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1 Zusammenfassung

Die terminale Niereninsuffizienz stellt ein relevantes gesundheitliches Problem dar.
Aufgrund der zunehmenden Inzidenz und Privalenz der Erkrankung und der hohen
Therapiekosten steigt die wirtschaftliche Bedeutung kontinuierlich. Verfiigbare
Therapieoptionen sind Dialyse und Organtransplantation. Dariiber hinaus ist eine hohe
Komorbiditidt und Letalitdt mit dem progredienten Nierenversagen assoziiert. Im Verlauf
der Nierenerkrankungen von ersten Funktionseinbulen bis hin zur terminalen
Niereninsuffizienz greift eine Fiille von Faktoren in die Pathogenese ein. Es gilt als
gesichert, dass hierbei akute und chronische Entziindungsprozesse eine zentrale Rolle
spielen. Wesentliche Mediatoren der Entziindung sind unterschiedliche Zytokine und
Chemokine. Zytokine wie TNF-alpha, IFN-gamma, TGF-beta, IL-6 und IL-10 sind stark
mit der Progression der Niereninsuffizienz assoziiert und spielen eine wichtige Rolle in
der Pathogenese von begleitenden Stoffwechselstorungen. Des Weiteren sind diese
Mediatoren an der Entwicklung von virusassoziierten Komplikationen nach
Organtransplantation beteiligt. Beispiele sind akute Zytomegalievirus (CMV)-
Infektionen, CMV-(Re)Aktivierungen und die Entstehung von virusassoziierten
Tumoren, wie den Epstein-Barr Virus-assoziierten Lymphomen (PTLDs).

Die vorliegende Habilitationsschrift beschiftigt sich mit der Analyse der Stirke der
Zytokinexpression im Rahmen von Nierenerkrankungen. Die hier vorgestellten
Forschungsarbeiten zeigen, dass die Expressionshohe im Wesentlichen durch genetisch
determinierte Polymorphismen in kodierenden und nicht-kodierenden Bereichen der

Zytokingene bestimmt wird. Unter Verwendung von SSP-PCR (Sequence-Specific-



Primer-PCR) fiir die Genotypisierung relevanter Zytokine wurde der priadiktive Wert der
Polymorphismen in kodierenden und nicht-kodierenden Regionen der IL-6-, IL-10-,
TNF-alpha-, IFN-gamma- und TGF-B-Gene fiir folgende Erkrankungen untersucht:
e Niereninsuffizienz im Endstadium (ESRD) bedingt durch eine chronische
Glomerulonephritis oder diabetische Nephropathie
e Stoffwechselstorungen einschlieBlich Diabetes mellitus, Hyperurik- und
Hyperlipiddmie als Komplikation im Verlauf von Nierentransplantationen
e EBV-assoziierte Posttransplantationslymphome (PTLD)
Wir konnten zeigen, dass Genpolymorphismen fiir die genannten Zytokine einen
wichtigen priadiktiven Wert fiir die Progression der Niereninsuffizienz, begleitender
Stoffwechselstorungen nach Transplantation und Posttransplantationslymphomen
(PTLD) haben. So gingen spezifische TGF-B- und IL-10-Genpolymorphismen mit der
Progression zur terminalen Niereninsuffizienz und der Entwicklung EBV-assoziierter
PTLDs einher. Wihrend der IFN-gamma-Genpolymorphismus stark mit der Diagnose
und dem Auftreten eines Posttransplantationsdiabetes assoziiert ist, konnte fiir den TGF-
B-Genpolymorphismus eine Verbindung zu Hyperurikimie und Dyslipoproteindmie

gezeigt werden.

Neben genetischen Faktoren beeinflussen akute und chronische virale Infektionen den
Verlauf nach Transplantationen. Fiir das CMV konnte in fritheren Arbeiten in klinisch
relevanten Studien und experimentellen Modellen eine Immunpathogenese im Rahmen
akuter und chronischer NierentransplantatabstoBungen gezeigt werden. Inwieweit EBV,

ebenfalls ein Vertreter der Herpesviren, in Prozesse der akuten und chronischen



TransplantatabstoBung involviert ist und diese verstidrkt, war bis jetzt unklar. In unseren
Studien konnten wir eindeutig zeigen, dass eine Assoziation zwischen der Reaktivierung
einer latenten EBV-Infektion und der Diagnose einer akuten TransplantatabstoBung bei
Langzeitnierentransplantierten besteht.

Der Einfluss einer CMV-Infektion/Reaktivierung auf den klinischen Verlauf bei
Empfingern solider Organe ist seit mehreren Jahrzehnten der Gegenstand zahlreicher
Studien. Nach der Einfithrung von Ganciclovir ist sowohl die Inzidenz akuter CMV-
Infektionen im Rahmen von Primérinfektionen oder Reaktivierungen von latentem Virus
als auch die Haufigkeit und Schwere daraus resultierender Komplikationen deutlich
gesunken. Eine nur 6 %ige orale Bioverfiigbarkeit des Prédparates limitiert jedoch seine
Anwendung initial unter dem Infekt auf die intravendse Gabe, was mit einer hohen
Hospitalisierungsrate, erhohter Inzidenz von Katheterinfektionen und hohen Kosten
verbunden ist. Valganciclovir, eine oral gut bioverfiigbare Formulierung von Ganciclovir,
ist vor einiger Zeit in den klinischen Alltag eingefiihrt worden. Um den Einfluss des
neuen Therapeutikums auf den Verlauf nach Nierentransplantation zu validieren,
initiierten wir unmittelbar nach der Zulassung des Prédparates eine klinische Studie, um
erstmalig in der Spétphase nach Nierentransplantation die therapeutische Wirksamkeit

von Valganciclovir sowie sein Nebenwirkungsprofil zu evaluieren.

Mit den vorgelegten Arbeiten wurden klinisch relevante Fragen unter Zuhilfenahme
moderner immunologischer Methoden untersucht. Dabei wurden neue Aspekte der
Immunpathogenese von Begleiterkrankungen bei ESRD und nach Nierentransplantation

entdeckt und beschrieben. Die gefundenen Risikomarker erginzen das klinische



Monitoring der Patienten und erlauben deren Risikostratifizierung in Patienten mit hohem
und niedrigem Risiko und konnen somit moglicherweise die Prognose der hier

untersuchten Komplikationen durch zeitigere Interventionen verbessern.



2 Einleitung

2.1 Zytokine

Viele physiologische und pathologische Prozesse im Organismus kommen durch eine
Interaktion verschiedener Zellen des Immunsystems zustande. Dieser ,,cross talk* wird
im Wesentlichen durch unterschiedliche Mediatoren vermittelt, wobei Zytokinen eine
besondere Bedeutung zukommt. Zytokine, als immunregulatorische Glykoproteine,
besitzen eine pleiotrope Wirkung und kdnnen autokrin, parakrin oder systemisch wirken.
Sie werden stimulusabhéngig neu synthetisiert und modulieren die Immunantwort iiber
Quantitit, Rezeptoraffinitit und Redundanz. Zu den Hauptaufgaben der Zytokine
gehoren die Koordination von Proliferations-, Wachstums- und
Differenzierungsprozessen, von Apoptose und Angiogenese sowie die Regulation und
Interaktion von adaptivem und angeborenem Immunsystem.

TNF-alpha (tumor necrosis factor-alpha) ist ein potentes Zytokin mit einem breiten
Spektrum proinflammatorischer Eigenschaften, da praktisch alle Korperzellen
Rezeptoren fiir TNF-alpha tragen. Es spielt sowohl in der Regulation der Kommunikation
zwischen Immunzellen (T-Zell-abhiingige B-Zell-Antwort, T-Zell-Proliferation, Aktivitét
von NK-Zellen, Reifung dendritischer Zellen etc.) eine Rolle, greift aber auch in akute
und chronische Entziindungsreaktionen nicht-immunologischer Zellen und Gewebe
(Endothelaktivierung, Fibroblastenaktivitit etc.) ein (Lin J et al.). Urspriinglich vermutete
man die Rolle von TNF mehr in der akuten Entziindung (z.B. Sepsis) (Malleo G et al.).
Jedoch haben die beeindruckenden Therapieergebnisse TNF-neutralisierender Substanzen

(wie monoklonale Antikdrper) bei Rheumatoidarthritis, Morbus Crohn, Colitis ulcerosa,



M. Bechterew und Psoriasis gezeigt (Asadullah et al.), dass TNF-alpha ein
Schliisselzytokin in der Pathogenese zahlreicher chronischer Immunprozesse darstellt (Di
Girolamo N et al.; Kollias G et al.). Es wird vor allem von Monozyten/Makrophagen
produziert und freigesetzt, obwohl auch aktivierte T- und B-Zellen sowie Mastzellen das
Zytokin sezernieren konnen.

Die TNF-alpha Sekretion wird wesentlich durch das gegenregulative Zytokin Interleukin-
10 (IL-10) gesteuert (Meisel C et al.). IL-10 defiziente Miuse entwickeln todlich
verlaufende, TNF-alpha unterstiitzte Entziindungsprozesse vor allem im Darmbereich.
IL-10 reguliert dariiber hinaus auch die spezifische Immunantwort, wobei vor allem die
T-zellvermittelte Entziindung (Th1l Reaktion mit Interferon-gamma als Schliisselzytokin)
gehemmt wird. Die therapeutische Applikation von IL-10 hat vor allem bei der Psoriasis
sehr gute Ergebnisse gezeigt (Asadullah K et al.).

