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1 Einleitung

1.1 Terminale Niereninsuffizienz

Die chronische Niereninsuffizienz ist definiert durch eine anhaltende
Einschrankung der glomerularen Filtrationsrate (GFR) und die daraus
resultierende Zunahme harnpflichtiger Substanzen im Serum . In Abhangigkeit
von der Ursache der Nierenerkrankung ist die chronische Niereninsuffizienz
histologisch vor allem durch eine zunehmende Glomerulosklerose und tubulo-
interstitielle Fibrose gekennzeichnet. Das Endstadium der chronischen
Niereninsuffizienz ist die terminale Niereninsuffizienz, welche in der
angloamerikanischen Literatur als End Stage Renal Disease (ESRD)
bezeichnet wird 2. Die terminale Niereninsuffizienz ist definiert durch eine GFR
< 15 ml/min, entsprechend dem Kidney Disease Improving Global Outcome
(KDIGO) Stadium V 3. In diesem Stadium der Nierenerkrankung ist die

Einleitung einer chronischen Nierenersatztherapie indiziert.

1.1.1 Inzidenz und Pravalenz

Die Pravalenz der terminalen Niereninsuffizienz in Deutschland betragt ca.
1000 pro Mio. Einwohner, die Inzidenz ca. 190 pro Mio. Einwohner * mit stetig
steigender Tendenz. Verantwortlich fir die steigende Tendenz sind unter
anderem die zunehmende Inzidenz des Diabetes mellitus, die zunehmende
Lebenserwartung, die zunehmende Behandlung multimorbider Patienten sowie
die geringere Mortalitat durch Komorbiditat. Ursachen der terminalen
Niereninsuffizienz sind vor allem die diabetische Nephropathie (ca. 30%),
vaskulare Nephropathien einschlielBlich der hypertensiven Nephropathie (15-
20%), Glomerulopathien (15-20%), interstitielle Nephritiden (ca. 10%), sowie
hereditare Erkrankungen (z.B. Zystennieren) und Systemerkrankungen (z.B.

Systemischer Lypus Erythematodes und Morbus Wegener) °.



1.1.2 Pathophysiologie

Sowohl primare als auch sekundare Erkrankungen der Niere fuhren zu
pathologischen Veranderungen in Bezug auf Nierenmorphologie und Nieren-
funktion. Funktionell kommt es zu einer Einschrankung der Ausscheidungs-
funktion fir Wasser und harnpflichtige Substanzen, zu Stérungen im Elektrolyt-
und Saure-/Basenhaushalt, sowie zu Storungen der endokrinen Funktionen.
Daraus resultiert eine Akkumulation von Stoffwechselendprodukten wie
Kreatinin, Harnstoff und Harnsaure, Hyperkaliamie und Hyperphosphatamie,
metabolische Azidose sowie eine Volumenuberladung. Als typische
Begleiterscheinungen der chronischen Niereninsuffizienz finden sich arterielle
Hypertonie, Vitamin D-Mangel, Hypokalzamie, sekundarer
Hyperparathyreoidismus, Knochenstoffwechselstérungen, Hyperphosphatamie,
Hyperkaliamie sowie die renale Anamie durch Erythropoetinmangel 2.
Zusatzlich kommt es im Rahmen der uramischen Stoffwechsellage zur
Schadigung weiterer Organsysteme, die sich in Form von gastrointestinalen
und neurologischen Beschwerden, Hautveranderungen, einer  gestorten
Immunkompetenz, einer uramischen Perikarditis und einer uramischen

Blutungsneigung aul3ern konnen.

1.1.3 Therapiemoglichkeiten

Die konservative Therapie der chronischen Niereninsuffizienz besteht —
unabhangig von der Atiologie der Nierenerkrankung — aus der friihzeitigen und
adaquaten Korrektur der unter 1.1.2 genannten Storungen. Daruber hinaus sind
insbesondere die engmaschige Kontrolle und Behandlung einer arteriellen
Hypertonie, die Senkung des intraglomerularen Druckes, die Restriktion der
Proteinzufuhr sowie die Vermeidung von Noxen wie Nikotin, Kontrastmittel und
potentiell nephrotoxischen Medikamenten weitere wichtige Bausteine der
Therapie. Bei progredienter Verschlechterung der Nierenfunktion ist es
aulRerdem wichtig, den Patienten rechtzeitig Uber die verschiedenen Formen

der Nierenersatztherapie aufzuklaren. Prinzipiell stehen dem Patienten drei



Maglichkeiten der Nierenersatztherapie zur Auswahl: die Hamodialyse (HD), die
Peritonealdialyse (PD) und die Nierentransplantation (NTx). Zum Stichtag
31.12.04 befanden sich in Deutschland insgesamt 82305 Patienten an
chronischer Nierenersatztherapie. Von diesen Patienten wurden 71% mit
Hamodialyse und 3% mit Peritonealdialyse behandelt, wahrend 26% ein
funktionierendes Transplantat hatten. Im gleichen Jahr befanden sich ca. 9300
Patienten auf der Warteliste fur eine Nierentransplantation. Eine
Transplantatniere erhielten 2478 Patienten im Jahr 2004, wahrend im gleichen

Jahr 2833 Patienten neu zur Nierentransplantation angemeldet wurden *.

1.2 Nierentransplantation

Die erste gelungene Nierentransplantation beim Menschen mit Langzeit-
uberleben des Transplantats wurde 1954 bei eineiigen Zwillingen durch Joseph
Murray in Boston durchgefiihrt ®. Seitdem hat die Transplantationsmedizin eine
rasante Entwicklung erlebt. Die Transplantation von Nieren und anderen
parenchymatdsen Organen stellt heutzutage ein Standardverfahren der Medizin
dar. In verschiedenen Untersuchungen konnte gezeigt werden, dass die
Nierentransplantation sowohl in Bezug auf die Lebenserwartung als auch in
Bezug auf die Lebensqualitat die optimale Therapieoption fir Patienten mit
terminaler Niereninsuffizienz darstellt " ®.

Trotz grolRer Anstrengungen ist es bis heute nicht gelungen, die Wartezeit auf
eine Transplantatniere entscheidend zu verklrzen. Durch intensive Auf-
klarungsarbeit konnte zwar die Anzahl an Lebendspenden erhdht werden, seit
mehreren Jahren ist jedoch eine Stagnation bei der Anzahl von Leichennieren-
transplantationen festzustellen. So ist die Anzahl der Nierentransplantationen in
Deutschland in den letzten 10 Jahren nur um ca. 16,5% angestiegen [von 2128
(1995) auf 2478 (2004)] *. Im gleichen Zeitraum stieg jedoch die Anzahl der
Patienten auf der Warteliste flr eine Nierentransplantation um 20,8% an. Nicht
zuletzt aus diesem Grund muss es weiterhin eines der Hauptziele der
Transplantationsmedizin sein, das Transplantatiberleben weiter zu verbessern.
Durch die Einflhrung moderner Immunsuppressiva wie Cyclosporin A (CyA),

Tacrolimus / FK 506, Mycophenolat Mofetil (MMF) und Rapamycin / Sirolimus



ist es gelungen, die Haufigkeit akuter Rejektionen zu senken und das
Transplantatiberleben zu verbessern. In einer neueren Arbeit konnten Meier-
Kriesche et al. zeigen, dass das mittlere Transplantatiberleben zwischen 1988
und 1995 um ca. 2 Jahre zugenommen hat °. Dieser Effekt war allerdings
hauptsachlich durch das verbesserte Transplantatiberleben nach Re-
Transplantation, also Zweit- oder Dritt-Transplantation verursacht. Das
Transplantatiberleben fur Patienten nach der ersten Nierentransplantation hat
sich demgegenuber in diesem Zeitraum nur um durchschnittich 5 Monate
verbessert. Darlber hinaus wurde gezeigt, dass der Uberlebensvorteil von 5
Monaten bereits im ersten Jahr nach Nierentransplantation entsteht. Danach
war das Transplantatliberleben nach Erst-Nierentransplantation im Jahre 1995

unverandert im Vergleich zum Jahre 1988.

1.3  Chronische Transplantatnephropathie

Die chronische Transplantatnephropathie (CAN) ist trotz intensiver
Bemulhungen ein noch nicht vollstandig verstandenes Kapitel der modernen
Medizin. Traditionell wurde die chronische Transplantatnephropathie als Folge
von wiederholten akuten oder subakuten Abstoflungsreaktionen angesehen
und daher auch als chronische TransplantatabstolRung bezeichnet. Aktuelle
Erkenntnisse lassen jedoch den Ausdruck chronische Transplantatnephropathie
angebrachter erscheinen, da neben immunologischen auch nicht-

immunologische Faktoren eine wichtige Rolle spielen "°.

1.3.1 Pathogenese

Pathogenetisch verantwortlich flir die zunehmende Fibrose der Trans-

plantatniere sind immunologische und nicht-immunologische Faktoren °.

Immunologische Faktoren sind die anhaltende AbstoRungsreaktion gegen das

Allotransplantat und das wiederholte Auftreten akuter Rejektionen. Bei den

1

nicht-immunologischen Faktoren spielen vor allem das Spenderalter "', der
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Ischdmie-Reperfusions-Schaden "2, die arterielle Hypertonie '™ ' die

Hyperlipidamie '°

und Infektionskrankheiten wie beispielsweise die CMV-
Infektion / -Erkrankung ' eine Rolle. Aus der aktuellen Literatur und aus der
klinischen Erfahrung wird dariber hinaus deutlich, dass auch Bestandteile der
immunsuppressiven Erhaltungstherapie selbst, insbesondere die Calcineurin-

17-19 20 an der zunehmenden

Inhibitoren Cyclosporin A und Tacrolimus
Fibrosierung der Transplantatniere beteiligt sind.

Die bei der CAN auftretende Fibrose ist auf ein gestortes Verhaltnis zwischen
Synthese und Abbau von Kollagenen und Glykoproteinen zurtckzufuhren. Der
Abbau  befindet sich unter der Kontrolle von proteolytischen
Matrixmetalloproteinasen (MMPs), die wiederum durch eigene Inhibitoren
(TIMPs = Tissue Inhibitor for Matrix Metalloproteinases) kontrolliert werden 2'.
Die pathologische extrazellulare Matrixablagerung fuhrt letztlich zur
Glomerulosklerose und zur interstitiellen Fibrose und damit zum Verlust der

Funktionsfahigkeit des Transplantats %2.

Immunologische Faktoren Nicht-Immunogische Faktoren

« Akute Rejektion « Verhéltnis Donor-/Rezipientalter

« Smoldering Rejektion * Ischamie-Reperfusionsschaden

« Geringe HLA-Ubereinstimmung * Verzdgerte Tx-Funktionsaufnahme

« Vorsensibilisierung « Arterieller Hypertonus

« Wachstumsfaktoren z.B. TGF-B, CTGF * Hyperlipiddmie

« Vasoaktives / mitogenes Endothelin » Chron. Medikamententoxizitat z.B. CNI-Ininhibitoren

« Inflammatorische Zytokine

/

Chronische Transplantatnephropathie

d N\

Klinik Histopathologie

« Progrediente Funktionsverschlechterung « Interstitium_ Interstitielle Fibrose

« Proteinurie Tubulusatrophie

« Arterielle Hypertonie * Glomeruli Mesangiale Matrixvermehrung,

) ) Glomerulopathie
« Irreversibler Funktionsverlust P

* Gefalle Intimafibrose, Arteriolohyalinose

Abbildung 1: Dargestellt sind Risikofaktoren sowie klinische und histopathologische
Merkmale der chronischen Transplantatnephropathie
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1.3.2 Klassifikation

Die chronische Transplantatnephropathie ist durch den klinischen Verlauf und
durch histopathologische Kriterien definiert. Klinisch kommt es zu einem
progredienten Abfall der Transplantatnierenfunktion assoziiert mit einer
arteriellen Hypertonie und einer — in Abhangigkeit vom glomerularen Befund —
unterschiedlich ausgepragten Proteinurie. Letztendlich munden diese

Veranderungen in den irreversiblen Funktionsverlust der Transplantatniere.

Entsprechend der Banff-Klassifikation wird die chronische Transplantat-
nephropathie in drei Schweregrade eingeteilt (Grad | — 1) . Zur Einteilung in

diese drei Stadien werden folgende Strukturen herangezogen:

- Interstitium interstitielle Fibrose und Tubulusatrophie
- Glomeruli Glomerulopathie und mesangiale Matrixvermehrung
- Gefalde Intimafibrose und Arteriolohyalinose

Derzeit bestehen nur unzureichende Moglichkeiten zur Fruherkennung der
chronischen Transplantatnephropathie. Die Nierenfunktion wird durch
Bestimmung der Kreatininclearance und der Proteinurie beurteilt. Die Niere ist
jedoch in der Lage, diese Parameter trotz fortschreitender struktureller
Schadigung uber relativ lange Zeit konstant zu halten. Somit zeigen die
verfugbaren Screening-Parameter die Nierenschadigung erst zu einem relativ
spaten Zeitpunkt an. Histologisch dagegen lasst sich eine CAN bereits zu etwa
4% nach 3 Monaten, zu 12% nach 6 Monaten und zu 49% nach 12 Monaten

24 Trotz stabiler Funktion sind 2 Jahre nach

postoperativ nachweisen
Transplantation bereits bei Uber 60% aller Transplantate unspezifische
Veranderungen wie Arteriolohyalinose, Glomerulosklerose, interstitielle Fibrose

und Tubulusatrophie histologisch nachweisbar %°.



