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1 Einleitung

1.1 Immunsuppression nach Nierentransplantation

Die Etablierung einer immunsuppressiven Therapie nach Nierentransplantation ist
essentiell zur Vermeidung von akuten und chronischen Rejektionen und damit fur das
Organuberleben.

Unterschieden wird zwischen einer Induktionstherapie, die in der Akutphase der
Organtransplantation das Immunsystem unterdriackt und einer Erhaltungstherapie, die
die Aktivitat des Immunsystems dauerhaft so modulieren soll, dass eine bestmogliche

Organfunktion etabliert und erhalten werden kann.

1.1.1 Induktionstherapie

In der Akutphase um die Nierentransplantation kommt es durch perioperativen Stress
sowie den Schaden durch Ischamie und Reperfusion zu einer massiven
Inflammationsreaktion. Diese wird durch Aktivierung des innaten (angeborenen)
Immunsystems und Uber Antigenprasentation auch Uber Aktivierung des adaptiven
(erworbenen) Immunsystems ausgelost (Richard J. Johnson, 2015a). Im
transplantierten Organ kommt es hierdurch zu erheblichem Schaden.

Ziel der Induktionstherapie ist es, den Empfangerorganismus durch
immunmodulatorische Mallnahmen so zu konditionieren, dass die Immunreaktion auf
das fremde Gewebe nicht oder nur minimal stattfindet. Mal3geblich hierfur ist die
Unterdrickung der T-Zellfunktion.

Hierfur haben sich zwei Medikamente etabliert: der Interleukin-2-Antagonist
Basiliximab und Thymoglobulin (ATG) (Richard J. Johnson, 2015b).

1.1.1.1 Basiliximab

Basiliximab ist ein chimarer (muriner/humaner) monoklonaler IgG1-Antikorper. Er
bindet an die a-Kette des Interleukin-2-Rezeptors auf der Oberflache von aktivierten
T-Lymphozyten. Der Interleukin-2-Rezeptor besteht aus einer a-Kette (CD25), einer
B-Kette (CD122) und einer y-Kette (CD132). Im Normalzustand, d.h. bei ruhenden T-

Lymphozyten, wird CD25 kaum exprimiert. CD25 bewirkt eine schnelle Assoziation
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von CD122 und CD 132. Dies fuhrt zu einer klonalen T-Zell-Expansion. Nach allogener
T-Zell-Stimulation, z.B. durch die Implantation von Fremdgewebe, kommt es zu einer
massiven CD25-Expression auf aktivierten T-Lymphozyten, somit zu einer klonalen T-
Zell-Expansion.

Die Bindung von Basiliximab an CD25 fuhrt zu einer kompetetiven Hemmung der
CD25-Wirkung und damit der T-Zell-Expansion.

Die Halbwertszeit betragt 1-2 Wochen. In einer Placebo-kontrollierten Studie fuhrte
eine Kumulativdosis von 40mg (2 Einzelgaben a 20mg an Tag 0 und Tag 4) zu einer
signifikanten Reduktion an bioptisch nachgewiesenen Rejektionen 6 und 12 Monate
nach Transplantation (Nashan et al., 1997).

Aufgrund der guten Vertraglichkeit und niedrigerem Nebenwirkungsprofil wird

Basiliximab in vielen Transplantationszentren als Standardinduktion verwendet.

1.1.1.2 Thymoglobulin

Thymoglobulin ist ein polyklonaler purifizierter Antikorper aus Kaninchenserum und
wird in der Pravention und Behandlung von AbstoRungen nach Nierentransplantation
verwendet (Kreis et al., 1981). In der Herstellung werden pathogenfreie Kaninchen mit
Zelllosungen von humanen Thymozyten immunisiert (Halloran, 2004). Das
Kaninchenserum wird gesammelt, Immunglobuline gegen Thymozyten isoliert und
aufbereitet. Um eine hohe Reproduzierbarkeit zu gewahrleisten, werden Proben von
>26000 Kaninchen gepoolt.

Die Hauptwirkung von Thymoglobulin beruht auf Lymphozytendepletion im peripheren
Blut durch Komplement-abhangige Zelllyse, Antikorper-gesteuerte Zytotoxizitat und
aktivierten Zelltod (Genestier et al., 1998). Neben dem peripheren Blut kommt es auch
zu einer Lymphozytendepletion in sekundaren lymphatischen Gewebe mit Ausnahme
des Thymus (Preville et al., 2001). Neben der absoluten Lymphozytendepletion
werden  Funktionen der Lymphozyten durch  Herunterregulation von
Oberflachenantigenen, die die T-Zellaktivierung und die Endotheladhasion steuern,
gehemmt (Michallet et al., 2003).

Thymoglobulin wirkt mit groRer Affinitat gegen T-Lymphozyten, jedoch hemmt es auch
die Ausreifung/Aktivierung von B-Lymphozyten durch Apoptoseinduktion in naiven und
aktivierten B-Zellen sowie Plasmazellen im Knochenmark (Zand et al., 2005). So wird
das Risiko von Antikorpervermittelten Rejektionen nach Nierentransplantation bei
praformierten Donorspezifischen Antikorpern (DSA) gesenkt (Bachler et al., 2010).
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Zusatzlich haben die Antithymozyten-Antikorper einen depletierenden — wenn auch
deutlich geringer ausgepragten - Effekt auf Naturliche Killerzellen, Monozyten,
Neutrophile Granulozyten, Thrombozyten und Erythrozyten und konnen somit zu einer
Panzytopenie fuhren.