T-Zellen spielen neben Makrophagen eine zentrale Rolle im Unterhalt chronischer
Entziindungsprozesse. Insbesondere dem proinflammatorischen Zytokin Interferon-
gamma (IFN-gamma), das vor allem von Thl (und Tcl)-Zellen sezerniert wird, kommt
hierbei eine Schliisselstellung zu. In experimentellen Nierentransplantationsmodellen
konnte gezeigt werde, dass IFN-gamma defiziente Miuse zwar eine weitestgehend
unbeeinflusste akute Rejektion entwickeln konnten, nicht jedoch eine chronische

Rejektion (Nagano H et al.).

Im Prozess der Fibrosierung beim chronischen Nierenversagen scheint auch
Transforming-Growth-Faktor-beta (TGF-B) eine wesentliche Rolle zu spielen. TGF-8 ist

ein multifunktionelles Zytokin, welches die Proliferation und Differenzierung



verschiedener Zelltypen kontrolliert. Es kontrolliert wesentlich die Produktion der
extrazelluliren Matrix indem es z.B. die Synthese und Sekretion von Kollagen und
anderen Matrixproteinen erhoht und deren Degradation durch Inhibition abbauender
Enzyme hemmt (Sharma VK et al.). TGF-8 hat daher eine starke profibrotische Aktivitit.
Andererseits hemmt es zahlreiche Immunfunktionen, was auch die Hemmung von TNF-
alpha und IFN-gamma umfasst, so dass dem TGF- eine dichotome Rolle in der
Entziindungsregulation zukommt (Li MO; Massague J et al.).

Untersuchungen an transgenen TGF-8 iiberexprimierenden Miusen zeigten, dass der
hohe Spiegel von zirkulierendem TGF- zur renalen Fibrose und zum Verlust der
Nierenfunktion fiihrt (Sanderson N et al.). Sharma et al. konnten fiir die
nierentransplantierte Population zeigen, dass TGF-81 eine wichtige Rolle in der
progressiven Fibrose der Transplantatniere spielt (Sharma VK et al.). Es wird postuliert,
dass TGF-B1 ebenfalls eine Rolle in der Entstehung von malignen Tumoren einnimmt.
So wurde beschrieben, dass TGF-B1 einen positiven Einfluss auf die Zelltransformation
und das Tumorwachstum von hédmatologischen Tumoren ausiibt (Massague J et al.).
Interessanterweise stimulieren Calcineurininhibitoren, die ein essenzieller Bestandteil
moderner Immunsuppression sind, die TGF-8 Produktion, sodass Transplantation einen
Risikofaktor der Onkogenese darstellen. Inwieweit es sich hierbei um ein Epiphinomen

handelt, wird aktuell weiter erforscht (Hojo M et al.).

Die Synthese von IL-6 wird durch andere Zytokine (wie IL-1, TNF-alpha), LPS und
virale Nukleinsduren stimuliert. IL6 wird auch B-cell stimulatory factor-2 (BSF-2) oder
Interferon beta-2 genannt. IL-6 spielt eine essenzielle Rolle in der Enddifferenzierung

von B-Zellen zu Ig-sezernierende Zellen und kann dariiber hinaus die Entstehung von
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Plasmazytomen fordern. Daneben stimuliert das Zytokin die Differenzierung der
Nervenzellen sowie die Synthese von Akutphase-Proteinen in der Leber. Uber eine
Aktivititssteigerung von nativen Killerzellen und Differenzierung von zytotoxischen

Killerzellen steigert IL 6 die Effektivitit von Immunantworten (Kishimoto T).

2.2 Zytokingenpolymorphismus

Das immunologische Kommunikationsnetzwerk ist sehr komplex reguliert. Die aus der
Summe der 18slichen und zellgebundenen Signale entstehende Immunantwort ist daher
multifaktoriell. Dennoch kann die Menge von aktiven einzelnen Zytokinen die
immunologische Antwort beeinflussen. Die Expression von Zytokinen hiingt zum einen
von der Art und Dauer des Triggers ab. Die Expressionshdhe nach der Aktivierung wird
aber wesentlich durch den genetischen Background moduliert. Neuere Untersuchungen
haben gezeigt, dass die Hohe der Zytokinexpression genetisch determiniert ist
(Vandenbroeck Ket al.). Diese genetische Pridisposition wird meistens durch
Einzelnukleotid-polymorphismen (Single Nucelotide Polymorphism, SNP) in
kodierenden und nicht-kodierenden Regionen der Zytokingene verursacht. Diese
Polymorphismen konnen Expressionshohe und Halbwertszeit von Zytokinen stark
beeinflussen.

Mutationen innerhalb einer kodierenden Region sind eher selten, da sie hédufig zu
Proteinstrukturdnderungen und damit zum Verlust oder zur Funktionsdnderung des
exprimierten Proteins fiihren. Haufiger sind Mutationen in nicht-kodierenden Regionen,
die zwar die Aminosédurensequenz nicht beeintrichtigen, aber die Proteinexpression auf

verschiedenste Art und Weise beeinflussen konnen. Beispiele hierfiir sind:
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e verdndertes mRNA-Splicing, was mRNA-Stabilitit und Gentranslationsniveau
beeinflussen kann
e verdndertes Bindungsverhalten von Transkriptionsfaktoren durch Mutationen
innerhalb des Promoters oder verdnderte Enhancer- bzw. Silencer-Struktur, was
die Gentranskription beeinflussen kann
Durch Untersuchungen verschiedener Arbeitsgruppen sind zum heutigen Zeitpunkt
Genpolymorphismen fiir fast alle bekannten Zytokine identifiziert. Die Rationale fiir
Untersuchung von Genpoylmorphismen liegt dabei in folgenden Punkten:
- Verbesserung des Verstindnisses der Atiologie und Pathogenese humaner
Erkrankungen
- Identifizierung potenzieller Risikofaktoren fiir die Entstehung und den klinischen
Ausgang verschiedener Krankheiten
- Identifizierung potenzieller Marker fiir ,,Response versus Non-Response* in
therapeutischen Studien
- Identifizierung von potenziellen Targets fiir therapeutische Interventionen

- Identifizierung neuer therapeutischer Strategien fiir die Erkrankungspridvention.

Einer der meist iibersehenen Aspekte solcher Studien besteht darin, dass der Komplexitit
der Zytokinnetzwerkstruktur und den interaktiven Kaskaden von Genaktivierungen bzw.
Gensuppressionen in der Bewertung der Ergebnisse nicht ausreichend Rechnung getragen
wird. Die individuellen Assoziationen konnen in vielen Fillen nicht informativ sein,
withrend die Kombination verschiedener Zytokingenotypen die Erkrankungsanfilligkeit

und den klinischen Ausgang einer Krankheit oft viel besser vorhersagen kann. Daher
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ergibt die komplexe Analyse relevanter Zytokingenpolymorphismen mehr Sinn als die
Betrachtung von Einzelgenen. Dies erfordert aber auch gréfere Fallzahlen fiir eine
statistische Auswertung von pridiktiven Studien, da die Zahl der zu betrachtenden
Subgruppen steigt.

Eine Vielzahl von Publikationen zeigt einen Zusammenhang zwischen Polymorphismen
und dem Verlauf von unerwiinschten Entziindungsreaktionen und Infektionen
(Vandenbroeck K et al., Purdue MP et al.). Sie tragen zum besseren Verstindnis von
Krankheitsverldufen bei, sind aber bisher ohne therapeutische Konsequenz. Inwieweit
Genpolymorphismen bedeutsam bei klinisch relevanten nicht-immunologischen
Komplikationen sein konnen, wurde bis jetzt nicht detailliert untersucht, obwohl sich

Hinweise mehren, dass auch hier Entziindungsprozesse pathogenetisch relevant sind.

2.3 Niereninsuffizienz im Endstadium

Die Niereninsuffizienz im Endstadium (End Stage Renal Disease, ESRD) stellt ein
groBes gesundheitsokonomisches Problem dar, da sie mit einer hohen Inzidenz an
Komorbidititen assoziiert ist und Dialyse und Nierentransplantation sehr kostenintensive
Therapieoptionen sind. Das verbesserte Management der Dialysepatienten fiithrt zu einer
deutlich verbesserten Lebenserwartung der Patienten mit ESRD. Die permanent steigende
Zahl zu behandelnder Patienten mit ESRD ist zum einen das Resultat der steigenden
Inzidenzen und zum anderen des wachsenden Missverhiltnisses zwischen der
Patientenzahl auf der Warteliste und dem Spenderorganangebot.

Die ESRD kann durch eine Reihe unterschiedlicher Erkrankungen hervorgerufen werden,

wobei Hypertension, Diabetes mellitus und chronisch glomeruldre Erkrankungen mit

13



einer Hiufigkeit von ca. 80 % die wichtigsten Risikofaktoren darstellen (Freedman B).
Wihrend bei einigen Patienten mit Bluthochdruck, Diabetes oder chronischen
Glomerulonephritiden die Nierenfunktion iiber Jahre im normalen bzw. kompensierten
Bereich stabil bleibt, kommt es bei anderen Patienten zur progredienten Entwicklung
eines chronischen Nierenversagens. Dies ist sicherlich ein multifaktorielles Geschehen,
wobei der Einfluss von Zytokingenpolymorphismen auf die Progression der Entwicklung
einer terminalen Niereninsuffizienz wenig untersucht ist. Mehrere Untersucher
berichteten iiber eine erhohte Sekretion/Aktivitit unterschiedlicher Zytokine bei Patienten
mit akutem und chronischem Nierenversagen (Syrjanen J et al.; Masutani K et al,
Cartwright NH et al). Es wurde postuliert, dass Inflammation und daraus bedingte

Fibrose zur Entwicklung eines Nierenversagens fiihren kann.