Abbildung 2: Chronische Transplantatnephropathie (HE-Farbung); ® chronisch sklero-
sierende Transplantatvaskulopathie in Kombination mit florider Transplantatvaskulopathie,
T interstitielle Fibrose, Tubulusatrophie und chronische Entziindungsinfiltrate, * chronische

glomerulére Veranderungen wie Schlingenlobulierung, mesangiale Matrixvermehrung und
Kapillarkollaps

.\

Abbildung 3: Transplantatnierenarterie (HE-Farbung); + Media, £ Stark verbreiterte Intima
mit Fibrose und entziindlichen Infiltraten
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Abbildung 4: Chronische Transplantatnephropathie (PAS-Farbung); @ chronisch
sklerosierende Transplantatvaskulopathie, 1 interstitielle Fibrose und Einschluf3 atropher
Tubuli, * chronische Transplantatglomerulopathie

Abbildung 5: Chronische Transplantatglomerulopathie (PAS-Farbung); * periphere
Basalmembranen mit Doppelkontur, Einengung kappillarer Lumina, ¥ mesangiale
Matrixvermehrung
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1.4 Transforming Growth Factor-R1 (TGF-R1)

1.4.1 Uberblick

Die Transforming Growth Factors—3 (TGF-3) gehéren zur Familie der “Secreted
growth factors* und wurden erstmalig zu Beginn der 80er Jahre beschrieben 2*
2 TGF-R ist der Prototyp der TGF-R-Superfamilie, zu welcher unter anderem
auch Activine, Inhibine, das Anti-Muller Hormon und die “Bone Morphogenetic
Proteins® (BMPs) gehoren. Die TGF-R-Superfamilie wird als wichtiger
Regulationsfaktor von Wachstum, Differenzierung, Apoptose, Adhasion und
Migration angesehen ?. TGF-R selbst ist in der Lage iber autokrine und

parakrine Wege zu wirken %

sowie zur Verstarkung der biologischen
Wirksamkeit seine eigene Produktion zu induzieren *°. Bei Saugetieren sind drei
verschiedene Isoformen (TGF-R1, TGF-R2 und TGF-33) bekannt. TGF-R1 ist
das flr den Menschen wichtigste und am besten untersuchte Peptid. Weitere

31 Beinahe

Isoformen wurden bei Huhnern und Krallenfroschen beschrieben
alle Zelltypen des Korpers sind in der Lage TGF-R zu produzieren *. In Bezug
auf die Niere kommt insbesondere den ortsstandigen Mesangiumzellen sowie

einwandernden Thrombo-, Mono- und Lymphozyten die groRte Bedeutung zu
33

1.4.2 Struktur, Aktivierung und Rezeptoren

Die drei verschiedenen Isoformen werden trotz ihrer grolien Sequenzhomologie
auf unterschiedlichen Genloci kodiert und exprimiert *'. Jede TGF-R-Isoform
wird als Teil eines groRen Vorlaufer-Molekuls synthetisiert, welches aus TGF-3
und einem Propeptid, dem “latency-associated peptide“ (LAP) besteht. Bevor es
von der Zelle sezerniert wird, wird das TGF-3-Molekll vom LAP proteolytisch
abgespalten. Nach der Proteolyse ist das TGF-R-Molekul weiterhin nicht-
kovalent an LAP gebunden. Nach der Sekretion wird TGF-R in der extrazellula-
ren Matrix als Komplex aus TGF-3, LAP und einem zusatzlichen Protein, dem
“latent TGF- binding protein“ (LTBP), gespeichert. Dadurch wird die Bindung
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von TGF-R an TGF-R-Rezeptoren verhindert und die biologische Aktivitat kon-
trolliert. Die Freisetzung von TGF-3 aus diesem Komplex wird durch verschie-
dene Faktoren, beispielsweise Thrombospondin und Plasmin, vermittelt. Da
TGF-R und TGF-3-Rezeptoren in vielen Zelltypen vorkommen, ist diese Regula-
tion entscheidend fur die Wirkungsweise von TGF-R. Aktives TGF-R ist ein 25
kDa schweres, dimeres Molekul, welches aus zwei Untereinheiten besteht, die
{iber eine Disulfidbriicke verkniipft sind 3*¢.

Zur Vermittlung von TGF-R-spezifischen Effekten sind spezifische Membran-
rezeptoren notwendig, welche eine Signalkaskade auslosen, Uber die das Sig-
nal von der Zellmembran in den Zellkern geleitet wird. Dort steuert TGF-3 die
Aktivitat von Transkriptionsfaktoren und somit die Expression von Gensequen-
zen. Der TGF-R-Rezeptor (TBR) Typ Il prasentiert TGF-B an den TGF-R-
Rezeptor Typ Il und moduliert die TGF-R-induzierte zellulare Antwort. Die bei-
den TGF-3-Rezeptoren Typ | und Typ Il besitzen Proteinkinasen im Bereich
ihrer zytoplasmatischen Domanen, die die intrazellulare SignallUbertragung
durch die Phosphorylierung von Smad-Proteinen initieren. Smad-Proteine bil-
den eine Klasse von Transkriptionsfaktoren, die das Signal vom TRR zum Zell-

kern weiterleiten 3% 3739,

1.4.3 Funktion

TGF-31 erfullt zahlreiche wichtige Funktionen im menschlichen Korper. Es ist in
der Lage hamatopoetische, epitheliale und endotheliale Zellreihen in ihrer Proli-
feration zu inhibieren, hingegen werden mesenchymale Zellen eher stimuliert *'.
TGF-R1 wirkt Uber parakrine und autokrine Mechanismen regulierend auf
Entwicklung, Differenzierung und Funktion von T- und B-Lymphozyten. Unter
anderem hemmt es die Proliferation und Aktivierung von T-Zellen *°. TGF-R1
fihrt, vermittelt (iber IL-10, zu einer Erniedrigung des Th1/Th2-Quotienten *. In
B-Zellen kann TGF-BR1 zudem die Proliferation wie auch die Bildung von
Antikdrpern modulieren *%.

Hohe lokale Konzentrationen von TGF-31 wirken chemotaktisch und aktivierend
auf proinflammatorische Zellen und Fibroblasten **. Im Gegensatz dazu inhibie-

ren hohe, systemisch zirkulierende TGF-R1-Spiegel den lokalen Inflammati-
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onsprozess. Dies geschieht moglicherweise durch eine Verlagerung der pro-
inflammatorischen Zellen aus dem Gewebe in das GefaRsystem *. Im Normal-
fall wird die erhohte TGF-B1 Freisetzung nach Abschluss der Wundheilung
durch bisher noch unzureichend geklarte Feedback-Mechanismen gestoppt.
Geschieht dies nicht, so kommt es zur Fibrose im betroffenen Gewebe **. Dies
erfolgt durch Akkumulation von Matrixproteinen mittels gesteigerter Expression
von Integrinen, Stimulation von Inhibitoren matrixdegradierender Proteasen so-
wie durch direkte Inhibierung von Matrix degradierenden Proteasen *°.

Eine vermehrte TGF-R-Expression kdnnte somit durch fortschreitende Fibrosie-
rung letztlich zum progressiven Nierenversagen sowohl in der Eigenniere 6 als

auch in der transplantierten Niere fiihren '°.

1.4.4 Rolle bei der chronischen Transplantatnephropathie

Zahlreiche Untersuchungen zeigen, dass die fur die chronische Transplantat-
nephropathie charakteristische Fibrose unter anderem durch eine erhdhte
Expression von TGF-R1 vermittelt wird '°. Die gesteigerte Expression von TGF-
R1 fuhrt zu einer pathologischen Akkumulation von extrazellularen
Matrixproteinen mit konsekutiver Fibrose der gesamten Transplantatniere *’.
Die aktive Beteiligung von TGF-B1 an der renalen Fibrose nach
Nierentransplantation wird zudem gesttitzt durch die Tatsache, dass die Gabe
von spezifischen Antikorpern gegen TGF-R1 die renale Fibrose in der

Transplantatniere verhindern kann 8

1.5 Endothelin

1.5.1 Uberblick

Die Funktion des Endothels wurde lange Zeit hauptsachlich in der Bildung einer
stabilen Barriere zwischen Blut und GefalRwand gesehen. Erst seit den 70er

Jahren sind Botenstoffe bekannt *°, die von Endothelzellen freigesetzt werden
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und wichtige Funktionen bei der Regulation des Gefaldtonus, der Proliferation
von Endothelzellen und der Thrombozytenfunktion innehaben *°. Endothelin
wird allgemein als das bedeutendste Peptid dieser Gruppe angesehen, da es
neben stark vasokonstriktorischen Effekten auch eng mit Entstehung und
Verlauf zahlreicher Erkrankungen wie der arteriellen und pulmonalen
Hypertonie, der Arteriosklerose, der koronaren Herzkrankheit, der pulmonalen

Fibrose, der Sklerodermie und der chronischen Niereninsuffizienz verbunden ist
51

1.5.2 Struktur, Aktivierung und Rezeptoren

Bei der Suche nach dem Endothelium-derived relaxing Factor (EDRF) wurde in
kultivierten Endothelzellen der Aorta eine stark vasokonstriktiv wirkende
Substanz entdeckt, welche innerhalb weniger Jahre als 21-Aminosaurenpeptid
identifiziert werden konnte und den Namen Endothelin erhielt *.

Insgesamt wurden drei verschiedene Isoformen entdeckt, welche sich
untereinander nur in der Sequenz weniger Aminosauren unterscheiden. Der
Aufbau des Peptids ist charakterisiert durch eine Kette aus 21 Aminosauren,
welche durch zwei Disulfidbricken, die jeweils Cysteinbausteine verbinden,
gefaltet ist >°.

Die Translation der kodierenden mRNA ergibt ein Vorlaufer-Peptid bestehend
aus 203 Aminosauren, welches als Prapro-Endothelin-1 bezeichnet wird. Nach
Spaltung durch Endopeptidasen entsteht Pro-Endothelin 1, welches auch big
Endothelin-1 (bigET-1) genannt wird. Zur biologischen Aktivierung wird bigET-1
aus der Zelle ausgeschleust und in das aktive Endothelin-1 (ET-1)
umgewandelt. Dies geschieht durch Spaltung des aus 38 Aminosauren
bestehenden bigET-1 mittels Endothelin converting encyme (ECE) in das aus
21 Aminosauren zusammengesetzte aktive Endothelin-1 und das C-terminale
Fragment. Das physiologisch aktive Endothelin wird daher auch als Endothelin
1-21 bezeichnet. Das C-terminale Fragment umfasst die Aminosauren 22-38 >*.
Endothelin wird nicht in sekretorischen Granula gespeichert, sondern bei Bedarf
neu synthetisiert. Produktion und Freisetzung unterliegen einer Regulation

durch stimulierende Faktoren wie z.B. Hypoxie, Scherstress, Angiotensin I,
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Thrombin, Zytokine und Katecholamine sowie inhibierende Faktoren wie z.B.
NO, Prostazyklin, Atrial Natriuretisches Peptid (ANP) und Ostrogene ** *°.

1.5.3 Funktion

ET-1 wird hauptsachlich von Endothelzellen gebildet und auf der abluminalen
Seite in Richtung glatter Muskelzellen hin freigesetzt, um die glatten
Muskelzellen zur Kontraktion anzuregen. Aullerdem wird ET-1 unter anderem
auch von Leukozyten, Makrophagen, glatten  Muskelzellen und
Mesangiumzellen gebildet > Lokal (parakrin) werden ET-1-Konzentrationen
erreicht, welche die messbaren Plasmaspiegel deutlich Ubersteigen. Der im
peripheren Blut bei Gesunden messbare ET-1-Spiegel betragt ca. 5 pmol/l (12
pg/ml), wahrend die notwendige Schwellen-Konzentration zur ET-1-induzierten
Vasokonstriktion im nanomolaren Konzentrationsbereich liegt °’. Die
Plasmakonzentration von ET-1 ist somit deutlich niedriger als die zur Ausldosung

% Verschiedene

biologischer Effekte notwendige Gewebekonzentration
Krankheitszustande, wie beispielsweise Arteriosklerose und pulmonale
Hypertonie sind mit erhdhten ET-1-Plasmaspiegeln assoziiert *®. Die Wirkung
von Endothelin kann Uber zwei verschiedene Endothelinrezeptoren vermittelt
werden, den ETa- und den ETg-Rezeptor. Die Affinitat des ETa-Rezeptors flr
ET-1 und ET-2 ist ca. 100-fach héher als fur ET-3, wahrend der ETg-Rezeptor
alle drei ET-Isopeptide mit ahnlicher Affinitat bindet. Die Bindung von ET-1 an
den ETa-Rezeptor induziert vor allem Vasokonstriktion und Zellproliferation *°.
Demgegenulber bewirkt die Aktivierung des ETg-Rezeptors die Freisetzung von
NO und Prostazyklin, die Hemmung der Apoptose und die Hemmung der ECE-
Expression in Endothelzellen °.

Auf auto- und parakrine Weise uUbernimmt das Endothelin-System wichtige
physiologische und pathophysiologische Funktionen bei der Embryonal- und
Neonatal-Entwicklung, im Gefallsystem (Vasokonstriktion, Atherosklerose), im
Herz (Inotropie, Chronotropie, Remodeling), in der Lunge (Tonus der
Lungengefalle und Luftwege), in der Niere (renaler Blutfluss, Salz- und Wasser-
Haushalt, Saure-Basen-Haushalt) und im Gehirn (Modulation kardialer und

respiratorischer Zentren, Hormonfreisetzung) *°. Teilweise existieren auch
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gegensatzliche Mechanismen, so verursacht beispielsweise ET-1 Uber den
ETa-Rezeptor eine Vasokonstriktion und Uber den ETg-Rezeptor eine

Vasodilatation *°.