Es gibt eine Reihe von unerwiunschten Wirkungen. In der Akutphase der Applikation
kann Thymoglobulin zum ,Cytokine-Release-Syndrom® fuhren. Dies zeichnet sich
durch akute Anaphylaxie, Fieber, Schuttelfrost, Dyspnoe, Unwohlsein,
Blutdruckdysregulation, Exanthem und Kopfschmerz aus. Meist kann dies durch
Infusionsstopp und Applikation von Epinephrin beherrscht werden. In selten Fallen
kann es zu schweren refraktaren Hypotonien, Lungenédem, Myokardinfarkt und Tod
kommen (Guttmann et al., 1997).

Etwa 5-15 Tage nach Applikation kann eine Serumkrankheit auftreten, die sich durch
Auftreten von Fieber, Exanthem, Athralgien und Myalgien auszeichnet und gut auf die
Gabe von Corticosteroiden anspricht.

An infektiologischen Komplikationen sind das vermehrte Auftreten von CMV-
Infektionen (13%), Sepsis (12%), Candidose (3%), HSV-Infektion (5%),
Urogenitaltraktinfetionen (19%) beschrieben, insbesondere bei Kumulativdosierungen
von >7mg/kg KG (Clesca et al., 2007).

Trotz des hoheren Nebenwirkungsspektrums zeigt Thymoglobulin Vorteile bezuglich
Auftreten von akuten Absto3ungen, verzogerter Transplantatfunktionsaufnahme und
Transplantatuberleben (Martins et al., 2005) (Abouna et al., 1993). Insbesondere bei
immunologisch hohem Risiko, wie etwa bei vortransplantierten oder vorimmunisierten
Patienten, praformierten Antikdrpern oder langen Ischamiezeiten, zeigt die Induktion
mit Thymoglobulin gunstigere Ergebnisse als Basiliximab (Brennan et al., 2006), so
dass Thymoglobulin regelhaft bei erhdhtem Risiko fur immunologische Ereignisse zur
Induktion eingesetzt wird.

1.1.2 Erhaltungstherapie

Die Immunsuppression in der Erhaltungsphase nach Nierentransplantation hat zum
Ziel, das Immunsystem so zu modulieren, dass der Empfangerorganismus Toleranz
fur das implantierte Organ entwickelt und erhalt. Gleichzeitig qilt es, eine
Uberimmunsuppression zu verhindern. Insbesondere im Langzeitverlauf steht die
Vermeidung von chronisch-humoralen Absto3ungen mit verkirztem Organuberleben

im Vordergrund.



Eine Tripletherapie aus niedrig-dosiertem Tacrolimus, Mycophenolsdure und
Prednisolon zeigte bezuglich GFR, bioptisch gesicherten akuten AbstoRungen und
Organuberleben gunstige Effekte (Ekberg et al., 2007). Diese Therapie ist heute in
vielen Transplantationszentren Standardtherapie.

1.1.2.1 Kortikosteroide

Kortikosteroide unterdricken die Produktion einiger Zytokine und vasoaktiver
Substanzen, u.a. Interleukin-1, Tumornekrosefaktor o, Interleukin-2, Chemokinen und
Proteasen (Richard J. Johnson, 2015c).

Die komplette immunsuppressive Wirkung der Kortikosteroide ist sehr komplex. Sie
haben Einfluss auf Zytokinbildung, Funktionalitat von Adhasionsmolekulen und
inflammatorischen Zellen sowie Apoptose.

Sie induzieren eine Neutrophilie bei gleichzeitiger Hemmung der Chemotaxis und
Adhasion der Neutrophilen.

Kortikosteroide wirken als Agonisten am Kortikoidrezeptor, der normalerweise als
inaktiver Komplex an Hitzeschockproteine gebunden im Zytoplasma vorliegt. Durch
Aktivierung uber Bindung des Kortikosteroids konnen Gentranskriptionen aktiviert oder
supprimiert werden.

Kortikosteroide stimulieren auflterdem Lipocortin, welches die Phospholipase A2
inhibiert und hiertber die Produktion von Leukotrienen und Prostaglandinen hemmt
(Flower, 1988).

Relevante unerwunschte Wirkungen sind Osteoporose, gestdrte Glucosetoleranz,
Cataractbildung, Huftkopfnekrose, Induktion oder Verschlechterung einer Arteriellen
Hypertonie, Diuretikaresistenz, Peptische Ulzerationen des Gastrointestinaltrakts,
Gewichtszunahme, Hirsutismus, Akne, Schlaflosigkeit, Myopathie, Pschyosen
(Richard J. Johnson, 2015c).

1.1.2.2 Tacrolimus

Tacrolimus ist ein Makrolidlacton und gehort zur Gruppe der Calcineurininhibitoren. Es
wurde erstmals 1987 bei der Fermentation einer japanischen Bodenprobe, die
Streptomyces tsukubaensis, ein gram-pos. Bakterium, enthielt, entdeckt.