2.4 Epstein-Barr-Virus (EBYV)

EBV ist ein DNA-Virus, gehort zur Subfamilie Gammaherpesviridae und ist der einzige
humane Vertreter dieser Gruppe. Das Genom des EBV umfasst bei einer Gesamtlidnge
von ca. 170 kb etwa 100 darauf kodierte Gene, die fiir Polypeptide kodieren, die in der
Mehrzahl mit Nicht-Strukturproteinen assoziiert sind und zahlreiche Funktionen haben.
Das erste Ziel fiir EBV im menschlichen Organismus stellen periphere Epithelzellen in
den Tonsillen dar (Wolf et al., 1984). Hier vermehrt sich das Virus lytisch, tritt dann in
die Blutzirkulation iiber und infiziert anschlieend seine eigentlichen Zielzellen, die B-
Lymphozyten.

Eine herausragende Eigenschaft des EBV besteht darin, dass das Virus iiber zwei

unterschiedliche Proliferationsformen verfiigt: eine lytische (produktive) und eine latente
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EBV-Proliferation. Im Gegensatz zu einer lytischen EBV-Vermehrung, in welcher es
unter dem EinfluB unterschiedlicher viraler Enzyme zur Produktion neuer viraler
Partikeln kommt, deren Freisetzung aus der Zelle mit der Zerstorung der Wirtszelle
einhergeht, erfolgt die latente EBV-Replikation zusammen mit der Wirtszelle: bei jeder
Zellteilung wird EBV an die beiden Tochterzellen weitergegeben.

Die bei kleinen Kindern klinisch inapparente primire Infektion mit EBV fiihrt bei
Jugendlichen und Erwachsenen zur Auslosung klassischer Symptome der primidren EBV-
Infektion, die als infektiose Mononukleose (IM) bekannt ist.

Dariiber hinaus 16st EBV bei Patienten mit X-chromosomal vererbten Gendefekten das
sogenannte X-gebundene lymphoproliferative Syndrom (XLPS, Duncan-Syndrom) aus
(Purtilo et al., 1982).

Weiterhin wird iiber einen Zusammenhang zwischen der EBV-Infektion und
unterschiedlichen Autoimmunerkrankungen, wie rheumatoide Arthritis, Sjorgen-
Syndrom, systemischer Lupus erythematodes, berichtet (Kochanowski et al., 1996).
Unstrittig ist auch die Rolle des EBV bei der Entstehung maligner Erkrankungen. Das
Virus wird in Zusammenhang mit der Entstehung von Nasopharynxkarzinom, Burkitt-
Lymphom, Morbus Hodgkin und Haarzell-Leukoplakie bei AIDS-Patienten gebracht
(Nalesnik MA et al.).

Des Weiteren werden zunehmend mehr Arbeiten publiziert, die itiber Aspekte der
Immunpathogenese von EBV bei chronisch immunsupprimierten Patienten nach
Organtransplantation berichten. So kommt es infolge einer gestorten Ballanz zwischen
EBV-Proliferation und addquater EBV spezifischer Immunantwort zur Entstehung EBV-

assoziierter Lymphoproliferationen unterschiedlicher klinischer und histologischer
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Graduierungen bis zum Vollbild eines EBV-assoziierten Lymphoms post

transplantationem (PTLD) (Jabs WI et al., Naelsnik MA et al.).

2.5 Zytomegalie-Virus (CMYV)

CMV st ein ubiquitdres doppelstringiges DNA-Virus und gehort wie EBV zur Familie
der Herpesviridae. Ca. 60-70 % der erwachsenen Bevolkerung sind asymptomatische
CMV-Triger. CMV fiihrt selten zu einer Erkrankung in der immunkompetenten
Population. Bei transplantierten Patienten hingegen kann die CMV-Infektion aufgrund
der Immunsuppression zu schweren Erkrankungen mit teilweise letalem Ausgang fiihren.
Die Inzidenz der CMV-Infektion post transplantationem variiert zwischen 23 % und 85
%, wobei ca. die Hilfte dieser Patienten klinische Krankheitszeichen entwickeln (Weng
FL et al.). Die publizierten Raten der CMV-Infektion sind von unterschiedlichen
Faktoren einschlieBlich des serologischen Spender- und Empfinger-CMV-Status, der
Netto-Immunsuppression, der CMV-Prophylaxe und vor allem der benutzten
Testsysteme und ihrer diagnostischen Sensitivitit und Spezifitit abhingig. Im
Allgemeinen treten die CMV-Infektionen als CMV-(Re)Aktivierung bei transplantierten
Patienten viel hiufiger auf, als es bisher angenommen wird.

CMV-Infektion manifestiert sich klinisch durch Fieber, Mononukleose-dhnliche
Symptome, Veridnderungen im Blutbild sowie eine Entziindung des infizierten Organs
(sog. ,,-itis*: Hepatitis, Pneumonitis, Gastroenteritis, Retinitis, Enzephalitis...). Zum
anderen vermittelt das Virus eine virusassoziierte ,,Jmmunsuppression®, was sich klinisch

in mykotischen und bakteriellen Superinfektionen widerspiegelt und auch zur
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Reaktivierung und Koexpression anderer latenter Viren (z.B. EBV, HSV, VZV u.a.)
fiihrt.

SchlieBlich kann die CMV-Infektion akute und/oder chronische Transplantatschiden
verursachen. Es wird heute iiber einen direkten und indirekten Schiadigungsmechanismus
diskutiert.

Fiir die Therapie einer CMV-Infektion sind heute 3 Wirkstoffklassen der Virostatika
zugelassen: Ganciclovir, Foscarvir und Cidofovir. Alle 3 Substanzen inhibieren die
Synthese der CMV-DNA durch eine Hemmung der viralen DNA-Polymerase. Die
meisten Erfahrungen bestehen mit Ganciclovir (Babel et al., Wenig et al.). Das
Medikament ist die ,,Therapie der Wahl* bei aktiven CMV-Infektion. Bei der Therapie
einer CMV-Infektion konnen 3 Strategien unterschieden werden:

- Therapie einer manifesten CMV-Infektion;

- praemptive CMV-Therapie (siche unten) und

- prophylaktische Therapie aller Risikopatienten (z.B. bei CMV-Mismatch-Status:
Donor+/Rezipient-, OKT-3- und ATG-Therapie)

Die priaemptive Therapie findet in den letzten Jahren eine zunehmende Verbreiterung. Im
klinischen Management von Transplantationspatienten. Eine prdemptive Therapie
beinhaltet den Einsatz antiviraler Medikamente erst nach einem Nachweis einer
Antigendmie, d.h. vor der klinischen Manifestation der aktiven Infektion. Einer der
Griinde fiir die vermehrte Anwendung priemptiver Therapiekonzepte sind verbesserte
Nachweismethoden, wie die quantitative Bestimmung der Viruslast mittels Real-Time
PCR. Dagegen erfolgt die prophylaktische antivirale Therapie bei ausgewihlten

Risikopatienten (CMV-Mismatch-Status: Donor+/Rezipient-; OKT-3- und ATG-
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Therapie) unabhiingig vom aktuellen Nachweis einer aktiven Virusreplikation oder

CMV-Antigenidmie.

Wenn es zu entscheiden gilt, ob der Prophylaxe oder der praemptiven Therapie den

Vorzug zu geben ist, miissen verschiedene Aspekte gegeneinander abgewogen werden:

1. klinischer Nutzen vs. Medikamentennebenwirkungen infolge ,,Ubertherapie*

2. Medikamentenkosten, die im Rahmen der Behandlung aller Risikopatienten anfallen,
vs. Diagnostikkosten, die durch die frequenten Virusnachweise im Rahmen der
pridemptiven Therapie anfallen

3. Aktivierungshdufigkeit unter der Prophylaxe vs. prdemptiver Therapie

4. Entwicklung von Ganciclovirresistenzen durch breite Anwendung in der Prophylaxe

Welche der beiden Optionen das beste Nutzen/Risiko/Kosten-Verhéltnis fiir
transplantierte Patienten darstellt, ist gegenwirtig Gegenstand kontroverser Diskussion

und vieler prospektiver und retrospektiver Studien.

