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1. Einleitung

1.1 Allgemeines

Seit Uber einem Jahrzehnt geistert ein Bild durch das Internet: eine kleine
nackte Maus mit einem riesigen Ohr auf dem Rucken, die sogenannte Vacanti-

Maus, geschaffen von Dr. CA Vacanti et al. (1).

Abb. 1: Die Vacanti-Maus (2)

Auch wenn das Ohr nicht aus menschlichem Gewebe, sondern aus
Rinderknorpel bestand; und die Maus nicht einem gentechnischen Experiment
unterzogen wurde, so zeigt diese kleine Maus dennoch eindrucksvoll den
Traum der Menschen, bendtigte Organe einfach nachwachsen lassen zu
konnen. Konnte man Organe (und sogar ganze Korperteile wie Hande und
Arme) mit der Patienten-DNA, und damit mit den identischen HLA-Antigenen,
nachwachsen lassen, so ware fur viele Menschen in Deutschland und auf der
ganzen Welt ein gro3es Problem gelost. Die ethischen Aspekte eines solchen
Organ-Ersatzteil-Lagers sind jedoch eine ganz andere Geschichte und werfen

viele Fragen auf.

Befindet sich ein Patient im terminalen Stadium einer chronischen
Niereninsuffizienz, wegen einer Erkrankung oder aufgrund genetischer
Faktoren, so stellt sich die Frage nach einer Nierentransplantation. Auch wenn

die Dialyse den Patienten mehrere Jahre lang am Leben erhalten kann, bietet



eine Nierentransplantation eine bessere Uberlebenschance (3). Nicht zu
vernachlassigen ist auch die durch das Wegfallen der Dialyse verbesserte
Lebensqualitat nach einer Transplantation (3).

Gemaly dem Jahresbericht von Eurotransplant (4) warteten Ende Dezember
2010 alleine in Deutschland 7869 Menschen auf eine Spenderniere. Aufgrund
von erworbenen oder angeborenen Erkrankungen brauchen immer mehr
Patienten ein Spenderorgan. Dem entgegengesetzt erfolgten im Jahre 2010 in

Deutschland nur 2272 Leichennieren- und 665 Lebendnierentransplantationen.

Aufgrund des massiven Spenderorgan-Mangels, sowie der steigenden Anzahl
der Patienten, welche sich auf der Warteliste bei Eurotransplant befinden,
mussen alle Moglichkeiten ausgeschopft werden, um bereits transplantierte
Organe so lange wie moglich zu erhalten. Die durchschnittliche Transplantat-
Uberlebenszeit liegt nach 8 Jahren bei ca. 60%, wobei diese stark variiert, in
Abhangigkeit von Faktoren wie z.B. HLA-Mismatch zwischen Spender- und
Empfangertypisierung, dem Vorhandensein von praformierten HLA-Antikorpern
und ob es sich um eine Leichen- oder Lebendnierenspende gehandelt hat (5,
6).

Da die Leichennierenspende in Deutschland weiterhin nicht einmal ansatzweise
die Transplantatnachfrage decken kann, befindet sich die Lebendnierenspende
auf dem Vormarsch. Immer mehr Transplantationen erfolgen mittels
Lebendnierenspenden (4). Bei einer Lebendnierenspende wird einem
gesunden Menschen (meist einem Angehodrigen des Patienten) eine Niere
entfernt und diese dem Patienten transplantiert. Lebendnierenspenden
zeichnen sich durch eine gute Organqualitdt und eine relativ kurze kalte
Ischamiezeit aus, welche sich positiv auf das Outcome und das

Transplantatiberleben auswirken (7, 8)



1.2 Immunsuppressiva

Seit uUber 50 Jahren werden Immunsuppressiva zur Vermeidung von
AbstoRungen eingesetzt und leisten einen groRen Beitrag zur Vermeidung von
TransplantatabstoRungen. Die stete Weiterentwicklung und Neuentdeckung
weiterer Immunsuppressiva fuhrten dazu, dass uns heute eine Vielzahl potenter
immunsuppressiver Substanzen zur Verfugung steht. Die sehr schweren
Nebenwirkungen der ersten Immunsuppressiva konnten zwar reduziert werden,
dennoch haben Immunsuppressiva auch heute noch gravierende unerwinschte
Arzneimittelwirkungen, welche die Morbiditat und  Mortalitat der
Nierentransplantatpatienten erhdhen (9). Im Klinikum Stuttgart erfolgt bei
Nierentransplantationen eine standardisierte Tripel-Therapie mit Prednisolon
(Decortin®), Tacrolimus (Prograf®) und Mycophenolat-Natrium (Myfortic®) (siehe
Methoden).

1.2.1 Mycophenolsaure/Myfortic®

Mycophenolat-Natrium (EC-MPS oder EC-MPA, ,enteric-coated mycophenolate
sodium®) gehort zur Gruppe der DNA-Synthese-Hemmer. Es wird im Dinndarm
freigesetzt und resorbiert. Es wirkt als nicht-kompetitiver, reversibler Inhibitor
des Enzyms Inosin-Monophosphat-Dehydrogenase (IMPDH), welches fur die
de novo Synthese von Guanosin-Nukleotiden verantwortlich ist. Die
Mycophenolsaure (MPA) wird in der Leber, der Niere und dem
Gastrointestinaltrakt durch das Enzym UDP-Glucuronosyltransferase 1A9
(UGT1A9) zum groflten Teil in den inaktiven Metaboliten MPA-7-O-Glucuronid
(MPAG) und zu einem geringeren Anteil in den aktiven Metaboliten Acyl-
Glucuronid-MPA (AcMPAG) glucuronidiert. Auch weitere Enzyme der UGT1A-
Gruppe sind zu einem geringeren Anteil an der Glucuronidierung beteiligt.
MPAG wird Uber organische Anionen-Transporter (OATs) und auch Uber das
multidrug resistance-associated protein 2 (MRP2) in die Galle sezerniert und
gelangt in das Darmlumen. Dort wird MPAG wieder zu MPA umgewandelt und
gelangt Uber den enterohepatischen Kreislauf zurick ins Blut. Diese
Wiederaufnahme ist fur 10-60% der gesamten MPA-Exposition verantwortlich

und zeigt sich im Plasma durch einen zweiten Peak in der MPA-Zeit-



Konzentrationskurve. Ungefahr 97-99% von MPA und 82% von MPAG liegen im
Plasma proteingebunden vor. Die Aussscheidung der MPA-Metaboliten
geschieht Uber die Niere, wobei vermutlich auch MRP2 als aktiver Transporter
an der renalen Ausscheidung beteiligt ist. (10 - 13)

Im Gegensatz zu den meisten Korperzellen, welche Uber den sogenannten
Salvage-Pathway Nukleotide erneut verwenden konnen, sind die T- und B-
Lymphozyten auf die de novo-Synthese von Guanosin angewiesen. Dadurch
kommt es durch EC-MPS zu einer selektiven Hemmung der T- und B-
Lymphozyten. (10)

Im Unterschied zu anderen Immunsuppressiva wirkt EC-MPS nicht
nephrotoxisch, jedoch zeigt auch EC-MPS unerwunschte Arzneimittelwirkungen
wie Leukopenie, Thrombozytopenie, Anamie, opportunistische Infektionen (z.B.
BKYV, Candida, Herpes-Viren), sowie gastrointestinale Beschwerden (10, 11).
Eine weitere Darreichungsform von MPA ist Mycophenolatmofetil (MMF). MMF
wird im Dunndarm rasch resorbiert, im Gegensatz zu EC-MPS, welches im
Dunndarm verzogert freigesetzt und somit langsamer resorbiert wird. Durch die
rasche Resorption von MMF kommt es nach 30 — 60 min nach oraler
Verabreichung zu einem ersten Peak in der Blutkonzentration, ein weiterer
Peak entsteht nach 6 — 12 h, bedingt durch die gastrointestinale Reabsorption
von MPA. Dieser Peak ist bei MMF starker ausgepragt als bei EC-MPS, bedingt
durch die bei EC-MPS initiale verzogerte Aufnahme im Dunndarm. (14)

1.2.2 Tacrolimus/Prograf®

Tacrolimus ist ein Calcineurin-Inhibitor und gehort zu den Makroliden. Durch
Hemmung der Produktion von pro-inflammatorischen Zytokinen bei T-Zellen
wirkt Tacrolimus sowohl auf den zellularen als auch den humoralen Anteil des
Immunsystems. Wird der T-Zell-Rezeptor aufgrund eines Antigens aktiviert, so
kommt es zu einem Calcium-Anstieg in der Zelle und damit zur Aktivierung des
Calcineurins. Das Calcineurin ist fur die Transkription der T-Zell-
Aktivierungsgene von mehreren pro-inflammatorischen Zytokinen, zum Beispiel

Interleukin-2, zustandig, welche die T-Zell-Proliferation fordern. Tacrolimus



bindet nun im Zytoplasma der T-Zelle an das FK-Bindungsprotein 12 und bindet
als Komplex wiederum an das Calcineurin, wodurch dessen Aktivierung
gehemmt wird. Durch die Inhibition des Calcineurins kommt es zu einer
Hemmung der Transkription und somit zur Hemmung der Zytokin-Produktion
und T-Zell-Proliferation. (10, 15)

Aufgrund der geringen therapeutischen Breite erfolgt die Dosierung von
Tacrolimus nach dem individuellen Plasmatalspiegel des Patienten. Die
unerwunschten Arzneimittelwirkungen von Tacrolimus beinhalten unter anderem
Nephrotoxizitat, Neurotoxizitat, gastrointestinale Stérungen, Hypertonus und

Hyperlipidamie sowie Diabetes mellitus (10, 15).

1.3. AbstoRung

Trotz intensiver Immunsuppression kommt es dennoch weiterhin zu

Transplantatabstoungen. Es wird zwischen hyperakuter, akuter und
chronischer Absto3ung unterschieden. Ein Sonderfall ist die Borderline-
AbstoRung, welche sich durch grenzwertige Veranderungen im histologischen
Praparat auszeichnet, die den Verdacht einer AbstoRung nahe legen. In dieser
Arbeit wurde die Borderline-AbstoRung als AbstoRung gewertet, andere Quellen
(16) zahlen sie jedoch noch nicht als Absto3ung. Die Einteilung der Rejektionen

erfolgt histologisch gemaf der BANFF-Klassifikation.

1.3.1 Hyperakute AbstoRung

Die hyperakute AbstoRung tritt innerhalb von Minuten bis Stunden nach einer
Transplantation auf. Sie wird hervorgerufen durch praformierte zytotoxische
Antikorper, wie z.B. HLA Klasse |-Antikorper oder Isoagglutinine bei ABO-
Blutgruppeninkompatibilitat. Durch die Aktivierung der Gerinnungskaskade
sowie des Komplementsystems kommt es zur Entstehung von Mikrothromben

im Transplantat und dadurch schlussendlich zur Transplantatnekrose. (16 - 18)
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1.3.2 Akute AbstoRung

Die akute Abstofung tritt innerhalb von Tagen bis mehreren Wochen nach

Transplantation auf. Ursache ist hier die primare Aktivierung von T-
Lymphozyten (18). Zu den klinischen Zeichen gehdren Ruckgang der Diurese,
Blutdruckanstieg sowie Anstieg des Serumkreatinins um mehr als 20% des
Ausgangswerts, Fieber und ein angeschwollenes Transplantat, welches auf
Druck schmerzhaft ist. Oftmals weist allerdings nur der Anstieg des
Serumkreatinins auf eine akute AbstoRung hin. Beweisend fur das Vorliegen
einer akuten AbstoRung ist nach wie vor die Histologie, welche durch eine
Nierenpunktion gewonnen wird. Die histologische Einteilung der akuten
AbstoBung erfolgt gemall der BANFF-Klassifikation in eine geringgradige
AbstoRBung (Grad 1), eine maliggradige AbstoRung (Grad Il) und eine schwere
AbstoRung (Grad Ill) (16, 17).

Therapiert wird eine akute Abstol3ung mit Erhdhung der Immunsuppressiva
sowie der Gabe von Steroiden und gegebenenfalls der Gabe von Anti-
Thymoglobulin (ATG) (siehe Methoden).

1.3.3 Chronische AbstoRung

Die chronische Abstof3ung tritt Monate bis Jahre nach einer Transplantation auf.

Die genauen Ursachen und Mechanismen fur eine chronische Abstof3ung sind
bisher nicht vollig geklart. Zusatzlich zu den immunologischen Vorgangen
scheinen auch allgemein inflammatorische Mechanismen daran beteiligt zu
sein. Die chronische Abstol3ung zeichnet sich durch einen Ruckgang der
Nierenfunktion aus, zudem kommt es zu einer Ansammlung von T-Zellen im
Nierenparenchym und einer Infiltration von T-Zellen und Makrophagen im
Interstitium (18).

Auch hier erfolgt die histologische Einteilung gemaly der BANFF-Klassifikation
in eine milde (Grad ), maRige (Grad Il) und eine schwere (Grad Ill) Abstof3ung.
(16, 17)
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1.4. Pharmakogenetik und Pharmakogenomik

Trotz intensiver, teilweise Blutspiegel-angepaldter Immunsuppression kommt es
bei einigen Patienten weiterhin zu Abstollungsepisoden, obwohl die
Immunsuppressiva im therapeutischen Bereich liegen. Bei anderen Patienten
kommt es zu opportunistischen Infektionen, welche typisch bei
Uberimmunsuppression sind, obwohl auch hier die Blutspiegel im
therapeutischen  Bereich  liegen. Medikamente  kdonnen  somit in
unterschiedlichen Menschen unterschiedliche Effekte haben, obwohl die
Dosierung und die Medikamenten-Konzentration gleich sind (9). Es wird also
eine  Methode bendtigt, die fur jeden Patienten die individuelle
Medikamentenkonzentration ermittelt, die der Patient braucht, um ein Maximum
an Effektivitat der Immunsuppression bei gleichzeitig minimalster Toxizitat zu
erreichen (19 - 23).

Ein Ansatzpunkt ist die Pharmakogenetik und Pharmakogenomik. Hier werden
die Auswirkungen der genetischen Einflusse auf die Wirksamkeit von
Medikamenten untersucht. Aufgrund von Mutationen und Polymorphismen
konnen die kodierten Enzyme verandert werden, was zu einer veranderten
Enzymfunktion fuhrt, welche wiederum den Abbau eines Medikaments
beschleunigen, verlangsamen oder gar verhindern kann.

Die Pharmakogenetik beschaftigt sich mit Variationen von einzelnen Genen,
welche den Effekt eines Medikaments beeinflussen koénnen, wie z.B. die
Mutation eines Enzyms, welches fur den Abbau eines Arzneimittels benotigt
wird. Bei der Pharmakogenomik werden wiederum mehrere Gene bezuglich
deren Einflusse auf ein Medikament und dessen Metabolismus untersucht. Ziel
der Pharmakogenetik und Pharmakogenomik ist die individualisierte
Pharmakotherapie, durch die Patienten eine fur sie personlich perfekt
angepaldte Medikamentendosis erhalten, um einen maximalen

Medikamenteneffekt bei minimalsten Nebenwirkungen zu erhalten (24 - 26).

Man schatzt, dass 20-95% der unterschiedlichen Arzneimitteldispositionen und

Arzneimittelwirkungen auf genetische Einflisse zurlckzufihren sind (27).
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Untersuchungen an Genen, welche Enzyme kodieren, die unter anderem fur
die Pharmakokinetik und Pharmakodynamik der Mycophenolsaure (MPA)
verantwortlich sind, gaben Hinweis darauf, dass genetische Variationen
mitverantwortlich fur die Unregelmalliigkeiten im Medikamentenabbau sein
konnten (24). Um genauere Aussagen bezuglich des Einflusses der
genetischen Variabilitat auf die Pharmakokinetik und Pharmakodynamik von
MPA treffen zu konnen, sind allerdings weitere Studien mit groReren
Patientenkollektiven notig.

Ein weiterer Vorteil der Pharmakogenetik und Pharmakogenomik ist die
Maoglichkeit, bei Patienten bereits vor der ersten Immunsuppressiva-Gabe
aufgrund ihrer Genetik eine optimale Dosierung zu ermitteln, wahrend das
Therapeutic Drug Monitoring (TDM) erst nach Verabreichung der
Immunsuppressiva beginnen kann (28).

Ein grofer Nachteil der pharmakogenetischen Analyse ist der finanzielle
Aspekt. Molekulargenetische Untersuchungen sind teuer, und damit nicht fur
den Routineeinsatz bei jedem Patienten finanzierbar. Des Weiteren ist der
rechtliche und ethische Aspekt nicht zu vernachlassigen, da genetische

Untersuchungen Beflrchtungen des ,glasernen Menschen® schiren konnten.

1.5 Biomarker

Ein weiterer Schritt zur individualisierten Pharmakotherapie ist die
Identifizierung und Analyse sogenannter Biomarker. Ein Biomarker ist ein
,objektiv messbarer Parameter, der einen normalen biologischen Prozess,
einen pathogenetischen Prozess oder die pharmakologische Antwort auf eine
therapeutische Intervention wiederspiegelt” (29). Ein bekannter Biomarker ist
zum Beispiel die Glucose im Serum, sie spiegelt die aktuellen glykamischen

Verhaltnisse im Korper wieder.
Oftmals weist nur ein Kreatinin-Anstieg im Serum auf eine Rejektion hin,

dennoch konnen auch subklinisch verlaufende AbstoRungen das Transplantat

schadigen und mussen daher erkannt werden. Diese subklinisch verlaufenden
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Rejektionen sind jedoch meist nur im Biopsat sichtbar. Bei den Patienten gibt es
weder klinische Anzeichen noch Anzeichen in den Laboruntersuchungen,
welche auf eine Nierentransplantatdysfunktion hinweisen wurden (30). Hier
konnte die Anwendung von entsprechenden Biomarkern von gro3em Vortell
sein.

Da das Immunsystem ein sehr individuelles komplexes Geschehen ist, besteht
auch die Notwendigkeit, die immunsuppressiven Medikamente individuell
einstellen zu konnen. In einer Studie von Long et al. (31) wurde berichtet, dass
durch  Calcineurin-Inhibitoren ~ wie  Tacrolimus auch die fur die
Toleranzentstehung wichtigen regulatorischen T-Zellen (Treg) in ihrer
Proliferation gehemmt werden. Die Notwendigkeit zur genauen Einstellung der
Immunsuppressiva zeigt sich demnach einerseits im Verhindern einer
AbstoRung, andererseits im Verhindern einer Uberimmunsuppression, welche
zu einer fehlenden Toleranzentwicklung bezuglich des Transplantats und zu

nicht-immunologischen Nebenwirkungen fuhrt (9).

1.6 Vorgangerstudie

In einer vorangegangenen Studie (32) wurden bei nierentransplantierten
Patienten (n=35) in der frGthen Phase nach Transplantation die
Zusammenhange zwischen pharmakokinetischen und pharmakodynamischen
Parametern, und klinischen Ereignissen Uberpruft. Die Patienten erhielten als
Initialtherapie Basiliximab und die Standard-Tripel-Therapie Steroide,
Tacrolimus und Mycophenolsaure.

Es zeigten sich hier starke interindividuelle Variationen in der Pharmakokinetik
von Mycophenolsdure (MPA) und den Metaboliten MPA-7-O-Glucuronid
(MPAG), Acyl-Glucuronid-MPA (AcMPAG) und fMPAG (freies MPAG). Wahrend
sich keine Assoziation zwischen den MPA-pharmakokinetischen Parametern
und Transplantatrejektionen zeigte, fand man bei Diarrhoe niedrige
pharmakokinetische Parameter, sowie eine hohe AcMPAG-Konzentraion bei

gastrointestinalen Beschwerden ohne Diarrhoe und bei Leukopenie.
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Die pharmakodynamischen Biomarker zeigten eine inverse Korrelation
zwischen MPA und AcCMPAG einerseits und der Inosin-Monophosphat-
Dehydrogenase (IMPDH) in Leukozyten. Es fand sich aber keine Assoziation
zwischen der  IMPDH-Aktivitat und  klinischen  Ereignissen. Die
Lymphozytenproliferation, welche mit dem kommerziellen BrDU-test bestimmt

wurde, zeigte eine Assoziation mit Leukopenien.

Einige CD-Oberflachenmarker auf T-Lymphozyten (CD3+) waren mit klinischen
Ereignissen assoziiert. Wahrend die Expression des Interleukin 2-Rezeptors
CD25 keine Assoziation mit klinischen Ereignissen zeigte, fand sich beim
Transferrin-Rezeptor CD71 eine verminderte Expression bei Infektionen. Eine
vermehrte Expression von CD26 zeigte sich bei akuten Abstof3ungen. Sieben
der 35 Patienten erlitten innerhalb der ersten 3 Monate nach Transplantation
eine Abstoflung. Diese Patienten zeigten an Tag 7 nach Transplantation eine
deutlich erhohte CD26-Expression auf den T-Lymphozyten. Setzte man den
Cut-Off bei 42,1 (% CD26 auf CD3 Zellen), so zeigte sich eine Sensitivitat
hinsichtlich einer AbstoRung von 100%, die Spezifitat betrug ca. 70%. Lag die
prozentuale Anzahl der CD26+/CD3+ Zellen Uber 50%, so bedeutete dies ein
10-fach hoheres relatives Risiko, eine AbstolRung zu erleiden.

Aufgrund der Ergebnisses der Studie, dass CD26 mit AbstoRungen assoziiert
ist, wurde eine weiterfUhrende Studie mit einem grof3eren Patientenkollektiv
veranlaldt, um zu Uberprufen, ob CD26 als pradiktiver Marker fur Rejektionen in

der frihen Phase nach Transplantation eingesetzt werden kann.

Die isolierten und stimulierten Lymphozyten zeigten aul3erdem eine reduzierte
CD26-Expression unter der immunsuppressiven Therapie mit Myfortic®, wobei
die fehlende Signifikanz dieser Ergebnisse an der geringen Fallzahl liegen
konnte und somit in einer grolReren Patientenpopulation Gberpruft werden mul3.
Wenn sich diese Ergebnisse bestatigen, kame die Expression von CD26 auf T-
Zellen moglicherweise auch als Biomarker fur das pharmakodynamische
Monitoring der Immunsuppression mit MPA, Tacrolimus und Steroiden in
Betracht.
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Da die Untersuchungen in der Vorstudie mit Isolation von mononuklearen
Zellen und deren Stimulation mittels Phytohamagglutinin sehr zeitaufwendig
und arbeitsintensiv waren, und die CD26-Expression sich hinsichtlich der
Stimulation bei Patienten mit und ohne Absto3ung nicht unterschied, wurde in
der Nachfolgestudie auf Zellkulturen mit Isolation und Stimulation verzichtet. Die
Untersuchungen wurden direkt im EDTA-Blut mittels Durchfluizytometrie
durchgefuhrt. Dieses EDTA-Blut wurde auf Station im Rahmen der
Routineblutentnahmen entnommen. So konnte gleichzeitig gepruft werden, ob

sich die Untersuchungen auch im Routinebetrieb bewahren kdnnten.

1.7 CD26/Dipeptidylpeptidase IV

CD26 ist ein Oberflachenmarker, welcher auf Zellen von verschiedenen

Gewebetypen wie zum Beispiel Niere, Darm, Lunge, Leber, Herz und Plazenta
exprimiert wird (33 - 36). Auch auf den T-Lymphozyten im peripheren Blut ist
CD26 als Oberflachenmolekil nachweisbar (37), wobei bei gesunden
Menschen eine niedrige CD26-Expression beschrieben wird (38 - 40). Im
peripheren Blut wird CD26 vor allem auf aktivierten CD4+ und CD8+
Lymphozyten exprimiert, ruhende T-Zellen zeigen hingegen nur eine schwache
CD26-Expression (41 - 50).

Der Oberflachenmarker CD26 ist ein Transmembran-Protein, gehort zu den
membranassoziierten Proteasen und hat co-stimulatorische Fahigkeiten (9).
Bindet ein Antigen an den T-Zell-Rezeptor (TCR), so kommt es erst durch die
co-stimulatorische Wirkung des CD26 zu einer Aktivierung der T-Zelle (51).
Durch ein Transmembransignal kommt es zur Tyrosyl-Phorphorylierung von
Proteinen im Zytoplasma, was wiederum zu einer intrazelluldren Ca®'-
Freisetzung und Interleukin-2-Sekretion mit anschliel3ender T-Zell-Proliferation
fuhrt (52 - 54).

Durch Proteolyse wird ein Teil des CD26 (sCD26) ins Serum abgegeben und
besitzt als Dipeptidypeptidase IV (DPP V) enzymatische Aktivitat (55, 56, 42).
Die DPP |V spaltet als Exopeptidase Dipeptide vom N-terminalen Ende ab,
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wobei Prolin oder Alanin die vorletzte Aminosaure der Peptide oder Proteine
sind (57). Als natlrliche Substrate fur die DPP IV kommen zum Beispiel
verschiedene Zytokine, Neuropeptide, Peptidhormone und Chemokine in
Betracht (58, 59).

In in vitro Experimenten exprimierten T-Zellen, welche vorher mit
Phytohamagglutinin  oder Concanavalin A  stimuliert wurden, das
Oberflachenmolekul CD26. Gleichzeitig konnte DPP [IV-Aktivitat im

Zellkulturmedium nachgewiesen werden (41).

Da auf Th1-Zellen eine vermehrte Expression von CD26 nachgewiesen werden
konnte, und bekannt ist, dass Th1-Effektor-Zellen bei einem starken Reiz auf
das Immunsystem aktiviert werden, wie es zum Beispiel im Rahmen einer
akuten AbstoRung vorkommt (60, 61), konnte CD26 sich als Biomarker fur die
Diagnostik von akuten Abstolungen im Rahmen einer Nierentransplantation

eignen. (9)

Die DPP IV ist bei -20°C 12 Monate lang stabil und ubersteht auch wiederholtes
Auftauen und Einfrieren (11). Gemessen werden kann die Aktivitat der DPP IV

mittels Spektralphotometer mit einem chromogenen oder fluorogenen Substrat

(9).

1.8 Ziele der Studie

Die vorliegende Studie ist eine Nachfolgestudie der Dissertation von Frau Dr. Y.

Martius ,<Zusammenhang zwischen pharmakodynamischen und
pharmakokinetischen Parametern und der Therapie mit Myfortic® bei Patienten
in der frihen Phase nach Nierentransplantation. An einem grofReren

Patientenkollektiv sollten folgende drei Punkte Uberprift werden:

1. Bestatigt sich der Zusammenhang zwischen der CD26-Expression auf T-

Lymphozyten und einer Abstolung des Transplantats, wenn die
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Oberflachenmarker direkt aus EDTA-Vollblut bestimmt werden, ohne
vorherige Zellisolation und Stimulation?

Die Moglichkeit einer Analyse aus EDTA-Vollblut ware eine grolde
Vereinfachung der Analyse. Zeitaufwendige Zellisolationen und
nachfolgende Stimulationen, welche mehrere Tage in Anspruch nehmen,
wurden entfallen. Die Analyse des Biomarkers CD26 konnte somit fur die

Routinebestimmung zur Verfugung stehen.

. Korreliert die DPP |V-Aktivitat im Plasma mit der CD26-Expression auf T-
Lymphozyten und kann somit die DPP [V-Aktivitat ebenfalls als Marker
fur eine drohende Transplantatabsto3ung verwendet werden?

Dies wirde eine weitere Vereinfachung fur die Analyse bedeuten, da die
DPP IV im Plasma auch nach dem Einfrieren fur mehrere Monate stabil
bleibt, und somit auch langere Transportwege toleriert werden kdnnen.
Dies wurde die DPP IV zu einem praktikablen Biomarker machen,
welcher auch bei Multicenter-Studien zum Einsatz kommen konnte (9).
Zusatzlich ware das Problem der Wochenenden und Feiertage, an denen

keine Durchflulzytometrie durchgefuhrt wird, gelost.

. Besteht zwischen der CD26-Expression auf T-Lymphozyten und der DPP
IV-Aktivitat im Plasma ein Zusammenhang mit der MPA-, AcMPAG- und
fMPA-Konzentration?

Anders als Tacrolimus kann die Mycophenolsaure-Dosis, besonders bei
der Verwendung von Myfortic® nicht durch die Ermittlung des taglichen
Plasmatalspiegels fur jeden Patienten individuell eingestellt werden.
Grund hierfur ist die Pharmakokinetik und Pharmakodynamik von
Mycophenolsaure (11). Ein Biomarker ware eine Moglichkeit,
Rickschliisse auf die individuelle Immunsuppression durch Myfortic® zu

ziehen.
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2. Material und Methoden

2.1 Kontrollgruppe

Als Kontrollgruppe und zur Erhebung von Referenzwerten wurden von 49
Blutspendern Blutproben entnommen. Die Blutentnahmen erfolgten im Rahmen
einer Blutspende im Institut fir Transfusionsmedizin und Blutspende des
Klinikums Stuttgart. Fur die Studie wurde den Blutspendern (BS) zusatzlich zu
den Routineentnahmen eine 2,6 mil-Monovette EDTA-Blut entnommen. Es
wurden nur Blutspender ausgewahlt, die seit der letzten Spende keine
Medikamente, auch keine oralen Kontrazeptiva, eingenommen hatten. Der
Spendeabstand zwischen zwei Spenden muss mehr als 56 Tage betragen.