Im Tiermodell konnte gezeigt werden, dass die
Uberexpression von ET-1 unabhangig vom arteriellen Blutdruck eine inter-
stitielle Fibrose und eine Glomerulosklerose mit zunehmendem Verlust der
Nierenfunktion verursacht ®'. Die Gabe von ETa-Rezeptor-Antagonisten kann
dagegen das Fortschreiten einer chronischen Niereninsuffizienz aufhalten °2.
Auch bei der chronischen Transplantatnephropathie scheint das Endothelin-
System pathogenetisch relevant zu sein. So konnte im Tiermodell gezeigt
werden, dass die Gabe von ETa-Antagonisten die Entwicklung einer

chronischen Transplantatnephropathie verhindert ®* %,

1.6 Immunsuppressiva

1.6.1 Calcium-Calcineurin-Signalweg

Die Bindung von Antigen an den spezifischen T-Zell-Rezeptor in Verbindung mit
den notwendigen Kostimuli (2. Signal) I0st bei der T-Zelle eine intrazellulare
Signalkaskade aus. Hierbei kommt es zu einem Anstieg der intrazellularen
Ca?*-Konzentration. Durch Anlagerung von Ca®* an das Calcium-bindende
Protein Calmodulin wird dessen Konformation verandert und in die aktive Form
Uberfuhrt ®. Der Calcium-Calmodulin-Komplex aktiviert in einem nachsten

Schritt die Phosphatase Calcineurin °°

. Calcineurin dephosphoryliert den
“Nuclear Factor of Activated T-cells” (NFAT) und versetzt ihn dadurch in die
Lage, in den Zellkern einzudringen und die Transkription spezifischer Gene zu
aktivieren ®’, welche wichtige Zytokine wie z.B. Interleukin-2 (IL-2) kodieren. Im
Nukleus schiutzt Calcineurin den dephosphorylierten NFAT vor Kinasen, welche
NFAT wieder phosphorylisieren wurden. Die Inhibition von Calcineurin fuhrt
daher dazu, dass NFAT phosphoryliert bleibt und demzufolge nicht in den
Zellkern eindringen und die Produktion essentieller Zytokine ausldsen kann. Die
Calcineurin-Aktivierung ist somit ein limitierender Schritt in der T-Zell-

Aktivierung.



20

1.6.2 Calcineurin-Inhibitoren (CNI)

Cyclosporin A und Tacrolimus sind die beiden Prototypen dieser Gruppe von
Immunsuppressiva. Obwohl beide Uber eine Inhibition von Calcineurin wirken,
unterscheiden sie sich in Bezug auf die Immunophiline, mit denen sie einen
Komplex bilden, der schliellich Calcineurin inhibiert. Cyclosporin A bindet an
Cyclophilin, wahrend Tacrolimus an das FK-Binding Protein (FKBP) bindet.
Beide CNI-Immunophilin-Komplexe verhindern die Aktivierung der Phosphatase

Calcineurin.

T-Zell-
Rezeptor

Akthlerung

FKBP-Tac

Komplex @

L =~ Autokrine
B - Wirkung

Abbildung 6: Wirkmechanismus der Calcineurin-Inhibitoren Cyclosporin A und Tacrolimus.
Cyclosporin A (CyA) bindet an Cyclophilin wahrend Tacrolimus (Tac) einen Komplex mit
dem FK-Binding Protein (FKBP) eingeht. Beide Komplexe inhibieren unabhangig
voneinander die Phosphatase Calcineurin. Dies fiihrt Gber eine verminderte Transkription
von Interleukin 2 (IL-2) zur Hemmung der T-Zell-Aktivierung.
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1.6.3 Cyclosporin A

Cyclosporin A wurde als zyklisches Polypeptid aus dem Pilz Tolypocladium In-
flatum Gams aus norwegischen Bodenproben isoliert ®®. Seit den 70er Jahren
sind die immunsuppressiven Eigenschaften von Cyclosporin A bekannt. Durch
die Einfuhrung von Cyclosporin A in den 80er Jahren war erstmalig eine poten-
te, relativ spezifische, nicht zytotoxische Suppression der T-Zell-Aktivitat mog-
lich. Von der Markteinfihrung 1983/84 bis heute bildet Cyclosporin A einen der
Eckpfeiler der modernen Transplantationsmedizin. Das 5-Jahres-Transplantat-
Uberleben nach Nierentransplantation konnte dadurch um mehr als 10% ver-
bessert werden °°. Problematisch war die Tatsache, dass Cyclosporin A nicht
wasserloslich ist. Die urspriingliche Darreichungsform (Sandimmun®) war auf-
grund der physikochemischen Struktur von Cyclosporin A schlecht resorbierbar.
Die Resorption und in Folge die Blutkonzentration waren auRerdem abhangig
von Gallefluss und Darm-Motilitat. Aus diesen Grunden kam es nach oraler
Verabreichung zu betrachtlichen Unterschieden in der Bioverfugbarkeit. Mit Hil-
fe der Mikroemulsionstechnologie wurde daher eine verbesserte Darreichungs-
form entwickelt (Sandimmun Neoral®). Die neue Galenik filhrt zu einer schnel-
len Auflésung im Magen-Darm-Trakt mit nur geringer Abhangigkeit von Galle-
fluss und Darm-Moatilitat. Die Metabolisierung von Cyclosporin A erfolgt haupt-
sachlich hepatisch. Hier erfolgt der Abbau Uber das Cytochrom P450-System.
Dadurch ergibt sich eine Reihe von klinisch relevanten Interaktionen mit ande-
ren Wirkstoffen, die ebenfalls Gber das Cytochrom P450-System metabolisiert
werden. Die Eliminierung erfolgt zu 95 % bilidar und zu 5 % renal. Die Halb-
wertszeit von Cyclosporin A betragt im Mittel 8,5 Stunden und kann bei Leber-
funktionsstorungen deutlich verlangert sein. Insgesamt sind ca. 25 Cyclosporin-
Metabolite bekannt, wobei einige davon immunsuppressive Eigenschaften auf-
weisen, mit jedoch deutlich geringerer Potenz als die Muttersubstanz. Klinisch
relevante Nebenwirkungen von Cyclosporin A sind unter anderem arterielle Hy-
pertonie, Hyperlipidamie, Gingivahyperplasie, Diabetes mellitus, Hypertrichose,
Neurotoxizitat, Hepatotoxizitat, Hyperurikdmie, Hyperkaliamie, Hypomagnesia-

mie sowie akute und chronische Nephrotoxizitat 2% °.
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1.6.4 Monitoring von Cyclosporin A

Die Messung der CyA-Spiegel erfolgt im Vollblut. In Abhangigkeit vom Zeitpunkt
nach Transplantation, vom immunologischen Risiko, von der begleitenden
immunsuppressiven Therapie und von maoglichen Nebenwirkungen werden
unterschiedliche Spiegel angestrebt. Der Grad der Calcineurinhemmung ist eng
mit der Hohe des CyA-Spiegels verkniipft ”'. Bei wiederholter Gabe bleibt der
biologische Effekt voll erhalten, es kommt nicht zur Adaption ”". Im klinischen
Alltag basiert die CyA-Dosierung zumeist auf der Messung des Talspiegels
(trough level). In Bezug auf die HOhe der angestrebten Talspiegel ist
anzumerken, dass hier eine erhebliche Variabilitat zwischen den verschiedenen
Transplantationszentren besteht. Die “Area Under the Curve® (AUC) korreliert
besser mit der Medikamentenexposition und mit relevanten klinischen
Ereignissen als der Talspiegel. Der C2-Spiegel (zwei Stunden nach Einnahme)
korreliert wiederum besser mit der AUC als der CO-Spiegel "%. Die Bestimmung
von C2-Spiegeln hat sich jedoch in der klinischen Praxis nicht uneingeschrankt
durchgesetzt, da die Entnahme genau 2 h £ 10 min nach Einnahme erfolgen
muss. Daruber hinaus resorbieren 10 - 30 % der Patienten — insbesondere in
der Friuhphase nach Transplantation — CyA in zu geringem Umfang (,low
absorbers®) oder zu langsam (,delayed absorbers®). Diese Patienten kdnnen mit

der alleinigen Bestimmung von C2-Spiegeln nicht identifiziert worden ™ 7.

1.6.5 Tacrolimus / FK 506

Tacrolimus / FK 506 ist ein Makrolid, welches 1984 aus dem Pilz Streptomyces
Tsukabaensis isoliert wurde und seit 1994 zugelassen ist °. Es besitzt im
Vergleich zu CyA auf molarer Basis eine hohere immunsuppressive Potenz .
Seit der Einfuhrung besteht eine lang anhaltende Diskussion Uber die Vor- bzw.
Nachteile gegenuber CyA. In klinischen Studien wurde unter Tacrolimus meist
eine, im Vergleich zu CyA, geringere Inzidenz von Rejektionen beobachtet .
Allerdings konnte bisher keine Verbesserung des Transplantatuberlebens

gegenuber einer CyA-Behandlung nachgewiesen werden. Lediglich bei hohem
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immunologischen Risiko scheint eine initiale Therapie mit Tacrolimus auch in

® Eine aktuelle Ubersichtsarbeit der

dieser Hinsicht von Vorteil zu sein
Cochrane Collaboration kommt zu dem Ergebnis, dass Tacrolimus in Bezug auf
das alleinige Organuberleben (Tod mit funktionierendem Organ zensiert) und
das Auftreten akuter Rejektionen gegenuber CyA Uberlegen ist. Keine
Unterschiede zeigten sich jedoch beim Transplantatiberleben (Patienten mit
funktionierendem Transplantat) . Allerdings haben Patienten, die Tacrolimus
erhalten, im Vergleich zu CyA-behandelten Patienten ein hoheres Risiko einen
Diabetes mellitus, neurologische oder gastrointestinale Nebenwirkungen zu
entwickeln. Tacrolimus wird ebenso wie CyA Uber Enzyme des Cytochrom-
P450-Systems metabolisiert. Daraus resultiert eine - im Vergleich zu CyA -
Vielzahl von nahezu identischen Interaktionen mit anderen Wirkstoffen. Auch
das Nebenwirkungsprofil beider = Medikamente  zeigt  zahlreiche
Uberschneidungen. Zu beobachten sind unter anderem arterielle Hypertonie,
Diabetes mellitus, Neurotoxizitat, Hepatotoxizitat, Haarausfall, Hyperkaliamie,

Hypomagnesiamie sowie akute und chronische Nephrotoxizitat .

1.6.6 Monitoring von Tacrolimus / FK 506

Die Bestimmung der Tacrolimus-Spiegel erfolgt ebenfalls im Vollblut. Bei
Tacrolimus  besteht eine gute  Korrelation  zwischen  Talspiegel,
Medikamentenexposition und Wirkung ®'. Daher werden im klinischen Alltag
grundsatzlich Talspiegel bestimmt. Aligemein wird fur die Tacrolimustherapie in
der Frihphase nach Nierentransplantation ein Talspiegel von 10-15 ng/ml
empfohlen. Nach ca. 1-3 Monaten kann dann eine Dosisreduktion auf

Zielspiegel von 5-8 ng/ml erfolgen.

1.6.7 Nephrotoxizitat von Calcineurin-Inhibitoren

Durch die Einfihrung von CyA und Tacrolimus konnte die Inzidenz akuter

Rejektionen reduziert und dadurch das durchschnittliche Transplantatuberleben
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signifikant verlangert werden ®'.

Im Laufe der Jahre hat sich jedoch
herauskristallisiert, dass beide Substanzen nephrotoxische Nebenwirkungen
haben, welche sich langfristig ungunstig auf das Transplantatiberleben
auswirken. Aufgrund der spateren Einflihrung von Tacrolimus bestand zunachst
die Hoffnung, dass diese nephrotoxischen Nebenwirkungen auf CyA beschrankt
sind. Inzwischen ist jedoch klar geworden, dass Tacrolimus strukturell nahezu
identische Verdnderungen in der Niere hervorruft wie CyA . Der Begriff
Cyclosporin-Nephrotoxizitdt wurde daher in den letzten Jahren zugunsten des
Begriffs Calcineurin-Inhibitor- (CNI-) Nephrotoxizitat verlassen.

Grundsatzlich ist zwischen der akuten und der chronischen CNI-Nephrotoxizitat
zu unterscheiden. Bei der akuten, funktionellen CNI-Nephrotoxizitat kommt es
zu einer dosisabhangigen Verringerung der glomerularen Perfusion und der
GFR bedingt durch eine Vasokonstriktion am Vas afferens. Histologisch ist bei
Nierenbiopsien in der FrUhphase nach Transplantation oftmals eine reversible,
isometrische Tubulusepithelvakuolisierung zu diagnostizieren. Demgegenuber
finden sich bei der chronischen CNI-Nephrotoxizitdt schwerwiegende,
irreversible, strukturelle Veranderungen in Form einer streifenformigen oder
diffusen interstitiellen Fibrose mit Tubulusatrophie, Arteriolohyalinose, Intima-

fiorose und Glomerulosklerose 2.