2.6 Komplikationen der Posttransplantationsperiode

2.6.1 Posttranplantationslymphome (Post Transplant Lymphoproliferative

Disorder, PTLD)

Es ist klar belegt, dass Patienten nach Organtransplantationen gegeniiber
altersgematchten Gesunden ein erhohtes Risiko haben, an Tumoren zu erkranken (60-
100-fach) (Hanto DW). Prominent wunter diesen Tumorerkrankungen sind
lymphoproliferative ~ Erkrankungen (ca. 350-fach hoheres Risiko als die
Normalpopulation) (Hanto DW). Die lymphoproliferative Erkrankung post

transplantationem (posttransplant lymphoproliferative disease, PTLD) ist eine gefiirchtete
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Komplikation. Die Mortalitit liegt im Allgemeinen zwischen 40 und 60 %, wobei die
Inzidenz des Transplantatversagens im Durchschnitt 60 % betrigt (Swinnen LJ et al.).
Die Erkrankungsinzidenz variiert in Abhingigkeit des transplantierten Organs. Unter den
Empfingern solider Organe sind Leber- und Herztransplantierte am haufigsten betroffen.
Die durchschnittliche PTLD-Inzidenz bei Nierentransplantatempfiangern liegt deutlich
niedriger und betrdgt zwischen 0,6 und 2,5 % (Trappe R et al.).

Eine Reihe von Studien zeigte eine Assoziation zwischen PTLD und primirer EBV-
Infektionen nach Transplantation bzw. EBV-Reaktivierungen. Insbesondere Patienten mit
einer EBV-Primirinfektion scheinen ein besonders hohes Erkrankungsrisiko fiir eine
frithe PTLD (PTLD-Entwicklung innerhalb der ersten 3 Jahre nach Transplantation) zu
haben. Kofaktoren sind dabei die Hohe der Nettoimmunsuppression und Induktions-
und/oder Rejektionstherapien mit T-Zelldepletierenden Regimen wie OKT-3 oder ATG
mAk (Cockfiled SM; Curtis RE). Sogenannte spite PTLD (Entstehung der Lymphome
bei Patienten nach dem 3. Transplantationsjahr) stellen eine immunologisch anders
regulierte und klinisch anders verlaufende weitere Gruppe der
Posttransplantationslymphome dar. Ahnlich wie bei frilher PTLD haben Patienten mit
spater PTLD meistens eine erhohte EBV Viruslast im Blut. Jedoch entwickeln nur einige
Patienten mit hoher EBV Viruslast in der Friih- oder Spétphase nach Transplantation eine
PTLD. Die Definition von Risikofaktoren wiirde das Monitoring erleichtern und evtl.
eine prdemptive antivirale Therapie gezielter ermoglichen.

Eine wichtige Rolle in der Kontrolle einer EBV-Infektion nimmt die zelluldre

Immunantwort ein. Der Ausgang einer EBV-Infektion, genau wie bei anderen
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Infektionen, wird durch die Balance von pro- und anti-inflammatorischer Zytokine
mafgeblich beeinflusst.

Zytokine wie IL-10, TGF-B, IFN-gamma und TNF-alpha spielen in der Kontrolle von
Viruserkrankungen eine gro3e Rolle. Insbesondere IFN-gamma und TNF-alpha sind die
Schliisselzytokine einer nicht-zytotoxischen Hemmung der viralen Replikation in
infizierten Zellen, vor allem durch Hemmung viraler Promotoren. IL-10 wiederum
hemmt die Produktion der antiviralen Zytokine und stimuliert das Wachstum von B-
Zellen, so auch von EBV-infizierten bzw. transformierten B-Zellen (Beatty PR et al.).
Erhohte IL-10-Spiegel konnten sowohl bei Patienten mit Hodgkin-Lymphomen als auch
mit PTLD nachgewiesen werden. Es konnte auch gezeigt werden, dass EBV selbst fiir
eine erhohte Sekretion von IL-10 bei Patienten mit B-Zell-Lymphomen verantwortlich
sein kann (Birkeland SA et al.).

Die vergleichende Analyse der DNA hat eine Homologie der zelluldren IL-10 cDNA mit
einem Genprodukt, das wihrend der lytischen Phase der EBV-Infektion in B-Zellen
produziert wird, ergeben (Birkeland SA et al.). Weitere Untersuchungen zeigten, dass
virales IL-10 &dhnliche biologische Wirkungsweisen wie humanes IL-10 (Hemmung der
zelluldren Immunantwort, Stimulation der Proliferation von B-Zellen etc.) besitzt (Hsu
DH et al.).

Diese Daten unterstreichen, dass Zytokine eine zentrale Rolle in der Pathogenese der
genannten  Erkrankung haben und genetische Polymorphismen, die die

Expressionsmuster der Zytokine beeinflussen, von grofler Relevanz sind.
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2.6.2 Nicht-immunologische Komplikationen

Bluthochdruck, Fettstoffwechselstorungen und Diabetes erhohen das Risiko fiir Herz-
Kreislauf-Erkrankungen  (Arteriosklerose, = Durchblutungsstorungen,  Herzinfarkt,
Schlaganfall) und konnen langfristig das Transplantat schidigen und dessen Funktion
beeintrichtigen. In unterschiedlichem Ausmall sind diese Komplikationen durch

Immunsuppressiva hervorgerufen oder verstirkt.

2.6.2.1 Diabetes mellitus

Diabetes mellitus nach Transplantation (PTDM) ist nicht nur mit einem erheblich
verringerten Langzeittransplantat- und Patienteniiberleben assoziiert, sondern steht auch
im Zusammenhang mit anderen bedeutsamen Erkrankungen, die den Gesundheitszustand
der Patienten langfristig beeintréchtigen. Transplantierte Patienten sind bereits einem
groBeren Risiko kardiovaskulédrer Erkrankungen ausgesetzt und der PTDM stellt hier
einen zusitzlichen unabhingigen Risikofaktor dar. Daten von 11.659
Nierentransplantierten aus dem United Renal Data System zeigen, dass die
Diabetesentwicklung nach einer Transplantation mit einem erhdhten
Transplantatversagen und Todesrisiko assoziiert ist (Kassiske et al.).

Zu den bekannten Risikofaktoren eines PTDM gehoren neben einem erhohten BMI,
einem fortgeschrittenen Patientenalter, einer HCV-Seropositivitit, dem ethnischen
Hintergrund (hispanische Herkunft> Afroamerikaner> Kaukasier) auch das Regime der
Immunsuppression (FK 506) sowie genetische Faktoren (Familienanamnese) (Bloom RD
et al., Baid S et al.). Welche genetischen Verdnderungen der Entwicklung eines PTDM

zugrunde liegen, ist bis jetzt nicht bekannt.
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2.6.2.2 Fettstoffwechselstorungen

Atherosklerotische Verdnderungen und deren Komplikationen limitieren entscheidend
das Langzeitiiberleben sowohl des transplantierten Organs als auch des
transplantierten Patienten. In einer Studie von Ibels et al. wurde gezeigt, dass die
Inzidenz eines Myokardinfarkts oder eines zerebrovaskuldren Ereignisses bei
transplantierten Patienten 25 bzw. 300 mal so hoch ist wie in der altersentsprechenden
Normalbevolkerung (Webb A et al., Ibels LS et al.). Seit mehr als 20 Jahren gelten
kardiovaskulédre Erkrankungen als Haupttodesursache bei nierentransplantierten
Patienten. Des Weiteren wird seit ldngerer Zeit iiber die Rolle erhohter Lipidparameter
bei der Pathogenese und Progression chronischer Transplantatnephropathie diskutiert
(Banasik M et al.). Eine Untersuchung von Patienten mit chronisch vaskulérer
Transplantatrejektion zeigte signifikant hohere Cholesterol- und Triglyzeridwerte im
Vergleich zu Patienten ohne AbstoBungsgeschehen (Dimeny E et al.). Inwieweit die
chronische AbstoBung durch eine Aktivierung von Endothelzellen in den
arteriosklerotischen GefidBlen verursacht wird, ist derzeit noch Gegenstand

wissenschaftlicher Diskussionen.

Verinderungen im Lipidstoffwechsel stellen einen wesentlichen Risikofaktor fiir die
Atherosklerose sowohl in der Normalpopulation als auch in der transplantierten
Population dar. Bei transplantierten Patienten wird die Entstehung der
Dyslipoproteindmie durch verschiedene Faktoren wie z.B. Immunsuppression,
Glukosestoffwechsel, Nierenfunktion, Adipositas, Dauer der Dialyse, Gebrauch von -
Blockern und anderen Antihypertensiva beeinflusst (Bittar, Surdaki). Ahnlich wie in

der Normalbevolkerung scheinen genetische Faktoren bei transplantierten Patienten
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auch eine wichtige Rolle zu spielen. Ob hier Zytokingenpolymorphismen beteiligt

sind, wurde bis jetzt nicht untersucht.
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3 Zielsetzung der Arbeit

Die Zielsetzung der in dieser Habilitationsschrift zusammengefassten Arbeiten bestand in
der Identifizierung virologischer und genetischer Risikofaktoren, die zur Entstehung
immunologischer und nicht-immunologischer Komplikationen bei nierentransplantierten
Patienten und Patienten mit einer Niereninsuffizienz pridisponieren kdnnen.

Im Einzelnen sollten folgende Teilfragen beantwortet werden:

1) Inwieweit ldsst sich ein Zusammenhang zwischen den Polymorphismen in
kodierenden und nicht-kodierenden Genomsequenzen von IL-10, TGF-8, IFN-
gamma, IL-6 und TNF-alpha und nicht-immunologischen Komplikationen, wie
Fettstoffwechselstorungen, Diabetes mellitus und Hyperurikdmie bei

nierentransplantierten Patienten erkennen?

2) Haben Patienten mit einer Niereninsuffizienz ein von der Normalpopulation
abweichendes Polymorphismusmuster in den genannten Zytokingenen, was sie unter
dem Einfluss von Entziindungsauslosern (Diabetes, Hochdruck, GN) zur Progression

eines terminalen Nierenversagens pradisponiert?