Um eine annahernd gleichmalige Altersverteilung der Kontrollgruppe zu
erhalten, wurden 5 Altersgruppen gebildet: 18-30 Jahre, 31-40 Jahre, 41-50
Jahre, 51-60 Jahre und 61-70 Jahre. Jede Altersgruppe setzt sich aus 5
weiblichen und 5 mannlichen Blutspendern zusammen, mit Ausnahme der
Gruppe der 61-70 Jahre alten Blutspender, welche 5 mannliche, aber nur 4

weibliche Blutspender enthielt.

2.2 Patienten

2.2.1 Ein- und AusschluRkriterien der Studie

Die Patienten wurden gemald der Ein- und AusschluRkriterien der Studie im

Klinikum Stuttgart rekrutiert. Die ersten Patienten wurden Ende 2008 rekrutiert,
die letzten im Sommer 2010. Solange die Einschlu3kriterien erfullt waren und
keine Ausschlul3kriterien zutrafen, wurden die Nierentransplantat-Patienten
rekrutiert. Es erfolgte keine weitere Sortierung oder ein weiteres Auswahlen der

Patienten.

Einschlul3kriterien:
* Manner und nicht schwangere Frauen uber 18 Jahre

* nur Nierentransplantatempfanger (Leichen- und Lebendnierenspende)
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* nur oral therapierbare Patienten
* nur mundige und geschaftsfahige Patienten

* nur nach Aufklarung sowie nach schriftlicher Zustimmung des Patienten

Ausschlul3kriterien:

* Alter unter 18 Jahren

* Kkalte Ischamiezeit des Transplantats Uber 48h

* Induktionstherapie mit ATG

* Abbruch der Therapie mit Myfortic®

* Leukopenie (< 2500/ul), Thrombopenie (<100 000/ul) und/oder Hb <
6g/dl bei Rekrutierung

* Unmaundigkeit/Debilitat

* Schwangerschaft

* aktives Magenulkus oder schwere gastrointestinale Erkrankung bei
Rekrutierung

¢ Tod des Patienten

2.2.2 Aufklarung der Probanden

Die Patienten wurden mundlich und schriftlich Uber die Studie aufgeklart und

erhielten zusatzlich ein Informationsblatt. Auslandische Patienten wurden im
Beisein eines Ubersetzers aufgeklart. Die Zustimmung zur Teilnahme an der

Studie erfolgte in schriftlicher Form durch Unterschrift des Patienten.

2.2.3 Entnahme des EDTA-Vollbluts

Die Blutentnahmen erfolgten im Rahmen der Routineblutentnahmen auf

Station, dabei wurde darauf geachtet, dass die Blutentnahmen vor der taglichen
Medikamenteneinnahme durchgefihrt wurden. Verwendet wurden fur die
Studie EDTA-Vollblut. Dieses EDTA-Vollblut wurde zuerst fur die von der Klinik
angeforderte maschinelle Blutbild-Analyse oder die Analyse des Tacrolimus-
Talspiegels verwendet, anschlielend stand es fur Studienzwecke zur
Verfugung. Dies war maglich, da sowohl fur die Blutbild-Analyse als auch fur die

Ermittlung des Tacrolimus-Talspiegels nur geringe Blutmengen bendtigt werden

20



und somit genug EDTA-Vollblut fur die Studien-Analysen vorlag. Zusatzliche
Blutentnahmen waren nicht notig.

Die erste Probenentnahme bei den Patienten erfolgte einen Tag vor der
Transplantation oder am Tag der Transplantation noch vor der Operation, und
wurde mit Tag O deklariert. Die weiteren Probenentnahmen erfolgten an Tag 3

(+/- 1 Tag), Tag 7 (+/- 1 Tag), und Tag 14 (+/- 3 Tage) nach der Transplantation.

2.2 .4 Patientenkollektiv
2.2.4.1 Gesamtkollektiv

Von 87 Patienten konnten die Messungen komplett durchgefuhrt und fur die

Auswertung verwendet werden. Bei den Patienten handelte es sich um 37
Frauen und 50 Manner, im Alter zwischen 20 und 72 Jahren, mit einem Median
bei 52 Jahren. Bis auf 2 Patientinnen (Asiaten) waren alle Patienten
kaukasischer Abstammung. Fur 11 Patienten war es das zweite Transplantat,
76 erhielten ihr erstes Nierentransplantat. 54 Patienten erhielten eine
Leichenniere. Von den 33 Patienten, welche eine Lebendnierenspende
erhielten, wurden 6 ABO-inkompatibel nach einen speziellen Protokoll

transplantiert.

2.2.4.2 High-risk-Gruppe

Es wurde aus dem Patientenkollektiv eine sogenannte Hochrisikogruppe

erstellt, welche ein erhohtes Risiko fur eine AbstoRung hatten. Darunter fielen
Patienten, welche ABO-inkompatibel transplantiert wurden, 4 oder mehr HLA-
Mismatche zur Spenderniere aufwiesen, eine delayed graft function (verzogerte
Transplantatfunktion, DGF) entwickelten, bereits vortransplantiert waren oder
vor der Transplantation einen PRA im LCT von mehr als 15% aufwiesen (62,
63). Insgesamt wurden 54 Patienten dieser Gruppe zugerechnet.

Obwohl diese Patientengruppe ein erhdhtes Risiko fur eine akute AbstoRung
aufweist, bekommen diese Patienten im Klinikum Stuttgart generell erstmal die
Standardtherapie. Besteht initial jedoch ein LCT PRA > 85%, oder besitzt der

Patient bereits vor der Transplantation donor-spezifische Antikorper (DSA), wird
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die Induktionstherapie mit ATG durchgefihrt. Diese Patienten wurden aufgrund
der Ausschlusskriterien nicht in unsere Studie aufgenommen.

Insgesamt wird die immunsuppressive Therapie der Patienten mit einem
erhohten AbstoBungsrisiko bei jedem Patienten einzeln betrachtet und
abgewogen. Wichtige Faktoren, die ebenfalls in die Entscheidung bezuglich der
immunsuppressiven Therapie des einzelnen Patienten einflieRen, sind unter
anderem die Historie und die physischen  Voraussetzungen
(Begleiterkrankungen, Alter, etc) des Patienten. So enthalt jeder Patient, der
bereits vor der Transplantation schon ein erhdhtes Abstol3ungsrisiko aufweist,
eine individuell auf seine Bedurfnisse abgestimmte Immunsuppression.
Entwickelt ein Patient mit einem erhdhten Abstoldungsrisiko unter der Standard-
Therapie eine akute AbstoBung, so wird abhangig von der individuellen
Beurteilung des Patienten der Tacrolimus-Talspiegel gegebenenfalls

angehoben, der neue Zielwert betragt dann 8-10 ug/l statt 6-8 pgl/l.

2.3 Transplantationsarten

2.3.1 Leichennierenspende

Mit Hilfe einer zentralen Datenbank koordiniert die Organisation Eurotransplant
mit Sitz in Leiden, Niederlande, die Spenderorganvergabe (z.B. Spendernieren)
in vielen europaischen Landern, unter anderem Deutschland. Auller dem
Namen und dem Geburtsdatum des Patienten werden noch weitere Daten
gespeichert, wie z.B. das betreuende Dialysezentrum und
Transplantationszentrum, die HLA-Typisierung und evtl. vorhandene HLA-
Antikorper. Steht ein Spenderorgan zur Verfugung, erfolgt die sogenannte
Allokation: Die Datenbank wird nach bestimmten Kriterien wie z.B. Wartezeit
und Dringlichkeitsstatus auf einen passenden Empfanger hin durchsucht (64,
65). Ist ein potentieller Empfanger gefunden, informiert Eurotransplant das
betreuende Transplantationszentrum und die Arzte vor Ort, welche dann den

Patienten kontaktieren.
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Um eine noch bessere Organvergabe zu ermdglichen, hat Eurotransplant zwei
Programme ins Leben gerufen: das AM-(Acceptable Mismatch) Programm und

das ESP (European Senior Program, auch old-for-old genannt).

2.3.2 Acceptable Mismatch Programm
Das AM-Programm wurde fur hochimmunisierte Patienten (LCT PRA > 85%)

initiiert, die aufgrund ihrer HLA-Antikorper im normalen Allokationsverfahren

kaum noch eine Chance auf ein Organangebot hatten. Die Allokation erfolgt
hier nicht nur gemal} der HLA-Typisierung des Empfangers, sondern es werden
auch die HLA-Antigene berucksichtigt, gegen die der Patient nachweislich keine
Antikdrper hat. Patienten mit multiplen Antikdrpern, sowie Patienten mit
Antikdrpern gegen hochfrequente HLA-Antigene bekommen so dennoch eine
Chance auf ein Spenderorgan (66 - 68).

Wahrend der Studie wurde eine AM-Patientin transplantiert, die medikamentdse

Therapie entsprach der Standard-Therapie.

2.3.3 European Senior Programm

In das European Senior Program (ESP, ,old for old“) kdonnen Patienten mit Gber
65 Jahren aufgenommen werden. Da in diesem Programm die HLA-Typisierung
eine untergeordnete Rolle spielt und bei der Allokation nicht berucksichtigt wird,
konnen nur Patienten aufgenommen werden, bei denen bisher keine HLA-
Antikdrper nachgewiesen werden konnten. Im ESP wird die Vergabe von
Transplantatnieren alterer Spender aus der Region koordiniert, was sich
wiederum durch karzere kalte Ischamiezeichen auszeichnet. Dadurch wird auch
die Verwendung von sogenannten marginalen Organen mdglich (64, 65, 69,
70).

Von den rekrutierten Patienten erhielten 12 Patienten eine Transplantat Uber
das ESP, auch hier entsprach die immunsuppressive Therapie der Standard-

Therapie.
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2.3.4 Lebendnierenspende

Da die Leichennierenspende in Deutschland weiterhin nicht einmal ansatzweise
die Transplantatnachfrage decken kann, befindet sich die Lebendnierenspende
auf dem Vormarsch. Immer mehr Transplantationen erfolgen aufgrund von
Lebendnierenspenden. Bei einer Lebendnierenspende wird einem gesunden
Menschen (meist einem Angehorigen des Patienten) eine Niere entfernt und
diese dem Patienten transplantiert. Lebendnierenspenden zeichnen sich durch
eine relativ kurze kalte Ischamiezeit aus, was sich positiv auf das Outcome und

das Transplantatuberleben auswirkt (71).

2.3.5 ABO-inkompatible Lebendnierenspende

Eine in Deutschland noch recht neue Form der Lebendnierenspende ist die
ABO-inkompatible Lebendnierenspende. Hier wird die friher geltende
Kontraindikation ,Blutgruppeninkompatibilitat zwischen dem potentiellen
Spender und dem Empfanger umgangen. Erreicht wird dies, indem die sonst zu
einer hyperakuten Abstol3ung fuhrenden Isoagglutinine (Blutgruppenantikorper
Anti-A und Anti-B) des Empfangers durch verschiedene Verfahren entfernt
werden. Im Klinikum Stuttgart erfolgt dies durch Immunadsorptionen vor der
Transplantation sowie der Gabe von Rituximab. Fallt der Isoagglutinin-Titer tief
genug ab (< 1:4), kann die Transplantation durchgefuhrt werden. Auch wenn
das Risiko far eine Abstolung bei ABO-inkompatiblen
Lebendnierentransplantationen im Vergleich zu ABO-kompatiblen
Nierentransplantationen erhoht ist, so ist das Outcome dieser ABO-
inkompatiblen Lebendnierenspende in der Zwischenzeit vergleichbar mit dem

Outcome der ABO-kompatiblen Nierentransplantation (72 - 74).

2.4 Medikation im Rahmen der Nierentransplantation

2.4.1 Standard-Therapie nach Leichennieren- und Lebendnierentransplantation

Die Immunsuppression beginnt bereits vor der Operation. Die Patienten

erhalten 4 Stunden vor der Transplantation 250 mg i.v. Prednisolon (Solu-
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Decortin H®) und 20 mg i.v. Basiliximab (Simulect®) als Induktions-Therapie
unmittelbar vor Transplantation. Weitere 250 mg i.v. Prednisolon (Solu-Decortin
H®) erhalt der Patient 6 Stunden nach erfolgter Transplantation, sowie 50 mg
i.v. am ersten postoperativen Tag. Die Initialtherapie besteht aus 2 x 0,10
mg/kgKG/Tag Tacrolimus (Prograf®) und 2 x 720 mg Mycophenolsaure
(Myfortic®). Im weiteren Verlauf wird die Tacrolimus-Dosierung gemaR dem
Tacrolimus-Talspiegel individuell angepal’t. In den ersten drei Monaten nach
Transplantation wird bei Tacrolimus ein therapeutischer Bereich von 6-8 g/l
angestrebt. Ab dem zweiten postoperativen Tag wird Prednisolon (Decortin H®)
oral verabreicht, wobei die Dosis 0,5 mg/kgKG betragt. Eine weitere Gabe von
20 mg i.v. Basiliximab (Simulect®) erfolgt am vierten Tag nach Transplantation.
Die Prednisolon-Dosis wird ab dem 15. postoperativen Tag auf 20 mg/Tag
gesenkt, mit einer weiteren Reduktion auf 15 mg nach zwei Wochen. Danach
wird Prednisolon alle 2 Wochen um 2,5 mg gesenkt, bis 3 Monaten nach
Transplantation eine Dosis von 5 mg/Tag erreicht ist.

Bei CMV-Risikokonstellation (Empfanger CMV negativ, Spender CMV positiv)
wird zur Prophylaxe i.v. Gancyclovir (Cymeven®) bzw. oral Valgancyclovir
(Valcyte®) fiir 6 Monate verabreicht, als Pneumocystis-carinii-Pneumonie (PcP)-
Prophylaxe erhalten die Patienten Co-trimoxazol (Cortim® bzw. Cotrim forte®).
Die immunsuppressive Tripel-Therapie bei der stationaren Entlassung setzt sich
zusammen aus Tacrolimus (individuelle Dosierung nach Serum-Talspiegel),
Mycophenolsaure (2 x 720 mg) und Prednisolon (20 mg). Zusatzlich wurden
Heparin und Enoxaparin zur Thromboseprophylaxe, Pamidronsaure zur
Osteoporose-Prophylaxe, sowie je nach Bedarf verschiedene Antihypertensiva
und Antidiabetika verabreicht. Weitere Medikamente erhielten die Patienten

gemal ihrer Vorgeschichte und dem stationaren und ambulanten Verlauf.

2.4.2 Therapie bei ABO-inkompatible Lebendnierentransplantation

Bei potentiellen ABO-inkompatiblen Lebendnierentransplantationen werden im
Klinikum Stuttgart vorab bereits die Ausgangstiter von Anti-A bzw. Anti-B
bestimmt. Je hoher der Ausgangstiter, desto mehr Immunadsorptionen werden

vor der Transplantation durchgefihrt. Bereits 28 Tage vor der geplanten OP
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erhalt der Empfanger Rituximab (MabThera®, 375 mg/m?) um die Proliferation
der B-Zellen und somit eine weitere Antikorper-Produktion zu verhindern.
Angiotensin-Antagonisten und ACE-Hemmer werden 10 Tage vor
Transplantation abgesetzt. Abhangig von der Hohe des Isoagglutinin-
Ausgangstiters erfolgt meist eine Woche vor geplanter Transplantation die erste
Immunadsorption. Im Klinikum Stuttgart werden fur die Immunadsorption
entweder Glycosorb®-Saulen oder Globaffin®-Siulen verwendet. Ebenfalls eine
Woche vor OP wird mit der Tripel-Therapie Tacrolimus (Prograf®, 0,1
mg/kgKG/Tag), Mycophenolsaure (Myfortic®, 2 x 720 mg/ Tag) und Prednisolon
(Decortin H, 0,5 mg/kgKG/Tag), sowie der PcP-Prophylaxe und gegebenenfalls
der CMV-Prophylaxe begonnen. Nach der 2. Immunadsorption erhalten die
Patienten Immunglobuline i.v. (0,5 g/kgKG). Die Induktionstherapie wird genau
wie bei ABO-kompatiblen Nierentransplantationen mit Basiliximab durchgefuhrt,
auch die weitere medikamentdose Therapie entspricht dem der Standard-
Therapie nach Nierentransplantation. In der ersten Woche nach Transplantation
wird zur Kontrolle taglich ein Isoagglutinin-Titer bestimmt, ab einem IgG-Titer
von 1:8 wird eine Immunadsorption durchgefuhrt. Mit Beginn der zweiten
Woche erfolgt die Titer-Kontrolle alle zwei Tage, wobei eine Immunadsorption
ab einem IgG-Titer von 1:16 erfolgt.

Keiner der in dieser Studie aufgenommenen ABO-inkompatibel transplantierten

Patienten bendtigte Immunadsorptionen nach Transplantation.

2.4.3 Therapie bei Rejektion
2.4.3.1 Humorale Rejektion

Bei einem Nachweis von donor-spezifischen HLA-Antikorpern und/oder
histologischem Nachweis von C4d im Nierenbiopsat erfolgt im Rahmen einer
humoralen AbstoRung eine Plasmapherese sowie eine anschlieRende

Immunglobulin-Gabe.

2.4.3.2 Borderline-Rejektion
Die Therapie besteht hier aus einer Steroidsto3-Therapie mit 250 — 500 mg

Solu-Decortin H® mittels Kurzinfusion fiir 3 — 5 Tage.

26



2.4.3.3 Akute Rejektion
Hier ist die BANFF-Klassifikation fur die Therapie ausschlaggebend.

Zeigt das Nierenbiopsat eine AbstolRung gemal® BANFF la, Ib und lla, erfolgt
wie bei der Borderline-Rejektion eine Steroidstol3-Therapie (250 — 500 mg Solu-
Decortin H® i.v. iber 3 — 5 Tage) sowie gegebenenfalls eine Erhdhung des
Tacrolimus-Spiegels auf 8 - 10 ug/l.

Die BANFF-Einteilung Ila und Ill bedarf einer Thymoglobulin®-Gabe (ATG, 1,0 —
1,5 mg/kgKG/Tag), zusatzlich zur Steroidstol3-Therapie (250 — 500 mg Solu-
Decortin H® i.v. Giber 3 — 5 Tage) und des Anhebens des Tacrolimus-Spiegels.
Im Rahmen dieser Antikorpertherapie wird Mycophenolsaure pausiert, der
Tacrolimus-Spiegel sollte zwischen 8 — 10 ug/l liegen. Als Begleitmedikation
werden 1 Stunde vor ATG-Gabe Hi- und Hy-Blocker i.v. verabreicht, sowie 50
mg Prednisolon (Solu-Decortin H®) i.v. und 1 g Paracetamol oral. Die Lange der
Thymoglobulin®Therapie richtet sich nach dem Kreatininverlauf und betragt

zwischen 5 und 10 Tagen bei gleichzeitiger Kontrolle der CD3+ Zellen.

2.4.3.4 Steroidresistente Rejektion

Bei einer Rejektion, die auf die Steroidstol3-Therapie nicht anspricht, erfolgt die
Gabe von Thymoglobulin®. Die Dosierung und Therapielange entspricht hierbei
der Thymoglobulin®-Therapie bei einer BANFF IIb oder llI.

2.5 Analysen-Parameter

2.5.1 Reihenfolge der Analysen der Studie

Sowohl bei Blutspendern als auch Patienten wurde die Expression der
Oberflachenparameter CD3+/CD26+, CD4+/CD26+ und CD8+/CD26+ am
FACS durchgefuhrt. Die Oberflachenmarker wurden in Abhangigkeit der
Gesamtlymphozytenzahl in Prozent (%) bestimmt. AnschlieRend erfolgte die
DPP IV-Aktivitatsmessung kinetisch mit Hilfe des Spektralphotometers sowie
bei den Patienten die Analyse von MPA, AcMPA und fMPA mittels HPLC. Die

ermittelten Ergebnisse der Analysen wurden einerseits im Verhaltnis zu den
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Ergebnissen der Blutspender betrachtet, andererseits wurden bestimmte

Patientenkollektive bezlglich der erhobenen Daten miteinander verglichen.

Die Konzentration des Proteins sCD26 im Plasma mittels ELISA konnte nur bei
einer Subpopulation (31 Blutspendern und 34 Patienten) erfolgen, da nicht von
allen Probanden genugend Material flr diese abschlieRende Analyse
vorhanden war. Hierfur wurde das Plasma von Blutspendern und Patienten
gesammelt und bei -20°C eingefroren, um dann mehrere Proben gleichzeitig in

einem batch messen zu konnen.

2.5.2 Hamatologische und klinisch-chemische Parameter

In dieser Studie wurde zusatzlich zu den oben genannten Parametern, auch die
Serum-Kreatinin-Konzentration sowie die Kreatinin-Clearance der Patienten
betrachtet. Die Kreatinin-Konzentration im Serum wurde mit der Jaffé-Methode
im Rahmen der postoperativen Uberwachung der Patienten ermittelt und
erfolgten mit den fur den Routinebetrieb validierten klinisch chemischen
Geraten (Dimension VISTA®, Siemens Healthcare Diagnostics) im KCI des
Klinikum Stuttgart. Die Kreatinin-Clearance der Patienten wurde anhand der
vereinfachten MDRD-Formel berechnet (75).

Korrigierte MDRD-Formel (Levey 2005):
GFR(ml/min/1.73 m?) = 186 x (Kreatinin i.S. /0,95) "> x (Alter) 2% x (0.742

bei Frauen) x (1.21 bei Pat. mit schwarzer Hautfarbe)

Ebenfalls im Rahmen der postoperativen Uberwachung und Nachsorge wurden
hamatologische Parameter (Blutbild) untersucht. Diese wurden zur Beurteilung
einer Leukopenie wahrend des Beobachtungszeitraums der Studie
herangezogen. Die hamatologischen Analysen erfolgten wiederum im KCI des
Klinikums Stuttgart und wurden mit dem ADVIA® 2120 (Siemens Healthcare
Diagnostics) durchgefuhrt. Eine Gesamtleukozytenzahl von unter 4000/ul

wurde als Leukopenie gewertet.
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2.5.3 Infektionen nach Transplantation

Bei dem Verdacht auf das Vorliegen einer viralen Infektion sowie zur
Transplantatnachsorge erfolgten Untersuchungen auf serologische Antikorper
gegen CMV, BKYV, EBV, HSV und VZV. Die Analysen erfolgten auf den Geraten
Advia Centaur® (Siemens Healthcare Diagnostics) und Liaison® (DiaSorin). Die
Viruslast von CMV und BKV wurde durch PCR mittels einer nach DIN EN I1SO
15189 validierten hausinternen Methode ermittelt, das Ergebnis wurde in DNA-
Kopien pro ml Plasma angegeben bei einer unteren Nachweisgrenze von 200

DNA-Kopien pro ml Plasma.

2.6 Durchfuhrung der Studien-Analysen

2.6.1 Analyse der Oberflachenmarker mittels Durchfluzytometrie
Die Expression der Oberflachenmarker CD3, CD4, CD8 und CD26 wurden

mittels DurchfluRzytometrie am Gerat FC500° (Beckmann Coulter) gemessen.

Um sicherzustellen, dass die Oberflachenmarker auf Leukozyten gemessen
wurden, wurde zusatzlich ein Antikorper gegen CD45 mitgefuhrt. Die
Fluorochrom-markierten Antikdrper wurden von der Firma Beckmann Coulter
bezogen, wobei die Antikdrper mit folgenden Fluoreszensfarbstoffen markiert

waren:

Tab. 1: Verwendete Antikorper und Fluoreszensfarbstoffe

Antikorper Farbstoffe Anregung bei Emission bei
Anti-CD3 PE-Cy7 (PC7) 480 nm 767 nm
Anti-CD4 Fluorescein isothiocynat (FITC) - 494 nm
Anti-CD8 PE-TexasRed (ECD) 480 nm 615 nm
Anti-CD26 R-Phycoerythrin (PE) 480 nm 575 nm
Anti-CD45 PE-Cy5 (PC5) 480 nm 670 nm

Als Probenmarterial wurde EDTA-Vollblut verwendet, von dem 50 pl in ein
Polypropylen-Rohrchen vorgelegt wurde. AnschlieRend wurden die Antikorper
dazupipettiert: 5ul CD4-FITC, 5yl CD26-PE, 2,5 yul CD8-ECD, 2,5 pyl CD45-PC5
und 2,5 yl CD3-PC7. Die Testansatze wurden auf dem Vortex gemischt und fur
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15 Minuten bei Raumtemperatur (+15 bis +25°C) im Dunkeln inkubiert. Nach
der Inkubation erfolgt im Gerat TQ-Prep® (Coulter) die Erythrozytenlyse durch
das Lysereagenz (Versalyse + Fixative Solution im Verhaltnis 40 + 1) und
zweimaliges Waschen mit Isoton |l. Die anschlielfende Resuspension wurde mit
600 pl Isoton Il + Fixative Solution (im Verhaltnis 40 + 1) durchgefuhrt, die
Analyse des Testansatzes erfolgt dann im DurchfluRzytometer FC500. Mittels
des integrierten Argon-Lasers und des Photomultipliers im FC500 wurden die
zu analysierenden Zellen im Vorwarts- (forward scatter) und Seitwarts- (side
scatter) Diagramm  eingegrenzt und die Zellen gemal} ihrer
Fluoreszenzintensitat und ihrer Haufigkeit (in Prozent, gemessen an der
Gesamtzellzahl im Gate) im Achsengitter aufgetragen. Anhand von Leerwert
und Negativkontrollen erfolgte die genaue Abgrenzung und Quantifizierung der

Achsengitter.

2.6.2 Analyse der Immunsuppressiva

2.6.2.1 Tacrolimus-Talspiegel

Vor der taglichen Tacrolimus-Gabe erfolgte die Analyse des Tacrolimus-
Talspiegels, damit die Dosis je nach Talspiegel individuell angepal’t werden
konnte. Der angestrebte Tacrolimus-Talspiegel liegt in den ersten Monaten nach
Nierentransplantation bei 6 - 8 pg/I.

Die Analyse des Talspiegels wurde mit einem LC/MSMS Anlage (Waters)
durchgefiihrt, welches aus dem Alliance® 2695 LC-System und dem Quatro
Micro® Massenanalysator besteht. Nach Prazipitation der Proben (EDTA-
Vollblut) erfolgte die chromatographische Auftrennung und die Analyse der
spezifischen Massenubergange. Bei Tacrolimus wurde der Massenubergang
821.4 — 768.45 m/z fur die Quantifizierung benutzt. Als interner Standard wird
Ascomycin (Massenubergang 809.4 — 756.45 m/z) mitgefuhrt, der Messbereich
liegt bei Tacrolimus zwischen 1 — 80 pg/L. (76)

2.6.2.2 Konzentration von MPA, AcMPAG und fMPA mittels HPLC
Zu Vorbereitung erfolgte die 10-minutige Zentrifugation (4000U/min, 20°C) von
2 ml EDTA-Vollblut. Anschlielfend wurde das Plasma abpipettiert und bis zu
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Analyse in einem 1,5 ml-Eppendorfgefa® bei  -20°C tiefgefroren. Die
Vorbereitung der Proben bestand aus vorheriger Prazipitation (MPA und
AcMPAG) bzw. Ultrafiltration (fMPA), dann erfolgte die Analyse der jeweilige
Plasmakonzentration von MPA, AcMPAG und fMPA anhand einer etablierten
HPLC-Methode (77).