Die Wirkung der Calcineurininhibitoren beruht auf der Bindung an sog. Immunophiline.
Im Fall von Tacrolimus an das FK-binding protein 12 (FKBP12), welches dadurch seine
Affinitat far Calcineurin erhoht und dieses hemmt (Ho et al., 1996).
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Calcineurin phosphoryliert den inaktiven Kernfaktor fur aktivierte T-Zellen (NFAT¢) im
Cytosol. Dieser wird damit aktiviert, kann in den Zellkern Ubertreten und dort an den
Kernfaktor fur aktivierte T-Zellen (NFAT,) im Nucleus binden. Dieser NFAT-NFAT.-
Komplex bindet an die Promotorregion des Interleukin-2-Gens und initiiert die
Interleukin-2-Bildung.

Wird Calcineurin durch die Bindung von Tacrolimus an FKBP12 gehemmt, wird
entsprechend die Interleukin-2-Produktion und damit die T-Zell-Aktivierung gehemmt.
Die Absorption von Tacrolimus ist sehr variabel, die Bioverfugbarkeit wird mit 5-67%
beschrieben. Die Absorption hangt von der Verweildauer im Gastrointestinaltrakt,
Anwesenheit von Nahrung und deren Fettgehalt ab. Ebenso sind ethnische
Unterschiede beschrieben. Kaukasier bendtigen in der Regel niedrigere Dosierungen
als Lateinamerikaner oder Afroamerikaner. Tacrolimus wird uber das CYP3A4-System
verstoffwechselt.

Die Ursache fur die ethnischen Unterschiede in der Dosierung von Tacrolimus ist das
CYP3AS5-Gen (Rojas et al., 2015)

Wegen geringer therapeutischer Breite und sehr variabler individueller Dosis, wird in
der Regel therapeutisches Drugmonitoring zur Dosisfindung durchgefuhrt (Schiff et al.,
2007).

Wichtige unerwunschte Effekte von Tacrolimus sind gestorte Glucosetoleranz,
Nephrotoxizitat, Induktion einer Thrombotischen Mikroangiopathie, Alopezie,
Schlaflosigkeit, Tremor, Myopathie, Abdominalschmerzen, Diarrhoe,
Diuretikaresistenz, Typ-4-Renal-Tubulare-Azidose, Elektrolytstorungen

(Hyperkaliamie, Hypomagnesiamie, Hypophosphatamie).

1.1.2.3 Mycophenolat

Mycophenolatmofetil und enterisch ummanteltes Mycophenolatnatrium sind wichtige
Komponenten des immunsuppressiven Regimes nach Nierentransplantation.

Aktiver Metabolit ist die Mycophenolsaure, die eine potente reversible Hemmung von
Inosinmonophosphatdehydrogenase (IMPDH) verursacht. IMPDH bestimmt die de
novo Synthese der Guanosylmonophopsphat (GMP). Durch die Hemmung von IMPDH
entsteht ein relativer Mangel an GMP und ein relativer UberschuR an
Adenosinmonophosphat (AMP). GMP und AMP kontrollieren die de novo
Purinsynthese. Uber den relatvien GMP-Mangel wird somit die Purinsynthese
gehemmt (Allison and Eugui, 1996).



Mycophenolsaure hemmt vor allem die Typ2-Isoform der IMPDH. Diese wird in den
meisten aktivierten Lymphozyten exprimiert, wohingegen gewohnliche Zellen
hauptsachlich den die Typ1-Isoform der IMPDH exprimieren. Somit hat
Mycophenolsaure einen potenten zytostatischen Effekt auf aktivierte Lymphozyten
und entfaltet so die immunsuppressive Wirkung.

Es gibt drei weitere Mechanismen, die die potente immunsuppressive Wirkung von
Mycophenolsaure erklaren. Mycophenolsaure iniitiert die Apoptose von aktivierten T-
Lymphozyten. Zusatzlich wird durch die GMP-Depletion die Glycosilierung einiger
Adhasionsmolekile gehemmt und hieruber die Einwanderung von Lymphozyten und
Monozyten an Orte mit Inflammationsaktivitat verhindert. Die GMP-Depletion hat
aullerdem eine verringerte Aktivitat von Tetrahydrobiopterin zur Folge. Dieser ist
Cofaktor der induzierten Form der Nitritoxidsynthase (iNOS). Durch den
Tetrahydrobiopterinmangel wird die NO-Synthese gehemmt und somit die NO-
gesteuerte Gewebeschadigung verringert (Allison and Eugui, 2000).

Wichtige unerwiinschte Wirkungen sind Diarrhoen, Erbrechen, Ubelkeit,
gastrointestinale Ulcerationen und eine teils ausgepragte Myelotoxizitat.

Es gibt Hinweise, dass eine dauerhaft hohe Erhaltungsdosis von Mycophenolsaure
chronisch humorale Rejektionen effektiv verhindern kann (Allison and Eugui, 2005).

1.1.3 Grenzen der immunsuppressiven Therapie

Uber die Jahre hat sich bei der Nierentransplantation ein Protokoll fir eine
standardisierte  Immunsuppression  etabliert. Diese bestent aus einer
Induktionstherapie und einer Tripletherapie mit Kortikosteroid, Mycophenolsaure und
Tacrolimus, die dauerhaft fortgefuhrt wird. Entsprechend immunologischem
Risikoprofil und Begleiterkrankungen wird dieses Protokoll modifiziert.