3) Gibt es eine genetische Préadisposition zur Entwicklung von EBV-assoziierten
Lymphomen bei Patienten nach Organtransplantation (PTLD), die sich durch
Einzelnukleotidpolymorphismen in Genomen pro- und antiinflammatorischer
Zytokine auszeichnen?

4) Kann eine EBV-Reaktivierung im spéten Verlauf nach einer Nierentransplantation

zur akuten Rejektion des Transplantates fithren?
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5) Lisst sich eine symptomatische CMV-Infektion durch orale Gabe von Valganciclovir
addquat behandeln? Und wenn ja, ist die therapeutische Effizienz sowie das
Nebenwirkungsprofil/Sicherheit mit denen der intravendsen Ganciclovirtherapie

vergleichbar?

Die Definierung von Risikokonstellationen soll das klinische Monitoring der Patienten
verbessern und somit die Behandlung der genannten Komplikationen durch zeitige
Interventionen optimieren.

Die Beantwortung dieser Fragestellungen gibt dariiber hinaus Einblicke in die
Pathogenese der oben genannten immunologischen und nicht-immunologischen

Komplikationen erlauben.
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4 Methoden und Ergebnisse eigener Studien

4.1 Genetische Risikofaktoren

4.1.1 Pridiktiver Wert von Zytokingenpolymorphismen fiir die Entwicklung
einer dialysepflichtigen Niereninsuffizienz (ESRD)

Fragestellung der Arbeit:

Haben Patienten mit einer Niereninsuffizienz ein von der Normalpopulation
abweichendes Polymorphismusmuster in den genannten Zytokingenen, was sie unter dem
Einfluss von Entziindungsauslosern (Diabetes, Hochdruck, GN) zur Progression eines

terminalen Nierenversagens pradisponiert?

Predictive value of cytokine gene polymorphisms for the development of end-stage renal

disease. Babel N, Gabdrakhmanova L, Hammer M et al. J Nephrol. 2006; 19: 802-07
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4.1.2 Nicht-immunologischen Komplikationen und Genpolymorphismen

immunregulatorischer Zytokine bei langzeitnierentransplantierten Patienten

Fragestellung der Arbeit:

Inwieweit ldsst sich ein Zusammenhang zwischen den Polymorphismen in kodierenden
und nicht-kodierenden Sequenzen von IL-10, TGF-8, IFN-gamma, IL-6 und TNF-alpha
und nicht-immunologischen Komplikationen wie Fettstoffwechselstorungen, Diabetes

mellitus und Hyperurikimie bei nierentransplantierten Patienten erkennen?

Nonimmunologic complications and gene polymorphisms of immunoregulatory cytokines in
long-term renal transplants. Babel N, Cherepnev G, Kowalenko A et al. Kidney Int.
2004;66:428-32
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4.1.3 Evidenzen fiir eine genetische Priadisposition bei der Entwicklung einer

EBV-assoziierten PTLD

Fragestellung der Arbeit:

Gibt es eine genetische Préadisposition zur Entwicklung von EBV-assoziierten
Lymphomen bei Patienten nach einer Organtransplantation (PTLD), die sich durch
Einzelnukleotidpolymorphismen in Genomen pro- und antiinflammatorischer Zytokine

auszeichnen?

Evidence for genetic susceptibility towards development of post transplant
lymphoproliferative disorder (PTLD) in solid organ recipients. Babel N, Vergopoulos A,
Trappe R. et al. Transplantation 2007, 84: 387-91
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Virologische Risikofaktoren

4.1.4 Assoziation zwischen spiter akuter TransplantatabstoBung und aktiver

EBYV-Infektion bei langzeitnierentransplantierten Patienten

Fragestellung der Arbeit:
Kann eine EBV-Reaktivierung im spiten Verlauf nach einer Nierentransplantation zur

akuten Rejektion des Transplantates fithren?

Association between EBV infection and late acute transplant rejection in long-term
transplant patients. Babel N, Schwarzmann F, Prang N, Jaeger M, Wolf H, Kern F, Volk
HD, Reinke P. Transplantation, 2001;72:736-39
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4.1.5 Therapie der CMV-Erkrankung mit Valganciclovir bei

nierentransplantierten Patienten in der Spitphase nach Transplantation

Fragestellung der Arbeit:

Lisst sich eine symptomatische CMV-Infektion durch orale Gabe von Valganciclovir
addquat behandeln? Und wenn ja, ist die therapeutische Effizienz sowie das
Nebenwirkungsprofil/Sicherheit mit denen der intravendsen Ganciclovirtherapie

vergleichbar?

Treatment of cytomegalovirus disease with valganciclovir in renal transplant recipients.

Babel N, Gabdrakhmanova L, Juergensen JS et al. Transplantation. 2004;78:283-5
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5 Diskussion

Seit ihrer klinischen Einfithrung vor nun mehr als 50 Jahren hat sich die
Organtransplantation zu einer etablierten Therapie bei Patienten mit terminaler
Niereninsuffizienz entwickelt. Fiir Nierentransplantationen werden zur Zeit 1-
Jahresfunktionsraten von > 90% angegeben. Mit der Implementierung der
Organtransplantation als Routineverfahren in der Behandlung der Niereninsuffizienz im
Endstadium haben sich jedoch gleichzeitig eine Reihe neuer Problemstellungen ergeben,
wobei die unbefriedigende Langzeitfunktion nach wie vor das Hauptproblem darstellt.
Die meisten Faktoren, die die Langzeitfunktion der Transplantate ungiinstig beeinflussen,
konnen in zwei Kategorien unterteilt werden: immunologische und nicht-
immunologische Faktoren. Wihrend Rejektionen, Tumore und Infektionen zu den
immunologischen Komplikationen gezéhlt werden, gehdren Hypertonie und verschiedene
Stoffwechselstdrungen zu den sogenannten nicht-immunologischen Komplikationen,
wobei zunehmend klar wird, dass auch hier immunologisch vermittelte
Entziindungsprozesse wesentlich sind.

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurde der pradiktive Wert ausgewihlter Marker fiir

die Entstehung definierter Komplikationen der Posttransplantationsperiode untersucht.
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5.1 Genetische Risikofaktoren

5.1.1 Pridiktiver Wert von Zytokingenpolymorphismen fiir die Entwicklung
einer dialysepflichtigen Niereninsuffizienz (ESRD)

In unserer Studie wurde die Wertigkeit der Zytokingenpolymorphismen als pradiktiver
Faktor fiir die Entstehung bzw. Progression der Niereninsuffizienz evaluiert. An der
Studie haben 103 Patienten mit Niereninsuffizienz (59 Patienten mit chronischer GN und
44 Patienten mit dem Typ II diabetischer Nephropathie) teilgenommen. Die renale
Grunderkrankung wurde durch histologische Untersuchungen diagnostiziert. 118 gesunde

Blutspender dienten als Kontrolle.

Wir konnten zeigen, dass TGF-B1 (Codon 10) TT- und IL-10(-1082) GG-Genotyp ein
Risikofaktor fiir die Entstehung der ESRD bei Patienten mit Diabetes mellitus Typ II und
chronischer Glomerulonephritis darstellt. Die Genotypverteilungen erfiillten die Hardy-
Weinberg-Kriterien.

TGF-B ist ein profibrotisches Zytokin, dessen Uberexpression eine konstante Eigenschaft
der Gewebsfibrose bzw. der ESRD darstellt (Border WA et al.). Dieses Zytokin scheint
auerdem eine Schliisselrolle fiir die Entstehung der Glomerulosklerosis im Rahmen
einer diabetischen Nephropathie zu spielen (Border WA et al., NG DP et al.). Der TGF-8-
TT-Polymorphismus ist mit einer erhohten Zytokinproduktion assoziiert. Die gefundene
Assoziation zwischen TGF-B1 (Codon 10) TT-Polymorphismus und der ESRD lisst sich
daher durch eine Uberproduktion des TGF-B erkliren. Dies ist mit einer gesteigerten
Fibroseneigung im Rahmen der Glomerulonephritis bzw. diabetischen Nephropathie

korreliert.
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Zu dhnlichen Ergebnissen kamen Coll et al. Sie beschrieben eine Assoziation zwischen
dem TGF-8 (Codon 10 und 25)-Polymorphismus und chronischen Nierenerkrankungen,
wobei der TGF- (Codon 10) -TT-Genotyp hédufiger bei Patienten mit chronischen
Nierenerkrankungen und kardiovaskulidren Komplikationen detektiert wurde (Coll E et
al.). Des Weiteren wurde kiirzlich der TGF- (Codon 10) —Genotyp als ein unabhingiger
Risikofaktor fiir eine Nierentransplantatfunktionsverschlechterung identifiziert (Chow
KM et al.).