2.6.3 DPP IV-Aktivitat mittels Spektralphotometer

Die Aktivitat der DPP IV im Serum wurde durch einen enzymatischen Assay mit

Hilfe eines Spektralphotometers gemessen. Als Substrat wurde Gly-Pro-p-
Nitroanilid (Sigma Chemie GmbH, Deinshofen, Deutschland) verwendet, wobei
20 pl Serum mit 10 yl Gly-Pro-p-Nitroanilid und 170 pl 0,1 M TRIS-HCI (pH-
Wert 8,0) versetzt wurde. Die p-Nitroanilid-Abspaltung wurde Gber 10 min durch
die entstehende Extinktionszunahme bei 405 nm kinetisch im
Spektralphotometer gemessen. Abhangig davon, wieviel chromogenes Substrat
(Gly-Pro-p-Nitroanilid) von der DPP IV umgesetzt wurde, kam es zu einem
entsprechenden Extinktionsanstieg bei 405 nm. Die Enzymaktivitat der DPP IV
im Serum konnte dann wiederum von der Extinktionszunahme abgeleitet
werden. (78)

2.6.4 Analyse der sCD26-Konzentration im Plasma mittels ELISA

Die quantitative Analyse des Proteins sCD26 im Plasma wurde mit einem

ELISA (enzyme-linked immunosorbent assay) der Firma Bender MedSystems
GmbH durchgefuhrt. Die Proben der Kontrollgruppe und der Patienten wurden

bis zum Analysetag bei -20°C tiefgefroren aufbewahrt. (79)

2.6.4.1 Testprinzip

Mit Anti-sCD26 beschichtete Mikrotiterplatten werden mit Patientenserum (oder
Plasma) versetzt. Das im Patientenserum vorhandene sCD26 wird von den
Anti-sCD26 Antikorpern gebunden. Durch Zugabe eines weiteren biotin-
konjugierten Anti-sCD26 Antikorpers erfolgt die Bindung des Konjugats an das
bereits an die Miktotiterplatte gebundenen sCD26 aus der Patientenprobe.

Durch einen Waschschritt werden nicht-gebundene Antikorper entfernt und
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Streptavidin-HRP wird der Probe hinzugefugt. Das Streptavidin-HRP bindet an
das Konjugat (biotin-konjugierter Anti-sCD26 Antikdrper). Nach Inkubation wird
durch einen Waschscritt das ungebundene Streptavidin-HRP entfernt und es
wird ein Substrat (Tetramethyl-Benzidin) hinzugeflgt. Das Substrat reagiert mit
dem HRP des Streptavidin-HRPs und es entsteht ein farbiges Produkt,
proportional zur sCD26-Konzentration der Patientenprobe. Durch Zugabe von
Saure wird die enzymatische Reaktion gestoppt und die Messung der Extinktion
erfolgt bei 450 nm. Anhand einer Standardkurve kann nun die sCD26-

Konzentration der Patientenprobe ermittelt werden.

2.6.4.2 Auswertung

Anhand einer geometrischen Verdunnungsreihe mit vorgefertigten Standards

wurde eine Standardkurve angefertigt. Es wurde die Einheit ng/ml verwendet.
Anhand der angefertigten Standardkurve wurde fur jeden Probanden die
jeweilige sCD26-Konzentration im Plasma ermittelt.

Laut Herstellerangaben liegt die zu erwartende sCD26-Konzentration bei
gesunden Erwachsenen zwischen 296 — 1110 ng/ml, mit einem Mittelwert von

591 ng/ml und einer Standardabweichung von 179 ng/ml.

2.7 Statistik

Fir die statistischen Berechnungen wurde das Programm MedCalc
(Mariakerke, Belgien) verwendet. Bei unabhangiger Variablen erfolgte die
Berechnung durch den Mann-Whitney-U-Test, abhangigen Variablen wurden
mit Hilfe des Wilcoxon-Test berechnet. Ein Unterschied mit p < 0,05 wurde als
signifikant angesehen. Mit Hilfe des Spearman’s Korrelationskoeffizienten
wurde die Korrelationsanalysen durchgefuhrt.

Die Graphiken wurden entweder mit Microsoft® Excel oder durch das Software-

Programm MedCalc erstellt.
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3. Ergebnisse

3.1 Kontrollgruppe und Patientenkollektiv

3.1.1 Kontrollgruppe

Von den 49 Blutspendern waren 23 Frauen und 26 Manner. Die Altersverteilung
lag bei den Frauen zwischen 25 und 69 Jahren, bei den Mannern zwischen 21
und 66 Jahren. Der Median lag sowohl bei Mannern als auch bei Frauen bei 44
Jahren. Als statistischer Test wurde der Mann-Whitney-Test verwendet.

Die Analyse der Blutspender-Proben ergaben folgende Ergebnisse:
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Abb 3: DPP IV-Aktivitit bei Blutspendern
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Es zeigte sich keine Korrelation zwischen dem Alter der Blutspender und dem
prozentualen Anteil der CD4+/CD26+ Lymphozytenpopulation (r = -0,145, p >
0,05). Auch die Aktivitat der DPP IV zeigte keine Korrelation mit dem Alter der
Blutspender (r = -0,066, p > 0,05).

Eine schwache Korrelation zeigte sich von CD3+/CD26+ (r = -0,283, p < 0,05)
und CD8+/CD26+ (r = -0,350, p < 0,05) Lymphozyten mit dem Alter der
Probanden. Je alter die Blutspender waren, desto geringere Werte von
CD3+/CD26+ und CD8+/CD26+ Lymphozyten wurden gemessen.
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Abb.4: Expression von CD3+/CD26+ bei Blutspendern in Abhédngigkeit vom Alter

Des weiteren zeigten sich bei Frauen und Mannern keine signifikanten
Unterschiede in den Lymphozytenpopulationen CD3+/CD26+, CD4+/CD26+
und CD8+/CD26+.
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Abb. 5: Oberflachenmarker bei Blutspendern, Unterschied zwischen Mannern
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Betrachtet man die Aktivitat der DPP IV bei Mannern und Frauen, so ist auch

hier der Unterschied zwischen den Geschlechtern nicht signifikant.
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Abb. 6: DPP IV-Aktivitidt bei weiblichen und mannlichen

Aullerdem korrelierte bei den Blutspendern die Aktivitat der DPP IV weder mit
der Expression der Oberflachenmarker CD3+/CD26+ (r = -0,047, p > 0,05),
noch mit der Expression von CD4+/CD26+ (r = -0,064, p > 0,05) oder
CD8+/CD26+ (r = 0,141, p > 0,05).
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Abb. 7: Zusammenhang zwischen dem prozentualen Anteil der CD3+/CD26+ Zellen
und der DPP IV-Aktivitat bei Blutspendern

3.1.2 Patienten an Tag 0

Bei 81 von 87 Patienten konnte eine Blutprobe an Tag 0 gesichert werden. Es
gab 50 mannliche und 37 weibliche Patienten. Die Altersverteilung lag zwischen

20 und 72 Jahren, mit einem Median bei 52 Jahren.

Tab.2: Alter, Oberflichenmarker und DPP IV-Aktivitat bei Patienten vor Transplantation

Tag 0 Probenanzahl | Median | Minimum | Maximum Konfidgr?zo?ntervall
Alter 87 52,0 20,0 72,0 46 - 56,1
CD3+/CD26+ % 81 8,2 0,8 34,0 7,3-9,6
CD4+/CD26+ % 81 6,2 0,5 30,0 4,7-7,2
CD8+/CD26+ % 81 1,8 0,1 5,2 1,5-2,2
DPPIV-Aktivitat U/ml 81 74,9 39,1 125,5 67,5-82,0
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Die Ergebnisse von 77 Patienten (bei 4 der 81 Patienten waren die
Analysenparameter unvollstandig) wurden auf eine Korrelation hin zwischen
dem Kreatinin-Wert an Tag 0 und den Oberflachenmarkern sowie der DPP [V-
Aktivitdat hin untersucht. Es zeigte sich keine Korrelation zwischen dem
Kreatinin-Wert an Tag 0 und dem prozentualen Anteil der CD3+/CD26+
Lymphozyten (r = 0,027, p > 0,05), der CD4+/CD26+ Lymphozyten (r = -0,043,
p > 0,05), der CD8+/CD26+ Lymphozyten (r = 0,113, p > 0,05) oder der DPP V-
Aktivitat (r = 0,093, p > 0,05).

Bei 75 Patienten wurde eine Korrelation des CRP-Wertes bezlglich der
Oberflachenmarker und der DPP IV-Aktivitdt untersucht. Keine Korrelation
zeigte sich zwischen dem CRP-Wert an Tag 0 und dem prozentualen Anteil der
CD3+/CD26+ Lymphozyten (r = 0,042, p > 0,05) und der CD4+/CD26+
Lymphozyten (r = -0,078, p > 0,05). Eine schwache Korrelation fand sich
zwischen dem CRP-Wert an Tag 0 und dem prozentualen Anteil der
CD8+/CD26+ Zellen (r = -0,267, p < 0,05) sowie der DPP IV-Aktivitat (r = -
0,269, p < 0,05). Bei hoheren CRP-Werten =zeigten sich niedrigere
CD8+/CD26+ Messwerte sowie eine niedrigere DPP IV-Aktivitat.

3.1.3 Blutspender vs. Patientenkollektiv

Im Vergleich zwischen den 81 Patientenwerten an Tag 0 und den Werten der
Kontrollgruppe (49 Blutspender) zeigten sich signifikante Unterschiede bei dem
prozentualen Anteil der Lymphozyten mit den Oberflachenmarkern
CD3+/CD26+, CD4+/CD26+ und CD8+/CD26+. Die Patienten zeigten an Tag 0
hohere Expressionen bei allen oben genannten Oberflachenmarker als die

Blutspender.
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Abb. 8: Vergleich der Oberflichenmarker von Blutspendern und Patienten

Jedoch gab es keine signifikanten Unterschiede bei der DPP IV-Aktivitat der

Blutspender und der Patienten an Tag 0.
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Abb. 9: Vergleich der DPP IV-Aktivitit bei Blutspendern und Patienten an Tag 0
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Untersucht man bei den Patienten den Zusammenhang zwischen dem
prozentualen Lymphozytenanteil an CD3+/CD26+ Zellen an Tag O und der
gemessenen DPP IV-Aktivitat am Tag 0, so stellt man fest, dass die beiden

Parameter nicht miteinander korrelieren (r = 0,128, p > 0,05).
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Abb. 10: Zusammenhang zwischen dem prozentualen Anteil der
CD3+/CD26+ Zellen und der DPP IV-Aktivitédt bei Patienten an Tag 0

Betrachtet man die Plasmakonzentration des sCD26 der Blutspender, und der
Patienten an den Tagen 0 und 7, so findet man signifikante Unterschiede
zwischen der sCD26-Konzentration der Blutspender und der Patienten an Tag 0
vor der Transplantation, der sCD26-Konzentration der Blutspender und der
Patienten an Tag 7 nach Transplantation, sowie der sCD26-Konzentration der
Patienten vor und nach Transplantation. Die Werte der Blutspender waren
niedriger als die der Patienten vor der Transplantation, nach der Transplantation

zeigten die Patienten jedoch niedrigere Werte als die Blutspender.

Tab. 3.1: sCD26-Konzentration in der Subpopulation bei Blutspendern, und Patienten
praTx und postTX

sCD26 ng/ml | Probenanzahl | Median | Minimum | Maximum 95% Konfidenzintervall
Blutspender 31 368 170 525 330 - 407
praTX 34 456 259 935 391 - 527
postTX 34 296 171 693 240 - 361
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Abb. 11.1: sCD26 in der Subpopulation bei Blutspendern und
Patienten praTx und postTx

Der Oberflachenmarker CD3+/CD26+ wies in der Subpopulation bei den
Blutspendern signifikante Unterschiede zu den Patienten vor und nach
Transplantation auf. Die Expression von CD3+/CD26+ war bei den Patienten
praTX 4,5-mal Nach

Transplantation lag die Expression bei den Patienten immernoch 3,8-mal hoher

hoher als die Expression bei den Blutspendern.
als bei den Blutspendern. Keine signifikanten Unterschiede in der Expression
zeigten sich bei den Patienten vor Transplantation im Vergleich zur Expression

nach Transplantation.

Tab. 3.2: CD3+/CD26+ Expression in der Subpopulation bei Blutspendern, und Patienten
praTx und postTX

CD3+/CD26+ % | Probenanzahl | Median | Minimum | Maximum | 95% Konfidenzintervall
Blutspender 31 2,3 0,6 5,8 1,8-3,6
praTX 34 10,4 0,8 34,0 6,9 - 12,1
postTX 34 8,7 2,9 62,3 6,0-12,7
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Abb. 11.2: CD3+/CD26+ in der Subpopulation bei Blutspendern
und Patienten praTx und postTx

In dieser Subpopulation zeigten sich keine signifikanten Unterschiede in der
DPP IV-Aktivitat der Blutspender und der Patienten an Tag O vor der
Transplantation. Betrachtet man jedoch den Unterschied der DPP [V-Aktivitat
bei den Blutspendern und den Patienten nach Transplantation, sowie bei den
Patienten vor und nach Transplantation, so findet man hier signifikante
Unterschiede. Nach Transplantation zeigten die Patienten eine erheblich
geringere DPP |V-Aktivitat als vor der Transplantation oder als die Gruppe der
Blutspender. Es zeigte sich sowohl bei den Blutspendern als auch bei den
Patienten nach Transplantation eine Korrelation zwischen der sCD26-
Konzentration und der DPP IV-Aktivitat (Blutspender: r = 0,471, p < 0,05,
postTx: r = 0,344, p < 0,05). Keine Korrelation fand sich bei den Patienten vor

Transplantation (praTx: r =0,268, p > 0,05).

Tab. 3.3: DPP IV-Aktivitiat in der Subpopulation bei Blutspendern, und Patienten praTx
und postTX

DPP IV-Aktivitat U/ml Probenanzahl Median Minimum Maximum 95% Konfidenzintervall
Blutspender 31 72,3 55,9 96,2 69,1-76,1
praTx 34 79,7 39,1 1255 70,2- 88,8
postTX 34 52,4 26,0 72,6 47,8-55,5
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Abb. 11.3: DPP IV-Aktivitait in der Subpopulation bei Blutspendern und
Patienten praTx und postTx

Es wurde Uberpruft, ob die Unterschiede zwischen den Patienten vor und nach
Transplantation aufgrund eines Abfalls der CD3+ Zellen nach Transplantation
zustandekommen, jedoch konnte bei den CD3+ Zellen an Tag 0 und Tag 7
keine signifikanten Unterschiede festgestellt werden (Tag 0: Median 973/yl,
Range 407 — 2470/ul; Tag 7 1139/ul, Range 136 — 3203/pl).

3.1.4 Patientenwerte von Tag 0, Tag 3, Tag 7 und Tag 14

Als nachstes wurde mit dem Wilcoxon-Test geprift, ob sich die ermittelten
Ergebnisse bei den einzelnen Patienten zwischen den Tagen 0, 3, 7 und 14

signifikant.

Fur die Oberflachenmarker CD3+/CD26+ zeigte sich, dass sich die MeRwerte
von Tag 0 und Tag 3 wie auch von Tag O und Tag 7 nicht signifikant
unterschieden. Auch die Unterschiede der Ergebnisse zwischen Tag 3 und Tag

7 und zwischen Tag 7 und Tag 14 waren nicht signifikant.

Vergleicht man jedoch die Ergebnisse von Tag 0 und Tag 14 sowie von Tag 3

und Tag 14, so fand man hier signifikante Unterschiede in den ermittelten
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Werten. Der prozentuale Anteil der CD3+/CD26+ Zellen, gemessen an der
Gesamtlymphozytenzahl, ist an Tag 14 signifikant hoher als an den Tagen 0 und
3.
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Abb. 12: Prozentualer Anteil der CD3+/CD26+ Lymphozyten

anTag0, 3, 7 und 14
Vergleicht man die CD4+/CD26+ Expression zwischen den einzelnen Tagen, so
findet man wie bei den CD3+/CD26+ Zellen nur zwischen den Tagen 0 und 14,
und den Tagen 3 und 14 signifikante Unterschiede. Die Expressionen an Tag 14
lagen hoher als die Expressionen an Tag 0 und Tag 3.

Zwischen den ubrigen Tagen zeigten sich keine signifikanten Unterschiede.
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Abb. 13: Prozentualer Anteil der CD4+/CD26+ Lymphozyten-
population an Tag 0, Tag 3, Tag 7 und Tag 14
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Ein etwas anderes Bild zeichnet sich ab, wenn man die Expression bei dem
Oberflachenmarker CD8+/CD26+ an den einzelnen Tage untersucht. Wie schon
bei CD3+/CD26+ und CD4+/CD26+ sind auch hier die Unterschiede der
MeRwerte an Tag 3 im Vergleich zu denen an Tag 14 signifikant verschieden.
Des Weiteren findet man signifikante Unterschiede zwischen der Expression
von CD8+/CD26+ an Tag 0 zu Tag 3 und an Tag 0 zu Tag 7.

Im Gegensatz zur Expression der Oberflachenmarker CD3+/CD26+ und
CD4+/CD26+ findet man bei der Expression von CD8+/CD26+ zwischen den
Tagen 0 und 14 keine signifikanten Unterschiede. Ebenfalls keine signifikanten
Unterschiede zeigen sich im Vergleich zwischen den Tagen 3 und 7 und den
Tagen 7 und 14. Die Zahl der CD8+/CD26+ Lymphozyten fallt an Tag 3 ab und
steigt an Tag 7 wieder an, um an Tag 14 annahernd den Ausgangswert von Tag

0 zu erreichen.
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Abb. 14: Prozentualer Anteil der CD8+/CD26+ Lymphozyten-
population an Tag 0, Tag 3, Tag 7 und Tag 14
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Hochsignifikante Unterschiede zwischen den einzelnen Tagen findet man bei
der DPP IV-Aktivitat (Tag 0/Tag 3, Tag 0/Tag 7, Tag 0/Tag 14, Tag 3/Tag 7, Tag
3/Tag 14 und Tag 7/Tag 14 p < 0,01). Die Aktivitdt sank Uber den gesamten

MefRzeitraum hin immer weiter ab.
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Abb. 15: Mediane der DPP IV-Aktivitidt an Tag 0, Tag 3, Tag 7
und Tag 14

Untersucht man die Korrelation der Kreatinin-Konzentration zur DPP V-
Aktivitat, so findet man weder an Tag O (r = 0,093, p > 0,05), noch an Tag 3 (r =
0,170, p > 0,05), noch an Tag 7 (r = -0,015, p > 0,05), noch an Tag 14 (r =
0,000, p > 0,05) eine signifikante Korrelation. Auch die Oberflachenmarker
CD3+/CD26+ (Tag 0: r = 0,027, p > 0,05, Tag 3: r = -0,003, p > 0,05, Tag 7: r =
0,026, p > 0,05, Tag 14: r = 0,080, p > 0,05), CD4+/CD26+ (Tag 0: r = -0,043, p
> 0,05, Tag 3: r = -0,066, p > 0,05, Tag 7: r = 0,070, p > 0,05, Tag 14: r = 0,072,
p > 0,05) und CD8+/CD26+ (Tag O: r = 0,113, p > 0,05, Tag 3: r = 0,031, p >
0,05, Tag 7: r = -0,014, p > 0,05, Tag 14: r = -0,002, p > 0,05) korrelieren an den

einzelnen Tagen nicht signifikant mit der Kreatinin-Konzentration.

Ein weiterer Parameter, der auf eine Korrelation mit den Oberflachenmarkern
CD3+/CD26+ und CD8+/CD26+ hin untersucht wurde, ist das CRP. Hierbei
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wurden die Tage 0, 3 und 7 verwendet, Tag 14 wurde aufgrund fehlender CRP-
Werte nicht untersucht.

Die Oberflachenmarker CD3+/CD26+ (Tag O: r = -0,155, p > 0,05, Tag 3: r =
0,076, p > 0,05, Tag 7: r = -0,049, p > 0,05) und CD4+/CD26+ (Tag O: r = -
0,078, p > 0,05, Tag 3: r = 0,141, p > 0,05, Tag 7: r = 0,004, p > 0,05) zeigten
keine Korrelation mit dem CRP-Wert. Der Oberflachenmarker CD8+/CD26+
zeigte eine sehr schwache Korrelation mit dem CRP-Wert (Tag O: r = -0,267, p
= 0,02, Tag 3: r=-0,044, p > 0,05, Tag 7: r = -0,244, p = 0,03).

Um zu ermitteln, ob die Expression der Oberflachenmarker CD3+/CD26+ mit
der Aktivitat der DPP IV korreliert, wurden die Ergebnisse von Tag 0, Tag 3, Tag
7 und Tag 14 analysiert. An keinem Tag zeigte sich eine signifikante Korrelation
zwischen den beiden Parametern (Tag 0: r = 0,128, p > 0,05, Tag 3: r = -0,021,
p> 0,05 Tag 7: r=-0,017, p > 0,05, Tag 14: r = -0,108, p > 0,05).

3.2 Vergleich zwischen unterschiedlichen Patientenkollektiven

3.2.1 Glomerulonephritis vs. Diabetische Nephropathie vs. ADPK

Um zu untersuchen, ob die Grunderkrankung der Patienten einen Einfluy auf
die Expression der Oberflachenmarker CD3+/CD26+ oder auf die Aktivitat der
DPP IV hat, wurden die Werte von Tag 0 bei Patienten mit Glomerulonephritis
(GN, n=28), diabetischer Nephropathie (DN, n=4) und Zystennieren (ADPKD,
n=9) untereinander verglichen. Weder bei dem Oberflachenmarker
CD3+/CD26+ noch bei der DPP IV-Aktivitat zeigten sich signifikante
Unterschiede. Die Grunderkrankung scheint demnach keinen entscheidenden
Einfluld auf die Expression der Oberflachenmarker CD3+/CD26+ oder auf die
DPP IV-Aktivitat zu haben.
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Tab. 4: CD3+/CD26+ Expression und DPP IV-Aktivitit bei unterschiedlichen
Grunderkrankungen

Probenanzahl Median Minimum Maximum 95% Konfidenzintervall
Tag 0 AD AD AD AD

GN | DN PKD GN | DN PKD GN | DN PKD GN | DN PKD GN DN ADPKD
CD3+/
CD26+ | 28 | 4 9 7715310808110 4,1 |34,0] 13,1 ] 123 ] 6,3-10,2 - 53-11,7
%
DPPIV-
Aktivitat | 28 | 4 9 (74,2|61,7]|86,8(39,1|48,4|51,0(99,4|117,0|119,0]68,3-83,2| - |71,8-103,9
U/ml

3.2.2 Ethnische Zugehorigkeit

Das Patientenkollektiv setzte sich zusammen aus 85 Kaukasiern und 2
Asiatinnen. Trotz des kleinen asiatischen Kollektivs wurden die
Oberflachenmarker CD3+/CD26+, CD4+/CD26+ und CD8+/CD26+ sowie die
DPP IV-Aktivitat der beiden Kollektive miteinander verglichen. Jedoch mussen
die Ergebnisse statistisch kritisch betrachtet werden, da es sich nur um ein sehr

kleines asiatisches Kollektiv handelt.

An Tag 0 und Tag 7 zeigten sich keine signifikanten Unterschiede (Mediane
CD3+/CD26+: Tag 0 9,1 vs. 8,0, Tag 7 7,4 vs. 8,1, Mediane CD4+/CD26+: Tag
05,1vs. 6,4, Tag 7 4,3 vs. 6,0, Mediane CD8+/CD26+: Tag 0 3,0 vs. 1,7, Tag 7
2,1 vs. 1,5, Mediane DPP IV-Aktivitat: Tag 0 60,0 U/ml vs. 76,2 U/ml, Tag 7
37,3 U/ml vs. 51,4 U/ml). Des Weiteren zeigten sich keine signifikanten
Unterschiede an Tag 3 bei der Expression von CD3+/CD26+ (Mediane: 10,4 vs.
7,3) und CD4+/CD26+ (Mediane: 5,8 vs. 5,5) sowie bei der DPP IV-Aktivitat
(Mediane: 40,7 U/ml vs. 55,8 U/ml). Auch an Tag 14 zeigten sich bei der
CD3+/CD26+ (Mediane: 18,7 vs. 8,8) und der CD4+/CD26+ Expression

(Mediane: 19,6 vs. 7,4) keine signifikanten Unterschiede.

Eine signifikant hohere Expression von CD8+/CD26+ fand man jedoch bei den
Asiatinnen an den Tagen 3 (Mediane: 4,3 vs. 1,2) und 14 (Mediane: 7,2 vs. 1,7),
und die DPP IV-Aktivitat zeigte an Tag 14 bei den Asiatinnen einen signifikant
niedrigeren Wert (Mediane: 31,5 U/ml vs. 46,0 U/ml).
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Eine der Asiatinnen entwickelte am 8. postoperativen Tag eine
Transplantatglomerulitis, welche mit einer Kortisonstof3therapie behandelt
wurde. Die andere Asiatin litt an einer chronischen Hepatitis C - Infektion und
bekam postoperatv einen Harnwegsinfekt. Ob die klinische Situation der
Asiatinnen die Werte beeinflut haben konnte, oder ob bei anderen ethnischen
Zugehorigkeiten Unterschiede in der DPP |IV-Aktivitat und bei den
Oberflachenmarkern vorliegen, mufite an einem grofReren Kollektiv untersucht

werden.

3.2.3 Lebendnierenspende vs. Leichennierenspende

Aufgrund der langeren kalten Ischamiezeit bei Leichennieren (Cadaver) im
Vergleich zu der recht kurzen kalten Ischamiezeit bei
Lebendnierentransplantationen (LSP), erfolgte ein Vergleich hinsichtlich der
Expression der Oberflachenmarker und der DPP IV-Aktivitat zwischen den
Empfangern von Lebendnierentransplantaten (LSP) und den Empfangern von
Leichennierentransplantaten (Cadaver). Da die Patienten sich vor der
Transplantation (Tag 0) noch nicht hinsichtlich der kalten Ischamiezeit
unterschieden, wurden die beiden Patientenkollektive (Cadaver vs. LSP) nur an
den Tagen 3, 7 und 14 miteinander verglichen. An keinem der Tage zeigten sich
jedoch signifikante Unterschiede bei den Oberflachenmarkern CD3+/CD26+,
CD4+/CD26+, CD8+/CD26+ oder bei der DPP IV-Aktivitat.

