2150 Spacing:23.52 PtsIPan’eH 130
KB1.2 Cap4 Version 5.2.0 HiSQV Bases: 25 Pl . Plate Name: 08.08.06
erc Cr(Cx66 GaYBGCTCCA® GCC 6 arc ®Q Brcrecoerccce crro ceclecdlctocce 'rc‘\'ua Gcr [
1 9 17 25 33 41 4s 57 65‘% 73 : 91 89

f

1743
1494
1245
996
747
498
249

Abbildung 17:

A:194 T:240 C:295

812 Cap:3

o Vdr Bsml F-Primer Seite 1

C09_66s
66s
KB_3130_POP6_BDTv3.mob
Pts 2002 to 14960 Pk1 Loc:2002
Version 5.2.0 HiSQV Bases: 435

Sequenzierung des PCR Produktes flir GM-CSF C/A unter Verwendung des F-Primes

Inst Model/Name 3100/ABI3130-16303-003

Aug 09,2006 10:31AM, CEST
Aug 09,2006 10:50AM, CEST
Spacing:22.4 Pts/Panel1130
Plate Name: 08.08.06

cT
1

T o ckChkr Te ccrcckkk TC
10 19

1799

1542

1285
| 1028
‘ 771
514
257

|
|
lo
L

TC GGT

CT T T GGC-G CC TCTCTC.G GCT cC
37 a6 55 64 73

GTTTT GT  CCCTGCCCGC~ .G -

nccT
82 91

\,

cccTeCcTT T

= T c ea

| 100 109 118

| 1799
| 1542
| 1285
| 1028

ls14
l 257
lo N

TGITG GCCC GTTC CGC

G GC G GCCTG

127 163

136

771
|

cT GTTCCTC G T cccccT C©G
|‘799 >
| 1542 s
‘1285
1028
|77l
‘514
257

Pnnled on: Wed Aug 09, 2006 11: 32AM CEST

TCGCCTGEC C CTCTGC

217

Al AL, uuhhnﬂm

226

s_ uﬂ,,t

e
x  D—

GeccTreTrcTeYGecccc GG

172 181

Electropherogram Da(a Page 1 of 2
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' . C09_66s Inst Model/Name 3100/ABI3130-16303-003
ems VDR Bsml F-Primer Seite 2 66s Aug 09,2006 10:31AM, CEST
0 A194 T:240 C:295 KB_3130_POP6_BDTva.mob Aug 09,2006 10:50AM, CEST

Pts 2002 to 14960 Pk1 Loc:2002 Spacing:22.4 Pts/Panel1130
Version 5.2.0 HiSQV Bases: 435 Plate Name: 08.08.06

GTAGGTATT TCCTTATCTGTGTCTCCTTTTIGCTACGTCTCCCTTCAGGTT GCCCAGCTAGC CC TCAGCAGGTCTTT
352 361 370

-ocp
KB1.2 Cap:3
BGCTCTGC A CCAGCAMA
289 298 307 316 325 334 343

1799
1542
1285
1028
‘ 771
514
257 1 i
0

@CTCCTCCCTGCCTBACCCC T CCTGGGG G CG TGC G TGGCC TG GC GG C TaC

3TCCTTC T CTCCCCGCTCCCC GGTCCCTG
442 451 460 469

379 388 297 406 415 424 433

1799
1542
1285
1028
| 771
|514

257
o

‘1799
1542
1285
(1028

<, ,.m«..uchn A )

Pnnted on: Wed Aug 09, 2006 11 32AM, CEST Eleclropherogram Data Page 2 of 2

TC BGCTCC GGCTGTGTCCG GCTGTG G G C TG GC

!ICCTCCTC TGC @TTC GCTTCTTC GTCCC CCTGG CTTG TG GGGGCTC
56§

478 487 496 505 514 523 532 541 550 559

Sequenzierung des PCR Produktes fir VDR-Bsml unter Verwendung des F-Primg_s. Al{fgrund
der Grdsse des Produktes erfolgte die Sequenzierung sowohl vorwarts als auch riickwarts (F-

Primer, R-Primer).

Abbildung 18:
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11. Statistische Berechnungen

Die statistischen Berechnungen erfolgten mit Hilfe des Programms ,SPSS Version
Nr. 14.0%. Zur Anwendung kamen deskriptive Statistiken (Median, Mittelwert, Standardab-
weichung), Korrelationen (Korrelationskoeffizient nach Pearson), Regressionen, Kreuz-
tabellen (Chi-Quadrat-Test) sowie nicht-parametrische Tests (Kruskal Wallis — H, Mann-
Whitney-U, Wilcoxon). Der Kruskal Wallis — H Test, als ,Vortest* zur Uberpriifung der
Vorausetzungen fir den Mann-Whitney Test, berlcksichtigte den gleichzeitigen Vergleich
mehrerer Gruppen (Normal- personen, Hé&modialysepatienten, Niereninsuffiziente,
Nierentransplantierte). Zum Vegleich zweier unabhangiger Proben wurde der Mann-
Whitney — U Test angewendet. Unterschiede zwischen den vergleichenden Gruppen
wurden anhand von Signifikanzen ermittelt. Als Signifikanzgrenze wurde p < 0,05
festgelegt.
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12. Patientencharakteristika

12.1 Patienten nach Nierentransplantation

Von den analysierten 130 Nierentransplantierten waren 82 Manner und 48 Frauen.

Die Grunderkrankungen, die zum Verlust der eigenen Nierenfunktion geflihrt haben, sind in

folgender Tabelle zusammengefasst.

Grunderkrankung | Anzahl

Chronische GN 40 Pyelonephritis 5

Perimembrandse GN 1 Analgetikanephropathie 3

Mesangio prolif. GN 6 Schrumpfnieren  unklarer | 12
Genese

Fokal sklerosierende GN | 6 Nephrosklerose 10

Glomerulére 1 Alport Syndrom 3

Angiosklerose

IgA - Nephritis 9 Goodpasture Syndrom 1

Zystennieren (ADPKD) 14 Diabetische Nephropathie 4

Lupus Erythematodes Nierenzell-Ca 2

Schénlein Henoch Tuberkulose 2

Nephritis

Interstitielle Nephritis Agenesie 5

Refluxnephropathie 4 Maligne Hypertonie 1
Unbek. Genese 7

Tabelle 3: Grunderkrankungen rekrutierten Nierentransplantierten u.U. Mehrfachnennungen.

12.2 Art des Transplantats (Kadaverniere, Lebendspende)

Von 130 untersuchten NTX Patienten erhielten 99 eine Kadaverniere (KN,
postmortale NTX), wohingegen 31 Patienten eine Lebendspende (LN) eines unmittelbaren
Angehdrigen erhielten. In unserer Analyse wurden alle NTX-Patienten erfasst, unabhangig
der Anzahl vorangegangener Transplantationen oder kombinierter Pankreas-

Nierentransplantationen.
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NTX Transplantat

120

99
100 -

80 A

60

Anzahl

40 | 31

20

KN LN

Tabelle 4: Verteilung der Organtransplantate (Herkunft = Kadaverniere KN 76%, Lebendspende LN 24%)

12.3 Art der Immunsuppression

Die zur Immunmodulation (Suppression) verwendeten immunsuppressiven
Wirkstoffe umfassten Cyclosporin A (Cyclosporin), Mycophenolatmofetil (MMF), Tacrolimus
(FK 506) und Azathioprin; Glukokortikoide kamen ebenso zur Anwendung.

Die Einteilung der Patienten erfolgte aufgrund der Anzahl verwendeter Immunsuppressiva.
Vier Gruppen wurden unterschieden:

1.) Einfachimmunsuppression, 2.) Einfachimmunsuppression mit Glukokortikoiden, 3.)
Zweifach Immunsuppression, 4.) Zweifachimmunsuppression mit Glukokortikoiden.
Insgesamt 41 NTX Patienten erhielten eine immunsuppressive Monotherapie MMF oder
FK 506), 22 NTX Patienten zusammen mit einem Glukokortikoid. Daneben erhielten 48
NTX Patienten eine Zweifachimmunsuppression, 19 Patienten eine Mehrfachkombination
aus zwei Immunsuppressiva und einem Glukokortikoid (Abb. in Tab. 5).

Art der Inmunsuppression
48
41
=
N 22
[ =
b 19
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Art der Immunsuppression Anzahl /Anteil
Einfachimmunsuppression 41 (32%)
Einfachimmunsuppression mit Cortison 22 (17%)
Zweifachimmunsuppression 48 (37%)
Zweifachimmunsuppression mit Cortison | 19 (14%)

Tabelle 5: Verteilung der Immunsuppressiva

12.4 Klinische Ereignisse nach Nierentransplantation

Bei allen NTX-Patienten wurden verschiedenste klinische Ereignisse nach
Transplantation erfasst. Die dokumentierten Ereignisse wurden in Gruppen geordnet
zusammengefasst. Zur Auswertung wurden nicht nur Kklinische Ereignisse, die das
Transplantat oder das Transplantatlager betrafen, aufgenommen, sondern auch allgemein
schwere bzw. rezidivierende Infektionen und andere Komplikationen. Infektionen der
Harnwege traten im Beobachtungszeitraum bei fast allen Patienten auf. Erfasst wurden
hierbei schwere rezidivierende und therapieresistente Infektionen der ableitenden
Harnwege und des Transplantates (Transplantatpyelonephritis). Analog wurden mehrfache
AbstoBBungsreaktionen des Transplantates protokolliert (Tabelle 6).

Klinische Ereignisse Anzahl

Schwere rezidivierende Infekte der Harnwege 22

Schwere Infekte der Atemwege 7

Rezidivierende Infekte des Transplantatlagers / | 11
Lymphozelen

Infektionen des Transplantates 16

Mehrfache AbstoBungsreaktionen

CMV Erkrankung

Infarkte, Thrombosen

o1l ©| 0|

Nebenwirkungen durch Cortisontherapie

Tabelle 6: Ereignisse nach Transplantation

12.5 Begleiterkrankungen nach Nierentransplantation

Getrennt zu klinischen Ereignissen (d.h. Komplikationen), wurden die nach Transplantation
aufgetretenen Begleiterkrankungen erfasst. Die arterielle Hypertonie war hierbei die
haufigste Diagnose. Die antihypertensive Therapie erfolgte abhangig von bestehenden
Nebendiagnosen.
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Begleiterkrankung Anzahl
Arterielle Hypertonie 76
Schilddriisenerkrankungen 17
Hypercholesterindmie 16
Renale Andmie 12
Diabetes mellitus (Glukoseintoleranz) 9
Hepatitis C 4
Hepatitis B + D 2

Tabelle 7: Begleiterkrankungen nach NTX

12.6 Auswahlkriterien der NTX Patienten zur zellimmunologische
Analyse

1) Stabile NT Funktion

In die Bestimmung der zelluldaren Expression CD14, CD16, HLA-DR, TLR 2 und
TLR 4 aus Blutmonozyten wurden alle NTX-Patienten mit einem Transplantatlberleben
von NTX > 14 Jahren einbezogen. Die monozytdre TLR 4 Expression wurde sowohl
extrazellulédr als auch intrazelluldr (nach Inkubation mit membranperforierendem Medium)

ermittelt.

2) Patienten mit chronischer Transplantatdysfunktion

Verglichen wurde obiges Kollektiv (stabile NTX Funktion) mit einer Untergruppe aller
130 NTX Patienten und eines Transplantatalters zwischen ein und 13 Jahren, die folgende
Kriterien erflllten:

e Erhéhung Serum-Kreatininkonzentration Medianwertes innerhalb eines Jahres von
mehr als 0,3 mg/dl.

e FEine Verdoppelung der Proteinurie, d.h. der Albuminkonzentration (zwischen
ersten und zweiten Halbjahr) innerhalb eines Jahres

e Eine Verdoppelung der alpha-1-Mikroglobulin Konzentration im Harn (zwischen
ersten und zweiten Halbjahr) innerhalb eines Jahres.

Aufgrund dieser drei Parameter - unter Kenntnis weiterer Routinelaborparameter und des
klinischen Allgemeinbildes- der Patienten (Gesamtblutbild, UrineiweiBmuster), wurde eine
Subpopulation im Stadium einer Progredienz der chronischen Transplantadysfunktion
definiert (NTX< 14-instabil = NTX< 14 i). Die ermittelten klinischen Parameter des
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Blutbildes und des Proteinausscheidungsmuster wurden bei allen NTX-Patienten, soweit
maoglich, Uber einen Zeitraum von drei Jahren aufgenommen. Insgesamt beobachteten wir
die teilnehmenden Patienten Uber einen Zeitraum von insgesamt vier Jahren. Die
zellimmunologischen Merkmale der NTX-Patienten wurden wie im Studiendesign
beschrieben (s. Kap. 8.6, Seite 79) mit Hamodialysepatienten, Nierenisuffizienten und einer
Kontrollgruppe gesunder Probanden verglichen.

12.7 Auswahlkriterien der NTX-Patienten zur molekular-
genetischen Bestimmung

Die folgenden genetischen Polymorphismen in der langzeittransplantierten Gruppe
(NTX > 14 J) und in der Gruppe mit instabiler Transplantatdysfunktion (NTX < 14 J) wurden
untersucht: IL-4, IL-10, IFN y, GM-CSF und des Vitamin D Rezeptors (VDR Bsm |
Polymorphismus). Allen Patienten mit einem NTX > 14 Jahre wurde hierzu ein EDTA-
Réhrchen Vollblut entnommen. Zum Vergleich wurde eine entsprechende Anzahl
kurzzeittransplantierter Patienten mit einem Transplantat (Transplantatzeit) zwischen ein
und neun Jahren und instabilen Transplantatverlauf aus der vorangegangenen immuno-
logischen Untersuchung ausgesucht (Patienten mit chronischer Transplantatdysfunktion,
Auswahlkriterien s. Kapitel 12.6).
Als erganzende Vergleichsgruppe zur Validierung der Daten zu den IL-4 und IFN-y-
Polymorphismen diente ein Kontrollkollektiv aus 96 gesunden Probanden.
Die Haufigkeitsverteilung in unserer NTX-Studiengruppe entsprach der der IL- 4 und IFN-y
Polymorphismen unseres gesunden Probandenkollektivs. Durch Uberpriifung der von uns
etablierten PCR Methodik flr die IL-4 und IFN-y Polymorphismen mit gesunden Proban-
den, sowie durch Sequenzierung der PCR aller Produkte mit unter Zuhilfenahme der
entsprechenden Primer, lie3 sich u.a. die Methodik validieren. Diese MaBBnahmen waren
notwendig, da die Haufigkeit der beiden molekularbiologischen Polymorphismen (IL-4, IFN-
y) in unseren untersuchten Kollektiven mit der in der Literatur ermittelten Frequenz
diskrepant war. Alle unsere Ergebnisse, erhoben im FACS Labor des Kuratoriums fir
Hamodialyse, im Labor der Poliklinik Minchen in Zusammenarbeit mit Prof. Dr. M.
Fischereder und im Labor fur klinische Chemie Klinikum Grosshadern in Zusammenarbeit
mit Herrn Prof. Dr. P. Lohse, wurden sorgfaltig durch mehrfach wiederholte Anwendung
unterschiedlicher Primer, Restriktionsenzyme und durch Sequenzierung der PCR-Produkte
reproduziert und bestétigt.
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13. Ergebnisse

13.1 Vergleich klinischer Merkmale und Labor-Routine
Parametern innerhalb der NTX Patientenkollektive

Um eine mdogliche Verschlechterung klinisch-chemischer Parameter im Zusam-
menhang mit zunehmenden Transplantatalter zu untersuchen, wurden u.a. CRP (S) mg/dl,
Calcium (S) mg/dl, Krea (S) mg/dl, Harnstoff (S) mg/dl, Harnsaure (S) mg/dl, Alkalische-
Phosphatase (S) U/L, Phosphat (S) mmol/l, Gesamteiwei3 mg (U) / g Krea, Albumin mg (U)
/ g Krea und alphai-Mikroglobulin mg (U) / g Krea Werte innerhalb der gleichen NTX-
Gruppe untersucht und in Excel Tabellen dokumentiert. Entsprechend der vordefinierten
klinisch-chemischen Kriterien in der Einstufung der Transplantate (stabiler, instabiler
Status), aber auch aufgrund der Routine Blutparameter und des EiweiBausscheidung-
musters, wurden die NTX-Patienten in zwei Subgruppen (guter Verlauf, schlechter Verlauf=
instabile) unterteilt.

Klinisch-chemische Parameter fir NTX Patienten mit stabiler Funktion (NTX > 14 Jahre) n=27
S= Serum, U= Urin

Tabelle 8
Ak Albumin | al MG
CRP (s) | Calcium | Hamstoff | Krea (S) | Harnsé&ure | phosphat | Phosphat GesamteiweiB mg/ g|mg /g
mg/dl (S) mM/l | (S) mg/dl | mg/dl (S) mg/di (S) U/L (S) mm/I mg / g Krea (U) Krea(U) | Krea(U)
Mittelwert ,434 2,30 86,90 | 1,97 6,59 82,36 | 1,13 407,05 322,60 | 48,65
Median ,30 2,33 77,00 | 1,54 6,55 74,00 | 1,10 185,50 74,00 | 16,00
Standardabw. ,186 ,150 45,16 | ,891 1,07 29,03 | ,310 535,86 582,88 | 72,51

Klinisch-chemische Parameter fir die Gesamtgruppe NTX 1- 4 Jahren Patienten n= 36
S= Serum, U=Urin

Tabelle 9
Krea Alk Albumin | a1 MG
CRP (S) | Calcium | Harnstoff (S) Harnséure Phosphat Phosphat | GesamteiweiB mg/ g|mg /g
mg/dl (S) mM/I | (S) mg/di mg/dl (S) mg/dl (S) U/L (S) mMm/I mg / g Krea (U) Krea(U) | Krea(U)
Mittelwert ,50 227 |5769 |1,48 |6,70 83,22 | 1,06 125,68 4227 | 19,17
Median ,35 228 |5850 |1,46 |6,87 76,00 | 1,10 92,00 20,70 | 18,50
Standardabw. | 296 |,065 |10,20 |,425 | 1,56 43,40 | ,106 108,95 77,70 | 10,99

Klinisch-chemische Parameter fir die Subgruppe NTX 1- 4 Jahren Patienten mit einer guten
(stabile) NT Funktion n= 30
S= Serum, U=Urin

Tabelle 10
Alk Albumin | a1 MG
CRP (S) | Calcium | Hamstoff | Krea (S) | Harnséure | phosphat | Phosphat GesamteiweiB mg/ g|mg /g
mg/dl (S) mM/l | (S) mg/dl | mg/dl (S) mg/di (S) U/L (S) mm/I mg / g Krea (U) Krea(U) | Krea(U)
Mittelwert 447 | 232 57,78 | 1,46 |6,71 65,11 | 1,04 149,97 50,98 | 25,02
Median ,30 231 |5850 |1,43 | 6,87 66,00 | 1,05 95,80 20,70 | 14,00
Standardabw. | 245 | 100 | 17,08 |.,388 | 1,25 45,31 | ,164 124,58 78,03 | 26,46
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Klinisch-chemische Parameter fiir die Subgruppe NTX 1- 4 Jahren Patienten mit einer instabilen NT
Funktion n=6
S= Serum, U=Urin
Tabelle 11
Harnstof Alk Albumin al MG
CRP (S) | Calcium f (s) | Krea (S) | Harnséure Phosphat | Phosphat Gesamteiwei mg/ g|mg /g
mg/d| (S) mM/I mg/dl mg/d| (S) mg/dl (S) UL (S) mW/I mg / g Krea (U) Krea(U) | Krea(U)
Mittelwert ,36 2,39 57,93 | 1,44 6,73 75,33 | 1,01 189,43 65,13 | 34,52
Median ,30 2,40 57,00 | 1,32 6,68 71,50 | 1,02 131,50 24,30 | 12,35
Standardabw. | 091 ,103 25,59 | ,347 | 545 14,34 | 236 145,32 81,71 | 40,34
Klinisch-chemische Parameter fiir die Gesamtgruppe NTX 5- 8 Jahren Patienten n= 35
S= Serum, U=Urin
Tabelle 12
Harnsto Alk Albumin | a1 MG
CRP (S) | Calcium i (S) | Krea (S) | Harnsdure | phosphat | Phosphat Gesamteiwei mg/ g|mg /g
mg/dl (S) mM/l mg/dl mg/dl (S) mg/dl (S) U/L (S) mMm/I mg / g Krea (U) Krea(U) | Krea(U)
Mittelwert 359 | 2,32 7056 | 1,74 | 6,32 74,13 |,979 200,06 114,44 | 27,21
Median ,30 2,30 69,25 | 1,71 6,68 65,00 |,975 111,25 21,25 | 16,50
Standardabw. ,150 | ,147 21,89 | ,581 2,02 4833 | ,315 214,92 198,22 | 23,22
Klinisch-chemische Parameter fiir die Subgruppe NTX 5 - 8 Jahren Patienten mit einer guten
(stabile) NT Funktion n= 27
S= Serum, U=Urin
Tabelle 13
. Harnst i Alk Albumin | a1 MG
CRP (S) | Calcium off () | Krea (S) | Harnsdure | phosphat | Phosphat GesamteiweiB mg/ g|mg /g
mg/dl (S)mMI | mgal | mg/di (S)mg/idl | (S)uL | (S) mM/I mg /g Krea (U) | Krea(U) | Krea(U)
Mittelwert ,35 2,36 67,11 | 1,61 5,87 72,55 | ,908 99,70 26,69 | 20,62
Median ,30 2,32 65,50 | 1,58 | 6,39 67,00 | ,950 85,00 20,00 | 14,60
Standardabw. 147 | 141 20,04 | ,336 | 2,01 53,42 | ,302 51,05 21,35 | 18,51
Klinisch-chemische Parameter fir die Subgruppe NTX 5 - 8 Jahren Patienten mit einer instabilen NT
Funktion n= 8
S= Serum, U=Urin
Tabelle 14
Alk Albumin | a1 MG
CRP (s) | Calcium | Hamstoff | Krea (S) | Harnséure | phosphat | Phosphat Gesamteiweil mg/ g|mg /g
mg/dl (S) mM/l | (S) mg/dl | mg/dl (S) mg/dl (S) U/L (S) mm/I mg / g Krea (U) Krea(U) | Krea(U)
Mittelwert ,38 220 |8230 |2,19 7,85 79,50 | 1,22 541,30 412,80 | 49,60
Median ,30 219 |9200 |1,87 7,77 61,00 | 1,20 591,00 492,00 | 43,00
Standardabw. ,178 093 | 2623 |,996 1,24 28,31 | ,249 209,14 24592 | 25,49
Klinisch-chemische Parameter fir die Gesamtgruppe NTX 9 - 13 Jahren Patienten n= 32
S= Serum, U=Urin
Tabelle 15
Alk Albumin | a1 MG
CRP  (S) | Calcium | Harnstoff | Krea (S) | Hamsdure | phosphat | Phosphat Gesamteiwei mg/ g|mg /g
mg/dl (S)mM/ | (S) mg/dl | mg/dl (S) mg/dl (S) U/L (S) mMm/I mg / g Krea (U) Krea(U) | Krea(U)
Mittelwert ,53 224 | 7480 | 1,94 |6,60 59,80 | 1,07 331,25 234,50 | 24,62
Median ,30 2,28 |62,00 | 1,51 6,65 67,50 | 1,00 107,00 25,00 | 13,00
Standardabw. ,634 ,161 4581 | 1,24 | 1,31 4599 | ,386 641,65 578,97 | 32,29
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Klinisch-chemische Parameter fiir die Subgruppe NTX 9 - 13 Jahren Patienten mit einer guten
(stabile) NT Funktion n= 22
S= Serum, U=Urin
Tabelle 16
Calcium Alk Albumin | a1 MG
CRP (8) | (g Harnstoff | Krea (S) | Hamsdure | phosphat | Phosphat | Gesamteiwei mg/ g|mg /g
mg/dl mM/| (S) mg/dl | mg/dl (S) mg/dl (S) U/L (S) mM/I mg / g Krea (U) Krea(U) | Krea(U)
Mittelwert 42 2,28 | 55,31 1,44 6,27 57,75 | 1,06 130,53 47,78 | 15,62
Median ,30 2,28 | 51,50 | 1,38 | 6,51 67,25 | 1,00 91,30 17,75 | 12,87
Standardabw. 217 ,118 | 23,89 | ,408 1,24 32,34 | 284 102,63 73,37 | 12,74
Klinisch-chemische Parameter fir die Subgruppe NTX 9 - 13 Jahren Patienten mit einer instabilen
NT Funktion n= 10
S= Serum, U=Urin
Tabelle 17
Calciu Alk Albumin | a1 MG
CRP  (S) | m (S) | Harnstoff | Krea (S) | Harns&ure | phosphat | Phosphat GesamteiweiB mg/ g|mg /g
mg/dl mM/| (S) mg/dl | mg/dl (S) mg/di (S) U/L (S) mm/I mg / g Krea (U) Krea(U) | Krea(U)
Mittelwert 77 2,17 | 119,35 | 3,10 | 7,38 64,50 | 1,10 790,10 661,3 | 4542
Median ,30 2,14 | 103, 2,61 8,08 68,00 | 1,10 375,00 188,50 | 30,00
Standardabw. 1,11 ,22 | 54,23 1,74 1,21 71,45 | ,58 1063,10 954,03 | 51,88

Serumkreatinin (S) mg / dl in verschiedenen Subgruppen der untersuchten Trans-

plantierten.
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Abbildung 19a: Gegenulberstellung aller NTX-Patienten mit einer guten Organfunktion nach
Transplantation. Erwartungsgeman kommt es mit zunehmenden Transplantatalter zu einer
Erhéhung des Kreatinin-Wertes im Serum (,Creaping Creatinine®).
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Serumkreatinin (S) mg / dl in verschiedenen Subgruppen der untersuchten Trans-
plantierten. Gegenlberstellung NTX guter und instabiler Verlauf.
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Abbildung 19b: Gegeniberstellung zwischen den NTX-Subpopulationen mit einem
Transplantatalter zwischen ein und dreizehn Jahren (1-13 Jahre NTX) nach
Organtransplantation, entsprechend der weiter oben aufgefihrten
Unterscheidungskriterien. In dieser Abbildung wurden die Langzeittransplantierten bewusst
ausgelassen, da diese Gruppe insgesamt als eine sehr gute Subgruppe aufgrund des
auBerordentlichen Transplantatalters gilt. In den ersten Jahren nach Transplantation ist mit
einer guten Organfunktion zu rechnen. Die chronische Transplantatdysfunktion scheint
nach dem funften Jahr nach NTX einzusetzen. Die Einteilung der NTX Patienten
entsprechend der von uns festgelegten Kriterien macht den signifikanten Unterschied
zwischen den Patienten mit einer guten Organfunktion und Patienten mit einer
entwickelnden Transplantatdysfunktion deutlich.
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Albumin-Ausscheidung im Urin (U) der verschiedenen Subgruppen untersuchter
Transplantierter, getrennt nach stabilen und instabilen klinischen Verlaufen.
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Abbildung 20a: Die Albuminausscheidung im Urin ist ein weiteres Einteilungskriterium zur
Bestimmung der Organfunktion nach NTX. Ein niedriger Albumin-Wert im Urin ist bei
Patienten mit einer guten Organfunktion zu erwarten. Die hohen Albuminwerte in den von
definierten  instabilen  NTX  Patienten  reflektiert das hohe Risiko der
Transplantatdysfunktion.

Albumin-Ausscheidung im Urin (U) der verschiedenen Subgruppen untersuchter
Transplantierten, getrennt nach stabilen und instabilen klinischen Verlaufen.
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Abbildung 20b: Erst die differenzierte Betrachtung der Subgruppen macht die Progredienz
der Albuminurie sichtbar. In der Patientengruppe mit einem TX-Alter von mehr als funf
Jahren kommt es zu einer beginnenden Dysfunktion.
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alpha-1 Mikroglobulin im Urin (U) der verschiedenen Subgruppen untersuchter
Transplantierter, getrennt nach stabilen und instabilen klinischen Verlaufen.
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Abbildung 21a: Die alpha-1 Mikroglobulin Ausscheidung dient als ein Parameter fir die
Resorptionsleistung der Tubuli. Mit zunehmenden Transplantatalter lasst die tubulare
Proteinresorption zunehmend nach. Es lassen sich indirekt Rickschlisse auf eine tubulére
Dysfunktion im Nierentransplantat ableiten.

alpha-1 Mikroglobulin im Urin (U) der verschiedenen Subgruppen untersuchter
Transplantierter, getrennt nach stabilen und instabilen klinischen Verlaufen.

150,004

120,00

— p<0,015—

—p<0,91 — —" —p<0,006—
60,00

90,004

a1 MG / g Krea(U)

0,00

!
1_4 gut NTX 1_4 nicht gut 5_8 gut NTX 5_8 nicht gut 9 13 gut NTX 9_13 nicht gut
NTX NTX NTX

Gruppe

Abbildung 21b: Die genaue Betrachtung der Subgruppen lasst auf einen signifikanten
Anstieg der alpha-1 Mikroglobulin im Urin (U) zwischen den NTX-Subgruppen
schlussfolgern.
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Serum-Calcium mMol / | in verschiedenen Subgruppen der untersuchten Transplantierten.
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Abbildung 22a: Mit zunehmendem Transplantatalter nimmt das Serumcalcium ab. Von
Interesse ist die ansteigende Konzentration in der Gruppe der kurzzeitig Transplantierten,
die schon unmittelbar nach Transplantation an einer TX-Dysfunktion erkranken. Die
Verschlechterung der Organfunktion mit ansteigendem Transplantatalter korreliert mit einer
Abnahme der Calciumkonzentration im Serum.

Verlauf des Serum-Calcium mit zunehmendem Transplantatalter und Verschlechterung der
NTX-Funktion.
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13.2 Routine-Laborparameter (Serum) & Proteinurie
Nierentransplantierter

Mann-Whitney Test fir NTX > 14 Jahre guter Verlauf im Vergleich zur Untergruppe der NTX > 14
Jahre mit einem schlechten (instabilen) Verlauf

Tabelle 18:
Ges-Eiwei3 | Albumin (U) | at MG (U) /
Krea (S) Harnstoff (S) Phosphat Calcium (S) | CRP (S) /g Krea (U) | /gKrea g Krea

Asymptotische

Signifikanz  (2- | ,004 ,004 ,022 ,515 179 271 ,194 ,031

seitig)

Exakte

Signifikanz

[2*(1-seitig ,001 ,001 ,018 ,530 ,221 ,307 ,221 ,027

Sig)]

Auf Niveau p < 0,05 signifikant

Vergleich klinischer-chemischer Parameter innerhalb des NTX > 14 Jahre Gruppe. Die Unterteilung
erfolgte in NTX > 14 Jahre Patienten mit guten und NTX > 14 Jahre Patienten mit einem schlechten
(instabilen) Verlauf. NTX Patienten mit instabilen Transplantatverlauf haben in der NTX > 14 Jahre
Gruppe signifikant héhere Krea (S) (p < 0,001), Harnstoff (S) (p < 0,001), Phosphat (S) (p < 0,018)
und alpha1 Mikroglobulin (U) (p < 0,027) Werte. Insgesamt wurde in unserer Studie die Gruppe aller
NTX > 14 Jahre Patienten als eine Gesamtgruppe mit einem (sehr) guten Verlauf definiert.

Mann - Whitney Test fir NTX 1-4 Jahre: Guter NT Verlauf im Vergleich zur Untergruppe der NTX 1-
4 Jahre mit einem schlechten (instabilen) Verlauf

Tabelle 19:
Ges- Albumin / | al MG /

CRP | calcium | Harnstoff Alk EiweiB / g | g

(S) (S) (S) Krea(s) Harnsdure | Phosphat Phosphat | Krea (U) Krea(U) Krea(U)
Asymptotische
Signifikanz ~ (2- | ,410 ,008 ,885 772 ,885 ,725 ,533 ,294 ,562 ,885
seitig)
Exakte
Signifikanz
[2*(1-seitig ,456 ,006 ,916 ,804 ,916 ,733 ,547 ,301 595 916
Sig.)]

Auf Niveau p < 0,05 signifikant

Vergleich zwischen den Subgruppen innerhalb des NTX 1-4 Jahre Kollektives. Unterteilt wurden die
Patienten in NTX guter Verlauf und NTX schlechter (instabiler) Verlauf. Die statistische Auswertung
nach Mann-Whitney zeigt in dieser Gruppe kaum Assoziationen auf. Dies liegt in der relativ guten

Transplantatfunktion in den ersten Jahren nach Transplantation (Abb. 19a, Abb. 19b, Abb.20a,
Abb.20b, Abb.21a, Abb. 21b).

Mann - Whitney Test fir NTX 5-8 Jahre: Guter NT Verlauf im Vergleich zur Untergruppe der NTX 5-
8 Jahre mit einem schlechten (instabilen) Verlauf

Tabelle 20:
Ges- Albumin / | a1 MG /

CRP | calcium Harnstoff Alk EiweiB / g | O g

(S) (S) (S) Krea(s) Harnsdure | Phosphat Phosphat | Krea (U) Krea(U) Krea(U)
Asymptotische
Sigtnif)ikanz @ | 694 | 021 ,196 272 ,039 ;349 ,080 ,001 ,029 017
seitig
Exakte
Signifikanz ,780 | ,019 218 ,283 ,040 1387 ,091 ,000 ,025 015
[2*(1-seitig
Sig.)]

Auf Niveau p < 0,05 signifikant
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Vergleich innerhalb der NTX 5-8 Jahre Gruppe. In diesem Vergleich wird deutlich, dass die Anzahl
der Blutparameter und der EiweiBausscheidung, die einen signifikanten Unterschied aufweisen,
zugenommen hat. Es kommt deutlich zu einer Veranderung der Proteinurie in Bezug auf
Gesamteiweil3, das Albumin und das alpha1l Mikroglobulin im Urin(p < 0,000, p < 0,025, p £ 0,015)
innerhalb der Gruppe und zur Erhéhung des Anteils der NTX Patienten, die Merkmale einer
chronischen Dysfunktion aufweisen (Abb. 20a, Abb.20b, Abb. 21a, Abb. 21b).