In der Klinik zeigt sich, dass trotz intensiven Patientenmonitorings das Outcome
bezlglich immunologischer und infektiologischer Komplikationen nur sehr bedingt
vorhersagbar ist.

Mit dem gleichen Regime gibt es Patienten, die viele Rejektionsereignisse haben.
Andere wiederum erleiden mit formal gleichem immunologischem Risiko unter gleicher

Medikation schwerste infektiologische Komplikationen.



1.2 Monitoring der Transplantatnierenfunktion

1.2.1 Moglichkeiten der Abschatzung der Nierenfunktion

Die Bestimmung des Serumkreatinins ist immer noch die am meisten verbreitete
Methode zur Abschatzung der Nierenfunktion (Vidal-Petiot and Flamant, 2017) und
wird auch regelhaft zum Monitoring der Transplantatfunktion nach
Nierentransplantation verwendet.

Aufgrund von insbesondere wahrend des Beginns der akuten Nierenschadigung
deutlich schneller veranderter GFR im Vergleich zur Veranderung des
Serumkreatinins (Bellomo et al., 2004) wurde versucht, durch das Hinzuziehen der
quantitativen  Urinausscheidung eine etwas prazisere Beschreibung der
Nierenschadigung zu erreichen (Mehta et al., 2007).

Entsprechend wird die Veranderung des Serumkreatinins in Kombination mit der
Urinausscheidung auch zur Beschreibung und Kilassifikation der akuten

Nierenschadigung herangezogen (Khwaja, 2012).

Tabelle 1: KDIGO-Klassifikation der akuten Nierenschadigung. Modifiziert nach (Khwaja, 2012

1 1,5-1,9fache Erh6hung des Baselinewertes < 0,5ml/kg/h  far
6-12 Stunden

oder
Anstieg um > 0,3mg/dl (> 26pmol/l)

2 2,0-2,9fache Erhéhung des Baselinewertes < 0,5ml/kg/h fur >
12 Stunden
3 3,0fache Erhéhung des Baselinewertes <0,3ml/kg/h fur >
oder 24 Stunden
Anstieg bis > 4,0mg/dl (> 352umol/l) oder
Anurie far 212
oder Stunden

Beginn Nierenersatztherapie
oder

bei Patienten unter 18 Jahren Verringerung der eGFR
< 35ml/min/1,73m?




Die Aussage, die hiermit Uber die tatsachliche Nierenschadigung erhoben werden
kann, ist jedoch sehr unprazise.

Dies liegt vor allem daran, dass der akuten Nierenschadigung nicht eine einzelne
Erkrankung zugrunde liegt, sondern eine Vielzahl an unterschiedlichen Syndromen
Grund der Funktionsstérung sein kénnen (Ronco et al., 2019).

Nierentransplantierte:
Vaskulare Rejektion

\
-/

Nierentransplantierte:
Humorale Rejektion

Akutes
Nierenversagen

Nierentransplantierte:
Zellulare Rejektion

Abbildung 1: Ursachen von Akutem Nierenversagen. Modifiziert nach (Richard J. Johnson, 2015b)

Da der KDIGO-Klassifikation der akuten Nierenschadigung lediglich eine funktionelle
Beschreibung der Nierenfunktion zugrunde liegt, kann hierbei ohne weitere Diagnostik
keine Aussage uber die Ursache der Nierenschadigung und damit Uber die
tatsachliche Schadigung im Nierengewebe erfolgen.

1.2.2 Nierenbiopsie

Zur weiterfihrenden Abklarung der Funktionsverschlechterung ist oft die Durchfiihrung
einer Nierenbiopsie notwendig (Hogan et al., 2016).

Histopathologisches Korrelat der akuten Nierenschadigung unabhangig von der
Ursache ist der Nachweis eines akuten Tubulusschadens (Moeckel, 2018). Es gibt

mittlerweile Hinweise, dass anhand bestimmter Typen von Tubuluszellorganellen eine
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histologische Einschatzung der Dauer und damit auch der Prognose des Akuten
Tubulusschadens und damit des Nierenversagens erfolgen konnte (Kudose et al.,
2018).

Bei der Nachsorge von Patienten nach Nierentransplantation sind neben den
genannten Einflussfaktoren auf die Nierenfunktion einige Besonderheiten wie weniger
Toleranz gegen Schwankungen in der Hamodynamik, erhohte Infektionsgefahr,
Nephrotoxizitat einiger Immunsuppressiva, Rekurrenz der Grunderkrankung und auch
einige immunologische Faktoren, insbesondere Rejektionen zu beachten (Abu
Jawdeh and Govil, 2017).

Letztere spielen insgesamt fur das Transplantatiberleben eine wichtige Rolle (Sellares
et al., 2012), insbesondere in der Frihphase nach Nierentransplantation sind akute
Rejektionen der Hauptgrund fur Transplantatversagen (Parajuli et al., 2019).

1.2.3 Therapeutisches Drugmonitoring von Immunsuppressiva
Immunsuppressive Medikamente haben erheblich zum Erfolg der
Organtransplantation beigetragen. Wegen enger therapeutischer Breite und
signifikanter interindividueller Variabilitat der Blutkonzentration bendtigen viele dieser
Medikamente zur richtigen Dosisfindung therapeutisches Drugmonitoring (Chou,
1993).

