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1. EINLEITUNG

Am 02. Juni 2018 wird in Saarbrucken der Tag der Organspende gefeiert.
Jedes Jahr wird am ersten Samstag im Juni bundesweit auf das Thema Organ-
und Gewebespende hingewiesen [1].

Es ist sehr wichtig, der Bevolkerung die Notwendigkeit von Organspende immer
wieder ans Herz zu legen, da zum einen eine Differenz zwischen Angebot und
Nachfrage besteht und zum anderen die Anzahl von Spenden aktuell rickgangig
ist [2].

1.1. Niereninsuffizienz und Dialyse

Die chronische Niereninsuffizienz wird nach der internationalen Gesellschaft fur
Nephrologie ,Kidney Disease: Improving Global Outcomes® (KDIGO) wie folgt
definiert [3]:

,Ein Nierenschaden Uber 3 Monate mit oder ohne Funktionseinschrankung, d.h.
erniedrigter glomerularer Filtrationsrate (GFR), der sich durch strukturelle
Veranderungen und Marker eines Nierenschadens manifestiert, oder eine GFR
< 60 ml/min/1,73 m? dber 3 Monate (mit oder ohne Nachweis eines

Nierenschadens)“

Es kommt zu einer irreversiblen Verminderung der glomerularen, tubularen und
endokrinen Funktion der Nieren [4].

Die Stadien der chronischen Niereninsuffizienz sind laut KDIGO dber die GFR
definiert [3]:



Tab. 1: Stadien der chronischen Niereninsuffizienz (nach [3])

Stadium GFR Beschreibung

1 > 90 ml/min/1,73 m? Nierenschaden mit normaler oder erhohter GFR

2 60-89 ml/min/1,73 m? Nierenschaden mit leicht erniedrigter GFR

3a 45-59 ml/min/1,73 m? Nierenschaden mit leicht bis moderat erniedrigter
GFR

3b 30-44 ml/min/1,73 m? Nierenschaden mit moderat bis stark erniedrigter
GFR

15-29 ml/min/1,73 m? Nierenschaden mit stark erniedrigter GFR
5 <15 ml/min/1,73 m? Terminale Niereninsuffizienz

GFR = Glomeruléare Filtrationsrate

Ein Nierenersatzverfahren ist zwar lebensrettend, bringt aber starke
Einschrankungen der Lebensqualitat mit sich und hat viele Risiken [5, 6].

Zudem ist die Mortalitat bei Dialysepatienten im Vergleich zu transplantierten
Patienten erhoht [7]. Durch Dialyseverfahren werden nur ca. 10% der normalen
Entgiftungsleistung erbracht. Eine Spenderniere erreicht hier fast die Halfte der

Leistung einer gesunden Niere [8].

1.2. Todesursachen bei Nierentransplantation bzw. Ursachen
fur den Verlust einer transplantierten Niere

Die haufigsten Ursachen fir den Verlust einer transplantierten Niere sind [9, 10]:

- Chronische AbstoRungsreaktion

- Akute AbstoRungsreaktion

- Initiale Nichtfunktion des Nierentransplantats

- Technische Komplikationen, die zu einem Transplantatversagen fuhren
Die haufigsten Todesursachen von Nierentransplantatempfangern waren
kardiovaskular und infektios bzw. septisch bedingt.
Bei der chronischen AbstoRung sind die vier haufigsten Ursachen die intestinale
Fibrose, die Glomerulosklerose, die Tubulusatrophie und eine Verengung der
Arterien.
Risikofaktoren fur eine chronische AbstoBung sind eine akute
AbstoRungsreaktion, eine Infektion und eine zu niedrige Dosierung von

Immunsuppressiva [11].



1.3. Exkurs Immunsystem

Der Korper ist in der Lage Korperfremdes von Korpereigenem zu trennen. Das
Immunsystem ist zweigleisig aufgebaut: das angeborene Immunsystem und das
adaptive Immunsystem.

Ersteres ist das entwicklungsgeschichtlich altere System und erkennt allgemein
und unspezifisch Fremdkorper, z.B. typische Teile der Zellwandstruktur von
Bakterien. Das adaptive Immunsystem wirkt speziell gegen ein bestimmtes
Antigen. Beide Systeme haben einen humoralen und einen zellularen Anteil und
arbeiten eng zusammen.

Die akute AbstoRungsreaktion eines Transplantats ist vor allem durch T-Zellen
vermittelt [12, 13].

1.3.1. Wichtigste Oberflachenantigene

Die beiden wichtigsten und starksten Oberflachenstrukturen sind die
Glykoproteine der Blutgruppenmerkmale des ABO-Systems und der
Haupthistokompatibilitatskomplex (MHC = major histocompatibility complex) [14].
Beim Menschen heiRen die MHC-Molekuile ,human leucocyte antigens® (HLA),
d.h. HLA 1 und HLA 11 [15].

Flr die Humanmedizin sind 3 Arten von HLA |-Proteinen wichtig:

HLA-A

HLA-B

HLA-C
Sie sind aus einer a-Kette, die aus 3 Domanen (a1, a2 und as) besteht, und dem
B2-Mikroglobulin aufgebaut [15].
Uber die HLA I-Molekille werden Antigene fiir die CD8-T-Zellen prasentiert. Es
handelt sich hier um intrazellulare Antigene (a.e. Viren). Die CD8-T-Zelle als
zytotoxische Zelle zerstort daraufhin die prasentierende Zelle [16].
HLA Il-Molekule werden nur auf professionellen antigenprasentierenden Zellen
(APC), d.h. auf dendritischen Zellen, Makrophagen und B-Zellen exprimiert. Hier
hervorzuheben waren HLA-DP, HLA-DQ und HLA-DR.



Sie bestehen aus einer a-Kette mit zwei Domanen (a1 und a2) und einer B-Kette,
die ebenfalls aus 2 Bereichen (31 und p2) besteht. Die Antigendarbietung richtet
sich an CD4-Zellen. Die APC nehmen z.B. Krankheitserreger auf und
prozessieren sie, mussen aber nicht automatisch von ihnen befallen sein. Die
Prasentation Uber HLA 1l zeigt also das Vorhandensein von extrazellularen
Antigenen (z.B. Bakterien) [17, 18].

Jede HLA-Klasse hat verschiedene Genvarianten. Zudem kommen die
Chromosomen durch die Vererbung mutterlicherseits und vaterlicherseits doppelt
vor. Deshalb ist eine hundertprozentige Ubereinstimmung der HLA-Typen, auch
»full house match® genannt, bei nichtverwandten Menschen quasi unmaglich [14].
Manche HLA-Loci bewirken eine starkere immunologische Antwort als andere.
Je nach transplantiertem Organ sind dies andere HLA-Typen. Bei der
Nierentransplantation haben HLA-DR, HLA-B und HLA-A die starkste
immunologische Wirkung [14, 6].

Bei den Voruntersuchungen zur Organtransplantation gilt es den bestmdglichen
Empfanger zu finden, denn je weniger Ubereinstimmungen zwischen Empfanger
und Spender es gibt, desto hdher ist das AbstoRungsrisiko. Es gibt HLA-
Konstellationen, die aufgrund der schlechten Prognose ,Tabu-Mismatches*
heil’en [6].

1.4. Die AbstoRBungsreaktion

Die Antigene des Spenders kdnnen vom Immunsystem des Empfangers bei der
Transplantation entweder direkt oder indirekt erkannt werden [19].

Bei ersterem werden die fremden HLA-Molekule des Spenders von den CD8-T-
Zellen direkt erkannt [20].

Beim indirekten Weg werden die Spender-Antigene von antigenprasentierenden
Zellen des Empfangers aufgenommen, verarbeitet und dann den CD4-T-Zellen
prasentiert [21].

Bei der Transplantation spielen auch kostimulierende Molekule wie z.B. CD40
auf dendritischen Zellen eine grol3e Rolle, da diese aufgrund des Stresses durch

Ischamie und Reperfusion vermehrt auf der Oberflache exprimiert werden [22].



1.4.1. T-Zellen/T-Lymphozyten

Die T-Lymphozyten tragen auf ihrer Oberflache eine Rezeptorart, die zu 95% aus
einer a-Kette und einer B-Kette besteht. Beide Ketten haben einen variablen und
einen konstanten Bereich. Auf der variablen Seite befindet sich die
Antigenbindungsstelle [16]

Der T-Zell-Rezeptor ist eng mit zwei Transmembranproteinen verbunden, dem
CD3-Molekul und einem ¢-Homodimer [23].

Zusatzlich besitzen die T-Zellen Co-Rezeptor-Typen: CD4 und CD8.

Sie kénnen so in T-Helferzellen (CD4) und in zytotoxische T-Zellen (CD8)

unterteilt werden [24].

CD4 kann an HLA-Klasse II-Molekule binden, welche auf den APC vorhanden
sind. Wie in Abbildung 1 zu sehen ist, wird flr die Aktivierung der T-Helferzelle
neben dem prasentierten Antigen zusatzlich ein kostimulierendes Signal
bendtigt. Im Falle einer dendritischen Zelle ist dies CD28/B7. Ohne dieses
Extrasignal bleibt die Zelle anerg [19, 25].

Die Bindung von T-Helferzellen an die antigenprasentierenden Zellen bewirkt
zum einen eine Aktivierung der zytotoxischen T-Zellen und zum anderen, dass

eosinophile Granulozyten angelockt werden.

Die CD8-Molekule haben fur HLA-Klasse |-Moleklle spezielle Bindungsstellen.
Auch hier muss gleichzeitig ein Antigen prasentiert und ein kostimulierendes
Signal gesandt werden, woraufhin die zytotoxischen T-Zellen aktiviert werden
und die prasentierende Zelle zerstoren.

Moleklle der HLA-Klasse-Il werden von den CD8-Zellen nicht erkannt [25].
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Abb. 1: Kostimulierendes Signal an der CD8-T-Zelle (modifiziert nach [25,
26])

Die zytotoxischen Zellen nutzen zwei Systeme, um fremde Zellen zu zerstoren
(Abb. 2).

Mit Perforin und Granzyme gefullte Blaschen entleeren sich bei der Aktivierung
der T-Zelle. Perforin bohrt einen Tunnel in die Zellwand und bringt durch das
Eindringen von Wasser die Zelle zum Platzen. Granzyme kann Uber diese Pore
ebenfalls eindringen und in der Zelle die Apoptose bewirken.

Zusatzlich kdnnen zytotoxische T-Zellen den Zelltod Uber die Aktivierung des

Fas-Rezeptors auslosen, welcher auf vielen Zellen vorkommt [13].
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Abb. 2: Schadigung der Zielzelle durch zytotoxische CD8-T-Zellen
(modifiziert nach [13])

1.4.2. Arten der AbstoBungsreaktion

1.4.2.1. Hyperakute AbstoRung

Die hyperakute AbstoRung beginnt innerhalb weniger Minuten und kann meist
schon wahrend der Operation erkannt werden, da das Organ eine graulich-
blasse Farbe hat. Durch einen hohen Anteil von Antikorpern gegen die
Gewebeeigenschaften des Spenders wird das Komplementsystem aktiviert, was
zur Zerstérung des Transplantats flhrt. Es gibt hier keine Therapiemdglichkeit.
Aufgrund des vor Transplantation durchgefuhrten Crossmatch ist die hyperakute
AbstoBung selten geworden, da ein positives Crossmatch-Ergebnis ein
Ausschlusskriterium darstellt.

Eine ABO-inkompatible Spende ist inzwischen moglich, da vor der
Transplantation ein Plasmaaustausch oder eine Immunadsorption durchgefihrt

werden, die die AbstoRung verhindern [27, 28].

1.4.2.2. Akzelerierte (beschleunigte) AbstoRBung

Zwei bis funf Tage nach Transplantation kommt es hier trotz negativem

Crossmatch zu einer AbstoRung des Organs.



Ursache hierfur ist eine Reaktivierung bereits vorhandener T-Zellen oder B-
Gedachtniszellen, d.h. die Antikdrperproduktion wird aktiviert. Ein nach der
Transplantation durchgefuhrter Crossmatch ware jetzt positiv.

Als Grunde sind u.a. vorangegangene Bluttransfusion, Schwangerschaft oder
eine vorherige Transplantation zu nennen.

Das Organ nimmt seine Funktion nicht auf. Differentialdiagnostisch kommt die
akute Tubulusnekrose in Frage. Dies kann durch eine Nierenbiopsie geklart
werden [29-31].

1.4.2.3. Akute AbstoRung

Die Wahrscheinlichkeit, eine akute AbstolRung zu erleiden, liegt bei 5-10% im
ersten Jahr [32].

Durch die ,normale” Immunreaktion und somit die Aktivierung naiver T- und B-
Zellen kann es nach 6 bis 90 Tagen nach Transplantation zur akuten Abstol3ung
kommen.

Sie kann allerdings auch zu jedem anderen Zeitpunkt danach auftreten, wenn der
Patient z.B. unterimmunsupprimiert ist [29].

Die Hauptsymptome sind u.a. ein akuter Rickgang der Diurese und ein Anstieg
der Retentionsparameter, manchmal auch Auftreten von Fieber und Schmerzen
im Transplantat [13, 29, 32]. Die Diagnosestellung erfolgt Uber eine perkutane
Nierenbiopsie, was aktuell der Goldstandard der Diagnosesicherung ist [33].
Aufgrund der Entwicklung neuer Immunsuppressiva ist das Risiko, innerhalb
eines Jahres nach Transplantation eine AbstoBung zu erleiden, auf unter 15%
gesunken. Das Langzeituberleben des Transplantats ist jedoch immer noch idem
[34].

1.4.2.4. Chronische AbstoRBung

Die chronische TransplantatabstolRung geschieht im Zeitraum von Monaten bis
Jahren (>2 Monate) nach der Transplantation. Hier kommt es zu einer
immunologischen (zell- und antikbrpervermittelten) Immunreaktion und zu einer

nichtimmunologischen (sekundare Veranderungen z.B. durch Hypertonus oder



Hyperlipidamie) Schadigung der Kapillaren [35, 36]. Als Folge davon kommt es
zu einer Transplantatunterversorgung. Dies flhrt zu einer Fibrosierung des
Organs, was die Funktion beeinflusst [13, 30].

Die chronische Abstoflung zeigt sich vor allem durch einen langsamen

Kreatininanstieg Uber Monate und eine Proteinurie [29].

1.5. Immunsuppressiva

Um eine AbstoBung =zu verhindern, werden heute verschiedene
immunsuppressive Medikamente eingesetzt.
Die gebrauchlichsten Wirkstoffklassen sind [37]:

- Glukokortikoide (z.B. Prednisolon)

- Calcineurininhibitoren (z.B. Tacrolimus, Cyclosporin A)

- Antimetabolite (z.B. Mycophenolsaure, Azathioprin)

- monoklonale Antikérper (z.B. Basiliximab)

- polyklonale Antikérper gegen Lymphozyten

mTOR-Inhibitoren (z.B. Sirolimus, Everolimus)

Anfangs muss u.a. wegen des chirurgischen Traumas eine starke
Immunsuppression verabreicht werden, spater kann die Dosis verringert werden.
Bei Bedarf (z.B. bei AbstoRung) wird die Medikation wieder erhdht.

Die allgemeinen Nebenwirkungen der Immunsuppressiva sind vielfaltig und zum
Teil schwerwiegend. Es kommt vermehrt zu Infekten (z.B. durch das
Zytomegalievirus oder allgemein zu Harnwegsinfekten). Kardiovaskulare
Probleme treten auf (Hypertonus etc.). Knochenveranderungen wie
beispielsweise die steroidinduzierte Osteoporose kommen vor. Problematisch ist
auch das erhohte Tumorrisiko, weshalb alle Patienten nach Transplantation

regelmafdig einem Tumorscreening unterzogen werden [38].

1.5.1. Prednisolon

Prednisolon wird zum einen zur Erhaltungstherapie eingesetzt. Es ist aber auch
ein potentes Medikament bei der Behandlung der akuten AbstoRung.



Es behindert die Produktion von Interleukin 1 (IL1), Interleukin 6 (IL6) und
Tumornekrosefaktor a (TNF a) und unterdrtickt so indirekt die T-Zell-Proliferation.
Aulerdem inhibieren Glukokortikoide die MHC-Expression auf den
Makrophagen, was wiederum die T-Zell-Aktivierung verhindert. Durch die
Hemmung der IL2-Produktion wird die Bindungsfahigkeit des Rezeptors
erniedrigt, und die Wanderung von Entzindungszellen ins Transplantat wird
vermindert. Durch die IL2-Blockade wird auch die Proliferation von zytotoxischen
T-Zellen vermindert [39].

Glukokortikoide haben viele Nebenwirkungen. Die wichtigsten waren nach der
erhdohten Infektionsgefahr die Entstehung eines Cushing-Syndroms bei
Dosierungen Uberhalb der Cushingschwelle, die erschwerte Wundheilung,
Muskel- und Hautatrophien durch die katabole Wirkung von Kortison, die Gefahr
des Posttransplantdiabetes und zu guter Letzt die Osteoporoseneigung. Hier ist

vor allem die aseptische Huftkopfnekrose gefurchtet [40, 41].

1.5.2. Mycophenolat

Mycophenolat hemmt reversibel das Enzym Inosinmonophosphat-
Dehydrogenase (IMPDH), was zu einer Abnahme von Guanosin-Phosphaten
und einer Zunahme von Adenosin-Phosphaten fuhrt. Adenosin-Phosphate
blockieren wiederum die De-novo-Synthese von Purin, was eine Hemmung der
DNA-Synthese bewirkt.

Andere Zellarten kdnnen Purin aus Hypoxanthin herstellen. Da dies bei T- und
B-Lymphozyten nicht mdglich ist, sind sie auf die Neusynthese angewiesen, d.h.
Mycophenolat wirkt sehr spezifisch auf die Proliferation von T- und B-
Lymphozyten.

Es gibt zwei Darreichungsformen: Natrium-Mycophenolat, das verzogert
freigesetzt wird, und Mycophenolatmofetil.

Neben den oben schon erwahnten allgemeinen Nebenwirkungen, ist

Mycophenolat teratogen und kann zu Durchfallen fUhren [42-44].
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1.5.3. Tacrolimus

Das Makrolid Tacrolimus inhibiert die Produktion proinflammatorischer Zytokine
in der Phase der frUhen T-Zell-Aktivierung. Es hemmt Calcineurin und somit die
Vermehrung zytotoxischer T-Zellen und die T-Zell-abhangige B-Zell-Aktivierung.
Als Nebenwirkungen sind vor allem die Hypertonieneigung durch die renale
Gefalengstellung und die Neurotoxizitat zu nennen. Auflerdem wirkt es

nephrotoxisch und erhdht den Blutzuckerspiegel im Blut [45, 46].

1.6. Monitoring und Management von (Nieren-)
Transplantationspatienten

Wahrend fur den Zeitraum bis 6 Monate nach einer Organtransplantation das
Transplantatiberleben deutlich verbessert werden konnte, ist das
Langzeituberleben leider weitgehend unverandert [47, 48].

Es gibt viele Faktoren, die ein transplantiertes Organ beeinflussen. Einige (wie
das chirurgische Vorgehen oder die Ischamiezeit) konnten verbessert werden,
andere (wie die Grunderkrankung oder das Alter des Patienten) konnten bisher
kaum bzw. nicht beeinflusst werden.

Optimalerweise sollten Immunsuppressiva so gering wie moglich dosiert sein,
damit die weiterhin vorhandenen Nebenwirkungen so selten wie moglich
auftreten. Gleichzeitig sollte die Dosierung aber hoch genug sein, dass keine
TransplantatabstoRung auftritt.

Die Herausforderung einer ausgewogenen Balance zwischen Uber- und
Unterimmunsuppression liegt u.a. im komplexen menschlichen Organismus. Bei
gleicher Dosierung konnen bei unterschiedlichen Patienten unterschiedliche
Werte erreicht werden [49, 50].

Ursachlich hierfur kann z.B. eine Medikation mit Protonenpumpeninhibitoren sein
[51, 52].

Aktuell wird fur das Monitoring nierentransplantierter Patienten vor allem die
Organfunktion und die immunsuppressive Therapie beobachtet [53]. Die KDIGO
hat im Jahr 2009 eine Leitlinie zur Betreuung von Nierentransplantatempfangern

veroffentlicht [54-56]. Hier wird die Kontrolle der Immunsuppressiva mittels
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Spiegelbestimmung empfohlen. Fur die Funktion des Transplantats empfiehlt die
KDIGO sonografische Kontrollen und zusatzlich die Messung des Urinvolumens,
einer etwaigen Proteinurie, des Serum-Kreatinins und der GFR. Die berechnete
GFR (eGFR) ist in ihrer Aussagekraft nicht so genau wie die gemessene GFR
[57]. Aus praktischen Grinden wird die eGFR trotzdem genutzt, obwohl es bei

Nierentransplantierten starke Abweichungen gibt.

Eine Nierenbiopsie wird nur bei Bedarf fur die Differenzierung zwischen
AbstoRungsreaktion und anderen Ursachen einer rucklaufigen Nierenfunktion,
sozusagen als Indikationsbiopsie, empfohlen. Hierfur ist die Nierenbiopsie aktuell
der Goldstandard [31, 33, 58]. Eine Protokollbiopsie wird fur nicht zielfUhrend
erachtet.

Die Nierenbiospie kann die verschiedenen Differentialdiagnosen zwar
ausschliel3en, ist aber zum einen invasiv und damit potentiell gefahrlich fur den
Patienten [59, 60] und bendtigt zum anderen eine vergleichsweise lange
Zeitspanne zwischen Probenentnahme und Ergebnis [53].

Aus diesem Grund wird bei dem Verdacht auf eine akute AbstoRung teilweise mit
einer KortikoidstoRtherapie gestartet und erst im Verlauf, wenn keine Besserung
auftritt, eine Biopsie durchgefiihrt. Problematisch ist dies, wenn der Anstieg der
Retentionswerte beispielsweise durch einen aufsteigenden Harnwegsinfekt
verursacht ist. Hier ware eine Steroidtherapie kontraindiziert [60].

Jedoch bleibt die Nierenbiopsie weiterhin ein wichtiger Baustein des Monitorings

der Abstoliungsreaktion.

Das Serum-Kreatinin spiegelt die Funktion des Organs an, bietet jedoch keine
genaue Differenzierung der Nierenfunktionsprobleme [53]. Ursachlich fur einen
Kreatininanstieg kann einerseits eine AbstoRungsreaktion, andererseits auch

eine Medikamentennebenwirkung z.B. durch Cyclosporin A sein [61].

Bei der Nierentransplantation kann man vergleichsweise problemlos und vor

allem nicht-invasiv die Ausscheidungsmenge beurteilen, jedoch wird diese durch
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viele Faktoren, wie zu geringe Flissigkeitseinfuhr etc., beeinflusst und spiegelt

damit die Nierenfunktion nicht komplett wider.