Mann - Whitney Test fir NTX 9-13 Jahre: Guter NT Verlauf im Vergleich zur Untergruppe der NTX
9-13 Jahre mit einem schlechten (instabilen) Verlauf

Tabelle 21:
Ges- Albumin / | a1 MG /

CRP | calcium Harnstoff Alk EiweiB / g | O g

(S) (S) (S) Krea(s) Harnsdure | Phosphat Phosphat | Krea (U) Krea(U) Krea(U)
Asymptotische
Signifikanz  (2- | ,790 | ,300 ,001 ,001 ,053 ,089 119 ,010 ,004 ,008
seitig)
Exakte
Signifikanz | g4 | 308 000 000 055 102 134 008 002 006
[2*(1-seitig
Sig.)]

Auf Niveau p = 0,05 signifikant

Auswertung nach Mann-Whitney innerhalb der NTX 9-13 Jahre Gruppe, Vergleich zwischen der
Untergruppe der NTX 9-13 Jahre Patienten mit guter NT Funktion und der Untergruppe der NTX 9-
13 Jahre Patienten mit instabiler NT Funktion. Der Anteil an signifikanten Unterschieden der
Blutparameter und in der Proteinurie haben weiter zugenommen. Sowohl das Krea(S) (p < 0,000)
als auch das Ges.Eiw. (U) (p < 0,008), Alb(U) (p < 0,002) und alphal Mikroglobulin(U) (p < 0,006)
sind in der Untergruppe der NTX 9-13 Jahre Patienten deutlich angestiegen. Der Anteil der NTX-
Patienten mit einer chronischen Dysfunktion ist angestiegen (Abb. 19b, Abb.20b, Abb.21b).

13.3 Vergleich klinischer Merkmale (Blutparameter, Proteinurie)
NTX > 14 versus NTX 1- 4, 5-8, 9-13 J. Patientenkollektiven

Mann - Whitney Test fur NTX > 14 Jahre im Vergleich zur Untergruppe der NTX 1-4
(Gesamtgruppe) Jahre

Tabelle 22:

Ges- Albumin/ | a1 MG /
CRP | Calcium Harnstoff Alk Phospha | Eiwei / g | 9 g
(S) (S) (S) Krea(s) Harnsdure | Phosphat | t Krea (U) Krea(U) Krea(U)

Asymptotische
Signifikanz (2- | ,971 | ,834 ,042 ,131 ,651 547 ,505 ,007 ,000 ,225
seitig)
Exakte
Signifikanz
[2*(1-seitig
Sig)]

,551

Auf dem Niveau p= 0,05 signifikant

Vergleich zwischen Patienten NTX > 14 Jahre mit NTX 1-4 Jahre. Unterschiede zwischen diesen
beiden Kollektiven betreffen vorwiegend die Proteinausscheidung, u.a. Gesamteiwei3 (U) (p <
0,007), Albumin (U) (p < 0,000) im Urin. Die EiweiBausscheidung und die Albuminausscheidung im
Urin bei NTX > 14 Jahre Patienten ist hdher im Vergleich zur Ausscheidung bei NTX 1-4 Jahre
Patienten. Die fehlende Assoziation zwischen alphal Mikroglobulin der NTX > 14 Patienten und der
Kurzzeittransplantierten deutet auf die noch nicht eingetretene interstitielle Fibrosierung des NT in
der Gruppe der NTX > 14 Jahre hin. Eine chronische Dysfunktion hat sich in der NTX 1-4 Gruppe
noch nicht etabliert.
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Mann - Whitney Test fir NTX > 14 im Vergleich zur Untergruppe der NTX 5-8 (Gesamtgruppe)
Jahre

Tabelle 23:
Ges- Albumin / | a1 MG /
CRP | calcium Harnstoff Alk EiweiB / g | 9 g
(S) (S) (S) Krea(s) Harnsdure | Phosphat Phosphat | Krea (U) Krea(U) Krea(U)
Asymptotische
Signifikanz (2- | ,354 | ,991 ,462 ,654 ,732 ,537 ,352 ,059 ,009 ,869

seitig)

Auf Niveau p < 0,05 signifikant

Vergleich zwischen NTX > 14 und der NTX 5-8 Gruppe. Es zeigen sich relevante Unterschiede in
der Proteinausscheidung. Die EiweiBausscheidung (p < 0,059) der NTX > 14 Gruppe und des
Albumins (U) (p < 0,009) ist signifikant héher als in der NTX 5-8 Gruppe. Es ergeben sich aber noch
keine Rickschlisse auf die Transplantatfunktion aufgrund des undifferenzierten Vergleiches der
Subgruppen (NTX> 14 Jahre — Gesamte NTX 5-8 Jahren).

Mann - Whitney Test fir NTX > 14 im Vergleich zur Untergruppe der NTX 9-13 (Gesamtgruppe)
Jahre

Tabelle 24:
Ges- Albumin / | a1 MG /
CRP | calcium Harnstoff Alk EiweiB / g | @ g
(S) (S) (S) Krea(s) Harnsdure | Phosphat Phosphat | Krea (U) Krea(U) Krea(U)
Asymptotische
Signifikanz  (2- | ,756 | ,200 ,307 ,726 ,820 ,795 ,830 ,150 ,056 ,224
seitig)
Exakte
Signifikanz
[2*(1-seitig 808
Sig.)]

Auf Niveau p < 0,05 signifikant

Mann-Whitney Test zwischen den NTX > 14 Jahre Patienten und NTX 9-13 Jahre Patienten. Es
zeigen sich nur geringe Unterschiede zwischen beiden NTX-Gruppen. Die Werteverteilung zwischen
beiden Kollektiven ahnelt sich. Der Grund dafir liegt im undifferenzierten Vergleich beider Gruppen.
In der Gruppe der NTX 9-13 Jahre werden alle Patienten sowohl mit einer guten NT Funktion als
auch NTX Patienten mit einer instabilen NT Funktion einbezogen.

Die Betrachtung der fiinf NTX Gruppen miteinander, ohne jede weitere Unterteilung
(stabil — instabil), lasst keine oder kaum Unterschiede erkennen. Ursache dafiir ist
die groBe Streubreite der Daten. Erst aus dem direkten Vergleichen zwischen der
NTX > 14 Gruppe und den tibrigen NTX-Gruppen (NTX stabil-instabil, 1-4, 5-8, 9-13),
wird eine differenziertere Aussage uber die Progression klinisch-chemischer
Parameter moglich.
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13.4 Vergleich klinisch-chemische Parameter : NTX 1- 4 ,guter
Verlauf” versus NTX 5- 8 ,,schlechter” Verlauf bei TX Patienten

Mann-Whitney-Test NTX 1-4 Jahre mit gutem Transplantatverlauf, im Vergleich zur Untergruppe der
NTX 5-8 Jahre mit instabilen Transplantatverlauf

Tabelle 25:
Ges- Albumin / | a1 MG /

CRP Calcium Harnstoff Alk EiweiB / g | 9 g

(S) (S) (S) Krea(s) Harnséure | Phosphat Phosphat | Krea (U) Krea(U) Krea(U)
Exakte
Signifikanz
[2*(1-seitig ,336 ,143 173 ,095 ,208 ,827 117 ,000 ,026 ,014
Sig.)]

Auf Niveau p < 0,05 signifikant

Vergleich zwischen den NTX-Untergruppen. Der Mann-Whitney Test beider Gruppen NTX 1-4 guter
(stabiler) Verlauf und NTX 5-8 schlechter (instabiler) Verlauf, der NT Funktion zeigt, eine signifikante
Assoziation zwischen den Werten der EiweiBausscheidung im Urin. Die NTX-Patienten haben in der
Gruppe 5-8 mit einem schlechten Verlauf signifikant héhere Albumin (U) (p < 0,026) und alphat
Mikroglobulin  (U) (p < 0,014) Konzentrationen und insgesamt hoéhere Werte in der
Proteinausscheidung (p < 0,000). Deutlich wird die tendenzielle Verschlechterung des Krea(S)
Wertes in der Patientengruppe von NTX 5-8 Jahren mit einem schlechten klinischen Verlauf (p <
0,095) erkennbar (Abb. 19b, Abb. 20b, Abb.21b).

Mann-Whitney-Test NTX 1-4 Jahre mit gutem Transplantatverlauf, im Vergleich zur Untergruppe der
NTX 9-13 Jahre mit instabilen Transplantatverlauf

Tabelle 26:
Ges- .
CRP | Galcium Harnstoff Ak Eiweis / g | Albumin /| a1 MG /g
(S) (S) (S) Krea(s) Harnsaure | Phosphat Phosphat | Krea (U) g Krea(U) | Krea(U)
Exakte
S|9n|f|k§1nz 588 | ,351 ,000 ,000 ,393 ,343 ,282 ,022 ,007 ,036
[2*(1-seitig
Sig)]

Auf Niveau p < 0,05 signifikant

Vergleich zwischen Patienten NTX 1-4 Jahre mit einem guten Verlauf und NTX 9-13 Patienten mit
einem schlechten Verlauf der NT-Funktion. Der Anteil an Unterschieden, sowohl in klinisch-chemi-
schen Parameter als auch in der Proteinausscheidung haben deutlich zugenommen. Die klinisch-
chemischen Blutparameter der NTX 9-13 NTX Patienten mit schlechten Verlauf, weisen hdhere
Krea (S) (p < 0,000) und Hst (S) (p < 0,000) Werte auf. Bezlglich der Proteinurie zeigt das
Gesamteiweil3 (U), Albumin (U) und alphai-Mikroglobulin(U) nach Mann-Whitney, eine signifikante
Erhdhung dieser Werte in der Gruppe der NTX 9- 13 Jahre Patienten und einer instabilen NT
Funktion auf (p < 0,022 p £ 0,007, p < 0,036). Der Anteil an Patienten mit chronischer Dysfunktion
innerhalb der NTX 9-13 Gruppe hat zugenommen (Abb. 19b, Abb. 20b, Abb. 21b).
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13.5 Vergleich klinisch-chemischer Parameter: NTX 5-8 ,guter
Verlauf” versus NTX 9-13 ,,schlechter” Verlauf bei TX Patienten

Mann-Whitney-Test NTX 5-8 Jahre mit gutem Transplantatverlauf, im Vergleich zur Untergruppe der
NTX 9-13 Jahre mit instabilen Transplantatverlauf

Tabelle 27:
Ges- Albumin / | a1 MG /

CRP | calcium Harnstoff Alk EiweiB / g | O g

(S) (S) (S) Krea(s) Harnsaure | Phosphat Phosphat | Krea (U) Krea(U) Krea(U)
Exakte
Signifikanz
[2*(1-seitig ,974 | ,040 ,004 ,000 ,103 412 ,040 ,006 ,002 083
Sig.)]

Auf Niveau p < 0,05 signifikant

Vergleicht man beide Subgruppen NTX 5-8 guter NT Funktion und NTX 9-13 Jahre
instabiler NT Funktion (NTX 9-13 Jahre, schlechter Verlauf) lasst sich die Verschlechterung
des Transplantates mit zunehmendem Transplantatalter erkennen. Aufféllig ist die Veran-
derung des alphai-Mikroglobulins (U) welche nicht signifikant ist. Die Funktion der
Glomeruli ist in beiden Gruppen &hnlich vermindert. Die NTX 9-13 Patienten mit einer
instabilen NT Funktion haben héhere Hst (S) (p < 0,004), Phosphat (S) (p < 0,04) und Krea
(S) (p < 0,0000 Serumkonzentrationen. Ein ahnliches Bild zeigt sich im
EiweiBausscheidungsmuster. Die Subgruppe instabiler NTX 9-13 Jahre (schlechter
Verlauf) hat eine signifikant héhere GesamteiweiBausscheidung (p < 0,006) und eine
gréBere Albuminurie (p < 0,002). Das Serumcalcium der NTX 5-8 Jahren Patienten ist
gegenlber der NTX 9 -13 Jahre Patienten mit einer instabilen NT Funktion erhéht (p <
0,040); instabile NT Funktion mit zunehmendem Transplantatalter und niedriges
Serumcalcium korrelieren miteinander (Abb. 19a, Abb.19b, Abb. 20a, Abb. 20b, Abb.21a,
Abb. 21b, Abb. 22a, Abb. 22b).

13.6 Klinische Progredienz Krea (S), Albumin (U) und
alphai-Mikroglobulin (U) bei Nierentransplantierten

Der Wilcoxon Test, als ein nichtparametrischer Test zweier abhangiger Proben,
wurde bei den NTX < 14 Patienten mit einer instabilen NT Funktion durchgeflihrt, um die
klinisch festgestellte Verschlechterung der von uns als Einteilungskriterium ausgesuchten
Surrogatparameter Krea (S), Alb (U), alpha-1-Mikroglobulin (U)) darzustellen. Dadurch war
es uns moglich die Validitat der drei Einteilungskriterien, Krea (S) / Albumin (U) / alpha-1
Mikroglobulin (U) fur die Untergruppeneinteilung (NT Patienten mit instabiler Transplan-
tatfunktion) zu bestétigen. Ebenfalls wurde dieser Test fur die NTX > 14 Jahre durch-
gefuhrt. Auch hier zeigte sich eine Veranderung der Krea (S), Alb (U) und alpha-1- Mikro-
Globulin (U) Werte. Die in der Literatur bekannte tendenzielle Verschlechterung der Krea
(S), Alb (U) und alpha-1-Mikroglobulin (U) Werte mit zunehmenden Transplantatalter lie3
sich auch bei unseren Langzeittransplantierten belegen.

Wilcoxon-Test in der Gruppe der NTX > 14 Jahre fiir Krea (S), Alb (U), alpha 1Mikroglobuliun (U).

Tabelle 28:
Albumin /
Krea(s) Median 2.Jahr | Krea(U) im 2.Jahr | a1l MG / g Krea(U) im
Krea(s) Median | - Albumin / g | 2Jahr - a1t MG / g
1.Jahr Krea(U) im 1.Jahr Krea(U) im 1.Jahr
z -3,163 -3,276 -2,974
Asymptotische
Signifikanz (2-seitig) | "°0? ,001 003

Auf Niveau p = 0,05 signifikant
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Signifikante Verschlechterung zwischen den von uns definierten Parametern Krea(S),
Alb(U) und alphat-Mikroglobulin (U). Im zeitlichen Verlauf eines Zeitraumes von zwei
Jahren verschlechterte sich die Gruppe der NTX > 14 Jahre, darstellbar anhand der Krea
(S), Alb (U) und a1MG (U) Werte. Der Wilcoxon Test zeigte die Progression der von uns
definierten Parameter zur Feststellung einer Dysfunktion des Transplantates. Die Ver-
schlechterung der Parameter in dieser Untergruppe lasst keine Ruckschlisse auf die
Gesamtfunktion des Transplantates. Die klinische Beobachtung Uber die Jahre lasst in
dieser NTX-Gruppe Langzeittransplantierter auf eine sehr gute Nierenfunktion schlieBen.
Entsprechend liegt auch ein langes Transplantatiberleben vor (im Vergleich zu einem
durchschnittlichen NT-Uberleben von acht bis neun Jahre).

Wilcoxon-Test in der Gruppe der NTX < 14 Jahre instabil fir Krea (S), Alb (U), alpha
1Mikroglobuliun (U).

Tabelle 29:
Albumin /g
Krea(U) im
Krea(s) Median | 2.Jahr - Albumin | a1l MG /g Krea(U) im
2Jahr - Krea(s) | / g Krea(U) im | 2Jahr - a1t MG / g
Median 1.Jahr 1.Jahr Krea(U) im 1.Jahr
4 -2,272 -3,472 -2,086
Asymptotische
Signifikanz (2-seitig) | 102 ,001 ,037

Auf Niveau p < 0,05 signifikant

Wilcoxon Test in der Gruppe der NTX < 14 Jahre Patienten mit instabiler NT Funktion. Der
Wilcoxon Test bestétigt erwartungsgeman die Progression der Krea (S), Alb(U) und alpha-
1-Mikroglobulin(U) Werte innerhalb dieser Gruppe. Mithilfe des Wilcoxon Test untersuchten
wir ausschlieB3lich, ob die beobachtete Verschlechterung der Parameter mit den von uns
gewahlten Klinischen Kriterien zur Einteilung in eine Untergruppe mit einer guten oder
schlechten (instabilen) Transplantatfunktion Ubereinstimmte.
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13.7 Analyse der Proteinurie

Der Zusammenhang zwischen den in dieser Studie als Kriterium festgesetzten
Variablen Krea (S), Alb (U) und alphal-Mikroglobulin (U) wurde Uber die
Rangkorrelationsberechnung nach Spearman untersucht. Wéhrend die
Rangkorrelationsberechnung (Ry) die Starke des Zusammenhangs zwischen den
untersuchenden Variablen feststellt, ermdglicht die Regressionsanalyse die Art des
Zusammenhanges zwischen den Variablen zu erkennen (Z6ffel P., Buhl A. 2005). Aus der
Betrachtung der Korrelationen nach Spearman und der Regressionsanalyse wird eine
lineare Beziehung zwischen den drei Variablen deutlich. Steigt die Kreatininkonzentration
im Serum Nierentransplantierter an, ist ebenfalls ein Anstieg der beiden Parameter
Albumin (U), alpha-1-Mikroglobulin (U) wahrscheinlich. In der Gruppe der Langzeittrans-
plantierten (NTX > 14 Jahre) ist die Beziehung zwischen der Kreatininkonzentration im
Serum und der alpha1-Mikroglobulin Ausscheidung im Urin (Rk 0,607, p < 0,000, Rs 0,557)
starker als die Beziehung zwischen Kreatininkonzentration im Serum und Albuminurie (R
0,538, p 0,032, Rs 0,192) s.Tab.30, 30a, 30c Abb. 23a, 23b. In der Gruppe der NTX < 14
Jahre Patienten mit instabiler NT Funktion ist dagegen eine stérkere Beziehung zwischen
dem Serumkreatinin und der Albuminurie zu erwarten (Ry 0,608, p < 0,002, Rs 0,381)

(s. Tab. 31, 31a, 31b Abb. 24a, 24b).

Rangkorrelationen nach Spearman: NTX > 14 Jahre Patienten fir Kreatinin (S), Albumin
(U) und alpha1-Mikroglobulin (U)

Tabelle 30: Tabellarische Ubersicht der Rangkorrelation nach Spearman

Krea(s) Albumin/g | al MG / g
Median Krea(U) Krea(U)
Spearman-Rho Krea(s) Median Korrelationskoeffizient | 1,000 ,538 ,607
Sig. (2-seitig) . ,007 ,002
Albumin /g Krea(U)  Korrelationskoeffizient | 538 1,000 ,499
Sig. (2-seitig) ,007 . ,011
al MG/ g Krea(U) Korrelationskoeffizient | ,607 ,499 1,000
Sig. (2-seitig) ,002 ,011

** Die Korrelation ist auf p < 0,01 Niveau signifikant (zweiseitig).
* Die Korrelation ist auf p < 0,05 Niveau signifikant (zweiseitig).

Regressionsanalyse der Parameter Kreatinin (S) und Albumin (U) in der Gruppe der NTX > 14 Jahre
Patienten

Tabelle 30a

Signifikanz

Regression | 0,032

Total N 24
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Tabelle 30b
Signifikanz
(Konstante) | 0,401
Krea(s)
Median 0,032

a Abhéngige Variable: Albumin / g Krea(U)

Regressionsanalyse der Parameter Kreatinin (S) und alphai- Mikroglobulin (U) in der Gruppe der
NTX > 14 Jahre Patienten

Tabelle 30c
Signifikanz
Regression 0,000
Total N 24

a Einflussvariablen : (Konstante), Krea(s) Median
b Abhangige Variable: a1 MG / g Krea(U)

Tabelle 30d
Signifikanz
(Konstante) | 0,011
Krea(s)
Median 0,000

a Abhangige Variable: a1 MG / g Krea(U)

Diagramm der Regressionsanalyse der Parameter Kreatinin (S) und Albumin (U) in der
Gruppe der NTX > 14 Jahre Patienten
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Abbildung 23a: Diagramm der Regressionsanalyse
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Diagramm der Regressionsanalyse der Parameter Kreatinin (S) und alpha-1- Mikroglobulin
(U) in der Gruppe der NTX > 14 Jahre Patienten
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100,004

50,00
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R Sq Linear = 0,557

Rs: 0,557, p < 0,000
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Krea(s) Median

Abbildung 23b: Diagramm der Regressionsanalyse

4,00

Rangkorrelationen nach Spearman NTX < 14 Jahre instabile (i) Patienten flr Kreatinin (S),
Albumin (U) und alpha-1-Mikroglobulin (U)

Tabelle 31: Tabellarische Ubersicht der Rangkorrelation nach Spearman

Krea(s) Albumin/g | al MG / g
Median Krea(U) Krea(U)
Spearman-Rho Krea(s) Median Korrelationskoeffizient | 1,000 ,668 ,514
Sig. (2-seitig) . ,001 ,014
Albumin /g Krea(U)  Korrelationskoeffizient | 668 1,000 , 770
Sig. (2-seitig) ,001 . ,000
al MG/ g Krea(U) Korrelationskoeffizient | ,514 ,770 1,000
Sig. (2-seitig) ,014 ,000

* Die Korrelation ist auf dem p < 0,05 Niveau signifikant (zweiseitig).

** Die Korrelation ist auf dem p < 0,01 Niveau signifikant (zweiseitig).

Regressionsanalyse der Parameter Kreatinin (S) und Albumin (U) in der Gruppe der NTX <
14 Jahre Patienten mit instabiler NT Funktion

Tabelle 31a
Signifikanz
Regression | 0,002
Total N 21

a Einflussvariablen: (Konstante), Krea(s) Median

b Abhé&ngige Variable: Alb (U) / g Krea(U)
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Tabelle 31b

Signifikanz

(Konstante)

Krea(s)
Median

0,667
0,002

a Abhéangige Variable: Alb (U) / g Krea(U)

Regressionsanalyse der Parameter Kreatinin (S) und alphai-Mikroglobulin (U) in der
Gruppe der NTX < 14 Jahre Patienten mit instabiler NT Funktion

Tabelle 31c
Signifikanz
Regression (0,111
Gesamt 21

a EinfluBvariablen: (Konstante), Krea(s) Median
b Abhéangige Variable: atMG (U) / g Krea(U)

Tabelle 31d

Signifikanz

(Konstante)

0,289

Krea(s)
Median

0,111

a Abhangige Variable: atMG (U)/ g Krea(U)

Diagramm der Regressionsanalyse der Parameter Kreatinin (S) und Albumin (U) in der
Gruppe der NTX < 14 Jahre Patienten mit instabiler NT Funktion
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Rs: 0,381 p < 0,002
Abbildung 24a: Diagramm der Regressionsanalyse
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Diagramm der Regressionsanalyse der Parameter Kreatinin (S) und alpha-1- Mikroglobulin
(U) in der Gruppe der NTX < 14 Jahre Patienten mit instabiler NT Funktion
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Rs: 0,122, p< 0,1
Abbildung 24b: Diagramm der Regressionsanalyse
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13.8 Evaluierung des Transplantatiiberlebens

Zur Darstellung der Uberlebenswahrscheinlichkeiten innerhalo des Beob-
achtungszeitraumes, wurde die Uberlebenszeit nach Kaplan-Meier kalkuliert. Als Ereignis
wurde der komplette Funktionsverlust des Transplantates oder der Tod des Patienten
innerhalb des Beobachtungszeitraumes festgesetzt. Innerhalb des beobachteten Zeit-
raumes von drei Jahren, traten insgesamt 14 Transplantatverluste Funktionsverluste im
Gesamtkollektiv von 130 NTX Patienten auf. Von den insgesamt 14 Transplantatverlusten
ereigneten sich 1 Fall in der NTX > 14 Jahren Population, 8 Félle in der von uns
immunologisch untersuchten NTX < 14 instabilen Population. Die Ubrigen 5 Félle mit
Funktionsverlust ereigneten sich in allen Ubrigen Gesamtpopulationen NTX< 14 Jahren
(die NTX < 14 instabil ausgeschlossen aus dieser Berechnung, Details siehe Tab. 32 und
Abb. 25 in Tab. 32). Durch die kleine Fallzahl an NTX Patienten ist jedoch die Aussagekraft
der Evaluierung des Transplantatiberlebens im Zusammenhang zur immunsuppressiven
Therapie sehr eingeschrénkt, da diese vom aktuellen Zeitpunkt des klinischen Verlaufes
des Patienten abhangig ist. Eine immunsupressive Therapie (Einfachtherapie oder
Kombination) kann innerhalb eines kurzen Zeitraumes, je nach Patientenzustand mehrfach
wechseln. Die Evaluierung des Transplantates in Zusammenhang zur immunsupressiven
Therapie ist jedoch nicht Hauptpunkt der aktuellen Studie der Risikostratifizierung nach
durchgefthrter TX, sondern dient der Présentation des aktuellen klinischen Bild der TX
Patienten zum Zeitpunkt der Probenentnahme.

Tabelle 32: Anzahl der Transplantatverluste

Anzahl der
Transplantatverluste:

Population:

NTX > 14 Jahren 1
NTX < 14 Jahren instabil 8
Restliche NTX 1-14 Jahre Patienten 5

Zusammenfassung der Fallverarbeitung

Zensiert
Total N N of Events | N Prozent

130 14 116 89,2%
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Transplantatiiberleben
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13.9 Transplantatiiberleben (Kaplan-Meier) NTX > 14 Jahre im
Vergleich zur Untergruppe der NTX < 14 Jahre instabil

Beobachtungszeitraum

Abbildung 25 Transplantatiiberleben nach Kaplan-Meier

_[1 Survival Function
-+ Censored

Tabelle 33
Anzahl  der Zensiert
NTX Gesamtzahl | Ereignisse N Prozent
>14 26 1 25 88,0%
<14 24 8 16 70,8%
Gesamt | 50 9 41 79,6%
Uberlebensfunktionen
1,0 _ Gruppe
! | <14i
J_| >14
-- <14 i-zensiert
0,8— -+ >14-zensiert
c
2
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Uberlebenszeit in Monaten

Abbildung 26: Abb. in Tab 33 In der Gruppe der NTX-Patienten mit einem instabilen Verlauf,
ereigneten sich die meisten Transplantatverluste. Die Einteilung in diese Gruppe erfolgte Gber die
weiter oben beschrieben Parameter (Krea (S), Alb (U), a1-MG (U)). Die Rickkehr in die Dialyse
aufgrund der Einstellung der Organfunktion ereignete sich erst wahrend des Beobachtungs-

zeitraumes.
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13.10 Transplantatiiberleben im Zusammenhang
mit der immunsuppressiven Medikation der NTX Patienten

Tabelle 34:
Anzahl .
Gesamtz | der Zensiert
Medikation ahl Ereignisse | N Prozent
Einfachtherapie 41 6 35 85,4%
Zweifachtherapie 48 4 44 91,7%
Emfgohtheraple plus 29 1 1 95.,5%
Cortison
Zwen‘ach.theraple 19 3 16 84,2%
plus Cortison
Gesamt 130 14 116 89,2%
Uberlebensfunktionen
10 Medikation
7 '_:_:._.T:!_____._F I Bnechtherapie
od i E;{ad‘rthempie mik
oxd o TTmmmmmmemmTeT _» 7 Svefachtherapia
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P Cart
; + Snesmnpem
= 0f - n rapie-
s + Enicutern
s » B
é D - i.l.lnas")’:r:tl'tha—dpie-
0z
oo
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o il 0 a0 <

Beobachtungszeit

Abbildung 27: Abb in Tab 34 Das beste Transplantatiiberleben zeigten wahrend unserer Beobachtungszeit die
Patienten die eine Kombination aus einem Immunsuppressivum und einem Glucocortikoid erhielten. Dagegen
zeigten NTX Patienten mit einer Zweifachtherapie in Kombination mit einem Glucocortikoid ein geringeres
Transplantatiberleben.

13.11 Transplantatiiberleben (hach Kaplan-Meier) im
Zusammenhang mit der immunsuppressiven Medikation
NTX > 14 und NTX < 14 instabil Untergruppen, aufgrund
der Haufigkeit von Transplantatverlusten in diesen beiden

Gruppen.
Tabelle 35:
Anzahl  der Zensiert

Medikation Gesamtzahl | Ereignisse N Prozent
Monotherapie 14 1 13 92,9%
Zweifachtherapie 13 3 10 76,9%
Monpther.plus 10 3 v 70,0%
Cortison

Zwe!fachter.plus 9 5 7 77.8%
Cortison

Gesamt 46 9 37 80,4%
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Abbildung28
13.12 CD14, HLA-DR, TLR 2, TLR 4 Expression
Gesunde Probanden
Totale CD14 Expression und HLA DR Expression auf den Monozytensubsets CD14++,

CD14++CD16+, CD14+CD16++ bei gesunden Probanden s. Abb. 29 S. 127, Abb. 30 S. 127, Abb.
31 S.128, Abb. 32 S. 128

Tabelle 36
HLA DR | HLA DR
Total HLA DR | CD14++ | CD14+
CD14 CD14++ 16+ 16++
N Giiltig 16 16 16 16
Fehlend 0 0 0 0
Mittelwert (RFC) 486,28 829,93 5753,70 2605,71
Median (RFC) 453,16 798,92 5437,25 2414 51
Standardabweichung 99,41 287,55 1273,98 850,29
Intrazellulare TLR 2 Expression auf den Monozytensubsets CD14++, CD14++CD16+,

CD14+CD16++ bei gesunden Probanden s. Abb. 33 S. 129, Abb. 34 S. 129, Abb. 35 S. 130

Tabelle 37
TLR2- TLR2-
TLR2- CD14++ CD 14+
CD14++ 16+ 16++
N Gultig 16 16 16
Fehlend 0 0 0
Mittelwert (RFC) 47,39 106,16 68,03
Median (RFC) 4413 100,06 64,36
Standardabweichung 20,15 21,32 16,14
Intrazellulare TLR4 Expression auf den Monozytensubsets CD14++, CD14++CD16+,

CD14+CD16++ bei gesunden Probanden s. Abb. 36 S. 130, Abb. 37 S.131, Abb. 38 S. 131

Tabelle 38
TLR4- TLR4-
TLR4- CD14++ CD 14+
CD14++iz | 16+ 16++ iz
N Giiltig 16 16 16
Fehlend 0 0 0
Mittelwert (RFC) 23,18 21,71 18,09
Median (RFC) 20,72 15,26 11,40
Standardabweichung 10,62 16,28 17,90
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13.13 CD14, HLA-DR, TLR 2, TLR 4 Expression
Niereninsuffiziente (NI) Patienten

Totale CD14 und HLA DR Expression auf den Monozytensubsets CD14++, HLA DR auf
CD14++CD16+, HLA DR auf CD14+CD16++ bei Patienten mit Niereninsuffizienz s. Abb. 29 S. 127,
Abb. 30 S. 127, Abb. 31 S. 128, Abb 32. S. 128

Tabelle 39
Total HLA DR |HLA DR
CD14 HLA DR |CD14++ |CD 14+
expr CD14++ 16+ 16++
N Gultig 90 89 89 89
Fehlend 0 1 1 1
Mittelwert (RFC) 418,57 541,51 4375,49 2238,00
Median (RFC) 404,97 482,61 4216,97 2297,88
Standardabweichung 128,12 315,80 2030,34 1308,59

Intrazelluldre TLR 2 Expression auf den Monozytensubsets CD14++, CD14++/16+, CD14+/CD16++
bei NI Patienten s. Abb. 33 S. 129, Abb. 34 S. 129, Abb. 35 S. 130

Tabelle 40
TLR2- TLR2-
TLR2- CD14++ CD 14+
CD14++ 16+ 164+
N Giiltig 89 89 89
Fehlend 1 1 1
Mittelwert (RFC) 37,43 98,48 66,53
Median (RFC) 31,62 88,17 58,82
Standardabweichung 20,93 52,11 42,31

IntrazellulareTLR 4 auf den Subsets CD 14++, CD 14++CD16+, CDCD14+16++ bei NI Patienten
Abb. 36 S. 130, Abb. 37 S. 131, Abb. 38 S. 131

Tabelle 41
TLR4- TLR4-
TLR4- CD14++ CD 14+
CD14++iz | 16+ 16++ iz
N Giiltig 89 89 89
Fehlend 1 1 1
Mittelwert (RFC) 25,95 21,19 13,96
Median (RFC) 20,17 16,40 12,08
Standardabweichung 19,66 19,42 11,79
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13.14 CD 14, HLA-DR, TLR 2, TLR 4 Expression
Hamodialyse (HD) Patienten

Totale CD14 und HLA DR Expression auf den Monozytensubsets CD14++, CD14++CD16+,
CD14+CD16++ bei Hamodialysepatienten s. Abb. 29 S. 127, Abb. 30 S. 127, Abb. 31 S. 128, Abb.
32S.128

Tabelle 42
HLA DR | HLA DR

Total HLA DR | CD14++ | CD14+

CD14 CD14++ | 16+ 16++
N Glltig 49 49 49 49

Fehlend 0 0 0 0

Mittelwert (RFC) 449,30 635,04 4888,14 | 2244,46
Median (RFC) 437,14 667,14 5186,13 | 2246,79
Standardabweichung 93,67 281,37 1774,85 | 781,11
Intrazellulare TLR 2 Expression auf den Monozytensubsets CD14++, CD14++CD16+,

CD14+CD16++ bei Hamodialysepatienten s. Abb. 33 S. 129, Abb. 34 S. 129, Abb. 35 S. 130

Tabelle 43
TLR2- TLR2- TLR2-
CD14++ CD14/16+ | CD16++
N Gltig 4 41 41
Fehlend 8 8 8
Mittelwert (RFC) 34,75 95,97 76,51
Median (RFC) 34,29 91,40 71,69
Standardabweichung 10,33 24,70 23,06