Die Diagnose einer chronischen CNI-
Nephrotoxizitat wird anhand der histologischen Untersuchung gestellt.
Pathogenetisch wird fur die chronische CNI-Nephrotoxizitat unter anderem ein
erhohter TGF-I3 Spiegel verantwortlich gemacht. Khanna et al. zeigten in vivo,
dass die Gabe von TGF-B1 eine CyA-ahnliche Nephrotoxizitat verursachen
kann wahrend die Gabe von anti-TGF-R1-Antikérpern die Entwicklung einer
chronischen CyA-Nephrotoxizitat verhindern kann ®2. Pankewycz et al. konnten
des weiteren eine erhdohte TGF- Protein-Expression in Nierenbiopsien von
Patienten mit chronischer Cyclosporin-Nephrotoxizitit nachweisen ®°. Erhdhte
TGF-R-Spiegel resultieren in einer vermehrten Ablagerung von extrazellularen
Matrixproteinen (ECM) in der gesamten Niere mit zunehmendem Verlust der
Transplantatnierenfunktion *’.  Aktuelle Untersuchungen zeigen, dass
Prostaglandin E (PGE)  ebenso wie der neu entwickelte Wirkstoff Pirfenidone
8 durch TGF-R1-antagonistische Effekte die Entwicklung einer chronischen

CNI-Nephrotoxizitat moglicherweise verhindern konnen.
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1.6.8 Mycophenolatmofetil (MMF)

Der pharmakologisch aktive Wirkstoff Mycophenolat (MPA) entsteht durch Hyd-
rolyse von MMF (Prodrug). Durch eine reversible, nicht kompetitive Hemmung
des Enzyms Inosinmonophosphat-Dehydrogenase (IMPDH), dem limitierenden
Enzym der de novo-GTP-Biosynthese, blockiert MPA die de novo-Synthese des
Purins Guanosin. Dies fuhrt zu einer selektiven Depletion des Guanin-
Nukleotid-Pools und damit zu einer Inhibition der RNA- und DNA-Synthese im
Lymphozyten, da proliferierenden Lymphozyten der alternative “Salvage
Pathway“ zur Purin-Synthese nicht zur Verfugung steht 8 Zusatzlich inhibiert
MPA auch die Antikérperbildung, die Produktion bestimmter Wachstums-
faktoren und Zytokine wie PDGF, TGF-31, IL-2, TNF-a und IFN-y sowie die Ak-
tivitat von G-Proteinen, die in die Signal-Transduktion und Glykosylierung von
Adhéasions-Molekiilen involviert sind 8" 8. MMF ist seit 1996 zur immun-
suppressiven Therapie nach Nierentransplantation zugelassen und hat Azathi-
oprin inzwischen fast vollstandig ersetzt. In drei groRen prospektiven Studien
wurde gezeigt, dass MMF die Inzidenz von Rejektionsepisoden nach Nieren-
transplantation um ca. 50% reduziert #¥°'. Aktuelle Studien zeigen, dass der

t 92, 93

Einsatz von MMF bei Patienten mit chronischer CyA-Nephrotoxizita oder

chronischer Transplantatdysfunktion %

einen gunstigen Effekt haben kann.
Ahnliche Ergebnisse konnten auch im Tiermodell beobachtet werden *°. Die
haufigsten Nebenwirkungen einer MMF-Therapie sind Ubelkeit, Erbrechen, Di-

arrhoe, Leukozytopenie, Anamie und Thrombozytopenie.
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Guanosin-5‘-triphosphat (GTP) - Synthese

De novo-Synthese Salvage Pathway
a-5-Phosphoribosyl-1-pyrophosphat (PRPP) Hypoxanthin Guanin
HGPRT

Inosinmonophosphat (IMP) <«——— [nosinmonophosphat (IMP)

IMPDH

Xanthin-5‘-monophosphat (XMP)
GMP-
Synthase

Guanosin-5‘-monophosphat (GMP) «——————— Guanosin-5‘-monophosphat (GMP)

2ATP > 2 ADP

Guanosin-5‘-triphosphat (GTP) DNA-Synthese

I
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« HGPRT Hypoxanthin-Guanin-Phosphoribosyltransferase
« IMPDH Inosinmonophosphat-Dehydrogenase
« MPA Mycophenolat

Abbildung 7: Biosynthese des Purins Guanosin durch die de-novo-Synthese und den
alternativen Wiederverwertungsstoffwechsel ,Salvage Pathway“. Purine sind fiir die RNA-
und DNA-Synthese von essentieller Bedeutung. Durch Mycophenolat (MPA) wird das
Enzym Insosinmonophosphat-Dehydrogenase (IMPDH) gehemmt. Dieses ist ein
Schlisselenzym im Aufbau von Guanosinmonophosphat (GMP) und Guanosintriphosphat
(GTP) aus Inosinmonophosphat (IMP). Aktivierte T- und B-Lymphozyten sind auf die de
novo-GTP-Synthese angewiesen, welche effektiv durch MPA gehemmt wird. Hingegen
profitieren ruhende Lymphozyten wie auch nichtlymphozytére, rasch proliferierende Zellen
vom Salvage Pathway.

1.6.9 Monitoring von MMF

Die Dosierung von MMF erfolgt in Abhangigkeit vom immunologischen Risiko,

von der immunsuppressiven Komedikation und von den objektivierbaren

Nebenwirkungen nach festen Schemen. Meist wird eine Dosierung von 2 x 1 g

oder 2 x 500 mg gewahlt. MPA-Blutspiegelmessungen ebenso wie die

Bestimmung der IMPDH-AKktivitat haben sich in der klinischen Routine bislang

nicht durchgesetzt.
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1.6.10 Rapamycin / Sirolimus

Rapamycin / Sirolimus wurde aus dem Pilz Streptomyces Hygroscopius isoliert
und nach dem Fundort des Pilzes, den Osterinseln, auf polynesisch “Rapa Nui*,
benannt "°. Rapamycin ist wie Tacrolimus ein Makrolid und bindet intrazellular,
ebenfalls wie Tacrolimus, an das Immunophilin FK-Binding Protein (FKBP) .
Der Komplex bindet im Zytoplasma der Zelle an das Protein mTOR
(mammalian Target of Rapamycin). Der Rapamycin-FKBP-mTOR-Komplex
bewirkt eine Blockade der IL-2 Rezeptor vermittelten Signaltransduktion. Es
kommt zur Blockade der p70 S6-Kinase und der nachfolgenden Protein-
synthese "', Infolgedessen werden die T-Lymphozyten in der spaten G1-Phase
des Zellzyklus arretiert '°* % Rapamycin wird ebenso wie Cyclosporin A und
Tacrolimus Uber das Cytochrom-P450-System metabolisiert. Die Halbwertszeit
von Rapamycin bei nierentransplantierten Patienten ist mit ca. 60 Stunden
relativ  lang. Rapamycin ist seit 2001 als Medikament fur die
Nierentransplantation zugelassen.

Die immunologische Potenz von Rapamycin ist vergleichbar mit CyA. Zwei
prospektive Studien zeigten keine Unterschiede in der Inzidenz von akuten
Rejektionen und im Transplantatuberleben zwischen Patienten, die Sirolimus
oder CyA in Kombination mit Steroiden und Azathioprin '** bzw. MMF "%
erhielten. Bei Patienten, die mit CyA und Steroiden behandelt werden, senkte
die zusatzliche Gabe von Sirolimus die Inzidenz akuter Rejektionen um ca. 50%
1% Das Transplantatiiberleben wurde dadurch allerdings nicht verbessert. Im
Vergleich zu Azathioprin reduzierte Sirolimus die Inzidenz akuter Rejektionen

um ca. 50% %

. Auch hier war jedoch kein zusatzlicher Effekt auf das
Transplantatiberleben erkennbar.

Im Nebenwirkungsspektrum existieren betrachtliche Unterschiede zwischen
CyA und Rapamycin. Insbesondere geht man davon aus, dass Rapamycin nicht
nephrotoxisch ist. Daher kbnnen Patienten mit gesicherter CNI-Nephrotoxizitat
erfolgreich von CyA oder Tacrolimus auf Rapamycin umgestellt werden % 1%,
Als relevante Nebenwirkungen sind unter anderem die Myelotoxizitat mit
Anamie, Leukopenie und Thrombozytopenie, die Hyperlipidamie, die nicht
infektiose interstitielle Pneumonitis sowie postoperative Lymphozelen und

Wundheilungsstérungen zu erwahnen. Aufgrund des gehauften Auftretens von
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Pneumocystis carinii-Pneumonien (PcP) wird zudem eine einjahrige Prophylaxe
mit TMP-SMZ empfohlen.

IL-2 Rezeptor

T-Lymphozyt

FKBP- mTOR
Rapamycin

- Komplex / l \

p34cdc2 CDK2 / p70 S6-Kinase
_.}]..=— cycinE l

p27kie T Ribosomale

Zellkern . Proteinsynthese

G1-Phase — S-Phase

. Zellzyklus
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Abbildung 8: Wirkmechanismus von Rapamycin. Rapamycin geht mit dem FK-Binding
Protein (FKBP) einen Komplex ein. Der FKBP-Rapamycin-Komplex bindet an das
mammalian Target of Rapamycin (mTOR). Dies fuhrt durch Hemmung der weiteren
Signalkaskade zur Arretierung des Zellzyklus in der G1-Phase.

1.6.11 Monitoring von Rapamycin / Sirolimus

Die Messung von Rapamycin erfolgt als Talspiegelbestimmung. Aufgrund einer
guten Korrelation von Talspiegel und AUC wird der CO-Wert allgemein fur das
Monitoring von Rapamycin empfohlen M0 Zur individuellen Anpassung der
Dosis sollte die wochentliche Bestimmung von Talspiegeln erfolgen (Ziel: 5-15
ng/ml). Die lange Halbwertszeit (ca. 60 Stunden) erlaubt es, die gesamte
Tagesdosis in einer Portion einzunehmen. Aufgrund der Tatsache, dass
Rapamycin ebenso wie CyA hauptsachlich Uber das CYP3A4-Enzymsystem
metabolisiert wird, fihrt die zeitgleiche Einnahme von Rapamycin und CyA zu
einer Erhéhung der Rapamycin-Talspiegel und der Medikamentenexposition '"".
Die Einnahme von Rapamycin muss daher vier Stunden zeitversetzt im
Vergleich zur CyA-Einnahme (CyA: 8.00 Uhr, Rapamycin: 12.00 Uhr) erfolgen.
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1.7  Herleitung der Aufgabenstellung

Die chronische Transplantatnephropathie zahlt zu den groRten Heraus-
forderungen in der aktuellen Transplantationsmedizin. Calcineurin-Inhibitoren
haben sich in der Prophylaxe akuter Rejektionen nach Nierentransplantation als
sehr wirkungsvoll erwiesen und dadurch das Transplantatiiberleben signifikant
verbessert. Bis heute ist diese Substanzklasse in der immunsuppressiven
Therapie nach Nierentransplantation daher unverzichtbar. Der immun-
suppressive Effekt der Calcineurin-Inhibitoren wird hauptsachlich durch die
Hemmung der Produktion von Interleukin-2 vermittelt. Daneben stimulieren
Calcineurin-Inhibitoren aber auch die Produktion von TGF-R1. TGF-31 hat
einerseits potente immunsuppressive Effekte, andererseits aber auch potente
profibrotische Effekte. Man nimmt an, dass ein Teil der immunsuppressiven
Effekte von Calcineurin-Inhibitoren durch die vermehrte Expression von TGF-31
vermittelt wird. Es steht heute fest, dass TGF-31 maligeblich an der
Pathogenese der chronischen Transplantatnephropathie beteiligt ist. Neuere
Daten zeigen, dass auch ET-1 eine wichtige Rolle spielt. Daraus ergeben sich

folgende Fragestellungen:

1. FlUhren Unterschiede in der immunsuppressiven Therapie zu
unterschiedlichen TGF-31-/ET-1-Konzentrationen im Plasma?
2. FUhren Unterschiede in der immunsuppressiven Therapie zu

unterschiedlichen TGF-R1-Konzentrationen im Uberstand kultivierter

T-Zellen?

3. Korreliert die Hohe der gemessenen Medikamentenspiegel mit der
Hohe der TGF-R1-/ET-1-Plasma-Konzentrationen?

4. Korreliert die HOhe der gemessenen Medikamentenspiegel mit der
Héhe der TGF-R1-Konzentration im Uberstand kultivierter T-Zellen?

5. Korrelieren die  Dosierungen/Konzentrationen der  immun-

suppressiven  Medikation oder die gemessenen TGF-R31-
Konzentrationen mit der messbaren Lymphozytenproliferation?

6. Welchen Einfluss haben weitere Variablen auf die gemessenen
Parameter?

7. Korrelieren die gemessenen TGF-R1-/ET-1-Plasmakonzentrationen



30

mit der Transplantatfunktion oder dem Transplantatuberleben?
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2 Patienten, Material und Methoden

2.1 Patienten

Samtliche Untersuchungen wurden zwischen 2001 und 2004 durchgefihrt. Ins-
gesamt wurden 69 nierentransplantierte Patienten mit stabiler Transplantat-
funktion innerhalb der vorausgehenden 6 Monate vor Beginn der Studie nach
schriftlicher Aufklarung eingeschlossen. Die Studie wurde entsprechend den
Richtlinien der Deklaration von Helsinki durchgefihrt. In Abhangigkeit von der
jeweiligen immunsuppressiven Erhaltungstherapie wurden die Patienten in drei

Gruppen eingeteilt:

> A (n = 35) Cyclosporin A (Sandimmun optoral®) + MMF (CellCept®)
> B (n = 28) Tacrolimus (Prograf®) + MMF (CellCept®)

» C(n=6) Cyclosporin A (Sandimmun optoral®) + Rapamycin (Rapamune®)

Die Patienten in den untersuchten drei Gruppen waren wahrend des Untersu-
chungszeitraums frei von einer immunsuppressiven Therapie mit Steroiden.