Tab.5.1: Oberflaichenmarker und DPP IV-Aktivitat bei Leichen- und
Lebendnierentransplantation, Tag 3

Tag 3 Probenanzahl Median Minimum Maximum 95% Konfidenzintervall
Cadaver | LSP | Cadaver | LSP | Cadaver | LSP | Cadaver | LSP | Cadaver LSP
CD3+/CD26+ % 53 32 7,3 7,8 1,4 2,0 41,7 704 56-9,6 5,0-9,0
CD4+/CD26+ % 53 32 6,1 55 1.1 0,9 30,9 67,1 43-74 4,1-8,1
CD8+/CD26+ % 53 32 1,2 1,4 0,3 0,3 12,1 7,5 1,0-1,7 0,9-2,0
DPPIV-Aktivitat U/ml 54 33 58,1 53,5 35,2 31,2 87,4 90,3 52,5-61,6 | 49,2-59,3
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Tab.5.2: Oberflachenmarker und DPP IV-Aktivitat bei Leichen- und
Lebendnierentransplantation, Tag 7

Tag 7 Probenanzahl Median Minimum Maximum 95% Konfidenzintervall
Cadaver | LSP | Cadaver | LSP | Cadaver | LSP | Cadaver | LSP | Cadaver LSP
CD3+/CD26+ % 54 33 8,1 8,1 0,9 1,6 62,3 38,3| 6,0-10,0 | 53-11,0
CD4+/CD26+ % 54 33 6,1 5,8 0,7 0,6 50,5 33,8] 49-86 4,2-9,1
CD8+/CD26+ % 54 33 1,4 2,0 0,2 0,2 9,8 278 1,0-1,8 1,1-2,6
DPPIV-Aktivitat U/ml 54 33 52,0 50,5 34,2 26,0 | 100,0 |80,8]48,8-57,1|46,2-53,0

Tab.5.3: Oberflachenmarker und DPP IV-Aktivitat bei Leichen- und
Lebendnierentransplantation, Tag 14

Tag 14 Probenanzahl Median Minimum Maximum 95% Konfidenzintervall
Cadaver | LSP | Cadaver | LSP | Cadaver | LSP | Cadaver | LSP | Cadaver LSP
CD3+/CD26+ % 52 33 11,1 7,7 0,3 2,0 54,6 39,3| 83-13,0 | 6,6-10,6
CD4+/CD26+ % 52 33 9,5 5,8 0,4 1,1 46,0 295] 6,6-11,3 4,8-82
CD8+/CD26+ % 52 33 1,7 1,9 0,0 0,4 17,9 285| 1,3-24 1,2-28
DPPIV-Aktivitat U/ml 53 32 46,0 46,2 21,3 26,7| 100,6 |73,9]| 43,8-48,7]39,8-51,8

3.2.4 Praemptive Transplantation vs. nicht-praemptive Transplantation

Um zu ermitteln, ob die Dialysepflicht vor Transplantation einen Einfluld auf die
Expression der Oberflachenmarker oder die DPP IV-Aktivitat hat, wurden die
Werte der 9 Patienten, welche praemptiv transplantiert worden waren
(praemptiv), mit denen der 72 Patienten verglichen, welche vor der
Transplantation bereits dialysepflichtig waren (nicht-praemptiv). Kein
signifikanter Unterschied zeigte sich im prozentualen Anteil der CD3+/CD26+
Zellen oder der CD4+/CD26+ Zellen der beiden Patientenkollektive. Auch der
Vergleich der DPP IV-Aktivitdat zeigte bei den praemptiv transplantierten
Patienten keinen signifikanten Unterschied zu der DPP IV-Aktivitat bei den
bereits vor der Transplantation dialysepflichtigen Patienten. Allein der
prozentuale Anteil der CD8+/CD26+ Lymphozyten zeigte einen schwachen
signifikanten  Unterschied zwischen praemptiv  transplantierten  und
dialysepflichtigen Patienten. Dialysepflichtige Patienten zeigten etwas geringere
Anzahl an CD8+/CD26+ Lymphozyten als die Patienten, welche praemptiv
transplantatiert wurden. Der Median war bei den praemptiv transplantierten
Patienten etwa doppelt so hoch wie der Median der dialysepflichtigen

Patienten.
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An den Tagen 3, 7 und 14 zeigten sich keine signifikanten Unterschiede mehr
zwischen den beiden Patientengruppen, sowohl

Oberflachenmarker als auch in der DPP IV-Aktivitat.

in der Expression der

Tab.6.1: Oberflaichenmarker und DPP IV-Aktivitit bei nicht-praemptiver und praemptiver
Transplantation, Tag 0

0,
Probenanzahl Median Minimum Maximum ' 95/.°
Taq 0 Konfidenzintervall
9 nicht- pra- nicht- pra- nicht- pra- nicht- pra- nicht- pra-
praemptiv | emptiv | prdemptiv | emptiv | préemptiv | emptiv | pr@emptiv | emptiv | prdemptiv | emptiv
CD3+{,/SD26+ 72 9 7.9 10,6 0,8 5,0 30,8 | 340 | 70-93 2565
CD4+{,/SD26+ 72 9 6,1 6,4 0,5 40 286 | 300 | 46-72 | 3
CD8+/CD26+ | 45 9 17 3,6 0,1 0,8 5,2 49 | 15-20 | 11~
% 4.7
DPPIV-
Aktivitat 72 9 763 | 698 | 391 | a2 | 1255 |1241| G5 | %0
U/mL , ,

Tab.6.2: Oberflaichenmarker und DPP IV-Aktivitit bei nicht-praemptiver und praemptiver
Transplantation, Tag 3

0,
Probenanzahl Median Minimum Maximum ) 95/.°
Taq 3 Konfidenzintervall
9 nicht- pra- nicht- pra- nicht- pra- nicht- pra- nicht- pra-
praemptiv | emptiv | prdemptiv | emptiv | prdemptiv | emptiv | préemptiv | emptiv | pr@emptiv | emptiv
COIED26* | 76 9 7.6 6,9 14 32 | 417 | 704 |62-90 [ 32
CDareD20r | 76 9 5,5 6,1 11 09 | 309 | 671 |43-73 |37
CD8+/CD26+ | 74 9 13 1.2 03 0,3 12,1 75 | 1,0-17 | 04"
% 2,9
DPPIV-
Aktivitat 78 9 560 | 501 | 312 374 | 903 | 797 | SAO- |37~
U/mL : o

Tab.6.3: Oberflaichenmarker und DPP IV-Aktivitit bei nicht-praemptiver und praemptiver
Transplantation, Tag 7

0,
Probenanzahl Median Minimum Maximum ) 95 /.°

Tag 7 Konfidenzintervall

9 nicht- pra- nicht- pra- nicht- pra- nicht- pra- nicht- pra-
praemptiv | emptiv | prdemptiv | emptiv | prdemptiv | emptiv | préemptiv | emptiv | prdemptiv | emptiv

CDIIED26* | 7 9 70 | 108 | o9 50 | 623 | 383 |59-89 | 32
CD4+/CD26+ 58 -
% 78 9 57 10,0 0,6 4,3 50,5 33,8 46-73 284
CD8+£/SD26+ 78 9 1,5 2,6 0.2 07 9.8 278 | 1,2-18 0471'
DPPIV-
Aktivitat 78 9 512 | 518 | 260 | 353 | 1000 | ee2 | &S |34°
U/mL 53, 54,
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Tab.6.4: Oberflaichenmarker und DPP IV-Aktivitidt bei nicht-praemptiver und praemptiver
Transplantation, Tag 14

95%

Probenanzahl Median Minimum Maximum ' .
Tag 14 Konfidenzintervall
9 nicht- pra- nicht- pra- nicht- pra- nicht- pra- nicht- pra-
praemptiv | emptiv | prdemptiv | emptiv | préemptiv | emptiv | pr@emptiv | emptiv | prdemptiv | emptiv
CD3+{,/SD26+ 76 9 9,2 7,2 0,3 41 546 | 337 |7.8-12.1 2’061'
CDArIoP26 1 76 9 7.9 5,1 0,4 34 | 460 | 205 |61-98 | 52
CD8HIOD26 | 76 9 17 19 0,0 08 | 259 | 285 |13-23 | O
DPPIV-
Aktivitat 76 9 460 | 408 | 213 | 2095 | 1006 | eas | 439 |33
U/mL ,6 58,9
6 F
I I Range
5 o 1 9
* 4 * |:| Median
+
© L
a
3k
Q * p<005
© L
a
© 2L
1
O_ ——
nicht praemptiv praemptiv

Abb. 16: CD8+/CD26+ Lymphozytenpopulation bei praemptiv und nicht-
praemptiv transplantierten Patienten an Tag 0

3.2.5 Vortransplantierte Patienten vs. ersttransplantierte Patienten

Einige der rekrutierten Patienten (n = 11) waren bereits vortransplantiert und
hatten bereits friher einmal ein Nierentransplantat erhalten. Um zu ermitteln, ob
diese Patientengruppe (Vor-Tx) sich von den ersttransplantierten Patienten
(1.TX) hinsichtlich der Oberflachenmarker CD3+/CD26+, CD4+/CD26+,
CD8+/CD26+ und der DPP IV-Aktivitat unterscheidet, wurden die

Analysenwerte der Tage 0 bis 14 beider Gruppen miteinander verglichen. An
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keinem der Tage zeigten sich jedoch signifikante Unterschiede bezuglich der
Oberflachenmarker oder der DPP [V-Aktivitat.

Tab.7.1: Oberflichenmarker und DPP IV-Aktivitat bei erst- und vortransplantierten
Patienten, Tag 0
Tag 0 Probenanzahl Median Minimum Maximum 95% Konfidenzintervall
1. TX | Vor-TX | 1. TX | Vor-TX | 1. TX | Vor-TX | 1. TX | Vor-TX 1. TX Vor-TX
CD3+/CD26+ % 70 11 8,1 8,4 0,8 3,1 34,0 17,3 7,0-9,9 4,5-12,9
CD4+/CD26+ % 70 11 6,1 7,2 0,5 1,5 30,0 15,7 4,7 -7,1 3,1-11,3
CD8+/CD26+ % 70 11 1,8 1,6 0,1 1,0 5,2 4,2 1,5-2,6 1,4-20
DPPIV-Aktivitat U/ml 70 11 74,1 74,9 39,1 54,2 ]1255] 110,9 | 66,9-82,7 | 57,2 - 87,7
Tab.7.2: Oberflichenmarker und DPP IV-Aktivitat bei erst- und vortransplantierten
Patienten, Tag 3
Tag 3 Probenanzahl Median Minimum Maximum 95% Konfidenzintervall
1. TX | Vor-TX | 1. TX | Vor-TX | 1. TX | Vor-TX | 1. TX | Vor-TX 1. TX Vor-TX
CD3+/CD26+ % 74 11 6,9 8,8 1,4 2,6 70,4 18,3 5,6-8,9 6,1-17,0
CD4+/CD26+ % 74 11 5,4 6,6 0,9 1,7 67,1 15,8 4,1-6,8 4,5-13,8
CD8+/CD26+ % 74 11 1,2 1,7 0,3 0,8 12,1 3,8 0,9-1,6 1,1-2,3
DPPIV-Aktivitat U/ml 76 11 54,9 57,8 31,2 32,9 90,3 86,5 | 50,6-59,1]40,7-68,9
Tab.7.3: Oberflichenmarker und DPP IV-Aktivitat bei erst- und vortransplantierten
Patienten, Tag 7
Tag 7 Probenanzahl Median Minimum Maximum 95% Konfidenzintervall
1. TX | Vor-TX | 1. TX | Vor-TX | 1. TX | Vor-TX | 1. TX | Vor-TX 1. TX Vor-TX
CD3+/CD26+ % 76 11 8,2 7,8 0,9 2,9 62,3 18,5 59-9,7 6,6 - 13,3
CD4+/CD26+ % 76 11 5,9 6,1 0,7 0,6 50,5 16,3 46-7,7 54-11,6
CD8+/CD26+ % 76 11 1,6 1,5 0,2 0,2 27,8 2,7 1,0-2,0 1,2-23
DPPIV-Aktivitat U/ml 76 11 51,2 53,0 26,0 39,0 |100,0] 71,9 | 48,9-53,1| 41,3-63,7
Tab.7.4: Oberflichenmarker und DPP IV-Aktivitat bei erst- und vortransplantierten
Patienten, Tag 14
Tag 14 Probenanzahl Median Minimum Maximum 95% Konfidenzintervall
1. TX | Vor-TX | 1. TX | Vor-TX | 1. TX | Vor-TX | 1. TX | Vor-TX 1. TX Vor-TX
CD3+/CD26+ % 74 11 8,9 9,2 0,3 3,5 54,6 33,3 7,7-12,1 5,6 -16,8
CD4+/CD26+ % 74 11 7,4 7,7 0,4 2,6 46,0 27,3 5,8-9,8 3,1-14,4
CD8+/CD26+ % 74 11 1,8 1,6 0,0 0,7 28,5 17,9 1,3-24 1,2-2,6
DPPIV-Aktivitat U/ml 74 11 46,2 45,8 21,3 36,9 |100,6] 73,1 43,9 - 50,3 | 37,1-65,3

3.2.6 ABO-inkompatible Lebendnierentransplantation vs. ABO-kompatible

Nierentransplantation

Von den insgesamt 87 rekrutierten Patienten erhielten 6 ABO-inkompatible
Lebendnierentransplantate (ABOi), 81 erhielten ABO-kompatible Lebendnieren-
und (ABOQc). die
Oberflachenmarker CD3+/CD26+, CD4+/CD26+, CD8+/CD26+ und die DPP IV-

Leichennierentransplantate Verglichen wurden
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Aktivitat beider Gruppen (ABOi vs. ABOc) an den Tagen 0O bis 14. Es konnten
signifikante Unterschiede in der DPP IV-Aktivitat an allen Untersuchungstagen
festgestellt werden. Patienten mit einer ABOi hatten eine niedrigere DPP V-
Aktivitat (um ca. ein Drittel niedriger), als die Patienten mit ABOc. An Tag 7 und
14 war die Expression der Oberflachenmarker CD8+/CD26+ bei der Gruppe mit
ABOi signifikant hoher als bei der Gruppe mit ABOc, an Tag 7 etwa 2,5 Mal
hoher, an Tag 14 doppelt so hoch.

Tab.8.1: Oberflichenmarker und DPP IV-Aktivitait bei ABO-kompatiblen und ABO-
inkompatiblen Patienten, Tag 0

Tag 0 Probenanzahl Median Minimum Maximum 95% Konfidenzintervall
ABOc | ABOi | ABOc | ABOi | ABOc | ABOi | ABOc | ABOi ABOc ABOi
CD3+/CD26+ % 75 6 8,0 9,4 0,8 50 30,8 | 34,0 7,1-98 5,3-29,5
CD4+/CD26+ % 75 6 6,2 5,8 0,5 4,0 28,6 | 30,0 4,7-72 4,2-257
CD8+/CD26+ % 75 6 1,7 3,0 0,1 0,8 5,2 4,9 1,5-2,1 0,8-4,8
DPPIV-Aktivitat U/ml 75 6 76,3 | 57,0 | 446 | 39,1 | 12555 | 60,3 | 70,0-82,8 | 42,0-60,2

Tab.8.2: Oberflichenmarker und DPP IV-Aktivitait bei ABO-kompatiblen und ABO-
inkompatiblen Patienten, Tag 3

Tag 3 Probenanzahl Median Minimum Maximum 95% Konfidenzintervall
ABOc | ABOi | ABOc | ABOi | ABOc | ABOi | ABOc | ABOI ABOc ABOi
CD3+/CD26+ % 79 6 7,4 8,0 1,4 4.4 417 | 704 6,0-8,9 4,8 -591
CD4+/CD26+ % 79 6 6,1 4,8 0,9 3,2 30,9 | 671 45-71 3,3 - 56,1
CD8+/CD26+ % 79 6 1,2 2,4 0,3 0,4 12,1 7,5 1,0-17 0,5-6,9
DPPIV-Aktivitat U/ml 81 6 57,8 | 38,2 | 352 | 31,2 | 90,3 | 436 | 52,8-60,3 | 31,5-43,6

Tab.8.3: Oberflichenmarker und DPP IV-Aktivitait bei ABO-kompatiblen und ABO-
inkompatiblen Patienten, Tag 7

Tag7 Probenanzahl Median Minimum Maximum 95% Konfidenzintervall
ABOc | ABOi | ABOc | ABOi | ABOc | ABOi | ABOc | ABOi ABOc ABOi
CD3+/CD26+ % 81 6 7,2 10,0 0,9 7,0 62,3 | 33,4 59-9,4 7,2-30,8
CD4+/CD26+ % 81 6 5,8 7,0 0,6 5,6 50,5 | 30,6 46-7,9 5,7 - 27,6
CD8+/CD26+ % 81 6 1,5 3,8 0,2 0,7 9,8 27,8 1,1-1,8 0,9-234
DPPIV-Aktivitat U/ml 81 6 51,7 | 37,7 | 30,2 | 26,0 | 100,0 | 53,1 | 49,2-53,9 | 27,8 -52,2

Tab.8.4: Oberflichenmarker und DPP IV-Aktivitait bei ABO-kompatiblen und ABO-
inkompatiblen Patienten, Tag 14

Tag 14 Probenanzahl Median Minimum Maximum 95% Konfidenzintervall

ABOc | ABOi | ABOc | ABOi | ABOc | ABOi | ABOc | ABOi ABOc ABOi
CD3+/CD26+ % 79 6 8,9n | 18,8 0,3 5,5 54,6 | 31,8 76-117 5,8 -29,7
CD4+/CD26+ % 79 6 7,4 12,0 0,4 4,1 46,0 | 27,3 58-9,5 4,4 -253
CD8+/CD26+ % 79 6 1,6 3,2 0,0 1,4 259 | 28,5 1,3-2,1 1,5-25,1
DPPIV-Aktivitat U/ml 79 6 474 | 36,4 | 21,3 | 295 | 100,6 | 46,4 | 44,2-50,4 | 29,5-45,1
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Abb. 17: Oberflaichenmarker CD8+/CD26+ bei AB0i vs. ABOc
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Abb. 18: Vergleich der DPP IV-Aktivitat bei ABOi vs. ABOc

3.2.7 Delayed graft function vs. unmittelbare Funktionsaufnahme

Die verzogerte Transplantatfunktionsaufnahme (delayed graft function, DGF)
wurde definiert als weiterhin bestehende Dialysepflicht aufgrund von
unzureichender Nierentransplantatfunktion innerhalb der ersten Woche nach
Transplantation (80, 81).
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Bei 17 Patienten kam es nach der Transplantation zu einer DGF. Insgesamt
mufdten nach Transplantation 22 Patienten dialysiert werden, auler einer
delayed graft function waren weitere Grunde fur eine Dialyse z.B. eine

Hyperkalidamie oder Kontrastmittelgabe.

Um zu ermitteln, ob Patienten mit delayed graft function (DGF) sich von den
Patienten mit unmittelbarer Transplantatfunktion (non-DGF) hinsichtlich der
Oberflachenmarker CD3+/CD26+, CD4+/CD26+ und CD8+/CD26+ und der
DPP IV-Aktivitat unterschieden, wurden bei beiden Gruppen (DGF vs. non-
DGF) die Werte von Tag 3, 7 und 14 miteinander verglichen.

Man stellte fest, dass sich weder an Tag 3, noch an Tag 7, noch an Tag 14 ein
signifikanter Unterschied zeigt. Auch die DPP [V-Aktivitat zeigte keinen
Unterschied zwischen den Patienten mit delayed graft function und denen ohne

delayed graft function.

Tab.9.1: Oberflichenmarker und DPP IV-Aktivitit bei Patienten mit und ohne DGF, Tag 3

Tag 3 Probenanzahl Median Minimum Maximum Konfidgr?ZO/iontervaII
non-DGF | DGF | non-DGF | DGF | non-DGF | DGF | non-DGF | DGF | non-DGF DGF
CD3+/CD26+ % 68 17 7,9 54 1,4 2,6 70,4 1931 6,6-95 [ 3,7-9,0
CD4+/CD26+ % 68 17 6,5 3,9 0,9 1,7 67,1 1741 51-75 | 3,0-6,6
CD8+/CD26+ % 68 17 1,3 1,1 0,3 0,3 12,1 46 | 1,0-1,7 | 08-24
DPPIV-Aktivitat 50,3 - 47,5 -
U/ml 70 17 53,6 61,0 31,2 40,2 90,3 86,5 58 8 68.8

Tab.9.2: Oberflichenmarker und DPP IV-Aktivitidt bei Patienten mit und ohne DGF, Tag 7

Tag7 Probenanzahl Median Minimum Maximum Konfidgr?;/iontervall
non-DGF | DGF | non-DGF | DGF | non-DGF | DGF | non-DGF | DGF | non-DGF DGF
CD3+/CD26+ % 70 17 7,7 8,7 0,9 3,5 62,3 18,8 | 6,1-94 | 56-12,7
CD4+/CD26+ % 70 17 5,9 6,1 0,6 2,6 50,5 17,0 | 47-8,0 | 46-10,1
CD8+/CD26+ % 70 17 1,5 1,8 0,2 0,4 27,8 5,2 1,0-19 | 1,2-23
DPP'\L/J'/fn‘T“V'tat 70 17| 513 |s502| 260 [343] 1000 | 719 4583;f31' 4626717_

Tab.9.3: Oberflichenmarker und DPP IV-Aktivitidt bei Patienten mit und ohne DGF, Tag 14

Tag 14 Probenanzahl Median Minimum Maximum Konfidgr?;?ntervall
non-DGF | DGF | non-DGF | DGF | non-DGF | DGF | non-DGF | DGF | non-DGF DGF
CD3+/CD26+ % 68 17 8,8 10,6 0,3 3,5 54,6 209 73-119 |6,9-145
CD4+/CD26+ % 68 17 7,0 8,0 0,4 2,6 46,0 18,1] 56-98 |48-108
CD8+/CD26+ % 68 17 1,6 2,4 0,0 0,5 28,5 109] 1,2-21 1,3-3,1
PP A | e8| 7 | 459|464 | 213 [3s6| 1006 [731[430-483] B
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3.2.8 Kreatinin-Konzentration im Serum an Tag 0, Tag 3, Tag 7, Tag 14 und Tag
21

Da die Transplantatfunktion unter anderem anhand der Kreatinin-Konzentration
beurteilt wird, wurde dieser bei den Patienten an den Tagen 0 — 21 im Rahmen
der Routine-Blutentnahmen ermittelt. Wie zu erwarten, zeigte sich bei den
Medianen ein signifikanter Abfall der Kreatinin-Konzentration Uber die Tage

0 — 14, lediglich an Tag 21 kam es zu keinem weiteren signifikanten Abfall mehr.
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Abb. 19: Kreatinin-Wert an Tag 0, Tag 3, Tag 7 und Tag 14

3.2.9 High-risk-Gruppe

Die Ergebnisse der Patienten der High-risk-Gruppe (high risk) wurden mit den
Werten der ubrigen Patienten (normal risk) verglichen. Es zeigten sich an
keinem der Tage signifikante Unterschiede zwischen den beiden Gruppen bei
den Oberflachenmarkern CD3+/CD26+, CD4+/CD26+ und CD8+/CD26+ und
der DPP IV-Aktivitat. Auch wurden keine signifikanten Unterschiede bezuglich
der Oberflachenmarker und der DPP [V-Aktivitat gefunden, wenn man beide
Gruppen auf eine Absto3ungsreaktion bis zum Ende des 2. Monats hin

untersucht. Auf eine Darstellung dieser Daten wurde verzichtet.
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Tab.10.1: Oberflaichenmarker und DPP IV-Aktivitit bei Patienten mit high und normal risk,
Tag 0

0,
Probenanzahl Median Minimum Maximum ) 95/.°
Tag 0 Konfidenzintervall
9 normal high normal high normal high normal high normal high
risk risk risk risk risk risk risk risk risk risk
CD3+/CD26+ % 30 51 9,4 7,7 21 0,8 30,8 340 |73-11,116,4-9,3
CD4+/CD26+ % 30 51 6,5 59 1,4 0,5 28,6 30,0 45-91 |146-7,3
CD8+/CD26+ % 30 51 2,3 1,6 0,3 0,1 5,2 4,9 1,3-2,8 |1,5-1,8
DPPIV-Aktivitat 67,5 - 63,3 -
U/ml 30 51 77,4 71,5 44,6 39,1 1241 125,5 86.7 825

Tab.10.2: Oberflaichenmarker und DPP IV-Aktivitdt bei Patienten mit high und normal risk,
Tag 3

Probenanzahl Median Minimum Maximum 95% Konfidenzintervall
Tag 3 N - - -
normal high normal high normal high normal high . -
risk risk risk risk risk risk risk risk normal risk high risk
CD3+OD26* | 3 53 76 | 74 14 19 | 227 | 704 | 43-95 | 59-9,1
CDaoD2 35 | 53 | 58 | 55 [ 09 | 11 | 190 | 671 | 38-73 | 41-81
CDS*{)/?D%* 32 53 1,3 1,2 03 03 52 | 121 | 09-17 | 10-18
DPPIV- 33 54 | 587 | 534 | 352 | 312 | 903 | 874 |525-629|49,1-595
Aktivitat U/ml ’ ’ ’ ’ ’ ’ ’ ’ ’ ’

Tab.10.3: Oberflichenmarker und DPP IV-Aktivitat bei Patienten mit high und normal risk,
Tag 7

Probenanzahl Median Minimum Maximum 95% Konfidenzintervall
Tag 7 N - - -
normal | high | normal high | normal high normal | high . -
risk risk risk risk risk risk risk risk normal risk [ high risk
CD3HIOD26* | 33 54 | 70 | 83 | 09 | 16 | 623 | 558 | 50-103 | 6,6-104
CDArIOD26* | 33 54 | 52 | 61 | o7 | o6 | 505 | 487 | 38-86 | 54-89
CD8+£/SD26+ 33 54 1,5 1,5 02 0.2 98 | 278 | 09-22 | 12-21
DPPIV- 33 54 52,2 51,0 30,2 26,0 80,8 100,0 | 48,1-59,0 | 46,9-53,1
Aktivitat U/ml ’ ’ ’ ’ ’ ’ ’ ’ ’ ’

Tab.10.4: Oberflaichenmarker und DPP IV-Aktivitadt bei Patienten mit high und normal risk,
Tag 14

Probenanzahl Median Minimum Maximum 95% Konfidenzintervall
Tag 14 : - - -
normal high | normal high | normal high normal | high . A
risk risk risk risk risk risk risk risk normal risk | high risk
CD3+OD26* | - 34 s4 | 87 | 92 | 03 | 20 | 512 | 546 | 66-128 | 2.
CD4+/CD26+ | 5 54 | 61 | 79 | o4 | 07 | 425 | 460 | 51-110 | 29
% 10,5
CD8HOD26T | 34 54 17 | 18 | 00 | 03 | 77 | 285 | 12-25 |13-24
DPPIV- 41,0 -
Aktivitat U/ml 32 53 48,3 451 21,3 29,5 73,9 100,6 43,9-529 47.9
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3.3 Klinische Ereignisse

3.3.1 Akute AbstoRung bis zum Ende des zweiten Monats

Einige Patienten (n = 21) entwickelten bis zum Ende des zweiten Monats nach
Transplantation eine oder mehrere akute Absto3ungsreaktionen. Es wurden nur
biopsie-gesicherte akute Abstolungen (BPAR) in die Studie einbezogen.
Chronische  oder  humorale  Abstolungen traten  wahrend des

Beobachtungszeitraums nicht auf.

Tab.11: Zeitpunkt der AbstoBungen
Art der AbstoBung Zeitpunkt der einzelnen AbstoBungsreaktionen (Tag nach OP)

Borderline 9, 15, 21, 23, 24, 24, 25, 26, 29, 37, 43, 58
BANFF | a 8
BANFF Il a 6,7,25

nicht naher bezeichnet | 7, 8, 9, 13, 16, 19, 30, 33, 41, 53

Borderline-AbstoRungsreaktionen zeigten 10 Patienten, ein Patient zeigte nur
eine AbstoRungsreaktion gemald BANFF la, zwei Patienten zeigten
AbstoBungsreaktionen gemall BANFF lla und bei funf Patienten wurden die
AbstoRungsreaktionen nicht naher bezeichnet. Ein Patient zeigte sowohl eine
Borderline-Rejektion als auch nicht naher bezeichnete AbstolRungsreaktionen,
er wurde in die Gruppe der Borderline-Rejektionen eingeteilt. Ein weiterer
Patient zeigte sowohl eine AbstoRungsreaktion gemal® BANFF lla als auch
AbstoRRungsrejektionen, welche nicht naher bezeichnet wurden. Er wurde in die
Gruppe der BANFF lla eingeteilt.
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® Borderline (n=11)
BBANFF | a (n=1)
BBANFF Il a (n=3)

H nicht naher bezeichnet (n=6)

Pie-Chart 1: Einteilung der Patienten mit AbstoBungsreaktionen (n=21)

3.3.1.1 Expression der Oberflachenmarker und DPP [V-Aktivitat bei AbstoRung

Um zu ermitteln, ob man mit Hilfe der Oberflachenmarkern CD3+/CD26+,
CD4+/CD26+ und CD8+/CD26+ und der DPP IV-Aktivitdt eine Voraussage
treffen kann, bei welchen Patienten eine AbstoRung drohen kdnnte, wurden die
Werte der Patienten mit AbstoRung (mitAbst) mit denen der Patienten ohne
AbstolRung (ohneAbst) verglichen. An den Tagen 3 und 7 zeigten die Patienten
mit AbstoRung eine signifikant hohere CD8+/CD26+ Expression (doppelt so
hoch) wie Patienten ohne Abstolung innerhalb von 2 Monaten nach
Transplantation. Alle weiteren untersuchten Parameter zeigten an den
Meftagen 0, 3, 7 und 14 keine signifikanten Unterschiede bei Patienten mit
AbstoRung verglichen mit den Patienten ohne AbstoRung. Als nachstes wurde
ermittelt, ob der Schweregrad der Abstof3ung einen Einflul} auf die Messwerte
hat. Hierfur wurden die Messwerte des Oberflachenmarkers CD8+/CD26+ von
den Patienten mit einer Borderline-Rejektion (n = 11) und Rejektionen ohne
Einteilung in eine BANFF-Klassifikation (n=6), mit den Patienten verglichen,
welche eine BANFF-Klassifikation Typ la (n = 1) oder Ila (n = 3) erhielten. Es
zeigten sich hier keine signifikanten Unterschiede.
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Abb. 20: Oberflachenmarker CD8+/CD26+ bei Patienten mit und ohne AbstoRung

Wie aus der Graphik ersichtlich wird, zeigten sich bei den Medianen der
Oberflachenmarker CD8+/CD26+ der Patienten ohne AbstoRung eine
unterschiedliche Tendenz zu den Patienten mit Abstof3ung. An Tag 0 zeigten
sich annahernd gleiche Ausgangswerte von CD8+/CD26+ bei Patienten mit und
ohne Abstoung. Wahrend der Median der CD8+/CD26+ Zellen bei den
Patienten ohne AbstoRung an Tag 3 abfallt, steigt der Median der CD8+/CD26+
Zellen bei den Patienten mit Absto3ung an Tag 3 an. Patienten mit Abstof3ung
weisen eine mehr als doppelt so hohe Expression auf als Patienten ohne
AbstoBung. An Tag 7 steigt der Median der CD8+/CD26+ Zellen bei Patienten
ohne Abstof3ung an, wahrend der Median der Patienten mit AbstoRung abfallt.
Die CD26-Expression auf den CD8+ Zellen nahert sich bei beide Gruppen an
Tag 14 dem Ausgangswert.