Intrazellulare TLR 4 auf den Monozytensubsets CD 14++, CD 14++CD16+, CD14+CD16++ bei
Hamodialysepatienten s. Abb. 36 S. 130, Abb. 37 S. 131, Abb. 38 S. 131

Tabelle 44
TLR4-
TLR4- TLR4- CD16++
CD14++ iz | CD14/16+ | iz
N Galtig 49 49 49
Fehlend 0 0 0
Mittelwert (RFC) 30,29 32,94 32,01
Median (RFC) 24,58 23,29 20,91
Standardabweichung 18,76 25,86 28,00
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13.15 CD14, HLA-DR, TLR 2, TLR 4 iz/ez Expression
NTX > 14 Jahre

Totale CD14 und HLA DR Expression auf den Monozytensubsets CD14++, CD14++CD16+,
CD14+CD16++ bei NTX >14 Jahre Patienten s. Abb. 29 S. 127, Abb. 30 S. 127, Abb. 31 S. 128

Tabelle 45
HLA DR | HLA DR
Total HLA DR | CD14++ |CD 14+
CD14 CD14++ | 16 16++
N Gultig 26 26 26 26
Fehlend 0 0 0 0
Mittelwert (RFC) 378,23 503,73 424725 | 2328,02
Median (RFC) 368,47 480,45 4132,74 | 2167,39
Standardabweichung 103,20 242,16 1552,43 | 1184,83
Intrazellulare TLR 2 Expression auf den Monozytensubsets CD14++,

CD14++CD16+,

CD14+CD16++ bei NTX >14 Jahre Patienten s. Abb. 33 S. 129, Abb. 34 S. 129, Abb. 35 S. 130

Tabelle 46
TLR2- TLR2- TLR2-CD
CD14++ CD14++/16+ | 14+/16++
N Gultig 26 26 26
Fehlend 0 0 0
Mittelwert (RFC) 39,83 94,11 64,61
Median (RFC) 32,50 86,9 63,06
Standardabweichung 23,99 36,23 25,40

Extrazellulare TLR 4 auf den Subsets CD14++, CD14++CD16+, CD16++ bei NTX>14 Jahre
Patienten s. Abb. 39 S. 132, Abb. 40 S. 132, Abb. 41 S. 133

Tabelle 47
TLR4-

TLR4- CD14++ TLR4-CD

CD14++ ez 16+ ez 14+/16++ ez
N Giiltig 18 18 18

Fehlend 8 8 8

Mittelwert (RFC) 17,97 27,52 9,82
Median (RFC) 11,25 25,60 9,76
Standardabweichung 14,51 16,94 8,32

Intrazellulédre TLR 4 auf den Monozytensubsets CD14++, CD14++CD16+, CD14+CD16++ bei
NTX>14 Jahre Patienten s. Abb. 36 S. 130, Abb. 37 S. 131, Abb. 38 S. 131

Tabelle 48
TLR4- TLR4- TLR4-
CD14++ iz CD14/16+ CD16++ iz
N Gultig 26 26 26
Fehlend 0 0 0
Mittelwert (RFC) 24,30 19,95 14,37
Median (RFC) 19,72 14,80 9,89
Standardabweichung 11,21 11,51 11,93
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13.16 CD 14, HLA-DR, TLR 2, TLR 4 iz/ez Expression
NTX < 14 instabil (i) Jahre

Totale CD14 und HLA DR Expression auf den Monozytensubsets CD14++, CD14++16+,
CD14+16++ bei NTX <14 i (instabil) Jahre Patienten s. Abb 29 S. 127, Abb. 30 S 127, Abb. 31 Seite
128, Abb. 32 S. 128

Tabelle 49
HLA DR | HLA DR
Total HLA DR | CD14++ | CD 14+
CD14 CD14++ | 16 16++
N Gultig 24 24 24 24
Fehlend 0 0 0 0
Mittelwert (RFC) 377,84 620,54 4305,50 | 2654,50
Median (RFC) 357,05 594,86 3962,21 2044,49
Standardabweichung 72,87 237,32 1887,53 1703,73

Intrazellulare TLR 2 Expression auf den Monozytensubsets CD14++, CD14++CD16+,
CD14+/CD16++ bei NTX <14 i (instabil) Jahre Patienten s. Abb. 33 S. 129, Abb. 34 S. 129, Abb. 35
S. 130

Tabelle 50
TLR2- TLR2-CD
TLR2- CD14++ 14+
CD14++ 16+ 16++
N Galtig 24 24 24
Fehlend 0 0 0
Mittelwert (RFC) 43,40 99,58 67,22
Median (RFC) 38,89 97,82 66,26
Standardabweichung 18,20 21,62 23,76

Extrazellulare TLR 4 auf den Monozytensubsets CD14++, CD14++CD16+, CD14+CD16++ bei NTX
<14 i (instabil) Jahre Patienten s. Abb. 39 S. 132, Abb. 40 S. 132, Abb. 41 S. 133

Tabelle 51
TLR4-

TLR4- CD14++ TLR4-CD 14+

CD14++ ez 16+ ez 16++ ez
N Giiltig 16 16 16

Fehlend 8 8 8

Mittelwert (RFC) 18,16 27,98 14,85
Median (RFC) 13,83 27,63 14,55
Standardabweichung 11,94 12,65 7,83

IntrazelluldreTLR 4 auf den Monozytensubsets CD14++, CD14++CD16+, CD14+CD16++ bei
NTX<14 i (instabil) Jahre Patienten s. Abb. 36 S. 130, Abb. 37 S.131, Abb. 38 S. 131

Tabelle 52
TLR4-

TLR4- CD14++ TLR4-CD 14+

CD14++ iz 16+ 16++
N Gultig 23 23 23

Fehlend 1 1 1

Mittelwert (RFC) 29,13 28,67 24,06
Median (RFC) 26,90 23,50 23,71
Standardabweichung 15,04 17,26 15,99
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13.17 Abbildungen
Totale CD14 Expression
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Abbildung 29: Totale CD 14 Expression (RFC) auf Monozyten der verschiedenen Patientengruppen.

HLA DR auf CD14++ CD16neg. Monozyten
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Abbildung 30: Monozytare Expression des HLA DR auf CD 14++ Monozytensubsets (RFC).
Unterschied: die hdhere HLA-DR Expression bei NTX < 14 i (instabil) gegentber stabilen Langzeit-

transplantierten (p < 0.05).

NTX >14

NTX <141
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Abbildung 31: Monozytare Expression des HLA DR auf CD14++CD16+ Monozytensubsets (RFC).
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Abbildung 32: Monozytare Expression HLA DR auf CD14+CD16++ Monozytensubsets (RFC).
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TLR2 auf CD14++CD16 neg-Monozyten
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Abbildung 33: TLR 2 Expression auf CD 14++ Monozytensubsets (RFC).

TLR2 auf CD14+CD16+ Monozyten (intermediérer Typ)
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Abbildung 34: TLR 2 Expression auf CD 14+CD16+ Monozytensubsets (RFC).
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TLR2 CD 16++
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Abbildung 35: TLR 2 Expression auf CD14+CD16++ Monozytensubsets (RFC).

TLR4 CD14++CD16neg. (TLR intrazellular)
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Abbildung 36: Intrazelluldre TLR 4 Expression auf CD14++ Monozytensubsets (RFC).
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TLR4 CD14+CD16+ (TLR intrazellular)
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Abbildung 37: Intrazelluldre TLR 4 Expression auf CD14+CD16+ Monozytensubsets (RFC).

TLR4 CD16++ intrazellular
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Abbildung 38: Intrazellulédre TLR 4 Expression auf CD16++ Monozyten (RFC).
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TLR4 (extrazellular)- CD14++CD16neg. bei NTX > 14 und der NTX < 14 i (instabil)
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Abbildung 39: Extrazellulare TLR 4-Expression auf CD14++CD16neg. Monozytensubset der NTX > 14 Jahre
Patienten und der NTX < 14 Jahre Patienten mit einer instabilen NT Funktion (RFC).

TLR4( extrazellular) auf CD14++CD16+ bei NTX > 14 und der NTX < 14 i (instabil)
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NTX > 14 (stabile Funktion) NTX <14 i (instabile Funktion)

Abbildung 40: TLR 4 extrazelluldr auf CD14++CD16+ Monozytensubsets der NTX > 14 Jahre Patienten und der
NTX < 14 Jahre Patienten mit instabiler NT Funktion (RFC).
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TLR4 (extrazellular)- CD14+16++ Phanotyp bei NTX > 14 und der NTX < 14 i (instabil)
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Abbildung 41: Extrazellulare TLR 4 Expression auf CD14+CD16++ Monozytensubset der NTX > 14 Jahre
Patienten und der NTX < 14 Jahre Patienten mit einer instabilen NT Funktion (RFC).
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13.18 Zellimmunologische Merkmale antigen-
prasentierender Zellen (APC, Monozyten)

Die statistische Auswertung zur Feststellung der relevanten Unterschiede der
zellimmunologischen Merkmalen auf Blutmonozyten, erfolgte mit Hilfe des Kruskal-Wallis Test’s als
einen Vortest, und im Anschluss daran mit Hilfe des Mann-Whitney-U Test. Verglichen wurden beide
NTX-Gruppen (NTX > 14 Jahre und NTX < 14 Jahre Patienten mit instabiler NT Funktion ,NTX < 14
i) mit gesunden Probanden, H&modialysepatienten (HD) und nicht dialysepflichtige
Niereninsuffizienten (NI). In unsere statistische Auswertung umfassten wir ebenfalls die
Vergleichsgruppen (NI, HD, gesunde Probanden) um den Unterschied zu NTX Patienten besser
erfassen zu kdnnen.

Kruskal-Wallis-U Test

Tabelle 53:
Total Cd14 TLR2- TLR2-
16 expr HLACD14++ | HLACD1416 | HLACD16++ | CD14++ CD14/16+
Asymptotische
Signifikanz (2- | ,000 ,001 ,023 742 ,014 ,157
seitig)

Auf Niveau p < 0,05 signifikant

Tabelle 54:
TLR4- TLR4- TLR4-
TLR2- CD14++ TLR4- CD14/16+ | TLR4- CD16++ TLR4-
CD16++ ez CD14++iz | ez CD14/16+ | ez CD16++ iz
Asymptotische
Signifikanz (2- | ,024 ,427 ,144 ,809 ,000 ,062 ,000
seitig)

Auf Niveau p < 0,05 signifikant

Die Uberpriifung mithilfe des Kruskal-Wallis Tests als Vortest, fir die paarweise Uberpriifung der
Stichproben mittels des Mann-Whitney -H Tests.

Monozytare Antigenmuster zwischen NI (Niereninsuffiziente) und Gesunden

Tabelle 55:
TLR4- TLR4-
HLA DR HLA DR TLR2- TLR2- TLR4- CD14+ CD14+ Total
HLA DR | CD14++ | cD14+ TLR2- CD14+ CD14+ CD14++ | CD16++ | CD16++ | CD14
CD14++ | CD16+ CD16++ CD14++ | CD16++ CD16++ | iz iz iz expr
Asympt
otische
Signifik | ,000 ,007 ,198 ,006 ,022 ,070 711 ,835 454 ,008
anz (2-
seitig)

Auf Niveau p < 0,05 signifikant

Statistischer Vergleich der Gruppe niereninsuffizienter Patienten (NI) und gesunder Probanden
(Mann-Whitney Test). Die Expression, der HLA DR Antigene auf CD14++ und CD14++/16 +
Monozyten ist, bei Gesunden hdéher verglichen zur Oberflachenexpression bei NI Patienten (p <
0,000, p < 0,007) (Abb. 30 S. 127, Abb. 31 S. 128). Die HLA DR Expression auf CD14+CD16++
Monozyten ist bei Gesunden tendenziell héher als bei NI Patienten (p < 0,198) (Abb.32 S. 128).
Signifikant prasentieren sich in diesem Vergleich die TLR 2 Expressionen auf CD14++ und
CD14++CD16+ Monozyten. Gesunde weisen hdéhere TLR 2 Expressionen im Vergleich zu NI
Patienten (p < 0,006, p < 0,022) (Abb. 33 S. 129, Abb. 34 S. 129). Die TRL 2 Expression auf
CD14+CD16++ Monozyten ist ebenfalls bei Gesunden tendenziell héher (p < 0,070) (Abb. 35 S.
130). Insgesamt haben gesunde Probanden gegenliber NI Patienten eine héhere CD14 Expression
(p £0,008) (Abb. 29 S. 127).
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Monozytare zellimmunologische Merkmale zwischen HD (Hamodialyse) Patienten und Gesunden

Tabelle 56:
TLR4- TLR4-
HLA DR HLA DR TLR2- TLR2- TLR4- CD14+ CD14+ Total
HLA DR | CD14++ | cD14+ TLR2- CD14+ CD14+ CD14++ | CD16++ | CD16++ | CD14
CD14++ | CD16+ CD16++ CD14++ | CD16+ CD16++ | iz iz iz expr
Asympt
otische
Signifik | ,048 ,132 , 195 ,009 ,059 ,429 ,064 ,006 ,012 ,343
anz (2-
seitig)

Auf Niveau p < 0,05 signifikant

Mann-Whitney-Test zwischen Hamodialysepatienten (HD) und Gesunden. Die HLA DR Expression
auf den CD14++ Monozyten HD Patienten ist im Vergleich zur Expression Gesunder stark erniedrigt
(p = 0,048) (Abb. 30 S. 127). Die Ubrigen Monozytengruppen weisen bezlglich der HLA DR
Antigene eine Tendenz flr erhdhte Expressionen bei Gesunden gegenlber HD Patienten. Die TLR
2 Expressionen der CD14++ und CD14+CD16+ Monozyten Gesunder ist im Vergleich zur Gruppe
der HD Patienten signifikant erhéht (p < 0,009, p < 0,059) (Abb. 33 S. 129, Abb.34 S. 129). Die TLR
2 Expressionen sowohl bei Gesunden als auch bei HD Patienten in CD14+CD16++ Monozyten
zeigen keine Unterschiede (Abb. 35 S. 130).

Die intrazellulare TLR 4 Expressionen in allen untersuchten Monozytengruppen weisen zwischen
Gesunden und HD Patienten signifikante Unterschiede. Die intrazellulare TLR 4 Expression ist bei
HD Patienten héher als bei Gesunden (p < 0,064, p < 0,06, p < 0,012) (Abb. 36 S. 130, Abb. 37 S.
131, Abb. 38 S. 131). Die CD14 Verteilung auf den Monozyten HD Patienten &hnelt der Verteilung
Gesunder (Abb. 29 S. 127), und zeigt keine Unterschiede.

Monozytare zellimmunologische Merkmale zwischen NI (chronische Niereninsuffizienz) Patienten
und HD (Hadmodialyse) Patienten

Tabelle 57:
TLR4- TLR4-
HLA DR HLA DR TLR2- TLR2- TLR4- CD14+ CD14+ Total
HLA DR | CD14++ | cD14+ TLR2- CD14+ CD14+ CD14++ | CD16++ | CD16++ | CD14
CD14++ | CD16+ CD16++ CD14++ | CD16+ CD16++ | iz iz iz expr
Asympt
otische
Signifik | ,020 ,154 ,847 ,709 445 ,002 ,044 ,000 ,000 ,018
anz (2-
seitig)

Auf Niveau p < 0,05 signifikant

Vergleich zwischen NI und HD Patienten (Mann-Whitney-Test). Die HLA DR Expression ist bei HD
Patienten auf CD14++ Zellen am héchsten (p < 0,020) (Abb. 30 S. 127). CD14+CD16+ und
CD14+CD16++ Zellen unterscheiden sich nicht in ihrer HLA-DR Expression zwischen diesen beiden
Gruppen. Die TLR 2 Expression auf CD14+16++ Monozyten ist bei HD Patienten signifikant héher
als bei Niereninsuffizienten (p < 0,002) (Abb. 34 S. 129). Die intrazelluldre TLR 4 Expression aller
Monozytensubpopulationen ist im Vergleich beider Gruppen unterschiedlich. HD Patienten haben
héhere intrazellulare TRL4 Expressionen in allen untersuchten Monozytensubsets im Vergleich zur
NI-Patientengruppe (p < 0,044, p < 0,000, p < 0,000) (Abb. 36 S. 130, Abb. 37 S. 131, Abb. 38 S.
131), wahrend NI Patienten gegenitber HD-Patienten signifikant geringere monozytare CD14
Expressionen aufweisen (p < 0,018) (Abb. 29 S. 127).
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Monozytare zellimmunologische Merkmale zwischen NTX > 14 Jahre Patienten und Gesunden

Tabelle 58:
TLR4-
HLA CD14+ | TLR4-
DR HLA DR | A DR TLR2- TLR2- TLR4- CD16+ | CD14+ Total
CD14+ | CD14++C | cD14+ TLR2- cD14+ | CD14+ CD14++ | + CD16++ | CD14
+ D16+ CD16++ CD14++ | CD16+ | CD16++ iz iz iz expr
Asymptoti
sche
Signifikan | ,001 ,006 ,232 ,026 ,044 ,115 ,924 ,497 ,348 ,000
z (2-
seitig)

Auf Niveau p < 0,05 signifikant

Aus der Gegenlberstellung zwischen NTX > 14 Jahre Patienten und Gesunden erkennt man die
Beziehung zwischen HLA DR auf den CD14++ und CD14+CD16+ Monozyten (p < 0,001, p < 0,005)
(Abb. 30 S. 127, Abb. 31 S. 128) sowie zwischen den TLR 2 Expressionen auf CD 14++ und CD
14+CD16+ Zellen (p < 0,026, p < 0,045) (Abb. 33 S. 129, Abb. 34 S. 129). NTX > 14 Jahre Patienten
haben eine geringere HLA DR Expression auf CD14++ und CD14+CD16+ Monozyten (Abb. 30 S.
127, Abb. 31 S. 128), ebenso eine niedrigere TLR 2 Expression auf CD14++ und CD 14++CD16+
Monozyten (Abb. 33 S. 129, Abb. 34 S. 129). Die CD14 Expression ist auf allen untersuchten
Monozyten bei gesunden Probanden héher im Vergleich zu den NTX > 14 Jahre Patienten (p <
0,000) (Abb. 29, S. 127).

Monozytare zellimmunologische Merkmale zwischen NTX > 14 Jahre Patienten und NI Patienten

Tabelle 59:
TLR4-

HLA CD14+ | TLR4-

CD14+ | CD14++C | cD14+ TLR2- cD14+ | CD14+ CD14++ + CD16++ CD14

+ D16+ CD16++ CD14++ CD16++ | CD16+ iz iz iz expr
Asymptoti
sche
Signifikan | ,962 ,810 ,804 ,929 ,706 ,997 ,679 ,547 ,508 ,089
z (2-
seitig)

Auf Niveau p < 0,05 signifikant

Vergleich zwischen NTX > 14 Jahre Patienten und Niereninsuffizienten (NI). Die monozytaren
zellimmunologischen Merkmale zwischen diesen beiden Gruppen dhneln sich stark. Sowohl die
CD14 Expressionen als auch die die HLA DR (Abb. 30 S. 127, Abb. 31 S. 128, Abb. 32 S. 128), TLR
2 (Abb. 33 S. 129, Abb. 34 S. 129, Abb. 35 S. 130) und die intrazellulare TLR 4 Expression (Abb. 36
S. 130, Abb. 37 S. 131, Abb. 38 S. 131) sind auf den Monozyten ahnlich gleich verteilt. Die CD14
Expression ist in der Gruppe der NTX > 14 Jahre Patienten tendenziell geringer als bei
niereninsuffizienten Patienten (NI) (Abb. 29 S. 127).

Monozytare zellimmunologische Merkmale zwischen NTX > 14 Jahre Patienten und HD Patienten

Tabelle 60:
TLR4-
TLR2- CD14+ | TLR4-
HLA DR | HLA DR CD14+ | TLR2- TLR4- CD16+ | CD14+ Total
HLA DR | CD14++C | CD14+ TLR2- CD16+ | CD14+ CD14++ + CD16++ CD14
CD14++ | D16+ CD16++ CD14++ + CD16++ iz iz iz expr
Asympto
tische
Signifika | ,087 ,122 ,589 ,564 ,371 ,013 ,065 ,001 ,000 ,000
nz (2-
seitig)

Auf Niveau p = 0,05 signifikant
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Hamodialyse (HD) Patienten haben im Vergleich zu den NTX > 14 Jahre Patienten eine signifikant
héhere CD 14 Expression auf den Blutmonozyten (p < 0,000) (Abb. 29 S. 127), sowie eine hdhere
intrazellulare TLR 4 Expression auf den CD 14++, CD 14+CD16+ und CD14+CD16++ Monozyten (p
< 0,065, p = 0,001, p < 0,000) (Abb. 36 S. 130, Abb. 37 S. 131, Abb. 38 S. 131). Fur die TLR 2
Expression ergibt sich ein Unterschied fir die CD14+CD16++ Monozyten. Hadmodialysepatienten
weisen auf diesen eine héhere TLR 2 Expression als in der Gruppe der NTX > 14 Jahre Patienten (p
<0,013) (Abb. 35 S. 130).

Monozytére zellimmunologische Merkmale zwischen NTX > 14 Jahre Patienten und NTX < 14 Jahre
Patienten mit einer instabilen Transplantatfunktion (NTX < 14 i)

Tabelle 61:
TLR4-
CD14+ | TLR4-
HLA DR | A DR TLR2- TLR2- TLR4- CD16+ | CD14+ Total
HLA DR | CD14++C | cD14+ TLR2- cD14+ | CD14+ CD14++ + CD16++ CD14
CD14++ | D16+ CD16++ CD14++ CD16+ | CD16+ iz iz iz expr
Asympto
tische
Signifika | ,052 ,946 ,969 ,049 ,294 ,607 ,237 ,043 ,010 ,954
nz 2-
seitig)(

Auf Niveau p < 0,05 signifikant

Der Vergleich zwischen NTX > 14 Jahre Patienten und NTX < 14 instabilen (NTX < 14 i) ergibt einen
Unterschied fir die HLA DR (p < 0,052, Abb. 30 S. 127) und TLR 2 (p < 0,049, Abb. 33 S. 129)
Expressionen der CD 14++ Monozyten. Sowohl HLA DR und TLR 2 sind bei Langzeit-
transplantierten (NTX > 14) niedriger als bei NTX Patienten, die unmittelbar vor einer Dysfunktion
stehen. Ahnlich verhalt es sich mit der intrazellularen 4 Expression auf den CD14+CD16+ und
CD14+CD16++ Monozyten (p < 0,043, p < 0,010). Auch hier weisen NTX > 14 Jahre Patienten
signifikant niedrigere intrazellulare monozytare Expressionen gegeniber instabilen NT Patienten auf
(Abb. 37 S. 131, Abb. 38 S. 131).

Monozytare zellimmunologische Merkmale des extrazellularen TLR 4 Rezeptors zwischen
NTX > 14 Jahre Patienten und NTX < 14 Jahre mit einer instabilen Transplantatfunktion (NTX < 14 i)

Tabelle 62:

TLR4- TLR4- TLR4-
CD14++ CD14+CD16+ | CD14+16++
ez ez ez

Asymptotische

Signifikanz (2-seitig) | 427 809 ,062

Exakte Signifikanz

[2*(1-seitig Sig.)] 443(a) ,825(a) ,064(a)

a Nicht fir Bindungen korrigiert.

b Gruppenvariable: Gruppe

Vergleich des extrazellularen TLR 4 Rezeptors zwischen NTX > 14 Jahre Patienten und instabilen
NTX < 14 Jahre Patienten (NTX < 14 Jahre instabil). Die Haufigkeitsverteilung des extrazelluléren
TLR 4 Rezeptors auf den untersuchten Monozyten ist bei beiden Gruppen &hnlich (Abb. 39 S. 132,
Abb. 40 S. 132, Abb. 41 S. 133). Auf den CD14+CD16++ Monozyten zeigt sich in der Gruppe der
NTX < 14 i (instabil) eine tendenziell (p < 0,064) héhere extrazellulare TLR 4 Expression (Abb. 41 S.
133).



Ergebnisse — Zellimmunologische Merkmale 119

Monozytare zellimmunologische Merkmale zwischen NTX < 14 Jahre mit einer instabilen
Transplantatfunktion (NTX < 14 i) und Gesunden

Tabelle 63:
TLR4-
CD14+ | TLR4-
HLA DR | yuao DR TLR2- TLR2- TLR4- CD16+ | CD14+ Total
HLA DR | CD14++C | cD14+ TLR2- CD14+ CD14+ CD14++ + CD16++ CD14
CD14++ | D16+ CD16++ CD14++ CD16+ | CD16++ iz iz iz expr
Asympto
tische
Signifika | ,026 ,003 ,265 ,488 ,192 ;724 ,181 ,088 11 ,000
nz (2-
seitig)

Auf Niveau p < 0,05 signifikant

Vergleich zwischen NTX < 14 instabilen Patienten (NTX < 14 i) und gesunden Probanden. NTX < 14
i Patienten haben eine niedrigere CD14 ++ Expression (p < 0,000, Abb. 29 S. 127), sowie eine
ebenfalls niedrigere HLA DR (p < 0,026, p < 0,002) Expression auf ihren CD14++ und CD14+16+
Monozyten (Abb. 30 S. 127, Abb. 31 S. 128). Tendenzielle Unterschiede ergeben sich auch fir den
intrazellularen TLR 4 Rezeptor auf den CD14+CD16+ und CD14+CD16++ Monozyten. Diese
Rezeptoren sind bei instabilen NTX Patienten héher intrazellular exprimiert als bei Gesunden (Abb.
37 S. 131, Abb. 38 S. 131).

Monozytare zellimmunologische Merkmale zwischen NTX < 14 Jahre mit einer instabilen
Transplantatfunktion (NTX < 14 i) und Niereninsuffizienten (NI)

Tabelle 64:
TLR4-
CD14+ | TLR4-
HLA DR HLA DR TLR2- TLR2- TLR4- CD16+ CD14+ Total
HLA DR | CD14++C | cD14+ TLR2- cD14+ | CD14+ CD14++ + CD16++ CD14
CD14++ | D16+ CD16++ CD14++ | cD16+ | CD16++ iz iz iz expr
Asymptot
ische
Signifika | ,131 ,371 ,862 ,021 ,250 ,234 ,195 ,014 ,003 ,072
nz (2-
seitig)

Auf Niveau p < 0,05 signifikant

Vergleich zwischen Niereninsuffizienten (NI), welche nicht auf eine Hamodialyse angewiesen sind
und NTX < 14 i Patienten. Die TLR 2 Expression auf CD 14++ Monozyten bei instabilen NT
Patienten ist héher als die monozytéare CD14++ Expression in Gruppe der Niereninsuffizienten (p <
0,021) (Abb. 26). Die intrazelluldare TLR 4 Expression auf CD14+CD16+ und CD14+CD16++
Monozyten ist in der Gruppe der NTX < 14 Jahre Patienten mit instabiler NT Funktion signifikant
héher als die entsprechende TRL 4 Expression in der Gruppe der Niereninsuffizienten (p < 0,014, p
< 0,003) (Abb. 30, Abb. 31). Die Gesamtexpression des CD14 Rezeptors ist bei Patienten nach NTX
mit einen Transplantatalter unter 14 Jahren und instabiler NT Funktion tendenziell niedriger als bei
NI Patienten (Abb. 22).
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Monozytare zellimmunologische Merkmale zwischen NTX < 14 Jahre mit einer instabilen
Transplantatfunktion (NTX < 14 i) und HD Patienten

Tabelle 65:
HLA
HLA DR TLR4- TLR4-
DR CD14+ | ya DR | TLR2- | TLR2- | TLR2- | TLR4- | CD14+ | CD14+ | rotal
CD14+ | +CD16 | cD14+ | CD14++ | CD14+ | CD14+ | CD14++ | CD16++ | CD16++ | CD14
+ + CD16++ | CD16+ CD16++ | CD16++ | iz iz iz expr
Asymptot
ische
Signifika | ,650 ,029 522 ,034 526 246 ,964 853 438 ,000
nz (2-
seitig)

Auf Niveau p < 0,05 signifikant

Auswertung immunologischer Merkmale auf Monozyten zwischen Hamodialysepatienten (HD) und
NTX < 14 Jahre Patienten mit instabiler NT Funktion (NTX < 14 i). Die HLA DR Expression auf CD
14+CD16+ Monozyten bei HD Patienten ist hdher als bei NTX < 14 i Patienten (p < 0,029, Abb. 31
S. 128). Die Gesamtexpression des CD14 Rezeptors ist in unserer untersuchten NTX < 14 i
Population im Vergleich zu HD Patienten stark vermindert (p < 0,000, Abb. 29 S. 127). Die gilt
gleichsam fir die niedrigere TLR 2 Expression auf CD14++ Zellen NTX < 14 i Patienten (p < 0,034,
Abb. 33 S. 128).
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Haufigkeitsverteilung des IL-10 1082 G/A Polymorphismus bei NTX Patienten

13.19 Molekularbiologische Untersuchungen im IL-4 590 C/T,IL-10
1082 G/A, IFN y-874 T/A, Gm-Csf 677 C/A und VDR Bsm |
Polymorphismus

Tabelle 66:
NTX > 14 Jahre NTX < 14 i Jahre NTX Gesamt

IL10-1082 G 40% (11) 33% (7) 27% (13)
IL10-1082 A 19% (5) 24% (5) 31% (15)
IL10-1082 G/A 41% (11) 43% (9) 42% (20)

25

G/A
20

15 A

Anzahl

G/A
G/A

I

NTX > 14 Jahre

NTX < 14 i Jahre

NTX Gesamt

Abbildung 42: Abb. in Tab 66.Die Haufigkeitsverteilung des IL-10 1082 G/A Polymorphismus zeigt in
der Gruppe der NTX > 14 Jahre Patienten eine hdéhere Verteilung des IL-10 1082 G- Alleles. Das IL
10 -1082 G-Allel steht als antiinflammatorisches Zytokin fir eine hohe IL- 10 Ausschittung (sog.
shigh producer”) (vergl. Turner D.M. 1997). Hohe IL-10 Produktion steht im Zusammenhang mit
einer verbesserten Langzeitfunktion des Transplantates. Poole et al. stellten bei NTX Patienten ein

besseres Transplantatiberleben in Verbindung mit dem IL-10 1082 G-Allel fest (Poole K.L. 2001).

Haufigkeitsverteilung des IL-4 590 C/T Polymorphismus der NTX-Patienten

Tabelle 67:

NTX > 14 Jahre NTX < 14 i Jahre NTX Gesamt
IL4-590 C 85% (23) 90% (19) 85% (42)
IL4-590T 4% (1) 5% (1) 4% (2)
IL 4 -590 C/T 11% (3) 5% (1) 11% (4)
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Abbildung 44: Abb. in Tab 67. Die Inzidenz des IL-4 590 C/T Polymorphismus wird in der Literatur
unterschiedlich angegeben. Die Verteilung der Haufigkeiten in unseren NTX-Kollektiven (NTX > 14,
NTX < 14i) zeigt ein unterschiedliches Bild. Das IL 4 -590 T-Allel was mit einer hohen Ausschittung
(high producer) korreliert, erscheint in unseren Kollektiven sehr selten. Poole et al. konnte in seinen
Untersuchungen an NTX-Patienten eine Korrelation zwischen Spender C-Allel/Empfénger C-Allel
und dem Auftreten akuter TransplantatabstoBung aufzeigen (Poole K.L. 2001)

Haufigkeitsverteilung des IFN-874 T/A Polymorphismus der NTX-Patienten

Tabelle 68:
NTX > 14 Jahre NTX < 14 i Jahre NTX Gesamt
IFNy-874T 7% (2) 29% (6) 7% (8)
IFNy -874 A 41% (11) 29% (6) 41% (17)
IFNy -874 T/A 52% (14) 42% (9) 52% (23)
25 A
20 -
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Abbildung 45: Abbildung in Tab. 68. Der IFN y 874 T/A Polymorphismus korreliert stark mit der
Produktion und Ausschittung des Zytokin (vergl. Azarpina et al. 2006). Das IFN-874 T-Allel
korreliert mit einer vermehrten Ausschittung von IFN y (Azarpira N. 2006). Eine verstarkte IFN-
Sekretion hat einen negativen Einfluss auf das Transplantatiiberleben. Es kommt zur verstarkten
Migration von Makrophagen in das Transplantat und einer Aktivierung der HLA-Antigene. In der
Gruppe der NTX > 14 Jahre ist das T-Allel, welches mit einer hohen IFN-Produktion korreliert,
weniger haufig exprimiert. Vergleicht man Gesunde und NTX Patienten, erkennt man, dass in der
Gruppe der NTX > 14 Jahre das T-Allel (high producer) weniger haufig vorkommt (7%), in der
Gruppe der NTX < 14 Jahre mit einer instabilen NT Funktion dagegen h&ufiger (29%), verglichen zur
gesunden Probandengruppe (21%).



Ergebnisse — Molekulargenetische Untersuchung 123

Haufigkeitsverteilung des IL-4 590 C/T und IFN y 874 T/A Polymorphismus innerhalb eines
gesunden Probandenkollektives

Die statistische Auswertung der H&aufigkeiten des IL-4 590 C/T und des IFN y 874 T/A
Polymorphismus ergab Unterschiede zwischen den von uns ermittelten H&ufigkeitsverteilungen
beider Polymorphismen und den Angaben in der Literatur. Um die Validitat unserer Ergebnisse zu
bestatigen, verglichen wir diese beiden Polymorphismen mit denen gesunder Probanden. Fir jeden
NTX-Patienten wurden zwei DNA Proben gesunder Probanden zur genetischen Untersuchung
herangezogen. Die Auswahlkriterien flr die gesunden Probanden wurden anhand des Geschlechtes
und des Geburtsjahres festgelegt. Insgesamt wurden 96 gesunde Probanden auf ihre IL-4 590 C/T
und IFN y 874 T/A Genotypus untersucht. Von den 96 Patienten waren 58 ménnlich und 38
weiblichen Geschlechtes.