Die Messung einer Proteinurie ist ebenfalls eher ungenau. Zwar steht eine
erhdhte Proteinausscheidung in Zusammenhang mit einem verminderten
Transplantatiberleben, kann gleichzeitig aber auch ein Hinweis auf eine
glomerulare Stérung sein [62]. Zudem kommt eine Proteinurie bei
nierentransplantierten Patienten haufig vor [63] und wird u.a. durch Sirolimus
beinflusst [64].

Das Monitoring und Management von nierentransplantierten Patienten ist also
nur eingeschrankt moglich.

Einen Einblick in den immunologischen Status eines Patienten und damit die
Einschatzung, wie sehr ein Patient gefahrdet ist, eine AbstoRung zu erleiden bzw.
sogar sein Organ zu verlieren, konnen aktuell nur wenige Diagnosetools geben.
Eine Leukopenie kann im Blutbild gesehen werden. Die Bestimmung des
Medikamentenspiegels ist moglich.

Vor allem in der frihen Phase nach Nierentransplantation ist die Gefahr, eine
akute Abstolung zu erleiden, viel hoher als in der spateren Phase [65].

Es gibt hier inzwischen einige Studien, bei denen Biomarker getestet wurden, die
eine AbstoBungsreaktion vorhersagen, einen ausreichenden Level der
Immunsuppression wiedergeben oder auch eine allgemeine Prognose der
Lebenserwartung des transplantierten Organs abgeben kénnten. Eine Ubersicht

hierzu geben einigen Reviews, die in den letzten Jahren verfasst wurden [66-68].

1.7. Biomarker

Das amerikanische National Institute of Health definiert Biomarker als Merkmale,
die objektiv gemessen und beurteilt werden konnen und als Indikatoren far
normale oder pathogene biologische Prozesse oder fur pharmakologische
Reaktionen auf therapeutische Interventionen dienen [69-71].

Fir die Diagnostik sind diejenigen Marker wichtig, die eine frihe Erkrankung

erkennen konnen (Screening marker), die den vermutlichen Verlauf einer

13



Krankheit vorhersagen konnen (Prognostic marker), die die vermutliche Antwort
auf ein Medikament vor dem Behandlungsbeginn vorhersagen koénnen
(Prediction marker) und/oder die Wirksamkeit einer medikamentosen
Behandlung zeigen konnen, wenn feststeht, dass ein Patient auf die Therapie
anschlagt (Monitoring marker).

In der Transplantationsmedizin konnen Biomarker in ihre verschiedenen
~<Aufgabenbereiche” aufgeteilt werden:

Es gibt ,biomarkers of rejection”, mit denen eine AbstoRungsreaktion
vorhergesagt werden soll, und ,biomarkers of tolerance®, die der Einstellung der
Immunsuppression dienen [72].

Bei den Biomarkern zur Vorhersage einer Abstoflung kann eine Aufteilung in
diejenigen, die das Langzeituberleben vorhersagen (HLA-Antikorper etc.) [73],
und die, welche vergleichsweise kurzfristig eine Abstollung vorhersagen,
vorgenommen werden.

Diese konnen entweder aus biologischem Material wie Blut oder Urin gewonnen
werden, direkt am Patienten gemessen werden oder konnen bildgebende
Verfahren sein [74].

Bei der Nierentransplantation sind vor allem das periphere Blut und der Urin
wichtig, da sie vergleichsweise ungefahrlich zu erhalten sind. Der Urin spiegelt
das Transplantationsorgan Niere wieder. Andere Gewebe und Flussigkeiten wie
z.B. Tranenflussigkeit oder Biopsieproben spielen eine eher untergeordnete
Rolle [72].

In ihrem Review beschreiben Lo et al. einen Biomarker als geeignet, wenn er ein
guter Surrogatendpunkt ist. Durch einen solchen Biomarker sollten idealerweise
eine AbstoRBung, eine Anderung des Krankheitsverlaufs oder eine andere
Ursache fur eine Entzindung bzw. eine Schadigung der Niere frihzeitig erkannt
werden, sodass eine praventive Therapie mdglich ist [75].

Ein Problem bei der Entwicklung eines solchen Biomarkers sehen die Autoren
aullerdem im bestmoglichen Zeitpunkt der Entnahme bzw. Messung des
Markers. Auch die Lange der Messintervalle sollte analysiert und entsprechend

festgelegt werden.
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Laut Lo et al. sollten entsprechende Grenzwerte erforscht werden, sodass z.B.
festgelegt wird, ab wann eine Intervention sinnvoll ist. Die Marker sollen bei
schwierigen Entscheidungen, beispielsweise bei potentiell gefahrlichen
Interventionen, als Hilfestellung dienen. SchlieRlich missen nach Ansicht von Lo
et al. klinisch tatige Mediziner miteinbezogen werden, um festzulegen, wie und
woflr die von den Biomarkern gewonnenen Daten genutzt werden, d.h. ob die
Biomarker als prognostische Marker, als pradiktive Marker oder als

Surrogatendpunkte dienen sollen.

Nach dem jetzigen Stand der Wissenschaft gibt es aber leider aktuell keinen
Marker, der das Risiko fur eine Transplantatabstol3ung sicher vorhersagt.
Studien haben ergeben, dass das Oberflachenprotein CD 26, das auf aktivierten

T-Zellen zu finden ist, hier einiges an Potential hat [76-78].

1.8. CD26/DPPIV

Unter dem Namen Glycyl-Propyl-Beta-Naphthylamid wurde CD26/DPPIV im Jahr
1966 erstmals beschrieben [79]. Im Jahr 1984 wurde ein 105 kDa grof3es Antigen
gefunden, das T-Lymphozyten aktiviert. Es wurde Ta1 genannt [80].

Fir die Molekule Tp103 [81] und Ta1 [80, 82] wurde ein Zusammenhang mit T-
Zell-Aktivierung gefunden. Tp103 und Ta1 wurden im Verlauf als CD26/DPPIV
identifiziert [81, 83].

CD26 hat intrinsische Dipeptidylpeptidase IV-Aktivitat [84, 85], weshalb CD26
und DPPIV synonym verwendet werden [86].

Das Glykoprotein CD26/DPPIV kommt membrangebunden auf der
Zelloberflache vor und weist in der extrazellularen Domane DPPIV-Aktivitat auf
[80].

Auch auf verschiedenen Geweben, wie z.B. Haut, Pankreas und Nieren, ist
CD26/DPPIV zu finden [81, 86, 87]. Bei den Blutkdrperchen befindet sich
CD26/DPPIV nur auf der Membran von T-Lymphozyten [86, 88] und wird bei
einer Aktivierung der T-Lymphozyten vermehrt an die Oberflache abgegeben
[89]. Dies kann vergleichsweise unproblematisch nach Enzymmarkierung mittels

Immunfluoreszenz nachgewiesen werden [90].
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CD26/DPPIV hat eine groRe extrazellulare Domane mit 766 Aminosauren und
eine kleine intrazellulare mit 6 Aminosauren [91].

Es gibt eine losliche Form von CD26 (sCD26), welche in verschiedenen
Flussigkeiten gefunden wurde [92].

Im Verlauf der Forschung wurden immer mehr Bereiche und Funktionen
entdeckt, bei denen CD26/DPPIV eine Rolle spielt, wie z.B. beim Diabetes Typ 2
[93] oder bei Rheuma [94].

Dass CD26/DPPIV fir das Immunsystem eine wichtige Rolle spielt, ist
beispielsweise daran zu sehen, dass auf fast 40% der peripheren Lymphozyten
CD26/DPPIV gefunden wurde [95].

Circa 10-60% der T-Zellen produzieren DPPIV [86, 89].

Bei Lymphozyten, die mit Phytohamagglutinin stimuliert wurden, fand man einen
starkeren Anstieg der DPPIV-Aktivitat im Zellkulturmedium als bei nicht-
stimulierten Lymphozyten [96].

Flentke et al. zeigten, dass eine Hemmung von CD26 durch Antikorper eine
Blockade der T-Zell-Aktivierung nach sich zog [97].

CD26 spaltet Dipeptide am aminoterminalen Ende von Peptiden und Proteinen
ab, die entweder Prolin, Alanin oder Serin am vorletzten Ende aufweisen [98, 99].
Die 6 Aminosauren lange zytoplasmatische Region ist mutmalRlich zu kurz fur
eine direkte Signal-Transduktion [91].

CD26 greift u.a. uber CD45 [100], die Adenosin-Desaminase (ADA) [101], den
Chemokinrezeptor CXCR4 und Mannose-6-Phosphat in das Immunsystem,
genauer die T-Zell-Aktivierung, ein [102, 103].

CD 45 hat bei der Signallubertragung im T-Zell-Rezeptor u.a. uber die Freisetzung
von Calcium in das Zytosol eine zentrale Bedeutung [104, 105].

Das Enzym Adenosin-Desaminase reguliert die Anheftung von Lymphozyten an
die Epithelzellen und wandelt als Teil der Wiederverwertung von
Purinnukleotiden Adenosin und Desoxyadenosin in Inosin und 2°‘Desoxyinosin
um [106]. CD26 interagiert hier als ADA-bindendes Protein [84].

Ein Mangel an ADA flhrt zu einem generalisierten Immundefekt, genannt Severe
Combined Immunodefiency Syndrom (SCIDS) [84]. Das Enzym kommt auf der
Oberflache der Lymphozyten vor [98] und befindet sich in direkter Nachbarschaft
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zu CD26/DPPIV [107]. Es konnte gezeigt werden, dass die ADA-vermittelte
Aktivierung von T-Zellen von der Bindung von CD26/DPPIV und ADA abhangt,
wodurch ein kostimulatorisches Signal ausgel6st wird [108].

Antonioli et al. haben nachgewiesen, dass bei medikamentds induzierter Kolitis
eine Hemmung der ADA zu einer schwacheren Entziindungsreaktion fuhrt [109].
Die ADA ist nicht membrangebunden und benétigt deshalb ein Verbindungsstick
zu dieser. Ein solches kann CD26 sein [101, 108]. ADA bindet an den
glykosylatreichen Bereich, wahrend der zystinreiche Bereich u.a. Verbindungen
zu Kollagen eingeht [110].

Gines et al. haben einen Zusammenhang zwischen der Verbindung CD26-ADA
und der Zelladhasion zwischen T-Zellen gefunden. Bei hoheren CD26-Spiegeln
war die Bindung zwischen den Zellen starker, durch Hemmung mit einem CD26-
Antikérper war die Bindung schwacher [111].

Saunders et al. haben 2010 einen Review zu CD45 veroffentlicht [112]. Diese
Protein-Tyrosin-Phosphatase (PTPase) tragt durch Dephosphorylierung von
Phosphotyrosin zur T-Zell-Aktivierung bei.

Torimoto et al. haben gezeigt, dass CD26 mit der Tyrosinkinase CD45 eine
direkte Verbindung eingeht [100].

Die wurde von Ishii et al. bestatigt. Sie zeigten, dass CD26 in
Membranmikrodomanen, sogenannten Lipid Rafts, vorhanden ist, sich mit CD45
uber den zytoplasmatischen Bereich von CD45 verbindet und CD45 dann in
diesen Rafts nachweisbar ist [113].

Desweiteren ist CD26/DPPIV ein Schlusselenzym fiur die Chemokine CXCL12
und CXCR4 [99], welche als Gruppe der Zytokine eine Immunaktivierung
bewirken. Die Aktivitat zahlreicher Substanzen und Prozesse (z.B. Neuropeptide,
Chemokine und Wachstumsfaktoren) kénnten durch CD26/DPPIV beeinflusst
und reguliert werden [114].

Von Vorteil ist die Tatsache, dass CD26/DPPIV auch in I6slicher Form vorhanden
und damit vergleichsweise problemlos im Blut zu messen ist. Es kann sowohl die
Enzymaktivitat als auch das Protein nachgewiesen werden.

Die Ergebnisse kénnen innerhalb von 24 h vorliegen, wahrend die Messung von

anderen Biomarkern teilweise Uber drei Tage dauert [115].
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CD26/DPPIV hat das Potenzial, als Marker fur die Aktivierung der T-Zellen
genutzt zu werden [89]. Damit hatte man die Maoglichkeit, eine
AbstoRungsreaktion vorherzusagen und entsprechend frihzeitig zu behandeln,

wenn sich dieser Biomarker in klinischen Studien bewéahrt.

1.9. Vorgangerstudien

Die erste Vorgangerstudie wurde im Jahr 2011 veroéffentlicht [77]. Hier wurden
bei 35 Patienten in der fruhen Phase (d.h. bis 23 Tage) nach
Nierentransplantation die Expression der Marker CD25, CD71 und CD26, die
Aktivitat der Inosinmonophosphat-Dehydrogenase und die Zellproliferation bei ex
vivo stimulierten und nichtstimulierten CD3+-Zellen untersucht.

Das Ergebnis dieser Studie war, dass vor allem CD26 ein erfolgversprechender
Biomarker sein kdnnte, da er zum einen durch eine vergleichsweise problemlose
Untersuchung von EDTA-Vollblut mittels Durchflusszytometrie direkt auf T-Zellen
nachweisbar ist und zum anderen sowohl eine Uberimmunsuppression als auch
eine Unterimmunsuppression anzeigen konnte.

Aufgrund der vielversprechenden Ergebnisse wurde eine weitere Studie
durchgefuhrt [76, 78].

Hier wurde die Expression von CD 26 auf CD3+-, CD4+- und CD8+-Zellen
gemessen, aullerdem die Aktivitdt der Dipeptidylpeptidase IV (DPPIV) und
zusatzlich die Konzentration der Mycophenolsaure (MPA), der freien
Mycophenolsaure (fMPA) und der MPA-Metaboliten Mycophenolat-Glucuronid
(MPAG) und MPA-Acylglucuronid (AcMPAG). Des Weiteren wurden die
Nierenfunktion und Infektionen bzw. Leukopenien erfasst, dies alles in der frihen
Phase nach Nierentransplantation, d.h. bis 2 Monate danach.

Es konnten die Ergebnisse der Vorgangerstudie bestatigt werden, d.h. dass die
verminderte CD26-Expression auf T-Zellen mit weniger akuten Rejektionen
assoziiert war [76].

Es konnte auch gezeigt werden, dass die Sensitivitat und Spezifitat der direkt aus
dem EDTA-Vollblut gemessenen Werte zwar etwas schlechter waren als mit
isolierten Lymphozyten, dieser Nachteil aber durch die durchaus leichtere

Gewinnung und Verarbeitung der Probe ausgeglichen wird.
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Ein interessanter Aspekt war, dass die Ergebnisse der Probe am 14. Tag
Hinweise darauf gaben, dass in der spaten Phase nach Nierentransplantation
eine Verbindung zwischen CD26-Expression und Uberimmunsuppression
bestehen konnte.

Deshalb wurde in der aktuellen Studie der Zusammenhang zwischen CD26-
Expression und Abstol3ung in der spateren Phase (d.h. Gber einem Monat) nach

Nierentransplantation untersucht.

1.10. Ziele dieser Studie

Die vorliegende Studie ist eine Nachfolgestudie der Dissertation von Frau Dr.
Simone Leicht mit dem Titel ,CD26 als pradiktiver Marker fur die Absto3ung unter
der immunsuppressiven Therapie mit Myfortic bei Patienten in der frihen Phase
nach Nierentransplantation® [76].

Es sollen jetzt dieselben Aspekte geklart werden, allerdings flr die spatere

Phase, d.h. nach Uber einem Monat nach Nierentransplantation.

Die konkreten Fragestellungen waren:

1. Bestatigt sich der Zusammenhang zwischen der CD26-Expression auf T-
Lymphozyten als Zeichen einer T-Zell-Aktivierung und einer
TransplantatabstoBung auch in der spateren Phase nach
Transplantation?

2. Korreliert die DPPIV-Aktivitat im Plasma mit der CD26-Expression auf T-
Lymphozyten auch in der spateren Phase, und kann somit die DPPIV-
Aktivitat als Marker fur die T-Zellaktivierung verwendet werden?

3. Besteht zwischen CD26-positiven T-Lymphozyten sowie der DPPIV-
Aktivitat im Plasma auch in der spateren Phase nach Transplantation ein
Zusammenhang mit der Immunsuppression (MPA-, AcMPAG-, fMPA-
und Tacrolimus-Konzentration)?

4. Besteht in der spateren Phase nach Nierentransplantation ein
Zusammenhang zwischen CD26-positiven T-Lymphozyten bzw. der
DPPIV-Aktivitat und anderen klinischen Ereignissen als einer

Transplantatabstof3ung?
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2,

2.1.

MATERIAL UND METHODEN

Patientenkollektiv

Insgesamt wurden 90 Patienten ausgewahlt, die im Zeitraum November 2008 bis

August 2010 eine Nierentransplantation erhalten hatten.

Da es eine Nachfolgestudie der Dissertation von Frau Dr. Leicht [76] war,

handelte es sich um dieselben Patienten mit denselben Ein- und

Ausschlusskriterien wie in dieser Studie.

2.1.1. Ein- und Ausschlusskriterien

Einschlusskriterien:

Manner und nicht-schwangere Frauen Uber 18 Jahre

Nur Nierentransplantatempfanger (Leichen- und Lebendspende)

Nur oral therapierbare Patienten

Nur mundige und geschaftsfahige Patienten

Nur nach schriftlicher Aufklarung und schriftlicher Zustimmung des
Patienten

uber 30 Tage nach Transplantation

Ausschlusskriterien:

Kalte Ischamie des Transplantats Uber 48 Stunden

Alter unter 18 Jahre

Schwangerschaft

Leukopenie < 2500/pl, Thrombopenie < 100.000/ul, Hb < 6,0 g/l bei
Rekrutierung

Aktives Magenulkus oder schwere gastrointestinale Erkrankung bei
Rekrutierung

Induktionstherapie mit Antithymozytenglobulin (ATG)

Debilitat

Tod des Patienten
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2.1.2. Aufklarung der Patienten

Die Patienten wurden mundlich und schriftlich Uber die Studie aufgeklart und
stimmten der Teilnahme schriftich zu. Sie erhielten zudem ein
Informationsschreiben Uber die Studie. Fremdsprachige Patienten wurden mit

Hilfe eines Dolmetschers aufgeklart.

2.1.3. Entnahme der Blutprobe

Nach erfolgter Nierentransplantation im Katharinenhospital Stuttgart wurden die
Patienten in der Klinik fur Nieren- und Hochdruckkrankheiten regelmafig
untersucht. In den ersten drei Monaten wurden die Patienten wdchentlich, dann
alle 2 Wochen gesehen. Nach Ablauf des ersten Jahres erfolgte dann einmal pro
Monat eine Untersuchung.

Die Abnahme der Blutprobe in der spateren Phase erfolgte im Rahmen einer
solchen Routineuntersuchung. Es wurde EDTA-Vollblut abgenommen, welches
zuerst fur die Standard-Blutbildanalyse und ggfs. fur die Bestimmung des
Tacrolimus-Talspiegels genutzt wurde. Die Restprobe konnte fur die Bestimmung
der Biomarker der Studien verwendet werden. Es wurde also keine zusatzliche
Blutentnahme bei den Patienten durchgefuhrt.

Die Blutentnahmen wurden vor der taglichen Einnahme der Medikamente
durchgefuhrt.

Es wurde pro Patient nur eine einzige Blutprobe fur die Analyse der spateren
Phase verwendet.

In der Vorgangerstudie wurden insgesamt drei Blutproben abgenommen. Da es
sich in dieser Studie um die insgesamt vierte Blutprobe handelt, wurde diese P4

genannt.

2.1.4. Sonstiges

Die Studie wurde der Ethikkommision vorgelegt. Es wurde ein positives Votum
erteilt (Nr. 363/2008B02 vom 26.11.2008).
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2.2. Erhebung klinischer Daten

Die Datenerhebung erfolgte Uber die im SAP-System des Klinikums Stuttgart
gespeicherten Unterlagen (Arztbriefe, Laborwerte etc.).

Als spatere Phase nach Nierentransplantation wurde die Zeit ab 30 Tage nach
dem Datum der Nierentransplantation (Tx) definiert. Der Beobachtungszeitraum
begann ab dem Datum der entnommenen Blutprobe in der spateren Phase (P4)
und endete 6 Monate nach diesem Datum.

FUr die aufgetretenen klinischen Ereignisse wurde zusatzlich zu dem oben
genannten 6-Monats-Zeitraum (6 Mon) noch der 2-Monats-Zeitraum (2 Mon), d.h.
der Zeitraum 2 Monate nach der entnommenen Blutprobe, genauer betrachtet
(Abb.3).

EE’G:;.-;‘.: : - ﬁ}

Abb. 3: Zeitschiene Transplantationsdatum bis sechs Monate nach
Abnahme der Blutprobe P4

Tx = Transplantationsdatum

P4 = Datum der entnommenen Blutprobe
2 Mon = Datum P4 plus 2 Monate

6 Mon = Datum P4 plus 6 Monate

Der 6-Monats-Zeitraum beinhaltet also den 2-Monats-Zeitraum.
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2.2.1. Stammdaten

Folgende Daten der Patienten wurden erfasst:

Geschlecht

Transplantationsdatum

Datum der Probeentnahme in der spateren Phase

Abstand Transplantation zur Probeentnahme in Tagen

Alter bei Transplantation in Jahren

Art der Transplantation (Lebendspende, Leichenniere)

Anzahl der Vortransplantationen

Hochrisikopatienten
d.h. Patienten, die ABO-inkompatibel transplantiert wurden, 4 oder
mehr HLA-Mismatches zur Spenderniere aufwiesen, eine delayed graft
function entwickelten, bereits vortransplantiert waren, oder vor der
Transplantation einen Panel-Reaktiven Antikérper (PRA) im
Lymphozytotoxizitatstest (LCT) von mehr als 15% aufwiesen [116,
117].
Die Patienten wurden zur Hochrisikogruppe gezahlt, wenn sie zwei
oder mehr der 0.g. Charakteristika aufwiesen.

Grunderkrankung bzw. Grund fur die Nierentransplantation

2.2.2. Aufgetretene Ereignisse

Es wurden folgende Ereignisse, die wahrend des Beobachtungszeitraums

auftraten, registriert:

Leukopenie
definiert als Leukozytenzahl unter 4000/pl
AbstoRungsreaktionen (meist in der BANFF-Klassifikation) [118]
Infekte, mit bakteriellem Erregernachweis und Antibiotikum, sofern

bekannt bzw. verabreicht

Da Harnwegsinfekte bei vulnerablem Urogenitalsystem haufig auftreten, missen

diese den Grad der Immunsuppression nicht widerspiegeln. Das Gleiche gilt auch
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fur Infektionen, die mit der Nierentransplantation nicht unbedingt in Verbindung
stehen (z.B. Appendizitis). Virale Infekte mit Zytomegalie- (CMV), Humanem
Polyomavirus (BKV) oder Herpes-Viren weisen dagegen auf eine
Uberimmunsuppression hin.
Aus diesem Grund wurden von den Gesamtinfekten die Infektionen
herausgefiltert, die eine virale Ursache hatten:

- CMV-, BKV- Erkrankungen

- Herpes zoster-Erkrankungen
Eine CMV- bzw. BKV-Infektion wurde bei den Patienten regelmaflig wahrend
ihrer Routineuntersuchungen getestet. Dies geschah mittels CMV- bzw. BKV-
gPCR aus dem Urin und dem Serum. Die Nachweisgrenze liegt bei beiden Viren
bei 200 DNA-Kopien pro ml Plasma bzw. Urin.
Bei Uberschrittener Nachweisgrenze von 200 DNA-Kopien/ml wurde dies als

Infekt gewertet.