Letzteres ist definiert als die laborchemische Bestimmung eines Parameters, der mit
passender medizinischer Bewertung direkt die Verschreibung von Medikamenten
beeinflusst (Touw et al., 2005).

Therapeutisches Drugmonitoring ist weit verbreitet fur die Calcineurininhibitoren
CyclosporinA und Tacrolimus, die mTor-Inhibitoren Sirolimus und Everolimus sowie
fur Mycophenolsaure (Kahan et al., 2002, Shaw et al., 1999). Fur die Calcineurin- und
mTor-Inhibitoren ist Therapeutisches Drugmonitoring sogar als Teil der Zulassung
gefordert, bei Mycophenolsaure ist dies nicht der Fall.

Zwar gibt es Hinweise, dass niedrige Blutspiegel von Immunsuppressiva zu erhohten
Rejektionsraten und hohere Konzentrationen zu vermehrter Toxizitat fuhren (Hedayat
et al., 1996, Johnston and Holt, 1999), jedoch ist insbesondere aufgrund des sehr
unterschiedlichen klinischen Hintergrunds das therapeutische Fenster fur bestimmte
Medikamente im Kontext zwischen Rejektionsprophylaxe und Toxizitatspotential
interindividuell sehr unterschiedlich (Mohammadpour et al., 2011).



Im klinischen Alltag konnen daher relativ viele Patienten einer Unter- oder
Uberimmunsuppression ausgesetzt sein (Brunet et al., 2016, Nashan et al., 2016).
Anhand der klinischen Evaluation (Grunderkrankung, individuelle
Patientencharakteristika) konnen Hochrisikopatienten identifiziert werden, ein
alltagstaugliches Vorhersagemodell existiert jedoch nicht.

Therapeutisches Drug Monitoring ist bei der Therapiesteuerung zwar hilfreich, aber
trotzdem unzureichend. Dies liegt am niedrigen Vorhersagewert der notwendigen
Medikamentenexposition und der hohen Varianz der Pharmakokinetik der
Immunsuppressiva, insbesondere aufgrund von genetischen Polymorphismen von
Stoffwechselenzymen und Medikamententransportern. Hier konnte zusatzlich
paralleles Monitoring von biochemischen Parametern und klinischen Aspekten die
individuelle Therapie fur Organempfanger optimieren (Brunet et al., 2016).

Die Identifikation von neuen Biomarkern mit besserer Sensitivitat und Spezifitat fur die
Steuerung der Immunsuppressiven Therapie ist daher dringend notwendig um die
Therapiesteuerung von Organempfangern und somit die klinischen Ergebnisse zu
verbessern (Dewitte et al., 2015). Dies kann vor allem durch die Vermeidung bzw.

frhzeitige Erkennung von AbstoRungsreaktionen gelingen.

1.2.4 Weitere laborchemische Moglichkeiten zum Monitoring der
Transplantatnierenfunktion

Fur das weiterfuhrende Monitoring der Organfunktion nach Nierentransplantation,
insbesondere auch zur Fruherkennung von Komplikationen, sind somit neben der
Abschatzung der Transplantatnierenfunktion Uber die Serumkreatininbestimmung
auch weitere Tests notwendig. Im klinischen Alltag sind diesbezuglich bereits das
Monitoring von Donorspezifischen Antikorpern (Messung uber ELISA oder Luminex-
Assay) oder auch Protokollbiopsien im Einsatz. Der Nutzen dieser Parameter fur das
Langzeittransplantatuberleben ist allerdings noch nicht endgultig geklart (Schinstock
and Gandhi, 2018). Hinzu kommt die Kostenintensitat der regelmafligen HLA-
Antikorperbestimmung und im Falle der Biopsien die Invasivitat des Verfahrens. Somit

sind beide Verfahren keine idealen regelmaRigen Verlaufsparameter.
Angesichts deutlicher Fortschritte in der Gensequenzierung, der Proteomik und
weiterer Labormethoden, befinden sich aktuell einige Biomarker in Entwicklung, um

das invasive Verfahren der Transplantatnierenbiopsie in der klinischen Praxis zur
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Diagnostik von Komplikationen nach Nierentransplantation zu ergéanzen und potentiell
zu ersetzen.

So ist es bereits jetzt teilweise maoglich, krankheitsspezifische Prozesse auf
molekularbiologischer Ebene zu detektieren bevor diese klinisch oder
histopathologisch evident werden (Salvadori and Tsalouchos, 2017).

Es konnte beispielsweise gezeigt werden, dass NGAL im Urin (UNGAL - Neutrophil
Gelatinase Associated Lipocalin) unabangiger Risikofaktor fur eine verzogerte
Funktionsaufnahme des Nierentransplantats und eine schlechtere Langzeitfunktion
des Transplantats ist (Rostami et al., 2013, Ramirez-Sandoval et al., 2015).

Nuclear factor kappa B (nf-KB) im Serum zeigte ebenso eine Assoziation mit akuten
Rejektionen (Wu et al., 2011) wie erhohte Level von forkhead box P3 (foxP3)
messenger RNA (mRNA) im Urin.