Haufigkeitsverteilung des IL-4 590 C/T Polymorphismus gesunder Kontrollpersonen

Tabelle 69:
Manner (n=58) Frauen (n=38) Gesamt (n=96)
IL4-590 C 82% (48) 76% (29) 79% (77)
IL4-590T 2% (1) 3% (1) 2% (2)
IL 4 -590 C/T 16% (9) 21% (8) 19% (18)
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Abbildung 46: Die Verteilung des IL-4 590 C/T Polymorphismus innerhalb des Kontrollkollektives
Gesunder ahnelt den Haufigkeiten unseres NTX Kollektivs. Das fir die héhere Produktion und
Ausschittung gunstigere T-Allel ist auch in unserem Kontrollokollektiv duBBerst selten vertreten. Der
Unterschied in der Verteilung der beiden Allele, der in der Literatur beschrieben ist, liegt in den
jeweiligen Kollektiven.
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Haufigkeitsverteilung des IFN-y 874 T/A Polymorphismus gesunder Kontrollgruppe

Tabelle 70:
Manner Frauen Gesamt
IFNy-874T 14% (8) 35% (13) 22% (21)
IFNy -874 A 31% (18) 19% (7) 26% (25)
IFN y -874 T/A 55% (32) 46% (17) 52% (49)
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Abbildung 47: Verteilung des IFN y 874 T/A Polymorphismus zwischen gesunden Mannern
und Frauen. Eine ahnliche Verteilung des Polymorphismus ergibt sich auch fir unser NTX-
Kollektiv (NTX-Gesamt).

Haufigkeitsverteilung des GM-CSF 677 C/A Polymorphismus der NTX-Patienten

Tabelle 71:
NTX > 14 Jahre NTX < 14 i Jahre NTX Gesamt
GM-CSF C 28% (8) 24% (5) 28% (13)
GM-CSF A 31% (9) 24% (5) 31% (14)
GM-CSF C/A 41% (12) 52% (11) 41% (23)
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Abbildung 48: Im Vergleich der Haufigkeiten innerhalb der NTX Kollektive ist das A-Allel fast doppelt
so haufig bei stabiler NTX Funktion als bei NTX < 14 Jahre i (instabil). In Fallen einer Infektion
kommt es offenbar zu einer erhéhten GM-CSF Freisetzung, die durch Intervention mit Cyclosporin
oder Glukokortikoiden herunterreguliert werden kann (Daniel V. 1992, Lehnhoff S. 1996).

Haufigkeitsverteilung des VDR Bsml Polymorphismus der NTX-Patienten

Tabelle 71:
NTX > 14 Jahre NTX < 14 i Jahre NTX Gesamt
VDR Bsml BB 37% (10) 37% (11) 37% (21)
VDR Bsml bb 15% (4) 33% (10) 15% (14)
VDR Bsml B/b 48% (13) 30% (9) 48% (22)
25
BB B/b
20 7]
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Abbildung 49: Die Verteilung des VDR Bsml Polymorphismus ergibt fir die NTX > 14 Jahre Gruppe
eine haufigere Préasenz des BB-Alles gegeniiber der des bb-Alles. Dagegen zeigt sich in der Gruppe
unseres NTX < 14 i (instabile NT Funktion) Kollektives eine &hnlich hohe Verteilung beider Allele.
Zwischen Transplantatiiberleben und VDR-Bsml Polymorphismus besteht bis dato kein
Zusammenhang. Es ist bekannt, dass das bb-Allel bei Nierentransplantierten mit einer unglinstigen
Veranderung der Knochendichte einhergehen kann (Morrison N.A. 1994). Zudem wird eine
verminderte Freisetzung von Parathormon, beglnstigt durch das bb-Allel, beschrieben (Torres A.
1996).
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13.20 Kreuztabellen der Polymorphismen IL 4 -590 C/T, IL-10 -
1082 G/A, IFN y -874 T/A, Gm-Csf -677 C/A und VDR Bsm | aller
NTX.

Die Uberpriifung der Korrelation zwischen den immunologischen Merkmalen und
den genetischen Polymorphismen erfolgte mit Hilfe von Kreuztabellen und des Chi-Quadrat
Test. Mit deren Hilfe lasst sich erkennen, ob sich die beobachteten Haufigkeiten signifikant
von den erwarteten Haufigkeiten unterscheiden. Uberprift wurde die Unabhangigkeit
beider Variablen der Kreuztabelle und damit indirekt der Zusammenhang beider Merkmale.
Zusétzlich dienten die berechneten Residuen als MaB, wie stark beobachtete und
erwartete Haufigkeiten voneinander abweichen. Zur Quantifizierung der Starke bzw.
Schwéache des Zusammenhangs zwischen der Immunologie und der Genetik dienten die
berechneten KorrelationsmalB3e, wie die Produkt-Moment-Korrelation nach Pearson (Buhl
A., Zobffel P. 2005). In einer ersten Auswertung der genetischen und zellimmunologischen
Merkmalen nierentransplantierter Patienten wurden die von uns molekulargenetisch
untersuchten NTX Patienten als ein gemeinsames Kollektiv berlcksichtigt. Unter
Berucksichtigung der Expression ihrer zellimmunologischen Merkmale der CD14, CD16,
TLR 2, TLR 4 und HLA DR Expressionen untersuchten wir die Korrelation dieser zum
jeweiligen Genotypus (Polymorphismus). Um ein MaB als definierten Wert fiir die
Einteilung der NTX-Patienten zu erhalten, bestimmten wir den Medianwert (angegeben als
RFC-Wert, ,Relativ Fluorescence Channel®) jedes immunologischen Merkmales auf den
Monozyten. Die Einteilung erfolgte in eine hohe oder niedrige Expression entsprechend
dieses Medianwertes. Aufgefiihrt werden nur die statistisch relevanten Kreuztabellen, die
unabhéngig der berechneten Residuen einen signifikanten Chi-Quadrat-Test aufwiesen.

Gegenulberstellung der monozytaren TLR 2 Expression auf den CD14+16++
Blutmonozyten und IFN y 874 T/A Polymorphismus

Tabelle 72:

Kreuztabelle

IFNy 874 T/A
Gesamt
A- T/A-
T-Allell Al [ Allel
Anzahl 9 6 12 27
TLR o|TLR 2 CD14+CD16++ unter|9% der Gesamtzahl 18,8%(12,5%(25,0% |56,3%

66,11 RFC
CD14+CD16++ Standardisierte 18 |12 |1

Residuen
Anzahl 0 11 9 20
TLR 2 CD14+CD16++ U(ber|% der Gesamtzahl 0% 122,9%(18,8% |41,7%

66,11 RFC
Standardisierte

Residuen 1.9 115 -1

Anzahl 9 17 22 47
% der Gesamtzahl 18,8%(35,4% (45,8% [100,0%

Gesamt
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Chi-Quadrat-Tests

Asymptotische Signifikanz (2-seitig)

Chi-Quadrat nach Pearson ,021
Likelihood-Quotient ,005

Zusammenhang linear-mit-linear|,309

Anzahl der gultigen Falle 46

Der Chi-Quadrat Test weist eine Assoziation (p < 0,021) zwischen dem TLR 2 Rezeptor auf den
CD14+16++ exprimierenden Monozyten und dem IFN y 874 T/A Genotyp hin. Der IFN y -874 T
Genotyp in der Gruppe der niedrig exprimierenden TLR 2 auf CD14+CD16++ Monozyten korreliert
mit einer niedrigen Expression des TLR 2 Rezeptors.

Gegenuberstellung der extrazellularen TLR 4  Expression auf CD14+16++
Monozyten und IL-10 1082 G/A Polymorphismus.

Tabelle 73:

Kreuztabelle

IL-10 1082 G/ A

G- A- G/A Gesamt
Allel  [Allel [Allel

Anzahl 10 2 5 17

Faktor TLR 4 ez CD14+CD16++|% der Gesamtzahl [30,3%|6,1% |[15,2% |51,5%
unter 27,63 RFC

Standardisierte
TLR 4 Residuen 1.3 10 -5
CD14+CD16++ ez Anzahl 3 6 7 16
Faktor TLR 4 ez CD14+CD16++ % der Gesamtzahl [9,1% |18,2%/21,2% |48,5%
Uber 27,63 RFC —
Standardisierte
. -1,3 1,1 ,5
Residuen
Anzahl 13 8 12 33
Gesamt

% der Gesamtzahl |39,4% |24,2%|36,4% [100,0%

Chi-Quadrat-Tests

Asymptotische Signifikanz (2-seitig)

Chi-Quadrat nach Pearson ,048
Likelihood-Quotient ,041

Zusammenhang linear-mit-linear | ,077

Anzahl der gultigen Falle 46

Zusammenhang zwischen der extrazellularen TLR 4 Expression auf CD14+CD16 ++ Monozyten
und des IL 10 -1082 G/A Polymorphismus. Zwischen beiden Merkmalen besteht ein signifikanter
Zusammenhang (p < 0,048). Dieser Zusammenhang im IL 10 -1082 G Genotyp in der Gruppe der
niedrig TLR 4 exprimierenden CD14+CD16++ Monozyten.
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Gegenulberstellung der extrazellularen TLR 4 Expression auf CD14+16++ Monozyten und
des VDR Bsml Polymorphismus.

Tabelle 74:
Kreuztabelle
VDR Bsml
BB- bb- Bb- Gesamt
Allel Allel Allel
Anzahl 10 2 5 17
TLR 4 ez CD14+CD16++ unter|% der Gesamtzahl 30,3% [6,1% [15,2% |51,5%
27,63 RFC .
Standardisierte 13 0 11
TLR 4 Residuen ’ ’ ’
CD14+16++ ez Anzahl 3 2 11 16
TLR 4 ez CD14+CD16++ Uber|9% der Gesamtzahl 9,1% [6,1% |33,3% |48,5%
27,63 RFC .
Standardisierte
. -1,3 ,0 1,2
Residuen
Anzahl 13 4 16 33
Gesamt
% der Gesamtzahl 39,4% [12,1% |48,5% |[100,0%

Chi-Quadrat-Tests

Asymptotische Signifikanz (2-seitig)

Chi-Quadrat nach Pearson ,050
Likelihood-Quotient ,044

Zusammenhang linear-mit-linear|,016

Anzahl der gultigen Falle 46

Zusammenhang zwischen der extrazellularen TLR 4 Expression auf CD14+16++
Monozyten und dem VDR-Bsml Polymorphismus. Die Auswertung zeigt fir diesen
Zusammenhang eine Beziehung zwischen diesen beiden Variablen (p < 0,05). Begriindet
liegt dieser in der Haufigkeit des VDR Bsml BB Polymorphismus bei NTX Patienten mit
einer niedrigen extrazellularen TLR 4 Expression auf den CD14+16++ Monozyten.
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Gegenuberstellung der intrazellularen TLR 4 Expression auf CD14++ Monozyten und IL-4
590 C/T Polymorphismus.

Tabelle 75:
Kreuztabelle
IL4-590 C/T
Gesamt
C-Allel | T-Allel | C/T - Allel
Anzahl 20 0 4 24
TLR 4 iz CD14++ unter 22,88 %, der Gesamtzahl 43,5%|,0% |8,7% 52,2%
isi Resi -2 -1 1
TLR 4 CD 144+ iz Standardisierte Residuen |-, ,0 3
Anzahl 20 2 0 22
TLR 4 iz CD14++ Uber 22,88 | % der Gesamtzahl 43,5% (4,3% |,0% 47,8%
Standardisierte Residuen|,2 1,1 -1,4
Anzahl 40 2 4 46
Gesamt
% der Gesamtzahl 87,0% (4,3% |8,7% 100,0%

Chi-Quadrat-Tests

Asymptotische Signifikanz (2-seitig)

Chi-Quadrat nach Pearson ,052
Likelihood-Quotient ,016

Zusammenhang linear-mit-linear|,166

Anzahl der gultigen Falle 46

Der Chi-Quadrat-Test weist einen Zusammenhang zwischen dem IL-4 590 C/T Polymorphismus und
einer hohen intrazellularen TLR 4 Expression auf CD14++ Monozyten (p < 0,052). Dieser
Zusammenhang begriindet sich durch das Auftreten des IL 4 -590 T Polymorphismus in der Gruppe
der hoch exprimierenden intrazelluldaren TRL 4 Expression auf CD14 ++ Monozyten. Die
Produktmoment-Korrelation nach Pearson zeigt fir diesen Zusammenhang jedoch eine geringe
Stérke. Die Ursache fir diese schwache Bindung liegt in der Stérke (Anzahl n) des Kollektives und
der Haufigkeit des IL 4 -590 T-Alleles.

Gegenuberstellung der intrazelluldaren TLR 4 Expression auf CD14++ Monozyten und
GM-CSF 677 C/A Polymorphismus.

Tabelle 76:
Kreuztabelle
GM-CSF -677 C/A
Gesamt
C-Allel | A-Allel | C/A-Allel
Anzahl 10 5 9 24
Faktor TLR 4 iz CD14
Unter 22.88 REG. | % der Gesamtzahl 21,7% [10,9%19,6% |52,2%
isierte Resi 1 - -7
TLR 4 CD 144+ iz Standardisierte Residuen|1,5 5 ,
Anzahl 2 7 13 22
Faktor TLR 4 iz CD14
dber 22.88 REC | % der Gesamtzahl 4,3% [152%]283% |47,8%
Standardisierte Residuen|-1,6 5 8
Anzahl 12 12 22 46
Gesamt
% der Gesamtzahl 26,1% |26,1% |47,8% 100,0%
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Chi-Quadrat-Tests

Asymptotische Signifikanz (2-seitig)

Chi-Quadrat nach Pearson ,042
Likelihood-Quotient ,033

Zusammenhang linear-mit-linear | ,029

Anzahl der gultigen Falle 46

Intrazellulare TLR 4 Expression auf CD14++ Monozyten und GM-CSF -677 C/A Polymorphismus.
Der Chi-Quadrat-Test weist fir diese beiden Merkmale eine Signifikanz von p < 0,042. Der Grund
liegt in der Haufigkeit des GM-CF -677 C-Allel’s in der Gruppe der niedrig exprimierenden
intrazellularen TRL 4 auf CD14++ Monozyten.

Gegentberstellung der intrazellularen TLR 4 Expression auf CD14++CD16+ Monozyten
und IL-4 590 C/T Polymorphismus.

Tabelle 77:

Kreuztabelle

IL 4-590 C/T

C- T cT - Gesamt
Allel [Allel [Allel

Anzahl 21 0 4 25
TLR 4 iz CD 14+CD16+ % der Gesamtzahl 45,7%|,0% |8,7% 54,3%

unter 11,78 RFC —
Standardisierte

TLR 4 Residuen
CD14+CD16+ iz Anzahl 19 |2 o 21

-,2 -1,0 (1,2

TLR 4 iz CD14+CD16+ (ber|% der Gesamtzahl 41,3% |4,3% |,0% 45,7%
11,78 RFC

Standardisierte

Residuen 2 1.1 1.4

Anzahl 40 2 4 46
% der Gesamtzahl 87,0% |4,3% |8,7% 100,0%

Gesamt

Chi-Quadrat-Tests

Asymptotische Signifikanz (2-seitig)
Chi-Quadrat nach Pearson ,055
Likelihood-Quotient ,018
Zusammenhang linear-mit-linear | ,200
Pearson — R ,204
Anzahl der gultigen Falle 46

Intrazellulare TLR 4 Expression auf CD14++CD16+ Monozyten und IL 4 -590 C/T Polymorphismus.
Der Chi-Quadrat-Test weist einen signifikanten Zusammenhang auf (p < 0,055). Zieht man in diese
Betrachtung den Korrelationskoeffizienten nach Pearson mit ein erkennt man, wie schwach (geringe
Korrelation) dieser Zusammenhang ist (Kp < 0,204). Auch in dieser Betrachtung ist das T-Allel in der
Gruppe hoch exprimierenden TLR 4 iz auf CD14++CD16+ Monozyten verantwortlich.
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Gegenulberstellung der intrazelluldaren TLR 4 Expression auf CD14++CD16+ Monozyten
und GM-CSF 677 C/A Polymorphismus.

Tabelle78:
Kreuztabelle

GM-CSF -690 A/C
C- A- C/A- Gesamt
Allel |Allel [Allel
Anzahl 11 6 8 25
TLR 4 iz CD14+16+ unter|% der Gesamtzahl 23,9% (13,0%(17,4% |54,3%
11,78 RFC —
Standardisierte 18 P 41
TLR 4 Residuen ’ ’ ’
CD14+CD16+ iz Anzahl 1 6 14 21
TLR 4 iz CD14+16+ uber|% der Gesamtzahl 2,2% 113,0%(30,4% |45,7%
11,78 RFC —
Standardisierte
h -1,9 ,2 1,2
Residuen
Anzahl 12 12 22 46
Gesamt
% der Gesamtzahl 26,1% |26,1%|47,8% |100,0%

Chi-Quadrat-Tests

Asymptotische Signifikanz (2-seitig)
Chi-Quadrat nach Pearson ,008
Likelihood-Quotient ,004
Zusammenhang linear-mit-linear|,003
Pearson-R ,002
Anzahl der gultigen Falle 46

Zusammenhang zwischen der intrazelluldren Expression TRL 4 auf CD14+CD16+ Monozyten und
GM-CSF -677 C/A Polymorphismus. Der Chi-Quadrat-Test zeigt fir diese beiden Merkmale einen
Zusammenhang (p < 0,008). Dieser liegt im GM-CSF -677 C-Allel in der Gruppe der niedrig
exprimierenden intrazellularen TLR 4 auf CD14+CD16+ Monozyten. Bestétigt wird die Starke dieser
Assoziation durch die Produkt-Moment-Korrelation nach Pearson.

Gegentberstellung der intrazellularen TLR 4 Expression auf CD14+16++ Monozyten und
GM-CSF 677 C / A Polymorphismus.

Tabelle 79:
Kreuztabelle
GM-CSF -690 A/C
Gesamt
C-Allel | A-Allel | C/A-Allel
Anzahl 10 3 10 23
TLR 4 iz CD14+CD16+
unter 14,52 RFC % der Gesamtzahl 21,7%16,5% |21,7% |50,0%
TLR 4 CD 1644 Standardisierte Residuen| 1,6 -1,2 -3
Anzahl 2 9 12 23
TLR 4 iz CD14+CD16+
Uber 14’52 RFC % der Gesamtzahl 4,3 Yo 19,6 Yo 26,1 Yo 50,0 Yo
Standardisierte Residuen|-1,6 1,2 3
Anzahl 12 12 22 46
Gesamt
% der Gesamtzahl 26,1% |26,1%|47,8% |100,0%
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Chi-Quadrat-Tests

Asymptotische Signifikanz (2-seitig)
Chi-Quadrat nach Pearson ,014
Likelihood-Quotient ,010
Zusammenhang linear-mit-linear|,080
Pearson-R ,079
Anzahl der gultigen Falle 46

Betrachtet man den Zusammenhang zwischen der intrazelluldren TLR 4 Expression auf
CD14+CD16++ Monozyten und dem GM-CSF C/A Polymorphismus, zeigt sich eine Beziehung
zwischen dem C-Allel und der Patientengruppe (p < 0,014), die TLR 4 auf CD14+CD16++ Zellen
niedrig exprimieren. Der Korrelationskoeffizient nach Pearson (Kp < 0,079) weist auf eine schwache
Bindung zwischen beiden Merkmalen hin.
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14. Besprechung der Ergebnisse
14.1 Atiologie der terminalen Niereninsuffizienz

Die terminale Niereninsuffizienz bzw. der totale Verlust der Nierenfunktion ist die
haufigste Ursache, die zu einer chronischen Nierenersatztherapie fihrt. Zur chronischen
Nierenersatztherapie gehdéren alle Formen der Dialyseverfahren (Hamodialyse,
Peritonealdialyse), wie auch die Nierentransplantation. Als Ursache flur die terminale
Niereninsuffizienz gilt mit 23% die Glomerulonephritis, gefolgt vom Diabetes mellitus Typ |
und Il mit ebenfalls 24%. Weitere Grunderkrankungen, die zu einer Nierenersatztherapie
fihren kdnnen, sind vaskulare Nephropathien mit 16 %, die interstitielle Nephritis mit 12 %,
Zystennieren mit 7 %, Systemerkrankungen mit 3 %, kongenitale Nephropathien mit 1 %,
unbekannter Genese 10 % (Quelle: Quasi-Niere Bericht 2005).

Werschiedene
e 4 9 ’

. Zystennieren
i 7%

Waskulire Nephropat
16 %

Qs i-hiera 2005

Unbekannte Genese 4
10 % ;

Diabetes Typ Il
24 %

Systemerkrankungen |
3%
Hereditdr' Kongenital
1%

Diabetes Typ |
4%

Interstitielle Nephritis
12 %

_J&)merulonephritis n= 46597 Dialysepatienten

19 %

Abbildung 50:  Quasi-Niere Bericht 2005 / 2006

Die klinischen Daten unseres Patientenkollektiv an Nierentransplantierten (mit Schwer-
punkt Langzeittransplantierte) bestatigen nur marginal diese Verteilung. Auch in unserem
NTX-Kollektiv traten als Grunderkrankungen, die primar zur Dialysepflichtigkeit und
anschlieBender Transplantation fihrten, Glomerulopathien bzw. Glomerulonephritiden.
Allerdings waren die zur weiterflhrenden Behandlung nach TX gemeldeten Patienten
,vorselektiert” und weichen deshalb in der Haufigkeit der renalen Grunderkrankungen ab.
Mit 31 % ist die chronische Glomerulonephritis (GN) die haufigste Grunderkrankung,
wahrend die Ubrigen Glomerulonephritiden, wie die mesangial proliferative GN und fokal
sklerosierende GN mit 4 % und 7 % und die perimembrandse GN mit 1 %, weniger haufig
in Erscheinung treten. Den Glomerulonephritiden als Grunderkrankung folgen in unserem
NTX-Kollektiv die autosomal dominanten Zystennieren mit 11 %, Schrumpfnieren unklarer
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Genese mit 9%, die Nephrosklerose mit 7 %, die IgA Nephritis (Nephropathie) mit 6 % und
die diabetische Nephropathie mit 3%. Die Haufigkeit aller Gbrigen Grunderkrankungen liegt

zwischen 1-4%.

14.2 Chronische Transplantatdysfunktion, Bestimmung des
NTX < 14 instabil (NTX < 14 i) Kollektives (klinisch instabil)

Die Definition der chronischen Transplantatdysfunktion erfolgt anhand funktioneller
und morphologischer (histopathologischer) Merkmale. Bezeichnend fir eine chronische
Transplantatdysfunktion ist die Abnahme der glomeruléaren Filtrationsrate (GFR) und ein
verminderter renaler Plasmafluss. Daneben kommt es zum Anstieg der Nierenretentions-
werte (Kreatinin, Cystatin C, Harnstoff) und einer verstarkten Proteinausscheidung im Harn
(meistens glomerulares Proteinurieprofil; Scherberich J.E.: www.proteinurie.de). Histolo-
gisch finden sich Hyalinose und entziindliche Infiltrate (Lymphozyten, dendritische Zellen,
Makrophagen) im Bereich der Nierengefal3e, eine zunehmende Glomerulosklerose, eine
interstitielle Fibrosierung und eine Tubulusatrophie (Racusen L.C., Regele H. 2010).
Chronisch proliferative Verédnderungen, die zu Beginn noch wenige zellulare Infiltrationen
aufweisen, Uberwiegen (Lee S.B., Kalluri R. 2010), wie z.B. die Expression von
Adhasionsmolekilen auf Endothelzellen (Tilney N.L. 1991, Hayry P. 1992, Paul L.C. 1992,
Scherberich J.E. et al. 1990). Klinisch I&sst sich neben einer progredienten
Verschlechterung der Transplantatfunktion regelhaft eine arterielle Hypertonie feststellen
(Paul L.C. 1995, 2001). Die regelmaBige Bestimmung der Nierenretentionswerte gehért zur
TX-Nachsorge. Aus unserem Gesamtkollektiv von 130 NTX Patienten ermittelten wir
mithilfe zuvor genau definierter Konstellation klinischer und laborchemischer Parameter
eine Subpopulation von 24 Nierentransplantierten, die als ,instabil* klassifiziert wurde.
Selektionskriterien fur eine instabile® bzw. einen eher ,unginstig zu erwartenden®
klinischen Verlauf waren:

e Erhdhung des Kreatinin (S) Median > 0,3 mg / dl innerhalb eines Beobachtungs-
zeitraumes von einem Jahr
e Verdoppelung des Albumin (U; Protein-Kreatinin-Index) innerhalb eines Jahres
e Verdoppelung des alpha-1-Mikroglobulin (U; Protein-Kreatinin-Index)) innerhalb
eines Jahres
Aufgrund dieser Kriterien, sowie des Gesamtbildes dieser Patienten (unselektive glomeru-
lotubulare PU), definierten wir eine beginnende oder bereits fortschreitende chronische
Transplantatdysfunktion. Innerhalb des Beobachtungszeitraumes von (nur) drei Jahren
ereigneten sich in unserem Gesamtkollektiv insgesamt 14 Transplantatverluste. Davon
ereigneten sich 8 Transplantatverluste in diesem von uns definierten Kollektiv von 24
NTX < 14 i (instabil) Patienten. Die gewahlten Kriterien stimmen damit genau mit der
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Beschreibung einer ,instabilen Transplantatfunktion® (chron. progrediente Transplantatdys-

funktion) Uberein.

14.3 Chronische Transplantatdysfunktion als Folge einer
chronischen AbstoBung

Das chronische Transplantatversagen ist ein multifaktorielles Geschehen, dem
sowohl immunologische wie auch nicht-immunologische Ursachen zugrunde liegen.
In der Pathophysiologie einer chronischen Transplantatdysfunktion sind hierbei sowohl
humorale als auch zellvermittelte AbstoBungsmechanismen beteiligt (Safinia N. et al. 2010,
Colvin R.B. et al. 2010). Neben den MHC-Klasse I/ll Antigenen, sind auch sog. ,non-MHC-
Molekulle* an dem chronischen AbstoBungsprozess beteiligt (Gartner H.V. 2003). Vor dem
Hintergrund immunologischer Parameter Nierentransplantierter mit  einem
Transplantatiberleben von > 14 Jahren untersuchten wir zellimmunologische Merkmale auf
CD14++ Monozyten, wie auf CD14++CD16+ und CD14+16++ (CD14dimCD16++)
Monozyten. Scherberich et al. stellten in ihren Untersuchungen an NTX Patienten einen
signifikant héheren Anteil proinflammatorischer CD14++CD16+ Monozyten fest ungeachtet
einer durch Blutspiegelmessungen ,optimierten® Immunsuppression, und beschrieben
diesen Phéanotyp als potenziellen zelluldren Marker fir die Transplantatprognose
(Scherberich J.E. 2004). Neben T-Zellen und (mutmaBlich B-Zellen) stehen Monozyten /
Makrophagen als  wesentliche Ziel- und  Effektorzellen bei  chronischer
Transplantatdysfunktion im Mittelpunkt (Safina N et al. 2010; Colvin RB et al. 2010).

St N
Abbildung 51: Erhohte Expression von TIMP — 2 auf Tubuluszellen (Rotfarbung) bei chronischer TX-
Dysfunktion (akzelerierte AbstoBung). TIMP hemmt renale Matrixmetalloproteasen; bei Imbalanz wird daher
eine interstitielle Fibrose (hellblau) geférdert, Inmunhistochemische Darstellung; VergrdB. x 80fach. (Abb. Prof.
J. Scherberich)
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Fir die zuverldssige Erkennung einer TX-Dysfunktion, ihrer Progression (Prognose) ist das
z.Z. verflgbar ,immunologische Monitoring“ und die Anwendung potenzieller ,Biomarker®
unverandert unbefriedigend (Bestard O. et al., 2010; Mannon R.B. 2010; Alachkar N. et al.
2011).

14.4 Serologische Parameter und Proteinausscheidungsmuster
der NTX Patienten

Die Untersuchung serologischer Standardparameter und des Protein-
ausscheidungsmusters im Harn in regelméaBigen Abstédnden diente der Verlaufskontrolle (-
Beobachtung) der Transplantatfunktion. Daneben erméglicht das ,Monitoring” der Serum-
konzentrationen von Immunsuppressiva (soweit mdglich), wie stets erfolgt, wahrend der
Erhaltungstherapie der optimalen Einstellung der Wirkdosis. In unserer Untersuchung
verfolgten wir (klinisch-chemisches Basisprotokoll) Uber einen jahrelangen Zeitraum sowohl
traditionelle serologische MessgréBen (,Surrogatparameter”) als auch die Proteinaus-
scheidungsmuster (quantitativ Gesamtprotein, IgG, Albumin, alpha-1-Mikroglobulin) von
130 NTX Patienten.

14.5 Vergleich klinischer Surrogat-Marker (u.a. Blutbild,
Proteinurie) innerhalb der NTX-Beobachtungszeit

Die Analysen klinischer Parameter Uber einen Zeitraum von drei Jahren dienten
primar dazu die Entwicklung einer mdglichen chronischen Transplantatdysfunktion zu
erkennen und zu verfolgen. Verglichen wurden die unterschiedlichen vier NTX Subgrup-
pen (NTX 1-4, NTX 5-8, NTX 9-13, NTX > 14). Primares Einteilungsmerkmal war der
Zeitraum nach Organtransplantation; das sog. ,Transplantatalter”. Im Durchschnitt endet
ein Nierentransplantat nach 8-10 Jahren in einer chronischen Transplantatdysfunktion: Der
Patient wird wieder nierenersatzpflichtig.

Vergleicht man die Subgruppe der NTX > 14 Patienten untereinander (getrennt nach
Patienten mit einem NTX > 14 guten und NTX > 14 schlechten Verlauf aufgrund der in der
Methodik aufgefihrten Kriterien, werden fir beide Gruppen signifikante Unterschiede der
MessgréBen von Krea (S) (p < 0,001), Harnstoff (S) (p < 0,001), Phosphat (S) (p < 0,018)
und alpha1-Mikroglobulin (U) (p < 0,027) (Tabelle 18, S. 108) evident. Dagegen weisen die
Ubrigen analysierten Blutparameter wie Gesamtcalcium (S), CRP (S) sowie das
Gesamteiwei3 im Harn und Albumin (U), keine Unterschiede auf. Erst die Einbeziehung
der weiteren NTX-Kollektive (NTX 1-4 Jahre, NTX 5-8 Jahre, NTX 9-13 Jahre) lasst
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erkennen, dass mit zunehmendem Transplantatalter diversifizierte Verlaufe auftreten,
namlich eine Aufteilung in stabile und in instabile Funktionsverlaufe.

Der Vergleich der NTX 1-4 Jahre Patienten mit guter NT Funktion und der NTX 1-4 Jahre
Patienten mit instabilen Verlauf der NT-Funktion, Iasst noch keine Beziehung zwischen den
Blutparametern (Ausnahme Ca™ im Serum, Abb. 22a S. 107) oder der Proteinurie
erkennen. Dies liegt an der noch relativ guten Organfunktion in den ersten Jahren nach
erfolgter Transplantation.

Der direkte Vergleich in der NTX 5-8 Jahren Gruppe (guter Verlauf der NT-Funktion gegen
instabilen Verlauf der NT-Funktion) lasst dagegen statistisch signifikante Unterschiede im
Ausmaf der Proteinurie erkennen: So ist in der Gruppe der NTX 5-8 Jahren mit instabiler
Transplantatfunktion die Gesamteiweissauscheidung im Harn (erwartungsgeman)
gegenlber der ,klinisch stabilen® Gruppe (p < 0,000), des Albumins (U) (p < 0,025) und
alpha-1-Mikroglobulins (U) (p < 0,015) vermehrt (Tab. 20, S. 108). Vergleicht man die
Gruppe der NTX 9-13 Patienten, verfestigt sich dieser Trend, der schon in der Gruppe der
NTX 5-8 Jahren beobachtet wurde. Die Verschlechterung der Serumkonzentrationen von
Kreatinin (p < 0,000), Harnstoff (S) (p < 0,000) der Harnsaure (S) (p < 0,055), wie auch des
GesamteiweiBes im Harn(U) (p < 0,008), Albumins (U) (p < 0,002) und des alpha-1
Mikroglobulins (U) (p < 0,006) zeigen in der Gruppe der NTX 9-13 Jahren mit einer
instabilen Transplantatfunktion im Vergleich zur stabilen NTX 9-13 Jahre Patientengruppe
in die gleiche Richtung (Tab. 21, S. 108). Betrachtet man beide Gruppen zusammen (NTX
5-8 Jahre Patienten im Vergleich zur Subpopulation NTX 9-13 Jahre Patienten), Iasst sich
die Progression der Transplantatdysfunktion bis hin zum Verlust des Transplantates
eindeutig erkennen. So sind in der Gruppe der NTX 9-13 Jahren mit schlechtem
Transplantatverlauf das Serumkreatinin und die Proteinausscheidung im Harn erhéht.
Ebenfalls  erkennen  ldsst sich die  progressive  Verschlechterung  der
Transplantatdysfunktion im Vergleich der Gruppe der NTX 1-4 Jahren mit einem guten
Verlauf und der Gruppe der NTX 9-13 Jahren Patienten mit schlechtem Transplantatverlauf
(Tab. 27, S. 111) . Aus der Betrachtung der Serumparameter und der differenzierten
Proteinurie (Ausscheidungsprofil) dieser beiden Gruppen lasst sich die Zunahme an
Patienten mit einer chronischen Transplantatdysfunktion ableiten. Die Proteinurie
(Gesamteiwei3, Albumin und alpha-1-Mikroglobulin) und das Serumkreatinin, (als
wichtigste Indikatoren der Transplantatfunktion in der Gruppe der instabilen NTX 9-13
Jahren Patienten) sind signifikant (p < 0,022, p < 0,007, p < 0,036) gegeniber dem
Vergleichskollektiv Kurzzeit-transplantierter mit guter Transplantatfunktion (NTX 1-4 guter
Verlauf) erhéht (Tab. 27, S. 111).