Die Blutproben wurden im Rahmen ambulanter Besuche in der Transplan-
tationssprechstunde der Charité, Campus Mitte abgenommen. Pro Patient er-
folgten durchschnittlich drei Blutentnahmen zu unterschiedlichen Terminen. Aus
den drei Blutentnahmen wurden die Mittelwerte berechnet und fur die weitere
statistische Auswertung herangezogen. Fur die untersuchten Parameter fanden
sich keine statistisch signifikanten Unterschiede zwischen den drei verschiede-

nen Untersuchungstagen.

2.2 Materialien

2.2.1 Fertigprodukte

> ELISA-Kit Duo Set Human TGF-R1 (R&D Systems GmbH, Wiesba-
den, Deutschland, Kat.-Nr. DY 240)
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ELISA-Kit fir Endothelin 1-21 (Biomedica Medizinprodukte GmbH &
Co. KG, Wien, Osterreich, Kat.-Nr. BI-20052)

BD Vacutainer CTAD 4,5 ml (BD Vacutainer Systems, Franklin La-
kes, USA, Kat.-Nr. 367599)

S-Monovette 2,7 ml, Kalium-EDTA (Sarstedt AG & Co., Nimbrecht,
Deutschland, Kat.-Nr. 05.1167.001)

S-Monovette 5 ml, Citrat 3,13% (Sarstedt AG & Co., Kat.-Nr.
05.1071.001)

2.2.2 Losungen und Puffer

Dulbecco’s Phosphate Buffered Saline (PBS) (PAA Laboratories
GmbH, Colbe, Deutschland, Kat.-Nr. H15-002)

RPMI Dulbecco’s MEM (Biochrom AG, Berlin, Deutschland, Kat.-Nr.
F0415)

Ficoll-Paque Plus (Amersham Biosciences Europe GmbH, Freiburg,
Deutschland, Kat.-Nr. 17-1440-02)

1,2N NaOH / 0,5M HEPES: 140 ml deionisiertes H,0 / 30 ml 10N
NaOH / 59,5 g HEPES mit deionisiertem H,0 auf 250 ml bringen
2,5N Eisessig / 10M Harnstoff: 100 ml deionisiertes H»0 / 150,2 g
Harnstoff / 35,9 ml Eisessig mit deionisiertem H»0 auf 250 ml bringen
2,7N NaOH / 1M HEPES: 140 ml deionisiertes H,0 / 67,5 ml 10N
NaOH / 59,5 g HEPES mit deionisiertem H,0 auf 250 ml bringen

2.2.3 Chemikalien

Bovines Serumalbumin (BSA) (Sigma-Aldrich Chemie GmbH,
Taufkirchen, Deutschland, Kat.-Nr. A 3059)

Essigsaure (Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland, Kat.-Nr. 109951)
Farbstoff T-0440 flr ELISA-Kit 3,3",5,5 -Tetramethyl-Benzidin (TMB)
Liquid Substrate System fur ELISA (Sigma-Aldrich, Kat.-Nr.
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032K1264)

Harnstoff (Merck, Kat.-Nr. 108486)

HEPES  2-[4-  (2-Hydroxyethyl)-1-Piperazinyl]-Ethansulfonsaure
(Merck, Kat.-Nr. 110110)

MTT 3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-Diphenyltetrazoliumbromid,
Thiazolyl blue (Sigma-Aldrich, Kat.-Nr. M 5655)

Natriumbikarbonat NaHCO3 (Sigma-Aldrich)

Natronlauge NaOH (Merck, Kat.-Nr. 109959)

Salzsaure HCI (Merck, Kat.-Nr. 109911)

Schwefelsaure H,SO4 (Merck, Kat.-Nr. 109912)

SDS Sodium Dodecyl Sulfat (Sigma-Aldrich, Kat.-Nr. L 4509)

Tween 20 Polyoxyethylensorbitanmonolaurat (Merck, Kat.-Nr.
817072)

2.2.4 Antikorper

anti-CD3 (OKT3, eBioscience, San Diego, CA, USA, Kat.-Nr. 16-
0037)

2.2.5 Glas- und Plastikwaren

6 Well-Zellkulturplatten Falcon (Becton Dickinson Labware, Franklin
Lakes, USA, Kat.-Nr. 3046)

96 Well-Zellkulturplatten Falcon (Becton Dickinson Labware, Kat.-Nr.
3072)

Zentrifugenrohrchen 15 ml (Nunc, Karlsruhe, Deutschland, Kat.-Nr.
366052A)

Zentrifugenréhrchen 50 ml (Nunc, Kat.-Nr. 373660A)

Immunoplate U 96 Maxisorb ELISA-Mikrotiterplatten (Nunc, Kat.-Nr.
051531)

Pasteurpipetten (Brand, Wertheim, Deutschland)
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> Pipetten 2 ml, 5 ml, 10 ml, 20 ml (Becton Dickinson Labware, Kat.-
Nr. 7507, 7543, 7551, 7525)
> Combitip 2,5ml, 5ml (Eppendorf, Wesseling-Berzdorf, Deutschland,

Kat.-Nr. 0030069.242, 0030069.455)

2.2.6 Gerate

> Brutschrank Cell House 200 (Heto Lab Equipment, Allerod, Dane-
mark)

> ELISA-Gerat MRX-Microplate Reader (Dynatech Medical Products,
Guernsey, Channel Islands, UK)

> Zellzahlgerat Casy 1 Modell DT (Scharfe System, Reutlingen,
Deutschland)

> Tischzentrifuge 5451C (Eppendorf)

> Vortexmixer G560-E (Scientific Industries, Bohemia, NY, USA)

> Zentrifuge, Megafuge 2.0R (Heraeus, Hanau, Deutschland)

2.3 Methoden

2.3.1 Gewinnung der Proben

Die Blutentnahme erfolgte unmittelbar vor Einnahme der immunsuppressiven
Medikation (CO) sowie bei CyA-behandelten Patienten zusatzlich 2 Stunden *
10 Minuten nach Einnahme (C2). Patienten und medizinisches Personal wur-
den auf die Notwendigkeit der Einhaltung des vorgeschriebenen Zeitabstandes
eindringlich hingewiesen. Die Zeitpunkte der Medikamenteneinnahme und der
Blutentnahmen wurden dokumentiert. Proben, die diese Kriterien nicht erfullten,
wurden verworfen. Bei der Blutentnahme zum Zeitpunkt CO wurden insgesamt
2 x 5 ml Citratblut, 1 x 2,7 ml EDTA-Blut und 1 x 4,5 ml mittels BD Vacutainer®
in CTAD-Ro6hrchen abgenommen. Zum Zeitpunkt C2 gewannen wir 1 x 2,7 ml

EDTA-Blut. Die Lagerung der Citratblutproben bis zur weiteren Verarbeitung
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(Messung der Lymphozytenproliferation) erfolgte bei +4 °C fir maximal 2 Stun-
den. CTAD-Blut (enthalt neben Citrat auch die Thrombozyteninhibitoren The-
ophyllin, Adenosin und Dipyridamol) wurde unverzuglich nach Entnahme bei
2800 U/min (1647 x g) fur 5 min zentrifugiert. Anschlielend wurde das Plasma
abgenommen und in drei identische 1,5 ml Tubes aufgenommen, welche un-
verzuglich bis zur Messung bei -20 °C eingelagert wurden. Aus dem EDTA-BIlut
erfolgte die Messung der Tacrolimus- und CyA-Spiegel durch das Institut fur

Klinische Pharmakologie.

2.3.2 Ficoll-Dichtegradienten-Zentrifugation

In zwei parallelen Ansatzen wurden je 2 ml Citratblut zusammen mit je 3 ml
PBS-Losung in ein 5 ml Falconréhrchen gegeben und mit Hilfe einer Pipette gut
gemischt. Dann wurden 3 ml Ficoll-Lésung in ein 10 ml Falconréhrchen gege-
ben und mit 5 ml Blut-/PBS-Losung vorsichtig Uberschichtet. Anschlieliend er-
folgte die Zentrifugation bei ausgeschalteter Bremse mit 2000 U/min (840 x g)
fur 20 min bei 15 — 20 °C. Dadurch entstand eine Schichtung der Probe in fol-
gender Reihenfolge (von oben nach unten): Plasma — Lymphozytenpellet — Fi-
coll-Paque — Sediment (bestehend aus Granulozyten und Erythrozyten). Mit
einer Pasteur-Pipette wurde das Lymphozytenpellet nun vorsichtig abgenom-
men und in ein 10 ml Falconrohrchen gegeben. Nach Auffullen des verbleiben-
den Volumens mit PBS wurde resuspendiert und fiar 10 min mit 1800 U/min
(681 x g) bei ausgeschalteter Bremse zentrifugiert. Danach wurde der Uber-
stand verworfen und 2,5 ml RPMI-Medium zum Lymphozytenpellet hinzuge-
geben. Anschliellend wurde erneut resuspendiert und die beiden parallel verar-
beiteten Ansatze des jeweiligen Probanden zusammengefiihrt. Nach Bestim-
mung der Lymphozytenkonzentration mittels Zellzahlgerat wurde die Zellzahl
mit RPMI-Medium auf eine Konzentration von 1x10° Zellen/ml eingestellt und in
zwei Ansatze geteilt. Zum einen Ansatz wurde dann ein monoklonaler Antikor-

per gegen CD3 (10 ng/ml) gegeben, der andere Ansatz blieb unbehandelt.
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2.3.3 MTT-Assay zur Messung der Lymphozytenproliferation

2.3.3.1 Prinzip

1983 entwickelte Mosmann einen quantitativen, colorimetrischen Assay zur
Messung der Zellproliferation ''?. Dieser Assay basiert auf der Reduktion des
Tetrazoliumsalzes MTT durch die mitochondriale Dehydrogenase lebender Zel-
len. Die Menge der resultierenden blauen Formazanprodukte ist proportional

zur Anzahl lebender Zellen in der Zellkultur.

2.3.3.2 Durchfuhrung

Die beiden Ansatze (+ anti-CD3) der mittels Ficoll-Dichtegradienten-Zentri-
fugation gereinigten und auf eine Konzentration von 1x10° Zellen/ml einge-
stellten Lymphozyten (siehe 2.3.2) wurden nun auf eine 96-Well-Zellkulturplatte
aufgebracht (100 pl / Well). Im Anschluss wurden die Proben bei 37 °C und 5%
CO2-Spannung fur 72 Stunden inkubiert. Nach Ablauf der Inkubation erfolgte
die Messung der Lymphozytenproliferation. Hierfur wurden je 10 yl MTT-LOsung
pro Well zugegeben und die Zellen anschlieend fur ca. 4 Stunden bei 37 °C
und 5%iger CO, Spannung inkubiert. Nach Ablauf der Inkubationszeit erfolgte
die Zugabe von 100 pl 10%igem SDS in 0,01 M HCI. Danach wurde die Platte
uber Nacht bei 37 °C und 5%iger CO,-Spannung inkubiert. Am folgenden Tag
erfolgte die Absorptionsmessung im ELISA-Reader bei einer Wellenlange von
570nm.
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2.3.4 Humaner TGF-R1 ELISA

2.3.4.1 Bedeutung der Blutentnahmetechnik fur die Messung der TGF-

R-Konzentration im Blut

Die a-Granula von Thrombozyten enthalten groRe Mengen von TGF-R '3
Durch die Thrombozyten-Degranulation im Rahmen der Blutgerinnung kann es
daher zu einem artifiziellen Anstieg der TGF-R-Konzentration im Blut kommen
"4 Bei Serumproben besteht demnach eine hohe Korrelation zwischen
Thrombozytenzahl und TGF-R-Konzentration ''°. Wir haben daher die TGF-R-
Konzentration im Plasma bestimmt und aul3erdem spezielle “CTAD-Rohrchen®
benutzt, die eine Mischung aus Natriumcitrat, Theophyllin, Adenosin und
Dipyridamol enthalten, welche die c-AMP-Konzentration der Thrombozyten
anhebt und dadurch die in vitro-Plattchen-Aktivierung minimiert. Des Weiteren
wurde auf eine schonende Blutentnahme geachtet. Dies wurde insbesondere
durch eine kurze Stauzeit und Verwendung grof3volumiger Kanulen erreicht.
Zusatzlich wurde die Thrombozytenzahl als Variable in die Multivarianzanalyse

einbezogen.

2.3.4.2 Prinzip

Seit seiner Einfuhrung durch Engvall und Perlmann 1971 16 fand der Enzyme
Linked Immunosorbent Assay (ELISA) weltweite Verbreitung, da er sich als si-
chere und kostengunstige Alternative zum Radioimmuntest erwies und insbe-
sondere bei diskontinuierlicher Probenentnahme und hohen Probenzahlen ge-
geniiber anderen Immunoassaytechniken Uberlegen ist ''". Das Funktionsprin-
zip des ELISA beruht auf spezifischen Antigen-Antikérper-Bindungen und ge-
koppelten Enzymen durch die ein Farbumschlag ausgelost wird.