Neben den oben genannten Beispielen gibt es noch viele weitere Biomarker, die in
Studien Potential zur besseren Steuerung der Immunsuppression und zum besseren
Monitoring der Organfunktion nach Nierentransplantation gezeigt haben. Bisher hat es
noch keiner dieser Biomarker geschafft, sich im Alltag zu etablieren.

Ein vielversprechender Ansatz zur Detektion von Transplantatschaden ergibt sich in
der Untersuchung von donorspezifischer zellfreier DNA (gcfDNA).
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1.3 Zellfreie DNA

1.3.1 Zellfreie zirkulierende DNA

Zellfreie Nukleinsauren (DNA; RNA) konnen in menschlichen Korperflussigkeiten
(Plasma/Serum, Urin, Speichel) nachgewiesen werden. Dies gelang erstmals 1940
(Mandel, 1948).

Erst einige Jahrzehnte spater hat der Nachweis freier Nukleinsauren an Bedeutung
gewonnen und ist als nicht-invasive, schnelle und sensitive diagnostische Methode bei
verschiedensten Erkrankungen (Tumorerkrankungen, Pranataldiagnostik, SLE,
Rheumatoide Arthritis, Myokardinfarkt, Schlaganfall) von Nutzen. Es gibt einen
unmittelbaren Zusammenhang zwischen Gewebsschadigung und der Konzentration
freier Nukleinsauren im Plasma. Hintergrund sind hier verschiedenste Mechanismen
der Freisetzung der freien Nukleinsauren, beispielsweise durch Zelllyse, Apoptose
oder Nekrose, diaplazentaren Durchtritt von freien Nukleinsauren, aktive Sezernierung
durch aktivierte Lymphozyten oder Bluthirnschrankenstorungen (Vishnu Swarup,
2007).

DNA liegt im Korper in der Regel in Form von Chromosomen vor. Diese bestehen aus
kompakt gepacktem Chromatin. Das Chromatin wiederum besteht aus DNA in
Verbindung mit Strukturproteinen, sogenannten Nukleosomen (= Komplex aus DNA
und Histonen). Die Abfolge der Nukleosompakete im Chromatin, welche die DNA dort
stabilisieren, wird Solenoidstruktur genannt (Hayes and Hansen, 2001).

Wird zellfreie DNA im Rahmen von Zelltod im Organismus Uber einen der oben
erwahnten Mechanismen freigesetzt, so ist sie in Form von Mononucleosomen,
Oligonucleosomen, Nucleolipproteinen oder Apoptotischen Vesikeln in der
Blutzirkulation vorhanden.

Je nach Ursache der DNA-Freisetzung sind unterschiedliche Langen an DNA-
Fragmenten beschrieben. So finden sich bei Nekrosen DNA-Fragmente von >10000
bp (= Basenpaare), bei Apoptose hingegen deutlich kleinere Fragmente von 180-200
bp (Jiang and Lo, 2016).

Die Halbwertszeit von zellfreier DNA im Plasma ist im Median 16,3 Minuten (4-30
Minuten; beschrieben fur fetale cfDNA) (Lo et al., 1999).
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Abbildung 2: Urspriinge zirkulierender Nukleinsauren. Modifiziert nach (Vishnu Swarup, 2007)

1.3.2 Zellfreie zirkulierende DNA nach Organtransplantation

Der grofite Anteil an frei zirkulierender DNA wird im Knochenmark freigesetzt (Lui et
al., 2002). Der Anteil an zellfreier DNA, die aus soliden Organen stammt, variiert je
nach Organ, ist aber jeweils sehr klein. Einen signifikanten Unterschied zwischen
korpereigenen und transplantierten Organen gibt es hierbei nicht solange die
transplantierten Organe keinen Schaden haben (Lui et al., 2003).

Da die Freisetzung von zellfreier DNA mit Zelltod assoziiert ist, wird vermutet, dass bei
Zelluntergang im Transplantat, etwa bei AbstoRungen oder Zelluntergang anderer
Ursache (Infekte, Tumoren des Transplantats, Ischamien), vermehrt zellfreie DNA
freigesetzt wird. Ein erhdhter Gehalt an donorspezifischer zellfreier DNA im Urin von
nierentransplantierten Patienten mit akuter Rejektion konnte bereits nachgewiesen
werden (Zhang et al., 1999).

Der quantitative Nachweis von donorspezifischer zirkulierender DNA ist aufgrund der
geringen Menge (ca. 10 Genomkopien/ml Plasma) jedoch schwierig.

Zunachst gelang dies nur durch  Y-Chromosom-Sequenzierung in
geschlechtsungleichen Spender-Empfanger-Paaren nach Organtransplantation und
war somit nur fur einen Teil der Patienten moglich (Zhang et al., 1999).

Allen Patienten zuganglich ist die Nutzung der HLA-Mismatche zwischen Donor und
Empfanger zur Detektion der zellfreien donorspezifischen DNA. Hierzu ist die Kenntnis

der HLA-Typisierung von Spender und Empfanger fir die mehreren hundert HLA-
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Genotypen sowie die Optimierung der Laborchemischen Assays fur jedes Spender-
Empfanger-Paar zwingende Voraussetzung (Gadi et al., 2006, Lo, 2011). Durch den
sehr grofden logistischen und finanziellen Aufwand ist diese Methode nicht
alltagstauglich.