2.3. Ausschluss von Patienten

Von den ausgewahlten Patienten wurden insgesamt 20 Patienten

ausgeschlossen:

1 Patient verstarb drei Monate nach der Transplantation an einem
Subduralhamatom
- 2 Patienten wurden aufgrund einer spateren Thymoglobulingabe
ausgeschlossen
- Bei 1 Patienten war der zeitliche Abstand zwischen der Transplantation
und der Abnahme der Probe P4 unter 30 Tagen und damit zu kurz
- Bei 13 Patienten waren die Daten nicht vollstandig, weshalb sie nicht in
die Auswertung einbezogen wurden
- Bei 3 Patienten war eine Delayed Graft Function (DGF) festzustellen, bei
zweien wurde noch im Beobachtungszeitraum eine Transplantat-
Nephrektomie durchgefihrt
Eine DGF wurde als fehlende Funktionsaufnahme des Transplantats definiert,
die eine Dialysetherapie in der ersten Woche noétig machte [119].

Somit blieben 70 Patienten, deren Daten untersucht werden konnten.
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2.4. Erhobene Laborwerte

Aus der Blutprobe wurden fur die Studie die folgenden Parameter bestimmt:
- Konzentration der Mycophenolsaure (MPA) in mg/I
- Konzentration der freien Mycophenolsaure (fMPA) in pg/l
- Anteil der freien Mycophenolsaure (%fMPA) in %
- Konzentration der MPA-Metaboliten Mycophenolat-Glucuronid (MPAG)
und MPA-Acylglucuronid (AcMPAG) in ugl/l
- Expression von CD26 auf CD3-, CD4- und CD8-T-Zellen, angegeben als
% positive Zellen
- DPPIV-Aktivitat in U/I
Aus den Labordaten wurden zum Zeitpunkt der Probeentnahme zusatzlich
(soweit vorhanden) erfasst:
- Leukozytenzahl pro ul
- Kreatinin in mg/dI
- CMV- und BKV-Nachweis (sofern vorhanden)
- Tacrolimus- bzw. Ciclosporin-Talspiegel in pl/l
- Errechnete Glomerulare Filtrationsrate in ml/min
Die GFR wurde immer mit der vereinfachten Formel der MDRD-Studie [120] aus
Kreatinin und Alter unter Berlcksichtigung des Geschlechts und der Hautfarbe
berechnet, da die GFR nicht durchgangig in den Laborblattern dargestellt war.

2.5. Analyse der Biomarker

2.5.1. Analyse der Oberflachenmarker

Die CD26-Expression auf den T-Zellen wurde mittels Durchflusszytometrie vom
Routinepersonal des  Zentralinstituts fir  Klinische  Chemie  und
Laboratoriumsmedizin bestimmt. Hierfir wurden Antikérper gegen CD3, CD4,
CD8, CD26 und CD45 verwendet, die mit Fluorochromen gekoppelt sind und von
der Firma Beckmann Coulter bezogen wurden.

Die Antikorper wurden bei 480 nm angeregt. Tabelle 2 fUhrt die Farbstoffe und

den Emissionsbereich auf:

25



Tab. 2: Antikorper, Farbstoff und Emissionsbereich bei der
Durchflusszytometrie der Oberflachenmarker

Antikérper Farbstoff Emissionsbereich
Anti-CD3 PE-Cy7 (PC7) 767 nm
Anti-CD4 Fluorescein Isothiocynat (FITC) 494 nm
Anti-CD8 PE-TexasRed (ECD) 615 nm
Anti-CD26 R-Phycoerythrin (PE) 575 nm
Anti-CD45 PE-Dy5 (PC5) 670 nm

50 pl des EDTA-Vollbluts wurden in ein Réhrchen pipettiert. Dann wurden die
Antikoérper hinzugefugt (5 ul C4-FITC, 5 pyl CD26-PE, 2,5 yl CD8-ECD, 2,5 pl
CD45-PC5 und 2,5 pl CD3-PC7) und mittels Vortex-Mischer gemischt. Nach
einer 15-mindtigen Inkubation in der Dunkelheit bei Raumtemperatur (+15 bis
+25°C), wurden Erythrozyten im Gerat TQ-Prep® der Firma Beckmann Coulter
lysiert. HierfUir wurde ein Lysereagenz hinzugefligt, das aus Versalyse und
Fixative Solution im Verhaltnis 40 + 1 bestand. Dann folgte ein zweimaliger
Waschvorgang mit Isoton Il. Fur die Resuspension wurden dann 600 pl Isoton I
mit Fixative Solution (wieder im Verhaltnis 40 + 1) benutzt.

Nach dieser Vorbereitungsphase wurde die Probe im Durchflusszytometer
FC500® (ebenfalls von der Firma Beckmann Coulter) analysiert. Nach Anregung
der Zellen mittels Argon-Laser wurde der Emissionsbereich der Zellen

aufgezeichnet und in entsprechenden Diagrammen dargestellt.

2.5.2. Analyse der DPPIV-Aktivitat

Die DPPIV-Aktivitdat wurde mittels Spektralphotometrie von Frau Eva Altrock
gemessen.

Hierfur wurden 20 pl Patientenserum mit 10 pl des DPPIV-Substrats Gly-Pro-p-
Nitroanilid (Firma Sigma Chemie) und mit 170 pl M TRIS-HCI, welches einen pH-
Wert von 8,0 hatte, versetzt. Die Menge des durch DPPIV abgespaltenen p-
Nitroanilid wurde Uber 10 Minuten im Spektralphotometer bei 405 nm gemessen.
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Von diesem Extinktionsanstieg konnte die DPPIV-Aktivitat abgeleitet werden
[121, 122].

2.6. Analyse der Immunsuppressiva

2.6.1. Tacrolimus

Es wurde der Tacrolimus-Talspiegel aus EDTA-Vollblut mittels
Massenspektrometrie routinemafig mit einer validierten Methode [123] von
technischen Assistentinnen des Zentralinstituts fur Klinische Chemie und
Laboratoriumsmedizin bestimmt. Der Hersteller der hierfir verwendeten
LC/MS/MS-Anlage, bestehend aus dem Alliance® 2695 LC-System und dem
Quattro micro®-Massenanalysator, war die Firma Waters.

Die Vollblutprobe wurde mit Zinksulfat und Acetonitril prazipiert und der
Uberstand chromatografisch aufgetrennt. AnschlieBend erfolgte die Analyse der
spezifischen Massenlbergange, im Fall von Tacrolimus ein Massenubergang
von 821,4-768,45 m/z. Mitgefuhrt wurde als interner Standard, Ascomycin, das
einen Massenubergang bei 809,4-756,45 m/z hat [124]. Die interne
Qualitatskontrolle wurde mit kommerziellen Kontrollen der Firma Chromsystems
durchgefuhrt. Fur die externe Qualitatskontrolle wurde an einem Ringversuch der

Firma Analytical Services International Ltd. (ASI Ltd.) teilgenommen.

2.6.2. MPA, fMPA, MPAG und AcMPAG

Fir die Plasmakonzentrationen von Mycophenolsaure (MPA), freier
Mycophenolsaure (fMPA) und der Metaboliten Mycophenolsaure-Glukuronid
(MPAG) sowie Acylglukuronid der Mycophenolsaure (AcMPAG) wurde die
Hochleistungs-Flussigkeitschromatographie (HPLC) benutzt. Die Untersuchung
erfolgte mit einer validierten HPLC-Messmethode mit UV-Detektion [125].

Hierfur wurden 2 ml EDTA-Vollblut 10 Minuten lang bei 4000 U/min und 20°C
zentrifugiert und das Plasma anschlieBend in 1,5 ml Eppendorf-Gefalle

abpipettiert. Bis zur Analyse wurden die Proben bei -20°C eingefroren.
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Das aufgetaute Plasma wurde mit dem internen Standard Carboxy-Butoxy-Ather
der Mycophenolsaure (MPAC) gemischt und dann einer Proteinprazipation mit
Perchlorsaure und Natriumwolframat unterzogen. Nach funfminutiger
Zentrifugation in einer Eppendorfzentrifuge (13000 Upm) wurden 50 pl des
Uberstands in die HPLC-Anlage (Thermo Fisher) injiziert. Die Trennung von MPA
und AcMPAG erfolgte Uber eine Zorbax Eclipse XDB-C8 Saule (WiCom GmbH).
Zur Messung von fMPA wurden 300 pl Plasma in eine Centrifree® Micropartition-
System (Amicon) pipettiert und fur 40 min bei 200 g und 200°C zentrifugiert. Das
Ultrafiltrat (100ul) wurde dann mit dem internen Standard gemischt und in die
HPLC-Anlage injiziert.

Die interne Qualitatskontrolle wurde mit kommerziellen Kontrollen der Firma
Chromsystems durchgefuhrt. Fur die externe Qualitatskontrolle wurde an einem
Ringversuch der Firma Analytical Services International Ltd. (ASI Ltd.)
teilgenommen. Die Messung erfolgte durch technische Assistentinnen des

Zentralinstituts fur Klinische Chemie und Laboratoriumsmedizin.

2.7. Weitere Analyten und Nachweis von Viren

2.7.1. Leukozyten

Die Leukozytenzahl wurde im Rahmen der automatisierten Erstellung des kleinen
Blutbildes gemessen. Hierfur kommt im Zentralinstitut fur Klinische Chemie und
Laboratoriumsmedizin der Autoanalyser Advia 2120 der Firma Siemens zum
Einsatz. Die Messung und Differenzierung der Leukozyten beruht auf dem
Prinzip der Streuung im Laserlichtstrahl und zytochemischen Reaktionen. Das
Labor fuhrt die gesetzlich vorgeschriebene interne und externe Qualitatskontrolle
nach der Richtlinie der Bundesarztekammer zu Qualitatssicherung

laboratoriumsmedizinischer Untersuchungen (RiliBAK) durch [126].
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2.7.2. Kreatinin

Die Kreatinin-Messungen erfolgten im Plasma enzymatisch (Kreatinkinase,
Kreatinase, Sarkosinoxidase, Peroxidase). Das hierfur verwendete Reagenz und
Gerat Dimension Vista wurde von der Firma Siemens Healthcare hergestellt.
Das Labor fuhrt die gesetzlich vorgeschriebene interne und externe
Qualitatskontrolle nach der Richtlinie der Bundesarztekammer zu
Qualitatssicherung laboratoriumsmedizinischer Untersuchungen (RiliBAK) durch
[126].

2.7.3. CMV und BKV

Der quantitative Nachweis von CMV und BKV im Urin und Serum geschah durch
die Polymerase-Kettenreaktion (PCR) mit validierten In-Haus-Methoden auf dem
LightCycler-Instrument der Firma Roche Diagnostics. Die Nachweisgrenze
beider Methoden lag bei 100 DNA-Kopien/ml Urin bzw. Plasma. Beide Methoden
werden in der Routinediagnostik eingesetzt, und es wurde wie oben beschrieben
die gesetzlich vorgeschriebene interne und externe Qualitatskontrolle nach der
RiliBAK durchgefiihrt [126].

2.8. Standardimmunsuppression und weitere Medikamente

2.8.1. Immunsuppressive Medikamente

Am Operationstag wurde eine Induktionstherapie mit 20 mg Basiliximab i.v. und
250 mg Prednisolon i.v. durchgefihrt. Dies geschah ca. 4 Stunden vor der
Transplantation. 6 Stunden nach der Operation erhielten die Patienten erneut
250 mg Prednisolon i.v.

Am ersten postoperativen Tag wurden 50 mg i.v. gegeben und die Basistherapie
mit Tacrolimus (0.1 mg/kg/Tag in 2 Dosen p.o). und Mycophenolsaure (2x 720
mg p.o.) gestartet.

Prednisolon wurde am 2. Tag nach der Transplantation auf 0,5 mg/kg reduziert.

Am 4. Tag wurde erneut 20 mg Basiliximab i.v. verabreicht.
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Die gezielte Reduktion von Prednisolon begann am 15. postoperativen Tag. Es
wurden 20 mg/Tag gegeben. Nach 2 Wochen wurde diese Dosis auf 15 mg/d
und dann alle 2 Wochen um 2,5 mg gesenkt, bis nach 3 Monaten die
Erhaltungsdosis von 5 mg/d erreicht war.

Die Standard-Tripel-Therapie bestand also aus Tacrolimus, Mycophenolat und
Prednisolon, wobei die Tacrolimus-Dosierung anhand des gemessenen
Talspiegels (der bis zum 90. Tag 6-8 pg/l und anschlieend 4-6 ug/l sein sollte)
angepasst wurde. Mycophenolsaure wurde ab dem vierten Monat auf 3x 500 mg

und dann nach einem Jahr auf 2x 500 mg reduziert.

Hochrisiko-Patienten erhielten ebenfalls die Standardtherapie. Lediglich bei
einem LCT PRA Uber 85% oder dem Nachweis von donorspezifischen
Antikorpern schon vor der Transplantation wurde eine Induktionstherapie mit
ATG begonnen. Aufgrund der ATG-Therapie wurden diese Patienten von der

Studie ausgeschlossen.

2.8.2. Andere Medikamente

Zusatzlich zu den Immunsuppressiva wurden verschiedene Medikamente
verabreicht.

Im Falle einer CMV-Risikokonstellation, d.h. CMV-negativem Empfanger und
CMV-positivem Spender, erhielten die Patienten prophylaktisch 6 Monate lang
Gancyclovir i.v. bzw. Valgancyclovir p.o.

Die Vorbeugung gegen Pneumocystis-jirovecii-Pneumonie wurde mit
Cotrimoxazol durchgefuhrt.

AuBerdem wurden die Patienten antibiotisch abgedeckt, erhielten Schmerzmittel
und bekamen eine Thromboseprophylaxe verabreicht. Je nach Blutdruck und
Blutzucker wurden entsprechende Antihypertonika und Antidiabetika verabreicht.
Die Vormedikation der Patienten wurde nach Bedarf und Vorerkrankung
beibehalten.
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2.8.3. Immunsuppression bei AbstoRungsreaktion

Wenn die Abstoflungsreaktion histologisch gesichert und nach BANFF-
Klassifikation evaluiert war, wurde eine differenzierte Therapie eingeleitet [127,
128]:
- Bei antikdrpervermittelter AbstoRung wurde eine Plasmapherese und
Immunglobulingabe durchgeflhrt.
- Die Borderline-Rejektion wurde mit einer Kortison-Stol3therapie
behandelt. Es wurden 250 — 500 mg Prednisolon als Kurzinfusion Uber 3-
5 Tage gegeben.
- Die akute biopsiegesicherte T-Zell-vermittelte Abstollung wurde im Fall
von Banff la, Ib und lla mit einer Kortison-Sto3therapie und zusatzlich mit
einer Erhdhung des Tacrolimus-Spiegels behandelt. Bei Banff IIb und I
kam hier zusatzlich die Thymoglobulin-Gabe hinzu.
- Bei steroidresistenten AbstoRungsreaktionen wurde mit Thymoglobulin
behandelt.

2.9. Statistik und Tabellen bzw. Abbildungen

Die statistische Auswertung wurde mit dem Programm MedCalc® der Firma
MedCalc Software bvba (Oostende, Belgien) vorgenommen.

Mit Hilfe des Wilcoxon-Tests wurden die abhangigen Variablen berechnet.

Die Berechnung der unabhangigen Variablen erfolgte mit dem Mann-Whitney-U-
Test.

Die Korrelationsanalysen erfolgten durch Berechnung des Spearman’s
Rangkorrelationskoeffizienten Rho.

Die signifikanten Ergebnisse wurden mit einer ROC-Analyse verifiziert und die
ROC-Kurve dargestellt.

Bei einem p-Wert von < 0,05 wurde von einem statistisch signifikanten
Unterschied ausgegangen. Ein Ergebnis von Rho > +0,7 / < -0,7 wurde als gute
Korrelation gesehen, Rho > +0,9 / <-0,9 als sehr gute Korrelation.

Die Abbildungen wurden meist im Programm MedCalc® erstellt und mit Microsoft

PowerPoint® verandert. Die Tabellen entstanden direkt in Microsoft Word®.
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3. ERGEBNISSE

3.1. Patientenkollektiv

Die 70 in die Studie eingeschlossenen Patienten waren im Median 52,5 Jahre alt.
Der jungste war 20 Jahre, der alteste 72 Jahre alt. Mit 38 Mannern und 32 Frauen
war die Geschlechterverteilung relativ ausgeglichen. Auch die Alters-verteilung
war in den beiden Gruppen sehr ahnlich. Die mannlichen Patienten waren im
Median 55 (22-72) Jahre, die weiblichen Patienten 49 (20-69) Jahre alt.

Der Abstand zwischen Transplantationsdatum und Abnahmezeitpunkt der

Blutprobe P4 lag zwischen 30 und 383 Tagen, im Median 160 Tage.
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Abb. 4: Abstand in Tagen zwischen Transplantationsdatum und
Abnahmezeitpunkt P4

Tx = Transplantationsdatum
P4 = Zeitpunkt der Blutprobe der spateren Phase

FUr 60 Patienten war es die erste Nierentransplantation. Zehn Patienten waren
zuvor schon einmal transplantiert worden. Keiner der Probanden hatte mehr als
eine Vortransplantation. In 42 der Falle war eine Leichenniere transplantiert

worden. Eine Lebendspende konnte 28 Mal erfolgen. Es fielen 29 Patienten in
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die Gruppe der Hochrisikopatienten. Sie waren alter als die Ubrigen Patienten
(p=0,04).

80

70 —_— ] Median
T 95%-Konfidenzintervall

60 p=0,04

50 =

40

Alter bei Transplantation

30

20 — T

Hochrisikogruppe(-) Hochrisikogruppe (+)

Abb. 5 Alter der Patienten mit hohem und niedrigem immunologischen
Risiko (Box-Whisker-Blot)

Hochrisikogruppe(-) = niedriges immunologisches Risiko
Hochrisikogruppe(+) = hohes immunologisches Risiko, d.h. Hochrisikopatient

Die 3 haufigsten Ursachen fur die Niereninsuffizienz waren eine Glomerulo-
nephritis (n=15), eine IgA-Nephropathie bzw. IgA-Nephritis (n=10) und die
autosomal-dominante polyzystische Nierenerkrankung/AKPKD (n=8). Bei 14
Patienten war die Grunderkrankung unklar.

In Tabelle 3 sind die Grunderkrankungen aufgeflhrt. Die Gesamtzahl von 73

ergibt sich aufgrund maoglicher Mehrfachnennungen.

33



Tab. 3: Grunderkrankungen der Patienten

Grunderkrankung Anzahl Anteil in %
Glomerulonephritis 15 20,5
Unklare Ursache 14 19,2
IgA-Nephritis/-Nephropathie 10 13,7
AKPDK 8 11
Nephrosklerose 6 8,2
Refluxnephropathie 3 4,1

Diabetische Nephropathie
Chronische Pyelonephritis
Interstitielle Nephritis
Obstruktive Uropathie

je?2 je 2,7

Balkannephritis

Zystische Nierendegeneration
Vaskulare Nephropathie
Lithotripsie
Analgetikanephropathie je1 je1,4
Nierenagenesie

HUS

Schrumpfniere

Polyzystische Nierendegeneration vom infantilen Typ

AKPDK = autosomal-dominante polyzystische Nierenerkrankung
HUS = hamolytisch uramisches Syndrom

3.1.1. Klinische Ereignisse

Bei 15 der Patienten trat im Beobachtungszeitraum eine Leukopenie auf. Die
Leukopenie-Patienten waren im Vergleich junger als die Patienten, bei denen
keine Leukopenie auftrat (p=0,01).
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Abb. 6: Alter der Patienten ohne und mit Leukopenie im
Beobachtungszeitraum nach P4 (Box-Whisker-Blot)

(-) = kein Ereignis

(+) = stattgefundenes Ereignis

Fanf Patienten hatten im Beobachtungszeitraum mindestens eine
AbstoRRungsreaktion, die mit Kortikoiden behandelt werden musste.

Bei der Krankenhausentlassung nach erfolgter Transplantation war das Kreatinin
im Blut im Median bei 1,3 mg/dl (0,5 bis 5,6 mg/dl), und ein Jahr nach
Transplantation war das Kreatinin im Durchschnitt ebenfalls bei 1,3 mg/dl (0,7 bis
4,1 mg/dl).

Im 2-Monats-Zeitraum war der Kreatinin-Wert bei den Patienten mit aufgetretener
Leukopenie tendenziell, aber nicht signifikant, hoher (p=0,0640) als bei den
Patienten ohne Leukopenie.

Bei der GFR war dieser Unterschied im 2-Monats-Zeitraum sogar signifikant
(p=0,0192). Im Verlauf war die GFR im Median von 50 an Tag 14 auf 43 an P4
leicht gesunken (p=0,05).

In der Leukopenie-Gruppe lagen niedrigere GFR-Werte vor. Im 6-Monats-
Zeitraum konnte dies allerdings nicht mehr bestatigt werden.

In 38 Fallen hatten die Patienten einen Infekt. Ein Harnwegsinfekt war hier die

haufigste Ursache. Andere Infekte, z.B. Pneumonien, traten in 29 Fallen auf.
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3.1.2. Infektionen, Erreger und antibiotische Therapie

Zur Gruppe der Gesamtinfektionen wurden alle Infektionen gezahlt, die im
Beobachtungszeitraum aufgetreten waren. Die meisten Infektionen waren nach
Harnwegsinfekten diejenigen, die durch eine BKV-Infektion (n=18) oder eine
Cytomegalievirus-Infektion (n=10) verursacht wurden. In 3 Fallen hatten
Patienten einen Herpes zoster und dreimal waren die Ursachen anderer Natur
(Appendizitis mit nachfolgender Appendektomie, Angina tonsillaris und
Glomerulonephritis unklarer Genese).

In 16 Fallen waren bakterielle Erreger nachzuweisen.

Tab. 4: Bakterielle Erreger

Erreger Anzahl Anteil in %
Escherichia coli 5 31,3
Klebsiella pneumoniae 3 18,8
Enterococcus faecalis 2 12,5

Proteus mirabilis
Clostridium difficile
Enterococcus faecium
Salmonella typhimurium
Pseudomonas aeruginosa
Campylobacter jejunum

je 1 6,3

Die antibiotische bzw. virostatische Abdeckung erfolgte in den meisten Fallen mit

Ciprofloxacin und Amoxicillin.
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Tab. 5: Verabreichte Antibiotika

Antibiotikum Anzahl Anteil in %
Ciprofloxacin 10 25,6
Amoxicillin 8 20,5
Cefpodoxim 5 12,8
Meropenem

Ceftriaxon 3 7,7
Me.tronildazol 2 51
Aciclovir

Linezolid

Clarithomycin 1 26

Levofloxacin
Unbekannt

3.2. Biomarker

Der prozentuelle Anteil der CD3-, CD4- und CD8-T-Lymphozyten, die CD26
tragen, ist in Tabelle 6 zusammengefasst. In derselben Tabelle ist auch die
DPPIV-Aktivitat in U/ml gelistet.