Die Ergebnisse einer Studie von Wong et al. stehen jedoch im Widerspruch zu unseren
Daten. Interessanterweise wurde in dieser Studie eine Assoziation zwischen den TGF-f3
(Codon 10)- CC- und —TC-Genotypen und der diabetischen Nephropathie festgestellt
(Wong TYH et al.). Nach unserer Meinung lassen sich die Differenzen zum einen durch
den unterschiedlichen genetischen Background und zum anderen durch den Unterschied
im Studiendesign erkldren. In der Studie von Wong et al. wurde als Kontrollgruppe
Patienten mit seit ca. 10 Jahren bestehendem Diabetes mellitus und (noch) normaler
Nierenfunktion analysiert. In unserer Studie dagegen wurden gesunde Blutspender (kein
Diabetes mellitus) als Kontrollgruppe untersucht. Obwohl der Designansatz der Studie
von Wong et al. der Aufklidrung der Endstrecke des Pathomechanismus diabetischer
Nephropathie am néchsten kdme, ist eine klare Eingruppierung der Patienten in
nierenkrank/nierengesund im Rahmen der o.g. Studie nicht moglich (diabetische
Nephropathie kann u.U. auch 20 Jahren nach der Erstmanifestation eines Diabetes
mellitus auftreten). Die unzureichende Diskriminierung der Patienten konnte somit zu
einer ungleichen Gewichtung (Bias) fithren, die sich in den unterschiedlichen

Ergebnissen widerspiegelt.
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Weiterhin wurde eine erhohte Inzidenz des -1082-1L-10-GG-Polymorphismus bei
Patienten mit ESRD identifiziert. Dies war sowohl fiir die GN- als auch die Diabetes
mellitus Patienten der Fall. In Anbetracht der anti-inflammatorischen Eigenschaften des
IL-10 sowie der Korrelation des -1082-IL-10-GG-Polymorphismus mit der erhéhten
Produktionskapazitit scheinen diese Daten schwer interpretierbar. Auf der anderen Seite
existieren zum heutigen Zeitpunkt eine Reihe an Daten, die iiber eine Assoziation
zwischen -1082-IL-10-GG-Polymorphismus und multiplen Rejektionsepisoden berichten
(Sankaran D et al., Cartwright NH et al., Pelletier R et al.). Als eine mogliche Ursache
wurde eine erhohte HLA-Antikorperproduktion angenommen (Sankaran D et al.). Es
lasst sich daher auch in unserer Studie spekulieren, dass durch den erhohten I1L-10-
Spiegel bestimmte degenerative/autoimmunologische Prozesse in der Nativniere initiiert
werden.

Eine Assoziation zwischen dem -1082-IL-10-GG-Genotyp und dem TGF-B1 (Codon 10)
TT-Polymorphismus als eine mogliche Erkldrung der demonstrierten Assoziation zur
ESRD und dem IL-10-Polymorphismus konnte durch entsprechende statistische Tests
ausgeschlossen werden.

Zusammenfassend konnte gezeigt werden, dass Triger des -1082-1L-10-GG- und TGF-
B1 (Codon 10) TT-Genotyps zur Entwicklung eines Nierenversagens prédisponiert sind.
Da die beiden primidren Nierengrunderkrankungen (GN und diabetische Nephropathie)
mit den gleichen Zytokingenpolymorphismen assoziiert sind, ist ein gemeinsamer
Zytokin-getriggerter Pathomechanismus der ESRD fiir Diabetes mellitus und GN
durchaus gut vorstellbar. Weitere experimentelle Studien, einschlieflich von gut

charakterisierten Tiermodellen, kdnnten zur weiteren Aufklirung des Pathomechanismus
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der ESRD beitragen. Analyse der Genpolymorphismen bei Patienten mit
Niereninsuffizienz bereits im frithen Stadium konnte auBerdem helfen, Patienten mit
hohem bzw. niedrigem Risiko der beschleunigten Progression einer Niereninsuffizienz zu
stratifizieren. Die Stratifizierung stellt den ersten Schritt zur gezielten Behandlung dieser

Patienten dar, um deren klinische Prognose in Zukunft evtl. verbessern zu konnen.

5.1.2 Nicht-immunologischen Komplikationen und Genpolymorphismen

immunregulatorischer Zytokine bei langzeitnierentransplantierten Patienten

In der vorliegenden Arbeit wurde eine Assoziation zwischen +874IFN-gamma AA
Genotyp und PTDM, sowie TGF-B1(Codon 25) GG-Genotyp und sowohl Hyperurikédmie
als auch Dyslipoproteinimie nach einer Nierentransplantation demonstriert. Die
gefundenen Assoziationen stellen jeweils unabhingige Risikofaktoren dar, da eine
multivariante Analyse (ANOVA) keine Korrelation mit solchen Faktoren wie
Transplantatalter, renale Grunderkrankung und Organart (Lebend- versus Leichenspende)
erbracht hat. Ein Bias in der immunsuppressiven Therapie konnte ebenfalls
ausgeschlossen werden. Es ist allgemein anerkannt, dass Tacrolimus-behandelte
Patienten ein hoheres Risiko fiir die Entstehung eines PTDM haben. Es wurden keine
Unterschiede im therapeutischen Regime zwischen den verschiedenen Gruppen gefunden
(p > 0,05), sodass die beschriebene Assoziation zwischen IFN-gamma-

Genpolymorphimsus und dem PTDM nicht Tacrolimus bezogen sein kann.
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Nach unserem Wissensstand stellt unsere Arbeit die erste Studie dar, die eine positive
Korrelation zwischen +874IFN-y AA-Genotyp und dem PTDM beschreibt. Kiirzlich
wurde iiber eine Assoziation zwischen Typ I DM und 12-CA-repeat-Allel im Intron des
IFN-v-Gens berichtet (Tegoshi H et al.). Interessanterweise gibt es eine Korrelation
zwischen 12-CA-repeat-Allel und dem Auftreten des T-Allels an der Position +874, was
mit der putativen NF-kB-Bindungsseite koinzidiert und die konstitutiv hohe IFN-y -
Produktion verursacht. Der +874IFN-y TT-Genotyp ist daher mit einer hoheren IFN-y -

Produktion assoziiert.

Zur FErklarung der gefundenen Assoziation zwischen PTDM und +874IFN-y-AA-
Genotyp wurde folgende Hypothese angenommen:

Die Typ I DM und Typ II DM fordernden Effekte des +874TT- und +874AA-Genotyps
haben anscheinend zwei gegensitzliche Erscheinungsbilder des +874IFN-vy-
Genpolymorphismus (the Yin and the Yang). Die+874TT-“high-producer” generieren
mehr IFN-y als die Patienten mit +874A A-Genotyp, dem eine niedrige IFN-y-Produktion
zugeschrieben wird. Somit trigt die Hohe der IFN-y-Expression/Sekretion
unterschiedlich zur Pathogenese des Typs I und Typs II DM bei. Wihrend der
pridominante Mechanismus des Typs I DM aus einem IFN-y vermitteltem p-Zell-
gerichtetem zytotoxischen Effekt besteht, soll die Pridisposition zum Typ II Diabetes
mellitus einer niedrigen IFN-y-Produktion zugrunde liegen. Hypothetisch gesehen fiihrt
der mangelnde Effekt des IFN-y zum:

i) Mangelnden metabolischen Effekt auf die B-Zellen

ii) Mangelnden insulinabhingigen Glukoseaufnahme in die Zielzellen
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Fiir die weitere Aufkldrung, ob die aberrante IFN-y-Expression zum abnormalen

Glukose-Turnover fiihrt, ist ein experimenteller Ansatz mit IFN-y knock-out Miusen
erforderlich.

Nach unserem Kenntnisstand ist es die erste Beschreibung der positiven Assoziation
zwischen PTDM und IFN-gamma-Genpolymorphismus.

Des Weiteren wurde in der Arbeit eine Assoziation zwischen dem TGF-B1 GG-
Polymorphismus mit sowohl Hyperurikimie als auch Hyperlipoproteinidmie festgestellt.
Da TGF-81 GG-Genotyp mit einer erhohten TGF-B-Produktion korreliert, haben
Patienten mit GG-Polymorphismus ein erhohtes Risiko fiir die Entwicklung einer
Hyperurikimie bzw. Hyperlipidimie. Ubereinstimmend mit unseren Daten wurde eine
erhohte TGF-B-Expression bei Patienten mit hohem BMI (body mass index) festgestellt,
eine Beobachtung, die fiir einen klaren Link zwischen Lipidmetabolismus und TGF-$1-
Produktion spricht (Alessi MC et al.). Dariiber hinaus fiihrt eine TGF-1-
Langzeitexposition zur Suppression der Leptinproduktion im Fettgewebe, ein Phdnomen,
das bei der Insulinresistenz und in genetisch adipdsen Miusen beschrieben wurde
(Gottschling-Zeller et al.).

Eine Uberproduktion von TGF-B fiihrte in einigen Tiermodellen zu multiplen

Gewebelidsionen. Es ist daher durchaus denkbar, dass die sekundéire Hyperurikdmie bei
TGF-B-Hochproduzierern durch eine TGF-B-abhingige Gewebedestruktion zustande

kommit.

Zusammenfassend zeigen unsere Daten, dass SNP-determinierte Variationen in der IFN-

gamma- und TGF-B-Sekretionskapazitit eine wichtige Bedeutung in der Entstehung
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nicht-immunologischer Komplikationen der Posttransplantationsperiode haben. Analysen
der o.g. Zytokinpoylmorphismen konnten daher helfen, bereits vor der Transplantation
Risikopatienten zu identifizieren und somit der Stoffwechselstorungen nach der
Transplantation durch entsprechendes Monitoring bzw. entsprechende Anpassung der

Immunsuppression vorzubeugen.