CRP und NTX-Langzeitfunktion:
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In unserem Gesamtkollektiv lieB sich das Serum-CRP als unspezifischer ,Inflammations-
Marker“ nicht direkt mit einer Verschlechterung der Transplantatfunktion, und somit als
potenzielle Marker fur die chronische Transplantatdysfunktion, in Verbindung bringen.
Serum-Calcium und NTX-Verlauf:

Verlauf der Serumcalcium-Konzentration Uber die Beobachtungsjahre: Es wird deutlich,
dass mit zunehmendem Transplantatalter und einer Verschlechterung der Organfunktion
die Konzentration des Serumcalcium abnimmt. Wahrend in der Gruppe der NTX 1-4
Jahren und in der Gruppe der NTX 5-8 Jahren signifikante Unterschiede zwischen den
einzelnen Subgruppen bestehen, wird dieser Unterschied in der Konzentration zwischen
den Subgruppen mit zunehmendem Transplantatalter 9-13 Jahren geringer. Die Gruppe
der NTX 9-13 Jahren Patienten weist die niedrigsten Calciumkonzentrationen im Serum
aller Gruppen. Die Gruppe der NTX > 14 Jahre Patienten dagegen weist im Serum
konstante Calciumkonzentrationen &hnlich der Gruppe der NTX 1-4 Jahren mit einer guten
Organfunktion (Tab. 22a, Tab. 22b, S.107). Pathophysiologischer Hintergrund kann eine
Imbalanz im Calcium- Phosphat- PTH- Vit D Segment sein.

Die Zusammensetzung des Harns Nierentransplantierter enthalt wertvolle Informationen in
Form von Proteinen, kleinen Peptiden und weiterer Molekile, welche fir die Verlaufs-
beobachtung der NT-Funktion eine wichtige Funktion spielen kénnen. Die Grenzwerte der
EiweiBausscheidung fir Nierentransplantierte entsprechen den Grenzwerten gesunder
Patienten. Eine hohe EiweiBausscheidung nach Nierentransplantation ist in den ersten
Wochen zu erwarten, jedoch gibt es keine einheitliche Grenzwerte fiir die Definition einer
EiweiBausscheidung nach Organaufnahme (Knoll G. 2009). Die Pravalenz der
EiweiBausscheidung ist in der NTX-Population haufiger als bei Gesunden und entspricht
der Proteinurie, die bei Niereninsuffizienten mit einer chronischen Nierendysfunktion die
unmittelbar vor der Dialyse stehen (Boulware E. 2003, Knoll G. 2009). Dabei korreliert das
Ausmaf3 der EiweiBausscheidung unmittelbar mit den histologischen Merkmalen einer
Glomerulonephritis des Transplantates und weniger mit einer interstitiellen Fibrosierung
oder Atrophie (Amer H. 2007). Der Verlauf der EiweiBausscheidung kann als ein Indikator
fir den Funktionsverlauf des Transplantates herangezogen werden. Park et al. konnte in
seinen Untersuchungen eine erhdhte 5-Jahres-Uberlebensrate bei Nierentransplantierten
mit einer Proteinurie niedriger als 1 g/d als bei Nierentransplantierten mit einer héheren
EiweiBausscheidung (>1g/d) feststellen (Park J.H. 2000). Ahnliche Ergebnisse werden
durch weitere Studien untermauert. Welche Effekte die verstarkte Proteinurie im
Transplantat bzw. welche Mechanismen hierdurch ,aktiviert* werden, ist bis zum heutigen
Zeitpunkt noch unklar. Es wird jedoch ein Zusammenhang zwischen einer erhdhten
Proteinurie und einer verstarkten Freisetzung von Chemokinen und Zytokinen diskutiert,
die wiederum zu einer interstitiellen Fibrosierung fihren (Knoll G. 2009). Faktoren die eine
erhéhte EiweiBausscheidung beglnstigen sind ein erhdhter arterieller Blutdruck, kalte und
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warme Ischémiezeiten, Spenderalter und das Serumkreatinin (Amer H. 2007, Halimi J.M.
2005). Weiterfuhrende Untersuchungen sind hierfir notwendig.

Die Ausscheidung von Albumin im Harn Nierentransplantierter kann als ein weiterer Faktor
fir den Funktionsverlauf -&hnlich der Gesamteiweiausscheidung- herangezogen werden.
Eine Albuminausscheidung im Harn Nierentransplantierter korreliert mit einer erhéhten
Kreatininkonzentration im Serum und einem erhéhten Risiko eines Transplantatverlustes.
Dies konnten sowohl Untersuchungen um die Arbeitsgruppe um Halimi et al., und um die
Arbeitsgruppe Fellstrém et al. unabhangig voneinander feststellen (Halimi J.H. 2005,
Fellstrdm B. 2005). Auch hierzu sind weiterfiihrende Untersuchungen notwendig.
Zunehmendes Transplantatalter (Alter nach Organtransplantation) ist per se nicht gleich
zusetzen mit einer progredienten Verschlechterung der Organfunktion. Die klinische Beo-
bachtung unserer Nierentransplantierter mit einem Transplantatalter von Uber 14 Jahren
bestatigt diese Feststellung. Bei Langzeittransplantierten ist zwar die Gesamteiweil3-
ausscheidung im Harn von 0,5 gr/dl (Medianwert) im Vergleich zu Kurzzeittransplantierten
erhoéht. Diese geringgradige Proteinurie ist jedoch offenbar kein Progressionsfaktor.
Aufféllig ist die konstant fehlende oder nur geringe Ausscheidung an alpha1-Mikroglobulin
in der Gruppe der NTX > 14 Jahre Patienten (Abb. 21a, S.106). Die ausbleibende
,Verschlechterung“ der alphai-Mikroglobulin Ausscheidung lasst auf einen sehr geringen
oder fehlenden tubulointerstitiellen Umbau mit guter Prognose in unserem
langzeittransplantierten Patientenkollektiv schlieBen (Abb. 19a S. 104, Abb. 20a S.105,
Abb. 21a S. 106).

14.6 Vergleich zwischen den NTX-Subgruppen

Vergleicht man die vier Untergruppen der NTX-Patienten (NTX > 14, NTX 1-4, NTX
5-8 und NTX 9-13) ohne die in dieser Untersuchung erfasste Differenzierung der Gruppen
in NTX Patienten mit guten (stabil) oder schlechten (instabil) Verlauf der NT-Funktion
(Subgruppenanalyse), ist es nicht mdglich die Progredienz der chronischen
Transplantatdysfunktion zu erkennen. Diskriminierungskriterien waren das Serumkreatinin
und das quantitative Proteinausscheidungsmuster im Harn (GesamteiweiBausscheidung,
Albumin, alpha1-Mikroglobulin (s. Kap. 12.1ff).

14.7 Immunsuppressive Therapie

Die zur Immunsuppression verwendeten Wirkstoffe werden nach ihrer
pharmakologischen Wirkung in zwei Gruppen eingeteilt, den Calcineurininhibitoren und den
Antiproliferativa. Zur Gruppe der Calcineurininhibitoren gehéren Cyclosporin A
(Cyclosporin) und Tacrolimus und zur Gruppe der Antiproliferativa die Wirkstoffe
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Azathioprin und Mycofenolat Mofetil. Darlber hinaus existieren weitere Wirkgruppen
polyklonaler und monoklonaler Antikorper.

Cyclosporin A (Cyclosporin) ist eines der am haufigsten eingesetzten Immunsuppressiva.
Seine Wirkungsweise beruht auf die Hemmung des Enzymes Kalzineurin, einem wichtigen
intrazellularen Signalmolekdl fur die T-Zell-Aktivierung (Denton M.D. 1999). Die eigentliche
Wirkung von Cyclosporin A beruht auf die Hemmung der IL-2 Produktion und dessen
Freisetzung aus den T-Helferzellen. Intrazellular bindet Cyclosporin an sogenanntes
Immunophilin (Cyclophilin), das wiederum einen Komplex mit Kalzineurin eingeht (Andres
A. 1997). Zu den (Langzeit-) gravierendsten Nebenwirkungen von Cyclosporin gehért seine
Nephrotoxizitdt. Des Weiteren fuhrt Cyclosporin zu einer Erhéhung des arteriellen
Blutdruckes, das Auftreten einer Cholesterinamie, Diabetes mellitus, Gingivahyperplasien
und Hirsutismus (Braun W.E. 2003). Darlber hinaus ist Cyclosporin neurotoxisch. Es kann
zu Parasthesien und Kopfschmerzen bis hin zu Krampfanfallen fihren (Karow T. 2000).
Tacrolimus (FK506) gehért ebenfalls zur Gruppe der Calcineurininhibitoren. Es handelt sich
hierbei um ein makrozyklisches Lacton, welches &hnlich wie Cyclosporin, den Stoffwechsel
der T-Zellen beeinflusst. Der im Zellinneren gebildete Tacrolimus-Immunophilin Komplex
lagert sich an Kalzineurin an. Zu den Nebenwirkungen von Tacrolimus gehéren ebenfalls
Nephrotoxizitdt und Neurotoxizitdt. Daneben kdénnen Hypertonie, Diabetes mellitus,
Hypomagnesiamie und Hyperglykdmie auftreten (Kino T. 1987). Es ist sehr Effektiv in der
Verhinderung von akuten AbstoBungen und wirkt schon wenige Tage nach Einnahme.
Deshalb ist auch eine parallele Einnahme zu Azathioprin mdglich. Trotz seiner
Nebenwirkungen ist sein Nebenwirkungsprofil wesentlicher giinstiger (Magee C.C. 2004).
Azathioprin gehért zur Gruppe der Antiproliferativa und blockiert die Synthese von DNA
und RNA, und somit die Vermehrung von T- und B-Lymphozyten. Seine Wirkungsweise ist
noch nicht geklart. Es werden mehrere Mechanismen zugrunde gelegt, wobei die
Hemmung mehrerer Stufen der Nukleinsaure-Biosynthese und der Proliferation von T- und
B-Lymphozyten, fir seine immunologische Wirkung verantwortlich ist. Nebenwirkungen der
immunsuppressiven  Therapie mit Azathioprin kdénnen zu Veranderungen der
Blutparameter, erhthtes Infektionsrisiko, intrahepatischer Cholestase, Entziindung der
Bauchspeicheldrise, Ubelkeit und Erbrechen flihren.

Mycofenolat Mofetil gehért ebenfalls zur Gruppe der Antiproliferativa. Es handelt sich
hierbei um eine Esterverbindung, die im Organismus zu Mycophenolsdure umgewandelt
wird. Mycophenolsdure ist ein nicht selektiver, nicht kompetitiver und reversibler Hemmer
der Inosinmonophosphat-Dehydrogenase (IMPDH). Mycophenolsdure hemmt somit die
Synthese der Guanin-enthaltenden Nukleotide und wirkt auf die Proliferation von T- und B-
Lymphozyten zytostatisch. Zu den Nebenwirkungen der Anwendung mit Mycofenolat
Mofetil (MMF) gehdren Thrombozytopenie, Andmie, Ubelkeit und Erbrechen und das
vermehrte Auftreten von Infektionen (Alison A. 1991, Eugui E. 1991).

Rapamycin: Es handelt sich um ein Makrolidantibiotikum aus Streptomyceten als
Bestandteil eines Bodenpilzes. Rapamycin unterbindet die Protein- als auch die DNA-
Synthese und arretiert die T-Zelle, indem es eine Reihe von zytokinvermittelten
Signaltransduktionswegen hemmt. Seine Nephrotoxizitdt ist, verglichen mit den
Calcineurininhibitoren, dem Transplantat gegentber geringer hat allerdings erhebliche
Auswirkungen auf den Lipidstoffwechsel. Durch seine antiproliferative Wirkungsweise
vermag Rampamycin die Neovaskularisation bestimmter Tumore zu hemmen (Seghal S.N.
1998)

14.8 Inmunsuppressive Therapie Nierentransplantierter

Die Modulation des Immunsystems mit Immunsuppressiva nach erfolgter
Nierentransplantation ist von verschiedenen postoperativen Phasen abhangig. In der frihen Phase
nach Transplantation ist eine intensive immunmodulatorische Therapie notwendig um die
AbstoBung des Transplantates zu kontrollieren. In der spateren Phase der Transplantation wird
diese der Erhaltungstherapie adaptiert. Kombinationstherapien mit unterschiedlichen Wirkgruppen
dienen dabei zur Langzeiterhaltung des Transplantates und zur Abschwéchung der durch diese
verursachten Nebenwirkungen. Akute AbstoBungsreaktionen flhren zu einer Verédnderung der
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eingesetzten Kombinationen und Dosierungen von Immunsuppressiva. Zusatzlich kénnen, abhangig
vom individuellen Risiko der TransplantatabstoBung, Kortikoide zur Anwendung kommen.
Glucokortikoide gehdren zur Gruppe der Steroidhormone und werden bei nierentransplantierten
Patienten in der Initialphase nach einer Organibertragung angewendet. Kortikoide kommen in
Kombination mit Immunsuppressiva auch wéhrend einer AbstoBungsreaktion zum Einsatz. Jedoch
ist der langfristige Einsatz von Kortikoiden mit Nebenwirkungen verbunden wie Veranderungen der
klinsich-chemischen Blutparameter, Osteoporose, Gewichtszunahme, Glucoseintoleranz, erhdhtes
Infektionsrisiko.

14.9 Transplantatiiberleben und Immunsuppression (Darstellung
nach Kaplan-Meier)

Das in unserer Studie untersuchte Patientenkollektiv von 130 NTX Patienten wurde mit
Immunsuppressiva aus der Gruppe der Calcineurininhibitoren und der Antiproliferativa
behandelt. Daneben wurden in bestimmten Fallen auch Kortikoide angewendet. Wir
unterteilten unsere NTX-Patienten in vier Gruppen:

e Einfachimmunsuppression

e Einfachimmunsuppression plus Glucokortikoid

e Zweifachimmunsuppression

e Zweifachimmunsuppression plus Glucokortikoid
Wir untersuchten das Transplantatiiberleben von 130 NTX Patienten prospektiv in einem
Beobachtungszeitraum von drei Jahren. Das Uberleben des Transplantates, abhangig von
der angewendeten Immunsuppression wurde Uber eine Kaplan-Meier-Funktion dargestellt.
Als Ereignis definierten wir das ,Ausscheiden“ des Patienten aufgrund eines vollstdndigen
Funktionsverlustes (Dialysepflichtigkeit) oder das Versterben des Patienten. Patienten mit
einer Einfachtherapie in Kombination mit einem Kortikoid zeigten im Verlauf der
Untersuchung das beste Transplantatiberleben, gefolgt von den NTX-Patienten, die eine
Zweifachtherapie erhielten. Patienten, die eine Zweifachtherapie mit einer Kombination aus
Immunsuppression und einem Glucokortikoid erhielten, hatten dagegen das schlechteste
Transplantatiberleben. Vergleichbare Ergebnisse wiesen auch NTX Patienten auf, die
ausschlie3lich eine Monotherapie mit einem Immunsuppressivum erhielten (s. Kap.
13.10ff).

14.10 Vergleich der Transplantatiiberleben NTX > 14 Jahren
Patienten und NTX < 14 mit instabiler NT Funktion

Aufgrund der relativen Haufigkeit eines Transplantatverlustes in der von uns
definierten Gruppe NTX < 14 Jahre mit instabiler Organfunktion (NTX < 14 Jahre instabil),
verglichen wir das Transplantatiberleben zur Gruppe der NTX > 14 Jahre in Abhangigkeit

der angewendeten Immunmodulation. Betrachtet man nur diese beide Gruppen aus dem
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Gesamtkollektiv, so erkennt man, dass die Patienten die ausschlieBlich eine immun-
suppressive Monotherapie erhielten, das beste Transplantatiiberleben hatten, gefolgt von
den Patienten mit einer Zweifachimmunsuppression und einem Glucokortikoid. Das
schlechteste Transplantatiberleben wiesen die NTX-Patienten die eine Einfach-
immunsuppression mit einem Kortikoid erhielten, gefolgt von den Patienten mit einer
Zweifachimmunsuppression ohne Glucokortikoid (Kap. 13.9, Tab.33 Abb. 26 S.120).

14.11 Gesamte CD 14 Expression zirkulierender Blutmonozyten
der NTX > 14 Jahre Gruppe versus NTX < 14 Jahre mit einer
instabilen (NTX < 14 i) NT Funktion

Die CD14 Expression auf Blutmonozyten der NTX> 14 Jahre Patientengruppe, wie
auch der NTX < 14 Jahre Patienten mit einer instabilen NT Funktion, ist im Vergleich zur
CD14 Expression gesunder Probanden vermindert. Auch der Vergleich zur Gruppe nieren-
insuffizienter Patienten (NI) und Hamodialysepatienten (HD) zeigt eine verminderte CD14
Expression auf den Monozyten Langzeittransplantierter (Abb. 39 S. 127). Dies kann auf
eine mdgliche Toleranzentwicklung gegenuber Endotoxin hinweisen und interferiert mit der
immunsuppressiven Medikation. Der direkte Vergleich der NTX> 14 Jahre Gruppe zu
Gesunden und Hamodialysepatienten, zeigt eine signifikant verminderte monozytare CD14
Expression in der NTX-Gruppe (p < 0,000 Tab. 58 S. 136, p < 0,000 Tab. 60 S. 137).
Gegenlber Patienten mit chronischer Niereninsuffizienz (NI) fallt dieser Unterschied
weniger stark aus (p < 0,089 Tab. 59 S. 136). Dennoch bleibt die Tendenz der NTX > 14
Patienten gegeniber Niereninsuffizienten zu niedrigeren CD 14 Expressionen erkennbar
(Abb. 29 S. 127). In der Gruppe der NTX < 14 Jahre mit instabiler NT Funktion zeigt sich
ein ahnliches Bild. Der Vergleich zu den Subgruppen Gesunder und HD Patienten zeigt fiir
die NTX < 14 i eine verminderte CD14 Expression (p < 0,00 Tab. 63 S. 138, p < 0,00 Tab.
65 S. 139). Gegenuber NI Patienten erkennt man ebenfalls in Gruppe der NTX < 14 Jahre
mit instabiler NT Funktion eine Tendenz (p < 0,072 Tab. 64 S. 138) zu geringeren
monozytaren CD14 Expressionen (Abb. 29 S. 127).

Insgesamt haben demnach NTX Patienten durchschnittlich eine verminderte CD14
Expression auf zirkulierenden Blutmonozyten. Vergleichsweise hierzu haben
hamodialysierte Patienten eine erhéhte CD14 Expression auf ihren Blutmonozyten
(Nockher et al. 1997, Ulrich C. 2008), welche als Zeichen einer chronisch systemischen
Mikroinflammation betrachtet werden kann. Die chronisch systemische Mikroinflammation
im NTX-Gewebe ist laborchemisch durch einen erhéhten CRP-Spiegel und eine Erhéhung
weiterer Akute-Phase-Proteine wie z.B. SAA (Serum Amyloid A) charakterisiert. Als
Ursache fur diesen Status der ,Mikroinflammation® ist die verstérkte Freisetzung humoraler
Faktoren wie z.B. proinflammatorische Zytokine (IL-6, IL-1, TNF-a). Ebenfalls begunstigt
wird diese Mikroinflammation durch einen vermehrten Anteil CD14++CD16+ zirkulierender
Blutmonozyten im Vergleich zur gesamten CD14++ Population. CD14++CD16+
exprimierende Monozyten werden im Vergleich zu CD 14++ Monozyten als reife
Monozyten betrachtet, die fir eine hohe Produktion proinflammatorischer Zytokine
verantwortlich sind (U. Sester 2001). Die niedrige CD14 Gesamtexpression ist unabhangig
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der immunsuppressiven Therapie, steht jedoch in Kontrast zur erhdhten pro-
inflammatorischen Aktivitat von NTX Patienten. Die CD14 Expression ist sowohl bei NTX
Patienten als auch Niereninsuffizienten (ohne Hamodialyse) herunterreguliert. Die
verstarkte Prasentation proinflammatorischer Monozyten / reifer Gewebsmakrophagen bei
NTX Patienten, ist wesentlich aussagekraftiger Gber den Status des NTX als die bisherige
klinische Betrachtung humoraler Faktoren (wie z.B. CRP, SAA, IL-6, IL-18), bezogen auf
den Transplantatverlauf und der Entwicklung einer interstitiellen Fibrose (Scherberich J.E.,
Rosskopf S. 2004). Nierentransplantate mit chronischer Transplantatdysfunktion weisen
eine starke Akkumulation CD14++CD16+ exprimierender Monozyten im Nierenparenchym
aus. Diese konnen sowohl die einzelnen Glomeruli durchsetzen, als auch das
Tubulointerstitium infiltrieren (Chenchanna-Merzhauser 2006; Scherberich J.E., Estner H.
2004). Das histologische Bild der zellularen Infiltration eines Nierentransplantates wahrend
einer akuten AbstoBBungsreaktion préagen nicht ausschlieBlich Monozyten / Makrophagen,
sondern auch T-Lymphozyten, B-Lymphozyten und NK—Zellen. Jedoch hat die Infiltration
mit T-Lymphozyten keinen ausschlaggebenden Effekt auf den Verlauf einer akuten
AbstofBungsreaktion, im Vergleich zur monozytaren Infiltration des Transplantates. Diese
macht sich ganz besonders in spateren NTX Stadien, im Rahmen einer TX-Dysfunktion,
bemerkbar. Erst die verstarkte Infiltration antigenprasentierender Blutmonozyten
(CD14++CD16+) und die daraus resultierende Ausschittung von Zytokinen, amplifiziert die
Wirkung der T-Lymphozyten im Nierengewebe (Girlanda R. 2008). Mit zunehmenden
Transplantatalter nimmt die Anzahl zirkulierender CD14 exprimierender Monozyten ab.
Scherberich et al. konnten dies im Zusammenhang mit einer gleichzeitigen Abnahme des
humoralen Faktors CRP beobachten. Die Anzahl proinflammatorischer CD14++CD16+
exprimierender Monozyten nimmt dagegen mit zunehmenden Alter des
Nierentransplantates zu, was auf eine ,diagnostische Unsicherheit® in der prognostischen
Bewertung humoraler und zellularer Faktoren deutet. Die CD14++CD16+ Expression von
Blutmonozyten kann, im Gegensatz zu den bisher bekannten humoralen Faktoren, zur
wesentlich besseren Verlaufskontrolle eines Nierentransplantates herangezogen werden.
Die erhéhte Expression proinflammatorischer Monozyten, welche als ,reife“ Monozyten im
Vergleich zu den weniger potenten jungen CD14++CD16+ Zellen eine hohere
phagozytotischer Kompetenz und Nahe zu dendritischen Zellen haben, kann krankhafte
Bedingungen des Nierentransplantates bzw. krankhafte Prozesse innerhalb des NTX,
wahrscheinlich besser erfassen (Scherberich J.E., Estner H. 2004). Die Akkumulation und
Proliferation aktivierter CD14++CD16+ Monozyten mit ihrer Nahe zu Gewebsmakrophagen
innerhalb der Glomeruli und des Tubulointerstitiums fihrt in aller Regel zum Untergang von
Nierengewebe. Die darlber hinaus verstarkte Freisetzung von Zytokinen und Wachstums-
faktoren ampilifiziert den progressiven Zelluntergang (unterstitzt durch T-Lymphozyten, B-
Lymphozyten und NK-Zellen), eine interstitielle Fibrose, mikrovaskulédre Calcifizierung und
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Glomerusklerose (Nockher W.A. 1999). Hierzu sind jedoch weitere Untersuchungen nétig.
Eine niedrigere CD14 Expression auf Blutmonozyten lasst sich ebenfalls bei Nierenkranken
mit einer geringradigen Nierendysfunktion beobachten, was als Zeichen einer
.immundefizienz* bzw. ,adaptiven Toleranz“ interpretiert werden kann (Scherberich J.E.,
Estner H. 2004). Die Behandlung einer Entziindungsreaktion bei NTX Patienten mit
Glucokortikoiden reguliert die CD14 Expression auf Blutmonozyten, die Konzentration des
I6slichen sCD14, sowie auch die Anzahl proinflammatorischer Monozyten akut herunter
(Scherberich J.E., 2000, Nockher W.A. 1997). Betroffen ist vor allem die CD14+CD16++
exprimierende Subpopulation. Diese werden durch die therapeutische Gabe von
Glucokortikoiden  herunterreguliert, was wiederum zu einer abgeschwéachten
Immunreaktion gegenuber bakteriellen Infektionen fihren kann (Nockher W.A et al. 1997).
Ahnliche Befunde haben wir friiher in einen anderen Zusammenhang beschrieben
(Nockher W., Scherberich J.E. 1999, 2001, 2005). Eine verminderte CD14 Expression bei
Nierentransplantierten, kann flr eine Anfalligkeit gegenlUber Infektionen und
kardiovaskularer Ereignisse verantwortlich gemacht werden (Scherberich J.E., Estner H.
2004), oder auch flr eine relative Toleranzentwicklung nach NTX. Eine tber CD14 und
TLR-4 vermittelte Aktivierung der Zytokinsekretion wird so wahrscheinlich durch die
geringere Rezeptordichte abgeschwéacht (Scherberich J.E. 2008).

14.12 Monozytare HLA DR Expression der NTX > 14 Jahre, NTX <
14 Jahre instabil Patienten und Subgruppenanalyse zu
Gesunden, Niereninsuffizienten (NI) und
Hamodialysepatienten (HD)

Die Expression der HLA DR Antigene auf CD14++, sowie CD14++CD16 +
Monozyten der NTX > 14 Patienten ist gegenliber Gesunden erniedrigt (p < 0,001, p<0,005
Tab. 58 S. 136). In der CD14+CD16++ Monozytengruppe zeigte die Auswertung keinen
Unterschied zwischen der HLA DR Expression auf den CD14+CD16++ Monozyten
Gesunder und NTX > 14 Jahre Patienten. Der Vergleich unserer NTX > 14 Patienten mit
Niereninsuffizienten (NI) und H&amodialysepatienten (HD), weist fir die HLA DR
Expressionen (auf allen untersuchten Monozytensubpopulationen) keine Unterschiede auf.
Die Haufigkeitsverteilung, der HLA DR Antigene ist in diesen Patientengruppen (NI, HD,
NTX > 14) &hnlich gering im Vergleich zu Gesunden (Abb. 30 S. 127, Abb. 31 S. 128, Abb.
32 S. 128). Vergleichbar der NTX > 14 Gruppe verhalt sich die HLA-DR-Expression auf
CD14++ und CD14++CD16 + Monozyten in der Gruppe der NTX < 14 i (instabil) Patienten.
Unsere Untersuchungen zeigten auf CD14++ und CD 14++CD16 + Monozyten einen
signifikanten Unterschied zur Kontrollgruppe Gesunder (p < 0,026, p < 0,02 Tabelle 63 S.
138). Die HLA DR Expression auf den Monozyten der NTX < 14 i (instabil) Gruppe ist
geringer als die Gesunder. Im Vergleich der NTX < 14 i Gruppe zur Gruppe der
Hamodialysepatienten zeigt die HLA DR Expression auf CD 14++CD16+ Monozyten einen
Unterschied (p < 0,029 Tab. 65 S. 139): Die HLA DR Expression auf Monozyten
hamodialysierter Patienten ist hdher als bei NTX < 14 i Patienten. Mdglicherweise werden
Leukozyten durch den chronischen Membrankontakt bei HD-Patienten aktiviert, woraus
sich die unterschiedlichen Monozyten HLA-DR Expressionen (gegentiber NT Patienten)
ergeben (Nockher W., Scherberich J. 1998) . Kein Unterschied in der Expression, der HLA
DR Antigene fand, sich zwischen der Gruppe der NTX < 14 Jahre Patienten mit einer
instabilen NT Funktion und niereninsuffizienten Patienten (Tab. 64 S. 138).
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Langzeittransplantierte Patienten, niereninsuffiziente und hdmodialysierte Patienten weisen
ahnliche Expressionsprofile ihrer HLA DR Antigene auf den Monozyten. Sie sind in allen
drei Patientengruppen gegeniber Gesunden vermindert. Sowohl Langzeittransplantierte
als auch nierentransplantierte Patienten mit einer instabilen Transplantatfunktion haben
insgesamt betrachtet geringere HLA DR Expressionen. Die grenzwertig signifikante
Erhéhung der HLA-DR Expression bei Patienten mit instabiler Transplantatfunktion
gegentber Langzeittransplantierten deutet darauf hin, dass sich die Abregulation positiv
auf das Transplantatiiberleben ausmacht (Abb. 30 S.127, Abb. 31 S. 128, Abb. 32 S. 128).

14.13 TLR 2 Expression der klinischen Subgruppen NTX > 14
Jahre, NTX < 14 Jahre mit instabiler NT Funktion und
Vergleich mit Gesunden, Niereninsuffizienten (NI) und
Hamodialysepatienten (HD)

Die TLR-2 Expression der NTX > 14 Jahre Patienten auf CD14++ und

CD14++CD16+ Blutmonozyten ist im Vergleich zu Gesunden unterschiedlich stark. Sowohl
auf CD14++ als auch auf CD14++CD16+ exprimierenden Monozyten der NTX > 14 Jahre
Gruppe ist die TLR-2 Expression signifikant niedriger als bei Gesunden (p < 0,026, p <
0,045 Tab. 58 S. 136). Dagegen zeigt die TLR-2 Expression auf den CD14+CD16++
Monozytensubsets der NTX > 14 Jahre Patienten im Vergleich zu Gesunden keinen
nennenswerten Unterschied. Sowohl bei den NTX > 14 Patienten als auch bei Gesunden
ist die TLR-2 Expression auf CD14+CD16++ Monozyten gleichartig verteilt (Abb. 34 S. 129,
Abb. 35 S. 130, Abb. 36 S. 130). Die TLR-2 Auspragung auf Monozyten der NTX < 14
Jahre Patienten mit instabiler NT Funktion (NTX < 14 i) ergibt in keine der untersuchten
Monozytensubpopulation (CD14++, CD14++CD16+, CD14+CD16++) Unterschiede zur
gesunden Vergleichsgruppe (Tab. 63 S. 138). Vergleicht man die NTX Kollektive NTX >
14 und NTX < 14 i (instabile NT Funktion) miteinander so ergibt sich ein Unterschied
zwischen der TLR-2 Expression auf CD14++ Monozyten (p < 0,049 Tab. 61 S. 137).
Die TLR-2 Expression ist auf CD14++. Monozyten der NTX > 14 Gruppe niedriger als
die von NTX < 14 i Patienten (Abb. 33 S. 129). Die Expression der monozytéren TRL-2
Rezeptoren bei den beiden anderen untersuchten Monozytensubgruppen CD 14++CD16+
und CD14+CD16++ zeigt zwischen den NTX > 14 und NTX < 14 i (instabil) Patienten keine
Unterschiede.
Die TLR-2 Expression zwischen NTX > 14 Jahre Patienten und NI Patienten auf den
untersuchten Monozytensubpopulationen ist ahnlich. Ein Vergleich zwischen NTX < 14 i
(instabil) Patienten und NI Patienten zeigt einen Unterschied auf CD14++ Monozyten: Die
TLR-2 Expression bei den CD14++ Monozyten NTX < 14 Jahre Patienten mit einer
instabilen NT Funktion, ist signifikant niedriger (p <0,021 Tab. 64 S. 138) als bei
Niereninsuffizienten. Vergleicht man die TLR-2 Expression zwischen der Gruppe der NTX
> 14 und HD-Patienten so ergibt sich fir CD14+CD16++ Monozyten Folgendes: Die
Expression der TLR-2 Rezeptoren ist in der Gruppe der NTX > 14 Jahre niedriger, als auf
CD14+CD16++ Monozyten von HD-Patienten(p < 0,013 Tab. 60 S. 136). Zwischen der
Gruppe der NTX < 14 i Patienten und den HD-Patienten zeigt die TLR-2 Expression auf
CD14++ Zellen einen signifikanten Unterschied (p < 0,034 Tab. 65 S. 139). Diese ist in der
Gruppe der NTX < 14 i (instabil) gegenlber Hamodialysepatienten erhéht. Weitere
Unterschiede, in der Auspragung des Rezeptors auf den Monozytensubgruppen zwischen
den verschiedenen Gruppen konnten nicht festgestellt werden (Abb. 33 S. 129, Abb. 34. S.
139, Abb. 35 S. 130).
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Unsere durchflusszytometrischen Analysen ergaben eine geringere Expression des TLR 2
Rezeptors auf Monozyten langzeittransplantierter Patienten (im Vergleich zu instabilen
Patienten). Dadurch kommt es offenbar zu einer abgeschwéachten TLR 2 spezifischen
Folgereaktion d.h. geringer Nf-kappa vermittelte Ausschittung von Zytokinen. Diese
Folgereaktion wirkt sich mutmaBlich langfristig positiv auf das Langzeitiberleben des
Transplantates aus. Der Zusammenhang zwischen einer guten und stabilen Organfunktion
nach Transplantation und einer korrespondierenden niedrigen TLR-2 Expression auf
CD14++ Monozyten hatten zwischenzeitlich auch Deng et al. bei anderen
Organtransplantaten aufgezeigt. Die Aktivierung der TLR-2 Rezeptoren auf Monozyten, die
in das Transplantatgewebe wahrend einer chronischen AbstoBungsreaktion infiltrieren,
initieren den ersten kritischen Schritt hin zur funktionellen Transplantatdysfunktion. Die
TRL-2 bzw.TLR-4 Expression auf peripheren CD14++ Monozyten kdénnte kinftig bei
Transplantierten als ein prognostischer Faktor einer Dysfunktion verwendet werden.
Steroidtherapie wéahrend einer akuten AbstoBungsreaktion bewirkt, dass die TLR-2
Expression auf den Monozyten herunterreguliert wird, um das Transplantat auf diese
Weise vor den Folgen einer weiteren zelluldren Infiltration zu bewahren (Deng J.F. 2007).
Die Abwesenheit einer TLR-2 Expression auf antigenprasentierenden Zellen (APC) weist
auf ein geringeres Risiko einer zytokinvermittelten Rejektion hin (Goldstein D. 2003).
Anhnliches gilt wohl bei Lebertransplantierten. Patienten mit guter Organfunktion nach
Lebertransplantation hatten eine niedrige TLR-2 Expression auf CD14++ Monozyten (Deng
J.F. 2007).