3.2.1.2 Tacrolimus-Talspiegel und AbstofRung

Bei den Patienten wurden an den Tagen 3, 7 und 14 nach Transplantation die
Medikamenten-Talspiegel von Tacrolimus im Blut gemessen. Vergleicht man

nun die gemessene Tacrolimus-Konzentration bei den Patienten mit AbstoRung
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innerhalb von 2 Monaten nach Transplantation (mitAbst) mit der Tacrolimus-
Konzentration bei Patienten ohne AbstoRung (ohneAbst), so findet man keine
signifikanten Unterschiede. Auf eine Darstellung der Daten wurde verzichtet. Da
das steady-state der Tacrolimus-Konzentration erst nach mehreren Tagen
erreicht ist, wurden die Mediane der Tacrolimus-Konzentrationen zwischen Tag
3 und Tag 14 ermittelt. Die Mediane der Patienten mit Absto3ung (n=21, Median
7,0 ug/l, 95% Cl 5,9 — 7,5) unterschieden sich nicht signifikant von den
Medianen der Patienten ohne AbstoRung (n=66, Median 6,8 ug/l, 95% CI 6,3 —
7,0).
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Abb. 21: Mediane des Tacrolimus-Talspiegels zwischen Tag 3 und Tag 14, bei
Patienten ohne und mit AbstofBung innerhalb von 2 Monaten nach
Transplantation

3.3.1.3 Mycophenolsaure-Konzentration und AbstofRung

Die Messung der Mycophenolsaure-Konzentration (MPA) erfolgte an den Tagen
3, 7 und 14 nach Transplantation mittels HPLC. Da die Messung des
Talspiegels von MPA unter Myfortic-Therapie aufgrund der Pharmakokinetik des
Medikaments schwierig ist, wurden auch hier die Mediane der Messungen an
Tag 3 bis 14 verwendet. Sowohl die Messungen der einzelnen Tage als auch

der Median des Zeitraums Tag 3 bis Tag 14 =zeigten bei Patienten mit
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AbstoBung (n = 21, Median 1,8 mg/l, 95% CI 1,1 — 3,0) keine signifikanten
Unterscheide zu den Werten der Patienten ohne Abstol3ung (n = 66, Median 2,3
mg/l, 95% CI 2,0 — 3,0).
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Abb. 22: Mediane der Myfortic-Konzentration (MPA) zwischen Tag 3 und Tag
14, bei Patienten ohne und mit AbstoBung innerhalb von 2 Monaten nach
Transplantation

Ebenfalls per HPLC wurde das freie MPA (fMPA) an den Tagen 3, 7 und 14
nach Transplantation gemessen. Auch hier zeigten sich weder an den einzelnen
Analysentagen noch bei dem ermittelten Median zwischen Tag 3 und Tag 14
signifikante Unterschiede zwischen der Patientengruppe mit AbstoRungen (n =
21, Median 43,8 ug/l, 95% CI 13,8 — 54,2) zu den Patienten ohne AbstoRungen
(n =66, Median 43,1 pg/l, 95% CI 35,8 — 60,9).
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Abb. 23: Mediane der fMPA-Konzentration zwischen Tag 3 und Tag 14,
bei Patienten ohne und mit AbstoBung innerhalb von 2 Monaten nach
Transplantation

3.3.1.4 Immunsuppressiva-Konzentration und AbstofRung in der High-risk-

Gruppe

Die High-risk-Gruppe (n = 54) wurde seperat nochmals bezlglich der Immun-
suppressiva-Konzentrationen bei Abstoung untersucht. In der High-risk-
Gruppe zeigten 16 Patienten bis zum Ende des 2. Monats nach Transplantation

eine Abstol3ung.

Der Tacrolimus-Talspiegel unterschied sich bei den Patienten mit Abstol3ung
(Abst) nicht von den Patienten ohne AbstoRung (ohneAbst), weder an den
einzelnen Meftagen Tag 3, 7 und 14, noch bei den Medianen zwischen den
Tagen 3 und 14.

Auch die MPA-Konzentration an den Tagen 3, 7 und 14, sowie der Median
zwischen den Tagen 3 und 14 zeigte bei den Patienten mit AbstoRung (Abst)
keinen Unterschied im Vergleich zur MPA-Konzentration der Patienten ohne
AbstoRung (ohneAbst).
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Die fMPA-Konzentration zeigte an den Tagen 3 und 7, ebenso wie der Median
zwischen Tag 3 und Tag 14, bei den Patienten mit AbstoRung (Abst) keine

signifikanten Unterschiede zu den Patienten ohne AbstoRung (ohneAbst).
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Abb. 24: Mediane des Tacrolimus-Talspiegels zwischen Tag 3 und Tag
14 in der High-risk-Gruppe, bei Patienten mit und ohne Abstofung
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Abb. 25: Mediane der MPA-Konzentration zwischen Tag 3 und Tag
14 in der High-risk-Gruppe, bei Patienten mit und ohne Abstofung

64



70 |
_ I 95% Cl
S 60
a3 ——
h i
® 50 = I:I Median
‘E |-
GJ ——
g 40
o
X
<
o |—
g 20
20 |

Patienten ohne Abstof3ung Patienten mit AbstoBung

Abb. 26: Mediane der fMPA-Konzentration zwischen Tag 3 und Tag
14 in der High-risk-Gruppe, bei Patienten mit und ohne Abstofung

In der High-risk-Gruppe zeigten Patienten mit AbstoBung und/oder
Transplantatfunktionsverschlechterung (TFV) im Vergleich zu Patienten ohne
AbstoBung oder TFV tendenziell niedrigere Werte bei Tacrolimus (Median
6,9ug/l, 95% CI 6,3 — 7,2 vs. Median 7,8ug/l, 95% CI 6,3 — 9,4, p = 0,09) und
MPA (Median 2,2 mg/l, 95% CI 1,7 — 2,5 vs. Median 3,5 mg/l, 95% CI 2,0 — 3,8,
p = 0,08), jedoch waren die Unterschiede nicht signifikant. Der Median der
fMPA-Konzentration zeigte hingegen keine Tendenz (Median 49,8 pg/l, 95% CI
37,0 — 63,0 vs. Median 54,0 ug/l, 95% CI 36,2 — 109,6, p = 0,55).
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Abb. 27: Mediane des Tacrolimus-Talspiegels zwischen Tag 3 und Tag
14 in der High-risk-Gruppe, bei Patienten mit AbstoBung und/oder TFV
und Patienten ohne AbstoRung oder TFV
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Abb. 28: Mediane der MPA-Konzentration zwischen Tag 3 und Tag 14
in der High-risk-Gruppe, bei Patienten mit AbstoBung und/oder TFV
und Patienten ohne AbstoBung oder TFV
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Abb. 29: Mediane der fMPA-Konzentration zwischen Tag 3 und Tag 14 in
der High-risk-Gruppe, bei Patienten mit AbstoBung und/oder TFV und
Patienten ohne Abstofung oder TFV
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3.3.1.5 ROC-Analyse

Anhand einer ROC-Analyse wurde ermittelt, bei welchem Wert des
Oberflachenmarkers CD8+/CD26+ eine gute Diskriminierung zwischen
Patienten mit und ohne AbstoRung erreicht werden konnte. Setzt man den Cut-
off bei 2,2%, so ergab sich an Tag 3 nach Transplantation eine Vorhersage fur
eine AbstolBung innerhalb von 2 Monaten nach Transplantation mit einer
Sensitivitat von 60% und einer Spezifitat vor 85% (AUC = 0,697). Der positiv
pradiktive Wert lag bei 55%, der negativ pradiktive Wert bei 87%.

Betrachtet man die Werte des Oberflachenmarkers CD8+/CD26+ an Tag 7 nach
Transplantation ebenfalls mit den Cut-off von 2,2%, so zeigte sich hier eine
Voraussage bezuglich einer AbstoRung innerhalb von 2 Monaten nach
Transplantation mit einer Sensitivitat von 57% und einer Spezifitdt von 79%.
Der positiv pradiktive Wert lag bei 46%, der negativ pradiktive Wert bei 85%.

Auf eine Darstellung der ROC-Kurve fur Tag 7 wurde verzichtet.
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X -
::@ 60 i
= L AUC = 0,697
B L Standard Error = 0,072
S 40 95% Cl =0,587 — 0,792
n - p = 0,006
20
0 1 1 1 I 1 1 1 , 1 1 1 I 1 1 1 I 1 1 1 I
0 20 40 60 80 100

Spezifitat %

Abb. 30: ROC-Kurve von CD8+/CD26+ an Tag 3 nach Transplantation
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3.3.1.6 Immunsuppressiva-Konzentration bei Patienten mit CD8+/CD26+ >2.2%

Bei Patienten mit AbstoBung zeigten sich erhdhte Werte von CD8+/CD26+ an
Tag 3 und Tag 7. Der mittels der ROC-Kurve ermittelte Cut-Off von 2,2% wurde
nun verwendet, um Patienten im Kollektiv zu identifizieren, welche an Tag 3
oder Tag 7 einen erhohten CD8+/CD26+ Wert hatten (n=35). Diese Patienten
wurden nun in zwei Gruppen eingeteilt. Eine Gruppe besteht aus Patienten,
welche innerhalb des zweimonatigen Beobachtungszeitraumes eine Abstoliung
erlitten haben (Abst) (n = 14), die andere aus Patienten ohne Abstof3ung
(ohneAbst) (n = 21). Nun wurde ermittelt, ob sich die beiden Gruppen

hinsichtlich der ermittelten Immunsuppressiva-Werte unterschieden.

Vergleicht man die beiden Gruppen bezuglich des Tacrolimus-Talspiegels, so
findet man weder bei den Einzelwerten an Tag 3, 7 und 14 (Daten nicht
dargestellt), noch beim Median zwischen den Tagen 3 und 14 signifikante

Unterschiede.
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Patienten ohne Abstof3ung Patienten mit AbstoBung

Abb. 31: Mediane des Tacrolimus-Talspiegels zwischen Tag 3 und Tag 14 bei
Patienten mit CD8+/CD26+ > 2,2% an Tag 3 oder Tag 7, mit AbstoBung und
ohne AbstoBung
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Auch bei der MPA-Konzentration und fMPA-Konzentration zeigten sich weder
an Tag 3, 7 und 14 (Daten nicht dargestellt), noch beim Median zwischen Tag 3
und Tag 14 Unterschiede bei den Patienten mit AbstoRung (Abst) zu den
Patienten ohne Absto3ung (ohne Abst).
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35
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Patienten ohne Abstof3ung Patienten mit AbstoBung

Abb. 32: Mediane der MPA-Konzentration zwischen Tag 3 und Tag 14 bei
Patienten mit CD8+/CD26+ > 2,2% an Tag 3 oder Tag 7, mit AbstoBung und
ohne AbstoBung
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Abb. 33: Mediane der fMPA-Konzentration zwischen Tag 3 und Tag 14 bei

Patienten mit CD8+/CD26+ > 2,2% an Tag 3 oder Tag 7, mit AbstoBung und
ohne AbstoBung
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Patienten, bei denen der Oberflachenmarker CD8+/CD26+ an Tag 3 und Tag 7
Uber dem Cut-off von 2,2% lag (n=15), wurden unterteilt in Patienten mit
AbstoRung innerhalb des Beobachtungszeitraumes von 2 Monaten (Abst) (n =
11) und Patienten ohne AbstoRung innerhalb dieses Zeitraumes (ohne Abst) (n
=4).

Betrachtet man nun die Werte des Tacrolimus-Talspiegels, der MPA-
Konzentration sowie der fMPA-Konzentration an den Tagen 3, 7 und 14, sowie
den Median der Messwerte zwischen Tag 3 und Tag 14, so stellt man fest, dass
sich die Werte bei Patienten mit AbstoRung nicht von den Werten der Patienten
ohne Abstoung signifikant unterscheiden. Allerdings mufl} bedacht werden,
dass das Patientenkollektiv sehr klein war, und somit an einem groReren

Patientenkollektiv Uberpruft werden muf3.
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Abb. 34: Mediane des Tacrolimus-Talspiegels zwischen Tag 3 und Tag 14
bei Patienten mit CD8+/CD26+ > 2,2% an Tag 3 und Tag 7, mit AbstoBung
und ohne AbstoRung
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Abb. 35: Mediane der MPA-Konzentration zwischen Tag 3 und Tag 14 bei
Patienten mit CD8+/CD26+ > 2,2% an Tag 3 und Tag 7, mit AbstoRung und
ohne AbstoRung
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Abb. 36: Mediane der fMPA-Konzentration zwischen Tag 3 und Tag 14 bei
Patienten mit CD8+/CD26+ > 2,2% an Tag 3 und Tag 7, mit AbstoRung und ohne
AbstoBung
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3.3.2 Transplantatfunktionsverschlechterung (TFV)

Einige der rekrutierten Patienten erlitten wahrend der zweimonatigen
Beobachtungszeit eine oder mehrere Transplantatfunktionsverschlechterung
(TFV) (n = 50), andere =zeigten keine Transplantatfunktionsaufnahme
(keineTFA) (n = 8). Eine weitere Anzahl von Patienten zeigten eine stabile
Transplantatfunktion ohne Transplantatfunktionsverschlechterung (keineTFV) (n
= 29).

Eine TFV kann sehr unterschiedliche Ursachen haben. Eine prarenale Ursache
war fur 10 TFV verantwortlich, sechsmal aufgrund einer Hypovolamie und
einmal aufgrund einer Transplantatarterienstenose, viermal konnte die genaue
Ursache der prarenalen Genese nicht geklart werden. Ein erhdhter Tacrolimus-
Spiegel galt bei 9 TFV als Ursache, wobei einmal eine gesicherte Calcineurin-
Inhibitor-Toxizitat in der Biopsie nachgewiesen werden konnte. Eine Rejektion
konnte bei 19 der TFV mittels Biopsie nachgewiesen werden. Bei 8 TFV war ein
Infekt die Ursache. Ein Rezidiv der Grunderkrankung war verantwortlich fur 3
TFV, zweimal war hier die Grunderkrankung eine IgA-Nephritis, einmal eine
RPGN. Ein akutes Nierenversagen war bei einer TFV die Ursache, bei zwei
TFV wurde ein bioptisch festgestellter chronisch tubulointerstitieller Schaden
festgestellt. Harnstau war bei 3 TFV die Ursache, zweimal aufgrund von einer
Lymphozele, einmal aufgrund von einer Nierenbeckenektasie des
Transplantats. Ursache fur eine TFV war eine Ureterstenose. Eine TFV
entstand aufgrund einer bioptisch gesicherten Nephrosklerose mit
Tubuloatrophie und interstitieller Fibrose des Transplantats. Nicht eindeutig

erurierbar war die Ursache bei 14 TFV.

Ein Transplantatverlust innerhalb der ersten zwei Monate nach Transplantation
trat bei einem Patienten auf. Grund hierfur war eine fehlende
Funktionsaufnahme bei stark vorgeschadigtem Transplantat, die Nephrektomie
erfolgte am 40. postoperativen Tag.

Keiner der rekrutierten Patienten verstarb innerhalb der ersten zwei Monate.
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3.3.2.1 Kreatinin-Konzentration im Serum bei TFV

Da die Kreatinin-Konzentration im Serum als Indikator fur eine TFV dient, wurde
in allen 3 Gruppen (keineTFV, TFV, keineTFA) der Kreatininabfall Uber den
Zeitraum von 21 Tagen (MefRpunkte: Tag 0, 3, 7, 14 und 21) hin untersucht. Die
Berechnung der Signifikanz erfolgte mit Hilfe des Wilcoxon Tests. Wie zu
erwarten, zeigte die Kreatinin-Konzentration der Gruppe keineTFV einen
signifikanten Abfall zwischen Tag 0 und 3, Tag 3 und 7, Tag 3 und 14 sowie Tag
3 und Tag 21. Auch die Gruppe TFV zeigte einen signifikanten Abfall der
Kreatinin-Konzentration zwischen Tag 0 und 3, Tag 3 und 7, Tag 3 und 14 sowie
Tag 3 und Tag 21. Dabei ist zu beachten, dass die Funktionsverschlechterung
des Transplantats Uber einen Zeitraum von 2 Monaten aufgetreten ist, und
diese nicht unbedingt mit den Melzeitpunkten Tag 0, 3, 7, 14 und 21
zusammenfallt. Patienten ohne Funktionsaufnahme des Transplantats
(keineTFA) zeigten ebenfalls, wie zu erwarten, keinen signifikanten Kreatinin-
Abfall zwischen Tag 0 und 3, Tag 3 und 7 sowie Tag 3 und 14. Allein zwischen

den Tagen 3 und 21 zeigte sich ein signifikanter Abfall der Kreatinin-

Konzentration.
14,0
* * * *
12,0 o
*
100 I 95% ClI
2 80
E B keineTFV
E 60
o B TRV
X 4,0
B  keineTFA
2,0 -
* p<0,05

Tag 0 Tag 3 Tag7 Tag 14 Tag 21

Abb. 37: Mediane der Kreatinin-Konzentration bei Patienten ohne TFV,
mit TFV und ohne TFA
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3.3.2.2 Expression der Oberflachenmarker und der DPP IV-Aktivitat bei TFV

Vergleicht man die Ergebnisse der Oberflachenmarker CD3+/CD26+,
CD4+/CD26+ und CD8+/CD26+ sowie die Ergebnisse der DPP IV-Aktivitat an
den Tagen 0, 3, 7 und 14 zwischen der Gruppe keineTFV und der Gruppe TFV,
so findet man bei der Gruppe TFV an Tag 14 eine signifikant hohere Expression
der Oberflachenmarker CD3+/CD26+ (1,8 mal hoher) und CD4+/CD26+ (2,0
mal hoher), verglichen mit der Expression der jeweiligen Oberflachenmarker bei
den Patienten ohne TFV. Die CD8+/CD26+ Werte wiesen zwischen beiden
Gruppen keine signifikanten Unterschiede auf. Die DPP [V-Aktivitat war bei
Patienten mit TFV an Tag 7 knapp signifikant (p = 0,045), und an Tag 14
signifikant niedriger als bei den Patienten ohne TFV.

Die Ergebnisse der Oberflachenmarker CD3+/CD26+, CD4+/CD26+ und
CD8+/CD26+ und der DPP |V-Aktivitat der Gruppe keineTFA zeigten keine
signifikanten Unterschiede im Vergleich zur Gruppe keineTFV.

Je nach Ursache der Transplantatfunktionsverschlechterung wurden unter
anderem operative Mallnahmen, eine Erhohung der Diurese durch vermehrte

Flussigkeitszufuhr sowie eine Anpassung der Immunsuppression durchgefihrt.
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Abb 38: CD3+/CD26+ im Vergleich zwischen keineTFV, TFV und keineTFA
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Abb 39: CD4+/CD26+ im Vergleich zwischen keineTFV, TFV und keineTFA
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Abb 40: CD8+/CD26+ im Vergleich zwischen keineTFV, TFV und keineTFA
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3.3.2.3 Immunsuppressiva-Konzentration bei TFV

Betrachtet man die Mediane zwischen Tag 3 und Tag 14 der Tacrolimus-
Konzentration, MPA-Konzentration und Konzentration von fMPA bei Patienten
mit Transplantatfunktionsverschlechterung im Vergleich zu den Patienten,
welche keine Transplantatfunktionsverschlechterung aufwiesen, so zeigten sich
zwischen den beiden Patientengruppen keine signifikanten Unterschiede. Auf
eine Auflistung der Daten wurde hier verzichtet.

Auch wenn man der Patientengruppe mit AbstoRung die Patienten hinzufugt,
die innerhalb von 2 Monaten eine Transplantatfunktionsverschlechterung (TFV)
zeigten, und diese Gruppe (Abst TFV) mit der Patientengruppe ohne
AbstoRung und ohne TFV (ohneAbst_TFV) vergleicht, so zeigten sich ebenfalls
keine Unterschiede zwischen den beiden Patientengruppen hinsichtlich der
Mediane zwischen Tag 3 und Tag 14 im Tacrolimus-Talspiegel, oder in der MPA-

Konzentration, oder in der fMPA-Konzentration.

Tab.12: Median zwischen Tag 3 und Tag 14 der Tacrolimus-, MPA- und fMPA-

Konzentration bei Patienten mit AbstoBung oder TFV vs. Patienten ohne AbstoRung oder

TFV
Median

95%

N Probenanzahl Median Minimum Maximum . .
zwischen Konfidenzintervall
Tag 3 und ohneAbst ohneAbst ohneAbst ohneAbst ohneAbst

Tag 14 Abst_TFV TRV Abst_TFV TRV Abst_TFV TRV Abst_TFV TRV Abst_TFV TRV
TaCL"g'}T““S 58 29 6,9 6.8 3,5 45 130 | 108 |63-7261-7.2
MPA mg/| 58 29 2,2 29 0,4 0,6 12,5 10,7 1,8-2,811,8-3,5

33,6 - 28,9 -
fMPA g/l 58 29 44 .4 40,7 7.4 8,3 286,9 2749 54 6 62.3

3.3.3 Infektionen nach Transplantation

Als Infektion wurden alle nachgewiesenen bakteriellen und viralen Infektionen
angesehen. Parasitare Infektionen waren innerhalb des
Beobachtungszeitraums nicht aufgetreten. Nach Transplantation entwickelten
40 Patienten innerhalb des Beobachtungszeitraums von 2 Monaten Infektionen,
von denen 27 Patienten keinen Harnwegsinfekt aufwiesen. Aus dem

Patientenkollektiv entwickelten 15 Patienten innerhalb der ersten zwei Monate
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nach Transplantation eine CMV-Infektion (1 Neuinfektion, 3 Reaktivierungen),

eine Polyomavirus-Infektion und/oder eine Herpesviren-Infektion.

3.3.3.1 Expression der Oberflachenmarker und DPP [V-Aktivitat bei Patienten

mit Infektionen nach Transplantation

Infektionen nach einer Transplantation sind haufig ein Zeichen fur eine
Uberimmunsuppression. Von den 87 rekrutierten Patienten kam es bei 40
Patienten zu einer Infektion innerhalb von 2 Monaten nach Transplantation. Um
zu ermitteln, ob sich die Oberflachenmarker CD3+/CD26+, CD4+/CD26+ und
CD8+/CD26+ und die DPP IV-Aktivitat in der Gruppe mit Infektion innerhalb von
2 Monaten nach Transplantation (Infekt) von denen der Gruppe ohne Infektion
(keinInfekt) unterschieden, wurden die Werte der beiden Gruppen mittels Mann-
Whitney-Test miteinander verglichen. Es zeigte sich an keinem Tag ein
signifikanter Unterschied zwischen den beiden Gruppen, weder bei den
Oberflachenmarkern CD3+/CD26+, CD4+/CD26+ und CD8+/CD26+, noch bei
der DPP IV-Aktivitat.

Da Harnwegsinfekte (HWI) eine haufige Infektion nach Nierentransplantationen
sind und nicht unbedingt aufgrund einer Uberimmunsuppression entstehen,
wurden die Berechnungen erneut durchgefuhrt, diesmal ohne HWI als Infektion
zu werten. Es zeigte sich weiterhin kein signifikanter Unterschied zwischen den
beiden  Gruppen hinsichtlich der Oberflachenmarker CD3+/CD26+,
CD4+/CD26+ und CD8+/CD26+ und der DPP IV-Aktivitat. Auf eine Auflistung

dieser Daten wurde daher verzichtet.

Betrachtet man die Ratios zwischen den MeRwerten von CD3+/CD26+,
CD4+/CD26+, CD8+/CD26+ und die DPP IV-Aktivitat Uber die Tage 7 und 14,
so kommt es zu keinem signifikanten Abfall oder Anstieg dieser Werte bei
Patienten mit Infektion im Vergleich zu den Werten der Patienten ohne

Infektion.
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Abb. 42: CD3+/CD26+ bei Patienten mit und ohne Infekt
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Abb. 43: CD4+/CD26+ bei Patienten mit und ohne Infekt
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Abb. 44: CD8+/CD26+ bei Patienten mit und ohne Infekt
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Abb. 45: DPP IV-Aktivitat bei Patienten mit und ohne Infekt
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Typische Infektionen, die mit Uber-Immunsuppression einhergehen, sind
Infektionen von CMV, BKV und Herpesviren. Daher wurde untersucht, ob die
Werte der Oberflachenmarker CD3+/CD26+, CD4+/CD26+ und CD8+/CD26+
und der DPP IV-Aktivitat sich bei Patienten mit CMV- und/oder BKV- und/oder
Herpesvirus-Infektionen (CMV/BKV/HV) (n = 23) von den Patienten ohne eine
solche Infektion (keinCMV/BKV/HV) (n = 64) unterschieden. Von den 4 CMV-
Infektionen war eine Infektion eine Neuinfektion mit CMV, die restlichen 3

Infektionen waren CMV-Reaktivierungen.

Es zeigte sich an keinem Tag ein signifikanter Unterschied zwischen den beiden
Gruppen bezuglich der Oberflachenmarker CD3+/CD26+, CD4+/CD26+ und
CD8+/CD26+, auch nicht bei der DPP [V-Aktivitat. Die CD26-Expression auf
den CD8+ Zellen war zwar an Tag O bei den Patienten welche eine CMV-
und/oder BKV- und/oder Herpesvirus-Infektion entwickelten niedriger als bei
den Patienten welche keine CMV und/oder BKV- und/oder Herpesvirus-

Infektion entwickelten, jedoch war dieser Unterschied nicht signifikant.
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Abb. 46: CD3+/CD26+ bei Patienten mit und ohne CMV/BKV/HV Infektion
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Abb. 49: DPP IV-Aktivitat bei Patienten mit und ohne CMV/BKV/HV Infektion

80



3.3.3.2 Immunsuppressiva-Konzentration bei Patienten mit Infektion nach

Transplantation

Die Medianen zwischen Tag 3 und Tag 14 des Tacrolimus-Talspiegel, der MPA-
Konzentration und der fMPA-Konzentration zeigten keine Unterschiede bei der
Gruppe der Patienten mit Infektionen (Infekt) im Vergleich zu den Patienten
ohne Infektionen (keinIinfekt). CMV, BKV und Herpesviren rufen Infektionen
hervor, welche typisch fiir eine Uber-Immunsuppression sind. Daher wurden die
Berechnungen erneut durchgeflihrt, diesmal wurden nur Patienten in die Infekt-
Gruppe aufgenommen, welche eine Infektion mit CMV, BKV und/oder
Herpesviren bekamen (n = 23). Im Vergleich zu der Patientengruppe ohne
diese Infektionen (n = 64) zeigten sich keine signifikanten Unterschiede. Auf

eine Darstellung dieser Daten wurde verzichtet.

Tab.13: Median zwischen Tag 3 und Tag 14 der Tacrolimus-, MPA- und fMPA-
Konzentration bei Patienten mit Infektionen vs. Patienten ohne Infektionen

Median zwischen Probenanzahl Median Minimum Maximum 95% Konfidenzintervall

Tag 3 und Tag 14

Infekt | keinInfekt | Infekt | keininfekt | Infekt | keininfekt | Infekt | keininfekt| Infekt keinInfekt

Tacrolimus g/l 40 47 6,5 6,8 3,5 4,5 13,0 10,5 6,2-7,0 6,2-7,3
MPA mg/l 40 47 2,2 2,3 0,5 0,4 12,5 8,1 1,7-31 1,9-3,1
fMPA pg/l 40 47 46,8 41,9 8,3 7.4 286,9| 2749 [26,2-66,7|34,1-54,3

3.3.4 Leukopenien:

3.3.4.1 Expression der Oberflachenmarker und DPP [V-Aktivitat bei Patienten

mit Leukopenien

Ein weiteres Zeichen einer Uber-lmmunsuppression ist die Leukopenie. Als
Leukopenie wurden Leukozytenwerte von weniger als 4000 Leukozyten/ul
definiert. Innerhalb des Beobachtungszeitraums von 2 Monaten entwickelte sich
bei 13 Patienten aus dem Patientenkollektiv eine Leukopenie (LP). Vergleicht
man die Werte der Oberflachenmarker CD3+/CD26+, CD4+/CD26+ und
CD8+/CD26+ und der DPP IV-Aktivitat der Gruppe mit Leukopenie (LP) mit den
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Werten der Gruppe ohne Leukopenie (keineLP), so konnten keine signifikanten

Unterschiede zwischen diesen beiden Gruppen festgestellt werden.