Aufgrund zunehmend besserer Verfugbarkeit und kirzerer Messzeit von
Einzelmolekulzahltechniken wie z.B. HTS (High Throughput Sequencing) oder dPCR
(digital PCR) ist die Messung der donorspezifischen zellfreien DNA als
Verlaufsparameter fur die Transplantatgesundheit in letzter Zeit zunehmend
interessant geworden (De Vlaminck et al., 2014, Snyder et al., 2011, Beck et al.,
2013a). Zielparameter sind hier jeweils SNPs (Single Nucleotic Polymorphisms)
verschiedener Allele bei Organspender und —empfanger.

SNPs entstehen bei Ablesefehlern im Rahmen der DNA-Replikation. Bei der ddPCR
werden SNPs verwendet, die bei sogenannten MAFs (Minor Allelic Frequency) —
seltener auftretenden Allelen in einer Population — gehauft auftreten. Vorab werden
hierfir aus oOffentlich zuganglichen Gendatenbanken (beispielsweise HepMap oder
1000Genomes) geeignete SNPs vorselektioniert. Ziel ist es, geeignete SNPs aus dem
Organspenderpool und beim Organempfanger zu finden, die moglichst bei einem (z.B.
Empfanger) homozygot auftreten, aber im anderen Organismus (z.B. Organspender)
nicht vorhanden sind. Limitation ist hier, die initial notwendige Menge an
Untersuchungsmaterial fur die Vorselektion der SNPs.
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Identifikation von
homozytogen SNPs im
Patienten:

41 Assays auf Patienten DNA (20ng)
Uber real-time PCR

50% (ca 20 SNPs) aufgrund 50% (ca 20 SNPs) fir den

heterozytogem Genotyp im zweiten Screeningschritt.

Empféanger ausgeschlossen Benutzt wird vorab
(AB) vervielfaltige cfDNA

25% (ca 5) der Assays

werden aufgrund des 50% (ca 10) der Assays sind 25% (ca 5) sind homozygot
gleichen homozygoten homozygot im Empfanger aber heterolog in Spender
Genotyps bei Empfanger und und heterozygot im Spender und Empfanger (AA/BB oder
Spender ausgeschlossen (AA/AB oder BB/AB) BB/AA).
(AA/AA oder BB/BB)

Entgliltiges Assay-Set fiir
den Patienten: der
Donorspezifische cfDNA-
Inhalt wird von mindestens
zwei unabhéngigen Assays
aus berechnet.

Abbildung 3:.Ablaufschema fur Selektion von geeigneten SNPs und Messung von GcfDNA. Modifziert nach (Beck
et al., 2013a)

Im ersten Schritt wird DNA aus dem Spendergenom mittels real-time-PCR amplifiziert. Hier werden alle SNPs des
Empfangers mit einem heterozygoten Genotyp eliminiert. Im folgenden Schritt wird praamplifizierte cfDNA
verwendet. Hier wird mittels ddPCR zwischen SNPs unterschieden, die homozygot im Empfanger sind und
entweder homozygot im Empfanger und heterozygot im Spender oder homozygot im Spender und heterolog

zwischen Spender und Empfanger. Letztere sind die bevorzugten SNPs des Empfangers (durchschnittlich 5 pro
Probe). Die Zahlen wurden fiir MAF von 0,5% berechnet und kénnen zwischen einzelnen Patienten variieren.

Im Gegensatz zur quantitativen PCR, die meist in Echtzeitmessung eine relative
Quantifizierung erzielen kann, ermoglicht die digitale PCR die absolute Quantifizierung
von bestimmten Nukleinsauren einer Probe, z.B. von SNPs. Dies gelingt durch
Aufteilen der Probe in viele PCR-Subreaktoren, so dass jeder dieser Teilbereiche
entweder einige wenige oder Uberhaupt keine der Ziel-Nukleinsauresequenzen
enthalt. Nach Amplifikation kann mittels Endpunkt-Fluoreszenzmessung eine genaue
Quantifizierung der jeweiligen Zielnukleinsaure erfolgen. Hieriber kann die Messung
einer effektiven Konzentration auch seltener Nukleinsauren gelingen.

Als eine Form der digitalen PCR werden in der sogenannten ,droplet digital® PCR
wassrige Tropfen als Mikroreaktoren innerhalb einer nicht mischbaren Olldsung
verwendet. Die Aufteilung der wassrigen Tropfen erfolgt Uber magnetische Kugelchen,
die die Zielsequenz uber gedrosselte Verdunnung aufnehmen kénnen, wo folgend die
Amplifikation stattfindet und im Anschluss die genaue Quantifizierung mittels
Endpunktfluoreszenz erhoben wird. Die Emulsionen werden mittels mechanischer

Scherbewegungen aufrecht erhalten (Quan et al., 2018).
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Im Vergleich zum HTS weist die ddPCR Vorteile in Kosten- und Zeiteffektivitat auf.
Dies aulert sich beispielsweise im Erhalt von Untersuchungsergebnissen innerhalb
eines Tages. Somit ist mit der ddPCR eine alltagstaugliche Methode zur Messung von

gcfDNA vorhanden.
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1.4 Zielsetzung

Alle  vorhandenen Parameter  zum Patientenmonitoring nach  einer
Nierentransplantation haben Schwachen. So ergeben sie entweder ein inkomplettes
Bild wie TDM oder sind vollig unspezifisch wie konventionelle Laborparameter.