Die Probenanzahl ergibt sich i.d.R. aus der Anzahl der Patienten.

Da flr die Messungen Restproben der Routineuntersuchung genutzt wurden, war
fur die Bestimmung der Biomarker teilweise zu wenig Material vorhanden. Vor
allem bei der DPPIV-Aktivitat sind daher weniger Proben vorhanden als
Patienten in die Studie eingeschlossen wurden.
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Tab. 6: CD26 positive T-Zellen sowie DPPIV-Aktivitdat zum Zeitpunkt P4

95%-
P4 Probenanzahl | Median Minimum | Maximum Konfidenz-
intervall
CD?’*{,/S);D%* 70 6.8 17 30,2 5,8-9.5
CD4+{,/SD26+ 70 5.1 0.7 253 3,8-6.0
CDS*{,ED%* 70 19 0.2 10,5 15-2.4
DPPIV-
Aktivitat 66 47 .2 28 90,9 42,3-54,5
U/ml

P4 = Blutprobe der spateren Phase

CD3+/CD26+ % = Prozentualer Anteil der CD3-T-Zellen, die den Biomarker CD26 tragen
CD4+/CD26+ % = Prozentualer Anteil der CD4-T-Zellen, die den Biomarker CD26 tragen
CD8+/CD26+ % = Prozentualer Anteil der CD8-T-Zellen, die den Biomarker CD26 tragen

3.2.1. Verlauf der untersuchten Biomarker in der frithen und
spateren Phase

Mit Hilfe des Wilcoxon-Tests wurde gepruft, ob sich die Expression bzw. Aktivitat
der Biomarker in der frihen Phase und der spateren Phase nach
Nierentransplantation unterschieden.

Die Daten von Tag 0 bis Tag 14 stammen von der Vorganger-Studie von Fr. Dr.
Leicht [76]. Die Daten der Blutprobe P4 der spateren Phase sind farblich
hervorgehoben.

Wenn das Ergebnis signifikant war, wurde in den Abbildungen der P-Wert
angegeben.

Bei fehlender Markierung lag kein signifikantes Ergebnis vor, d.h. der P-Wert war
uber 0,05.

Der Verlauf von CD3+/CD26+ % zeigte einen signifikanten Abfall zwischen Tag

14 und P4. Der Vergleich der Tage 0, 3 und 7 zu P4 war nicht signifikant.
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Abb. 7: Verlauf von CD3+/CD26+ %

CD3+/CD26+ % = Prozentualer Anteil der CD3-T-Zellen, die den Biomarker CD26 tragen
P4 = Blutprobe der spateren Phase

Bei CD4+/CD26+ % war im Verlauf zwischen Tag 14 und P4 ein signifikanter
Abfall zu sehen (p=0,002).
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Abb. 8: Verlauf von CD4+/CD26+ %

CD4+/CD26+ % = Prozentualer Anteil der CD4-T-Zellen, die den Biomarker CD26 tragen
P4 = Blutprobe der spateren Phase

Bei CD8+/CD26+ % war kein signifikanter Unterschied zwischen Tag 14 und P4
zu sehen. Lediglich von Tag 3 zu P4 zeigte sich ein signifikanter Anstieg (p=0,02).
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Abb. 9: Verlauf von CD 8+/CD26+ %

CD8+/CD26+ % = Prozentualer Anteil der CD8-T-Zellen, die den Biomarker CD26 tragen
P4 = Blutprobe der spateren Phase

Auch bei der DPPIV-Aktivitat war der Unterschied von Tag 14 zu P4 nicht
signifikant. Zwischen Tag 0 und P4 und zwischen Tag 3 und P4 war der Abfall
der DPPIV-Aktivitat signifikant.
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Abb. 10: Verlauf der DPPIV-Aktivitat U/ml
P4 = Blutprobe der spateren Phase
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3.2.2. Vergleich der Biomarker in den verschiedenen
Patientengruppen
3.2.2.1. Geschlecht

Es zeigte sich in Hinsicht auf die Biomarker zum Zeitpunkt P4 kein signifikanter

Unterschied zwischen dem Geschlecht der Patienten.

Tab. 7: CD26 positive T-Zellen sowie DPPIV-Aktivitat zum Zeitpunkt P4 bei
Mannern und Frauen

95%-

Probenanzahl Median Minimum | Maximum Konfidenz-

P4 intervall

M W M w M W M W M w
CD3+/CD26+ 46- | 5,8-
% 36 34 64 |84 17| 21 302|292 08 | 12.2
CD4+/CD26+ 35- | 38
% 36 34 41 |56 | 09 | 0,7 | 23,9| 25,3 78 77
CD8+/CD26+ 13 | 15-
% 36 34 1,7 1 20| 02 | 06 | 6,1 (10,5 24 57

DPPIV-

Aktvitit | 34 | 32 |527|449(323|28,0(90,9|665| o0 | o
U/ml 58,0 | 54,3

P4 = Blutprobe der spateren Phase

CD3+/CD26+ % = Prozentualer Anteil der CD3-T-Zellen, die den Biomarker CD26 tragen
CD4+/CD26+ % = Prozentualer Anteil der CD4-T-Zellen, die den Biomarker CD26 tragen
CD8+/CD26+ % = Prozentualer Anteil der CD8-T-Zellen, die den Biomarker CD26 tragen
M = ménnlich, W = weiblich
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3.2.2.2. Hochrisikogruppe

Der Vergleich der Patienten mit normalem und hohem Risiko zeigte bezuglich

der Biomarker zum Zeitpunkt P4 ebenfalls keinen signifikanten Unterschied.

Tab. 8: CD26 positive T-Zellen sowie DPPIV-Aktivitat zum Zeitpunkt P4 bei
Patienten mit normalem und hohem Risiko

95%-

Probenanzahl Median Minimum Maximum Konfidenz-

P4 intervall
NR HR NR | HR | NR | HR | NR | HR NR HR
CD3+/CD26+ 6,1- | 4,9-
% 29 41 88 | 6,3 | 3,1 1,7 |1 29,2 | 30,2 12.6 9.1
CD4+/CD26+ 3,8- 3,6-
% 29 41 56 | 42 | 19 | 0,7 | 253|239 87 58
CD8+/CD26+ 1,6- 1,3-
% 29 41 22 117 | 06 | 02 | 7,6 | 10,5 32 22

DPPIV-

Aktivitat 27 | 39 |471 481323280706 000|403 | 422
U/ml 55,7 | 55,2

P4 = Blutprobe der spateren Phase

CD3+/CD26+ % = Prozentualer Anteil der CD3-T-Zellen, die den Biomarker CD26 tragen
CD4+/CD26+ % = Prozentualer Anteil der CD4-T-Zellen, die den Biomarker CD26 tragen
CD8+/CD26+ % = Prozentualer Anteil der CD8-T-Zellen, die den Biomarker CD26 tragen
NR = normales Risiko, HR = Hochrisiko
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3.2.2.3. Postmortal vs Lebendspende

Es zeigte sich in Hinsicht auf die Biomarker zum Zeitpunkt P4 kein signifikanter

Unterschied zwischen der Art der Transplantation.

Tab. 9: CD26 positive T-Zellen sowie DPPIV-Aktivitat zum Zeitpunkt P4 bei
Patienten mit postmortaler Spende und Lebendspende

95%-

Probenanzahl Median Minimum Maximum Konfidenz-

P4 intervall

PM LS PM | LS | PM | LS | PM | LS PM LS
CD3+/CD26+ 4,7- | 5,7-
% 42 28 64 | 91 | 2,1 1,7 | 30,2 | 25,2 8.9 13,2
CD4+/CD26+ 3,6- 3,8-
% 42 28 42 |1 6,0 | 0,7 | 0,9 | 25,3| 18,6 56 8.7
CD8+/CD26+ 1,1- 1,6-
% 42 28 1,8 | 2.1 021102 ]| 76 |105 24 3.0

DPPIV-

Aktivitat 41 | 25 |485 471280325000 849 |41.0-|41,0-
U/ml 54,8 | 56,4

P4 = Blutprobe der spateren Phase

CD3+/CD26+ % = Prozentualer Anteil der CD3-T-Zellen, die den Biomarker CD26 tragen
CD4+/CD26+ % = Prozentualer Anteil der CD4-T-Zellen, die den Biomarker CD26 tragen
CD8+/CD26+ % = Prozentualer Anteil der CD8-T-Zellen, die den Biomarker CD26 tragen
PM = postmortale Spende, LS = Lebendspende
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3.2.2.4. Ersttransplantation vs Vortransplantation

Patienten, die vortransplantiert sind, haben ein hoheres Gefahrdungspotential als
die Empfanger, die zum ersten Mal transplantiert werden.

Bei den Biomarkern zum Zeitpunkt P4 war allerdings kein signifikanter
Unterschied messbar abhangig davon, ob die Patienten ihre erste

Transplantation bekamen oder ob sie schon vortransplantiert waren.

Tab. 10: CD26 positive T-Zellen sowie DPPIV-Aktivitat zum Zeitpunkt P4 bei
Ersttransplantation und Vortransplantation

95%-

Probenanzahl Median Minimum | Maximum Konfidenz-

P4 intervall

E V E V E V E V E \/
CD3+/CD26+ 57- 5,5-
% 60 10 6,5 | 84 | 1,7 43 29,2 3,02 9.7 218
CD4+/CD26+ 3,7- 4,5-
% 60 10 42 1 6,5 |0, 7| 2,8 |253|239 6.3 13.8
CD8+/CD26+ 1,4- 1,2-
% 60 10 1,8 1 22 (0,2| 0,2 |10,5|10,4 23 5.0

DPPIV-

Aktivitat 56 | 10 |47.7|421| 28 |358|84.9 90,9 | 431- | 385
U/ml 54,8 56,6

P4 = Blutprobe der spateren Phase

CD3+/CD26+ % = Prozentualer Anteil der CD3-T-Zellen, die den Biomarker CD26 tragen
CD4+/CD26+ % = Prozentualer Anteil der CD4-T-Zellen, die den Biomarker CD26 tragen
CD8+/CD26+ % = Prozentualer Anteil der CD8-T-Zellen, die den Biomarker CD26 tragen
E = Ersttransplantation, V = Vortransplantation
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3.3. Immunsuppression

Die Konzentrationen der Immunsuppressiva Tacrolimus und Mycophenolsaure
(MPA) und ihrer Metaboliten Mycophenolat-Glucuronid (MPAG) und MPA-
Acylglucuronid (AcMPAG) zum Zeitpunkt P4 sind in Tabelle 11
zusammengefasst. Hier erfasst sind aullerdem die freie Mycophenolsaure
(fMPA) und der prozentuale Anteil der freien Mycophenolsaure (%fMPA).

Die Probenanzahl entspricht auch hier der Patientenzahl. Aufgrund von
fehlendem Material oder Fehimessungen ist die Probenanzahl teilweise geringer.
Die Laborwerte-Einheiten sind fur Tacrolimus pg/l, fur MPA mg/l, far fMPA pgl/l,
fur MPAG mg/l, fir AcCMPAG mg/l und fir DPPIV U/I.

Tab. 11: Inmunsuppressiva-Konzentrationen zum Zeitpunkt P4

95%-
P4 Probenanzahl Median Minimum Maximum Konfidenz-
intervall
Tac 69 6,7 2,9 16,2 5,8-7,3
MPA 66 2,6 0,5 33,2 2,9-54
fMPA 67 28,2 5,6 380,2 25,5-43,6
%fMPA 66 1,2 0,6 3,1 1,1-1,4
AcMPAG 48 0,2 0,0 1,3 0,1-0,3
MPAG 66 66,5 17,1 279,5 58,9-76,5

P4 = Blutprobe der spateren Phase

Tac = Tacrolimus

MPA = Mycophenolsaure

fMPA = freie Mycophenolsaure

%fMPA = prozentualer Anteil der freien Mycophenolsaure
AcMPAG = MPA-Acylglucuronid

MPAG = Mycophenolat-Glucuronid
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3.3.1. Verlauf der Inmunsuppression in der frithen und
spateren Phase

Mit Hilfe des Wilcoxon-Tests wurde uUberprift, ob ein Unterschied in der
Konzentration der Immunsuppression zwischen der frihen Phase und der
spateren Phase nach Nierentransplantation bestand.

Auch hier stammen die Daten von Tag 0 bis Tag 14 von der Vorganger-Studie
von Fr. Dr. Leicht [76]. Die Daten der Blutprobe P4 in der spateren Phase sind
farblich hervorgehoben.

Wenn das Ergebnis signifikant war, wurde in den Abbildungen der P-Wert
angegeben.

Bei fehlender Markierung lag kein signifikantes Ergebnis vor, d.h. der P-Wert war
uber 0,05.

Die Konzentration von MPA und fMPA war zwischen Tag 14 der frihen Phase

und P4 der spateren Phase nicht unterschiedlich.
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Abb. 11: Verlauf der MPA-Konzentration

MPA = Mycophenolsaure
P4 = Blutprobe der spateren Phase
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Abb. 12: Verlauf der fMPA-Konzentration

fMPA = freie Mycophenolsaure
P4 = Blutprobe der spateren Phase

Die nachste Grafik zeigt den Verlauf des prozentualen Anteils der fMPA.
In der spateren Phase waren die Konzentrationen im Vergleich zu Tag 14
signifikant niedriger (p=0,006).
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Abb. 13: Verlauf des prozentualen Anteils der fMPA (%fMPA)

%fMPA = prozentualer Anteil der freien Mycophenolsaure
P4 = Blutprobe der spateren Phase

Auch bei den Metaboliten der Mycophenolsaure, MPAG und AcMPAG, war ein
signifikanter Abfall der Konzentration von Tag 14 zu P4 festzustellen.
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Abb. 14: Verlauf der MPAG-Konzentration

P4 = Blutprobe der spateren Phase
MPAG = Mycophenolat-Glucuronid
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Abb. 15: Verlauf der AcMPAG-Konzentration
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P4 = Blutprobe der spateren Phase
AcMPAG = MPA-Acylglucuronid

Bei der Tacrolimuskonzentration konnte zwischen Tag 14 und P4 kein

signifikanter Unterschied festgestellt werden.
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Abb. 16: Verlauf der Tacrolimus-Konzentration

P4 = Blutprobe der spateren Phase
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3.4. Korrelation der Biomarker und Immunsuppression zum

Zeitpunkt P4

Mit Hilfe der Spearman-Korrelationskoeffizienz wurde die Beziehung zwischen

den Biomarkern und der Immunsuppression zum Zeitpunkt P4 untersucht. Diese

sind in den Tabellen 12 bis 15 dargestellt.

Fur die korrelierenden Parameter wurde jeweils ein Punktediagramm erstellt

(Abbildungen 17 bis 22).

3.4.1. CD3+/CD26+ %

Es zeigte sich eine schwache Korrelation zwischen CD3+/CD26+ und fMPA (Rho
= -0,38, p<0,01). Die restlichen Parameter korrelierten nicht mit CD3+/CD26+.
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Tab. 12: Korrelation von CD3+/CD26+
Immunsuppressiva zum Zeitpunkt P4

%

mit der Konzentration der

95%-
CD3+{)CD26+ Probenanzahl Rho Slgr_nflkanz- _Konfldeng-
%o niveau intervall fir
Rho
Tac 69 -0,12 p=0,33 -0,35 bis 0,12
MPA 66 -0,21 p=0,1 -0,43 bis 0,04
fMPA 67 -0,38 p=0,001 -0,57 bis -0,16
MPAG 66 -0,09 p=0,5 -0,32 bis 0,16

CD3+/CD26+ % = Prozentualer Anteil der CD3-T-Zellen, die den Biomarker CD26 tragen

Tac = Tacrolimus

MPA = Mycophenolsaure

fMPA = freie Mycophenolsdure
MPAG = Mycophenolat-Glucuronid
Rho = Spearman-Reihenkorrelationskoeffizienz
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Abb. 17: Expression von CD3+/CD26+ in Abhangigkeit von der fMPA-

Konzentration zum Zeitpunkt P4

CD3+/CD26+ % = Prozentualer Anteil der CD3-T-Zellen, die den Biomarker CD26 tragen
fMPA = freie Mycophenolsaure
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3.4.2. CD4+/CD26+ %

Zwischen CD4+/CD26+ und fMPA war ebenfalls eine schwache Korrelation

nachzuweisen (Rho =-0,37, p<0,01). Auch hier zeigten die restlichen Ergebnisse

keine Korrelation mit CD4+/CD26+.

Tab. 13: Korrelation von CD4+/CD26+

Immunsuppressiva zum Zeitpunkt P4

mit der Konzentration der

95%-
CD4+{)CD26+ Probenanzahl Rho Slgr_uflkanz- _Konfldeng-
Yo niveau intervall fur
Rho
Tac 69 -0,01 p=0,92 -0,25 bis 0,23
MPA 66 -0,21 p=0,09 -0,43 bis 0,03
fMPA 67 -0,37 p=0,002 -0,56 bis -0,14
MPAG 66 -0,11 p=0,4 -0,34 bis 0,14

CD4+/CD26+ % = Prozentualer Anteil der CD4-T-Zellen, die den Biomarker CD26 tragen

Tac = Tacrolimus

MPA = Mycophenolsaure

fMPA = freie Mycophenolsaure
MPAG = Mycophenolat-Glucuronid
Rho = Spearman-Reihenkorrelationskoeffizienz
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Abb. 18: Expression von CD4+/CD26 in Abhangigkeit von der fMPA-
Konzentration zum Zeitpunkt P4

CD4+/CD26+ % = Prozentualer Anteil der CD4-T-Zellen, die den Biomarker CD26 tragen
fMPA = freie Mycophenolsaure

3.4.3. CD8+/CD26+ %

CD8+/CD26+ korrelierte schwach mit Tacrolimus (rho=-0,26, p=0,03) und fMPA
(Rho =-0,35, p<0,01). Es zeigte sich keine Korrelation mit MPA und mit MPAG.

Tab. 14: Korrelation von CD8+/CD26+ %
Immunsuppressiva zum Zeitpunkt P4

mit der Konzentration der

95%-
CD8+{)CD26+ Probenanzahl Rho Slgr_uflkanz- _Konfldeng-
Yo niveau intervall fur
Rho
Tac 69 -0,26 p=0,03 -0,47 bis -0,02
MPA 66 -0,15 p=0,22 -0,38 bis 0,09
fMPA 67 -0,35 p=0,004 -0,54 bis -0,12
MPAG 66 -0,03 p=0,83 -0,27 bis 0,22

CD8+/CD26+ % = Prozentualer Anteil der CD8-T-Zellen, die den Biomarker CD26 tragen

Tac = Tacrolimus

MPA = Mycophenolsaure
fMPA = freie Mycophenolsaure
MPAG = Mycophenolat-Glucuronid
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Abb. 19: Expression von CD8+/CD26+ % in Abhangigkeit von der
Tacrolimus-Konzentration zum Zeitpunkt P4

CD8+/CD26+ % = Prozentualer Anteil der CD8-T-Zellen, die den Biomarker CD26 tragen
Tac = Tacrolimus
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Abb. 20: Expression von CD8+/CD26+ % in Abhangigkeit von der fMPA-
Konzentration zum Zeitpunkt P4

CD8+/CD26+ % = Prozentualer Anteil der CD8-T-Zellen, die den Biomarker CD26 tragen
fMPA = freie Mycophenolsaure

53



3.4.4. DPPIV-Aktivitat U/l

Auch die DPPIV-Aktivitat korrelierte schwach mit Tacrolimus (Rho = -0,40,
p<0,01) und fMPA (Rho = -0,25, p<0,05). MPA und MPAG korrelierten ebenfalls

nicht mit der DPPIV-Aktivitat.
Tab. 15: Korrelation der DPPIV-Aktivitat mit der Konzentration der
Immunsuppressiva zum Zeitpunkt P4
95%-
DPPIV- S .
Aktivitat Probenanzahl Rho R
niveau intervall fr
u/
Rho
Tac 65 -0,40 p=0,0009 -0,59 bis -0,18
MPA 63 -0,22 p=0,09 -0,44 bis 0,03
_ -0,46 bis -
fMPA 64 -0,25 p=0,0498 0,0005
MPAG 63 -0,32 p=0,01 -0,53 bis -0,08
Tac = Tacrolimus
MPA = Mycophenolsaure
fMPA = freie Mycophenolsaure
MPAG = Mycophenolat-Glucuronid
Rho = Spearman-Reihenkorrelationskoeffizienz
100 F
90| ‘
80| n=65
2 70 Rho=-0,40
< eol P<0,01
= I
& 501
a) I
40
30}
20 | L 1 1 1 1 1 1 1 1
2 4 6 8 10 12 14 16 18
Tac
Abb. 21: Expression der DPPIV-Aktivitat in Abhangigkeit von der

Tacrolimuskonzentration zum Zeitpunkt P4

Tac = Tacrolimus
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Abb. 22: Expression der DPPIV-Aktivitat in Abhangigkeit von der fMPA-
Konzentration zum Zeitpunkt P4
fMPA = freie Mycophenolsaure

Da MPAG uber die Niere ausgeschieden wird, wurde im Anschluss noch gepruft,
ob die DPPIV-Aktivitat mit der Kreatinin-Konzentration korreliert. Dies war nicht
der Fall (n = 66, Rho =-0,1, p = 0,41, 95%-Konfidenzintervall fur Rho = -0,34 bis
0,14).

3.5. Korrelation der DPPIV-Konzentration mit den Biomarkern
CD3+/CD26+ %, CD4+/CD26+ % und CD8+/CD26+ % zum
Zeitpunkt P4

Die Beziehung zwischen den Biomarkern CD3+/CD26+ %, CD4+/CD26+ % und
CD8+/CD26+ % und der DPPIV-Konzentration zum Zeitpunkt P4 wurde mit Hilfe
des Spearman-Korrelationskoeffizients untersucht.