Tab.14.1: Oberflaichenmarker und DPP IV-Aktivitait bei Patienten mit und ohne
Leukopenie, Tag 0
Probenanzahl Median Minimum Maximum 95% Konfidenzintervall
Tag 0
keineLP | LP keineLP LP keinelLP LP keineLP LP keineLP LP

CD3+{)/?D26+ 68 13| 84 7.7 0.8 10 | 340 |123| 7.1-102 | 57-109

CD4+{)/?D26+ 68 13 6,5 4,7 0,5 1,0 300 | 106 48-74 | 30-92

CDS*ﬁ/?D26+ 68 | 13 1,8 1,6 0,1 0.1 5,2 36 | 15-25 | 15-28

DPPIV-

Aktivitit Ujmil 68 13 71,8 80,8 39,1 59,9 | 1255 |104,4|64,8-81,0] 63,8-91,1
Tab.14.2: Oberflaichenmarker und DPP [V-Aktivitait bei Patienten mit und ohne
Leukopenie, Tag 3

Probenanzahl Median Minimum Maximum 95% Konfidenzintervall
Tag 3
keineLP | LP keineLP LP keineLP LP keineLP LP keineLP LP

CD3+{)/?D26+ 73 12| 68 9,8 14 20 | 704 |183| 58-82 | 51-163

CD4+{)/?D26+ 73 12| 54 7.1 0.9 13| 671 | 158 | 42-68 | 29-125

CDS*ﬁ/?D26+ 73 | 12| 12 18 03 |03 ]| 121 |47 | 10-17 | 08-40

DPPIV-

Aktivitat Ufmi 74 13 55,5 53,2 31,2 36,4 87,4 90,3 | 50,1-59,1 | 41,1-68,9
Tab.14.3: Oberflaichenmarker und DPP IV-Aktivitait bei Patienten mit und ohne
Leukopenie, Tag 7

Probenanzahl Median Minimum Maximum 95% Konfidenzintervall
Tag 7
keineLP | LP keineLP LP keineLP LP keineLP LP keineLP LP

CD3OD26* |74 1 13| 83 |70 | 09 | 26| 558 |623| 60-97 [54-155

CD4+{)/?D26+ 74 13 5,9 6,1 0,6 14 | 487 |505]| 48-79 | 42-135

CDS*{)/?D%* 74 13 15 15 02 04 | 278 | 98 | 10-20 | 1,1-28

DPPIV- 74 | 13| 510 |595| 260 |365]| 1000 | 719 |481-530]405-650

Aktivitat U/ml ' ’ ' ’ ' ’ O DO

82



Tab.14.4: Oberflaichenmarker und DPP [V-Aktivitait bei Patienten mit und ohne
Leukopenie, Tag 14

Probenanzahl Median Minimum Maximum 95% Konfidenzintervall
Tag 14 keineLP | LP keineLP LP keineLP LP keineLP LP keineLP LP
CD3OD26t |7y 113 | 87 16| 03 | 22| s46 [512| 74-119 [ 45-207
CDAID26T |7 13| 72 101 | o4 11 | 460 |425]| 55-95 | 53-21,0
CDBOD26T | 7p |13 | 18 17 00 |03 ]| 285 [179]| 13-23 | 10-45
Akt'ﬁ/izt'\&ml 73 | 12| 459 |469| 213 |[320| 1006 |663|431-491]415-589

3.3.4.2 Immunsuppressiva-Konzentration bei Patienten mit Leukopenie

Die Mediane zwischen Tag 3 und Tag 14 unterschieden sich bei Patienten mit
Leukopenie (LP) weder bei dem Tacrolimus-Talspiegel, noch der MPA-
Konzentration, noch der fMPA-Konzentration signifikant im Vergleich zu
Patienten ohne Leukopenie (ohneLP). Auch an den einzelnen
Untersuchungetagen zeigten die beiden Gruppen keine signifikanten
Unterschiede hinsichtlich des Tacrolimus-Talspiegels, der MPA-Konzentration
oder der fMPA-Konzentration. Auf eine Darstellung dieser Daten wurde

verzichtet.

Tab.15: Median zwischen Tag 3 und Tag 14 der Tacrolimus-, MPA- und fMPA-
Konzentration bei Patienten mit Leukopenie vs. Patienten ohne Leukopenie

Probenanzahl Median Minimum Maximum 95% Konfidenzintervall

Median zwischen
Tag 3 und Tag 14

LP | ohnelLP LP |ohneLP | LP |ohneLP | LP |ohnelLP LP ohnelLP

Tacrolimus pg/l 13 74 6,1 6,9 3,5 4.5 10,2 13,0 55-7,3 6,5-72

MPA mg/l 13 74 2,0 2,3 0,6 0,4 53 12,5 0,9-3,0 1,9-3,0

fMPA pgl/l 13 74 41,9 441 10,0 7.4 203,8 | 286,9 |16,1-86,0] 35,5-53,8

3.4 Protein sCD26-Konzentration bei Blutspendern und Patienten

Da nicht von allen Blutspendern und Patienten genugend Probenmaterial
vorhanden war, um mittels ELISA die Konzentration des im Serum bzw. Plasma
gelosten Proteins CD26/DPPIV (sCD26) zu ermitteln, erfolgte die Analyse nur

bei einem Teil der Blutspender und Patienten. Diese Subpopulation umfaldte 31

83



Blutspender und 34 Patienten. Von den 34 Patienten waren 16

Lebendnierentransplantationen und 7 praemptive Transplantationen.

Tab.16: Altersverteilung der Patienten und Blutspender in der Subpopulation

Alter Probenanzahl | Median Minimum | Maximum 95% Konfidenzintervall
Blutspender 31 44 23 69 39,6 - 50,4
Patienten 34 47,5 26 72 42,3-57,3

Als Untersuchungszeitpunkte wurde bei den Patienten Tag 0 (praTX) und Tag 7
(postTX) gewahlt, die Blutspender hatten nur einen Entnahmetermin. Bezuglich
des Geschlechts fanden sich weder bei den Blutspendern noch bei den

Patienten signifikante Unterschiede bei sCD26.

Tab.17: sCD26-Konzentration bei Blutspendern und Patienten vor und nach
Transplantation

sCD26 Probenanzahl Median Minimum Maximum 95% Konfidenzintervall
ng/ml Manner | Frauen | Manner | Frauen | Manner | Frauen | Manner | Frauen Manner Frauen
Blutspender | 16 15 | 3915 | 3210 | 2500 | 1700 | 4790 | 5250 345??é27' 2053
Patienten 369,3 - 359,3 -
PraTX 20 14 506,5 437,5 259,0 281,0 935,0 696,0 583.2 494 6
Patienten 241,3 - 216,1 -
poStTX 20 14 327,0 2485 171,0 173,0 693,0 518,0 367.6 383.8

Keine Korrelation zeigte sich zwischen der Plasmakonzentration von sCD26
und dem Alter der Blutspender (r = -0,070, p > 0,05) und Patienten praTX (r =
0,272, p > 0,05. Die sCD26-Konzentration bei Patienten postTX korrelieren sehr
schwach mit dem Alter (p < 0,05, r = 0,391). Die Korrelation muf} allerdings

aufgrund der kleinen Fallzahl kritisch beurteilt werden.

In der Subpopulation wurden folgende Patientengruppen hinsichtlich der
sCD26-Konzentration hin untersucht: Patienten mit Vortransplantationen (Vor-
TX) vs. ohne Vortransplantationen (1.TX), Lebendnierentransplantation (LSP)
vs. Leichennieren-transplantation (Cadaver), Patienten mit praemptiver
Transplantation (praemptiv) vs. dialysepflichtige Patienten (nicht-praemptiv),
Patienten mit autoimmunen Grunderkrankungen (autoimmun) vs. Patienten

ohne autoimmune Grunderkrankungen (nicht-autoimmun), Patienten mit
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Posttransplantationsdiabetes (PTD) VS. Patienten ohne
Posttransplantationsdiabetes (keinPTD), Patienten mit delayed graft function
(DGF) vs. Patienten ohne delayed graft function (hnonDGF) und Patienten mit
vier oder mehr HLA-Mismatchen (24HLM-MM) vs. Patienten mit drei oder
weniger HLA-Mismatchen (s3HLA-MM). Zwischen keiner der oben genannten
Patientengruppen zeigten sich signifikante Unterschiede bezuglich der sCD26-

Konzentration.

Tab.18: sCD26-Konzentration bei Patienten mit und ohne Vortransplantationen

Probenanzahl Median Minimum Maximum 95% Konfidenzintervall
sCD26
ng/mi 1.TX | Vor-TX | 1.TX [ Vor-TX | 1.TX | Vor-TX | 1.TX | Vor-TX 1. TX Vor-TX
praTX 29 5 438,0 | 487,0 259,0 309,0 935,0 596,0 | 389,2-527,9 -
postTX 29 5 250,0 | 369,0 171,0 250,0 693,0 518,0 | 229,6 - 352,6 -
Tab.19: sCD26-Konzentration bei Patienten mit Leichennieren- und
Lebendnierentransplantation
0,
Probenanzahl Median Minimum Maximum ) 954)
sCD26 Konfidenzintervall
ng/ml Cadaver | LSP | Cadaver| LSP Cadaver LSP Cadaver LSP Cadaver LSP
. 362,8 - 359,6 -
praTX 18 16 455,5 459,5 281,0 259,0 935,0 662,0 618,3 546 2
250,0 - 2225 -
postTX 18 16 334,5 242,0 173,0 171,0 693,0 450,0 377.8 361.0

Tab.20: sCD26-Konzentration bei praemptiv transplantierten Patienten und
dialysepflichtigen Patienten

95%

Probenanzahl Median Minimum Maximum Konfidenzintervall

sCD26
ng/ml nicht- pra- nicht- pra- nicht- pra- nicht- pra- nicht- pra-
praemptiv | emptiv | praemptiv | emptiv | préaemptiv | emptiv | préemptiv | emptiv | prdemptiv | emptiv

] 360,0 - | 398,1-
praTx | 27 7 4220 | 5070 | 2500 | 3600 | 9350 | 5900 | . | 576

2339- | 2119-
postTX | 27 7 2790 3610 | 1710 | 1990 | 6930 | 4260 | G | Gos7

Tab.21: sCD26-Konzentration bei Patienten mit autoimmuner und nicht-autoimmuner
Grunderkrankung

0,

Probenanzahl Median Minimum Maximum ) 954’
D2 Konfidenzintervall
an /mf t nicht- t nicht- t nicht- uto- nicht- auto- nicht-
9 _auto- auto- _auto- auto- _auto- auto- a auto- au auto-

immun . immun . immun . immun . immun .
immun immun immun immun immun
. 348,6 - 415,2 -
praTX 14 20 416,5 477,5 259,0 281,0 662,0 935,0 544 6 589.9
216,1 - 247.5 -
postTX 14 20 237,0 334,5 171,0 173,0 410,0 693,0 361,0 380.8
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Tab.22: sCD26-Konzentration bei Patienten mit und ohne Posttransplantationsdiabetes

Probenanzahl Median Minimum Maximum ) 950/."
Konfidenzintervall
sCD26
ng/ml PTD keinPTD PTD keinPTD PTD keinPTD PTD keinPTD PTD keinPTD
N 360,0 - 366,9 -
praTX 24 9 429,5 506,0 259,0 353,0 935,0 696,0 548 1 617.8
233,2 - 205,7 -
postTX 24 9 264,5 350,0 173,0 171,0 693,0 426,0 363.0 406.3
Tab.23: sCD26-Konzentration bei Patienten mit und ohne delayed graft function
Probenanzahl Median Minimum Maximum ) 950/."
Konfidenzintervall
sCD26
ng/mt | 56 [ nonDGF| DGF | nonDGF| DGF | nonDGF | DGF | nonDGF| DGF | nonbeF
N 303,7 - 382,9 -
praTX 8 26 451,0 455,5 281,0 259,0 935,0 696,0 792.3 5325
199,3 - 232,6 -
postTX 8 26 309,0 281,0 192,0 171,0 693,0 518,0 568.1 361.0

Tab.24: sCD26-Konzentration bei Patienten mit vier oder mehr HLA-Mismatchen vs.
Patienten mit drei oder weniger HLA-Mismatchen

Probenanzahl Median Minimum Maximum ) 950/."
Konfidenzintervall
sCD26
ng/ml | 24HLA- | <3HLA- | 24HLA- | <3HLA- | 24HLA- | <3HLA- | 24HLA- | <3HLA- | 24HLA- <3HLA-
MM MM MM MM MM MM MM MM MM MM
N 369,5 - 359,8 -
praTX 15 19 437,0 473,0 259,0 298,0 935,0 759,0 557.4 5553
205,5 - 241,0 -
postTX 15 19 330,0 279,0 192,0 171,0 450,0 693,0 385.4 352.4
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4. Diskussion

4.1. Beantwortung der aufgestellten Fragen

4.1.1 Bestatigt sich der Zusammenhang zwischen der Expression von CD26

auf T-Zellen und einer akuten AbstoRung nach Nierentransplantation, wenn
CD26 direkt aus EDTA-Vollblut bestimmt wird, ohne dass vorher eine
Zellisolation oder eine Stimulation wie in der Vorgangerstudie stattgefunden

haben?

In der Vorgangerstudie von Wieland et al. (32) wurden bei 35 Patienten, welche
eine Nierentransplantation erhielten, Blutproben entnommen. Nach Isolation der
mononuklearen Zellen wurden diese 72 Stunden lang in Zellkulturen mit
Phytohamagglutinin stimuliert. Bei der anschliefenden Messung zeigte sich,
dass die T-Zellen bei Patienten, die eine AbstoRung innerhalb von 90 Tagen
nach Transplantation entwickelten, im Vergleich zu den Patienten ohne
AbstoRung eine deutlich erhdhte CD26-Expression in der ersten Woche nach
Transplantation aufwiesen. Dieses Ergebnis liel3 hoffen, dass die CDZ26-
Expression auf T-Zellen ein guter Biomarker sein konnte, um ein erhohtes
AbstoRRungsrisiko bei transplantierten Patienten fruhzeitig zu erkennen. Da sich
diese Unterschiede in der CD26-Expression unabhangig davon zeigten, ob
vorher eine Stimulation der T-Zellen stattgefunden hatte oder nicht, entstand die
Idee, die CD26-Expression auf T-Zellen bei Nierentransplantpatienten direkt
aus EDTA-Vollblut zu messen, ohne die zeitaufwendige vorherige Zellisolation
und Stimulation. In dieser Folgestudie wurde die Anzahl der
Nierentransplantpatienten auf 87 Probanden erhdht und zusatzlich die CD3+
Zellen weiter in CD4+ und CD8+ Zellen differenziert.

Bei Patienten, welche innerhalb des Beobachtungszeitraums von 60 Tage eine
AbstolRung erlitten, zeigte sich ebenso wie in der Vorgangerstudie eine hohere
Expression von CD26 auf CD3+ Zellen, auch wenn das Signifikanzniveau
knapp nicht erreicht wurde. Am deutlichsten erkennbar war der Unterschied in

der Expression von CD26 zwischen den Patienten mit und ohne AbstoRung an

87



Tag 3. Interessanterweise zeigte sich nach Differenzierung der CD3+ Zellen in
CD4+ und CD8+ Zellen, dass sich bei den CD4+/CD26+ Zellen zwar keine
signifikanten Unterschiede zwischen den Patienten mit und ohne Abstof3ung
ergaben, die zytotoxischen CD8+ Zellen jedoch sowohl an Tag 3 als auch an
Tag 7 bei den Patienten mit AbstoRung eine signifikante und deutlich erhohte
CD26-Expression aufwiesen. An Tag 3 zeigten Patienten mit Abstol3ung sogar
eine mehr als doppelt so hohe Expression von CD26 auf CD8+ Zellen als
Patienten, welche keine Absto3ung innerhalb des Beobachtungszeitraums
erlitten.

Diese Ergebnisse bestatigen nicht nur die Vorgangerstudie, sie weisen auch
darauf hin, dass es lohnenswert sein konnte, die CD26-Expression auf den
zytotoxischen CD8+ Zellen als kinftigen Biomarker fur eine akute AbstoRung in
Betracht zu ziehen. Eine niedrige CD26-Expression hat hinsichtlich einer
eventuellen AbstoRung einen hohen negativ pradiktiven Wert. Allerdings hat
sich gezeigt, dass im Umkehrschlul3d eine hohe CD26-Expression zu
unspezifisch ist, um auf eine zukunftige akute Abstol3ung hinweisen zu konnen.
Aufgrund der Mdaglichkeit, die Expression von CD26 auf T-Zellen mittels
DurchfluBzytometrie aus EDTA-Vollblut bestimmen zu kdnnen, kommt diese
Methode auch fur die Routine in der Klinik in Betracht, da eine langwierige und
zeitaufwendige Zellisolation und Stimulation nicht notwendig ist. Vom Zeitpunkt
der Ankunft des EDTA-Vollbluts im Labor bis zum Ergebnis der Untersuchung

vergehen etwa zwei Stunden.

CD8+ Zellen wurden bereits mehrfach in der Literatur mit Absto3ungen in
Verbindung gebracht (82). Bueno et al. (83) beschreiben in ihrer Arbeit dass
sowohl CD4+ als auch CD8+ Zellen mit TransplantatabstoRungen assoziiert
sind. Eine Publikationen von Schowengerdt et al. (84) berichtet anhand von
Herztransplantat-Empfangern (n=22) die Korrelation von AbstoRung und
CD8+/CD69+ Zellen, wenn CD8+/CD69+ mehr als 15% aller T-Zellen
ausmachen.

In frGheren Publikationen wurde bereits der Zusammenhang zwischen

CD26/DPP IV und AbstoRungen beschrieben. Korom et al. zeigten anhand ihrer
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Studie (85) mit Ratten, dass CD26/DPP IV eine Rolle bei der T-Zell-vermittelten
Immunantwort bei akuter Abstol3ung spielt. In einer weiteren Arbeit von Korom
et al. (86) konnte nachgewiesen werden, dass bei Ratten eine akute Absto3ung
von Herztransplantaten sowohl mit einem Anstieg der DPP [V-Aktivitat im
Serum als auch mit einer vermehrten Expression von CD26 assoziiert war. Des
Weiteren zeigten Korom et al. in dieser Studie, dass die Inhibition der DPP IV
mit Prodipin eine akute AbstolRung verhindern kann und damit zu einem

verlangerten Transplantatiuberleben fuhrt.

Nicht nur CD26 sondern auch weitere co-stimulatorische Oberflachenmarker
wurden in der Literatur im Zusammenhang mit AbstoRungen beschrieben. G.
Schlaf et al. diskutieren in ihrem Review (87) die Anwendung von sCD30 als
pradiktiven Marker vor oder nach Transplantation von soliden Organen und
berichten, dass Patienten mit einer hohen Konzentration von sCD30 im Serum
ein hoheres Risiko fur Abstol3ungen haben. Hohere sCD30-Konzentrationen vor
Nierentransplantation scheinen laut mehreren Studien (88, 89) mit einem
erhohten Risiko fur eine akute AbstoRung assoziiert zu sein, wobei es jedoch
widerspruchliche Resultate bezuglich der Relevanz von sCD30 als pra-
Transplantations-Marker gibt. Pelzl et al. zeigten in einer retrospektiven
Multicenter-Studie anhand von vor Transplantation enthommenen Serum-
Proben bei 844 Leichennieren-Empfangern (88), dass eine hohe sCD30-
Serum-Konzentration mit Transplantat-Absto3ung assoziiert war. Weiterhin fiel
auf, dass bei Patienten mit hohen sCD30-Konzentrationen die 2-Jahres-
Uberlebensrate des Transplantats am schlechtesten war, gefolgt von Patienten
mit mittleren sCD30-Konzentrationen. Am besten war die 2-Jahres-
Transplantattberlebensrate bei Patienten mit  niedrigen sCD30-
Konzentrationen. Susal et al. fanden in ihrer Studie (89) ahnliche Resultate in
vor Transplantation entnommenen Sera von 3899 Leichennieren-Empfangern.
Weitere Studien (90, 91) weisen jedoch darauf hin, dass eine hohe sCD30-
Konzentration nach Transplantation ein Indikator fur eine stattfindende akute

AbstoRung zu sein scheint.
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In einer Publikation von Boleslawski et al. (92) konnte gezeigt werden, dass der
Oberflachenmarker CD28 auf T-Zellen, wie CD26 in dieser Studie, mit akuter
AbstoRung assoziiert ist. CD28 ist wie CD26 ein co-stimulatorisches Molekdl,
welches auf T-Zellen exprimiert wird. Anhand von 52 Patienten hatten
Boleslawski et al. (92) nachgewiesen, dass eine vermehrte Expression von
CD28 und CD38 auf Lymphozyten an Tag 14 nach Lebertransplantation mit
einer akuten AbstolBung innerhalb von 6 Monaten nach Transplantation

assoziiert ist.

Es konnte von Vorteil sein, in einer weiteren Studie bei Patienten sowohl die
sCD30-Konzentrationen zu bestimmen als auch die CD26-Expression auf
CD8+ Zellen, um zu ermitteln, ob die Kombination dieser beiden Marker eine
noch genauere Voraussage bezuglich einer zu erwartenden AbstoRung zulafidt.
Ein weiterer Ansatz ware die Bestimmung der Expression von CD26 und CD28,
wobei hier von Vorteil ist, dass CD26 und CD28 in einem Ansatz parallel
gemessen werden konnen. Ein weiterer Vorteil der Analyse der Expression von
Oberflachenmarkern ist, dass das Ergebnis schneller vorliegt als bei einem
ELISA-Ansatz, welcher die l6sliche Form der Oberflachenmarker messen

wirde.

4.1.2 Korreliert die Aktivitat der DPP IV im Plasma mit der CD26-Expression auf

T-Zellen und kann somit DPP IV als Marker fur eine akute AbstoRung

verwendet werden?

Das Molekul CD26 wird auf T-Zellen exprimiert und als l6sliche Form sCD26 ins
Plasma abgegeben. Dieses sCD26-Molekul zeigt eine DPP |V-Aktivitat, welche

kinetisch gemessen werden kann (38).
Bohler T et al. untersuchten in ihrer Studie (93) unter anderem auch die

Auswirkung der Aufbewahrung von Blutproben bei Raumtemperatur und den

Effekt auf die Expression des Oberflachenmarker CD25. Die Antikoagulation
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der Blutproben erfolgte mit Li-Heparinat. Die Analyse der CD25-Expression
erfolgte zunachst 1-3 Stunden nach der Probennahme, anschlieRend wurden
24 Blutproben 24 Stunden lang bei Raumtemperatur aufbewahrt. Die erneute
Analyse des Oberflachenmarkers zeigte keine signifikanten Unterschiede in der
CD25-Expression im Vergleich zur Analyse des Oberflachenmarkers direkt nach
Blutentnahme. Nach insgesamt 48 Stunden Inkubation bei Raumtemperatur
(n=4) zeigte sich jedoch ein signifikanter Abfall der CD25-Expression.

Auch bei der Validierung der CD26-Methode in unserem Labor konnte die
Stabilitat der CD26-Expression nur fur 72 Stunden nach Blutentnahme

demonstriert werden (Daten nicht gezeigt).

Um zu verhindern, dass eine langere Aufbewahrung der Patientenprobe das
Ergebnis des zu analysierenden Parameter verfalscht, ist ein stabiler Parameter
von Vorteil. Im Gegensatz zu den CD26-exprimierenden Lymphozyten im
EDTA-Vollblut wurde die DPP IV-Aktivitat im Serum einen stabilen Parameter
darstellen, was im klinischen Alltag von grol3er Bedeutung ware. Fur die Klinik
ist dieser Zusammenhang sehr interessant, da DPP IV die Aktivitat auch nach
dem Einfrieren und Auftauen nicht verliert (94), und es somit ein Enzym
darstellt, welches auch nach langerer Zeit nach Blutentnahme noch gemessen
werden kann. Daher stellte sich fur uns die Frage, ob die DPP |V-Aktivitat mit
der CD26-Expression auf den Lymphozyten korreliert. Hierzu wurde bei den
Patienten zusatzlich zur Expression der Oberflachenmarker auf T-Zellen auch

die DPP IV-Aktivitat im Plasma gemessen.

Korom et al. (95) zeigten anhand von Blutproben von 56 Patienten vor
Nierentransplantation, dass die CD26-Expression auf Lymphozyten nach
Transplantation fur 18 Monate abfiel. Auch in unserer Studie zeigten die
Patienten auf CD3+, CD4+ und CD8+ Zellen an Tag 3 nach Transplantation
einen starken Abfall der CD26-Expression, jedoch stieg die Expression von
CD26 an Tag 7 bereits wieder an, um an Tag 14 wieder annahernd den

Ausgangswert zu erreichen.
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Diese unterschiedlichen Resultate kdnnen mit der unterschiedlich starken
Immunsuppression der beiden Studien zusammenhangen. In unserer Studie
erhielten die Patienten eine minimierte Calicneurin-Inhibitor-Therapie, es lag

somit ein geringerer Tacrolimus-Talspiegel vor als in der Studie von Korom et al.

Korom et al. (95) beschrieben in ihrer Publikation ebenfalls, dass bei den dort
untersuchten Patienten die DPP IV-Aktivitat im Serum fur mindestens 12
Monate reduziert war. Auch die Ergebnisse unserer Studie ergaben, dass sich
im Plasma eine immer geringere Aktivitat findet, je langer Immunsuppressiva
eingenommen wurden. Die DPP |V-Aktivitat nach Transplantation fiel an Tag 3,
Tag 7 und Tag 14 immer weiter ab.

Daruber hinaus beobachteten Korom et al. (96) 56 Nierentransplantat-
Empfanger zwei Jahre lang nach erfolgter Transplantation. Die Expression von
CD26 auf mononuklearen Zellen im Blut sank nach Transplantation signifikant
ab und blieb fur bis zu 18 Monate nach Transplantation erniedrigt. Die DPP IV-
Aktivitat sank ebenfalls nach Transplantation stark ab und blieb fur mindestens
12 Monate auf einem niedrigen Niveau, manche Patienten zeigten sogar

wahrend der gesamten 24 Monate eine erniedrigte DPP |V-Aktivitat im Serum.

Im Gegensatz zu der von Korom et al. (86) gefundenen Korrelation zwischen
CD26-Expression und DPP [IV-Aktivitat in der frihen Phase nach
Herztransplantation bei Ratten konnte in dieser Studie keine Korrelation
zwischen der DPP [V-Aktivitat und der CD26-Expression auf den T-
Lymphozyten nachgewiesen werden. Auch zeigte sich in dieser Studie keine
Korrelation zwischen der DPP [V-Aktivitat im Plasma und klinischen Events, wie
z. B. AbstoBungen. Wahrend man an Tag 3 nach Transplantation bei der CD26-
Expression auf den CD8+ Zellen signifikante Unterschiede zwischen Patienten
mit und ohne AbstoBung fand, zeigte sich hinsichtlich der DPP [V-Aktivitat bei
den Patienten mit und ohne AbstoRung an Tag 3 keine signifikanten
Unterschiede. Die DPP IV-Aktivitat scheint also nicht als Marker fur eine
AbstoBung verwendbar zu sein. Die fehlende Korrelation zwischen der CD26-

Expression und der DPP [V-Aktivitat im Serum konnte auch an der
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verminderten  Sekretion von sCD26 wahrend der Einnahme von
Immunsuppressiva liegen. Wie bereits in einer friheren Publikation (38)
berichtet wurde, fiel sowohl die Konzentration von sCD26 im Serum als auch
die DPP IV-Aktivitat im Serum an Tag 7 nach Transplantation signifikant ab,
wohingegen die CD26-Expression auf den CD3+ Zellen keine signifikanten

Unterschiede vor und nach Transplantation aufwies.

AuRerdem mufl bedacht werden, dass auler T-Lymphozyten noch weitere
Organe CD26 exprimieren. In mehreren Publikationen (33 - 36) wird
beschrieben, dass unter anderem auch Lunge, Gehirn, Melanozyten, Endothel,
Herz und Niere CD26 exprimieren, und damit auch diese Organe sCD26 ins

Serum abgeben und somit zur DPP |V-Aktivitat im Serum beitragen.

4.1.3 Besteht ein Zusammenhang zwischen der CD26-Expression auf T-Zellen
und der Konzentration von MPA, AcMPAG, fMPA und Tacrolimus, oder ein
Zusammenhang zwischen der DPP IV-Aktivitat und den Konzentrationen von
MPA, AcMPAG, fMPA und Tacrolimus?

Weiterhin wird eine Moglichkeit gesucht, mit der man im klinischen Alltag die
Konzentration von MPA, dem pharmakologisch wirksamen Metaboliten
AcMPAG sowie von fMPA individuell einstellen kann. Die Immunsuppression
hat eine individuelle Auswirkung auf den Organismus, daher ist es allein
aufgrund von Konzentrationsmessungen nicht moglich, die optimale individuelle
Dosis zu bestimmen.

In mehreren Publikationen (97, 98) konnte gezeigt werden, dass es bei gleicher
Dosis-Gabe von MMF hinsichtlich der Exposition von MPA grol3e Unterschiede
zwischen einzelnen Patienten gibt. Van Hest et al. beschreiben in ihrer
Publikation (98) auch grof3e Unterschiede (bis zu 38%) in der MPA-Exposition
innerhalb  eines Patienten. Die Daten stammten von 468
Nierentransplantatempfanger aus 6 unterschiedlichen Studien, wobei der

Zeitpunkt der Probennahme bei den Patienten nach Transplantation stark
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variierte, von Tag 1 nach Transplantation bis Uber 10 Jahre nach
Transplantation. Die verabreichte Dosis von MMF lag zwischen 2 x 250 mg/Tag
und 2 x 2200 mg/Tag. Innerhalb des ersten Monats nach Transplantation
konnten 884 Konzentration-Zeit-Kurven erstellt werden.