5.1.3 Evidenzen fiir eine genetische Pridisposition bei der Entwicklung einer

EBV-assoziierten PTLD

Im Rahmen dieser Studie wurde der Einfluss der Polymorphismen pro- und
antiinflammatorischer Zytokine auf die Entstehung EBV-assoziierter PTLD bei 38 PTLD
Patienten im Vergleich zu 408 nierentransplantierten Patienten untersucht. Die Diagnose
PTLD wurde durch histologische Goldstandarduntersuchungen verifiziert und
klassifiziert. Die meisten Patienten konnten in die Gruppe der groB3zelligen Non-
Hodgkin-Lymphome eingeordnet werden. Da das PTLD ein relativ seltenes Ereignis ist,
wurde - um die statistische Power zu verbessern - die Kontrollgruppe um den Faktor 10
vergroBert. Die Kontrollgruppe bestand aus 408 altersgematchten transplantierten
Patienten mit unauffilligen Blutbildern, klinisch und sonografisch keinen Zeichen eines
Lymphoms und normaler Transplantatfunktion. Die Genotypverteilungen erfiillten die
Hardy-Weinberg-Kriterien. Wir fanden einen signifikanten Unterschied in der
Verteilung vom TGF-B1 (Codon 25)- und IL-10-Genpolymorphismus zwischen den
Patienten mit EBV-assoziierter PTLD und der transplantierten Kontrollgruppe. Der TGF-
B1 (Codon 25) GG Genotyp wurde signifikant hdufiger in der Kontrollpopulation als bei

den Patienten mit PTLD festgestellt (P=0.0022). Fiir den IL-10 GG-Polymorphismus

38



wurde eine negative Korrelation mit der PTLD-Gruppe festgestellt. Signifikante
Unterschiede in der -308 TNF-o-, TGF-B1 (Codon 10)- und +874IFN-y-
Polymorphismusverteilung zwischen Patienten mit PTLD und Kontrollen konnten nicht
festgestellt werden.

Als ein pleiotropes Zytokin hat das TGF-B in der letzten Zeit eine zunehmende
Aufmerksamkeit gewonnen. Das Zytokin wurde in den letzten Jahren als ein potenter
Tumorsuppressor und Inhibitor der B-Zellproliferation anerkannt. (Massague J et al., Kee
BL et al.). Der tumorsuppressive Effekt ist besonders in den frithen benignen Stadien
ausgeprigt. Kiirzlich wurde ein signifikant niedriger TGF-3-Spiegel bei Patienten mit
nasopharyngealem Karzinom (CC + GC-Genotyp) im Vergleich zu gesunden Kontrollen
(GG-Genotyp) demonstriert. Des Weiteren inhibiert das Zytokin die B-Zellproliferation,
induziert Apoptose unreifer oder ruhender B-Zellen und blockiert die B-Zellaktivierung.
Diese Daten sind somit in Ubereinstimmung mit unseren Ergebnissen, die eine protektive
Wirkung des TGF-B1 (Codon 25) GG-Genotyps bezogen auf die PTLD-Entstehung
zeigen. In Anbetracht der inhibierenden Wirkung von TGF-f auf die unkontrollierte B-
Zellproliferation lédsst sich annehmen, dass eine mangelnde inhibitorische Aktivitit zu
einer insuffizienten Kontrolle der EBV-getriggerten B-Zellproliferation bei Patienten mit
PTLD fiihren kann.

Des Weiteren wurde in der Studie eine negative Korrelation zwischen dem IL-10-GG-
Genotyp, der fiir eine ,high response* kodiert, und der PTLD festgestellt. Unter
Beriicksichtigung der Rolle von IL-10 in der Lymphomentstehung, einschlieBlich EBV-
assoziierter PTLD (Muti G et al.), lisst sich die demonstrierte Korrelation schwer

erkliren.
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Auf der anderen Seite ist es gut belegt, dass IL-10 die humorale Antwort verstérkt, was in
einer Zunahme der Antikorperbildung resultiert (Rosset F et al.). Wir konnen daher
postulieren, dass durch die erhohte IL-10-Produktion mit konsekutiver Zunahme der
Antikorperbildung einer EBV-Reaktivierung entgegengewirkt wird und diese besser
kontrolliert werden kann. Zusitzlich kontrolliert IL-10 die Lymphozyten- und
Makrophagen- produzierte IL-6-Sekretion. Eine erhohte IL-10-Sekretion inhibiert die
Produktion von IL-6, das einen wichtigen Proliferationsfaktor der B-Zellen darstellt und
somit protektiven beziiglich der Lymphomentstehung sein kann.

Ein Linkage zwischen dem -1082-IL-10-GG-Genotyp und TGF-1 (Codon 25) GG-
Polymorphismus als eine weitere mogliche Erklidrung der gefunden Assoziation zwischen
IL-10-Polymorphismus und PTLD konnte durch entsprechende statistische Tests
ausgeschlossen werden.

Unsere Ergebnisse stimmen mit den Daten 2 weiterer ,,case-control* Studien iiberein, die
an groen Kohorten nicht-transplantierter Patienten mit und ohne Non-Hodgkin-
Lymphomen durchgefiihrt wurden (Lau Q et al., Purdue MP et al.).

Zusammenfassend demonstrieren Daten unserer Studie klare Evidenzen fiir die wichtige
Rolle der zwei Th2-Pathway-Schliisselzytokine als Risikofaktoren fiir die PTLD-
Entwicklung. Neben dem besseren Verstindnis der Immunpathogenese der spiten EBV-
assoziierten PTLD bieten Ergebnisse dieser Arbeit eine Grundlage fiir die
Risikostratifizierung transplantierter Patienten sowie der Patienten, die auf einer

Transplantationswarteliste stehen.
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5.2 Virologische Risikofaktoren

5.2.1 Assoziation zwischen spiter akuter TransplantatabstoBung und aktiver

EBV-Infektion bei langzeitnierentransplantierten Patienten

Episoden akuter Rejektionen konnen bei transplantierten Patienten auch im spéten
Verlauf nach Transplantation (> 1 Jahr) diagnostiziert werden und bestimmen ganz
wesentlich die Transplantatlangzeitprognose (Reinke et al., Ode-Hakim S et al.).
Wihrend chronische Transplantatrejektionen therapeutisch kaum zu beeinflussen sind,
lassen sich Episoden der spiten akuten Transplantatrejektion durch
Antirejektionsbehandlungen (Steroidbolus, OKT-3, ATG) im Allgemeinen addquat
therapieren. Durch frithere Untersuchungen wurde jedoch eine Patientensubgruppe
definiert, die kaum oder gar nicht auf eine derartige Therapie ansprach.
Interessanterweise fand man bei diesen Patienten durch zytofluorometrische
Untersuchungen eine Expansion von CD8+CD57+-Zellen, ein Phinomen, das man vor
allem bei systemischer Virusinfektion beobachtet (Ode-Hakim S et al.). Daher wurde
angenommen, dass es sich in dieser Gruppe um eine Reaktivierung latenter
Virusinfektionen handeln konnte. In der Tat konnte man bei 82 % dieser Patienten einen
positiven CMV-PCR-Befund beobachten (Kontrolle nur bei 20 % positiv) (Reinke P et
al.). 17 von 21 Patienten mit dieser Konstellation sprachen sehr gut auf eine Ganciclovir-
Therapie aber vergleichsweise schlecht oder gar nicht auf eine Steroidbolustherapie an.
Diese Beobachtung ldsst den Schluss zu, dass es sich hierbei um eine CMV-assoziierte
Transplantatschiadigung gehandelt haben muss.

In unserer Arbeit untersuchten wir, ob auch EBV mit der spiten akuten Rejektion

assoziiert ist. Dafiir untersuchten wir mittels PCR eine EBV-Infektion bei 10 zufillig
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selektionierten nierentransplantierten Patienten mit histologisch gesicherter spiter akuter
Rejektion und ohne Zeichen fiir eine CMV- Infektion (CMV-seronegativ, CMV-APAAP
und -PCR negativ) oder eine andere Infektion. Die nested PCR zum Nachweis des Early
Antigen (EA), das in der Frithphase der EBV-Reaktivierung exprimiert wird, erbrachte
bei 80 % der Patienten mit akuter Rejektion einen positiven Befund, wihrend in der
Kontrollgruppe die EA-mRNA-Expression nur bei 5 % nachweisbar war (p < 0,01).
Unsere Ergebnisse zeigen, dass die spite akute Transplantatrejektion bei unseren
Patienten mit einer Reaktivierung der lytischen EBV-Replikation assoziiert ist. Eine
Assoziation zwischen viraler Infektion und Transplantatschiadigung ist seit einiger Zeit
eine weitgehend akzeptierte Tatsache. Am héufigsten wird iiber eine Beteiligung der
CMV-Infektion am Prozess der Transplantatschdadigung berichtet (Ode-Hakim S et al.,
Reinke P et al., Lautenschlager et al.), wobei eine Assoziation zwischen der
Transplantatrejektion und der viralen Infektion, z.B. dem Nachweis von humanem
Herpes-Virus-6 (Lautenschlager J et al) und EBV (Hornef et al.), immer hiufiger
beschrieben werden. So demonstrierten Hornef et al. in ihrer Studie eine Koinzidenz
zwischen EBV-Reaktivierungen und Episoden der akuten Rejektion. Da aber die Zeichen
einer EBV-Reaktivierung erst Tage nach dem Beginn einer Steroidbolustherapie
nachweisbar waren, haben die Autoren die EBV-Reaktivierung als eine Folge der
Antirejektionstherapie interpretiert. Im Gegensatz zur Studie von Hornef et al. erfolgten
die Untersuchungen einer EBV-Infektion bei unseren Patienten noch vor dem
Therapiebeginn, sodass die EBV-Reaktivierung bei unseren Patienten offensichtlich kein
Effekt des Zusammenbruchs im Kontrollmechanismus der Virusreplikation infolge einer