Analog hierzu weisen unsere Analysen an Nierentransplantierten mit instabiler
Transplantatfunktion auf eine Koinzidenz einer héheren monozytdren TLR-2 Verteilung.
Ihre Verteilung &hnelt derer von HD-Patienten, die ohnehin einen erhdhten latenten
Entziindungsstatus haben. Die Uber Zytokine induzierte Wirkung TLR-2 Rezeptoren steht
demnach fir einen instabilen klinischen NTX-Verlauf (h6here GesamteiweiBausscheidung,
alphai-Mikroglobulin, Albumin, ,creaping“ Kreatinin) im Vordergrund. TLR-2 Rezeptoren
kénnen als Detektoren fir eine Vielzahl sowohl exogener als auch endogener pathogener
Faktoren betrachtet werden. Diese These wird dadurch untermauert, dass TLR-2
Rezeptoren nicht nur auf antigenprasentierende Zellen (APC) begrenzt sind, sondern auch
auf epithelialen Tubuluszellen und auf Epithelzellen der Bowman'schen Kapsel, wéhrend
eines ischamischen Nierenschaden, vorkommen. Diese funktionelle Hochregulierung des
TLR-2 Rezeptors auf epithelialen Tubuluszellen und Epithelzellen der Bowman Kapsel
lasst sich am besten durch die Akkumulation endogener Faktoren wie z.B. HSP (Heat
Shock Protein) und pranekrotischer bzw. apoptotischer Zellen im Nierenparenchym
wahrend eines ischdmischen Gewebeschadens erklaren. Der renale Ischamie- und
Reperfusionsschaden wird durch die Ausschittung proinflammatorischer Zytokine
amplifiziert, was zum totalen Transplantatverlust fihren kann. TLR-2 ist hier das wichtige
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Bindeglied zwischen Parenchymschaden und einer Transplantatdysfunktion bzw. einer
AbstoBungsreaktion. Dies konnten Leemans et al. bestatigt (Leemans J. 2005). In Ihren
Untersuchungen fanden sie zu Beginn eines Ischamie-Reperfusionsschaden eine
signifikant geringere Infiltration an Makrophagen / Granulozyten im Interstitium TLR-2
negativen Mausen. Bestatigen lieB sich die stabile Nierenfunktion durch signifikant
niedrigere Serumkreatinin- und Harnstoffwerte, welche parallel zur Gewebeinfiltration
bestimmt wurden. Diese Ergebnisse untermauern substanziell unsere Beobachtungen bei
langzeittransplantierten Patienten mit instabiler Organfunktion. So steht eine hohe TLR-2
Expression in direkten Zusammenhang mit der Aktivierung des Immunsystems, im
Rahmen von Parenchymschaden, als Folge einer verstarkten Infiltration CD14++CD16+
Blutmonozyten als reife Gewebsmakrophagen in das NTX-Gewebe und den damit
verbundenen Konsequenzen. Langzeittransplantierte profitieren durch eine geringere TRL-
2 Prasentation auf den CD14 und CD 16 exprimierenden Blutmonozyten als protektiven
Faktor aufgrund einer erhéhten Immuntoleranz. Eine weitere Untersuchung beschéftigte
sich ebenfalls mit der Gewebsexpression von TLR 2. In dieser Studie um die Arbeitsgruppe
um de Groot et al wurde ein direkter Zusammenhang zwischen einer hohen TLR-2
Expression und einer guten Organfunktion nach Transplantation festgestellt. Die
Ergebnisse dieser Untersuchung stehen im Gegensatz zu den Erkenntnissen unserer
aktuellen und vorangegangenen Untersuchungen. Die Schlussfolgerungen aus dieser
Studie waren auf mehrfache Ricksprache mit den an der Studie beteiligten Pathologen,
der die immunhistologischen Untersuchungen durchfiihrte, allerdings anhand unserer und
ahnlicher abweichender Daten selbst nicht erklarbar (de Groot K. et al. 2008).

14.14 Intrazellulare Expression von TRL 4 (CD14 Monozyten) bei
NTX-Patienten > 14 Jahre, NTX < 14 Jahre mit instabiler NT
Funktion und Subgruppenanalyse zu Gesunden,
Niereninsuffizienten (NI) und Hamodialysepatienten (HD)

Die intrazellulare TLR-4 Expression in den Monozytensubgruppen sowohl der

NTX > 14 Jahre als auch der NTX < 14 i (instabil) Patienten ergab keinen Unterschied zur
intrazelluldaren TLR-4 Auspréagung Gesunder. Die intrazelluldre TLR-4 Expression auf
CD14++, CD14++CD16+ und CD14+CD16++ Monozyten der instabilen NTX < 14 Jahre
Patienten wies eine Tendenz fur eine hdhere Expression des TLR-4 Rezeptors gegenuber
dem gesunden Kontrollkolektiv (p < 0,1 Tab. 63 S. 138) auf. Die Verteilung der TLR-4
Rezeptoren auf den untersuchten Monozytensubgruppen zwischen den NTX > 14 Jahre
und Gesunden ist dagegen vergleichbar (Abb. 36 S. 130, Abb. 37 S. 131, Abb. 38 S. 131).
Ein Vergleich zwischen der Gruppe der NTX > 14 Jahre Patienten und der Patienten mit
chronischer Niereninsuffizienz ergab ebenfalls keinen Unterschied. Vergleicht man in
diesem Zusammenhang die Patientengruppe der instabilen NTX < 14 Jahre mit der NI-
Gruppe so kann ein Unterschied auf den CD14++CD16+ und den CD14+CD16++
Monozyten deutlich gemacht werden (p < 0,014, p < 0,003 Tab. 64 S. 138): Patienten mit
instabiler NT Funktion haben eine héhere intrazellulare monozytare TLR-4 Expression. Da
TLR-4 auch Uber einen intrazelluldren Signalweg proinflammatorische Zytokine vermittelt,
kdnnte sich hieraus das erhdhte Transplantatverlustrisiko erklaren.
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Der Vergleich zwischen der NTX > 14 Patientengruppe und chronische Dialysepatienten
(HD-Patienten) zeigt auf allen untersuchten Monozytensubsets einen Unterschied fiir den
intrazellularen TLR-4 Rezeptor. Die intrazelluldre TRL-4 Expression in der Gruppe der NTX
> 14 Jahre Patienten ist im Vergleich zur Expression der HD-Patienten in allen
untersuchten Monozytensubgruppen (CD14++, CD14++CD16+, CD 14+CD16++)
signifikant vermindert (p < 0,065, p < 0,001, p < 0,000 Tab. 60 S. 136). Im Vergleich zu
allen anderen hier untersuchten Patientengruppen haben HD-Patienten die hdchste
intrazellulare TLR-4 Rezeptordichte peripherer Blutmonozyten. Die intrazellularen TLR-4
Expressionen der instabilen NTX < 14 Patientengruppe (NTX < 14 i) unterschied sich von
der Gruppe der HD-Patienten; d.h. die Verteilung der intrazelluldren TLR-4 Rezeptoren ist
bei beiden Gruppen im ,proentziindlichen Bereich“ (Abb. 36 S. 130, Abb. 37 S. 131, Abb.
38 S. 131).

Dialysepatienten leiden typischerweise an einer chronisch entziindlichen sog. ,Mikro-
inflammation®, deren Hintergriinde noch nicht vollstandig geklart sind: Beteiligt sind u.a.
der periodisch wiederkehrende Kontakt von Leukozyten mit kinstlichen Membranober-
flachen, die Monozyten und Granulozyten aktivieren und Zytokine freisetzen, die Akku-
mulation potenziell zytotoxischer Substanzen (freie-L-Ketten, B2-Mikroglobulin, Polyamine),
endotheltoxisches asymmetrisches Dimethyl-Arginin, Protein/Peptidfragmente, die die
Phagozytose hemmen, Dyslipiddmie mit erhéhten proatherogenen LDL-Subfraktionen

(Typ 5,6-small dense Lipoproteine), erhéhte Blutspiegel an Endotoxinen etc.

Ahnlich wie Nierentransplantierte haben Dialysepatienten ein erhdhtes Infektionsrisiko.
Auch eine optimierte Immunsuppression kann nach Nierentransplantation eine standige
proentzundliche Aktivitdt peripherer Blutmonozyten des Empféngers nicht vollstandig
unterdriicken (Scherberich J.E., Estner H. 2004.). Wahrscheinlich sind hierbei u.a.
empfangerseitige Immunreaktionen gegen I6sliche und gewebsgebundene Alloantigene
des Transplantats mit verantwortlich, d.h. eine vollstandige Immuntoleranz ist auch durch
die chronische Immunsuppression nicht gewahrleistet. Die erhdhte monozytare TLR 4
Expression kann hierbei im Zusammenhang stehen. Die intrazelluldre Expression des
monozytéren TLR 4 Rezeptors ist bei langzeittransplantierten Patienten verglichen zu allen
anderen Patientengruppen (instabile NTX Gruppe, HD, NI) geringer. Nierentransplantierte
Patienten mit instabiler Transplantatfunktion (damit mutmasslich progredienter
Transplantatdysfunktion) haben dagegen eine sehr hohe Expression des intrazellularen
TLR 4 Rezeptors zirkulierender Monozyten ( Tab. 52 S. 125, Abb. 36 S. 130, Abb. 37 S
131, Abb. 38 S. 131). Untersuchungen der Studiengruppe um Braudeau et al (2008) und
Nogueira et al.(2010) bestatigen unsere Ergebnisse. Eine erhdhte TRL4 Expression geht
mit einem langfristig progredienten Organ(funktions)verlust einher (Braudeau C. 2008).
Zudem ist unter akuten Abstossungsreaktionen gewebsstandig im Transplantat die TLR-4
Expression erhdht (Dessing M.C. et al. 2010)

Die Kooperation zwischen CD14 Epitop, einem transmembranalen TLR-4 Rezeptor, und
MD-2 ist von zentraler Bedeutung fir die Erkennung bakterieller LPS (Endotoxin,
gebunden an LPB). TLR-4 tritt nicht nur als ein extrazellularer Rezeptor in Erscheinung,
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sondern zeigt im Gegensatz zu TLR-2 auch eine intrazellulare Funktion. Arbeiten um die
Arbeitsgruppe um Duzendorfer et al. konnten diese zusatzliche intrazellulare Funktion von
TLR-4 an koronalen Epithelzellen nachweisen. Wahrscheinlich gewahrleistet der
intrazellulare TLR-4 Rezeptor einen adaquaten Abbau intrazelluldrer Antigene, z.B. HSP60
(Duzendorfer 2004b). Die intrazelluldre Expression der monozytéren TLR-4 Rezeptoren ist
bei Langzeittransplantierten, verglichen zu allen anderen Patientengruppen (instabil NT,
HD, NI), geringer. Nierentransplantierte Patienten mit instabiler Transplantatfunktion
weisen dagegen eine hohe Expression der intrazellularen TLR-4 Rezeptoren.
Untersuchungen um die Studiengruppe um Braudeau et al. bestatigen unsere Ergebnisse.
Eine erhéhte TRL-4 Expression geht mit einen langfristig progredienten Organverlust nach
Nierentransplantation einher (Braudeau C. 2008).

Ahnlich den instabilen NTX-Patienten verhalt sich die Verteilung des intrazelluldren TLR-4
Rezeptors bei hamodialysierten Patienten. Hamodialysierte und instabile NT Patienten mit
einem Transplantatiberleben von NTX< 14 Jahren, zeigen die héchsten Expressionen
(Abb. 36 S. 130, Abb. 37 S 131, Abb. 38 S. 131). Vergleichbare Untersuchungen, an
Patienten, die ein Lebertransplantat bekommen hatten, bestéatigen unsere Beobachtungen.
Deng et al. konnten feststellen, dass Patienten mit akuten Abstossungsreaktionen des
Lebertransplantates eine erhdhte TLR-4 Expression auf CD14++ Monozyten aufwiesen.
Dagegen hatte die Kontrollgruppe transplantierter Patienten mit stabiler Organfunktion
keine erhéhten TLR-4 Expressionen auf CD14++ Monozyten. Kommt es zu einem akuten
AbstoBungsprozess des Transplantates, kann man unter Gabe i.v. gepulster
Glucokortikoide die Wirkungen einer TLR-4 Aktivierung auf peripheren CD14++ Monozyten
abmildern (Deng  J.F. 2007). Molekulargenetische Untersuchungen  an
Nierentransplantaten durch Palme et al. untermauern unsere immunologischen Daten. Die
genetische Préadisposition fir eine hohe TLR-4 Expression kann zu einer erhéhten
Haufigkeit akuter Abstossungsreaktionen bei Nierentransplantierten flihren. Die Ursache
liegt in einer erhdéhten ,Suszeptibilitdt® der Immunabwehr. Ein bestimmter TLR 4
Polymorphismus (Asp 299Gly, Thr399lle) hat eine erhéhte Sensibilitat TLR-exprimierender
Zellen zur Folge, die dadurch vermehrt proinflammatorische Zytokine freisetzen (,Burst®)
(Palme S.M. 2006). Zu ahnlichen Ergebnisse kamen ebenfalls molekulargenetische
Untersuchungen durchgefiihrt durch Methe et al. an Herztransplantierten. Patienten mit
endothelialer Dysfunktion unmittelbar nach Transplantation, zeigten signifikant erhéhte
TLR-4 Expressionen auf ihren CD14++ Blutmonozyten. Diese betraf nicht ausschlieBlich
CD14++ Monozyten, sondern lies sich auch auf Endothelzellen intramyokardialer GefaBe
nachweisen. Eine endotheliale Dysfunktion nach Herztransplantation steht im
Zusammenhang mit erhéhter monozytarer TLR-4 Expression, da Monozyten zu den
dominierenden Zellen einer Transplantatinfiltration gehéren (Methe H. 2004). Der
Infiltration des Transplantates geht die Reifung zirkulierender antigenprasentierender
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Zellen voraus. Auch hier sind TLR’s ein regulierender Faktor. Eine Signaltransduktion Uber
TLR-4 fuhrt zur Reifung junger undifferenzierter antigenprasentierender Zellen wie z.B.
dendritische Zellen (Goldstein D.R 2006). Die Arbeitsgruppe um Scherberich et al. konnten
bereits in zahlreichen vorausgegangenen Studien eine erhéhte CD14++CD16+
exprimierender Monozyten/Makrophagen im Nierenparenchym nachweisen (Scherberich
J.E., Estner H. 2004). Wir nehmen an, dass TLR’s, wie in diesem Fall TLR-4, diesen
Reifungsprozess in bestimmter Weise férdern. Es sind hierfir noch keine gesicherten
Daten vorhanden. Die Kapazitdt TLR-4 exprimierender CD14++CD16+ Monozyten
proinflammatorische Zytokine zu ,synthetisieren* steht in Zusammenhang mit der TLR-
Expressionsdichte. Dies ist insofern bedeutungsvoll, da zirkulierende proinflammatorische
Zytokine im Blut keine sicheren ,Screeningparameter”, bezogen auf den inflammatorischen
Status einer chronischen Niereninsuffizienz, sind (Ando M. 2005). Auch fanden wir
verminderte TLR-4 RFC Werte unterschiedlicher Monozytensubsets bei NTX mit (sehr)
guter Transplantatfunktion (NTX > 14 Jahre) und Niereninsuffizienten. Anders verhélt es
sich bei NTX Patienten mit instabiler Organfunktion und Hamodialysepatienten. Patienten,
die sich regelmaBig einer Dialyse unterziehen mussen, weisen die_héchste TLR-4 Dichte
im Vergleich zu allen anderen Gruppen (NTX, NI, Gesunde) auf (Abb. 36. S. 130, Abb. 37
S. 131, Abb. 38 S. 131). Die Infektionshaufigkeit in dieser Patientengruppe (HD) ist i.d.R.
hoch, woraus sich der Zusammenhang der TLR-4 Expression und der Zytokinsynthese
ergibt. NTX Patienten dagegen und vor allem NTX > 14 Jahre Patienten mit guter
Organfunktion sind weniger infektanféllig, was auf eine gewisse ,Immuntoleranz® schlieBen
lasst. Diese Aussage muss sehr vorsichtig interpretiert werden, da umgekehrt eine
Herunterregulierung der TLR-4 Expression das Infektionsrisiko bei Hochrisiko-Patienten,
wie es Dialyse und NTX Patienten mit einer instabilen Transplantatfunktion sind, erhéhen
kann (u.a. verminderte Sekretion von Zytokinen). Unsere Ergebnisse bezilglich TLR-4
widersprechen den Beobachtungen die die Arbeitsgruppe um Kuroki et al., welche Gber die
TLR-4 Expression bei Hamodialysepatienten gemacht wurden. Hier fanden sich auf
zirkulierenden Monozyten eine verminderte TRL-4 Prasentation bei HD Patienten, die
wahrend des Dialyseprozesses weiter herunterreguliert wurde. Diese Herunterregulierung
monozytdren TLR-4 Rezeptors folgt einer verminderten Immunkompetenz (Kuroki Y.
2007). Unsere Beobachtungen zeigen im Gegensatz zur Arbeit um Kuroki et al., dass
Nierentransplantierte mit instabilen  Transplantatverlauf (NTX <14 i) sowie
Hamodialysepatienten eine hohe TRL-4 Expressionen auf allen Monozytensubsets
aufweisen.

Im Falle der NTX <14 Jahre mit instabiler Organfunktion kann die hohe TLR-4 Expression
auf immunkompetenten Zellen als ein Surrogatfaktor flir die eher schlechte Prognose
dieser Patientengruppe angesehen werden.
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14.15 Vergleich monozytéarer Expression immunologischer
Merkmale zwischen stabilen NTX-Patienten > 14 Jahre und
NTX Patienten < 14 J. mit instabiler NT Funktion

Der Vergleich der CD14, HLA DR und TLR 2 / 4 Merkmalen zwischen den
untersuchten NTX (NTX > 14 Jahre und NTX < 14 Jahre mit einer instabilen NT Funktion)
Patienten, zeigt einen Unterschied der HLA DR und TLR 2 Expressionen auf den CD14++
Zellen (p = 0,052, p < 0,049 Tab. 62 S. 137, Abb. 30 S. 127, Abb. 31 S. 128, Abb. 32 S.
128). Langzeittransplantierte mit einer stabilen Transplantatfunktion, weisen eine geringere
HLA DR und TLR 2 Auspragung auf CD14++ Monozyten. Der Vergleich der weiteren
Monozytensubpopulationen (CD 14++CD16+, CD14+CD16++) deutet auf geringe
Unterschiede in der HLA DR und TLR 2 Expression (Tab. 61 S. 137).

Die intrazellulare TLR 4 Expression beider NTX Gruppen, weist einen signifikanten
Unterschied auf den CD14++CD16+ und CD14+16++ Monozyten auf. Hier ist die
Haufigkeitsverteilung der TLR 4 iz Rezeptoren der NTX > 14 Patienten zu den NTX < 14 i
Patienten niedriger (p < 0,043, p < 0,01 Tab. 61 S. 137).

Im Gegensatz zur Intrazelluldren TLR 4 Expression, ist die extrazellulare Auspragung in
beiden NTX-Gruppen sehr ahnlich. Lediglich auf der CD14+CD16++ Monozytenpopulation
kann man eine Tendenz der instabilen NTX-Patientengruppe zu héheren extrazellularen
TRL 4 Auspréagungen erkennen (p < 0,062, Tab. 62 S. 137, Abb. 41 S. 133).
Langzeittransplantierte Patienten mit stabiler Transplantatfunktion (und ,ausgewogenem®
TLR System) sind mutmasslich weniger anfallig auf Infektionen. Nierentransplantierte mit
instabiler NT Funktion (NTX<14i), weisen im direkten Vergleich zur Gruppe der stabilen
Langzeittransplantierten eine hohere Dichte verschiedener monozytarer funktionell
wichtiger Antigene auf. Darunter hdhere Anteile CD16-positiver (Fc-Gamma-RIll),
Monozyten, veranderte Zellexpression von HLA-DR und TLR-2 sowie die der
intrazellularen und extrazellularen TLR-4 Rezeptoren. Die erhdhte Expression auf
Blutmonozyten Nierentransplantierter mit instabilen NT Funktion, ungeachtet der
Immunsuppression, kann als Zeichen einer latenten und ,labilen Mikroinflammation®
interpretiert werden und sich nachhaltig unglnstig auf die Transplantatfunktion auswirken,
z.B. durch erhbéhten Influx von Leukozyten ins Transplantat, beschleunigte
Transdifferenzierung von CD14++ Monozyten in Fibrozyten (vergl. auch: Niedermeir et al.
2009, Braudeau C. 2008).
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Schematische Darstellung der aus den erarbeiteten Daten vermuteten Zusammenhéange zwischen
der Expression monozytarer Antigene (HLD-DR, TLR, CD14-CD16) und einem stabilen bzw.
instabilen Transplantatverlauf (Scherberich J.E. et al. 2008, Nieren und Hochdruckkrankheiten 37,

522-523; Farmakiotis A. Scherberich et al., 2009).
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14.16 Genetische Polymorphismen von Zytokinen

Zytokine vermitteln und regulieren immunologische Reaktionen und sind an der
Proliferation antigenprasentierender Zellen (APC’s) beteiligt. Zytokine werden nach ihrer
immunologischen Antwort und nach ihrem Effekt wahrend eines Entziindungsprozesses
klassifiziert. Typ | Zytokine werden von Zellen der zelluldren Immunitat induziert und
sezerniert, wahrend Typ Il Zytokine von Zellen der humoralen Immunitat generiert werden.
Die Einteilung aufgrund ihres immunmodulierenden Effektes wahrend einer
Entzindungsreaktion erfolgt in proinflammatorisch und antiinflammatorisch. Zur Gruppe
proinflammatorischen Zytokine gehéren (Eiselt M. 2006):

Thromboxan A2
Leukotrien B4
Substanz P

e Interleukin 1 (IL-1)
e Interleukin 2 (IL-2)
e |Interleukin 6 (IL-6)
e |Interleukin 8 (IL-8)
e Interleukin 12 (IL-12)
e TNF-a

e MCAF

e INF-y

e GM-CSF

[ ]

°

°

Zur Gruppe antiinflammatorischen Zytokine gehéren (Eiselt M. 2006):

Interleukin 1 Rezeptorantagonist
Interleukin 4 (IL-4)

Interleukin 10 (IL-10)

Interleukin 13 (IL-13)

TGF-B

TNF-Bindungsprotein
Prostaglandin E2

Prostaglandin I2

Die Regulation der Zytokine auf genetischer Ebene erfolgt durch Bindung regulierender
Faktoren an bestimmte Sequenzen einer Promoterregion. Kommt es zu einem Austausch
eines Basenpaares in der genetischen Sequenz (Single Nucleotid Polymorphism, SNP) hat
diese Mutation zur Folge, dass die Bindung transkriptioneller Faktoren beeinflusst wird.
Damit &ndert sich die Genaktivitat fur das entsprechende Zytokin.

Die in der Transplantationsmedizin verwendeten Transplantate unterliegen bald nach ihrer
Entnahme und der weiteren Transplantation starken Einflissen. Schwerwiegendste
Komplikation, nach erfolgter Ubertragung, ist die AbstoBung durch den Empfanger.
Zytokine haben hierbei eine Schlisselfunktion und genetische Polymorphismen, die auf
deren Expression einwirken, kénnen Einfluss auf die Toleranz oder AbstoBungsreaktion
des Organismus auf das Transplantat haben (Poole K.L. 2001). Die Wirkung der Zytokine
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auf das Transplantatiiberleben wird jedoch in der Literatur kontrovers diskutiert (Lee H.
2004).

Hier untersuchten wir 48 NTX Patienten nach ihrer genetischen Expressionen folgender
Zytokine:

e [L-4-590 C/T.

e IL-10-1082 G/A

e IFN-y-874T/A

e GM-CSF -677 C/T
Von 48 Patienten hatten 27 Patienten ein Transplantatiberleben von NTX = 14 Jahren, 11
Patienten ein Transplantatiberleben NTX < 5§ Jahren, 7 Patienten ein Transplantat-
Uberleben NTX < 9 Jahren und 3 Patienten ein NTX < 12 Jahren (Kap. 8.7). Wir
untersuchten den Zusammenhang zwischen immunologischen Merkmalen und genetischer

Expression sowie die Haufigkeit der Polymorphismen in den verschiedenen NTX-Gruppen.

14.17 IL-4 590 C / T Polymorphismus

IL-4 gehdrt zu den antiinflammatorischen Zytokinen und wird durch Th2 Zellen
produziert und sezerniert (Abbas A.K. 1996). IL-4 induziert die Proliferation von B-Zellen
und die Produktion von Immunglobulin E (Jabara H.H. 1990), Immunglobulin G und M
durch B-Lymphozyten (Defrance T. 1988). Weiterhin ist IL-4 an der Differenzierung von T-
Zellen und Thymozyten aus hdmatopoietischen Stammzellen beteiligt (D"Andrea A. 1995).
IL-4 hemmt in Monozyten und Makrophagen die Expression IFN-y induzierter Gene, und
vermittelt die Bildung zytoplasmatischer Auslaufer bei Monozyten, die dadurch das
Erscheinungsbild dendritischer Zellen erhalten (De Waal M.R. 1993). IL-4 hemmt die
Ausschittung proinflammatorischer Zytokine TNFa, IL-6 und IL-1a, IFN-y, sowie die
Freisetzung der antiinflammatorischen Zytokine IL-10 und PG E2 (Hart P.H. 1999). In vitro
Langzeituntersuchungen an Monozytenzellkulturen zeigten, dass IL-4 die Aus-
differenzierung der Monozyten unter Einfluss von GM-CSF blockiert. Daneben findet man
auch einen hemmenden Effekt auf die Expression immunologischer Merkmale auf der
Oberflache der Makrophagen, wie z.B. CD14 und Fc Rezeptoren. Kurzzeitbehandlung von
Monozyten mit IL-4 verstarkt die Expression MHC Klasse Il Antigene auf der Oberflache
von Monozyten sowie auf der Oberflache von B-Lymphozyten (Peters J.H. 1991, Litmann
B.H. 1989, Lee H. 2004).

Genetische Untersuchungen an der Promoterregion des flinften Chromosom ergaben fiir
das IL-4 Gen einen C zu T Polymorphismus (Substitution von C nach T) der Position -590
(Rosenwasser L. J. 1995). Das Auftreten dieses IL-4 590 C/T Polymorphismus wird in der
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Literatur mit unterschiedlichen Haufigkeiten beschrieben. Rosenwasser et al. beschreiben
das Auftreten des T- Polymorphismus in ihrem nordamerikanischen Kollektiv auf Position -
590 mit 40%. Ahnliche genetische Untersuchungen in einer japanischen Studie ergaben
eine vergleichbare Haufigkeit des T- Allels fir den IL-4 590 C/T Polymorphismus (Noguchi
E. 1998). Unsere eigenen Untersuchungen an 48 nierentransplantierten Patienten, und
zusatzlich 96 Gesunden, ergaben eine Haufigkeit des T-Allels fir den IL-4 590 C/T

Polymorphismus von 2-3%. Untersuchungen durch Lee H. an nierentransplantierten
Patienten ergaben eine vergleichbare Haufigkeit des IL-4 T-Allels in ihren untersuchten
Kollektiv von 6% (Lee H. 2004).

14.18 Immunologischer Einfluss des IL-4 590 C/T
Polymorphismus

Das IL-4 Zytokin reguliert die Ausschittung von IgE aus B-Lymphozyten.
Genetische Studien, die die Haufigkeit des IL-4 -590 C/T Polymorphismus untersuchten,
wiesen auf einen Zusammenhang zwischen dem T-Allel und einer verstarkten IgE
Produktion (Rosenwasser L.J. 1995). Dieser Zusammenhang wurde in genetischen
Untersuchungen durch Noguchi et al. 1998 an Asthmapatienten, sowie durch weitere
Studien an Patienten mit atopischer Dermatitis bestatigt (Noguchi E. 1998, Kawashima T.
1998). Der IL-4 590 C/T Polymorphismus hat direkte Auswirkungen auf die Produktion von
IL-4. Das T-Allel fihrt zu einer verstarkten Ausschattung von IL-4 (sog. ,high producer®),
wohingegen dazu das C-Allel zu einer geringeren IL-4 Produktion beitragt (sog. ,low
producer®) (Poole K.L. 2001, Bittar M.N. 2007)

14.19 Einfluss des IL-4 Genpolymorphismus bei
nierentransplantierten Patienten

Molekulargenetische Analysen sowohl an Organspendern als auch an Empfangern
eines Nierentransplantates ergaben, dass das IL-4-T-Allel die AbstoBung des Trans-
plantates beeinflussen kann. Untersucht wurde der Zusammenhang zwischen genetischer
Expression von Spender / Empfanger und TransplantatabstoBung. Hierbei zeigte sich,
dass die Kombination von Spender IL-4 C Allel / Empféanger IL4 C Allel (Spender ,low
producer* / Empfénger ,Jow producer®) in der Gruppe der Patienten die eine AbstoBung
aufzeigten, signifikant erhdht war. Als ,TransplantatabstoBung“ wurde eine Mehrfach-
abstossung des Transplantates definiert. Patienten mit nur einen AbstoBungsereignis
wurden in die Gruppe der sogenannten ,non-rejectors® zusammengefasst. Anderseits
zeigte sich eine Verbindung zwischen dem IL-4 -590 T Allel (,high producer) und einer
geringeren Haufigkeit von Abstossungsreaktionen (Poole K.L. 2001). Im Gegensatz zu den
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Ergebnissen der Studiengruppe um Poole et al., konnten in ihren molekulargenetischen
Untersuchungen an nierentransplantierten Patienten die Arbeitsgruppe um Lee et al. diese
Erkenntnisse nicht bestéatigen. In ihren Studien wurden 277 Nierentransplantierte beziiglich
des IL-4 590 Polymorphismus untersucht. Hierbei ergab sich keine Verbindung zwischen
einer akuten AbstoBungsreaktion innerhalb des ersten Jahres und dem IL-4 590 C / T
Polymorphismus (Lee H. 2004).

14.20 Einfluss von Calcineurininhibitoren auf die IL- 4
Freisetzung
Die Induktion der IL-4 Transkription in Th2 Zellen unter physiologischen
Bedingungen erfolgt nach Stimulation des T-Zell Rezeptors mit antigenprasentierenden
Zellen in Zusammenhang mit MHC Klasse Il Antigenen (Li-Weber M. 1997). Dies 16st zwei
intrazellulare Mechanismen aus, die zur Transkription des IL-4 Genes flhren:
1) den Protein-Kinase C abhangigen Mechanismus der zur Synthese des Aktivierungs-
Proteins 1 (AP-1, Activator-protein 1) fahrt.

2++

2) einen Ca“™* abhangigen Mechanismus. Dieser resultiert in einer Kalzineurin abhangigen
Dephosphorylierung und nuklearen Translokation préexistierender nuklearer Faktoren
aktivierter T-Zellen (NFAT). Der Ca®** abhéngige Mechanismus der IL- 4 Genaktivierung
kann durch Calcineurininhibitoren (Cyclosporin, FK506) vollstdndig gehemmt werden

(Schreiber S.L. 1992).

14.21 Monozytare CD14++ TLR 4 (intrazellulér) Expression
und IL-4 590 C/T Polymorphismus

In unserer Studie an Nierentransplantierten untersuchten wir den Zusammenhang
zwischen intrazelluldren TLR 4 Expression auf CD14++ Monozyten und des IL-4 590 C/T
Polymorphismus. Die Auswertung dieser Merkmale zeigt eine positive Korrelation zwischen
dem IL-4 590 T-Allel und einer hohen intrazellularen TLR 4 Expression. Es besteht eine
signifikante Assoziation (p < 0,052 Tab. 75 S. 147). Der Korrelationskoeffizient nach
Pearson zeigt eine schwache Bindung zwischen diesen beiden Merkmalen (Kp < 0,169).
Die Ursache fir diese schwache Bindung ist im Kollektiv und in der Haufigkeitsverteilung
des Polymorphismus zu finden.

Aus unseren friheren Untersuchungen an Blutmonozyten konnten wir eine verminderte
Expression des CD14 Epitops auf zirkulierende Blutmonozyten Nierentransplatierter
feststellen (Nockher W.A., Scherberich J.E. 1995). Patienten mit einer geringgradigen
Nierendysfunktion weisen dhnlich den Nierentransplantierten eine niedrige Expression des
CD14 Epitops, was als Zeichen einer ,adaptiven Toleranz“ interpretiert werden kann
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(Scherberichd.E., Estner H. 2004). Unsere aktuelle Untersuchung kommt zusatzlich zum
Ergebnis, dass eine niedrige TLR 4 Expression vorteilhaft fir eine langfristige NT Funktion
sein kann. Betrachtet man die vorausgegangenen Erkenntnisse und die Ergebnisse aus
unseren  aktuellen  immunologischen  Untersuchung aus der Beobachtung
langzeittransplantierter NT  Patienten, vervollstindigen wir unsere Ergebnisse
zellimmunologischer Merkmale peripherer Blutmonozyten. Auch wird ebenfalls deutlich,
wieso der Effekt einer verminderten IL-4 Zytokinproduktion vorteilhaft flr ein stabile NT
Funktion sein kann: Die Haufigkeitsverteilung der intrazelluldren TLR 4 Expression von
CD14++ Monozyten zeigt in unserer Untersuchung eine gréBere Dichte auf Blutmonozyten
der NTX < 14 Jahre Patienten mit instabiler NT Funktion gegenlber
Langzeittransplantierten. Eine mogliche Ursache konnte als genetische Pradisposition
hierfar im Polymorphismus des IL-4 Gens liegen (T-Polymorphismus, ,high Producer®) was
sich wiederum in der antiinflammatorischen Funktion des IL-4 Zytokins in der Gruppe der
instabilen Nierentransplantierten (NTX < 14 i Gruppe) widerspiegelt. Nierentransplantierte
Patienten unterliegen einer latenten Mikroinflammation, die sich negativ auf die Funktion
des Transplantates auswirkt. NTX Patienten mit instabiler Organfunktion haben eine
starkere Progression einer Arteriosklerose (Arteriolopathie, Mikroangiopathie) unter dem
Einfluss der Mikroinflammation im Transplantat. Damit verbunden ist ein hdheres
Infektionsrisiko (Scherberich J. 1998). Dies férdert die Entwicklung der chronischen
Transplantatdysunktion bei diesen Patienten. Die hohe intrazellulare Expression von TLR 4
lasst darauf schlieBen (Tab. 52 S. 125). In dieser Patientengruppe mit instabilen
Transplantat fand sich eine hohe IL- 4 Produktion und erhdhte monozytare CD14++
Expressionen im Vergleich zu Langzeittransplantierten.