In einer weiteren Studie von Mourad et al. (99) konnte anhand von 51
Nierentransplantatempfangern gezeigt werden, dass bei der Gabe von 2 x
500mg/Tag MMF es eine Korrelation zwischen Plasmakonzentration von MPA
und Toxizitat gibt. Hohe Konzentrationen bei c(min), ¢(30) und ¢(60) und auch

hohe AUCo.12) waren mit einem hoheren Risiko fur Nebenwirkungen assoziiert.

Weitere Publikationen (100 - 103) berichten bei Herz- und Nierentransplantat-
empfangern von einer Korrelation zwischen der MPA-Plasma-Konzentration
und der Wahrscheinlichkeit eine akute AbstoRung zu erleiden, und dass ein
Therapeutic Drug Monitoring (TDM) von MMF das Outcome der
Transplantationen verbessern konnte. De Meur et al. untersuchten in ihrer
Studie (103) bei 137 Nierentransplantatempfangern die Unterschiede zwischen
einer festen Dosis-Gabe von 2 g MMF pro Tag und einer durch AUC-Analyse
von MPA konzentration-angepaldten MMF-Gabe. Die Zielkonzentration lag bei
40 mg x h/l, die Patienten erhielten zudem CsA als weiteres
Immunsuppressivum. Die Patienten, welche in der konzentrations-angepalten
Gruppe waren, erreichten im ersten Monat nach Transplantation eine hdhere
MPA-Exposition und hatten signifikant weniger akute AbstoBungen, bei
gleichzeitig nicht erhdhtem Vorkommen von Nebenwirkungen.

Unerwunschte Nebenwirkungen von MPA sind unter anderem gastrointestinale
Storungen, Stoérungen in der Hamotopoese (Leukopenie und Anamie) und
opportunistische Infektionen, wobei es kontroverse Studien bezuglich dem
Zusammenhang von der MPA-Exposition und dem Auftreten von
unerwunschten Nebenwirkungen gibt (11).

Borrows et al. beschrieben in ihrer Studie (104) anhand von 121
Nierentransplantatempfangern, dass ein Anstieg der Plasma-Talspiegel auf 1
mg/l mit einem erhdhten Risiko fur die Entwicklung einer Anamie, Leukopenie,

Diarrhoe und viralen Infektion assoziiert ist, wobei die Analyse des Talspiegels
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30 Tage vor Eintritt des Events gemessen wurde. Patienten mit einem
Talspiegel von mehr als 3 mg/l zeigten haufiger unerwinschte Nebenwirkungen
als Patienten, dessen Talspiegel unterhalb von 3 mg/l lag.

In einer anderen Studie (105) wurde jedoch berichtet, dass ein TDM von MMF

anscheinend keinen Vorteil hat.

Aufgrund seiner geringen therapeutischen Breite ist es notwendig, dass bei der
Gabe von Tacrolimus eine engmaschige Kontrolle des Plasmaspiegels erfolgt
(106). Ekberg et al. zeigten in ihrer Studie (107) anhand von 998 Nieren-
transplantatempfangern, dass niedrigere Tacrolimus-Plasmaspiegel (7,2 + 2,54
ug/l) bei gleichzeitig hdherer MMF Dosis (1,5 £ 0,61 g/Tag) mit einer signifikant
besseren Nierenfunktion assoziiert waren. Jedoch birgt ein niedriger
Tacrolimus-Talspiegel auch das Risiko einer Unterimmunsuppression und damit
das Auftreten einer akuten Abstol3ung.

Tacrolimus hat als Calcineurin-Inhibitor bei Uberdosierung die typischen
Calcineurin-Inhibitor-Toxizitat. Darunter fallen Nephrotoxizitat, Diabetes mellitus,
Neurotoxizitat (Tremor bis hin zu irreversiblen Schadigungen der Hirnsubstanz),
Hyperlipidamie und gastrointestinale Beschwerden (106, 108).

Die Notwendigkeit einer engmaschigen Kontrolle des Plasmatalspiegels von
Tacrolimus ist bekannt und wird auch im Klinikum Stuttgart durchgefuhrt.

In einer friheren Studie von Shipkova et al. (109) wurde anhand von in vitro
Zellkulturen der Einfluly von Cyclosporin A, Tacrolimus, Everolimus, Sirolimus
und Mycophenolsaure auf die CD26-Expression bei CD3+ Zellen untersucht.
Nach Isolation der mononuklearen Zellen von gesunden Blutspendern wurden
die Zellen bis zu 72 Stunden Ilang mit dem entsprechenden
Immunsuppressivum in unterschiedlichen Immunsuppressiva-Konzentration
inkubiert, bei gleichzeitiger Stimulation der Zellen mit Phythamagglutinin. Nach
jeweils 24, 48 und 72 Stunden erfolgte die Analyse der CD26-Expression auf
CD3+ Zellen mittels FACS. Es zeigte sich bei den mit 1 nM Tacrolimus
inkubierten Zellen und den mit 100nM Mycophenolsaure inkubierten Zellen
nach 72 Stunden ein signifikanter Abfall der CD26-Expression auf CD3+ Zellen.
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Bohler et al. untersuchten in ihrer Studie (93) in vitro die Expression von CD25
und CD71 auf CD3+ Zellen bei Inkubation der Zellen mit unterschiedlichen
Konzentrationen von Cyclosporin A, Tacrolimus, Sirolimus, Methylpredinisolon
und Mycophenolsaure. Tacrolimus und MPA zeigten beide eine dosisabhangige
Inhibition der Expression der Oberflachenmarker CD25 und CD71 auf den
CD3+ Zellen.

Auch Barten et al. konnten in ihrer in vitro Studie (110) wiederum zeigen, dass
es einen Zusammenhang zwischen der Konzentration von den
Immunsuppressiva Sirolimus, Tacrolimus, Cyclosporin A und Mycophenolsaure,
und der Expression von Oberflachenmarker wie zum Beispiel CD25 gibt. Den
starksten inhibitorischen Effekt auf Lymphozyten scheint gemal® der Studie
Sirolimus zu haben, gefolgt von Tacrolimus, Cyclosporin A und

Mycophenolsaure.

Im Gegensatz zu den zuvor beschriebenen in vitro Studien konnten die
Ergebnisse bezlglich eines Abfalls der Expression von Oberflachenmarker in
Abhangigkeit der Immunsuppressivakonzentration in unserer in vivo Studie
nicht bestatigt werden.

In unserer Studie wurde Uberpruft, ob die CD26-Expression auf T-Zellen oder
die DPP IV-Aktivitat in irgendeiner Weise mit den gemessenen
Plasmakonzentrationen von Tacrolimus, MPA, AcMPAG und fMPA korreliert.
Dies konnte jedoch nicht bestatigt werden, es zeigte sich kein Zusammenhang
zwischen der Expression von CD26 auf T-Zellen oder der DPP [V-Aktivitat im
Plasma mit den pharmakokinetischen Daten von Tacrolimus, MPA, AcMPAG
und fMPA. Hinsichtlich klinischer Zeichen einer Unterimmunsuppression
(AbstoRRung, Transplantatfunktionsverschlechterung) oder einer
Uberimmunsuppression (Leukopenie, opportunistische Infektionen) zeigten die
pharmakokinetischen Marker ebenfalls keine signifikanten Unterschiede. Dies
traf sowohl auf die Konzentration der Immunsuppressiva an den einzelnen
Beobachtungstagen zu, als auch auf die Mediankonzentrationen der

Immunsuppressiva in den ersten 14 Tagen nach der Transplantation.
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Ein signifikanter Unterschied zu den in vitro Studien (93, 109) ist die direkte
Verwendung von nicht isolierten und nicht stimulisierten Zellen aus Vollblut.
Wahrend in in vitro Studien weitere Storfaktoren wie metabolische Vorgange
und zusatzliche Medikation ausgeschlossen werden, fallen in vivo eine Fulle
von weiteren Faktoren ins Gewicht, welche sich ebenfalls auf die Expression

von CD26 auf T-Zellen auswirken kdnnen.

Weitere Aspekt bezuglich der hohen Variabilitdt der Plasma-Konzentration
sowie der individuellen Exposition von Immunsuppressiva sind die
Pharmakogenetik und Pharmakogenomik. Die Bestimmung der Plasma-
Konzentration von Immunsuppressiva scheint nicht auszureichen, um fur jeden
Patienten die jeweils optimale Dosis zu ermitteln. Grund hierfur ist die
individuelle Auswirkung, die die Immunsuppressiva auf das Immunsystem des
einzelnen Patienten haben. Genetische Faktoren scheinen hier eine
malfdgebliche Rolle zu spielen.

Xie et al. (26) beschrieben in ihrem Review, dass es aufgrund von genetischen
Polymorphismen von Enzymen und Transportern zu Unterschieden zwischen
einzelnen Patienten im klinische Outcome, der Blutkonzentraton sowie der
Nebenwirkungen von MMF kommen kann. In einer Publikation von Obmann et
al. (111) wurden 61 padiatrische Herztransplantat-Patienten beobachtet, welche
entweder Mycophenolmofetil (MMF) oder MMF und Tacrolimus (n = 56) als
Immunsuppressiva erhielten. Von diesen 61 Patienten entwickelten 36%
gastrointestinale Nebenwirkungen, wie Diarrhoe, Erbrechen, Ubelkeit oder
abdominelle Schmerzen, welche dazu fuhrten, dass MMF fir mehr als 48h
ausgesetzt oder ganz abgesetzt werden mufldte. Ebenfalls 36% der Patienten
entwickelten eine Knochenmarkstoxizitat wie Leukopenie oder Neutropenie,
welche ebenfalls zu einem Aussetzen oder Absetzen von MMF fuhrte. MRP2
spielt in der renalen Ausscheidung des aktiven Metaboliten AcMPAG eine
wichtige Rolle (28, 112, 113). Obmann et al. (111) fanden daraufhin heraus,
dass die genetische Variante MRP2-24C/T mit einer groReren
gastrointestinalen Intoleranz assoziiert war, was letztendlich bei den Patienten
zum Absetzen von MMF fuhrte. Naesens et al. (12) und Miura et al. (114)
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fanden bei Nierentransplantat-Patienten (Naesens: n=95, Miura: n=87), welche
Tacrolimus und MMF als Immunsuppressiva erhielten, dass die Variante -24C/T
in der MRP2-Promotor-Region mit einer hoheren MPA-Exposition im Blut und
einer geringeren oralen Clearance assoziiert war, vermutlich durch einen
verstarkten enterohepatischen Kreislauf von MPA.

Xie et al. beschrieben in ihrer Publikation (26) weiterhin, dass Tacrolimus ein
Substrat fur das Enzym CYP3AS und den ABC-Transporter P-gp ist, und somit
genetische Varianten der Gene fur CYP3A5 und P-gp einen Einfluly auf die
Tacrolimus-Verflugbarkeit haben. Thervet et al. (28) faldten in ihrem Review
mehrere Studien zusammen die zeigten, dass es eine Assoziation zwischen
dem Gen CYP3A5*3 und der bendtigen Tacrolimus-Dosis bei Empfanger von
Nieren-, Leber-, Lunge- oder Herz-Transplantaten gab. Transplantat-
Empfanger, welche homozygot fur das Allel CYP3A5*3 waren, zeigten hohere
Tacrolimus-Talspiegel als homozygote CYP3A5*1 Wildtyp-Trager oder
heterozygote Transplantatempfanger.

Wang et al. (115) konnten in ihrer Publikation anhand von 91 Lungen-
transplantat-Patienten zeigen, dass die ABCB1-Haplotypen, welche den ABC-
Transporter P-gp kodieren, mit der Tacrolimus-Dosis/Konzentration assoziiert
sind. Dies lakt vermuten, dass der Polymorphismus von P-gp zur individuellen

Variation in der Tacrolimus-Disposition beitragt.

Auch wenn die Unterschiede das Signifikanzniveau knapp nicht erreichten, so
zeigten sich bei den Hochrisikopatienten (delayed graft function, vier oder mehr
HLA-Mismatche, Vortransplantationen, PRA > 15%, Patienten mit schwarzer
Hautfarbe) mit Abstollung oder Transplantatfunktionsverschlechterung
niedrigere Plasmaspiegelkonzentrationen von Tacrolimus und dem MPA-
Talspiegel. Ein ahnliches Ergebnis beschrieben van Gelder et al. (62). In ihrer
Studie wurde bei Nierentransplant-Patienten die MPA-AUC an Tag 3 nach
Transplantation auf eine Assoziation mit AbstoRungen innerhalb des ersten
Monats hin untersucht. Von den insgesamt 901 Nierentransplantat-Empfangern
wurden 549 (61%) in die High-risk-Gruppe eingeteilt. Bei den 549

Hochrisikopatienten erhielten 265 zusatzlich Tacrolimus, 284 bekamen
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zusatzlich Ciclosporin A. Betrachtete man die gesamte Patientenpopulation, so
hatten Patienten mit einem MPA-AUC von weniger als 30 mg*hr/L eine fast
doppelt so hohe AbstoRungsrate innerhalb des ersten Monats (11,4%) wie
Patienten mit einem MPA-AUC von mindestens 30 mg*hr/L (6,4%). High-risk-
Patienten zeigten bei einem MPA-AUC von weniger als 30mg*hr/L signifikant
mehr AbstoRungen (14,3%) als High-risk-Patienten mit einem MPA-AUC von
30mg*hr/L oder mehr (10,4%). Am deutlichsten zeigte sich der Unterschied bei
High-risk-Patienten, welche als zusatzliches Immunsuppressivum Tacrolimus
erhielten.

Die Hochrisikopatienten mit Tacrolimus und einem MPA-AUC unter 30mg hr/L
(n=67) hatten ein deutlich erhohtes AbstoRungsrisiko gegenuber
Hochrisikopatienten mit Tacrolimus und einem MPA-AUC von 30mg hr/L oder
mehr (23,9% vs. 10,4%).

Ein weiterer Punkt in Bezug auf MPA ist, dass oftmals davon ausgegangen
wird, dass die Pharmakokinetik von MPA linear ist und man somit mit dem
Verdoppeln der MPA-Dosis auch ein Verdoppeln der Serum-Konzentration von
MPA und des immunsuppressiven Effekts erreicht. De Winter et al. (116)
zeigten in ihrer Studie mit 241 Nierentransplant-Patienten (n=140 erhielten
zusatzlich Ciclosporin A, n=101 erhielten zusatzlich Tacrolimus), dass MPA
keine lineare Pharmakokinetik besitzt. Die Bioverfugbarkeit sank sogar mit dem
Anheben der Dosis von MPA.

Alleinige Messungen des Tacrolimus-Spiegels und des MPA-Talspiegels
scheinen nicht auszureichen, um AbstoRungen und Nebenwirkungen von
Immunsuppressiva verhindern zu kdnnen. Gerade bei Hochrisikopatienten sind
daher weitere Untersuchungen notwendig, um die Medikamentenspiegel fur
diese Gruppe genauer einzustellen. Hochrisikopatienten wirden sehr von einer
individuellen Immunsuppression profitieren. Hier ware eventuell eine Studie von
Vorteil, bei der eine Kombination von Biomarkern, z. B. die Expression von
CD26 und CD28 auf T-Zellen, untersucht wird.
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4.2 Weitere Beobachtungen

4.2.1 Praemptiv transplantierte Patienten vs. dialysepflichtige Patienten

In der Publikation von Nakao et al. (117) konnte aufgezeigt werden, dass
Patienten mit Hamodialyse (n=47) niedrigere sCD26-Plasma-Konzentrationen
hatten als die gesunde Kontrollgruppe (n=10). Patienten mit chronischer
Niereninsuffizienz (Serum-Kreatinin-Konzentration mehr als 2 mg/dl), welche
keine Hamodialyse bekamen (n=13), hatten zwar eine niedrigere sCD26-
Konzentration im Plasma als die gesunde Kontrollgruppe, jedoch war dieser
Unterschied nicht signifikant. Des Weiteren zeigten Patienten, welche erst seit
weniger als einem Jahr Hamodialysen bendtigten, niedrigere sCD26-
Konzentrationen als Patienten, welche bereits langer (seit 1 bis 10 Jahren)
hamodialysepflichtig waren.

Bei einem Teil der Patienten (Subpopulation) konnten in unserer Studie
ebenfalls Untersuchungen des sCD26 vorgenommen werden. Von diesen
Patienten waren vor der Transplantation 27 dialysepflichtig (Hamodialyse und
Peritonealdialyse) gewesen, 7 Transplantationen erfolgten praemptiv. Im
Gegensatz zu den Beobachtungen von Nakao et al. lagen in unserer Studie
sowohl die sCD26-Mediane der dialysepflichtigen als auch die der praemptiv
transplantierten Patienten vor Transplantation hoher als der sCD26-Median der
31 Blutspender, jedoch ist zu beachten, dass diese Unterschiede nicht
signifikant (p>0,05) waren. Ebenfalls nicht signifikant, aber dennoch eine
erkennbare Tendenz zeigte sich bei den sCDZ26-Konzentrationen an Tag 0
sowie an Tag 7. Bei den Patienten mit Dialyse lagen die Konzentrationen des
sCD26 niedriger als bei den praemptiv transplantierten Patienten, was im
Einklang mit der Studie von Nakao et al. ist. Die Mehrzahl der Patienten in
unserer Studie waren vor Transplantation schon mehrere Jahre lang
dialysepflichtig, wobei sowohl Hamodialysen als auch Peritonealdialysen
durchgefuhrt wurden.

Die CD3+ Zellen zeigten an Tag O bei den bereits dialysierten Patienten eine

geringere CD26-Expression als die CD3+ Zellen der praemptiv transplantierten
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Patienten, allerdings waren die Unterschiede nicht signifikant. Differenziert man
die CD3+/CD26+ Zellen jedoch weiter in CD4+ und CD8+ Zellen, so erkennt
man einen signifikanten Unterschied zwischen den bereits dialysierten und den
praemptiv transplantierten Patienten. Patienten mit Hamodialyse vor
Transplantation hatten eine niedrigere CD26-Expression auf CD8+ Zellen als
Patienten, welche praemptiv transplantiet wurden. Der Median der
CD26+/CD8+ Zellen lag an Tag 0 bei den praemptiv transplantierten Patienten
mit 3,6% etwa doppelt so hoch wie der Median der dialysierten Patienten
(1,7%).

Patienten im Endstadium der Niereninsuffizienz haben aufgrund ihrer Uramie
und der daraus resultierenden Faktoren ein verandertes Immunsystem.
Einerseits fuhrt die durch Uramie verursachte Immunstérung zu einer eine
Immunsuppression, welche zu vermehrten Infektionen bei Dialysepatienten
fuhrt, andererseits kommt es zu einer Immunaktivierung mit resultierender
Inflammation, welche wiederum zu den bekannten kardiovaskularen
Erkrankungen dieser Patientengruppe fuhrt (118).

Kato et al. beschreiben in ihrem Review (118) die Unterschiede in der
angeboren und erworbenen Immunitat bei Patienten im Endstadium der
Niereninsuffizienz. Eine durch Uramie hervorgerufenen Veranderung in der
angeborenen Immunitat ist zum Beispiel die Hyperzytokinamie. Einerseits
werden aufgrund von uramischen Toxinen, welche aufgrund der gestorten
Nierenfunktion nicht ausgeschieden werden kdnnen, vermehrt Zytokine (anti-
inflammatorische und pro-inflammatorische) gebildet, andererseits konnen die
produzierten Zytokine nicht Uber die Niere ausgeschieden werden und
akkumulieren im Korper des Patienten. Die durch die Uramie erhohten pro-
inflammatorischen Zytokine begunstigen wiederum das Entstehen einer
Arteriosklerose und weiteren kardiovaskularen Erkrankungen. Die genauen
Mechanismen, wie Zytokine bei Patienten im Endstadium der Niereninsuffizienz
zur Entstehung von Arteriosklerose beitragen, sind jedoch noch nicht endgultig
geklart.

Auch das erworbene Immunsystem ist bei diesen Patienten verandert. Hinweis

darauf geben die erhohte Infektionsrate der Patienten im Endstadium der
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Niereninsuffizienz, sowie die haufg vorkommende unzureichende
Immunantwort auf diverse Impfungen. In in vitro Studien konnte gezeigt
werden, dass es im uramischen Milieu zu einer reduzierten T-Zell-Proliferation
kommt (119, 120). Die T-Helferzellen spielen eine entscheidende Rolle in der
Immunantwort, wobei die Th2-Zellen die humorale Immunantwort fordern.
Patienten mit Peritoneal-Dialyse zeigten im Vergleich zu Patienten mit
Hamodialyse und gesunden Menschen sowohl bei den Th1-Zellen als auch bei
den Th2-Zellen eine verminderte Reifung. Obwohl bei Patienten mit
Hamodialyse die Helferzellen keine verzogerte Reifung zeigten, konnten
erhohte Th1-Level bei diesen Patienten gefunden werden, was die Th1/Th2-
Ratio vergroRerte (121, 122). Des Weiteren beschreiben Kato et al. (118), dass
bei Patienten im Endstadium der Niereninsuffizienz eine reduzierte Expression
des Toll-like Rezeptors 4 (TLR4) gefunden wurde, was mit einer reduzierten
Produktion von Interleukinen (IL-1f3, IL-6, IL-8 und TNF-a) auf eine bakteriellen
Stimulus assoziiert war. Dies wiederum begunstigt die Entstehung von
Harnwegsinfekten, was bei Patienten im Endstadium der Niereninsuffizienz
haufig vorkommt. Da TLR die Expression von den co-stimulatorischen
Molekilen CD80 und CD86 reguliert, welche wiederum fur die Antigen-
Prasentation von dendritischen Zellen und Makrophagen fordern, kommt es
aufgrund der reduzierten Expression von TLR bei Patienten im Endstadium der
Niereninsuffizienz zu einer verminderten Antigen-Prasentation.

Auch Hauser et al. weisen in ihrer Arbeit (123) auf das durch Uramie und
Dialyse  veranderte Immunsystem bei Patienten mit chronischer
Niereninsuffizienz hin. Die uramischen Toxine bei Patienten mit chronischer
Niereninsuffizienz sind heterogene Substanzen, wie zum Beispiel organische
Verbindungen und Peptide, und haben einen pro-inflammatorischen Effekt.
Aufgrund der herabgesetzten Nierenfunktion akkumulieren die Toxine und sind
auch mit modernen Dialyseverfahren nur schwer zu eliminieren.

Galli diskutiert in seinem Review (124) die bei Uramie vorkommenden
Entzindungsreaktionen und Proteinschadigungen. Die Produkte der
Proteinschadigung, welche zum Beispiel durch Hydroxylierung von Proteinen

hervorgerufen werden, lagern sich im Blut und in soliden Organen an und
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scheinen eine relevante Rolle bei der Entstehung von Entzindungsreaktionen
und vaskularen Schadigungen zu sein. Die Akkumulation der Produkte kann zu
einer chronischen Aktivierung von inflammatorische und vaskularen
Zellkomponenten fuhren. Galli weist darauf hin, dass eine Transplantation das
Problem der Proteinschadigung fast vollstandig 10st,im Gegensatz dazu aber
weiterhin Dialyseverfahren fehlen, die eine Akkumulation der Produkte von

Proteinschadigungen verhindern.

4.2.2 ABO-inkompatible vs. ABO-kompatible Transplantationen

Da im Klinikum Stuttgart bereits seit mehreren Jahren erfolgreich ABO-
inkompatible Lebendnierentransplantationen durchgefuhrt werden, wurde diese
Patientengruppe in der Studie hinsichtlich unterschiedlicher Ergebnisse zu ABO-
kompatibel transplantierten Patienten untersucht. Vor Durchfuhrung der
Transplantation erfolgt bei ABO-inkompatiblen Lebendnierentransplantationen
eine Reduktion der ABO-Blutgruppen-inkompatiblen IgG und IgM Antikorper aus
dem Blutkreislauf der Patienten, teilweise erfolgt die Reduktion bis unterhalb
der Nachweisgrenze der Antikorper. Im Klinikum Stuttgart erfolgt dies durch
Immunadsorptionen, beginnend meist eine Woche vor Transplantation,
abhangig vom Ausgangstiter und der damit verbunden bendtigten
Immunadsorptionsanzahl. Aufgrund der unterschiedlichen Vorbereitung auf die
Transplantation bei ABO-kompatiblen und ABO-inkompatiblen Transplantationen,
wurden die  Ergebnisse der Patienten mit  ABO-inkompatiblen
Lebendnierentransplantationen (n=6) mit den Ergebnissen der ABO-kompatiblen
Transplantationen (Lebendnierentransplantationen und Leichennierentrans-
plantationen) verglichen. An den Tagen 0 und 3 nach Transplantation war die
CD26-Expression auf CD8+ Zellen bei den ABO-inkompatibel transplantierten
Patienten hoher als bei den ABO-kompatibel transplantierten Patienten,
allerdings waren die Unterschiede hier nicht signifikant. Es ist zu beobachten,
dass bei beiden Gruppen die CD26-Expression auf den CD8+ Zellen von Tag 0

zu Tag 3 zunachst leicht abfallt, dann jedoch wieder ansteigt. Es zeigt sich
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bereits an Tag 0 und Tag 3 die Tendenz, dass Patienten mit ABO-inkompatiblen
Lebendnierentransplantationen eine hohere Expression von CD26 auf CD8+
Zellen haben als Patienten mit ABO-kompatible Transplantationen. Diese
Tendenz erreicht an Tag 7 schlieBlich das Signifikanzniveau. An Tag 7 und Tag
14 nach Transplantation wiesen die Patienten mit einer ABO-inkompatiblen
Lebendnierentransplantation eine etwa doppelt so hohe CD26-Expression auf
CD8+ Zellen auf wie Patienten mit einer ABO-kompatiblen Transplantation.
Bemerkenswert ist, dass die CD26-Expression auf den CD8+ Zellen bei den
Patienten mit einer ABOi Transplantation an allen Untersuchungstagen Uber
dem Cutoff von 2,2% lagen, im Gegensatz zu den Patienten mit einer ABO-
kompatiblen Transplantation, welche an allen Tagen unter dem Cutoff von 2,2%
lagen.

Dem entgegengesetzt zeigten Patienten mit einer ABO-inkompatiblen
Transplantation an allen Untersuchungstagen signifikant niedrigere DPP V-
Aktivitaten im Plasma als Patienten, welche ABO-kompatible transplantiert
wurden. Eine verstarkte Expression mit einer gleichzeitig verminderten Aktivitat
konnte auf die durch die Blutgruppeninkompatibilitat noch zusatzlich verstarkte
Stimulation des Immunsystems bei gleichzeitiger starker Immunsuppression
zurlck zu fuhren sein. Mit einer Absto3ungsrate von ca. 33% hatten Patienten
mit einer ABO-inkompatiblen Lebendnierentransplantation eine hohere
AbstoBungsrate als Patienten mit einer ABO-kompatiblen Transplantation
(24%), allerdings ist zu bedenken, dass es sich hier um eine sehr geringe
Anzahl von ABO-inkompatiblen Lebendnierentransplantationen (n=6) handelt.
Da nach Transplantation keiner der ABO-inkompatibel transplantierten Patienten
innerhalb des Untersuchungs- und Beobachtungszeitraums einen Titeranstieg
der ABO-Blutgruppenantikorper erfuhr, waren auch keine Immunsadsorptionen
nach Transplantation notwendig. Allerdings muf® auch berlcksichtigt werden,
dass die noch in der Zirkulation des Patienten verbliebenen Blutgruppen-
Antikdrper sich nach Transplantation auf die transplantierte Niere mit den
entsprechenden darauf exprimierten Blutgruppen-Antigenen binden und so eine
Immunstimulation auslésen kdnnen, ohne dass es im peripheren Blut zu einem

Titeranstieg kommt. Vielleicht ware die Bestimmung von Biomarkern wie CD26
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bei ABO-inkompatibel transplantierten Patienten eine weitere Mdglichkeit, eine
drohende Absto3ung zu detektieren, allerdings waren hierzu weitere Studien

mit einem groReren ABO-inkompatibel transplantierten Patientenkollektiv notig.