Es konnte keine Korrelation festgestellt werden, weshalb auf die Darstellung in

einem Punktediagramm verzichtet wurde.
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Tab. 16: Korrelation der DPPIV-Aktivitat mit den Biomarkern CD3+/CD26+
%, CD4+/CD26+ % und CD8+/CD26+ % zum Zeitpunkt P4

95%-
DPPIV Probenanzahl Rho Signifikanz- | Konfidenz-
niveau intervall fir
Rho
CD3+{)/(:D26+ 64 -0,14 p=0,33 -0,37 bis 0,11
CD4+{)§03D26+ 64 0,17 p=0,17 -0,4 bis 0,08
CD8+{)2D26+ 64 0,07 p=0,59 -0,18 bis 0,31

CD3+/CD26+ % = Prozentualer Anteil der CD3-T-Zellen, die den Biomarker CD26 tragen
CD4+/CD26+ % = Prozentualer Anteil der CD4-T-Zellen, die den Biomarker CD26 tragen
CD8+/CD26+ % = Prozentualer Anteil der CD8-T-Zellen, die den Biomarker CD26 tragen
Rho = Spearman-Reihenkorrelationskoeffizienz

3.6. Kilinische Ereignisse und Biomarker bzw.
Immunsuppression

3.6.1. Gesamtinfektion

3.6.1.1. Assoziation zwischen Biomarkern und Gesamtinfektion
im Beobachtungszeitraum nach P4

Die Patienten, die eine Infektion und diejenigen, die keine Infektion 2 bzw. 6
Monate nach der Blutentnahme zum Zeitpunkt P4 hatten, wurden hinsichtlich von
Unterschieden in der Expression von CD26 und der Aktivitat der DPPIV
verglichen.

Es konnten bei der Expression von CD26 auf den T-Zellen und T-
Zellsubpopulationen CD4 und CD8 sowie der DPPIV-Aktivitat keine signifikanten
Unterschiede bei Patienten mit oder ohne Infektion festgestellt werden.
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Tab. 17: CD26-positive T-Zellen sowie DPPIV-Aktivitdat und Gesamtinfektion
im 2-Monats-Zeitraum nach dem Zeitpunkt P4

95%-

Probenanzahl Median Minimum Maximum Konfidenz-

2 Mon intervall

N J N J N J N J N J

CD3+/CD26+ 5,6- | 5,0-

% 43 27 64 | 89 | 1,7 | 256 | 30,2 | 29,2 101 | 13.4

CD4+/CD26+ 3,7- | 3,8-

% 43 27 43 | 56 | 0,7 | 16 | 23,9 | 25,3 6.4 83

CD8+/CD26+ 1,4- 1,2-

% 43 27 18 1221020276 |10,5 23 29
DPPIV-

Aktivitat 40 | 26 |523|449|280|323|909]849| 424|399

U/l 55,7 | 54,6

2 Mon = 2-Monats-Zeitraum

CD3+/CD26+ % = Prozentualer Anteil der CD3-T-Zellen, die den Biomarker CD26 tragen
CD4+/CD26+ % = Prozentualer Anteil der CD4-T-Zellen, die den Biomarker CD26 tragen
CD8+/CD26+ % = Prozentualer Anteil der CD8-T-Zellen, die den Biomarker CD26 tragen
N = Patienten ohne Infektion, J = Patienten mit Infektion

Tab. 18: CD26-positive T-Zellen sowie DPPIV-Aktivitat und Gesamtinfektion
im 6-Monats-Zeitraum nach dem Zeitpunkt P4

95%-

Probenanzahl Median Minimum Maximum Konfidenz-

6 Mon intervall

N J N J N J N J N J
CD3+/CD26+ 57- | 51-
% 32 38 84 | 64 | 1,7 | 25 |30,2 29,2 14| 96
CD4+/CD26+ 35- | 38
% 32 38 55|45 | 0,7 | 16 | 23,9 25,3 8.9 6.7
CD8+/CD26+ 1,4- | 1,2-
% 32 38 1911910202 76 |105 3.0 55

DPPIV-

Aktvitit | 30 | 36 |47.7|47.2|280 323|909 |849 | T | 1%
U/ml 56, 54,9

6 Mon = 6-Monats-Zeitraum

CD3+/CD26+ % = Prozentualer Anteil der CD3-T-Zellen, die den Biomarker CD26 tragen
CD4+/CD26+ % = Prozentualer Anteil der CD4-T-Zellen, die den Biomarker CD26 tragen
CD8+/CD26+ % = Prozentualer Anteil der CD8-T-Zellen, die den Biomarker CD26 tragen
N = Patienten ohne Infektion, J = Patienten mit Infektion
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3.6.1.2. Assoziation zwischen der Konzentration der
Immunsuppressiva und Gesamtinfektion im
Nachbeobachtungszeitraum nach P4

Auch die Immunsuppressivakonzentrationen wurden bei Patienten mit und ohne

Infektionen verglichen.
Far MPAG und AcMPAG lagen keine Messwerte vor.
Die Patienten, die im Zeitraum von zwei Monaten nach P4 eine Infektion hatten,

wiesen zum Zeitpunkt P4 signifikant héhere Tacrolimus-Spiegel auf (p=0,0381).

Tab. 19: Immunsuppressiva-Konzentrationen zum Zeitpunkt P4 und
Gesamtinfektion im 2-Monats-Zeitraum

95%-

Probenanzahl | Median Minimum Maximum Konfidenz-

2 Mon intervall
N J N | J | N|J N J N J
7,5 53- | 60-

Tac | 43 | 26 |62 |77 |31]29| 112|162 | 7 | ¥y
2,0- | 2,2-

MPA 43 23 | 2,725 |07 05| 332 | 143 4.2 3.1
22,0- | 24,8-
fMPA | 43 | 23 |364 /282|638 |56 |2932|3802| 3, | aq
. 1,0' 1’0-
%fMPA | 43 23 |12 12]06|06| 31 | 28 | 1.4

2 Mon = 2-Monats-Zeitraum

Tac = Tacrolimus

MPA = Mycophenolsaure

fMPA = freie Mycophenolsaure

%fMPA = prozentueller Anteil der freien Mycophenolsaure
N = Patienten ohne Infektion, J = Patienten mit Infektion

* =p<0,05

Beim Zeitraum von sechs Monaten nach P4 war die Tacrolimuskonzentration
zum Zeitpunkt P4 bei den Patienten mit Infektion im Trend hoher, jedoch war hier
das Ergebnis nicht signifikant (p=0,0573).
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Tab. 20: Immunsuppressiva-Konzentrationen zum Zeitpunkt P4 und
Gesamtinfektion im 6-Monats-Zeitraum

95%-
Probenanzahl Median Minimum Maximum Konfidenz-
6 Mon intervall

N J N J N J N J N J

5,0- 6,1-

Tac 32 | 87 |59 |78 |31]29]94 162 T3 | Jg
1,5- 2,2-

MPA 31 35 2,7 2,5 0,7 0’5 19’9 3312 4’2 3’2
20,6- | 25,3-

fMPA 31 36 36,4 |282| 68 | 56 | 22,4 | 380,2 534 421
%fMPA 31 35 1,3 111106 | 06 | 3,1 2,8 1,1- 0,9-
L] y L] ) ’ ’ 1’4 1’4

6 Mon = 6-Monats-Zeitraum

Tac = Tacrolimus

MPA = Mycophenolsaure

fMPA = freie Mycophenolsaure

%fMPA = prozentueller Anteil der freien Mycophenolsaure
N = Patienten ohne Infektion, J = Patienten mit Infektion

3.6.2. Virale Infektionen

3.6.2.1. Assoziation zwischen Biomarkern und viralen
Infektionen im Beobachtungszeitraum nach P4

Es wurde geprtft, ob sich Patienten, die 2 bzw. 6 Monate nach dem Zeitpunkt P4
einen viralen Infekt hatten, zum Zeitpunkt P4 hinsichtlich der CD26-Expression
auf T-Zellen und der DPPIV-Aktivitat unterschieden.

Bei Patienten mit viralen Infektionen im 2- bzw. 6-Monats-Zeitraum zeigte sich

kein signifikanter Unterschied bei den Biomarkern zum Zeitpunkt P4.
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Tab. 21: CD26-positive T-Zellen sowie DPPIV-Aktivitat und virale
Infektionen im 2-Monats-Zeitraum nach dem Zeitpunkt P4
95%-
Probenanzahl Median Minimum Maximum Konfidenz-
2 Mon intervall
N J N J N J N J N J
CD3+/CD26+ 5,8- 3.,4-
% 52 18 6,6 | 7,9 1,7 | 2,5 30,2 | 29,2 94 14,1
CD4+/CD26+ 3,8- 2,5-
% 52 18 48 | 55| 0,7 | 1,6 | 23,9 | 25,3 6.6 10,7
CD8+/CD26+ 1,4- 1,1-
% 52 18 1,8 123102 |02 |76 |10,5 23 31
DPPIV-
Aktivitat 48 | 18 |502|433 280|323 9009|665 426|373
u/ml 55,1 | 56,7

2 Mon = 2-Monats-Zeitraum
CD3+/CD26+ % = Prozentualer Anteil der CD3-T-Zellen, die den Biomarker CD26 tragen
CD4+/CD26+ % = Prozentualer Anteil der CD4-T-Zellen, die den Biomarker CD26 tragen
CD8+/CD26+ % = Prozentualer Anteil der CD8-T-Zellen, die den Biomarker CD26 tragen
N = Patienten ohne virale Infektion, J = Patienten mit viraler Infektion

Tab. 22: CD26-positive T-Zellen sowie DPPIV-Aktivitat und virale
Infektionen im 6-Monats-Zeitraum nach dem Zeitpunkt P4

95%-

Probenanzahl Median Minimum Maximum Konfidenz-

6 Mon intervall

N J N J N J N J N J
CD3+/CD26+ 5,6- | 4,5-
% 47 23 6,7 | 69 | 1,7 | 2,5 | 30,2 | 29,2 10.1 13.2
CD4+/CD26+ 3,8- | 2,9-
% 47 23 43 | 53| 0,7 | 16 | 239|253 75 9.0
CD8+/CD26+ 14- | 1,1-
% 47 23 1,8 122 02|02 |76 |10,5 25 26

DPPIV-

Aktivitat 44 | 22 |502|435|280323 909|665 |22 | 396
u/ml 55,6 | 54,5

6 Mon = 6-Monats-Zeitraum
CD3+/CD26+ % = Prozentualer Anteil der CD3-T-Zellen, die den Biomarker CD26 tragen
CD4+/CD26+ % = Prozentualer Anteil der CD4-T-Zellen, die den Biomarker CD26 tragen
CD8+/CD26+ % = Prozentualer Anteil der CD8-T-Zellen, die den Biomarker CD26 tragen
N = Patienten ohne virale Infektion, J = Patienten mit viraler Infektion
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3.6.2.2. Assoziation zwischen der Konzentration der
Immunsuppressiva und viralen Infektionen im
Beobachtungszeitraum nach P4

Auch die Konzentration der Immunsuppressiva zum Zeitpunkt P4 unterschied
sich nicht bei Patienten, die im 2-Monats-Zeitraum eine Infektion hatten oder
nicht. Lediglich bei AcMPAG war die Konzentration zum Zeitpunkt P4 etwas
héher, wenn die Patienten im 2-Monats-Zeitraum nach P4 eine virale Infektion

hatten. Dies war mit p=0,0721 jedoch nicht signifikant.

Tab. 23: Immunsuppressiva-Konzentrationen zum Zeitpunkt P4 und virale
Infektionen im 2-Monats-Zeitraum

95%-

Probenanzahl Median Minimum Maximum Konfidenz-

2 Mon intervall

N J N J N J N J N J

5,3- 5,8-

Tac 52 | 17 |63 |75 3129|162 95 | 7, | G,

2,0- 2,4-

MPA 50 | 16 | 25|26 05|19 332 143 T | 5

23,8- | 25,8-

fMPA 50 17 27,4 128,8| 56 | 154 | 293,2 | 380,2 467 | 537

. 1,1- 0,8-
%fMPA 50 6 | 121206 |06 | 31 | 28

1,4 1,4

0,1- 0,2-

ACMPAG | 35 | 13 | 02103100 )01} 13 08 | 753 | g5

54,6- | 62,6-

MPAG 50 16 | 61,8 70,9 |17,1|49,0 | 204,9 | 279,5 795 | 837

2 Mon = 2-Monats-Zeitraum

Tac = Tacrolimus

MPA = Mycophenolsaure

fMPA = freie Mycophenolsaure

%fMPA = prozentueller Anteil der freien Mycophenolsaure

AcMPAG = MPA-Glucuronid

MPAG = Mycophenolat-Glucuronid

N = Patienten ohne virale Infektion, J = Patienten mit viraler Infektion

Dagegen zeigte sich im 6-Monats-Zeitraum bei Tacrolimus, dass die Patienten
mit viralen Infekten hohere Konzentrationen zum Zeitpunkt P4 hatten (p=0,0592).
Dies war allerdings knapp nicht-signifikant.
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Tab. 24: Immunsuppressiva-Konzentrationen zum Zeitpunkt P4 und virale
Infektionen im 6-Monats-Zeitraum

95%-

Probenanzahl | Median Minimum Maximum Konfidenz-

6 Mon intervall

N J N J N J N J N J

5,3- | 6,1-

Tac 47 | 22 |62 | 74131129162 | 112 T | o,

1,9' 2’4-

MPA 45 | 21 | 21126105 ) 08332143 | S5 | 57

23,4- | 25,2-

fMPA 45 | 22 |27,7|285| 56 | 69 | 29323802 | 5 | 54

- 1,1- | 0,9-
%fMPA | 45 | 21 | 13| 11|06 |06 | 31 | 28

1,5 1,4

0,1- | 0,2-

ACMPAG | 33 | 15 | 02|03 |00 |01 | 13 | 08 | ;o | o

56,0- | 59,3-

MPAG 45 21 | 716 |66,2|17,1|23,9|204,9 | 279,5 87.8 | 75,5

6 Mon = 6-Monats-Zeitraum

Tac = Tacrolimus

MPA = Mycophenolsaure

fMPA = freie Mycophenolsdure

%fMPA = prozentueller Anteil der freien Mycophenolsaure

AcMPAG = MPA-Glucuronid

MPAG = Mycophenolat-Glucuronid

N = Patienten ohne virale Infektion, J = Patienten mit viraler Infektion
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3.6.3. TransplantatabstoBung/Rejektion

3.6.3.1. Assoziation zwischen Biomarkern und
TransplantatabstoBung im Beobachtungszeitraum nach
P4

Die Biomarker, die zum Zeitpunkt P4 gemessen wurden, waren nicht mit

Transplantatabstof3ungen im Beobachtungszeitraum nach P4 assoziiert.

Tab. 25: CD26-positive T-Zellen sowie DPPIV-Aktivitdt zum Zeitpunkt P4
und TransplantatabstoBung im 2-Monats-Zeitraum

95%-

Probenanzahl Median Minimum Maximum Konfidenz-

2 Mon intervall

N JIN]JIN]JIINT]J N J

CD3+/CD26+ | g5 | 4 |69 |83 | 17|25 |302|172] 2% | -
% 95

CD4+/CD26+ | o5 | 4 | 53|45 |07 |24 |253]83 | 38 | -
% 7,4

B o5 4 | 192210202 104|105 Lo | -
% 2,4
DPPIV- 126,

Aktivitit 61 4 |481)398|280|323|9.,9]587| %% ;
U/ml 54.8

2 Mon = 2-Monats-Zeitraum

CD3+/CD26+ % = Prozentualer Anteil der CD3-T-Zellen, die den Biomarker CD26 tragen
CD4+/CD26+ % = Prozentualer Anteil der CD4-T-Zellen, die den Biomarker CD26 tragen
CD8+/CD26+ % = Prozentualer Anteil der CD8-T-Zellen, die den Biomarker CD26 tragen
N = Patienten ohne Transplantatabstof3ung, J = Patienten mit Transplantatabstof3ung
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Tab. 26: CD26-positive T-Zellen sowie DPPIV-Aktivitdit zum Zeitpunkt P4
und TransplantatabstoBung im 6-Monats-Zeitraum

95%-

Probenanzahl Median Minimum Maximum Konfidenz-

6 Mon intervall

N J N JUIN]JIINTI]| N |

CD3+/CD26+ | 64 | 5 |68 |92 | 17|25 |302|172] 2% | -
% 9.8

CDa+/CD26+ | 64 | 5 |51 |62 | 07|24 |253|83]| 38 | .
% 7.3

CD8+CD26+ | o4 | 5 | 19| 15|02 02 |104]105 16 | .
% 24
DPPIV- 126,

Aktivitat 61 | 4 |481 398280323 |909]|587 | 42 ;
U/ml 54.8

6 Mon = 6-Monats-Zeitraum

CD3+/CD26+ % = Prozentualer Anteil der CD3-T-Zellen, die den Biomarker CD26 tragen
CD4+/CD26+ % = Prozentualer Anteil der CD4-T-Zellen, die den Biomarker CD26 tragen
CD8+/CD26+ % = Prozentualer Anteil der CD8-T-Zellen, die den Biomarker CD26 tragen
N = Patienten ohne Transplantatabstof3ung, J = Patienten mit Transplantatabstof3ung

3.6.3.2. Assoziation zwischen der Konzentration der
Immunsuppressiva und TransplantatabstofRung im
Beobachtungszeitraum nach P4

Fir MPAG und AcMPAG gab es hier nur unzureichende Daten, weshalb beide
nicht in die Auswertung aufgenommen wurden.

Der Vergleich der Immunsuppressivakonzentrationen am Zeitpunkt P4 zwischen
Patienten ohne bzw. mit AbstoRungsreaktion ergab keinen signifikanten

Unterschied, weder im 2-Monats- noch im 6-Monats-Zeitraum nach P4.
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Tab. 27: Immunsuppressiva-Konzentrationen zum Zeitpunkt P4 und
TransplantatabstoBung im 2-Monats-Zeitraum

95%-
Probenanzahl Median Minimum Maximum Konfidenz-
2 Mon intervall
N JINT U IN] U] N J N J
5 8-
Tac 65 | 4 |67(63|31]29 162 95 | 2% | .
MPA 62 | 4 | 26|28 |05/ 24332 143 %13 ]
25.2-
MPA 62 | 4 |27.9|308|56|156|2932(307.1| 505 | -
%MPA | 62 4 121110606 31 | 22 11’14' ]

2 Mon = 2-Monats-Zeitraum

Tac = Tacrolimus

MPA = Mycophenolsaure

fMPA = freie Mycophenolsaure

%fMPA = prozentueller Anteil der freien Mycophenolsaure

N = Patienten ohne Transplantatabstof3ung, J = Patienten mit Transplantatabstof3ung

Tab. 28: Immunsuppressiva-Konzentrationen zum Zeitpunkt P4 und
TransplantatabstoBung im 6-Monats-Zeitraum

95%-
Probenanzahl Median Minimum Maximum Konfidenz-
6 Mon intervall
N JIN] U Nl J]| N J N J
57-
Tac 64 5 | 65|76 31|29|162| 95 | 20 | -
MPA 62 | 4 | 26|28 |05/ 24332 143 %13 ]
25.2-
MPA 62 | 4 |27.9|308|56|156|2932(307.1| 505 | -
%MPA | 62 | 4 |12 ]11]06]|06]| 31 | 22 11’14' ]

6 Mon = 6-Monats-Zeitraum

Tac = Tacrolimus

MPA = Mycophenolsaure

fMPA = freie Mycophenolsaure

%fMPA = prozentueller Anteil der freien Mycophenolsaure

N = Patienten ohne Transplantatabstof3ung, J = Patienten mit Transplantatabstof3ung
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3.6.4. Leukopenie

3.6.4.1. Assoziation zwischen Biomarkern und Leukopenie im
Beobachtungszeitraum nach P4

Die Expression von CD4+/CD26+ zum Zeitpunkt P4 war bei den Patienten
tendenziell geringer, die im 2-Monats-Zeitraum nach P4 eine Leukopenie hatten
(p=0,0759). Die DPPIV-Aktivitat war bei diesen Patienten sogar signifikant
(p=0,0004) niedriger.

Fir die restlichen Biomarker waren die Ergebnisse nicht signifikant.

Tab. 29: CD26-positive T-Zellen sowie DPPIV-Aktivitat zum Zeitpunkt P4
und Leukopenie im 2-Monats-Zeitraum

Probenanzah oo

I Median Minimum | Maximum | Konfidenz-

2 Mon intervall

N J N J N | J | N| J]|N J
CD3+/CD26

30, | 29, | 6,0- | 3,3-

:/ro 5 | M |79 50 (AT 130 5T 1% 110 | 10,0
CD4+/CD26

23, | 25, | 4,0- | 2,3-

0;0 59 55| 27 07119 ) 9" | 3" | 75 | 77
CD8+/CD26

10, 1,6- | 0,8-

% 59 | 11 | 19| 15 02|04 | 5|39 | 55|57

DPPIV- o 45,9 | 32,3

Adttat | 56 | 10 | 52| 37729, | 28,190, |48, ) T

U/ml 55,8 | 40,6

2 Mon = 2-Monats-Zeitraum

CD3+/CD26+ % = Prozentualer Anteil der CD3-T-Zellen, die den Biomarker CD26 tragen
CD4+/CD26+ % = Prozentualer Anteil der CD4-T-Zellen, die den Biomarker CD26 tragen
CD8+/CD26+ % = Prozentualer Anteil der CD8-T-Zellen, die den Biomarker CD26 tragen
N = Patienten ohne Leukopenie, J = Patienten mit aufgetretener Leukopenie

*** = p<0,001

Im 6-Monats-Zeitraum war die Expression von CD3+/CD26+ (p=0,0373) und
CD4+/CD26+ (p=0,00285) signifikant bei den Patienten niedriger, die eine
Leukopenie entwickelt hatten.

Auch die DPPIV-Aktivitat war signifikant geringer (p=0,002).
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Tab. 30: CD26-positive T-Zellen sowie DPPIV-Aktivitdit zum Zeitpunkt P4
und Leukopenie im 6-Monats-Zeitraum

Probenanzah 95%-
| Median Minimum Maximum Konfidenz-
6 Mon intervall
N J N J N J N J N J
CD3+/CD26
* 30, | 29, | 6,1- | 3,5-
(;/: 55 15 8,8 52 2,1 1,7 > > 116 | 68
CD4+/CD26
o 23, | 25, | 4,0- | 2,3-
(;/: 55 15 56 | 3,6 0,7 | 0,9 9 3 8.4 54
CD8+/CD26
¥ 55 | 15 | 19| 18 |02 |04 |19 |39 | 15| 09
7 5 25 | 2,5
DPPIV- * 44,2 | 32,5
Aktivitat | 53 | 13 | 52 | 99971 20 128, 90, 1 08
U/ml 55,7 | 50,3

6 Mon = 6-Monats-Zeitraum

CD3+/CD26+ % = Prozentualer Anteil der CD3-T-Zellen, die den Biomarker CD26 tragen
CD4+/CD26+ % = Prozentualer Anteil der CD4-T-Zellen, die den Biomarker CD26 tragen
CD8+/CD26+ % = Prozentualer Anteil der CD8-T-Zellen, die den Biomarker CD26 tragen
N = Patienten ohne Leukopenie, J = Patienten mit aufgetretener Leukopenie

* =p<0,05

** =p<0,01

Mit Hilfe der ROC-Analyse wurden nun die signifikanten Ergebnisse genauer

Uberprift.

Die Biomarker CD3+/CD26+, CD4+/CD26+ und CD8+/CD26+, die zum Zeitpunkt
P4 gemessen wurden, waren nicht mit dem Auftreten von Leukopenie im

Zeitraum von zwei Monaten nach P4 assoziiert.