Die Vertiefungen von 96-Well-Mikrotiterplatten sind mit Antikdrpern, welche
TGF-B31 binden (Capture-Antikorper), beschichtet. Im ersten Schritt werden

TGF-R1-Molekile, die sich in einer zu untersuchenden Probe befinden, durch
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diese Antikorper gebunden. Alle nicht gebundenen Moleklle werden durch ei-
nen darauffolgenden Waschschritt entfernt. Anschlielend wird ein zweiter Anti-
korper (Detection-Antikorper), welcher ein anderes Epitop des TGF-31-
Molekuls erkennt und an ein Enzym gekoppelt ist, zugegeben. Durch einen
zweiten Waschschritt werden diejenigen Detection-Antikorper entfernt, die nicht
an — durch den Capture-Antikorper — gebundenes TGF-31 gebunden haben.
Danach wird ein Substrat zugegeben, welches durch das am zweiten Antikorper
gebundene Enzym umgesetzt wird. Es kommt zu einem Farbumschlag, der
nach einer definierten Zeitspanne mittels einer Stopplésung unterbrochen und
anschliellend photometrisch gemessen wird. Die messbare Extinktion ist pro-
portional zur Molekulkonzentration der Probe. Durch den Vergleich mit definier-
ten TGF-31-Konzentrationen einer Standardldosung ist es mdglich, eine Stan-
dardkurve zu erstellen, mit deren Hilfe die Molekllkonzentration in der Probe

errechnet werden kann.

2.3.4.3 Aktivierung von TGF-R1

Durch den ELISA wird nur aktives TGF-R1 (siehe auch 1.4.2) gemessen. Um
die TGF-31-Gesamtkonzentration in einer Probe zu messen, muss daher vor
der Messung eine Aktivierung erfolgen. In Abhangigkeit vom Probenmaterial

unterscheidet sich diese Aktivierungsprozedur.

Fir die Aktivierung von TGF-1 im Plasma wird 0,1 ml plattchenarmes Plasma
mit 0,1 ml 2,5 N Essigsaure / 10 M Urea versetzt. AnschlielRend wird die Probe
gut gemischt und bei Raumtemperatur 10 min inkubiert. Nach Ende der
Inkubationsphase wird die angesauerte Probe durch Zugabe von 0,1 ml 2,7 N
NaOH / 1 M HEPES neutralisiert. Die aktivierte Plasmaprobe wird dann vierfach
(mit Reagent-Diluent®) verdiinnt. Aufgrund der ausgefiihrten Prozeduren muss

die gemessene TGF-R1-Konzentration mit dem Faktor 12 multipliziert werden.

Fir die Aktivierung von TGF-R1 im Zellkulturiiberstand werden zu 0,5 ml Uber-

stand jeweils 0,1 ml 1N HCL hinzugegeben. Anschlielend wird die Probe ge-
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mischt und bei Raumtemperatur 10 min inkubiert. Nach Ende der Inkubations-
phase wird die angesauerte Probe durch Zugabe von 0,1 ml 1,2 N NaOH / 0,5
M Hepes wieder neutralisiert. Aufgrund der erfolgten Verdunnungsschritte muss

die gemessene TGF-R1-Konzentration mit dem Faktor 1,4 multipliziert werden.

2.3.4.4 Durchfihrung

»  Blutplasma wurde — wie oben dargestellt (siehe 2.3.1) — gewonnen und
nach Auftauen der bei -20 °C gelagerten Proben sowie TGF-31-Aktivierung
(siehe 2.3.4.3) im ELISA eingesetzt.

»  Kulturiberstand: die beiden Ansatze (+ anti-CD3) der mittels Ficoll-
Dichtegradienten-Zentrifugation gereinigten und auf eine Konzentration von
1x10° Zellen/ml eingestellten Lymphozyten (siehe 2.3.2) wurden unverziiglich
auf eine 6-Well-Zellkulturplatte aufgebracht. Im Anschluss wurden die Proben
bei 37 °C und 5% CO,-Spannung fur 72 Stunden inkubiert. Danach wurde der
Kulturiberstand abpipettiert, bei -20 °C eingelagert und vor Durchfuhrung des
ELISA wieder aufgetaut. AnschlieRend erfolgte die TGF-R1-Aktivierung (siehe
2.3.4.3).

FUr den ELISA wurde zunachst eine 96-Well-TGF-R1-Mikrotiterplatte mit einem
als Primarantikdrper eingesetzten polyklonalen Antikdrper gegen TGF-[31
beschichtet und Uber Nacht bei Raumtemperatur inkubiert. Im Anschluss
wurden durch dreimaliges Waschen mit Waschpuffer ungebundene Antikorper
entfernt sowie unspezifische Bindungsstellen mittels einer einstindigen
Einwirkzeit von Blockpuffer abgesattigt. Durch einen weiteren Waschschritt
erfolgte die Entfernung des Blockpuffers. Anschlie3end erfolgte die Zugabe von
200 ul Probe bzw. Standard je Well in Form von Doppelbestimmungen. Der
TGF-R1 Standard war zusammengesetzt aus rekombinantem humanen TGF-[31
geldst in Calibrator Diluent RD5I (bestehend aus einer gepufferten basischen
Proteinlésung flr Zellkulturiberstande) bzw. Calibrator Diluent RD6M
(bestehend aus Tierserum fur Serum- & Plasma-Proben). Nach dreistindiger

Inkubation bei Raumtemperatur folgte ein erneuter Waschschritt. Danach
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wurden 200 pl des peroxidasegekoppelten Sekundarantikorpers (Detection-
Antikorper) zugegeben und fur 1,5 Stunden inkubiert. Vor Zugabe von 200 pl
Substratlésung folgte ein erneuter Waschschritt. Die Substratidsung war
zusammengesetzt aus Farbreagenz A (bestehend aus 12,5 ml stabilisiertem
Wasserstoffperoxid) und Farbreagenz B (bestehend aus 12,5 ml stabilisiertem
Tetramethylbenzidin als Chromogen). Die folgende Inkubation von 20 min fand
unter Lichtabschluss statt, da bei dieser Reaktion, welche chromogenes
Substrat durch gebundene Peroxidase umsetzt, lichtreaktive Metabolite
entstehen. Nach Abschluss der Inkubationsphase wurde der Reaktionsprozess
durch Zugabe von 50 pl Stopplosung (bestehend 2 N Schwefelsaure) zum
Stillstand gebracht und die Extinktion photometrisch mit einem ELISA-Reader
bei 450 nm gemessen. Die Wellenlangenkorrektur zur Korrektur der optischen

Eigenschaften der genutzten Assayplatten betrug 570 nm.

2.3.4.5 Kalkulation der Ergebnisse

Aus den Doppelbestimmungen flr Standards und Proben wurden Mittelwerte
berechnet. Von den Mittelwerten der Proben wurde die optische Dichte des
Nullstandards (Standard ohne TGF-R) subtrahiert. Aus den Mittelwerten der
Standards wurde eine Standardkurve ermittelt. Durch Vergleich der gemesse-
nen Absorption der Proben mit der Standardkurve wurde unter Einbeziehung
des Verdunnungsfaktors (siehe 2.3.4.3) die TGF-31-Konzentration in den Pro-

ben berechnet.

2.3.5 Endothelin (1-21) ELISA

2.3.5.1 Prinzip

Mit dem von uns eingesetzten Endothelin (1-21) ELISA kann die ET-1-

Konzentration in biologischen Flussigkeiten wie Plasma, Harn oder
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Zellkulturiberstanden bestimmt werden. Endothelin 1-21 bezeichnet das
physiologisch aktive Endothelin 1. Dieses entsteht durch Spaltung des 38
Aminosauren langen bigET-1 mittels ECE in Endothelin 1-21 und das C-
terminale Fragment (Aminosauren 22-38).

Zunachst wird die Mikrotiterplatte mit einem immunaffinitats-chromatographisch
gereinigten polyklonalen Antikérper (Capture-Antikdrper) beschichtet, welcher
ET-1 bindet. AnschlieBRend wird die Probe gemeinsam mit einem
hochspezifischen, lyophilisierten, monoklonalen anti-ET-1-Detektionsantikérper
von der Maus in das jeweilige Well pipettiert. Durch einen nachfolgenden
Waschschritt werden ungebundene Substanzen entfernt. Danach wird ein
dritter, mit Peroxidase konjugierter anti-Maus-Antikorper zugesetzt, welcher an
den Detektionsantikorper bindet. Nach abermaligem Waschen erfolgt die
Zugabe von Tetramethyl-Benzidin als Substrat. ET-1 wird durch eine Enzym-
katalysierte Farbanderung detektierbar. Die entstandene Farbentwicklung,
welche proportional zur Konzentration an ET-1 ist, kann photometrisch

gemessen werden.

2.3.5.2 Durchfuhrung

Je 200 ul Standard oder Probe wurden in das entsprechende, herstellerseits
bereits Antikorper-beschichtete Well einer 96-well-Mikrotiterplatte gegeben.
Unmittelbar im Anschluss erfolgte die Zugabe von je 50 ul Detektionsantikorper
pro Well. Die Platte wurde dann mit einer Folie abgedeckt und fur 16-24
Stunden auf einem Schittler bei Raumtemperatur inkubiert. Nach Abschluss
der Inkubation wurde der flissige Inhalt der Wells verworfen und funfmal mit
300 ul Waschpuffer pro Well gewaschen. Nach Abklopfen der Platte erfolgte die
Zugabe von je 200 pl Konjugat pro Well, welches den an Peroxidase
gekoppelten anti-Maus IgG-Antikérper enthielt. Die Platte wurde erneut mit
Folie abgedeckt und fir eine Stunde bei 37 °C auf dem Schuttler inkubiert. Der
flussige Inhalt wurde im Anschluss verworfen und danach erneut funfmal mit
300 pl Waschpuffer gewaschen. Dann wurden 200 pl Substrat (Tetramethyl-

Benzidin) in jedes Well pipettiert und 30 Minuten bei Raumtemperatur unter
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Lichtabschluss inkubiert. Nach dieser Inkubationsphase wurden 50 pli
Stoppldsung pro Well pipettiert und gut geschuttelt. Die Messung der Extinktion

erfolgte unmittelbar anschliel3end bei 450 nm gegen 620 nm als Referenz.

2.3.5.3 Kalkulation der Ergebnisse

Aus den Doppelbestimmungen fur Standards, Kontrollen und Proben wurden
Mittelwerte berechnet. Der Absorptionswert des Nullstandards (Standard ohne
ET-1) wurde von den Messwerten subtrahiert. Aus den Mittelwerten der
Standards wurde eine Standardkurve erstellt. Anhand der Standardkurve
konnte aus dem gemessenen Absorptionswert der Proben die ET-1-

Konzentration berechnet werden.

2.4 Statistische Auswertung

Die statistische Auswertung der Untersuchungsergebnisse erfolgte mit dem
Statistikprogramm SPSS Version 13.0 fur Windows (SPSS Inc., Chicago, IL,
USA). Samtliche Ergebnisse sind als Median mit Standardabweichung
dargestellt. Der Vergleich unabhangiger Stichproben erfolgte mit dem Mann-
Whitney U-Test (quantitative Werte) oder mit dem Chi-Quadrat-Test (qualitative
Werte). Fur die Untersuchung abhangiger Stichproben wurde der Wilcoxon-Test
eingesetzt. Der Zusammenhang zweier Merkmale wurde mit Hilfe der
Spearman Rang-Korrelation untersucht. Um den Zusammenhang einzelner
Patienten-Charakteristika mit den gemessenen Werten zu untersuchen, wurde
eine univariate Regressionsanalyse durchgeflhrt. Alle Parameter, die sich in
dieser Analyse als pradiktiv erwiesen (p < 0,20), wurden anschliel3end in eine
multivariate, logistische Regressionsanalyse eingeschlossen. Als Irrtums-
wahrscheinlichkeit wurde a = 5% (p < 0,05) angesetzt. Ein p < 0,05 wurde somit

als statistisch signifikant gewertet.
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3 Ergebnisse

3.1 Demographische Daten

Die demographischen Daten der in die Studie eingeschlossenen Patienten sind
in Tabelle 1 dargestellt.

Tabelle 1: Verteilung der demographischen Daten

Gruppe A Gruppe B Gruppe C
(n = 35) (n = 28) (n=6)

Spenderalter (Jahre) 50,0 £ 15,9 51,0+ 13,9 43,0+ 16,0
Empfiangeralter (Jahre) 57,0+12,7* 425+14 1 39,5+9,1"
Geschlecht (weiblich, %) 40,0 3577 83,3 "
Alter des Transplantates (Monate) 46,0+40,9* 19,5+ 15,9 36,0+2,2
Diabetes mellitus (%) 371 17,9 33,3
Arterielle Hypertonie (%) 82,9 92,9 100
GFR (ml/min) 63,6 + 20,0 67,5+21,3 51,4+ 18,5
Thrombozytenzahl (x1 03/|.|I) 200,0 + 96,3 2215+ 451 262,0 + 53,3
Co-Medikation
- ACE-Hemmer (%) 45,7 * 17,9 33,3
- Angiotensin-Rezeptor-Blocker (%) 8,6 3,6 16,7
- Calcium-Antagonist (%) 48.6 28,6 50,0
- Statin (%) 457 * 36% 50,0

Die GFR wurde nach Cockroft und Gault berechnet. Unterschiede zwischen den Gruppen
wurden mit dem Mann-Whitney U-Test und mit dem Chi-Quadrat-Test berechnet. *, P < 0,05 vs.
Gruppe B; *, P < 0,05 vs. Gruppe A; ¥, P < 0,05 vs. Gruppe C.