14.22 Intrazellulare TLR 4 Expression auf CD14++CD16+
Monozyten und IL-4 590 C/T Polymorphismus

Die Untersuchung unseres Patientenkollektiv an NTX Patienten ergab einen
Zusammenhang zwischen der intrazelluldren TLR 4 Expression in CD14++CD16+
Blutmonozyten und dem IL-4 590 C/T Polymorphismus. Die Auswertung zwischen der
TLR-4 Expression und der Haufigkeit des IL-4 590 T Polymorphismus ergibt zwischen
beiden Auspragungen einen engen Zusammenhang. Bei naherer Betrachtung liegt die
Begriindung fir diese Assoziation in der verstarkten Haufigkeit des T-Allels (,high
Producer®) in der Gruppe der hochexprimierenden intrazellularen TLR 4 auf
CD14++CD16+ Monozyten (p < 0,05 Tab. 77 S. 149). Bei genauerer Betrachtung lasst sich
fir diese Assoziation eine relativ schwache Bindung feststellen (Kp < 0,204 Tabelle 77 S.
149). Die Ursache hierflr liegt in der geringen Haufigkeit des T-Allels innerhalb des
Kollektives.

Der immunologische Vergleich zwischen der NTX > 14 Jahre Gruppe und der NTX < 14 (i)
Jahre mit einer instabilen NT Funktion ergibt eine signifikant erhdhte Dichte der intra-
zelluldaren TRL 4 Expression auf CD14++CD16+ Monozyten der NTX < 14 (i) Jahre (=
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Gruppe instabiler NT Funktion (NTX < 14 i). Blutmonozyten Nierentransplantierter mit
instabiler Organfunktion haben eine héhere Dichte an TLR 4 Rezeptoren. Scherberich et
al. wiesen 2004 in ihren Untersuchungen sowohl bei Patienten mit chronischer Nieren-
insuffizienz als auch bei NTX Patienten, ungeachtet optimierter Immunsuppression, einen
héheren Anteil proinflammatorischer Monozyten (CD14++CD16+) nach. Offenbar ist trotz
Dauerimmunsuppression eine vollstandige Unterdriickung des proinflammatorischen
Status dieser Patienten (offenbar vermittelt durch zirkulierende Alloantigene) nicht méglich.
Eine Ursache koénnte molekulargenetisch im individuell variablen IL-4 590 T
Polymorphismus liegen. Unsere aktuelle Studie zeigte, wie aus bereits vorangegangenen
Studien um die Arbeitsgruppe von Scherberich et al. bekannt, dass eine niedrigere
Beladung von Blutmonozyten mit TLR- 4 eine gunstigere Prognose fur das Transplantat
aufweisen (wie Sie in unserer Studie Nierentransplantierte mit NT > 14 Jahren aufzeigen).
Die antiinflammatorische Wirkung des IL-4 Zytokines spiegelt sich in den Status der
Jlatenten Mikroinflammation® instabiler NT Patienten. Nierentransplantierte mit instabiler
Organfunktion weisen auf eine vermutete reaktive (stimulierte) Erhéhung des IL-4 hin
(Tab. 77 S.149).

TLR-4 Expression in CD14++CD16+,CD14+CD16+ Moncytes, IL-4
Produktion and Renal Graft Function

Stable graft function Chronic graft failure
Low CD14++ Monocyte influx
CD14+CD16+ circulating CD14++CD14+CD16+
Monocytes ﬂ'
JJ' Increased TLR4 Expression, in
Low TLR4 in CD14++CD16 CD14++CD16+ Monocytes
Monocytes ﬂ
JJ' High IL-4 cytokine
Low IL-4 cytokine Production (,high producer”)
production (,low producer) d
ﬂ' High immune-stimulatory risk
Low immune-stimulatory risk ﬂ'
ﬂ' Progressive graft dysfunction
Long term graft survival

Abbildung 53: Schema vermuteter Effekte zwischen einer TLR 4 Expression in CD14++,
CD14++CD16+ Blutmonozyten und einer reaktiven Zytokinkaskade. Vorschlag eines negativen
Feedback zwischen stimulierter IL-4 ,Synthese” und préexistenter inflammatorischer Signale
(erhdhte Expression des Mustererkennungsrezeptors TLR 4).
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14.23 IL10 -1082 G / A Polymorphismus

Interleukin 10 gehért zur Gruppe antiinflammatorischer Zytokine und wird von einer
Vielzahl immunologisch aktiver Zellen gebildet, darunter auch antigenprasentierende
(APC’s) Zellen (dendritische Zellen, Makrophagen und Monozyten). IL10 hemmt die
Expression der Haupthistokompatibilitdtsantigene Klasse Il (MHC Il) auf der Oberflache
von Monozyten und Makrophagen. Die IL-10 Freisetzung hemmt die Produktion weiterer
proinflammatorischer Zytokine, wie IL-1a, IL-1B, IL-6, IL-12, TNF-a und GM-CSF (De Waal
Malefyt R. 1991a, Fiorentino D.F. 1991). Dagegen verstarkt IL-10 die Differenzierung
immunphé&notypischer CD14 Oberflachenmerkmale sowie Fc-y immunphanotypische
Merkmale wie CD16, CD32 und CD64 (Te Velde A.A. 1992, Calzada-Wack J.C. 1996).
Antiinflammatorische Zytokine wie IL 4, IL 13 und IFN y kénnen die Produktion von IL10
wiederum hemmen (De Waal Malefyt R. 1993, Chomarat P. 1993).

Eine weitere wichtige Funktion von IL-10, die im Zusammenhang mit der Stimulation und
Aktivierung von Monozyten und Makrophagen durch LPS steht, ist die Hemmung von TLR
4 Rezeptoren (Muzio M. 2000).

Das IL-10 Gen befindet sich auf Chromosom 1 und wird durch 5 Exons codiert (Kim J.M.
1992). Insgesamt drei Polymorphismen wurden in der Promoterregion des IL10 Gens
entdeckt, an denen eine Substitution eines Basenpaares erfolgt. An den Positionen -1082,
-819, -519 kommt es in der Gensequenz zur Substitution einer Base. Von den drei IL10
Polymorphismen zeigt der IL 10 -1082 G / A eine direkie Assoziation mit der IL-10
Produktion. Untersuchungen konnten zeigen, dass das IL-10 1082 G Allel mit einer
erhdhten IL-10 Produktion korrelierte (,high producer”) (Turner D.M. 1997). Das IL10 -
1082-A-Allel weist eine hohere Affinitat zum Transkriptionsfaktor PU 1. Der
Transkriptionsfaktor PU 1 hemmt die Genexpression in der IL-10 Promotorregion (Reuss E.
2002).

Aus friheren molekulargenetischen Untersuchungen an Gesunden ergibt sich fir den IL-10
1082 G/A bei Gesunden Probanden fir diesen Genotypus eine Verteilung von 30% fir das
A-Allel (,low producer), fir das G- Allel (,high producer®) 23% und 49% der untersuchten
Probanden waren Heterozygoten G/A (Epplen C. 1997). Die H&aufigkeitsverteilung in
unserer Studie ergibt flr alle untersuchten NTX-Patienten eine Genotypverteilung von 31%
fir das A-Allel (sog. ,low producer), 27% fir das G-Allel (sog. ,high producer”) und 42%
fr die Heterozygoten. Die Verteilung des IL-10 G/A Polymorphismus entspricht in etwas
der Verteilung, die auch bei Gesunden vorgefunden werden kann (jedoch Kollektiv-
abhangig). Betrachtet man beide NTX-Gruppen getrennt, so ergibt die Genotypverteilung
fur die Gruppe der NTX > 14 Jahre Patienten 19% fir das A-Allel, 40% fur das G-Allel und
41% far die Heterozygoten. In der Gruppe der NTX < 14 Jahren mit einer instabilen NT
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Funktion, haben 24% das A-Allel, 33% das G-Allel und 43% der Patienten sind
heterozygotisch veranlagt.

Die transkriptionale Aktivitat des IL10 Gens wird durch den Promotergenpolymorphismus
beeinflusst. Fir die Promoterregion des IL 10 Gens auf dem Chromosom 1 ist der IL-10 G
Polymorphismus u.a. fir eine hdhere Zytokinfreisetzung verantwortlich. Dies lies sich in
Untersuchungen von Turner et al., und Reuss et al. unabhangig bestatigen (Turner D.M.
1997, Reuss E. 2002).

14.24 Einfluss des IL-10 Genpolymorphismus bei
Nierentransplantierten

Der Einfluss des IL-10 Genpolymorphismus bei Nierentransplantierten wird in der
Literatur kontrovers diskutiert. Es besteht bis zum heutigen Zeitpunkt keine einheitliche
Aussage, welchen Einfluss letztendlich der Genotypus flr IL-10 auf die Funktion des
Nierentransplantates haben kann (Plothow A. 2003). Der IL 10 Genotyp, gekennzeichnet
durch hohe IL10 Produktion, ist flir das Transplantatiberleben offenbar ungunstig:
Gefunden wurde eine verstarkte ,Sensibilitat* der humoralen Immunabwehr, eine erhéhte
Stimulationsbereitschaft von B-Lymphozyten und der damit einhergehenden Aktivierung
der Antikérpersynthese (Sankaran D. 1999, Merville P. 1995, Rousset F. 1992, Mossman
T.R. 1994, Loucaidou M. 2005 ). Demgegeniber stehen Daten, die eine Verbindung
zwischen einer hohen IL10 Produktion und einer offenbar verbesserten Langzeitfunktion
der Nierentransplantate feststellen. Eine hohe Freisetzung von IL-10 scheint fiir das Lang-
zeitlberleben von Nierentransplantaten einen positiven Effekt zu haben (Asderakis A.
2001). Der positive Effekt des Langzeitiberlebens von Nierentransplantaten durch hohe IL
10 ,Prasenz“ hangt mit einer verstarkten Bindung transkriptioneller (protektiver) Faktoren
am IL-10 1082 G-Allel zusammen (Hutchinson 1.V. 1998). Untersuchungen von Poole et al.
ergaben eine Korrelation zwischen einer hohen IL10 Produktion (=Antiinflammation) und
einer verbesserten Langzeitfunktion von Nierentransplantaten jedoch erst bei genauer
Betrachtung des Genotypus sowohl des Empféangers als auch des Spenders. Danach war
die Kombination von Spender / Empfanger IL-10-1082 A (,low producer) / IL-10 -1082 G
(,high producer®) mit einer signifikant verbesserten Langzeitfunktion und eine verminderte
Anzahl an Abstossungsreaktionen verbunden. Poole et al. stellten zudem fest, dass in der
Gruppe der Nierentransplantierter mit mehreren akuten Abstossungsreaktionen das IL-10-
A-Allel (sog ,low producer”, geringere antiinflammatorische Wirkungen) vermehrt vorkam
(Poole K.L. 2001).
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14.25 Monozytarer Phanotyp: CD14+CD16++ extrazellularere
TLR 4 Expression und IL 10 -1082 G/A Polymorphismus

Ahnlich vorangegangenen Studien untersuchte unsere Arbeitsgruppe in unserem
Kollektiv an Nierentransplantierten einen mdglichen Zusammenhang zwischen der IL-10
Genexpression und der immunologischen TLR 4 Expression auf CD14+CD16++
Blutmonozyten. Nierentransplantierte Patienten mit einer niedrigen (Einteilungskriterien s.
Kapitel 8.1 Studiendesign) extrazellularen TLR 4 Expression auf CD14+CD16++
Monozyten, weisen 30,3% in lhrem Genom fir den IL-10 1082 Polymorphismus das G-Allel
(,high Producer”), 6,1% der nierentranplanierten Patienten das A-Allel (,low producer®)
wahrend 15,2% heterozygotisch veranlagt sind. Dieser mégliche Zusammenhang entsteht
durch eine verstérkte Haufigkeit des G-Alleles (,high producer) in der Gruppe der NTX
Patienten bei niedriger extrazellularer TLR 4 Dichte auf CD14+CD16++ Monozyten (p <
0,048, Kp = 0,077, Tabelle73). Der gegenlaufige Trend lasst sich in der NTX-Gruppe mit
einer hohen extrazellularen TLR 4 auf den CD14+16++ Zellen beobachten.

Die Ergebnisse aus unserer aktuellen Untersuchung bezlglich einer positiven

Langzeitfunktion von Nierentransplantaten und der TRL 4 Expression auf Blutmonozyten
zeigen, dass eine niedrige TLR 4 Expression vorteilhaft fir eine gute Organfunktion sein
kénnen. Untermauert werden unsere Ergebnisse aus Untersuchungen friiherer Studien um
Bradaeu, Deng et al und um die Arbeitsgruppe um Methe et al. (Bradaeu C. 2008, Deng
J.F. 2007, Methe H. 2004). Kombiniert man die Daten aus unserer immunologischen
Beobachtung der TLR 4 Expression auf CD14, CD 16 positiven Blutmonozyten und die
Ergebnisse bezlglich der genetischen Untersuchung des IL-10 G/A Polymorphismus
kommen wir zum Ergebnis, dass eine geringe Expression des TLR 4 Rezeptors auf
CD14+CD16++ Monozyten und eine hohe IL-10 Ausschlttung sich positiv auf die NT-
Funktion auswirken kénnen. Durch den Einfluss von IL-10 kommt es zu einer verminderten
Expression von TLR 4 auf der Monozytenoberflache. Dadurch kann es zur
abgeschwachten Signaltransduktion durch LPS und somit zu einer Abnahme der
stimulierenden Wirkung von LPS (Muzio M., 2000).

Aus der genaueren Betrachtung der molekularbiologischen Analyse unserer NTX-Patienten
fanden wir eine héhere Haufigkeitsverteilung des IL 10 -1082 G Alleles (,high producer®) in
der Gruppe der NTX > 14 Jahre. Die immunologische Untersuchung der NTX-Kollektive
(NTX > 14 Jahre Gruppe und NTX < 14 Jahre mit instabiler NT Funktion) ergibt eine
niedrigere TLR 4 Dichte auf CD14+CD16++ Monozyten in der Gruppe NTX > 14 Jahre
Gruppe (stabile Langzeitgruppe) gegenlber NTX< 14 Jahre Patienten (mit instabiler
Transplantatfunktion (p < 0,064). Eine héhere IL 10 Produktion aufgrund eines IL 10 -1082
G Polymorphismus korreliert mit einer niedrigen TLR 4 Dichte auf den CD14+16++
Monozyten und wirkt sich offenbar positiv auf Transplantatalter & Transplantatfunktion aus.
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TLR-4 Expression in CD14+CD16++,CD14+CD16+ Moncytes, IL-10
Produktion and Renal Graft Function

Stable graft function Chronic graft failure
Low CD14+CD16++ circulating Monocyte influx
Monocytes CD14++,CD14+CD16++
ﬂ' Increased TLR4 Expression, in
Low TLR4 in CD14+CD16++ CD14+CD16++ Monocytes
Monocytes ﬂ
JJ' Low IL-10 cytokine
High IL-10 cytokine Production (,low producer)
production (,high producer) d
ﬂ High immune-stimulatory risk
Low immune-stimulatory risk ﬂ
ﬂ' Progressive graft dysfunction
Long term graft survival

Abbildung 54: Schema vermuteter Effekte zwischen IL-10 Zytokinausschittung und TLR 4
Expression in CD14++, CD14+CD16++ Blutmonozyten

14.26 Interferon y -874 T / A Polymorphismus

Interferon y ist ein Zytokin aus der Gruppe der proinflammatorischen Zytokine, das
an der Modulation sowohl einer Entziindungsreaktion als auch der Immunabwehr beteiligt
ist. Dartber hinaus entwickelt IFN y antivirale und antiproliferative Eigenschaften (Boehm
U. 1997). IFN y ist ein 34 kD Protein welches aus Leukozyten, Fibroblasten und T-Lympho-
zyten gebildet wird. IFN vy induziert MHC Klasse | und Klasse Il Antigene auf der Ober-
flache antigenprasentierender Zellen (APC’s), welche wiederum fir die Erkennung von
Fremdantigenen verantwortlich sind. IFN y nimmt in der Transplantationsmedizin einen
sehr hohen Stellenwert ein (Landolfo S. 1985, Rosenberg A.S. 1990). Charakteristisch flr
das IFN y Gen ist eine CA Mikrosatelitensequenz. Genetische Untersuchungen im ersten
Intron ergaben an Position -874 im Genotypus eine T zu A Substitution (Pravica V. 2000).
Der IFN y-874 T/A Polymorphismus bestimmt auf genetischer Ebene die Hbhe der
Interferon y Produktion. Sowohl in vitro Untersuchungen durch Pravica et al., als auch in
vivo Untersuchungen durch Awad et al. an Patienten mit einer Fibrosierung ihres
Lungentransplantates, konnten diesen Zusammenhang bestatigen (Pravica V. 1999, Awad
M. 1999). Dabei assoziiert das T-Allel des IFN y-874 T/A Polymorphismus mit einer hohen
IFN-Produktion (,high producer®) (Azarpira N. 2006). Der Grund fir diese Assoziation
zwischen hoher IFN y Produktion und dem T-Allel, liegt in einer raumlichen Nahe zwischen
einer vermeintlichen NF-kB Bindungsstelle und dem IFN y -874 T/A Polymorphismus
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(Heinmeyer T. 1998). Diese raumliche Ubereinstimmung zwischen Bindungsstelle von
Transkriptionsfaktoren und Polymorphismus beeinflusst die transkriptionelle Funktion des
Gens. Das Ubereinstimmende NF-kB Leitmotiv hat eine hohe Bindungsaktivitat zur Gen-
sequenz des IFN y-874 T-Allels (Sica A. 1992).

14.27 Einfluss des IFN y -874 T / A Polymorphismus bei
Nierentransplantierten

Der Einfluss des IFN y-874 T/A Polymorphismus bei nierentransplantierten
Patienten wird in der Literatur sehr unterschiedlich bewertet und diskutiert. Aus
histologischen Untersuchungen an Nierentransplantaten ist jedoch bekannt, dass sich eine
relevante Beziehung zwischen der Entwicklung einer akuten AbstoBungsreaktion und der
IFN y Sekretion befindet. Mononukleare Zellen aus transplantierten Patienten mit einer
akuten AbstoBBungsreaktion sezernierten vermehrt IFN y und IL-2 im Vergleich zu Patienten
ohne Anzeichen einer akuten AbstoBungsreaktion. Keine derartige Korrelation fand sich fiir
IL-2. Die IFN y sekretorische Kapazitat alloreaktiver T-Zellen beeinflusst die AbstoBung
eines Nierentransplantates durch Férderung von Makrophageninfiltrationen in das
Transplantat sowie der Regulierung der HLA-Antigene auf dem Transplantat (Kaminski
E.R. 1995). Eine ahnliche Beziehung zwischen einer hohen IFN y Sekretion und einer
akuten AbstoBung des Transplantates belegte Cartwright et al. in ihren Studien an
Patienten, die unmittelbar vor einer Transplantation standen. Anhand der gemischten
Lymphozytenkultur sowohl aus Spendern als auch aus Empféngern, in Verbindung mit
einer HLA-Kompatibilitat, hatten Patienten mit hoher IFN y Sekretion und geringer HLA-
Ubereinstimmung ein erhdhtes Risiko auf eine TransplantatabstoBung (Cartwright N.H.
2000). Dagegen konnte die Studie um Azarpira et al. an Nierentransplantierten keinen
Zusammenhang zwischen akuter TransplantatabstoBung und erhdéhten IFN vy
Synthesewerten feststellen (Azarpira N. 2006).

14.28 Monozytare CD14+16++TLR 2 Expression und IFN y-874T/A
Polymorphismus

Insgesamt 48 NTX Patienten wurden bezliglich ihrer Genexpression fir das IFN y
Gen auf Position -874 untersucht. Aus unseren Ergebnissen an nierentransplantierte
Patienten mit Niedriger TLR 2 Expression auf CD14+CD16++ Monozyten weisen 18,8%
das T-Allel, 12,5% das A-Allel wahrend 25% unserer untersuchten NTX-Patienten
heterozygotisch flir diesen Polymorphismus veranlagt sind. In der Gruppe der NTX-
Patienten mit hoher TLR 2 Expression auf CD14+CD16++ Monozyten, haben 22,9% das
A-Allel und 18,8% sind Heterozygoten. In dieser Gruppe (hohe TLR 2 Expression) kommt
das T-Allel des IFN y-874 T/A Polymorphismus nicht vor. Die Auswertung unserer Daten
ergibt einen Zusammenhang zwischen dem IFN y-874T/A Polymorphismus und TLR 2
Expression (p < 0,021, Tabelle 72). In unserem Kollektiv an NTX Patienten korreliert eine
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niedrige TLR 2 Expression auf CD14+CD16++ Monozyten mit der des IFG y -874 T Poly-
morphismus (,high Producer®). Die Begrindung fir diesen Zusammenhang liegt in der
Haufigkeit des T-Allels in der Patientengruppe mit niedriger TLR 2 Expression auf
CD14+CD16++ Monozyten vor. Der gegenlaufige Trend lasst sich in der NTX-Gruppe mit
einer hohen TLR 2 Expression in den CD14+16++ Monozyten beobachten.

Aus unseren vorangegangenen immunologischen Daten bezlglich einer niedrigen TLR 2

Expression und einer daraus resultierenden gunstigen Langzeitfunktion des
Nierentransplantates und der molekulargenetischen Untersuchung, kdénnen wir einen
maoglichen Zusammenhang zwischen beiden Merkmalen erkennen. Die Haufigkeits-
verteilung in unserer molekulargenetischen Betrachtung der NTX-Patienten, ergibt fir den
IFG vy -874 T/A Polymorphismus eine groBere Haufigkeit des T Allels (,high producer*) in
der Gruppe der NTX < 14 Jahre Patienten mit einer instabilen NT Funktion. Dagegen
weisen unsere NTX > 14 Jahre Patienten eine geringere Haufigkeit des T-Allels in ihren
Genotypus. Eine geringe TLR 2 Expression auf peripheren Blutmonozyten und eine
genetische Pradisposition flir eine geringere IFN y Ausschittung ist vorteilhaft fir eine gute
und stabile Funktion des Nierentransplantates. NTX < 14 Jahre Patienten mit einer
instabilen NT Funktion haben eine hohe TLR 2 Dichte gepaart mit einer genetischen
Pradisposition fur eine hohe IFN y Ausschittung. Eine hohe IFN y Freisetzung kann eine
negative Einwirkung auf die Transplantatfunktion haben. Dies haben jingst erneut Daten
anhand von 107 Nierentransplantierte ergeben (Tsaur I. et al. 2011): Hiernach hatten
Patienten mir chronischer Transplantatdysfunktion signifikant hdhere Expression
(CD4+CD25+ regulatorische T-Zellen) an INF vy, ll2-und Il-17. Diese Untersuchungen
unterstitzen und erganzen unsere Ergebnisse hier Uber antigenprasentierende Zellen.
Sowohl Monozyten/Makrophagen, dendritische Zellen, wie regulatorische T-Zellen
beteiligen sich an der Prognose des Transplantats.

Eine erhdhte TLR 2 Auspragung in Kombination mit einer erhdhten IFN y Freisetzung bei
NTX Patienten mit einer instabilen Organfunktion, kann als pathognomonisches Zeichen
einer chronisch fortschreitenden Dysfunktion dienen, und sich nachteilig auf die
Organfunktion auswirken (Abb. 55).
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TLR-4 Expression in CD14+CD16++,CD14+CD16+ Moncytes, INF y
Produktion and Renal Graft Function

Stable graft function Chronic graft failure
Low CD14+CD16++ circulating Monocyte influx
Monocytes CD14++,CD14+CD16++
ﬂ' Increased TLR2 Expression, in
Low TLR2 in CD14+CD16++ CD14+CD16++ Monocytes
Monocytes ﬂ
ﬂ' High INF y cytokine
Low INF y cytokine Production (,high producer*)
production (,low producer) d
ﬂ' High immune-stimulatory risk
Low immune-stimulatory risk ﬂ
ﬂ' Progressive graft dysfunction
Long term graft survival

Abbildung 55: Schema vermuteter Effekte zwischen IFN y Zytokinausschittung, und TLR 2
Expression in CD14++, CD14+CD16++ Blutmonozyten

14.29 GM-CSF -677 C / A Polymorphismus

GM-CSF (Granulocyte-Makrophage Colony-Stimulating-Factor) ist ein proinflamma-
torisches Zytokin, das aus Makrophagen, T-Zellen, endothelialen Zellen und Fibroblasten
sezerniert werden kann. Seine Funktion liegt, zusammen mit Erythropoietin und
Interleukinen, in der Stimulation und Induzierung von Granulozyten (Neutrophile,
Eosinophile, Basophile) und Monozyten aus Stammzellen. Studien des GM-CSF Gens in
seiner Promoterregion weisen auf einen C/ A Polymorphismus an Position -677 hin. Dieser
Polymorphismus an Position -677 der Promoterregion ist insofern von Bedeutung, da in
dieser Promoterregion des GM-CSF Gens die Bindungsstelle des TEF-2 Transkriptions-
faktors zusammenfallt (Fiorentini P. 1995, Crossley M. 1996). TEF-2 ist ein Transkriptions-
faktor aus der Gruppe der sogenannten ,Kriippel-Zink-Proteine“ (Crossley M. 1996).

14.30 Einfluss von GM-CSF auf Nierentransplantierte

Immunsupprimierte Patienten mit Nierentransplantat zeigen in Fallen einer Infektion
eine erhdhte GM-CSF Freisetzung (Daniel V. 1992). Eine pharmakologische Intervention
mit Cyclosporin A oder Dexamethasone regelt die GM-CSF Sekretion aus Endothelzellen
und Fibroblasten herab (Lehnhoff S. 1996, Hamilton J.A. 1992). Der Entwicklung einer
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Neutropenie nach Nierentransplantation kann durch Substitution rekombinanten humanen
GM-CSFs entgegengewirkt werden. Daneben war, neben der Behandlung der Neutropenie
durch Stimulation der myeloiden Progenitorzellen, die Infektanfalligkeit vermindert (Hashmi
A. 1997). Dagegen zeigten Untersuchungen von Budde et al. keinen Einfluss von GM-CSF
auf die AbstoBungsreaktion eines Nierentransplantates (Budde K. 1994). Der Effekt des
GM-CSF -677 C/A Polymorphismus auf Nierentransplantate wurde bis zum heutigen
Zeitpunkt noch nicht untersucht. Unsere Arbeitsgruppe um Scherberich et al. hat als erste
Arbeitsgruppe einen Zusammenhang zwischen NTX Patienten mit stabiler und instabiler
NT Funktion und einen méglichen Effekt eines GM-CSF -677 C/A Polymorphismus erstellt.
Ein positiver Effekt des C-Allels ist aus Untersuchungen um die Arbeitsgruppe von
Rafatpanah et al. bekannt.

14.31 Monozytare CD14++, CD14+ CD16+, CD14+CD16++ TLR 4
(intrazellular) Expression und GM-CSF -677 C/ A

Wir untersuchten 48 NTX Patienten bezliglich ihres GM-CSF Genotypus auf
Position -677. Aus der Auswertung unserer Daten wird deutlich, dass die Gruppe der NTX-
Patienten mit einer niedrigen intrazelluldren monozytaren TLR 4 Expression das C-Allel in
ihren Genotypus das C-Allel fur den GM-CSF Polymorphismus aufweisen. Die Produkt-
Moment-Korrelation nach Pearson weist fUr die untersuchten Monozytensubsets auf eine
sehr starke Beziehung zwischen einer niedrigen intrazellularen TLR 4 Expression der
Blutmonozyten und dem GM-CSF-677 C — Allel des Polymorphismus hin Kp < 0,02, Kp <
0,07 Tab. 78, Tab. 79. Der jeweilige Chi-Quadrat weist auf eine signifikante Bindung
zwischen einer niedrigen intrazelluldren TLR-4 Expression und dem GM-CSF C
Polymorphismus (p < 0,042 Tab.76 S. 148, p < 0,008 Tab. 78 S.149, p < 0,014 Tab. 79 S.
150). Eine niedrige intrazellulare TLR 4 Auspragung auf allen von uns untersuchten
Monozyten kann als genetische Grundlage, das Vorkommen des C- Allels fur den GM-CSF
-677 C/A Polymorphismus haben, und sich auf diese Weise positiv auf die Langzeitfunktion
des Transplantates auswirken.



Besprechung der Ergebnisse - Genetische Polymorphismen und zellimunologische Merkmale

167

TLR-4 Expression in CD14++,CD14+CD16+
CD14dimCD16++ Moncytes, GM-CSF -677 C/A
Polymorphism and Renal Graft Function

CD14++,
CD14+CD16+, CD14dimCD16++ circulating
Monocytes

{4 4

Low intracellularTLR4 in CD14++ High intracellularTLR4 in CD14++
CD14+CD16+, CD14dimCD16++ CD14+CD16+, CD14dimCD16++

Monocytes Monocytes
GM-CSF - 677 C Allel GM-CSF - 677 A Allel
Stable NT graft Function Unstable NT graft Function

Abb. 56 Das GM-CSF Allel ist in der Gruppe der NTX Patienten mit einer stabilen
Transplantatfunktion auf alle von uns untersuchten Monozytengruppen (CD14++, CD 14+CD16+,
CD14+16++) vorhanden. Rafatpanah et al. konnten einen ahnlich positiven Effekt des C-Allels fir
den GM-CSF Polymorphismus in ihrer Studie an Patienten mit einer atopischen Dermatitis
aufzeigen (Rafatpanah M. 2003)

14.32 Untersuchung des VDR (Vitamin D Rezeptor) Bsml
Polymorphismus

Der Vitamin D Rezeptor gehért zur Gruppe der Hormonrezeptoren, welche als
nukledre Rezeptoren wirken. Steroidhormonrezeptoren regulieren und steuern, durch die
Anbindung eines Liganden als Transkriptionsfaktor, die Aktivierung und Expression ihrer
Zielgene. Der Vitamin D Rezeptor (VDR) gehért neben den Retinol-Saure-Rezeptor (RAR)
und dem Thyroidhormon-Rezeptor (TR), zur Typ Il Klasse der Nicht-Steroidhormon-
Rezeptoren (Carson-Jurica M.A. 1990, Beato M. 1995, Mangelsdorf D.J. 1995, Murphy
L.C. 2002). Der Vitamin D Rezeptor unterscheidet sich in seinem Aufbau gegenuber der
weiteren Rezeptoren durch seine kurze N-terminale Domane. Die aktive Form des Vitamin
D, das 1-a,25-Dihydrocholecalciferol (VD3), bindet an den nuklearen Vitamin D Rezeptor.
Dieser Komplex aus Ligand und Rezeptor reguliert als Transkriptionsfaktor den
Metabolismus des Knochens (Ca2+, Phosphat-Homdostase). Weitere
Regulierungsmechanismen des aktivierten Vitamin D (VD3) ist die Sekretion des
Parathormon, Erhaltung der epidermalen Integritét und die Funktion der Makrophagen. Die
Modulation und Regulierung aller Prozesse erfolgt auf transkriptioneller Ebene durch
Steuerung von Genen, die unter anderem auch an der Zellproliferation,
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Differenzierungsvorgangen und Zellapoptose beteiligt sind (Welsh J. 2003). Das Gen,
welches wiederum die Expression des Vitamin D Rezeptors reguliert, ist 65kB lang und
befindet sich auf Chromosom 12 (Labuda M. 1992, Taymans S.E. 1999), in der Nahe des
fir den Vitamin D-Stoffwechsels wichtigen Enzyms 1-alpha-Hydroxylase (Huang M.C.
1991, Takahashi E. 1990). Polymorphismen im Genotypus des VDR Gens sind sehr
haufig. Die Entdeckung der heute am haufigsten untersuchten Polymorphismen erfolgte
hauptséachlich durch ein unselektives Screening des Genoms mit Restriktionsenzymen. Die
aufgrund von Restriktionsenzymen aufgedeckten Polymorphismen sind Apal (Faraco J.H.
1989), EconRV, Bsml (Morrison N.A. 1992), Taqgl (Morisson N.A. 1994), Tru91 (Ye W.Z
2000), Fokl (Baker A.R. 1988), Cdx2 (Yamamoto H. 1999).