Antirejektionstherapie sein kann.
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Es sind auch einzelne Fille bekannt, bei denen EBV-assoziierte lymphozytire
Proliferationen disseminiert im Organismus nachweisbar sind und unter anderem auch
das transplantierte Organ infiltrieren, was letztlich auch zu einer Beeintridchtigung der
Transplantatfunktion fiihrt (Randhawa P et al.). Dabei ist eine klare histologische
Differenzierung zwischen akuter zelluldrer Rejektion und EBV-assoziierter
lymphoproliferativer Infiltration nach Meinung einiger Autoren (Randhawa P et al.) sehr
schwierig. Histologische Untersuchungen in Kombination mit speziellen EBV-
Untersuchungstesten fiir die Differenzialdiagnose sind in diesem Rahmen sehr hilfreich.
Obwohl unsere Daten keinen direkten ursidchlichen Zusammenhang zwischen der EBV-
Reaktivierung und einer akuten Transplantatrejektion demonstriert haben, deutet die
schlechte Antirejektionstherapie-Ansprechrate bei den Studienpatienten auf die kausale
Beteiligung des EBV an der Funktionsverschlechterung des Transplantates hin. Ahnliche
Steroidtherapie-Responseraten wurde bei Patienten mit CMV-getriggerten akuten
AbstoBungen demonstriert (Reinke et al.). Interessanterweise konnte man in dieser
Gruppe eine deutliche Verbesserung der Transplantatfunktion nach antiviraler Therapie
mit Ganciclovir feststellen. Diese Daten machen deutlich, dass EBV dhnlich wie das
CMV immunopathogenetische Prozesse im Transplantat triggern kann und daher bei
Patienten mit unklaren Transplantatfunktionsverschlechterungen untersucht werden
sollte. Ein dhnliches Phanomen konnten wir auch in Patienten mit aktiven Infektionen mit
Polyoma Virus Typ BK (BKV) beschreiben. Hier infiltrierten BKV-spezifische T-
Lymphozyten die transplantierten Nieren und fiithrten hier zu einer lokalen

Immunreaktion (Hammer et al.).
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5.2.2 Therapie der CMV-Erkrankung mit Valganciclovir bei

nierentransplantierten Patienten in der Spitphase nach Transplantation

Ganciclovir (GCV) ist der Goldstandard fiir die Therapie und Prophylaxe einer CMV-
Infektion nach Organtransplantation. Aufgrund einer niedrigen oralen Bioverfiigbarkeit
und Absorption ist die orale Anwendung des Préiparates @ulerst limitiert. Wéhrend eine
intravendse Therapie hoch effektiv ist, bedeutet diese Applikationsform hohere Ausgaben
durch den lidngeren stationdren Aufenthalt, Notwendigkeit eines intravendsen Katheters
mit entsprechenden Komplikationsraten einschlieBlich Katheter-assoziierten Infektionen.
Valganciclovir (VGC), ein Valylesther-Prodrug des GCV wurde kiirzlich entwickelt und
bereits in einigen Studien zur Behandlung einer CMV-assoziierten Retinitis bei HIV-
positiven Patienten mit Erfolg angewandt. Mit 60 % oraler Bioverfiigbarkeit scheint das
Medikament die gleiche Konzentration als i.v. GCV zu erreichen.

In unserer Studie wurde erstmalig fiir eine nierentransplantierte Population in der
Spétphase nach Transplantation die Effektivitdt und Sicherheit der VGC-Anwendung zur
Therapie einer aktiven CMV-Infektion vergleichend untersucht.

Wir konnten zeigen, dass es bei allen 21 untersuchten Patienten mit klinischen Zeichen
einer CMV-Infektion innerhalb der ersten drei Woche nach der VGC-Therapieeinleitung
zu einem signifikanten Abfall der CMV-Antigendmie kam. Bei keinem der Patienten kam
es zum CMV-Rezidiv nach dem Absetzen vom VGC wihrend der Nachbeobachtungszeit
von 2-7 Monaten. Wir beobachteten eine Normalisierung aller mit der CMV-Infektion
assoziierten klinischen Symptomen. Dariiber hinaus kam es zur Verbesserung der CMV-

assoziierten NTX-Funktionsverschlechterung in 8 von 9 Patienten.
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Die VGC-Anwendung in unserem therapeutischen Setting zeigte sich als sicher und
nebenwirkungsarm. Nur bei einem Patienten kam es zur Entwicklung einer leichten
Neutropenie, ein weiterer Patient entwickelte Diarrhoe. Keine weiteren unerwiinschten
Ereignisse traten wihrend oder unmittelbar nach dem Absetzen der VGC-Therapie auf.
Nach der Publikation unserer Pilotstudie 2004, die nach unserem Kenntnisstand als eine
der ersten uiber die hohe Effektivitat und Sicherheit berichtet hat, sind zahlreiche weitere
Studien publiziert worden. So zeigten Khoury et al., dass VGC-Therapie eine effektive
Methode in der Priavention einer symptomatischen CMV-Infektion bei
nierentransplantierten Patienten darstellt ( Khoury JA et al.). Des weiteren demonstrierten
Weng et al. in einer grofen retrospektiven Analyse von 500 nierentransplantierten
Patienten eine dhnliche Effektivitit des VGC im Vergleich zum GCYV in der frithen
Prophylaxe einer CMV-Infektion (Weng FL et al.).

Das Nebenwirkungsprofil scheint dhnlich dem der GCV-Therapie zu sein. So
présentierten Lopau et al., dass im Rahmen einer praemptive CMV-Therapie mit VGC
dhnliche unerwiinschte Ereignisse auftreten wie bei einer i.v. GCV-Therapie. Die
Effizienz der beiden Protokolle schien ebenfalls vergleichbar zu sein (Lopau K et al.).
Zusammenfassend 6ffnet VGC neue - leider noch sehr kostenintensive - Optionen fiir

Therapie und Prophylaxe einer symptomatischen CMV-Infektion.
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6 Ausblick

In Rahmen der vorliegenden Arbeiten wurden einige genetische Risikomarker fiir die
Entstehung definierter immunologischer und nicht-immunologischer Komplikationen bei
dialysepflichtigen und nierentransplantierten Patienten identifiziert. Es konnte gezeigt
werden, dass die Technologie des genetischen Mappings zum Nachweis von
Genpolymorphismen unterschiedlichster Zytokine und somit zu einer
Risikostratifizierung der Patienten geeignet ist. Unmittelbare klinische Konsequenzen

sind jedoch bis jetzt davon nicht abgeleitet worden.

In den geplanten prospektiven Studien soll daher gepriift werden, ob die
Individualisierung der Immunsuppression zur Minimierung von Nebenwirkungen (bei
optimaler Transplantatfunktion) auf der Basis genetisch determinierter

Genpolymorphismen moglich ist.

Der Einfluss von TGF-B1 und IL-10 sowie deren Genpolymorphismen auf die
Entwicklung der GN- sowie Diabetes mellitus-bedingten Niereninsuffizienz konnte durch
weitere experimentelle Studien untersucht werden. Gut charakterisierte Tiermodelle

konnten zur weiteren Aufklidrung derartiges Pathomechanismus der ESRD beitragen.

Des Weiteren streben wir an, die Technologie des genetischen Mappings zu verfeinern.
Die bis vor kurzem fiir den Polymorphismus-Nachweis angewandten Methoden erlaubten
die Analyse einer sehr limitierten Anzahl von Markern, wihrend die Wahrscheinlichkeit
des Einflusses anderer bis jetzt nicht untersuchter Polymorphismen bzw. deren

Kombination relativ hoch ist.
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Kiirzlich wurde eine neue Technik zum simultanen Nachweis des Polymorphismussets
des ganzen Genoms entwickelt. Der High-density Oligonukleotidarray zur Analyse der
Einzelnukleotidpolymorphismen erlaubt einen Kosten-effektiven gleichzeitigen
Nachweis eines Sets von ca. 1 Mio. Einzelnukleotidpolymorphismen des gesamten
Genoms.

Die Anwendung dieser Technik in groen gut stratifizierten Patientenpopulationen wiirde
die Identifizierung neuer diagnostischer sowie therapeutischer Marker erlauben und

konnte zum verbesserten Verstdndnis vieler unerwiinschter Ereignisse beitragen.
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8 Abkiirzungsverzeichnis

CMV

EBV

ESRD

GCV

GN

IFN

IL

PTDM

PTLD

SNP

TGF

TNF

VGC

Cytomegalovirus
Epstein-Barr-Virus

End Stage Renal Disease
Ganciclovir

Glomerulonephritis

Interferon

Interleukin

Post Transplant Diabetes Mellitus
Post Transplant Lymphoproliferative Disorder
Single Nucleotide Polymorphism
Transforming Growth Factor
Tumor Necrosis Factor

Valganciclovir
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