Die DPPIV-Aktivitat zum Zeitpunkt P4 zeigte mit p<0,001 eine gute
Diskriminierung bei den Patienten mit und ohne Leukopenie im 2-Monats-
Zeitraum nach P4. Bei einem Cut-off von < 40,9 ergab sich fir die Vorhersage
bezuglich des Auftretens einer Leukopenie innerhalb von 2 Monaten nach der
Blutentnahme eine Sensitivitat von 90% und eine Spezifitat von 77% (AUC =
0,855). Der positiv pradiktive Wert lag bei 41%, der negativ pradiktive Wert bei
98%.
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Abb. 23: ROC-Kurve der DPPIV-Aktivitat zum Zeitpunkt P4 bei aufgetretener
bzw. nicht aufgetretener Leukopenie im 2-Monats-Zeitraum

Im 6-Monats-Zeitraum ergab die ROC-Analyse mit Ausnahme von CD8+/CD26+
eine gute Assoziation der Biomarker zum Zeitpunkt P4 mit dem Auftreten einer

Leukopenie. Die Zusammenfassung dieser Ergebnisse findet sich in Tabelle 31.

Tab. 31: ROC-Analyse der CD26-positiven T-Zellen sowie DPPIV-Aktivitat
zum Zeitpunkt P4 und Auftreten von Leukopenie im 6-Monats-Zeitraum

95%-
6 Mon AUC Konfidenz- p Cut off | Sensitivitat | Spezifitat
intervall
CD3+{,/SD26+ 0,68 | 055078 | 0,03 <6.3 80% 56%
CD4+{,/?D26+ 069 | 056-079 | 0,02 <27 47% 90%
DPPIV-
Aty | 071 | 058081 | 002 | <409 69% 75%

6 Mon = 6-Monates-Zeitraum

CD3+/CD26+ % = Prozentualer Anteil der CD3-T-Zellen, die den Biomarker CD26 tragen
CD4+/CD26+ % = Prozentualer Anteil der CD4-T-Zellen, die den Biomarker CD26 tragen
CD8+/CD26+ % = Prozentualer Anteil der CD8-T-Zellen, die den Biomarker CD26 tragen
ROC = Receiver Operating Characteristics

AUC = Flache unter der ROC-Kurve

p = Signifikanzniveau
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Bei CD3+/CD26+ ergab sich bei einem Cut-off von 6,3 (Sensitivitat 80% /

Spezifitat 56%) ein positiv pradiktiver Wert von 33% und ein negativ pradiktiver
Wert von 91%.

20}

0 20 40 60

Spezifitat %

80 100

100
[ Sensitivitat: 80
80 Spezifitat: 56,4
[ Cut off: £6,3
X i
§ 60
5 I
e i AUC = 0,676
$ 40 i ’

Standardfehler = 0,0796
95%-Konfidenzintervall = 0,55-0,78
p=0,03

Abb. 24: ROC-Kurve von CD3+/CD26+% zum Zeitpunkt P4 bei aufgetretener
bzw. nicht aufgetretener Leukopenie im 6-Monats-Zeitraum

Der positiv pradiktive Wert fur CD4+/CD26+% zum Zeitpunkt P4 lag bei einem

ermittelten optimalen Cut-off von 2,7 bei 54% und der negativ pradiktive Wert bei

86%.
100_
I Sensitivitat: 46,7
80 Spezifitat: 89,9
. i Cut off: 2,7
R I
® 60
= i
£ 40 AUC =0,685
0 - Standardfehler = 0,081
| 95%-Konfidenzintervall = 0,56-0,79
201 p =0,02
0 1 1 1 1 1 1
0 20 40 60 80 100
Spezifitat %

Abb. 25: ROC-Kurve von CD4+/CD26+% zum Zeitpunkt P4 bei aufgetretener
bzw. nicht aufgetretener Leukopenie im 6-Monats-Zeitraum
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Fir die DPPIV-Aktivitat zum Zeitpunkt P4 ergab sich ein positiver pradiktiver Wert
von 41% und ein negativer pradiktiver Wert von 91% fur das Auftreten einer

Leukopenie in den nachfolgenden sechs Monaten bei einem Cut off der DPPIV-
Konzentration von 40,9 ug/I.

100_
[ Sensitivitat: 69,2
80 Spezifitat: 75,5
o I Cut off: 40,9
= L
T 60
s L
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g a0 AUC =0,707

Standardfehler = 0,091
95%-Konfidenzintervall = 0,58-0,81

20: P=0,02
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Abb. 26: ROC-Kurve der DPPIV-Aktivitat zum Zeitpunkt P4 bei aufgetretener
bzw. nicht aufgetretener Leukopenie im 6-Monats-Zeitraum nach P4

3.6.4.2. Assoziation zwischen der Konzentration der
Immunsuppressiva und Leukopenie im
Beobachtungszeitraum nach P4

Die Patienten, die im Beobachtungszeitraum von 2 Monaten nach P4 eine
Leukopenie hatten, wiesen zum Zeitpunkt P4 signifikant hohere Werte fur
Tacrolimus (p=0,0021), %fMPA (p=0,0248) und MPAG (p=0,0166) auf. Auch bei
fMPA (p=0,0609) und AcMPAG (p=0,0827) war hier ein Trend vorhanden.
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Tab. 32: Immunsuppressiva-Konzentrationen zum Zeitpunkt P4 und
Leukopenie im 2-Monats-Zeitraum

o

Probenanzahl Median Minimum Maximum Kongid/;nz-

2 Mon intervall
N | J [N J[N]JU|N] I | N]|

Tac 58 | 11 |62 |77%| 29|56/ 162 | 112 56”%' 2’,45'

MPA | 56 | 10 | 24| 35 | 05| 14 | 332 | 143 23% 25‘3

MPA | 57 | 10 |27.7| 697 | 56 | 156 3802|3071 | 565 | S
%MPA | 56 | 10 | 11| 15 | 05|05 | 31 | 28 11”13' 1215
AcMPAG | 40 | 8 | 02| 05 |00/|01]| 1,3 | 08 %”13' %’%'
MPAG | 56 | 10 |63,7|93,2*|17,1|56,9|204,9 2795 5;5572 612

2 Mon = 2-Monats-Zeitraum

Tac = Tacrolimus

MPA = Mycophenolsaure

fMPA = freie Mycophenolsdure

%fMPA = prozentueller Anteil der freien Mycophenolsaure
AcMPAG = MPA-Glucuronid

MPAG = Mycophenolat-Glucuronid

N = Patienten ohne Leukopenie, J = Patienten mit aufgetretener Leukopenie
* = P<0,05
** =P<0.01

Bei Patienten, die im 6-Monats-Zeitraum eine Leukopenie entwickelten, waren
zum Zeitpunkt P4 bei Tacrolimus (p=0,0215), MPA (p=0,0171), fMPA (p=0,0145)
und AcMPAG (p=0,0348) hohere Konzentrationen gemessen worden. Bei MPAG
waren tendenziell hohere Konzentrationen nachweisbar, dies war allerdings mit
p=0,0964 nicht signifikant. %fMPA zum Zeitpunkt P4 war fur die Vorhersage einer
Leukopenie im 6-Monats-Zeitraum nicht aussagekraftig.
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Tab. 33: Immunsuppressiva-Konzentrationen zum Zeitpunkt P4 und
Leukopenie im 6-Monats-Zeitraum

95%-
Probenanzahl Median Minimum Maximum Konfidenz-

6 Mon intervall
N J N | J | N | J N J N J
. 53- | 6,9-
Tac 54 15 (62 | 7,77 29|31 162 | 112 7,0 8,3
. 2,0' 276-

MPA 52 | 14 |23 |41 | 05| 14 199|332 | g |
. 22.1- | 25,5-
fMPA 53 14 |27,0|69,7*| 56 | 15,6 | 380,2 | 3071 36,7 | 99,3
%fMPA 52 14 1,1 1,5 0,6 | 0,6 3,1 2,8 11-1 0.9
] ) ’ ) ’ ’ 1,3 2’2
. 0,1- | 0,2-

AcMPAG | 38 | 10 | 02|05 |00 |01 | 13 | 10 | 47 | o
56,3- | 59,0-
MPAG | 52 | 14 | 637|757 | 17,1239 2049|2795 | 20 | s

6 Mon = 6-Monats-Zeitraum

Tac = Tacrolimus

MPA = Mycophenolsaure

fMPA = freie Mycophenolsdure

%fMPA = prozentueller Anteil der freien Mycophenolsaure
AcMPAG = MPA-Glucuronid

MPAG = Mycophenolat-Glucuronid

N = Patienten ohne Leukopenie, J = Patienten mit aufgetretener Leukopenie
* = P<0,05

Auch bei den Immunsuppressiva wurden nun mittels der ROC-Analyse die
signifikanten Ergebnisse genauer betrachtet.

Die Tacrolimus- und MPAG-Konzentrationen sowie %fMPA zum Zeitpunkt P4
waren im 2-Monats-Zeitraum signifikant mit dem Auftreten von Leukopenien

assoziiert.
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Tab. 34: ROC-Analyse der Immunsuppressiva-Konzentrationen zum
Zeitpunkt P4 und Auftreten von Leukopenie im 2-Monats-Zeitraum

95%-
2 Mon AUC Konfidenz- p Cut off | Sensitivitat | Spezifitat
intervall
Tac 0,79 0,68-0,88 <0,001 >7,1 91% 67%
%fMPA 0,72 0,6-0,83 0,03 >1,39 80% 75%
MPAG 0,74 0,62-0,84 0,005 >105,4 50% 93%

2 Mon = 2-Monats-Zeitraum

Tac = Tacrolimus

%fMPA = prozentueller Anteil der freien Mycophenolsaure
MPAG = Mycophenolat-Glucuronid

ROC = Receiver Operating Characteristics

AUC = Flache unter der ROC-Kurve

p = Signifikanzniveau

Der positiv pradiktive Wert fur Tacrolimus lag fur eine Konzentration von >7,1
ng/ml bei 35%. Der negativ pradiktive Wert lag bei 98%.

100
I Sensitivitat: 90,9
80 Spezifitat: 67,2
i Cut off: >7,1
R I
% 60
g i
£ a0l AUC = 0,794
n i

Standardfehler = 0,062
95%-Konfidenzintervall = 0,68-0,88

20 p < 0,001

0 L4 1 1 1 1

0 20 40 60 80 100
Spezifitat %

Abb. 27: ROC-Kurve der Tacrolimuskonzentration zum Zeitpunkt P4 bei
aufgetretener bzw. nicht aufgetretener Leukopenie im 2-Monats-Zeitraum

Fir %fMPA konnte bei einem Cut-Off von 1,4 (Sensitivitat 80% / Spezifitat 75%)
ein positiv pradiktiver Wert von 36% und ein negativ pradiktiver Wert von 96% fur

das Auftreten von Leukopenien im 2-Monats-Zeitraum ermittelt werden.
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95%-Konfidenzintervall = 0,6-0,83
p =0,03

Abb. 28: ROC-Kurve des prozentualen Anteils der fMPA (%fMPA) zum

Zeitpunkt P4 bei aufgetretener bzw. nicht aufgetretener Leukopenie im 2-
Monats-Zeitraum

Bei MPAG lag bei einer Konzentration von 105 mg/l zum Zeitpunkt P4 der positiv

pradiktive Wert fur das Auftreten von Leukopenien bei 56%. Der negativ
pradiktive Wert lag bei 91%.

Sensitivitat %

100F
80:
603
40:

20}

0 _I 1 1 1
40 60
Spezifitat %

80 100

Sensitivitat: 50
Spezifitat: 92,9
Cut off: >105,4

AUC =0,739

Standardfehler = 0,086
95%-Konfidenzintervall = 0,62-0,84
p = 0,006

Abb. 29: ROC-Kurve der MPAG-Konzentration zum Zeitpunkt P4 bei
aufgetretener bzw. nicht aufgetretener Leukopenie im 2-Monats-Zeitraum

Im 6-Monats-Zeitraum waren die Konzentrationen von Tacrolimus, MPA, fMPA
und AcMPAG zum Zeitpunkt P4 signifikant mit Leukopenie assoziiert.
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Tab. 35: ROC-Analyse der

Immunsuppressiva-Konzentrationen zum
Zeitpunkt P4 und Auftreten von Leukopenien im 6-Monats-Zeitraum

95%-
6 Mon AUC Konfidenz- p Cut off | Sensitivitat | Spezifitat
intervall
Tac 0,7 0,57-0,8 0,01 >7,1 73% 67%
MPA 0,71 0,58-0,81 0,003 >2,33 93% 52%
fMPA 0,71 0,6-0,82 0,006 >63,4 57% 83%
AcMPAG 0,71 0,57-0,84 0,02 >0,3 60% 82%

6 Mon = 6-Monats-Zeitraum
Tac = Tacrolimus

MPA = Mycophenolsaure
fMPA = freie Mycophenolsaure

AcMPAG = MPA-Glucuronid

ROC = Receiver Operating Characteristics
AUC = Flache unter der ROC-Kurve
p = Signifikanzniveau

Fur Tacrolimus zum Zeitpunkt P4 konnte im 6-Monats-Zeitraum bei einem Cut-
Off von 7,1 ng/ml (Sensitivitat 73,3% / Spezifitat 66,7%) ein positiv pradiktiver

Wert von 38% und ein negativ pradiktiver Wert von 90% ermittelt werden.

Sensitivitat %

100

8ol
60}
a0l

20}

20

40 60

Spezifitat %

80 100

Sensitivitat: 73,3
Spezifitat: 66,7

Cut off: >7,1

AUC =0,7

Standardfehler = 0,078
95%-Konfidenzintervall = 0,57-0,8

p =0,01

Abb. 30: ROC-Kurve der Tacrolimuskonzentration zum Zeitpunkt P4 bei
aufgetretener bzw. nicht aufgetretener Leukopenie im 6-Monats-Zeitraum
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Fir MPA zum Zeitpunkt P4 lag bei einer Konzentration von 2,3 mg/l ein positiv

pradiktiver Wert von 34% und ein negativ pradiktiver von 96% fiur das Auftreten
von Leukopenien im 6-Monats-Zeitraum vor.
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201 p =0,003
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Abb. 31:

ROC-Kurve der MPA-Konzentration zum Zeitpunkt P4 bei
aufgetretener bzw. nicht aufgetretener Leukopenie im 6-Monats-Zeitraum

Der positiv pradiktive Wert fur fMPA zum Zeitpunkt P4 war bei einer

Konzentration von 63 pg/l bei 47% und der negativ pradiktive Wert bei 88%
hinsichtlich des Auftretens von Leukopenien im 6-Monats-Zeitraum.
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Abb. 32: ROC-Kurve der fMPA-Konzentration zum Zeitpunkt P4 bei
aufgetretener bzw. nicht aufgetretener Leukopenie im 6-Monats-Zeitraum
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Fir eine AcMPAG-Konzentration von 0,3 zum Zeitpunkt P4 lag der positiv
pradiktive Wert fur das Auftreten von Leukopenien im 6-Monats-Zeitraum bei
46,2%. Der negativ pradiktive Wert lag bei 89%.

100?
i Sensitivitat: 60
80} Spezifitat: 81,6
. i Cut off: >0,3
S |
T 60
= i
£ i
§ a0f AUC = 0,71

Standardfehler = 0,09
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Abb. 33: ROC-Kurve der AcMPAG-Konzentration zum Zeitpunkt P4 bei
aufgetretener bzw. nicht aufgetretener Leukopenie im 6-Monats-Zeitraum

3.7. Kombination der Immunsuppressivakonzentrationen und
der Biomarker zur Vorhersage von Leukopenien

CD4+/CD26+, DPPIV-Aktivitat, Tacrolimus- und MPA-Konzentration zum
Zeitpunkt P4 wurden als Parameter fur die Vorhersage einer Leukopenie genauer

untersucht.

Dafur wurden die entsprechenden Cut offs aus der ROC-Kurven-Analyse
verwendet:

- CD4+/CD26+ <2,7%
- DPPIV-Aktivitat <40,9 U/ml
- MPA-Konzentration > 2,33 mg/l

- Tacrolimus-Konzentration >7,1 pg/l

Unter- bzw. oberhalb eines dieser oben genannten Cut offs lagen die Parameter

bei 26 Patienten. Von diesen 26 Patienten hatte ein Patient eine Leukopenie im
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2-Monats-Zeitraum. Im 6-Monats-Zeitraum hatten von den 26 Patienten drei eine
Leukopenie.

Bei 18 Patienten lagen zwei Parameter unter- bzw. oberhalb der Cut offs. Im 2-
Monats-Zeitraum hatte ein Patient eine Leukopenie. Im 6-Monats-Zeitraum lag
bei drei Patienten eine Leukopenie vor.

Zehn Patienten lagen bei drei Parametern unter- bzw. oberhalb des Cut offs.
Sowohl im 2-Monats- als auch im 6-Monats-Zeitraum hatten sieben dieser zehn
Patienten eine Leukopenie.

Bei zwei Patienten lagen alle Parameter unter- bzw. oberhalb des Cut offs. Beide
Patienten hatten sowohl im 2-Monats- als auch im 6-Monats-Zeitraum eine

Leukopenie.

Tab. 36: Zusammenstellung der Parameter fir die Vorhersage einer
Leukopenie

2-Monats-Zeitraum 6-Monats-Zeitraum
P::‘Zr;‘ﬁfir' Pat L(+) % Pat L(+) %
1 26 1 3,85 % 26 3 11,5 %
2 18 1 5,56 % 18 3 16,7 %
3 10 7 70 % 10 7 70 %
4 2 2 100 % 2 2 100 %

Pat = Patienten mit erfllliten Parametern
L(+) = Patienten, die Parameter erfiiliten und Leukopenie hatten
% = Anteil der Leukopenie-Patienten von der Gesamtzahl, die die Parameter erfillten
# = Parameter:
CD4+/CD26+ <2,7
DPPIV=40,9
MPA>2,33
Tac>7,1

Lagen die Werte eines Patienten bei allen 4 Parametern unter oder uber den
entsprechenden Cut offs, so war die Wahrscheinlichkeit, dass der Patient zur

Leukopenie-Gruppe gehorte, bei 100%.
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Im 2-Monats-Zeitraum lag die Sensitivitat fur > 2 Parameter-Unter- bzw.
Uberschreitungen bei 82% und die Spexzifitat bei 95%. Hier betrug der positiv
pradiktive Wert 75% und der negativ pradiktive Wert 97%.
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Abb. 34: ROC-Kurve fur das Auftreten einer Leukopenie im 2-Monats-
Zeitraum bei 2 Parametern unter bzw. iiber dem Cut off

Im 6-Monats-Zeitraum ergab sich fiir die Unter- oder Uberschreitung des Cut offs

bei >2 Parametern ein positiver pradiktiver Wert von 75% und ein negativer
pradiktiver Wert von 90%.
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Abb. 35: ROC-Kurve fir das Auftreten einer Leukopenie im 6-Monats-
Zeitraum bei 2 Parametern unter bzw. uber dem Cut off
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Diese Ergebnisse zeigen, dass sich mit der Messung von CD4+/CD26+ und der
DPPIV-Aktivitat sowie der Konzentration von MPA und Tacrolimus mit einer
hohen Wahrscheinlichkeit das Auftreten bzw. noch besser das Ausbleiben einer
Leukopenie in der spateren Phase (>2 Monate) nach einer Nierentransplantation

vorhersagen lasst.
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4. DISKUSSION

4.1. CD26/DPPIV als potentieller Biomarker zur Steuerung der
Immunsuppression

Dass ein Zusammenhang zwischen CD26/DPPIV und dem Immunsystem
besteht, ist inzwischen belegt [129, 130].

CD26 gilt als kostimulatorisches Molekul fur die T-Zell-Aktivierung und wird auf
aktivierten T-Zellen vermehrt exprimiert [131]. Eine Hemmung der DPPIV-
Aktivitat oder die Ausschaltung von CD26 zeigte, wie weiter unten ausgefuhrt,

immunsuppressive Wirkungen im Tiermodell.

Zusatzlich ist CD26/DPPIV noch in den Kollagenmetabolismus und den Glukose-
Stoffwechsel involviert [132].

Die Hemmung der DPPIV-Aktivitat im Blut ist heute ein etabliertes
Therapieprinzip bei Diabetes mellitus. DPPIV-Inhibitoren verhindern den Abbau
der Inkretine GLP-1 und GIP, wodurch deren Wirkung verlangert wird. Die
Substanzen begunstigen die Sekretion von Insulin und hemmen die Freisetzung
von Glukagon [133, 134]. Sie scheinen zusatzlich eine nephroprotektive Wirkung
zu haben. Zeichen der diabetischen Nephropathie wie Proteinurie oder
Mikroalbuminamie waren in Studien signifikant seltener nachweisbar [135].

Es gab Hinweise darauf, dass Patienten, die mit DPPIV-Inhibitoren behandelt
werden, ein hoheres Infektionsrisiko haben [136, 137]. Dies wurde durch Yang et

al. in einer Meta-Analyse nicht bestatigt [138].

4.1.1. Nierentransplantation

Die Studienlage zu CD26 bei der Nierentransplantation ist durftig.

Korom et al. haben 56 Probanden nach Nierentransplantation untersucht. Es
wurden verschiedene Parameter, u.a. die Expression von CD4, CD8 und CD26
auf Lymphozyten und die DPPIV-Aktivitat, im Blut gemessen. Die Messungen

erfolgten zum einen vor der Transplantation bzw. Induktionstherapie und zum
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anderen an Tag 1, Tag 7, Tag 14 und Tag 21 nach der Transplantation. Weitere
Messungen erfolgten nach 2, 4, 6, 12, 18 und 21 Monaten [139].

Die Expression von CD26 auf den Lymphozyten war bis 18 Monate nach der
Transplantation erniedrigt und die Aktivitat von DPPIV bis 12 Monate nach der
Transplantation erniedrigt. Auch die Anzahl der CD4- (bis 6 Monate) und CD8-
Zellen (bis Tag 7) waren erniedrigt.

Nakao et al. beschaftigten sich mit der Zeit vor der Transplantation, d.h. mit den
Serumkonzentrationen von I6slichem CD26 bei Hamodialyse-Patienten. Sie
fanden heraus, dass bei Patienten, die mit einer Hdmodialyse behandelt wurden,
ein niedrigerer sCD26-Spiegel vorlag als bei der Kontroligruppe mit
Niereninsuffizienz, aber ohne Hamodialysetherapie. Auch bei Niereninsuffizienz
scheint eine niedrigere sCD26-Konzentration vorzuliegen. Diese Ergebnisse
waren jedoch nicht signifikant.

Sie konnen allerdings als Hinweis interpretiert werden, dass es bei einer
eingeschrankten Nierenfunktion nicht zu einem Anstieg von sCD26 im Blut
kommt. Es bestand eine Korrelation mit Serumalbumin und Hamatokrit [140].

4.1.2. Lungentransplantation

Bei der Lungentransplantation gibt es mehr Studien, die sich mit CD26 befassen.
In vielen der Studien wurde die Auswirkung einer Hemmung von CD26 auf das
Transplantat oder die AbstoRungsrate beobachtet.