14.33 Einflisse des VDR-Bsml Polymorphismus auf
Nierentransplantierte

Patienten mit einem Nierentransplantat die mit Cyclosporin immunsupprimiert
werden, entwickeln einen signifikanten Knochenverlust, wie auch eine erhéhte Rate an
Knochenfrakturen (Julian B.H. 1991, Grotz W.H.1994). Die Ursachen flr diesen Verlust an
Knochen liegen wahrscheinlich in der Immunsupprimierung und einer chronischen
metabolischen Azidose. Als weiterer Faktor kann ein vor der Transplantation vorhandener
sekundarer Hyperparathyreoidismus, mit einem erhéhten Knochenverlust assoziiert sein
(Almond M.K. 1994). Der Effekt des VDR Bsml Polymorphismus auf den Verlust von
Knochenmasse nach einer Transplantation wird sehr unterschiedlich in der Literatur
bewertet. Die Studiengruppe um Morrison et al. 1994, konnte eine Beziehung zwischen
dem bb-Allel des VDR Bsml Polymorphismus und einer Veréanderung der Knochenintesitat
feststellen. Dabei wurde eine verminderte Transkriptionsrate der VDR Genes in
Kombination mit der Haufigkeit des bb-Allel beobachtet (Morrison N.A. 1994). In Kontrast
zu den Ergebnissen von Morrison et al. stehen die Untersuchungen um die Arbeitsgruppe
von Hustmyer, die keinen Zusammenhang feststellen konnten (Hustmyer F.G. 1994). Ein
weiterer Einfluss des VDR Bsml Polymorphismus bei Patienten mit einem
Nierentransplantat bezieht sich auf den persistierenden sekundaren Hyperpara-
thyreoidismus. Ein persistierender sekundarer Hyperparathyreoidismus nach einer
Nierentransplantation ist ein haufig beobachtetes Ereignis (Cundy T. 1983). Daneben findet
sich ein autonomes Muster der Sekretion des Parathyreoidhormon vergesellschaftet mit
einer offenkundigen Hyperkalziamie, die eine Parathyreoidektomie nach sich ziehen kann.
Bekannt ist, das Vitamin D an der Proliferation der Parathyroidzellen beteiligt ist.
Untersuchungen lassen auf eine Beziehung zwischen den Polymorphismen des Vitamin D
Rezeptors und der Sekretion des Parathyroidhormon, sowohl aufgrund eines priméaren
oder sekundaren Hyperparathyreoidismus, erkennen (Piergiorgio M. 1998). Studien von
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Torres et al. wiesen in ihrer Untersuchung an 34 Nierentransplantierten eine verminderte
Sekretion des Parathyroidhormon in der Gruppe, welche das bb-Allel des VDR Bsml
Polymorphismus fUhrten (Torres A. 1996). In Kontrast zu den Ergebnissen der
Studiengruppe um Torres et al. stehen die Ergebnisse um Piergiorgio et al. und Fernandez
et al. Hier wurde eine Beziehung zwischen den BB-Allel des VDR Bsml Polymorphismus
und einer verminderten Sekretion des Parathormons festgestellt, dagegen zeigten
diesbeziiglich das bb-Allel sowie das Bb-Allel keine Korrelation (Piergiorgio M. 1998,
Fernandez E. 1997).

Besonderheit des VDR ist, dass er nicht nur auf der antigenprasentierende Zellen
exprimiert wird, sondern auch auf Lymphozyten nach deren Aktivierung vorkommen kann
(Hewison M. 2003, van Etten E. 2005). Die aktiver Form des Vitamin D, das 1-a,25-
Dihydrocholecalciferol (VD3), hemmt die Zellprogression der T-Lymphozyten und reduziert
dadurch die Freisetzung von Zytokinen (Takeuchi A. 1998). VDR Agonisten kdnnten eine
interessante Option bei der Immunmodulation Nierentransplantierter bieten, da bereits aus
vorausgegangene Studien ihr additiver Effekt in Kombination mit Cyclosporin, auf das
Transplantat bekannt ist (Redaelli C. 2002, O Herrin J. 2002). Bis zum heutigen Zeitpunkt
existieren nur wenige Studien, die einen mdglichen Zusammenhang zwischen VDR
Polymorphismen und einer Transplantation untersucht haben. Middleton et al. konnten in
ihren Untersuchungen eine verminderte AbstoBungsreaktion nach
Knochenmarkstransplantation und dem Auftreten des VDR Bsml BB Allels im Genom
feststellen (Middleton PG. 2002). Die Arbeitsgruppe um Lavin et al konnte an
Nierentransplantierten eine signifikante Assoziation zwischen dem VDR Fokl T Allel und
einer guten Langzeitfunktion des Transplantates feststellen (Lavin P. 2007). Der Effekt der
Ubrigen VDR-Polymorphismen darunter auch des VDR Bsml Polymorphismus auf
Nierentransplantate konnte bis zum heutigen Zeitpunkt nicht eindeutig nachgewiesen
werden. Die Untersuchung von Azarpina et al. an Nierentransplantierten hat keinen
eindeutigen Zusammenhang zwischen akuten Abstossungsreaktionen und dem VDR Bsm |
Polymorphismus feststellen kénnen. Jedoch weist die Studie einige Limitierungen auf
(Azarpina N. 2009). Unsere eigenen vorangegangenen wie auch aktuellen
immunologischen Untersuchungen an Nierentransplantierten zeigen auf molekularer
Ebene, dass eine gute und stabile Langzeitfunktion des Nierentransplantates
immunologisch  eine  verminderte CD14  Expression und eine verminderte
Zytokinfreisetzung voraussetzen (Scherberich J.E. 2008). Wir gehen davon aus, dass
diese Feststellung in die Betrachtung der Molekulargenetik einflieBen muss um einen
moglichen Zusammenhang zwischen der Transplantatfunktion und den Effekt eines VDR
Bsml Polymorphismus zu erkennen.
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Neuere Untersuchungen fokussieren auf einen Zusammenhang von VDR-Polymorphismen
(VDR Bsml, Tagl) mit spezifischen Tumorverhalten (Ruggiero M. 1998, Lundin A.C. 1999).
Studien an nierentransplantierten Patienten stehen jedoch hierzu noch aus.

14.34 Monozytare CD14+CD16++ TLR 4 extrazellulare Expression
und VDR Bsml Polymorphismus

In unseren NTX-Gruppen untersuchten wir den Zusammenhang zwischen der
immunologischen Auspragung des TLR 4 extrazellular Rezeptors auf den CD14+CD16++
Monozyten und den VDR-Bsml Polymorphismus. In der Gruppe der niedrigen
extrazellularen TLR 4 Expression haben 30,3% der Patienten das BB-Allel in ihrem
Genotypus, 6,1% das bb-Allel und 15,2% sind Heterozygoten. Die molekulargenetische
Untersuchung unserer NTX-Kollektive ergibt eine signifikante Assoziation zwischen dem
VDR-Bsml Polymorphismus und der extrazellularen TLR 4 Expression auf den
CD14+CD16++ Monozyten (p < 0,05, Kp < 0,014 Tabelle 74). Begrindet liegt dieser
Zusammenhang in der Haufigkeit des BB-Allel in der Gruppe der NTX-Patienten mit einer
niedrigen Expression des TLR 4 Rezeptors auf ihren CD14+CD16++ Monozyten.
Statistisch wird dieser Zusammenhang durch einen sehr starken Korrelationskoeffizienten
p < 0,014 (Tabelle 74) nach Pearson bestatigt, was auf eine sehr starke Bindung zwischen
diesen beiden Merkmalen schlieBen Iasst.

Die molekulargenetische Pradisposition fir das BB-Allel des VDR Bsml Polymorphismus

scheint flr eine ausgewogene Calcium-Phosphat Homdéostase von Vorteil zu sein.
Morrison et al. konnten einen signifikanten Zusammenhang zwischen dem BB-Allel und
einer hohen Osteocalcin Konzentration im Serum erkennen (Morrison N.A. 1994). Neben
einer unausgewogenen Calcium-Phosphat-Homdostase ist der haufig auftretende
sekundare Hyperparathyreoidismus eine weitere Ursache flr die verstarkte Freisetzung
von Calcium aus den Knochen Nierentransplantierter. Molekulargenetisch liegt
wahrscheinlich, nach Studien um Piergiorgio et al. und Fernandez et al., die Ursache im
BB-Allel des VDR Bsml Polymorphismus. Das Auftreten BB-Allel im Genom fir den VDR-
Bsml Polymorphismus ist flr eine verminderte Sekretion des Parathormon verantwortlich,
und als Folge davon fir eine verbesserte Knochenhomdostase ausschlaggebend
(Piergiorgio M. 1998, Fernandez E. 1997). Aus unserer aktuellen Untersuchung an
Langzeit-nierentransplatierten (NTX > 14 Jahre Patienten) konnten wir in dieser
Patientengruppe eine konstant niedrige Calciumkonzentration und eine signifikante
Haufigkeit des BB Allels fir den VDR-Bsml Polymorphismus beobachten. Die
Langzeitbeobachtung unseres NTX Patientenkollektiv. macht deutlich, dass mit
zunehmender Verschlechterung der Organfunktion das Serumcalcium parallel zur NT-
Funktion Uber die Jahre abnimmt. Alle von uns untersuchten instabilen NTX Subgruppen
zeigen im Vergleich zu den von uns bestimmten stabilen Gruppen signifikant erniedrigte
Calciumkonzentrationen s Tab. 21a. Neben der Calcium-Homdostase untersuchten wir in
diesen Zusammenhang das Vorkommen des BB Allels fir den VDR-Bsml in unserem NTX-
Kollektiv (NTX > 14 Jahre - NTX < 14 Jahre Patientengruppe mit instabiler NT Funktion)
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mit der TLR 4 Expression auf den CD14+CD16++ Monozyten. Die Verteilung des bb-Allel
in unseren NTX-Patienten weist in der Gruppe der NTX < 14 Jahre Patienten mit einer
instabilen NT Funktion eine hdhere Haufigkeit gegenltber Langzeittransplantierten. Die
Haufigkeitsverteilung der extrazellularen TLR 4 Rezeptoren deutet flir die NTX < 14 Jahre
Patienten mit einer instabilen NT Funktion eine héhere Dichte auf den CD14+CD16++
Monozyten. Der Koeffizient p < 0,064 nach Mann-Whitney zeigt, dass in der Gruppe der
NTX < 14 instabilen Patienten die CD14+CD16++ Monozyten tendenziell eine héhere
extrazelluldre TLR 4 Rezeptordichte aufweisen. Dies kann sich auf das Langzeitiberleben
des Transplantates negativ auswirken, da diese auf Endotoxin als Stimulus starker
reagieren kdonnen (Tab.). Wir gehen von der Annahme aus, dass eine ausgewogene
Calcium-Phosphat-Homdostase in Kombination mit einer niedrigen TRL 4 Expression auf
CD14+CD16++ exprimierenden zirkulierenden Blutmonozyten, eine fir die langfristige
Transplantatfunktion glnstige Konstellation darstellen.

TLR-4 Expression in CD14+CD16++ Moncytes, VitD Bsml
Polymorphism and Renal Graft Function

Stable graft function Chronic graft failure
Low CD14+CD16++ circulating Monocyte influx
Monocytes CD14+CD16++
ﬂ' Increased TLR4 Expression, in
Low TLR4 in CD14+CD16++ CD14+CD16++ Monocytes
Monocytes ﬂ
ﬂ' bb-Allel for the Vit D Bsml
BB-Allel for the VitD Bsml Polymorphism
Polymorphism d
ﬂ High immune-stimulatory risk
Low immune-stimulatory risk, unstable Galcium-Phosphat
stable Calcium-Phosphat homeostasis
homeostasis ﬂ,
O : :
Long term graft survival Progressive graft dysfunction

Abbildung 57: Effekt zwischen VitD Bsml Polymorphismus und TLR 4 Expression in CD14+CD16++
Blutmonozyten.
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15. Zusammenfassung

Die progressive chronische Transplantatdysfunktion nach Nierentransplantation
mundet in den kompletten Verlust des Organs und fihrt wieder zur lebenserhaltenden
Nierenersatztherapie durch Dialyse. Verbesserte Méglichkeiten in der Spender/Empfanger
Vorauswahl, z.B. Uber Histokompatibilitdtsanalysen, Préasenz praformierter Antikorper, Art
der renalen Grunderkrankung des Empfangers, vor Transplantation, wie auch verbesserte
Immunsuppressiva bzw. immunmodulierende Pharmaka, kénnen das Risiko einer Trans-
plantatdysfunktion verringern. Ungeachtet verbesserter organerhaltender MaBnahmen hat
sich per se das Transplantatliberleben in den letzten 10-15 Jahren nicht wesentlich
verlangert. Auch die angenahert ,individualisierte® und durch Blutspiegelbestimmungen
Loptimierte* Immunpression ist, wie unsere friilheren Analysen ergaben, nicht in der Lage,
den proinflammatorischen Status von NTX Patienten vollstdndig zu unterdricken. Die
maBgeblichen Zielstrukturen, die im Verlauf einer chronischen Dysfunktion betroffen
werden, sind Glomeruli, Tubuli und das Interstitium mit GefaBen, Fibroblasten, Makro-
phagen, dendritische Zellen. Histologisch betrachtet kommt es zur Glomerulosklerose,
Tubulusatrophie und interstitieller Fibrosierungen. Die daraus resultierenden klinischen
Anzeichen, die auf eine Dysfunktion des Transplantates deuten, sind eine verstarkie
Proteinurie und ein (langsam progredienter) Anstieg harnpflichtiger Stoffe im Serum.

Aus vorausgegangenen Studien der Arbeitsgruppe um Scherberich et al. ist bekannt, dass
die zelluldare Phanotypie peripherer Blutmonozyten bei Nierentransplantierten
ausschlaggebend flr die gute Funktion des Transplantates ist. Das histologische Bild der
zelluléren Infiltration eines Nierentransplantates wahrend einer akuten AbstoBungsreaktion
pragen nicht ausschlieBlich Monozyten / Makrophagen, sondern auch T-Lymphozyten, B-
Lymphozyten und NK-Zellen. Jedoch hat die Infiltration mit T-Lymphozyten keinen
ausschlaggebenden Effekt auf den Verlauf einer akuten AbstoBungsreaktion, im Vergleich
zur monozytaren Infiltration des Transplantates (Girlanda R. 2008). Die verstarkte
Infiltration des Nierentransplantates mit CD14+CD16+ Monozyten verstarkt die AbstoBung
des Organs und kann als Surrogatparameter fir den klinischen Verlauf des Transplantates
herangezogen werden (Estner H., Scherberich J.E. 2004). Ziel unserer aktuellen Studie
war die Untersuchung immunologischer Parameter die eine Verlaufsprognose beziiglich
einer guten und stabilen Organfunktion erlauben. Wir fokussierten hierflir unsere
immunologischen Analysen sowohl an Langzeitransplantierten (NT Funktion > 14 Jahre)
als auch an Nierentransplantierten mit einer instabilen Organfunktion. Wir untersuchten das
Verhalten funktioneller Zellmarker CD14, CD16, HLA-DR, TLR 2 und TLR 4 auf
verschiedenen Monozytensubpopulationen. Darlber hinaus untersuchten wir die
molekulargenetischen Grundlagen Langzeittransplantierter (NTX > 14 Jahre) gegeniber
einer instabilen Transplantatgruppe, bezogen auf der molekular-genetischen Phanotypie
sowohl fir pro- als auch antiinflammatorischer Zytokine und des Vitamin D Rezeptors.

Wir untersuchten 130 nierentransplantierte Patienten beziglich ihrer klinischen-
chemischen Blutparameter und lhrer Proteinausscheidung im Urin Uber einen Zeitraum von
drei Jahren. Aus dem Gesamtkollektiv an Nierentransplantierten wurde Uber einen
LAlgorithmus® eine Subgruppe an Patienten definiert, die klinisch vor einer chronischen
Transplantatdysfunktion standen, oder sich schon bereits im Status einer
Transplantatdysfunktion befanden (NTX < 14 Jahre Patienten mit einer instabilen NT
Funktion). Daneben bestimmten wir aus dem Gesamtkollektiv eine Patientengruppe mit
einem Transplantatalter (Alter nach Organtransplantation) von tber 14 Jahren. In diesen
beiden Patientengruppen sowie in allen weiteren NTX-Subgruppen untersuchten wir die
zellimmunologische Phéanotypie auf drei Monozytenpopulationen des peripheren Blutes
(CD14++, CD14++CD16+, CD14+CD16++[CD14dim/CD16++]). Monozytenzellen kdnnen
sowohl als Ziel- und Effektorzellen der chronischen Transplantatdysfunktion betrachtet
werden. Unserer aktuelle Fragestellung beschéaftigte sich unter anderem, ob zellspezifische
monozytdre immunologische Merkmale als potenzielle ,Surrogatmarker” fir den Verlauf
einer Transplantatdysfunktion herangezogen werden kénnen.
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Untersucht wurden auf den CD14++, CD14+CD16+ und CD14+CD16++(CD14dimCD16++)
Monozyten die Gesamtexpression des CD14 und CD16 Differenzierungsmarkers, die HLA-
DR Antigenprasentation, sowie die TLR 2 und TLR 4 (intrazelluldr und extrazellular)
Expression. CD14 ist ein Oberflachendifferenzierungsmarker der auf
antigenprésentierenden Zellen (APC) vorkommt. Charakteristisch fir den CD14 Marker ist
das Fehlen einer transmembranen Doméane und seine besondere, Uber einen GPI-Anker
vermittelte Befestigung auf der Zelloberflaiche. CD14 existiert neben seiner
membrangebundenen Form (mCD14) auch in einer léslichen Form (sCD14). Der
Differenzierungsmarker CD14 ist an der Erkennung des Endotoxins LPS maBgeblich
beteiligt. Durch das komplette Fehlen einer transmembranéren Signaltransduktion braucht
es weiterer Oberflachenrezeptoren fir die Signaltransduktion. Solche Rezeptoren sind Toll-
Like Rezeptoren. CD16 ist ein weiterer Differenzierungsmarker auf der Oberflache
immunologisch aktiver Zellen. CD16 ist fir die Erkennung von monomaren IgG und
polymeren IgG Komplexen verantwortlich. Untersuchungen der Monozytenpopulationen
konnten in der Vergangenheit eine Monozytensubpopulation ausmachen, die eine sehr
niedrige CD14 und eine hohe CD16 Expression auf ihrer Oberflache aufwiesen.

Toll-Like Rezeptoren sind Transmembranproteine, die sich an der Erkennung einer
Vielzahl pathogener Oberflichenmuster (PAMP) beteiligen. Zu den bekanntesten
Vertretern pathogener Muster gehdren der Ligand LPS (Lipopolysaccharid, Endotoxin)
gramnegativer Bakterien, PGA (Peptidoglykan) und LTA (Lipoteichonsaure) grampositiver
Bakterien. Toll-Like Rezeptoren I6sen Uber eine intrazelluldre Signaltransduktions-Kaskade
unter teilweiser Vermittlung von NFkappaB eine (proentziindliche) Immunantwort aus. TLR
Rezeptoren modulieren zudem nach wiederholter Stimulation die Immunantwort, die bis zur
Immuntoleranz geht.

HLA Antigene sind Glykoproteine, die an der Unterscheidung zwischen
kérpereigenen und kérperfremden Strukturen durch das Immunsystem beteiligt sind. HLA
Antigene der Klasse Il sind von allen Antigenen hauptsachlich an der Histokompatibilitat
der Nierentransplantate beteiligt. Eine Ubereinstimmung der HLA DR Antigene zwischen
Spender und Empfanger, korreliert mit einem langen Transplantattiberleben.

Wir bestimmten in unserer Studie die genetische Pradisposition Nierentrans-
plantierter bezlglich der genetischen Eigenschaft fir insgesamt vier Zytokine. Die vier
untersuchten Zytokine waren IL-4, IL-10 aus der Gruppe der anti-inflammatorischen
Zytokine sowie IFN-y und GM-CSF aus der Gruppe der proinflammatorischen Zytokine. Die
Regulation von Zytokinen geschieht u.a. auf genetischer Ebene. Polymorphismen im
Genotypus verandern die Bindung transkriptioneller Faktoren und verandern so die
Genaktivitat. Die Balance pro-und antiinflammatorischer Zytokine modulieren auch das
Kurz- oder Langzeitiberleben eines Nierentransplantates. Die von uns untersuchten
Polymorphismen waren IL 4 -590 C/T, IL 10 -1082 G/A, IFN y -874 T/A, GM-CSF -677 C/A.

Von den bisher bekannten Polymorphismen des Vitamin D Rezeptors untersuchten
wir im Zusammenhang mit der Organtransplantation den VDR-Bsml Polymorphismus.
Nierentransplantierte unterliegen einer veréanderten Calcium und Phosphathomd&ostase. In
der Regel wirkt noch ein sekundarer Hyperparathyreoidismus nach. Der molekular -
genetische Phanotypus des VDR Bsml BB Allel im Genom Nierentransplantierte zeigt eine
mogliche positive Auswirkung. Unsere aktuelle Studie vermutete einen mdglichen
Zusammenhang zwischen dem Phé&notypus des VDR Bsml Polymorphismus und einer
guten und stabilen Organfunktion (NTX > 14 Jahre), in Kombination mit der
immunologischen Auspragung auf CD14+CD16++ exprimierenden Blutmonozyten.

Untersuchungsaufbau

Wir untersuchten 130 Nierentransplantierte, darunter 82 mannliche und 48
weibliche Patienten. Das mittlere Alter aller Patienten betrug 60 +/-12,8 Jahre. Das
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Durchschnittsalter aller Nierentransplantate lag bei 11 +/- 5,6 Jahren. Primares Kriterium
fir die Einteilung unserer Patienten war das Transplantatalter (Alter nach Organtransplan-
tation) zu Beginn der Studie. Mithilfe dieses Unterscheidungsmerkmales unterteilten wir
unsere NTX-Patienten in vier Hauptgruppen. Die Gruppen bezogen sich auf ein
Transplantatalter von 1-4 Jahren, 5-8 Jahren, 9-13 Jahren und Uber mehr als 14 Jahren.
Nach dieser Einteilung der Patienten erfolgte die Evaluierung Klinischer und
laborchemischer Daten. Dazu gehérten die urspringliche Grunderkrankung der Nieren, die
zum Verlust der eigenen Nierenfunktion flhrte, die immunsuppressive Medikation in der
Erhaltungsphase nach Transplantation, die klinischen Ereignisse sowie die
Begleiterkrankungen nach Transplantation. Alle Patienten wurden in einem regelmaBigen
,Recall* auf ihre klinisch-chemischen Blutparameter und ihre Proteinausscheidung im Harn
Uber die Jahre hin evaluiert. Diese regelmaBige Kontrollen dienten als weiteres
Einteilungskriterium in NTX Patienten mit einem guten Transplantatverlauf und in NTX
Patienten mit einem instabilen Transplantatverlauf. Diese Gruppen (guter Verlauf, instabiler
Verlauf) wurden sowohl auf zellimmunologische monozytédre Merkmale als auch auf ihre
Auspragung der oben beschriebenen genetischen Polymorphismen hin untersucht.

Anhand dieser beider Kriterien (Transplantatalter, Transplantatverlauf) bestimmten wir zwei
Gruppen an Patienten, eine Patientengruppe von 27 Nierentransplantierten mit einem
Transplantatalter von >14 Jahren sowie eine zweite Patientengruppe von 24
Nierentransplantierten mit einer instabilen Transplantatfunktion. Die zweite Gruppe
Nierentransplantierter mit einer instabilen Organfunktion wiesen (erwartungsgeman)
innerhalb eines Jahres eine Verschlechterung der klinisch erhobenen Parameter (Routine-
Laborblutparameter, Zunahme der Proteinurie) auf. Als Kontrollkollektive dienten uns 16
gesunde Probanden, 90 niereninsuffiziente Patienten, die nicht hamodialysiert wurden
sowie 49 Patienten unter chronischer Hamodialyse. Diese drei Kontrollkollektive wurden
ebenfalls auf zellimmunologische Merkmale ihrer Blutmonozyten untersucht und mit den
NTX-Patienten verglichen. Im Zusammenhang mit den molekulargenetischen Analysen
gingen zusatzlich 96 gesunde Probanden untersucht. Dies war notwendig geworden, da
die von uns ermittelten Haufigkeiten fiir den IL 4 -590 C/T und IFN y -874 T/A
Polymorphismus Diskrepanzen mit den in der Literatur ermittelten Haufigkeiten aufwiesen.

Ergebnisse

1. Ein zunehmendes Transplantatalter (Alter nach Organtransplantation) ist nicht mit
einer verminderten Funktion des Organs gleich zu setzen.

2. Um den Verlauf der Blutparameter und der Proteinurie Uber die Jahre zu
beobachten, ist die Einteilung der NTX-Patienten aufgrund ihres Transplantatalters
und nach ihren klinischen Verlauf (Blutparameter, Proteinurie) ausschlaggebend.

3. Aufgrund einer Verschlechterung der Blutparameter und der Proteinurie steigt in der
Gruppe der NTX mit einem Transplantatalter von 5 — 8 Jahren und 9 — 13 Jahren
der Anteil an Patienten mit einer Dysfunktion des Transplantates.

4. Langzeittransplantierte (NTX>14 Jahre) weisen gegentber Kurzzeittransplantierten
(NTX 1-4) signifikante Veranderungen auf, was die GesamteiweiBausscheidung
und die Albuminurie betrifft. Es zeigen sich jedoch in diesem Vergleich keine
Veranderungen in der Ausscheidung des alphail Mikroglobulin (U) im Harn. Es
muss offenbar bei Langzeittransplantierten nicht zwingend zu einer interstitiellen
Fibrosierung des Transplantates gekommen sein.

5. Patienten mit einem Transplantatalter von 5-8 Jahren und 9-13 und einer
instabilen Organfunktion zeigen eine Verdoppelung des Serumkreatinin, des
Albumin im Harn und des alpha-1-Mikroglobulin im Harn gegenuber Patienten mit
dem gleichen Transplantatalter und einer guten ,stabiler” Funktion.

6. Mit zunehmendem Transplantatalter und Verschlechterung der NT-Funktion weisen
die instabilen TX Patienten eine geringere Serumcalciumkonzentration gegenuber
NT Patienten mit einer guten NT Funktion und einem hohen Transplantatalter (NT >
14 Jahre).

7. NTX Patienten mit einer Einfachimmunsuppression in Kombination mit einem
Glucokortikoid zeigen das beste Transplantatiberleben, gefolgt von Patienten mit
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einer zweifachen Immunsuppression. Das schlechteste Transplantatiberleben
hatten NTX Patienten mit einer Kombination aus zwei Immunsuppressiva und
einem Glucokortikoid, wie auch Patienten mit einer einfachen Immunsuppression.

8. NTX Patienten haben eine verminderte monozytare CD14 Expression gegeniber
allen anderen Vergleichskollektiven (Gesunde, niereninsuffiziente Patienten,
Hamodialysepatienten).

9. Nierentransplantierte, Hamodialysepatienten und Niereninsuffiziente haben
gegenuber Gesunden eine verminderte HLA DR Antigenprasentation. Insgesamt
zeigen hier NTX Patienten konstant niedrigere HLA DR Antigene auf der
Monozytenoberflache.

10. Langzeittransplantierte Patienten haben eine niedrigere Expression des TLR 2
Rezeptors auf Monozyten. Die Expression des TLR 2 Rezeptors, bei
Nierentransplantierten mit einer instabilen NT Funktion ist erhéht.

11. Die Verteilung des intrazelluldren TLR 4 Rezeptors ist bei Langzeittransplantierten
erniedrigt. Dagegen ist die intrazellulare Expression des TLR 4 Rezeptors bei
Nierentransplantierten mit einer instabilen Funktion erhdht. Die hdchste
intrazellulare TLR 4 Expression weisen Hamodialysepatienten auf.

12. Nierentransplantierte mit hoher Expression des TLR 4 Rezeptors auf CD14++
Monozyten weisen in ihrem Genotyp fir den 1L4-590 C/T Polymorphismus das T-
Allel (,high producer®) auf, dass Hinweis auf eine reaktive antiinflammatorische
humorale Immunantwort geben kann.

13. Nierentransplantierte mit hoher Expression fur den intrazelluldaren TLR 4 Rezeptor
auf CD14++CD16+ Monozyten haben im Genom fir den IL4 -590 C/T
Polymorphismus das T-Allel. Nierentransplantierte mit instabiler Organfunktion
haben gegenlber Langzeittransplantierten signifikant héhere CD 14++CD16+
Monozyten. Molekulargenetische Ursache fir eine erhéhte Anzahl pro-
inflammatorischer Monozyten kann eine reaktive IL 4 Produktion sein.

14. Nierentransplantierte Patienten mit niedriger extrazellularer TLR 4 Auspragung auf
den CD16++ Monozyten weisen in ihrem Genom fir den IL10 -1082 G/A
Polymorphismus haufiger das G-Allel (,high producer) auf. Die Haufigkeit des IL 10
1082 G -—Allels ist bei langzeittransplantierten Patienten gréBer gegeniber
instabilen Nierentransplantierten. Eine hohe IL-10 Produktion ist offenbar, fir eine
stabile Organfunktion nach Transplantation vorteilhaft.

15. Eine erhéhte TLR 2 Expression auf CD14+CD16++ Monozyten nieren-
transplantierter Patienten korreliert mit einer vermehrten Haufigkeit des T-Allels
(»high producer®) fur den IFN y-874 T/A Polymorphismus. Eine stimulierte IFN y
Produktion kann bei Nierentransplantierten zu einer  progredienten
Makrophageninfiltration in das Organ fihren. Das Risiko einer AbstoBungsreaktion
ist dadurch erhéht. Unsere Untersuchung zeigt eine signifikante Haufigkeit des T-
Allels (,high producer”) in der Gruppe der Nierentransplantierten mit instabiler
Organfunktion, gegenliber Langzeittransplantierten.

16. Fir den GM-CSF -677 C/A Polymorphismus findet sich bei Nierentransplantierten
ein statistischer Zusammenhang zwischen dem C-Allel und einer niedrigen TLR 4
intrazellularen Expression auf CD14++, CD14++CD16+ und CD14+CD16++
Monozyten. Langzeittransplantierte haben in ihrem Genom, gegenlber instabilen
Nierentransplantierten haufiger das C-Allel.

17. Die genetische Untersuchung unseres NTX Kollektives beziiglich des VDR Bsml
Polymorphismus ergibt eine Korrelation zwischen einer erhdhten extrazellularen
TLR 4 Expression der CD14+CD16++ Monozyten und dem Auftreten des VDR
Bsml bb-Allel. Nierentransplantierte mit instabiler NT Funktion (NTX < 14 i) weisen
in ihrem Genotyp haufiger das bb-Allel fir diesen VDR-Bsml Polymorphismus auf.
Das bb-Allel fir den VDR-Bsml Polymorphismus bei NTX Patienten fuhrt, nach
vorbekannten klinischen Daten, zum Verlust an Knochenmasse, und kann eine
Hyperkalziamie und einen sekundaren Hyperparathyreoidismus beginstigen.
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Schlussfolgerung:

Die Ergebnisse belegen, dass durch differenzierte Analysen
monozytérer funktionell relevanter Antigene, im Kontext mit Routine-
parametern, bei Nierentransplantierten eine Risikostratifizierung

bezuglich der Transplantatprognose mdéglich ist.
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Teile der Arbeit wurden vorab als Abstracts und Posterprasentationen verdéffentlicht:

e Kongr. der Ges. Nephrologie, Sept. 2008, Tubingen

e Kongr. der Ges. fir Nephrologie, Sept. 2009, Géttingen

e Tagung der Eur. Macrophage and Dendritic Cell Soc. (EMDS) Regensburg
2009

e Kongress der Deutschen Gesellschaft fir Nephrologie, Sept. 2011, Berlin

Farmakiotis A, Scherberich JE: Toll-like receptor 2 (TLR2) Expression of Monocytes in
Kidney Allograft-Dysfunction. Nieren-& Hochdruckkrankheiten 37, 522-523 (2008)

Scherberich, JE, Farmakiotis A: Risk stratification and cellular immueresponse after
short- and long term renal transplantation. Nieren- & Hochdruckkrankheiten 38; 524
(2009)

Scherberich JE, Farmakiotis A: Antigen pattern (CD14, CD16, HLA-DR, TLR2, TLR4)
of peripheral blood monocytes subsets after short and long term kidney transplantation
(ext. abstr.). EMDS (Eur. Macroph. Dendr. Cell Soc.) Regensburg, Band p 94, 2009

Scherberich JE, Rosskopf S, Estner H, Farmakiotis A, Guder WG, Hofmann W:
Parameter der Transplantatdysfunktion korrelieren mit dem Anstieg zirkulierender
Blutmonozyten des CD14+CD16+ HLA-DR+ Phanotyps. (Abstr.) DGIN Mitt. 3; 141
(2011)

Risikostratifizierung und zelluldare Immunantwort nach Kurz- und Langzeit
Nierentransplantation

Risk stratification and cellular immune responsiveness after short- and long term
renal transplantation J. E. Scherberich; A. Farmakiotis
Nephrologie & Klinische Immunologie, Miinchen-Harlaching, LMU, Miinchen,

Purpose: To elucidate potential risk profiles defining the clinical outcome in patients after
short-and long term kidney transplantation, we assessed various biochemical and
immunological parameters, including those of antigen-presenting cells.

Methods: 130 renal transplant patients (TXP) were divided into subgroups according to the
time after grafting (I: 1-4 years, 1I: 5-8 years, III: 9-13 years, [V: >14 years), and defined as
functional “stable” or “unstable” by an algorithm including serum creatinine, change of
creatinine within time, urine protein excretion pattern, monocyte expression of HLA-DR
and toll-like-receptor (TLR) antigens, as analysed by flow cytometry.

Results: TXP of groups I-III with unstable graft function doubled serum creatinine within
one year (p<0.0001), increased urine albumin and alpha-1-micro- globulin excretion
(<0.001), and reduced Ca++ serum concentration. In all TXP monocyte expression of
CD14 and HLA-DR was low compared with normal controls, patients with chronic renal
failure, and those under chronic hemodialysis treatment. In vitro activated TLR of cultured
monocytes secreted cytokines at an increased rate (Lambert, Scherberich et al.). Long term
TXP revealed low grade, stable albuminuria and alpha-1 micro- globulin excretion, and
lower TLR2 & TLR4 profiles of monocytes than unstable TXP within groups I-IV
(p<0.01).
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Conclusion: TXP at risk which develop chronic kidney allograft dysfunction can be
selected from stable TXP due to changes of conventional biochemical and nontraditional
immunological parameters. Down regulation of TLR2 and TLR4 monocyte expression was
associated with prolonged renal allograft survival, thus indicating a protective role of innate
immunity under these circumstances.
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