Bei Auswertung der demographischen Daten ergaben sich signifikante
Unterschiede zwischen den Gruppen im Hinblick auf Empfangeralter,
Geschlecht, Alter des Transplantates sowie die Co-Medikation mit ACE-

Hemmern und Statinen.
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3.2 Immunsuppressive Therapie und Therapeutic Drug
Monitoring (TDM)

Um einer maoglichen Verzerrung von Ergebnissen durch kleine Stichproben
entgegenzuwirken, wurden von jedem Patienten drei Blutproben untersucht.
Diese Blutproben wurden zu unterschiedlichen Terminen in unserer Poliklinik
gewonnen. Die weitere statistische Auswertung der untersuchten Parameter
erfolgte anhand des Mittelwertes aus den drei gewonnen Proben.

CyA-, Tacrolimus- und Rapamycin-Spiegel wurden, wie beschrieben, an drei
verschiedenen Untersuchungsterminen gemessen. Die CyA-Spiegel wurden zu
den Zeitpunkten CO (vor Einnahme) und C2 (2 Stunden + 10 Minuten nach
Einnahme) bestimmt. Tacrolimus- und Rapamycin-Spiegel wurden
ausschlielBlich zum Zeitpunkt CO bestimmt. Zusatzlich wurde die MMF-Dosis

dokumentiert.

Tabelle 2: Blutspiegel und Dosierung der immunsuppressiven Therapie

Gruppe A Gruppe B Gruppe C
(n = 35) (n = 28) (n=86)

CyA CO0 (ng/ml) 99,0+29,5* 69,0 £ 22,4
CyA C2 (ng/ml) 560,0 + 186,2 436,0 + 190,7
CyA AUC (.3 (ng*h/ml) 3305,0 + 626,7 * 2674,5 + 642,2
Tacrolimus (ng/ml) 85+t24
Rapamycin (ng/ml) 55+3,7
MMF (mg/Tag) 2000,0 +390,5 % 1000,0 £ 491,7

Die Area Under the Curve (AUCq.2)) wurde anhand der Formel AUC = 990 + 10,74 x CO + 2,28
x C2 berechnet. Unterschiede zwischen den Gruppen wurden mit dem Mann-Whitney U-Test
berechnet. *, P < 0,05 vs. Gruppe C; * P<0,05vs. Gruppe B.

Innerhalb der drei Gruppen bestanden keine signifikanten Unterschiede
bezuglich der zu den drei verschiedenen Terminen gemessenen
Medikamentenspiegel. In den Gruppen A und C bestand bei den CyA-Spiegeln
eine signifikante Korrelation zwischen CO- und C2-Spiegel (r = 0,436, P < 0,05).
Die Korrelation zwischen C2-Spiegel und AUC.p (r = 0,904, P < 0,01) war

erwartungsgemalfd hoher als die Korrelation zwischen CO-Spiegel und AUC .y
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(r=0,734, P <0,01). Die CyA-Spiegel zum Zeitpunkt CO und die AUC.2) waren
in Gruppe A hoher als in Gruppe C. Auch die MMF-Dosis in Gruppe A war
hoher als die MMF-Dosis in Gruppe B.

3.3 TGF-R1-Konzentration im Plasma

Die TGF-R1-Plasmakonzentration wurde als Talspiegel aus Blutproben
bestimmt, welche mit Hilfe von Vacutainer-CTAD Réhrchen gewonnen wurden.
Durch diese Entnahmetechnik wurde der stérende Einfluss der TGF-31-

Freisetzung aus Thrombozyten im Rahmen der Blutgerinnung vermieden.
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Abbildung 9: Dargestellt sind die Talspiegel der TGF-R1-Plasmakonzentrationen in den
einzelnen Gruppen als Boxplot. Der Vergleich der TGF-R1-Plasmakonzentration zwischen den

verschiedenen Gruppen wurde mit dem Mann-Whitney U-Test durchgefiihrt. ***, P < 0,001 vs.
Gruppe B und C.

Die TGF-31-Plasmakonzentration in den Gruppen B und C war hdher als die
TGF-R1-Plasmakonzentration in Gruppe A. Zwischen den Gruppen B und C

bestanden keine signifikanten Unterschiede. Zusatzlich wurde untersucht, ob
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die gemessenen TGF-31-Plasmakonzentrationen mit den Plasmaspiegeln der
verschiedenen Immunsuppressiva korrelieren. Lediglich in Gruppe A wurde
eine signifikante Korrelation zwischen dem CyA-Spiegel zum Zeitpunkt C2 und
der TGF-R1-Konzentration im Plasma zum Zeitpunkt CO gefunden (r = 0,419, P
< 0,05). Daruber hinaus bestanden keine signifikanten Korrelationen. Ebenso
war keine Korrelation zwischen MMF-Dosis und TGF-1-Plasmakonzentration

festzustellen.

3.4 TGF-R1-Konzentration im Zellkulturiiberstand

Mit Hilfe der Ficoll Dichtegradienten-Zentrifugation wurden Lymphozyten isoliert
und danach fir 72 Stunden in An-/Abwesenheit stimulierender Antikdrper gegen
CD3 inkubiert. Die TGF-B1 Konzentration im Zellkulturiberstand wurde

anschlie3end mit Hilfe eines ELISA gemessen.
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Abbildung 10: Dargestellt sind die Talspiegel der TGF-R1-Konzentrationen im unstimulierten
Kulturiberstand (SN) in den einzelnen Gruppen als Boxplot. Der Vergleich zwischen den

verschiedenen Gruppen wurde mit dem Mann-Whitney U-Test durchgefiihrt. *, P < 0,05 vs.
Gruppe A und B. ***; P < 0,001 vs. Gruppe B.

Beim Vergleich der drei Gruppen stellte sich heraus, dass die TGF-R31-
Konzentration im unstimulierten Uberstand in Gruppe A am héchsten war,

gefolgt von Gruppe C und Gruppe B.
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Abbildung 11: Dargestellt sind die Talspiegel der TGF-R1-Konzentrationen im stimulierten
Kulturiiberstand (SN) in den einzelnen Gruppen als Boxplot. Der Vergleich zwischen den
verschiedenen Gruppen wurde mit dem Mann-Whitney U-Test durchgefiihrt. *, P < 0,05 vs.
Gruppe A und B. ***, P < 0,001 vs. Gruppe B.

Auch die TGF-R1-Konzentration im stimulierten Uberstand war in Gruppe A am
hdchsten, gefolgt von Gruppe C und Gruppe B. Die beobachteten Unterschiede
waren somit unabhangig von der Inkubation der Zellen mit oder ohne Antikoérper
gegen CD3. Durchschnittlich waren die TGF-R1-Konzentrationen im Uberstand
nach Inkubation mit anti-CD3-Antikdrpern hoher als nach Inkubation ohne anti-
CD3-Antikorper (P < 0,05, Wilcoxon-Test).

Zwischen den gemessenen Spiegeln sowie den verabreichten Dosierungen der
immunsuppressiven Therapie und den TGF-B1-Konzentrationen im Kultur-
uberstand wurden grofRtenteils keine signifikanten Korrelationen gefunden.
Einzig die gemessenen Tacrolimus-Spiegel korrelierten schwach mit der TGF-
R1-Konzentration im Uberstand anti-CD3-stimulierter Lymphozyten (r = - 0,428,
P < 0,05). Eine Korrelation zwischen den TGF-R1-Konzentrationen im

Zellkulturiberstand und den TGF-1-Konzentrationen im Plasma liel} sich nicht
nachweisen.
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3.5 Lymphozytenproliferation

Nach Isolierung der Lymphozyten mit Hilfe der Ficoll-Dichtegradienten-
Zentrifugation wurden die Lymphozyten fur 72 Stunden in An-/Abwesenheit
stimulierender Antikdrper gegen CD3 inkubiert. Nach Ende der Inkubations-

phase wurde die Zellproliferation mit Hilfe des MTT-Tests gemessen.
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Abbildung 12: Dargestellt ist die Lymphozytenproliferation aus der Talspiegelblutentnahme
(Zeitpunkt C0O) nach 72h Inkubation in Abwesenheit von stimulierenden anti-CD3-Antikorpern in

den einzelnen Gruppen als Boxplot. Der Vergleich der Lymphozytenproliferation zwischen den
drei Gruppen erfolgte mit dem Mann-Whitney U-Test. Abkirzung: OD, optical densitiy.

Beim Vergleich der drei Gruppen hinsichtlich der unstimulierten Lymphozyten-

proliferation fanden sich keine signifikanten Unterschiede zwischen den
Gruppen.
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Abbildung 13: Dargestellt ist die Lymphozytenproliferation nach 72h Inkubation in Anwesenheit
von stimulierenden anti-CD3-Antikdrpern in den einzelnen Gruppen als Boxplot. Der Vergleich

der Lymphozytenproliferation zwischen den drei Gruppen erfolgte mit dem Mann-Whitney U-
Test. Abkurzung: OD, optical densitiy.

Auch beim Vergleich der drei Gruppen hinsichtlich der stimulierten Lympho-
zytenproliferation fanden sich keine signifikanten Unterschiede zwischen den
Gruppen. Der Unterschied zwischen stimulierter und unstimulierter Lympho-
zytenproliferation war in allen drei Gruppen signifikant. Zwischen unstimulierter
und stimulierter Lymphozytenproliferation bestand eine signifikante Korrelation
(r=0,617, P <0,05).

Die Untersuchungen zur Korrelation zwischen Lymphozytenproliferation und
Medikamenten-Spiegel / -Dosierungen ergaben eine signifikante Korrelation
zwischen dem CyA-Spiegel zum Zeitpunkt C2 (r = -0,443, P < 0,05) sowie der
AUC .2 (r = -0,425, P < 0,05) und der stimulierten Lymphozytenproliferation in
Gruppe A. Alle anderen Untersuchungen ergaben diesbezlglich keine
signifikanten Korrelationen. Zwischen Lymphozytenproliferation und TGF-R31-
Plasmakonzentration bzw. TGF-31-Konzentration im Kulturiberstand ergaben

sich ebenfalls keine signifikanten Korrelationen.
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3.6 Endothelin-1-Konzentration im Plasma

Die Endothelin-1-Konzentration im Plasma der Patienten wurde mittels ELISA
bestimmt.
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Abbildung 14: Dargestellt ist die Endothelin-1 (ET-1) -Konzentration im Plasma wahrend des
Talspiegels (Zeitpunkt CO) in den einzelnen Gruppen als Boxplot. Der Vergleich zwischen den
drei Gruppen erfolgte mit dem Mann-Whitney U-Test. ***, P < 0,001 vs. Gruppe A und C.

Beim Vergleich der drei Gruppen hinsichtlich der ET-1-Konzentration im Plasma
zeigte sich in Gruppe B eine signifikant hdhere ET-1-Konzentration als in den
Gruppen A und C. Anzumerken ist hierbei jedoch, dass insbesondere bei dieser
Untersuchung die Streuung der Messwerte relativ hoch war.

Die Untersuchung im Hinblick auf mdgliche Korrelationen zwischen der ET-1-
Plasma-Konzentration und den Medikamenten-Spiegeln / -Dosierungen ergab
eine signifikante negative Korrelation zwischen Rapamycin-Spiegel und der ET-
1-Plasma-Konzentration (r = -1,0, P < 0,05) in Gruppe C. Daruber hinaus
wurden in dieser Gruppe ebenso wie in den beiden anderen Gruppen keine

signifikanten Korrelationen gefunden. Zusatzlich fand sich in Gruppe C auch
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eine signifikante Korrelation zwischen ET-1-Plasma-Konzentration und TGF-31-
Plasma-Konzentration (r = -0,880, P < 0,05). In Bezug auf die weiteren
Messparameter (TGF-R1-Plasma-Konzentration, TGF-R1-Konzentration im
Kulturiberstand und Lymphozytenproliferation) wurden keine weiteren,
statistisch signifikanten Korrelationen festgestellt, weder in Gruppe C noch in

den beiden anderen Gruppen.

3.7 Einfluss demographischer Faktoren

Nachfolgend wurden verschiedene demographische Faktoren im Hinblick auf

ihren Einfluss auf die gemessenen Parameter untersucht.

3.7.1 Univariate Analyse

Zunachst wurde der Einfluss der demographischen Faktoren auf die

gemessenen Parameter in einer univariaten Analyse untersucht.
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Tabelle 3: Korrelation demographischer Faktoren mit den untersuchten Messparametern

TGF-R1P TGF-R1 SN TGF-B1sSN LyPr sLyPr ET-1

Spenderalter 0,885 0,408 0,875 0,630 0,813 0,471
Empfangeralter 0,096 0,478 0,048 0,135 0,353 0,171
Geschlecht 0,813 0,307 0,259 0,337 0,146 0,427
Zeit nach NTx 0,083 0,001 0,001 0,933 0,237 0,136
Diabetes mellitus 0,893 0,107 0,040 0,463 0,293 0,435
Arterielle Hypertonie 0,077 0,165 0,849 0,442 0,426 0,166
GFR 0,216 0,421 0,030 0,939 0,376 0,084
Thrombozytenzahl 0,076 0,816 0,216 0,903 0,920 0,050
Co-Medikation

- ACE-Hemmer 0,780 0,333 0,055 0,302 0,558 0,511
- ARB 0,285 0,418 0,597 0,034 0,677 0,116
- Calcium-Antagonist 0,398 0,779 0,485 0,063 0,197 0,078
- Statin 0,951 0,068 0,020 0,521 0,155 0,017

Der univariate Zusammenhang zwischen den einzelnen demographischen Faktoren und den
untersuchten Messparametern wurde mittels Mann-Whitney U-Test und Spearman Rang-
Korrelation untersucht. Faktoren, bei denen die statistische Auswertung ein P < 0,20 ergab,
wurden zur besseren Ubersicht fett gedruckt.