Jung et al. untersuchten mannliche Ratten, deren linker Lungenflligel
transplantiert wurde [141]. Die DPPIV-Funktion wurde irreversibel gehemmt und
anschlieend der Spiegel von DPPIV im Serum bestimmt. Zusatzlich wurde die
Transplantatfunktion gemessen, indem man den pO2 in der Blutgasanalyse
bestimmte und die Lungen histologisch auf eine Absto3ung untersuchte.
Ratten, bei denen DPPIV gehemmt wurde, hatten bessere Sauerstoff-Werte und
wiesen eine geringere Abstoldungsrate auf.

Riemer et al. [142] konnten dies in ihrer Studie bestatigen. Durch die Hemmung
von CD26 bei lungentransplantierten Ratten wurde die Abstolungsrate

signifikant gesenkt.
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Im Jahr 2009 wurde von der Gruppe um Jungraithmayr ebenfalls bei Ratten mit
Lungentransplantation die Auswirkung des DPPIV-Inhibitors AB192 beobachtet
[143]. Die Tiere wurden in zwei Gruppen aufgeteilt, denen Lungen implantiert
wurden, die entweder vor der Transplantation mit dem DPPIV-Hemmer gespuilt
wurden oder nicht. Die Therapie erfolgte mit subkutan verabreichtem Ciclosporin
A und endete am flnften postoperativen Tag. Die Ratten, deren Transplantate
mit AB192 gespult worden waren, hatten hohere pO2-Werte. Histologisch war
hier seltener eine Abstollungsreaktion zu sehen. Eingeschrankt wurde die Studie
durch die sehr kleine Fallzahl mit nur 10 Tieren.

Mit lungentransplantierten Mausen befassten sich Yamada et al. im Jahr 2016
[144]. Ein Teil der Mause, d.h. die Kontrollgruppe, wurde nicht behandelt, ein Teil
der Mause waren sogenannte CD26/DPPIV-knockout-Mause, und ein dritter Teil
der Mause wurde mit dem CD26-Hemmer Vildagliptin behandelt.

Die behandelten und die Knockout-Mause wiesen histologisch deutlich weniger
AbstoRungszeichen auf. AuRerdem waren weniger Makrophagen, T- und B-
Zellen im Lungenpraparat nachweisbar. Die Oxygenierung war signifikant
besser. In den Blutproben waren IL-17 und IL-21 erniedrigt. Bei IL-10 und IL-22
war dies nicht signifikant.

Ebenfalls bei lungentransplantieten Mausen wurde von Zhai et al. der
Organkonservierungslosung einer Gruppe ein DPPIV-Hemmer beigefugt. Diese
Gruppe wies nach der Transplantation signifikant bessere Werte in der
Blutgasanalyse (BGA) etc. auf. Einschrankend muss man jedoch anmerken,
dass die Proben zwei Stunden nach Reperfusion abgenommen wurden und
damit kein Langzeitergebnis vorliegt [145].

Im Jahr 2009 wurde bei einer Gruppe von lungentransplantierten Ratten
ebenfalls ein DPPIV-Hemmer der Perfusionsléosung der Lungentransplantate
beigeflgt. Nach 1, 3 und 7 Tagen wurden die Tiere untersucht. Die Tiere der
Gruppe, die mit dem DPPIV-Inhibitor behandelt wurde, hatten bessere Werte in
der BGA, seltener ein Lungenddem und weniger reaktive Substanzen im
Transplantat [146].
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Diese Ergebnisse weisen darauf hin, dass eine Hemmung der DPPIV-Aktivitat

immunsuppressive Wirkungen hat.

4.1.3. Herztransplantation

Auch bei der Herztransplantation gibt es Hinweise darauf, dass CD26 eine Rolle

bei der AbstolRungsreaktion spielt.

Bei Ratten, die eine Herztransplantation bekommen hatten, wurde von Korom et
al. [147] mit Prodipine eine irreversible Hemmung der Diphenyl-Phosphonat-
Gruppe durchgefuhrt. Es wurden die DPPIV-Aktivitat und die zellulare CD26-
Expression mittels Fluorometrie bestimmt.

Eine Abstoldungsreaktion ging bei der Kontrollgruppe mit einem DPPIV-Anstieg
einher. Auch die CD26-Expression stieg an.

Bei Ratten, die mit Prodipine behandelt worden waren, bestand eine langere
Transplantatiberlebensdauer. Der DPPIV-Spiegel sank. Die CD26-Expression
wies einen ca. 53%igen Abfall auf.

Nach Abklingen der Wirkung des Hemmstoffes, blieb DPPIV auf dem niedrigen
Level, die CD26-Expression stieg jedoch wieder an.

Die Forscher schlossen daraus, dass CD26/DPPIV eine wichtige Funktion im
Mechanismus der Transplantatabstof3ung hat.

Bestatigt wurde dies spater durch die gleiche Forschungsgruppe [148].

Die herztransplantierten Ratten wurden mit einem CD26-Inhibitor behandelt. Die
Kontrollgruppe erhielt keine Therapie. Bei den behandelten Ratten wurden

weniger CD3- und T-Zell-Rezeptoren nachgewiesen als bei der Kontrollgruppe.

4.1.4. Stammzelltransplantation

Durch Behandlung mit einem Antikbrper gegen CD26 konnte bei
stammzelltransplantierten Mausen das Uberleben signifikant verbessert werden.
Nichtbehandelte Tiere wiesen einen hoheren Anteil von T-Zellen auf, die viel
CD26 auf der Oberflache exprimiert hatten, und hatten eine hohere Gefahr fur

eine Graft-versus-host-Reaktion. Bei den Antikérper-Mausen konnten niedrigere
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Zytokinspiegel gemessen werden. Allerdings hatte die Hemmung von CD26
keine Auswirkung auf die Enzymwirkung von DPPIV [149].

Ohnuma et al. fanden bei Patienten mit Bronchiolitis obliterans, die durch eine
Graft-versus-host-Reaktion ausgelost wurde, eine erhohte CD26-Expression auf
CD4-Zellen im Lungengewebe [150]. AuRerdem war der DPPIV-Spiegel erhoht.
Eine Hemmung der CD26-Kostimulation bewirkte eine Hemmung von IL-26 und

DPPIV. Eine Stimulation der CD26-Kostimulation bewirkte einen Anstieg.

Alle Untersuchungen mit unterschiedlichen Transplantationsmodellen bzw.
transplantierten Patienten weisen darauf hin, dass CD26 bei der Aktivierung des
Immunsystems eine Rolle spielt und einen therapeutischen Ansatz fur die

Immunsuppression darstellen konnte.

4.2. Beantwortung der aufgestellten Fragen

4.2.1. Bestatigt sich der Zusammenhang zwischen der CD26-
Expression auf T-Lymphozyten als Zeichen einer T-
Zellaktivierung und einer TransplantatabstoBung in der
spateren Phase nach Transplantation?

Wieland et al. haben gezeigt, dass Patienten, die in der ersten Woche nach ihrer
Nierentransplantation weniger CD26-positive CD3-Zellen aufwiesen, weniger
haufig eine AbstoRungsreaktion erlitten, wahrend ein hdherer Anteil CD26-
positiver T-Zellen mit einem erhdhten Rejektionsrisiko verbunden war [151].

In der Vorganger-Studie von Frau Dr. Leicht [76] waren bei Patienten, die eine
TransplantatabstoRung hatten, die Werte der CD8+/CD26+-Expression am
dritten und siebten Tag nach Transplantation etwa doppelt so hoch wie bei den
Patienten, die keine TransplantatabstoRung hatten.

Dies konnte in der spateren Phase nach Nierentransplantation nicht mehr
bestatigt werden. Es zeigte sich in unserer Studie kein signifikanter Unterschied
der Biomarker zum Zeitpunkt P4 zwischen der Gruppe der Patienten ohne bzw.

mit Transplantatabstof3ung.
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Dieses steht im Widerspruch zu den Ergebnissen, die bei Lungentransplantation
gefunden wurden (Kapital 4.1.2). Wenn die DPPIV-Hemmung vor Abstol3ung
schutzt, ware zu erwarten gewesen, dass eine niedrigere DPPIV-Aktivitat bzw.
weniger CD26-positive T-Zellen mit einem geringeren Abstol3ungsrisiko

verbunden ist.

Ursachlich konnte sein, dass die Herkunft des im Blut gelosten CD26 bzw. der
DPPIV nicht genau geklart ist. Die in Kapitel 4.1. genannten Studien haben sich
hauptsachlich mit CD26 im Gewebe beschaftigt und weniger mit den CD26-
positiven T-Zellen im peripheren Blut.

Es ist z.B. nicht klar, ob eine initiale sCD26-Erhdhung durch zerstortes
Nierengewebe nach erfolgter Transplantation verursacht wird.

Zwar haben Wang et al. die Niere als CD26-Quelle ausgeschlossen und
herausgefunden, dass CD26 auf Lymphozyten und Makrophagen im
Knochenmark und Blut exprimiert wird [152], jedoch ist das Enzym DPPIV im
Nierengewebe vorhanden und wird u.a. im Urin als Marker fur eine tubulare
Stérung herangezogen [153].

Im Knochenmark herrscht eine héhere Konzentration an CD26-positiven-Zellen
als im peripheren Blut. Granulozyten dagegen produzieren kein CD26 auf ihrer
Oberflache [152].

Auch konnte es madglich sein, dass die Messungen aus dem peripheren Blut nicht
die Situation am Transplantat widerspiegeln.

Kaspryzcka et al. konnten keinen Zusammenhang zwischen der CDZ26-
Expression auf T-Zellen, die das Transplantat infiltrieren, und denen, die sich im
peripheren Blut befinden, herstellen, jedoch war dies bei CD29 der Fall, und bei

CD26 war hier auch eine Tendenz zu sehen [154].

Im Lymphknoten war bei Dedeoglu et al. ein Zusammenhang zwischen der
vorhandenen Anzahl der CD8-Zellen und friher AbstoRung vorhanden [155].
Dedeoglu et al. zeigten auRerdem, dass ein héherer CD4/CD8-Quotient mit

einem niedrigeren AbstoRungsrisiko verbunden war. Die Differenzierung der
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CD8-Zellen in ihre verschiedenen Subgruppen (Memoryzellen, naive Zellen etc.)
wies jedoch keine signifikante Anderung auf.

T-Zellen tragen in aktiviertem Zustand CD26 auf ihrer Oberflache. Es wurde in
unserer Studie jedoch nicht die eigentliche Expression von CD26 auf der
Oberflache bestimmt, sondern der prozentuale Anteil der Lymphozyten, die
CD26 auf ihrer Oberflache tragen, im Verhaltnis zur Gesamtlymphozytenzahl.
Die genannten  Studien untersuchten die frlthe Phase nach
Nierentransplantation. Zur CD26-Expression in einem spateren Zeitraum nach
Transplantation gibt es keine Literatur, weder zum allgemeinen Verlauf von CD26

noch bei Abstol3ungsreaktionen.

Die meisten Abstol3ungen treten in der frihen Phase nach Transplantation auf.
In der spateren Phase sind die Patienten mit ihrer Immunsuppression in der
Regel stabil und gut eingestellt. Die Immunsuppressiva wurden in unserem Fall
teilweise auf die Erhaltungsdosis reduziert.

Ein Grund fur den nicht signifikanten Zusammenhang zwischen der CD26-
Expression auf T-Lymphozyten und einer Transplantatabstol3ung in unserer
Studie kénnte die geringe Zahl an Patienten und AbstoRungsreaktionen sein.

Es waren 70 Patienten in die Studie eingeschlossen worden.

Insgesamt lagen im kompletten Beobachtungszeitraum der spateren Phase funf
AbstoRungsreaktionen (7,1%) vor. In der frUhen Phase, d.h. im Zeitraum der
Vorgangerstudie von Frau Dr. Leicht [76], waren 21 AbstoRungsreaktionen (30%)
aufgetreten.

Bei dieser kleinen Gruppe an AbstoRungsreaktionen ist die Aussagekraft
eventuell nicht ausreichend.

Andere Studien, die die spatere Phase untersuchten, hatten unterschiedliche

AbstoRungsraten.

Saatchi et al. beschaftigten sich mit dem Langzeituberleben [156]. Bei den 475
untersuchten nierentransplantierten Patienten hatten im ersten Jahr 13 Patienten
(2,8%) eine Rejektion. Im Zeitraum bis 5 Jahre waren 30 AbstoRungsreaktionen

aufgetreten (6,3%). Im Verlauf war die Rejektionsrate weiter rucklaufig. Diese
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Rate gleicht unseren Ergebnissen von 7,1%. Dagegen war die Abstof3ungsrate
bei Pestana et al. mit 23% deutlich hdher [157]. In diese Studie waren insgesamt
11436 Patienten eingeschlossen, die von 1998 bis 2015 ein Nierentransplantat

erhalten hatten.

Marcen et al. untersuchten 1029 Patienten, die zwischen 1979 und 2007
nierentransplantiert wurden [158]. Sie fanden heraus, dass eine frihe
AbstoBungsreaktion bei Patienten mit Azathioprin- und Cyclosporin  A-
Immunsuppression haufiger auftrat als bei den Patienten, die mit Tacrolimus
behandelt wurden. Diese Differenz war im Verlauf der Zeit, d.h. nach einem
Zeitraum von mindestens einem Jahr, nicht mehr nachweisbar. Von 272
Patienten, die Tacrolimus erhielten, hatten 35 Patienten (12,9%) eine
AbstoRungsreaktion.

In unserer Studie wurde mit Mycophenolat, Tacrolimus und Prednisolon
begonnen wund nur bei auftretenden Problemen auf eine andere

Immunsuppression gewechselt. Dies war bei acht Patienten der Fall.

Ein weiterer Grund fur den fehlenden Zusammenhang koénnte das
Patientenkollektiv sein. Da die Transplantatfunktion in der spateren Phase
stabiler war, hatten die Patienten weniger Untersuchungstermine im Klinikum
Stuttgart als in der frihen Phase. Somit handelt es sich hier um eine wenig
kontrollierte Feldstudie mit entsprechenden Storvariablen. Es ist nicht mdglich,
individuelle Faktoren, die die Oberflachenmarker oder die Immunsuppression
beeinflussen konnten, auszuschliel3en.

Tacrolimus wird z.B. von mehreren Faktoren beeinflusst [159]. Wahrend
genetische Cytochrom P 450-Variationen, Alter und Rasse nicht beeinflussbar
sind, kann Dbeispielsweise die Interaktion durch Medikamente oder
Nahrungsmittel beachtet werden.

Auch bei DPPIV sind inzwischen einige naturlich vorkommende DPPIV-
Inhibitoren wie z.B. Reis oder Quinoa bekannt [160]. In unserer Studie gab es

keine Erhebung dieser Daten, d.h. es kann nicht ausgeschlossen werden, dass
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durch verschiedene Umstande die erhobenen Konzentrationen verfalscht

wurden.

Zudem wurde nicht zwischen den unterschiedlichen Transplantationsvarianten
(ABO-inkompatibel, Lebendspende, Leichenniere etc.) und den
Patientengruppen (Alter, Geschlecht etc.) unterschieden, welche bekanntlich

Auswirkungen auf die Abstol3ungsrate haben [161, 162].

Neben CD26 existieren noch weitere kostimulierende Oberflachenmolekule auf
der Zelloberflache von T-Zellen, wie z.B. CD28, CD69, CD95 oder CD154.

Boleslawski et al. hatten bei erhohter CD28-Expression auf T-Zellen eine
AbstoBung innerhalb der nachsten 14 Tage nachgewiesen [163]. Fur ein Panel
aus den Markern CD28, CD69, CD95 und CD154 haben Boix et al. eine

Vorhersage einer Abstol3ungsreaktion nachweisen kdnnen [164].

Die Gruppe der kostimulatorischen MolekUle, zu denen auch CD26 zahlt, scheint
also eine gewisse Vorhersagekraft in Richtung Transplantatabstol3ung zu haben,

auch wenn in unsererem Fall kein statistischer Zusammenhang bestand.

4.2.2. Korreliert die DPPIV-Aktivitat im Plasma mit der CD26-
Expression auf T-Lymphozyten in der spateren Phase,
und kann somit die DPPIV-Aktivitat als Marker fiir die T-
Zellaktivierung verwendet werden?

Zwischen Tag 14 und der Probenentnahme P4 war sowohl bei CD3+/CD26+ %
als auch bei CD4+/CD26+ % ein Abfall zu sehen. Bei CD8+/CD26+ % war hier
ein Anstieg zu erahnen, welcher jedoch statistisch nicht signifikant war.

Die DPPIV-Aktivitat war im Gesamtverlauf gefallen. Zwischen der
Probenentnahme an Tag 14 und der in der spateren Phase war jedoch kein
signifikanter Abfall mehr zu sehen.

Die aufgetretenen klinischen Ereignisse im Beobachtungszeitraum standen in
keinem statistisch greifbaren Zusammenhang mit der gemessenen DPPIV-
Aktivitat zum Zeitpunkt P4.
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Lediglich bei den Patienten mit Leukopenie konnte eine signifikant niedrigere
DPPIV-Aktivitat zum Zeitpunkt P4 gemessen werden. Das Ergebnis war sowohl
fur ein Auftreten einer Leukopenie im 2-Monats- als auch im 6-Monats-Zeitraum
signifikant. Bei Auftreten einer Leukopenie im 6-Monats-Zeitraum waren zudem
sowohl fur CD3+/CD26+ % als auch CD4+/CD26+ % niedrigere Werte zum
Zeitpunkt P4 messbar.

Da es keine Korrelation zwischen den CD26-positiven T-Zellen und der DPPIV-
Aktivitat gab und die DPPIV-Aktivitat von Tag 14 zu P4 im Gegensatz zu
CD3+/CD26+% und CD4+/CD26+ % keine signifikante Veranderung aufwies,
kann man davon ausgehen, dass die DPPIV-Aktivitat kein geeigneter
Surrogatmarker fur die T-Zell-Aktivierung ist.

Diese Ergebnisse bestatigen publizierte Beobachtungen aus der Arbeitsgruppe
fur die frGhere Phase nach Nierentransplantation [78] und andere Studien hierzu
[148].

Dort wurde beobachtet, dass losliches CD26 zwar mit der DPPIV-Aktivitat

korrelierte, aber nicht mit der CD26-Expression auf CD3-Zellen.

Einschrankend muss hier erwahnt werden, dass es nur wenige Studien zu DPPIV
und CD26 bei Transplantation gibt.

Erweitert man die Literatursuche auf andere Krankheitsbilder, finden sich
Studien, die 0.g. Ergebnisse bestatigen, teilweise aber auch widerlegen.

Bei Eric-Nicolic et al. konnte beispielsweise bei Brustkrebspatienten eine erhdhte
DPPIV-Aktivitat nicht mit einer erhdhten prozentuellen Anzahl CD26-positiver
Lymphozyten in Verbindung gebracht werden [165].

Belle et al. fanden bei Patienten mit Diabetes mellitus vom Typ 2 eine negative
Korrelation zwischen der CD26-Expression auf CD3-Lymphozyten und der
DPPIV-Aktivitat [166]. Dies wurde auch bei Typ 1-Diabetikern nachgewiesen
[167].
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Dagegen haben Matic et al. bei hamatologischen Erkrankungen einen
Zusammenhang zwischen einer niedrigeren DPPIV-Aktivitat und einer

geringeren CD26-Expression auf Lymphozyten gefunden [168].

In unserem Fall kénnen Erklarungen fur die fehlende Korrelation dadurch
begrindet sein, dass die Quelle der im Plasma vorhandenen DPPIV-Aktivitat
nicht ausschlieBlich T-Zellen sind [81, 86-88], dass die Freisetzung des Proteins
aus T-Zellen einer Regulation unterliegt, die z.B. dazu fuhrt, dass bei starker
Immunaktivierung weniger Enzym freigesetzt wird als bei ruhendem
Immunsystem [169] oder dass es Faktoren im Plasma gibt, die die Enzymaktivitat

zusatzlich regulieren, unabhangig vom Zustand des Immunsystems [170, 171].

Lee et al. haben bei Diabetes mellitus Typ2 einen Zusammenhang zwischen
einer hoheren CD26-Expression auf T-Zellen und einem erhohten
Blutzuckerspiegel festgestellt [172].

Bei den Patienten unserer Studie wurde leider das Neuauftreten eines Diabetes
mellitus nicht erfasst. Das Auftreten ist jedoch nach Transplantation u.a. durch
Kortikoidtherapie sehr haufig.

Auch Adipozyten kénnen eine DPPIV-Quelle darstellen. Stengel et al. wiesen bei
adiposen Patienten hohere zirkulierende DPPIV-Konzentrationen nach, was mit
dem Body Mass Index korrelierte [173]. Passend hierzu wurde bei Patienten mit
Anorexie eine niedrigere DPPIV-Aktivitat gefunden [174]. Adipositas ist weit
verbreitet. Eine Korrelation der DPPIV-Aktivitat mit dem Body Mass Index wurde
in unserer Studie nicht durchgefuhrt, aber da vor allem Prednisolon eine
Gewichtszunahme bewirkt [175], konnte hier ein Zusammenhang bestehen.

Es gibt also viele Einflussfaktoren auf die DPPIV-Aktivitat, die durch die Studie
nicht erfasst bzw. kontrolliert werden konnten.
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4.2.3. Besteht zwischen CD26-positiven T-Lymphozyten sowie
der DPPIV-Aktivitat im Plasma auch in der spateren
Phase nach Transplantation ein Zusammenhang mit der
Immunsuppression (MPA-, AcMPAG-, fMPA- und
Tacrolimus-Konzentration)?

Eine schwache Korrelation bestand zwischen dem fMPAG-Spiegel und den
Biomarkern CD3+CD26+%, CD4+CD26+%, CD8+CD26+% und DPPIV.

Bei CD8+CD26+% und DPPIV gab es zusatzlich eine schwache Korrelation mit
Tacrolimus.

Hierbei waren hdhere Immunsuppressiva-Konzentrationen mit weniger CD26-
positiven T-Zellen assoziiert, wenn auch nur schwach. Dies kann ein Hinweis
darauf sein, dass CD26 eine Uberimmunsuppression widerspiegeln kdnnte, und
bestatigt die Studie von Di Marco et al.,, die bei ihrer Untersuchung von
Endothelialzellen festgestellt haben, dass sich bei immunsuppressiver Therapie
mit Cyclosporinen weniger CD26-positive Vorlauferzellen im peripheren Blut
befinden [176].

In den Abbildungen 17, 18 und 20 scheint es zudem, dass bis zu einer fMPA-
Konzentration von etwa 100 pg/l ein starkerer Zusammenhang zwischen
CD3+/CD26+ %, CD4+/CD26+ % bzw. CD8+/CD26+ % besteht, d.h. eine hdhere
fMPA-Konzentration mit einem niedrigeren prozentuellen Anteil CD26-positiver
CD3- bzw. CD4- bzw. CD8--Zellen einhergeht. Dies scheint plausibel, da die
eigentliche immunsupprimierende Wirkung durch die freie Mycophenolsaure
bedingt ist [44], wahrend die gebundene MPA keine immunsuppressive Wirkung
hat. [177, 44].