4.2.3 Transplantatfunktionsverschlechterung

Die Ursachen fur eine Transplantatfunktionsverschlechterung sind vielfaltig.
Prarenale Ursachen kdnnen zum Beispiel eine ungenugende Trinkmenge oder
Gefallstenosen der Transplantatgefale sein. Als renale Ursachen kommen
unter anderem sowohl Infektionen, wie die bei Transplantationspatienten haufig
vorkommenden Harnwegsinfekte, als auch eine durch die Nephrotoxizitat der
Medikamente (zum Beispiel Calcineurin-Inhibitoren) verursachte Nephropathie
oder akute Abstoflungen in Betracht. Aufgrund des groflen Spektrums der
Ursachen, ist es wichtig, die jeweilige Ursache der
Transplantatfunktionsverschlechterung zeitnah herauszufinden. Auch durch
akute AbstoBungen verursachte Transplantatfunktionsverschlechterungen
mussen so frih wie moglich erkannt werden, damit eine medikamentose
Intervention so bald wie moglich beginnen kann um das Transplantat und
dessen Funktion zu erhalten. Die histologische Untersuchung einer
Nierenbiopsie dauert mitunter mehrere Tage, daher kann mit der Therapie nicht
auf das abschlieBRende Ergebnis der Nierenbiopsie gewartet werden.
Harnwegsinfekte konnen ebenso wie ein prarenales Geschehen schnell
diagnostiziert werden und die Therapie kann eingeleitet werden. Besteht
allerdings der Verdacht auf eine Calcineurin-Inhibitor-Toxizitdt oder eine
AbstoRung, wird die Diagnostik schwieriger. Die Analyse der Serum-
Konzentration der Immunsuppressiva kann einen Hinweis auf eine eventuell zu
hohe Calcineurin-Inhibitor-Konzentration geben, jedoch gilt es zu bedenken,
dass es aufgrund von genetischer inter-individueller Variabilitdt zu starken
Schwankungen bei der intrazellularen Tacrolimus-Konzentration kommen kann
(28, 115), was wiederum zu einer Schadigung des Transplantats fuhren kann.

Borra et al. wiesen in ihrer Publikation (125) darauf hin, dass es einen
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Zusammmenhang zwischen der hohen Variabliltdt der Tacrolismus-Clearance
bei Nierentransplantat-Patienten (n=297) und dem Langzeit-Transplantat-

funktionsverlust gibt.

Die Therapie bei Calcineurin-Inhibitor-bedingter Nierenschadigung
unterscheidet sich verstandlicherweise von der einer akuten Abstol3ung.
Wahrend bei einer Calcineurin-Inhibitor-Toxizitat diese Immunsuppressiva
reduziert werden, erfolgt bei einer akuten AbstoRung die Erhohung der
Immunsuppression durch eine Steroid-Sto3-Therapie Uber einige Tage,
gegebenenfalls zusatzlich eine ATG-Gabe. Da die Untersuchungen dieser
Studie zeigten, dass eine akute AbstoRung mit einem Anstieg der CD26-
Expression auf CD8+ Zellen einhergeht, ware es von diagnostischem Vorteil,
wenn man durch diese Analyse das Vorliegen einer Absto3ung bei
Transplantatfunktionsverschlechterung  bestatigen  konnte, oder eine
prognostische Aussage treffen konnte, welche Patienten ein erhdhtes Risiko fur
eine Transplantatfunktionsverschlechterung aufgrund einer Absto3ung haben.
Dann koénnten eventuell mit therapeutischen MalRnahmen im Vorfeld einige
Transplantatfunktionsverschlechterungen verhindert werden.

In unserer Studie konnte gezeigt werden, dass Patienten, welche eine
Transplantatfunktionsverschlechterung innerhalb von 2 Monaten nach
Transplantation entwickelten, eine signifikant hohere CD26-Expression auf
CD3+ Zellen und CD4+ Zellen an Tag 14 nach Transplantation aufwiesen,
verglichen mit der Expression bei Patienten ohne Transplantatfunktions-
verschlechterung. Die CD26-Expression auf CD4+ Zellen stieg von Tag O bis
Tag 7 bei Patienten mit Transplantatfunktionsverschlechterung an und erreichte
an Tag 14 im Vergleich zu Patienten ohne Transplantatfunktions-
verschlechterung das Signifikanzniveau. Die CD26+/CD8+ Zellen zeigten an
keinem Tag einen signifikanten Unterschied zwischen den beiden
Patientengruppen. Patienten mit Transplantatfunktionsverschlechterung wiesen
an Tag 3, 7 und 14 eine niedrigere DPP |V-Aktivitat auf, wobei die Unterschiede

an Tag 3 nicht signifikant waren.

106



Die Expression von CD26 auf CD4+ Zellen sowie die DPP IV-Aktivitat konnte
sich als besseren Parameter fur Transplantatfunktionsverschlechterungen sein.
Da der Unterschied der CD26+/CD4+ und der DPP IV-Aktivitdt zwischen
Patienten mit und ohne Transplantatfunktionsverschlechterung an Tag 14 am
deutlichsten war, sollte dieses Phanomen in einer weiteren Studie zu einem

spateren Zeitpunkt nach Transplantation untersucht werden.

Unsere Studie zeigte, dass CD26+/CD8+ Zellen mit akuter AbstoRRung
assoziiert sind, wahrend CD26+/CD4+ Zellen bei
Transplantatfunktionsverschlechterung signifikant erhoht waren. Erklaren laf3t
sich dies mit den unterschiedlichen Funktionen dieser Zellen. Bueno et al. (83)
weisen in ihrer Publikation darauf hin, dass T-Zellen sich durch Expression von
CD4 und CD8 auf ihrer Zelloberflache in zwei Unterformen unterteilen lassen.
Im peripheren Blut exprimieren ca. 65% der T-Zellen CD4 und 35% CD8. CD4+
T-Zellen agieren bei mehreren Immunantworten als Helferzellen und binden an
MHC [I-Molekile, CD8+ T-Zellen erkennen Antigene, welche von MHC |-
Molekulen prasentiert werden, und differenzieren sich zu zytotoxischen
Effektorzellen. Die fruhere Annahme, dass CD8+ T-Zellen eine homogene CD4-
abhangige Population sind, hat sich nicht bestatigt. Es hat sich vielmehr
gezeigt, dass CD8+ Zellen auch ohne CD4-vermittelte Hilfe zu einer
Immunantwort fahig sind. Nankivell et al. erklarten in ihrem Review (18), dass
CD4+ T-Zellen inflammatorische Cytokine produzieren. Interferon y und
Interleukin-2 aktivieren die zellulare Immunantwort, Interleukin-4, -5 und -13
sind fur die humorale Immunantwort zustandig. CD8+ T-Zellen verursachen die
Zytotoxizitat am Erfolgsorgan, wobei sich jedoch die Effektor-Funktion von

CD4+ und CD8+ T-Zellen zu Uberlappen scheint.

CD4+ Zellen wurden bereits als Marker far
Transplantatfunktionsverschlechterung  beschrieben und scheinen bei
Fibrosierung, wie sie bei der chronischen Transplantatnephropathie vorkommt,

ins Geschehen involviert zu sein.
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Studer et al. (126) beschrieben in ihrer Studie mit 65 Lungentransplantierten,
dass eine verminderte Expression von CD28 auf CD4+ Zellen mit dem
Bronchiolitis-obliterans-Syndrom und einem schlechteren Transplantations-
erfolg assoziiert ist. CD4+CD28™" scheint auRerdem wichtig bei der
Entstehung von Transplantatfunktionsverschlechterung zu sein. Muluk et al.
beschrieben in ihrer Studie (127) mit 42 Nierentransplantatempfangern die
Korrelation zwischen CD4+ Zellen und Transplantat-Abstof3ung. Hier wurde
unter anderem der Pfad der Aktivierung von CD4+ T-Helferzellen durch
korpereigene Antigen-prasentierende Zellen untersucht. Das Ergebnis der
Studie legt nahe, dass die Unterdrickung dieses Aktivierungspfads eine
adaquate Immunsuppression reprasentiert, und dass Patienten, bei denen
dieser Aktivierungspfad nicht unterdrickt wurde, ein erhdhtes Risiko sowohl fur
akute als auch fur chronische Absto3ungen haben. Niedermeier et al. zeigten in
ihrer Studie (128) anhand von Mausen, dass die Aktivierung von CD4+ Zellen in
Gegenwart von Calcineurin-Inhibitoren das Wachstum von Fibrozyten und die
Ablagerung von Kollagen | in der Niere fordert. Die Langzeit-Einnahme von
Calcineurin-Inhibitoren sowie Abstof3ungsepisoden vergrof3ern das Risiko, eine
chronischen Transplantatdysfunktion und Fibrose bei Nierentransplantat-

Empfangern entwickeln (128).

Weitere Analysen und Studien sind notwendig, um einen Zusammenhang
zwischen CD26 und Transplantatfunktionsverschlechterung zu bestatigen.
Korom et al. (96) beobachteten in ihrem Studienmodell bei herztransplantierten
Ratten einen Anstieg der DPP [V-Aktivitat im Serum wahrend einer
Transplantatfunktionsverschlechterung, was wir auch in unserer Studie
beobachten konnten. In unserer Studie waren die Grunde fur eine
Transplantatfunktionsverschlechterung sehr vielfaltig, was zu einer sehr
inhomogenen Patientengruppe fuhrte. Schliel3t man Patienten, welche nur
aufgrund von einer AbstoRung eine Transplantatfunktionsverschlechterung
hatten, aus der Gruppe der Patienten mit Transplantatfunktions-
verschlechterung aus, so zeigten sich keine signifikanten Unterschiede

zwischen der neu erstellten Gruppe der Patienten mit Transplantatfunktions-
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verschlechterung und den Patienten ohne  Transplantatfunktions-
verschlechterung, weder in der CD26-Expression auf CD3+, CD4+ und CD8+
Zellen, noch in der DPP [V-Aktivitat.

Es ware fur die Klinik interessant zu erfahren, welche Patienten ein hdheres
Risiko fur eine  Transplantatfunktionsverschlechterung  haben, um
dementsprechend diese Patienten bezlglich der Transplantatfunktion
engmaschiger zu Uberwachen oder die Immunsuppression bei diesen Patienten

anzupassen.

4.2.4 Vortransplantation vs. Ersttransplantation

In Studie von Andree et al. (129) mit 41 Dialysepatienten fiel auf, dass
Dialysepatienten, welche fruher bereits einer Antigen-Exposition wie zum
Beispiel einer Vortransplantation ausgesetzt waren, hohe panel-reaktive T-
Zellen (PRT) hatten.

Auch wenn sich in einer Subpopulation des Patientenkollektivs (38) erwies,
dass vortransplantierte Patienten an Tag 0 eine niedrigere CD26-Expression auf
CD8+ Zellen hatten, so konnte dies nach Auswertung der Ergebnisse des
gesamten Patientenkollektivs nicht bestatigt werden. Hinsichtlich der CD26-
Expression auf CD3+, CD4+ und CD8+ Zellen =zeigten sich keine
nennenswerten Unterschiede bei Patienten mit und ohne Vortransplantationen.
Ebenso unterschieden sich die beiden Patientengruppen nicht in der DPP V-
Aktivitat oder in der sCD26-Konzentration, welche in der Zwischenauswertung

vorgenommen wurde.

4.2.5 Grunderkrankung

In mehreren Publikationen (39, 130 - 134) wird berichtet, dass CD26/DPP |V bei
Patienten mit autoimmunen Erkrankungen im Vergleich zu gesunden Menschen

erhoht bzw. erniedrigt ist. Dies gab die Motivation zu Uberprifen, ob sich diese
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Beobachtung auch bei den Patienten in dieser Studie bestatigt. Die Ergebnisse
von Tag O der Patienten mit der autoimmunen Grunderkrankung
Glomerulonephritis wurden mit den Ergebnissen der Patienten verglichen,
welche aufgrund einer diabetischen Nephropathie oder von kongenitalen
Zystennieren dialysepflichtig wurden. Die Patienten zeigten hinsichtlich der
DPP IV-Aktivitat keine signifikanten Unterschiede. Grunde fur diese
abweichende Beobachtung konnten eine zu geringe Patientenanzahl
(Glomerulonephritis n=28, diab. Nephropathie n=4, Zystennieren n=9) sein,
sowie auch die Tatsache, dass bei den transplantationspflichtigen Patienten die
Grunderkrankung und damit auch das autoimmune Geschehen bereits sehr
weit fortgeschritten ist und damit die akute Phase der Autoimmunerkrankung

bereits beendet ist.

4.2.6 LSP vs. Cadaver

Ein groRer Unterschied zwischen Lebend- und Leichennierentransplantation
besteht in der kalten Ischamiezeit. Eine langere kalte Ischamiezeit, wie sie bei
Leichennieren oft nicht zu umgehen ist, beeinflul3t den Transplantationserfolg.
Nankivell et al. weisen in ihrer Publikation (18) darauf hin, dass das
Transplantat bereits vor der Transplantation durch den Hirntod des Spenders
oder durch die perioperativ auftretende Ischamie des Transplantats mit
anschlielfender Reperfusion Schaden nehmen kann. Durch die Ischamie des
Transplantats mit anschlielender Reperfusion kommt es zu einer verstarkten
Expression von HLA-Antigenen, was zu einer Freisetzung von Chemokinen,
Cytokinen und Adhasionsmolekulen des Transplantats fuhrt. Dies wiederum
verstarkt die Immunantwort und die zellulare Infiltration des Transplantats, mit
dem erhohten Risiko einer Abstoflung (135, 136). Weiterhin beschreiben
Nankivell et al. (18), dass verglichen mit Transplantaten von
Leichennnierenspendern, Transplantate von Lebendnierenspendern, welche

unter optimalen Bedingungen und unter klrzester Kkalter Ischamiezeit
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entnommen wurden, zu exzellenten Resultaten flhrten, trotz groRerer
Unterschiede in den HLA-Antigenen (8).

Auch Joosten et al. (6) berichten in ihrer Publikation, dass nicht nur der Hirntod
des Spenders zu einer Aktivierung der Entzundungsreaktion fuhrt. Auch eine
langere kalte Ischamiezeit bei der Transplantation von Leichen-Organen tragt
zu einer verminderten Funktion dieser Transplantate bei, verglichen mit

Transplantaten von Lebendnierentransplantaten unter Verwandten.

In dieser Studie zeigte sich kein signifikanter Unterschied in der CD26-
Expression sowie in der DPP [IV-Aktivitat bei Patienten, welche eine
Lebendnierenspende bekamen, zu den Patienten, die eine Leichen-
nierenspende erhielten. Man konnte daraus schlieBen, dass die kalte
Ischamiezeit die Qualitat des Spenderorgans zwar beeinflult, die Aktivierung
der T-Zellen aber gemal® den Ergebnissen unserer Studie nicht Uber eine
CD26-Expression geschieht, und man demnach auch keine Unterschiede
zwischen den beiden Patientengruppen in der CD26-Expression oder der DPP
IV-Aktivitdt erkennen kann. Eine weitere Uberlegung ware, dass die
Immunsuppression so intensiv ist, dass Unterschiede in der Immunantwort nicht

in der CD26-Expression oder der DPP IV-Aktivitat zum Ausdruck kommen.

4.2.7 Delayed Graft Function

Die Arbeit von Koo et al. (137) beschreibt, dass Hirntod und Ischamie mit
anschlielender Reperfusion durch Aktivierung der Entzindungskaskade
verursacht durch die Hochregulation von Zytokinen, Adhasionsmolekulen und
HLA-DR-Antigenen zu einer schlechteren Transplantatfunktion fuhren kann.
Des  Weiteren  berichten Boom et al. (138) anhand von
Leichennierenempfangern (n=734), dass unter anderem eine verlangerte
Ischamiezeit von Uber 28 Stunden zu einem haufigeren Auftreten von

verzogerter Transplantatfunktionsaufnahme flhrt, welche wiederum ein
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Risikofaktor fur das Entwickeln einer reduzierten Transplantatfunktion innerhalb

des ersten Jahres nach Transplantation ist.

Eine verzogerte Funktionsaufnahme des Transplantats (DGF) scheint den
Ergebnissen dieser Studie nach weder mit einer hoheren noch mit einer
niedrigeren CD26-Expression auf T-Zellen einherzugehen. Die Untersuchungen
zeigten bei Patienten mit DGF ahnliche CD26-Expressionen wie bei Patienten
ohne DGF. Auch die DPP [V-Aktivitat unterschied sich nicht in den beiden
Patientengruppen. AulRerdem korrelierte die CD26-Expression auch nicht mit
der Kreatinin-Konzentration im Serum. Die Ergebnisse sind allerdings plausibel,
wenn man bedenkt, dass DGF selten im Rahmen einer AbstoRung erfolgt. Viel
haufiger liegt die Ursache einer DGF in einer akuten Tubulusschadigung,
welche durch den Schock der Niere aufgrund der Transplantation hervorgerufen
wird. Pradisponierende Faktoren fur eine akute Tubulusschadigung im Rahmen
einer DGF sind unter anderem der Gefaldstatus des Empfangers sowie die
Ischamiezeit des Spenderorgans und etwaige Vorerkrankungen des Spenders.
Die akute Tubulusschadigung ist haufig reversibel, wobei fur das Outcome
wichtig ist, dass nicht zusatzlich zur akuten Tubulusnekrose eine akute
AbstoRung hinzukommt. Daher ware auch bei einer DGF die Uberwachung der
CD26-Expression auf CD8+ Zellen hilfreich, um frihestmdglich eine akute

AbstoRung zu erkennen.

4.2.8 High-risk Gruppe

Da einige Patienten aufgrund von unterschiedlichen Voraussetzungen (z.B.
ABO-inkompatible Lebendnierentransplantationen, Vortransplantationen, 4 oder
mehr HLA-Mismatche, DGF, LCT PRA >15%) ein hoheres Risiko besitzen (62,
63), eine akute AbstoRung zu erleiden, wurde in dieser Studie Uberprift, ob
solche Patienten eine unterschiedliche CD26-Expression oder DPP IV-Aktivitat
aufwiesen. Anhand der Ergebnisse der Studie zeigten sich allerdings keine

signifikanten Unterschiede zwischen den Patienten der High-risk-Gruppe und

112



den Patienten, die nicht die Kriterien der High-risk-Gruppe erfullten. Da bekannt
ist, dass Patienten mit den oben genannten Voraussetzungen ein grof3eres
Risiko haben, eine akute Abstol3ung zu erleiden, erhalten diese Patienten eine
intensivere Immunsuppression wie zum Beispiel Rituximab bei ABO-
inkompatiblen Transplantationen, um eine Absto3ung zu verhindern. Jedoch
werden Patienten, welche einen LCT PRA < 85%, 4 oder mehr HLA-Mismatche,
DGF sowie eine Vortransplantation haben , nicht generell mit einer intensiveren
Immunsuppression behandelt. Erst wenn es zu einer Absto3ungsepisode
kommen sollte wird die Tacrolimus-Talspiegel auf 8-10 pg/L erhdht. Patienten
mit einem sehr hohen Risiko erhalten zudem eine Induktionstherapie mit ATG
(Anti-Thymoblobulin), und wurden aufgrund der daraus resultierenden T-Zell-
Reduzierung aus unserer Studie ausgeschlossen. Dadurch ware erklarlich,
dass sich die beiden Gruppen auch hinsichtlich der AbstoRungsreaktionen nicht
unterschieden. Jedoch waren die Medikamentenspiegel bei Patienten der High-
risk-Gruppe nicht signifikant unterschiedlich gegenuber denen der ubrigen
Patienten. Jedoch Ialt sich eine Tendenz erkennen, dass in der High-risk-
Gruppe Patienten mit AbstoRung eine niedrigere MPA- und fMPA-Konzentration
aufwiesen als Patienten ohne AbstoRung. Noch deutlicher wird der Unterschied,
wenn man Transplantatfunktionsverschlechterungen mit hinzu nimmt. Patienten
mit einer Abstolung und/oder einer Transplantatfunktionsverschlechterung
wiesen eine deutlich niedrigere MPA-Konzentration auf, und auch die fMPA-
und Tacrolimus-Konzentration war bei diesen Patienten erniedrigt, wenn auch
nicht so deutlich wie die MPA-Konzentration.

Eine adaquate Immunsuppression und Vorbereitung scheint ein wichtiger
Bestandteil bei der Verhinderung von AbstoRungen bei High-risk-Patienten zu
sein, wie unter anderem van Gelder et al. in ihrer Publikation (62) bereits

berichtet haben.
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4.2.9 Uberimmunsuppression

In dieser Studie hat sich gezeigt, dass AbstoRungen als Ausdruck einer
unzureichenden Immunsuppression mit der CD26-Expression auf CD8+ Zellen
assoziiert ist. Auch die typischen Anzeichen einer Uber-Immunsuppression
(opportunistische Infektionen mit CMV, Herpes- und Papilloma-Viren, sowie
Leukopenie) wurden bei einigen Patienten beobachten, daher wurde
untersucht, ob im Gegensatz zu einer Unter-Immunsuppression bei einer Uber-
Immunsuppression die CD26-Expression auf T-Zellen eventuell reduziert ware.
Patienten mit einer oder mehrerer der fiir Uber-Immunsuppression typischen
Infektionen zeigten vor Transplantation sowie an Tag 3 und Tag 14 eine
geringere CD26-Expression auf CD8+ Zellen, jedoch waren diese Unterschiede
nicht signifikant. Patienten, welche innerhalb von 2 Monaten nach
Transplantation eine Leukopenie entwickelten, zeigten hinsichtlich der CD26-
Expression keinerlei Unterschiede zu Patienten, welche keine Leukopenien
entwickelten. Die DPP |V-Aktivitat zeigte bei Patienten mit Infektionen oder
Leukopenien keine Unterschiede zu den ubrigen Patienten. Anscheinend eignet
sich CD26 nicht als Marker fir eine Uber-Immunsuppression in der friihen
Phase nach Transplantation. Eine mogliche Erklarung ware, dass die Patienten
in der frihen Phase eine intensive Immunsuppression erhalten. In den ersten
Wochen nach Transplantation findet die initiale Immunreaktion zwischen
Empfanger und Transplantat statt, daher ist eine adaquate Immunsuppression
in der Zeit direkt nach der Transplantation sehr wichtig (62, 105, 139). Die
Immunsuppression wird erst in der spateren stabilen Phase individuell reduziert,
daher ware eine Auswertung der CD26-Expression und der DPP IV-Aktivitat in
der stabilen Phase nach Transplantation eine interessante weiterfuhrende
Studie. In der spaten Phase nach Lebertransplantation untersuchten
Boleslawski et al. bei 134 Patienten die Expression von CD28 auf CD8+ Zellen
(140). Sie fanden heraus, dass Patienten mit einer hoheren Expression von
CD28 (240%) signifikant weniger de novo Malignitaten entwickelten als

Patienten mit einer niedrigeren CD28-Expression auf CD8+ Zellen.
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4.3 CD26-Expression, sCD26 und DPP IV-Aktivitat

Wie in unser Studie gezeigt werden konnte, und was bereits in friheren
Publikationen berichtet wurde, haben gesunde Menschen eine niedrige CD26-
Expression auf T- Zellen (38 - 40), im Gegensatz zu Patienten im Endstadium
einer Niereninsuffizienz, welche eine hohere CD26-Expression aufweisen (38).
Die DPP [IV-Aktivitat unterschied sich allerdings nicht zwischen gesunden
Personen und den Patienten vor Nierentransplantation. Das Immunsystem
scheint demnach bei Patienten vor Nierentransplantation stimuliert zu sein,
wobei jedoch die enzymatische Aktivitat des CD26 nicht, wie zu erwarten ware,
ebenfalls erhoht ist. Die Messung des Ioslichen sCD26 im Plasma einiger
Blutspender (n=31) und einiger Patienten vor Transplantation (n=34) zeigte,
dass auch die sCD26-Konzentration bei gesunden Menschen, analog zur
CD26-Expression auf den T-Lymphozyten, niedriger ist als bei Patienten im
Endstadium der Niereninsuffizienz. Nach Transplantation sank die
Konzentration von sCD26 im Plasma ab, sogar unter die sCD26-Konzentration
bei gesunden Menschen. Analog zum Absinken der sCD26-Konzentration nach
Nierentransplantation sank nach Transplantation auch die DPP [V-Aktivitat ab,
wahrend die Expression von CD26 auf T-Lymphozyten weiter anstieg.
Anscheinend kommt es als Reaktion auf die Transplantation zwar zu einer
Stimulation des Immunsystems mit Zunahme der Expression von CD26 auf den
T-Zellen, jedoch kommt es nicht parallel zum Anstieg der Expression zu einem
Anstieg des Proteins CD26 und damit der DPP IV-Aktivitat im Plasma. Des
Weiteren ware es mdoglich, dass die verstarkte Expression von CD26 auf der
Zelle ohne gleichzeitigem sCD26-Anstieg im Plasma ein rein regulatorisches
Phanomen darstellt, was im Rahmen der Immunantwort auftritt. Eine weitere
Erklarung fur diese Beobachtung ist, dass die Immunsuppressiva auch die DPP
IV-Aktivitat des ins Plasma abgegebenen sCD26 hemmen, oder das
exprimierte CD26 an den T-Zellen bereits in seiner Funktion gehemmt wird.
Dadurch kann das CD26 nicht mehr ins Plasma abgegeben werden und die

sCD26-Konzentration sinkt.
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Die Korrelation zwischen der Konzentration von sCD26 und der DPP IV-
Aktivitat bei Blutspendern und Patienten nach Transplantation unterstutzt die
Theorie, dass die Sekretion des Proteins sCD26 im Blut reguliert wird. Die nicht
signifikante Korrelation zwischen sCD26 und der DPP IV-Aktivitat vor
Transplantation konnte auf die Uramie zurlckzuflihren sein, welche die Aktivitat
der DPP |V auf funktioneller Ebene beeinflussen kdnnte.

Das Zusammenspiel zwischen CD26-Expression, sCD26 und der DPP IV-
Aktivitat ware bei der Entwicklung neuer Immunsuppressiva von Interesse.
Shipkova et al. haben in ihrer Studie (109) gezeigt, dass verschiedene
Immunsuppressiva wie Tacrolimus und MPA einen dosis- und zeitabhangigen
inhibitorischen Effekt auf die CD26-Expression bei CD3+ Zellen haben.

Bereits frihere Studien (42, 86, 141 - 143) haben gezeigt, dass der Einsatz von
CD26-Antikorpern und DPP IV-Inhibitoren eine Aktivierung des Immunsystems

verhindern kénnen.
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5. Zusammenfassung

Bereits seit langerer Zeit ist bekannt, dass der Oberflachenmarker CD26 bei
einer Aktivierung des Immunsystems erhoht ist. Da eine Transplantatabstof3ung
mit einer Aktivierung des Immunsystems einher geht wurde untersucht, ob
CD26 als pradiktiver Marker fur eine Absto3ung herangezogen werden kann.
Mit dieser Studie konnten die Ergebnisse der Vorgangerstudie bestatigt werden,
dass die Expression von CD26 auf T-Zellen mit akuter AbstoRung assoziiert ist.
Patienten, welche innerhalb von 2 Monaten nach Nierentransplantation eine
akute AbstoRRung erlitten, zeigten an Tag 3 und Tag 7 eine hohere CD26-
Expression auf CD8+ Zellen als Patienten, welche keine akute AbstoRRung
erlitten. Der negativ pradiktive Wert der Vorgangerstudie wurde ebenfalls
bestatigt, auch ohne vorherige Isolation und Stimulation der Zellen. Die
Sensitivitat und Spezifitat waren bei den direkt aus EDTA-Vollblut gemessenen
Analysen zwar schlechter als bei vorheriger Zell-Isolation und Zell-Stimulation,
jedoch waren diese Abweichungen zu erwarten, da in vivo weitere Storfaktoren
hinzukommen, welche die Ergebnisse beeinflussen konnen.

Die Einteilung in verschiedene Patientengruppen wie praemptiv/dialysiert,
ABOIi/ABOc, LSP/Cadaver etc. hat interessante Ergebnisse gezeigt, welche mit
grolReren Patientenkollektiven Uberpruft werden massen.

Des Weiteren sollte die CD26-Expression auf T-Zellen in einer spateren Phase
nach Transplantation erneut ermittelt werden und mit klinischen Ereignissen in
Verbindung gebracht werden. Die Ergebnisse von Tag 14 weisen darauf hin,
dass es eine Assoziation zwischen der CD26-Expression und
Uberimmunsuppression geben kdénnte. Da die meisten klinischen Ereignisse
der Uberimmunsuppression erst einige Monate nach Transplantation auftreten,
ware die Analyse der Parameter zu einem spateren Zeitpunkt zu empfehlen.
Erst dann kann eine Aussage bezuglich der Assoziation von CD26 und
Uberimmunsuppression gemacht werden. Ein weiterer Punkt ist, dass Patienten
in den ersten drei Monaten nach Transplantation eine sehr starke
Immunsuppression erhalten. Erst spater wird die Dosierung von Myfortic®
individuell angepalfdt, und auch der Tacrolimus-Talspiegel wird erst nach 3

Monaten gesenkt. Daher wurde man erst in der stabilen Phase nach
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Transplantation, welche erst mehrere Monate nach der Transplantation eintritt,
durch individuelle Anpassung der Immunsuppressiva bei den Patienten eine

Assoziation zwischen CD26 und Uberimmunsuppression erkennen kdnnen.
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