In der weiterfUhrenden Abklarung wird zumeist eine Transplantatnierenbiopsie
durchgefuhrt, um anhand des histopathologischen Bildes eine spezifische Therapie
einleiten zu kdnnen.

Aus logistischen und forensischen Grunden vergehen bis zur Durchfuhrung und Erhalt
des Biopsieergebnisses oft mehr als 24 Stunden. Dies liegt einerseits an den vorab
notwendigen laborchemischen Tests zur Evaluation des Interventionsrisikos, aber
auch an dem in der Regel nicht rund um die Uhr verfugbarem Personal zur
Durchfuhrung der Biopsie. Da die Nephropathologie, insbesondere in der
Transplantationsmedizin, sehr viel Expertise seitens des Pathologen erfordert, werden
die Biopsien regelhaft an eines der wenigen Nephropathologiezentren versandt.
Hierdurch geht allein durch den Transportweg nochmals Zeit verloren.
Donorspezifische zellfreie  DNA ist ein vielversprechender Parameter zum
Verlaufsmonitoring nach Nierentransplantation.

Insbesondere die Assoziation mit Zellschadigung — wie sie vor allem bei schweren
Rejektionen auftritt - und dem hiernach verhaltnismaRig schnellen Anstieg der cfDNA
im Empfangerplasma, sowie die deutlich verbesserte und nun alltagstaugliche
Messmethodik zeigen neue vielversprechende Moglichkeiten zur klinischen Nutzung
der donorspezifischen zellfreien DNA auf.

Die Zielsetzung dieses Projekts war die Beurteilung der Bedeutung der Analytik
zellfreier DNA aus Nierentransplantaten zum Monitoring von
Transplantatschadigungen in den ersten 12 Monaten nach Transplantation.
Insbesondere die Evaluation, ob hiermit eine ,Liquid Biopsy“ zur Fruhdetektion von
Rejektion maoglich ist.
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2 Material und Methoden

2.1 Studienprotokoll

2.1.1 Rekrutierung
Die Rekrutierung erfolgte aus dem Patientenkollektiv der Klinik fur Nieren-, Hochdruck-
und Autoimmunerkrankungen und des Transplantationszentrums im Klinikum Stuttgart

zum Zeitpunkt der Nierentransplantation.

Die Studie wurde mit Zustimmung der Ethik-Kommission (Zulassungsnummer
616/2013BO2-) und nach Aufklarung und schriftichem Einverstandnis mit dem

jeweiligen Patienten durchgefuhrt.

2.1.2 Einschlusskriterien
e Terminale Nierenerkrankung mit geplanter Nierentransplantation

e Einwilligungsfahigkeit

2.1.3 Ausschlusskriterien
e Fehlende Einverstandniserklarung zur Studienteilnahme
o Keine spezifischen Altersgrenzen solange die Transplantationsfahigkeit vorlag
e schwangeren Patientinnen (da grundsatzlich Ausschluf3 Schwangerschaft vor

Transplantation
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2.2 Studiendesign

Ab dem Zeitpunkt der Nierentransplantation wurden bei den eingeschlossenen
Patienten im Rahmen einer monozentrischen prospektiven Kohortenstudie regelmafig
Daten erhoben, entweder wahrend einer stationdren Behandlung oder bei den
ambulanten Vorstellungen in der Transplantationssprechstunde.

Die Erhebung der klinischen Daten und der gcfDNA-Werte erfolgten unabhangig
voneinander und ohne Kenntnisse der Daten der jeweils anderen Gruppe. Die
Entblindung fand erst nach Ende der Datenerhebung statt.

Zu festgelegten Zeitpunkten wurden klinische und laborchemische Daten erfasst sowie
gcfDNA in absoluter (cp/mL) Konzentration gemessen. Konnten zu einem der
festgelegten Beobachtungszeitpunkte keine Daten erhoben werden, so war dies kein
Ausschlusskriterium.  Wurde wahrend eines Beobachtungszeitpunkts eine
Prednisolonpulstherapie verabreicht, so wurden die gemessenen gcfDNA-Werte nicht
bertcksichtigt. Die gcfDNA wurden auch nicht in der ersten Woche und nach einer
Biopsie berucksichtigt.

Tabelle 2: Beobachtungszeitrdume im Studienverlauf ab Zeitpunkt der Nierentransplantation

Visitennummer Zeitpunkt nach Nieren-
transplantation

V1 Tag 1

V2 Tag 3 +/- 1

V3 Tag 5 +/- 1

V4 Tag 7 +/- 1

V5 Tag 10 +/- 2

V6 Tag 20 +/- 3

V7 Tag 30 +/- 3

V8 Monat 2 +/- 14 Tage

V9 Monat 3 +/- 14 Tage

V10 Monat 4 +/- 14 Tage

V11 Monat 5 +/- 14 Tage

V12 Monat 6 +/- 14 Tage

V13 Monat 8 +/- 1 Monat
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V14 Monat 10 +/- 1 Monat

V15 Monat 12 +/- 1 Monat

Tabelle 3: Beobachtungsparameter im Studienverlauf: Basisparameter und wahrend jeder