Der Verlauf von CD3+/CD26+ % und CD4+/CD26+ % von Tag 14 zu P4 zeigte
einen Abfall der CD26-positiven CD3-Zellen. Bei CD8+/CD26+ % gab es keine
signifikante Veranderung. Diese Verlaufe spiegeln am ehesten die verminderte
Immunaktivierung bzw. die adaquate Immunsuppression wider. Moglicherweise
ist der Effekt mit CD8-Zellen weniger sichtbar, da, wie Mandapathil et al.
festgestellt haben, deutlich mehr CD4+ T-Zellen CD26 tragen (>80%) als CD8+
T-Zellen [178].
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Die Immunsuppressiva-Konzentrationen von MPA, fMPA und Tacrolimus wiesen
keine signifikante Anderung von Tag 14 zu P4 auf.

Dies ist dahingehend interessant, da im Verlauf standardmafig eine
Dosisanpassung der immunsuppressiven Therapie durchgefuhrt wird, die bei
allen Patienten die Prednisolon-Medikation betraf. Zum Zeitpunkt der
Blutentnahme an P4 waren 43 der 70 Patienten sogar schon bei der
Erhaltungsdosis von 5 mg/d angelangt. Aufgrund der grof3en individuellen
Zeitspanne zwischen dem Transplantationsdatum und P4 war zum Zeitpunkt der
Blutabnahme bei 41 Patienten Mycophenolat auf 3x500 mg und bei 42 Patienten
der Zielbereich fur Tacrolimus auf 4-6 ug/l reduziert worden.

Unklar ist, ob die Reduktion der Immunsuppressiva auch so konsequent
durchgefuhrt wurde, wie es das Protokoll vorsieht.

Bei %fMPA, MPAG und AcMPAG waren die Konzentrationen zwischen Tag 14
und P4 signifikant gefallen.

Der Abfall der MPA-Gluguronidmetabilite MPAG und AcMPAG wird haufig mit
einer besseren Nierenfunktion erklart, da die renale Elimination dieser
wasserloslichen Metabolite mit einer steigenden Filtrationsrate zunimmt [179,
180].

Dies wird durch unsere Ergebnisse insofern nicht gestutzt, da im Verlauf von Tag
14 zu P4 eine leichte Verschlechterung der GFR und ein leichter Kreatininanstieg
zu beobachten war. Ursachlich hierfur kénnte die breite Streuung der
Kreatininkonzentration und der GFR-Ergebnisse sein. Die Spanne fir die GFR

reichte an Tag 14 von 6 ml/min bis 111 ml/min.

Die Blutentnahmen der Patienten erfolgten an Routineuntersuchungen, bei
denen u.a. der Tacrolimus-Talspiegel bestimmt wurde. Die Bestimmung von
MPA oder der MPA-AUC war fur die Untersuchung nicht routinemafig
vorgesehen.

Die Patienten nahmen zweimal am Tag Tacrolimus und MPA ein, weshalb bei
Abnahme des Tacrolimus-Talspiegels mutmallich auch der MPA-Talspiegel

bestimmt wurde.
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Nach Einnahme von MPA steigt die Konzentration im Blut zligig an, um dann
nach einem Peak langsam wieder abzufallen [181, 182].

Fur MPA ist es bekannt, dass die Talspiegel, die auch hier gemessen wurden,
schlecht mit der Exposition korrelieren. Daher wird fur das TDM von MPA eine

kurze AUC mit wenigen Messpunkten empfohlen [183-185].

4.2.4. Besteht in der spateren Phase nach
Nierentransplantation ein Zusammenhang zwischen
CD26-positiven T-Zellen bzw. der DPPIV-Aktivitat und
anderen klinischen Ereignissen als einer
TransplantatabstoBung?

Es wurde uberprift, ob es eine Assoziation zwischen den Biomarkern zum
Zeitpunkt P4 und anderen klinischen Ereignissen als einer Abstofung im
Beobachtungszeitraum von 2 Monaten bzw. 6 Monaten nach der Blutentnahme
gab. Es sollte also gepruft werden, ob die Biomarker pradiktiv fur klinische
Ereignisse sein konnten.

Es stellte sich heraus, dass es keinen Zusammenhang mit Infektionen und
spezifischer mit viralen Infektionen gab.

Auch in der Vorgangerstudie bis zum Tag 14 nach Transplantation war kein
Zusammenhang mit der CD26 Expression auf CD3-Zellen und dem Auftreten von
Infektionen beobachtet worden [76].

Essa et al. fanden in ihrer Studie bei Patienten mit Infektionen keinen
Zusammenhang mit CD26-positiven T-Zellen. Es gab zwar einen hoheren Anteil
von CD3- und CD4-Zellen, fur CD26-positive T-Zellen und fur CD8-Zellen war
das Ergebnis jedoch nicht signifikant [186].

Bei Ibegbu et al. wurde bei CMV-, EBV- und HIV-Infektion ebenfalls keine erhdhte
CD26-Expression auf CD8+ T-Zellen festgestellt, jedoch zeigte sich bei der mit
Influenza infizierten Blutprobe eine erhdohte CD26-Expression auf den CD8-
Zellen [187].

Bei den Konzentrationen der Immunsuppressiva Tacrolimus, MPA und fMPA und
den Metaboliten der Mycophenolsaure MPAG und AcMPAG zum Zeitpunkt P4
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gab es keinen Zusammenhang mit dem Auftreten von Infektionen im
Beobachtungszeitraum. Eine Ausnahme war Tacrolimus. Hier war die
Konzentration zum Zeitpunkt P4 erhoht, wenn im 2-Monats-Zeitraum eine
Infektion auftrat. Bei Tacrolimus und AcMPAG waren tendenziell hohere
Konzentrationen an P4 messbar, wenn eine virale Infektion auftrat. Die
Ergebnisse waren jedoch mit p=0,06 bzw. p=0,07 nicht signifikant.

Die Ergebnisse bestatigen ebenfalls die Vorgangerstudie, stehen aber - bis auf
die Ergebnisse bei Tacrolimus im 2-Monats-Zeitraum - im Gegensatz zur
Literatur, die auf einen Zusammenhang zwischen erhdhter Immunsuppression
und Infektionen wie CMV, EBV, nosokomialen und gastrointestinalen Infekten
hinweist [188-190].

Wie schon in Kapitel 4.2.3. erwahnt, wurde keine MPA-AUC gemessen, sondern
der MPA-Talspiegel, was schlecht mit der MPA-Exposition korreliert.

Mit diesem Ansatz ware eventuell eine Assoziation zwischen der MPA- bzw.
Tacrolimus-Exposition und dem Auftreten von Infektionen deutlich geworden, wie
dies publiziert ist [185, 191].

Es gab allerdings einen Zusammenhang zwischen CD26-positiven CD4+ T-
Zellen und der Entwicklung einer Leukopenie in den ersten zwei Monaten und
sechs Monaten nach P4. Dieser Zusammenhang war schon in der
Vorgangerstudie aufgefallen, als man die Biomarker am Tag 7 und 14 gemessen
hat [76]. Allerdings handelte es sich dabei eher um einen diagnostischen Ansatz,
weil das Auftreten der Leukopenie zum Zeitpunkt der Biomarkermessung
untersucht wurde.

Viel wertvoller ist ein Biomarker allerdings, wenn er Ereignisse mit einer gewissen
Wahrscheinlichkeit voraussagen kann, wie in der vorliegenden Arbeit gezeigt.
Patienten, die zum Zeitpunkt P4 wenig CD26-positive CD4-Zellen aufwiesen,
hatten moglicherweise von einer Reduktion der Immunsuppression profitiert und
weniger Leukopenien entwickelt. Auch wenn in dieser Arbeit kein
Zusammenhang zwischen Leukopenien und dem vermehrten Auftreten von
Infektionen beobachtet werden konnte, so ist dieser Zusammenhang doch gut
dokumentiert [192-194].
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In der vorliegenden Arbeit konnte eine Ursache der kurze

Nachbeobachtungszeitraum von 6 Monaten sein.

Die verminderte Zahl CD26-positiver CD4-Zellen ist im Ubrigen keine Folge der
Leukopenie, da die Messung auf dem Nachweis CD26-positiver T-Zellen in %
beruht. Darlber hinaus war dieser Zusammenhang nicht bei allen T-Zell-

Subpopulationen zu beobachten.

Interessanterweise waren auch niedrige DPPIV-Aktivitaten zum Zeitpunkt P4
schwach mit dem Auftreten oder Nicht-Auftreten von Leukopenien in den
folgenden 2 bzw. 6 Monaten assoziiert. Ob diese eine verminderte T-Zell-
Aktivierung widerspiegelt oder durch die verminderte Anzahl von Leukozyten
schon zum Zeitpunkt P4 bedingt ist, kann nicht sicher ausgesagt werden. Zum
Zeitpunkt P4 war die durchschnittliche Leukozytenzahl bei knapp 8 T/ul (2,3 bis
17 T/ul) und war von Tag 14 zu P4 auch nicht signifikant verandert.

Die Patienten, die im Beobachtungszeitraum eine Leukopenie entwickelt hatten,
zeigten an P4 erhdhte Immunsuppressivakonzentrationen auf. Beim Auftreten
einer Leukopenie im 2-Monats-Zeitraum war die Konzentration von Tacrolimus,
%fMPA und MPAG an P4 erhoht. Im 6-Monats-Zeitraum war die Konzentration
von Tacrolimus, MPA, fMPA und AcMPAG erhdht.

Mycophenolat bewirkt in Kombination mit mehreren Faktoren, wie z.B. antiviraler

Therapie, eine Leukopenie [195].

Varnell et al. fanden fur das Auftreten von Leukopenie bei Mycophenolat-Gabe
eine Inzidenz von 24%. Es wurde eine genetische Neigung zur Leukopenie bei
Mycophenolat-Medikation festgestellt [196].

Bei Brum et al. ist von einer Inzidenz von 10% bis 55,5% die Rede. Sie
untersuchten nierentransplantierte Patienten mit einer Kortikoid-Mycophenolat-
Tacrolimus-Immunsuppression. Bei den 64 Patienten traten in 13 Fallen eine
Leukopenie auf. Als Risikofaktoren fanden Brum et al. héhere Mycophenolat-

Dosierungen und eine Hochdosistherapie mit Valganciclovir. Auflerdem war bei
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Leichennieren eine signifikant hohere Leukopenie-Wahrscheinlichkeit
festzustellen [197].

In unserer Studie erhielten 9 Patienten Gancyclovir bzw. Valgancyclovir als CMV-
Prophylaxe bei CMV-positivem Spender und negativem Empfanger. Bei diesen
Patienten war lediglich bei einem im 2-Monats-Zeitraum eine Leukopenie
aufgetreten.

Jacobson et al. werteten die Transplantation einer Leichenniere als Risikofaktor
fur eine Leukopenie unter Mycophenolat-Therapie. Weitere Risikofaktoren waren
die Medikation mit Kortikoiden, eine vorangegangene Transplantation und die
Transplantation einer CMV-positiven Niere in einen CMV-negativen Empfanger
[198], was die Risikofaktoren von Brum et al. bestatigt. Unsere Studie bestatigte
diesen Zusammenhang jedoch nicht. Eine Leukopenie stand in keinem
Zusammenhang mit der Art der Transplantation.

Ein Review von Yang et al. nennt eine Inzidenz von 13-35% fur das Auftreten von

Leukopenie bei Mycophenolat-Immunsuppression [199].

Bei Auftreten einer Leukopenie sollte ein Differentialblutbild erfolgen, um eine
Neutropenie von einer Lymphozytopenie zu unterscheiden. Erstere birgt ein
hdheres Infektionsrisiko und damit ein hoheres Risiko zu versterben [200, 201].
AulRerdem scheint eine CD4-Lymphozytopenie ein Risikofaktor fur das Auftreten

von Infektionen und einer Transplantatfunktionsverschlechterung zu sein [202].

FUr Tacrolimus sind als haufigste Nebenwirkung die Nephrotoxizitat, die
Neurotoxizitat und das Auftreten eines Diabetes mellitus beschrieben [159].

Bei erhohten Tacrolimus-Konzentrationen fanden Shihab et al. einen
signifikanten Zusammenhang zum Auftreten einer Neutropenie. Bei Leukopenie
war das Ergebnis nicht signifikant. Bei erhdhtem Tacrolimus-Spiegel waren
aulRerdem mehr Infektionen aufgetreten [203].

Eine Differenzierung der Leukozytopenie war in unserer Studie nicht erfolgt.
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Die Therapieoptionen beim Auftreten einer Leukopenie beinhalten u.a. die
Reduktion der Immunsuppression (v.a. Mycophenolat und Valganciclovir) und die
Gabe von G-CSF (Granulozyten-Kolonie stimulierender Faktor) [204].

Die ersteren beiden Optionen wurden durchgefuhrt. Eine G-CSF-Therapie war in
unserer Studie nicht erfolgt.

In der vorliegenden Studie waren MPA und Tacrolimus-Konzentationen, die zum
Zeitpunkt P4 oberhalb eines mittels ROC-Kurvenalayse ermittelten cut offs lagen,

mit Leukopenien in den nachsten 2 bzw. 6 Monaten assoziiert.

Es scheint, dass eine Kombination aus den vier Parametern Prozent der CD26-
positiven CD4-Zellen, DPPIV-Aktivitat, MPA- und Tacrolimus-Konzentration
pradiktiv fur das Auftreten einer Leukopenie im Zeitraum bis sechs Monate nach

der Probeentnahme ist.

4.3. Weitere potentielle Biomarker

Die Biomarker Working Group (BWG) der International Association of
Therapeutic Drug Monitoring and Clinical Toxicology (IATDMCT) hat sich mit
erfolgversprechenden Biomarkern bei der Transplantation solider Organe befasst
und eine Expertenmeinung hierzu verfasst [205].

Als Biomarker bezuglich des AbstoRungsrisikos wurden die Zytokine IL-2 und
IFN-y, die Oberflachenantigene CD154, CD26, CD28 und I6sliches CD30 und die

Anzahl der aktiven regulatorischen T-Lymphozyten genauer betrachtet.

Die Verbindung CD28:CD80/CD86 ist im Vergleich zu CD26 gut untersucht [206].
Es wurden CD28-Antikorper und -Agonisten entwickelt. Den Einzug in den
klinischen Alltag haben sie bisher noch nicht geschafft. Von der KDIGO werden
aktuell weiterhin IL-2-Antagonisten zur Induktion und die Kombination aus dem
Tacrolimus und Mycophenolat plus eventueller Kortikoidgabe empfohlen [55].

Der CD80-Blocker Belatacept ist unter dem Namen Nulojix® erhaltlich und hat
seit 2011 eine Zulassung der FDA als immunsuppressives Medikament bei

Nierentransplantation [207].
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Bei den beiden Studien BENEFIT und BENEFIT-EXT konnte bei der Therapie
mit Belatacept im Vergleich zu Calcineurininhibitoren eine bessere
Nierenfunktion nachgewiesen werden [208, 209].

Bei dem CD80-Blocker handelt sich hier zwar nicht um einen Biomarker, sondern
um den Therapieansatz der Kostimulationsblockade, jedoch unterstreicht diese
neue Art der Immunsuppression den Stellenwert, den die kostimulatorischen

Molekule bei der AbstoRungsreaktion spielt.

Als Biomarker fir die Abstollung gibt es fur CD154 inzwischen einen Test
namens Pleximmune. Dieser ist fur Patienten unter 21 Jahren mit Dunndarm-
und Lebertransplantation zugelassen und kann das Risiko einer
AbstoRungsreaktion vorhersagen. CD154 ist ebenfalls ein kostimulatorisches
Molekul und ein Aktivierungsmarker [210]. Von Nachteil ist, dass die Probe bisher
nur im Labor der Firma Plexision Inc in Pittsburgh (USA) [211] ausgewertet
werden kann und fur den Test Spenderantigene notig sind, die nicht leicht zu
erhalten sind [212]. Eine Anwendung bei uns in Deutschland ist aktuell noch nicht

problemlos maoglich.

44. Methodenkritik

In unserer Studie waren es 70 Patienten, die einbezogen wurden. Es gab nur funf
AbstoBungsreaktionen (ca. 7%), aber 15 Falle von Leukopenie. Dies konnte
eventuell der Grund sein, warum die Ergebnisse bei den AbstoRungsreaktionen
nicht signifikant, die bei den Leukopenie-Fallen jedoch signifikant waren. Somit

hat die Studie eventuell statistisch gesehen zu wenig Power.

Die Gewinnung unserer Proben fand im Rahmen eines geplanten
Vorsorgetermins statt. Dies war organisatorisch und logistisch die einfachste
Maglichkeit und hatte den Vorteil, dass die Probanden keinen weiteren Termin
wahrnehmen mussten. Aullerdem musste den Patienten keine zusatzliche
Blutprobe abgenommen werden, was mutmalilich die Zustimmung zur

Studienteilnahme erleichterte.
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Von Nachteil ist jedoch der unterschiedliche =zeitliche Abstand zwischen
Transplantationstag und dem Datum der Probeentnahme, der zwischen 30 und
383 Tagen betrug. Es ware hilfreich, einen optimalen Zeitpunkt der Blutentnahme

zu kennen und entsprechend so umzusetzen.

4.5. Ausblick auf die Biomarker

Ob Mikro-RNA im Urin oder Blut [213, 214] oder Antikorper gegen den Rezeptor
Angiotensin-Il Typ 1 (AT1RADb) [215-217], unterstutzt durch die heutige moderne
Technik finden sich unter dem Uberbegriff ,omics* zahlreiche Elemente, die auf
biochemischer Ebene die Zelle untersuchen und damit erfolgversprechende
Biomarker hervorbringen [218].

Allerdings sind diese noch in der Erforschungsphase, d.h. die Studien sind in der
Regel Einzelstudien und kaum vergleichbar miteinander [219].

Im Jahr 2011 gab es uber 15000 Studien, die sich mit Biomarkern bei
Organtransplantation beschaftigten [67].

Josep Cruzado und Edoardo Melilli haben die Fulle an neuen Markern in ihrem
Editorial mit der berihmten Nadel im Heuhaufen verglichen und kritisierten
methodische Fehler in vielen Studien und die aktuell fehlende Umsetzbarkeit in
den klinischen Alltag [220].
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5. ZUSAMMENFASSUNG

Bei der vorliegenden Arbeit handelt es sich um die Nachfolgestudie der
Dissertation ,CD26 als pradiktiver Marker fur die AbstoBung unter der
immunsuppressiven Therapie mit Myfortic® bei Patienten in der frihen Phase
nach Nierentransplantation® von Frau Dr. Simone Leicht. Die vorliegende Studie
untersuchte den pradiktiven Wert der CD26-Expression auf CD3-, CD4- und
CD8-Zellen und die DPPIV-Aktivitat als Biomarker der T-Zell-Aktivierung fur die
Ereignisse  AbstoRungsreaktionen, Infektionen, virale Infektionen und
Leukopenie in der spateren Phase nach Nierentransplantation. Auerdem wurde
analysiert, ob die Immunsuppressiva-Konzentrationen im Zusammenhang mit
denselben Ereignissen stehen und ob die DPPIV-Aktivitat mit den CD26-
Expression auf den T-Zellen korreliert. Es wurde verglichen, ob sich die
Ergebnisse in der spateren Phase von der fruhen Phase nach

Nierentransplantation unterscheiden.

Hierfur wurden bei 70 Patienten zum Zeitpunkt P4 (mindestens 30 Tagen nach
der Transplantation) die Biomarker, d.h. die Aktivitat des Enzyms DPPIV im
Plasma und der prozentuale Anteil der CD26-positiven CD3-, CD4- und CD8-
Zellen im Vollblut mittels Durchflusszytometrie, sowie die Immunsuppressiva-
Konzentrationen von Tacrolimus, MPA, fMPA, %fMPA und der Metabolite
AcMPAG und MPAG chromatografisch bestimmt und demographische und
klinische Daten wie z.B. Alter oder Vortransplantationen der Patienten erhoben.
Der Zeitpunkt P4 lag zwischen 30 und 383 Tagen nach der Transplantation.

Im Zeitraum von zwei bzw. sechs Monaten nach dieser Blutprobe P4 wurden die
klinischen Ereignisse Abstollungsreaktion, Infektion, virale Infektion sowie
Leukopenie registriert, und es wurde das Vorhersagepotential der Biomarker und
der Konzentrationen der Immunsuppressiva bezlglich  der  vier
Ereignismoglichkeiten gepruft. Auf’erdem wurden die DPPIV-Aktivitat mit
CD3+/CD26+ %, CD4+/CD26+ % und CD8+/CD26+ % und die Biomarker mit

den Immunsuppressiva-Konzentrationen korreliert.
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Im Unterschied zu der Vorgangerstudie, die den frihen Zeitraum nach der
Transplantation untersucht hat, konnte kein Zusammenhang zwischen der
Anzahl der CD26-positiven T-Zellen bzw. der DPPIV-Aktivitat zum Zeitpunkt P4
und einer Transplantatabstofliung im Nachbeobachtungszeitraum festgestellt
werden. In der Vorgangerstudie waren bei CD26-positiven CD8-Zellen an Tag 3
und Tag 7 bei Patienten, die eine AbstoRungsreaktion hatten, deutlich héhere
Werte gemessen worden. Allerdings waren in der Vorgangerstudie
AbstoRungsreaktionen haufiger beobachtet worden (n=21), wahrend in der hier
betrachteten spateren Phase lediglich funf AbstoRungsreaktionen auftraten.

Auch zeigte sich keine Korrelation zwischen den CD26-positiven T-Zellen und
der DPPIV-Aktivitat, was die Ergebnisse der Vorgangerstudie bestatigte. Die
DPPIV-Aktivitat scheint also kein guter Surrogatparameter fur die T-Zell-

Aktivierung zu sein.

Es war kein Zusammenhang zwischen dem prozentualen Anteil der CD26-
positiven T-Zellen bzw. der DPPIV-Aktivitat und den aufgetretenen Ereignissen
feststellbar, was die Ergebnisse der Vorgangerstudie bestatigte. Eine Aulinahme
stellte das Auftreten einer Leukopenie dar. In der Vorgangerstudie waren die
Ergebnisse hierflir nicht signifikant gewesen, jedoch war in unserem spateren
Zeitraum das Uber- bzw. Unterschreiten der (iber eine ROC-Analyse ermittelten
Cut offs fur CD4+/CD26+ % (< 2,7 %), der DPPIV-Aktivitat (< 40,9 U/ml), der
MPA-Konzentration (> 2,33 mg/l) und der Tacrolimus-Konzentration (> 7,1 ug/l)
pradiktiv fur das Ereignis Leukopenie.

Mit der Kombination der vier o.g. Parameter zum Zeitpunkt P4 konnte das
Auftreten einer Leukopenie im Nachbeobachtungszeitraum von sechs Monaten

hundertprozentig vorhergesagt werden.
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