Abkurzungen: NTx, Nierentransplantation; GFR, glomerulare Filtrationsrate; ARB, Angiotensin
Rezeptor Blocker; TGF-B1 P, TGF-B1-Konzentration im Plasma; TGF-B1 SN, TGF-R1-
Konzentration im unstimulierten Uberstand; TGF-R1 sSN, TGF-R1-Konzentration im stimulierten
Uberstand; LyPr, unstimulierte Lymphozytenproliferation; sLyPr, stimulierte Lymphozyten-

proliferation.

Diejenigen demographischen Faktoren, welche sich in der univariaten Analyse
als pradiktiv fur den jeweiligen Messparameter erwiesen (P < 0,20), wurden in

die multiple Regressionsanalyse aufgenommen.

3.7.2 Multiple lineare Regressionsanalyse

In der multiplen Regressionsanalyse wurde das Merkmal Gruppenzugehdrigkeit

unterteilt in die beiden Merkmale CyA vs. Tacrolimus und MMF vs. Rapamycin.
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Tabelle 4: Korrelation demographischer Faktoren mit den untersuchten Messparametern

TGF-R1 P TGF-R1SN TGF-R1 sSN LyPr sLyPr ET-

CyA vs. Tacrolimus 0,011 0,0001 0,002 0,376 0,552 0,188
MMF vs. Rapa 0,014 0,029 0,011 0,369 0,314 0,189
Spenderalter

Empfangeralter 0,614 0,047 0,882 0,367
Geschlecht 0,413

Zeit nach NTx 0,535 0,936 0,889 0,330
Diab. Mellitus 0,695 0,116

Art. Hypertonie 0,186 0,674 0,404
GFR 0,375 0,636
Thrombozytenzahl 0,083 0,314
Co-Medikation

- ACE-Hemmer 0,795

-ARB 0,100 0,667
- Ca-Antagonist 0,174 0,821 0,448
- Statin 0,268 0,392 0,768

Abkurzungen: CyA, Cyclosporin A; MMF, Mycophenolatmofetil; Rapa, Rapamycin; NTx, Nieren-
transplantation; GFR, glomeruldre Filtrationsrate; ARB, Angiotensin Rezeptor-Blocker; TGF-31
P, TGF-R1-Konzentration im Plasma; TGF-R1 SN, TGF-1-Konzentration im unstimulierten
Uberstand; TGF-R1 sSN, TGF-R1-Konzentration im stimuliertem Uberstand; LyPr, unstimulierte
Lymphozytenproliferation; sLyPr, stimulierte Lymphozytenproliferation; ET-1, Endothelin-1
Plasmakonzentration. Fett gedruckt: Faktoren, die in der Analyse ein Signifikanzniveau von P <

0,05 erreichten.

Die multiple Regressionsanalyse bestatigte einen signifikanten Einfluss der
immunsuppressiven Therapie auf die TGF-R1-Plasmakonzentration und auf die
TGF-31-Konzenzentration im Zellkulturiberstand. Demgegenuber konnte ein
signifikanter Einfluss auf die ET-1-Plasmakonzentration nicht bestatigt werden.
In Bezug auf die Lymphozytenproliferation konnte in Ubereinstimmung mit den
vorangegangenen Analysen (siehe 3.5) kein Zusammenhang mit der
immunsuppressiven Therapie festgestellt werden.

Hinsichtlich der demographischen Faktoren konnte lediglich ein signifikanter
Zusammenhang zwischen Empfangeralter und TGF-R1-Konzentration im
stimulierten  Zellkulturiberstand nachgewiesen werden. Alle anderen
demographischen Faktoren hatten keinen nachweisbaren Einfluss auf die

gemessenen Parameter.
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3.8 Klinischer Verlauf

Im Folgenden wurden die drei Gruppen im Hinblick auf klinisch relevante

Verlaufsparameter untersucht.

3.8.1 Transplantatfunktion

Tabelle 5: Serum-Kreatinin-Werte im zeitlichen Verlauf

2001 2002 2003 2004 A 2001 - 2004

Gruppe A 1,41+0,88 1,62+ 0,49 1,54+0,55 1,72+0,54* +11,3+386"
Gruppe B 1,32 + 0,67 1,40+ 0,85 1,42 +£1,13 1,34 £0,54 - 0,1+38,2
GruppeC 1,34+0,46 1,40 £ 0,62 1,56 + 0,47 1,71£0,35 +20,2+32,3

In den Spalten “2001“ bis “2004“ sind die durchschnittlichen Serum-Kreatinin-Werte pro Jahr in
mg/dl angegeben. In der Spalte “A 2001 — 2004“ sind die Anderungen der Serum-Kreatinin-
Werte zwischen 2001 und 2004 in % angegeben; der Wert wurde nach folgender Formel
berechnet: [(S-Kreatinin 2004) — (S-Kreatinin q0¢) : S-Kreatinin »g91] x 100 = A 2001 — 2004 (%). *
P < 0,05 vs. Gruppe B.

Der durchschnittliche Serum-Kreatinin-Wert in Gruppe A war im Jahre 2004
signifikant hoher als in Gruppe B. Zusatzlich war auch die Veranderung der
durchschnittlichen Serum-Kreatinin-Werte von 2001 bis 2004 zwischen Gruppe
A und Gruppe B signifikant unterschiedlich, d.h., der Anstieg der Serum-
Kreatinin-Werte in Gruppe A im zeitlichen Verlauf war hoher als in Gruppe B.
Darlber hinaus ergaben sich keine signifikanten Unterschiede zwischen den
Gruppen.

Zu berucksichtigen ist das durchschnittliche “Alter des Transplantates® bei
Einschluss in die Untersuchung in Gruppe A (46,0 £ 40,9 Monate) im Vergleich
zu Gruppe B (19,5 + 15,9 Monate).

3.8.2 Chronische Transplantatnephropathie

Bei insgesamt 15 von 69 Patienten (21,7%) wurde eine Punktion der

Transplantatniere  wegen einer Verschlechterung der Nierenfunktion
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durchgefuhrt. Die Diagnose chronische Transplantatnephropathie wurde bei 12
Patienten (17,4%) gestellt. Jeweils einmal wurde die Diagnose schwere
tubulointerstitielle Nephritis infektidser Genese (siehe auch 3.8.3), hypertensive
Nephropathie und Polyoma BK-Virus-Nephropathie gestellt. Die Verteilung der

jeweiligen Diagnosen auf die drei Gruppen ist in Tabelle 6 dargestellt.

Tabelle 6: Histologisch gesicherte Diagnosen (n=)

Gruppe A Gruppe B Gruppe C

Chronische Transplantatnephropathie 8 3 1
Tubulointerstitielle Nephritis 1

Hypertensive Nephropathie 1

Polyoma BK-Virus-Nephropathie 1

Zwischen den Gruppen ergaben sich keine signifikanten Unterschiede
hinsichtlich der Haufigkeit der bioptisch gesicherten Diagnose chronische
Transplantatnephropathie (Chi-Quadrat-Test).

AnschlieBend wurde untersucht, ob sich Patienten mit der histologisch
gesicherten Diagnose chronische Transplantatnephropathie — unabhangig von
der immunsuppressiven Therapie — im Hinblick auf die untersuchten

Messparameter von den anderen Patienten unterscheiden.

Tabelle 7: Abhangigkeit der Messparameter von der Diagnose chronische Transplantatnephro-
pathie (CAN)

CAN - (n =57) CAN + (n=12)
TGF-81 P (pg/ml) 14772,0 + 8729,1 14657,5 + 9191,8
TGF-B1 SN (pg/ml) 2672,0 + 1298,5 2577,1 + 962,7
TGF-81 sSN (pg/ml) 2644,7 + 1505,0 2689,3 + 884, 1
LyPr (OD) 0,383 + 0,158 0,387 + 0,058
sLyPr (OD) 0,573 + 0,314 0,639 + 0,302
ET-1 (fmol/ml) 0,248 + 3,679 0,064 + 0,167

Dargestellt sind die im Rahmen der Studie untersuchten Parameter in Abhangigkeit von der
histologisch gesicherten Diagnose chronische Transplantatnephropathie. Abklrzungen: CAN,
chronic allograft nephropathy = chronische Transplantatnephropathie; TGF-31 P, TGF-R1-
Konzentration im Plasma; SN, unstimulierter Uberstand; sSN, stimulierter Uberstand; LyPr,
unstimulierte Lymphozytenproliferation; sLyPr, stimulierte Lymphozytenproliferation; ET-1,
Endothelin-1-Konzentration im Plasma.
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Hinsichtlich der untersuchten Messparameter ergaben sich keine signifikanten
Unterschiede zwischen Patienten mit und ohne Diagnose chronische Trans-

plantatnephropathie (Mann-Whitney U-Test).

3.8.3 Transplantatiiberleben

Insgesamt waren im Beobachtungszeitraum (2001 — 2004) funf Transplantat-
verluste zu verzeichnen (7,25%). Davon verstarben zwei Patienten mit funktio-
nierendem Transplantat und drei Patienten kehrten zurlick an die chronische
Hamodialysebehandlung. Ein Patient verstarb zu Hause, vermutlich an einem
kardialen Ereignis. Der zweite Patient verstarb nach einer operativen Prozedur.
Bei allen drei Transplantatverlusten “im engeren Sinne“ wurden die Nieren
histologisch untersucht und die jeweilige Diagnose gesichert. Bei zwei
Patienten lag eine chronische Transplantatnephropathie vor und bei einer
Patientin war eine schwere tubulointerstitielle Nephritis infektioser Genese die
Ursache fur den Transplantatverlust. Eine statistische Auswertung wurde
angesichts der insgesamt niedrigen Anzahl von Ereignissen nicht

vorgenommen.
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4 Diskussion

Im Rahmen dieser Arbeit wurde die vielschichtige Rolle von TGF-31 und ET-1
bei nierentransplantierten Patienten mit stabiler Transplantatfunktion unter-
sucht. Schwerpunkt war die Untersuchung des Effektes der immunsuppressiven
Erhaltungstherapie auf das Ausmal} der Expression von TGF-31 und ET-1. Da
vermutet wird, dass ein Teil des immunsuppressiven Effektes von Calcineurin-
Inhibitoren Uber die vermehrte Expression von TGF-31 vermittelt wird, wurde
aullerdem die Lymphozytenproliferation als Maly fur die immunologische
Aktivitat bestimmt. Der schwierigen Pharmakokinetik von CyA wurde Rechnung
getragen indem neben den Ublichen C0-Messungen im Rahmen der Routine-
Nachsorge auch C2-Messungen sowie die Berechnung der AUC durchgefuhrt
wurden. Zusatzlich wurden demographische Faktoren, Co-Morbiditat, Nieren-
funktion und die relevante Co-Medikation in die Untersuchung einbezogen.
AbschlieRend wurde der klinische Verlauf mit den gewonnenen Ergebnissen

verglichen.

41 Konzeption

Ein Schwerpunkt der Arbeit lag — wie bereits erwahnt — auf der Messung von
C2-CyA-Spiegeln. Es war daher notwendig, eine entsprechende Routine bei der
ambulanten Betreuung der Patienten zu etablieren. Dies bedeutete sowohl fur
das medizinische Personal als auch fur die Patienten eine nicht unerhebliche
Umstellung im zeitlichen Ablauf der Termine. Als besonders schwierig erwies
sich die Einhaltung des Zeitfensters von 2 h + 10 min nach Einnahme. Da dies
aufgrund systembedingt beschrankter Ressourcen nicht immer moglich war,
mussten mehrere Proben verworfen und nachfolgend wiederholt werden.
Aufgrund dieser praktischen Erfahrungen kann die C2-Blutentnahme als
alleiniges Element des routinemafigen, ambulanten CyA-Monitorings nicht
uneingeschrankt empfohlen werden.

Der Bestimmung von TGF-R1 Plasmaspiegeln nach Nierentransplantation

118-121

wurde bereits in verschiedenen Untersuchungen nachgegangen. Diese
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Studien weisen jedoch teilweise methodische Schwachpunkte auf, insofern als
dass (i) die Effekte der immunsuppressiven Therapie nicht immer eindeutig
abgrenzbar sind und (ii) demographische Faktoren, (iii) Co-Morbiditat, (iv)
Nierenfunktion, (v) Co-Medikation sowie (vi) klinische Daten in Bezug auf die
Transplantatfunktion nicht (ausreichend) berucksichtigt werden.

Bei der vorliegenden Untersuchung entschieden wir uns daher zum Vergleich
von Gruppen nierentransplantierter Patienten mit immunsuppressiver Zweifach-
therapie, die sich entweder in Bezug auf den verabreichten Calcineurin-Inhibitor
(CyA vs. Tacrolimus) oder in Bezug auf das zweite Immunsuppressivum (MMF
vs. Rapamycin) unterschieden. Zusatzlich wurden demographische Faktoren,
Co-Morbiditat, Nierenfunktion und die Co-Medikation in die Analyse
einbezogen. Die gewonnenen Ergebnisse wurden mit klinischen Parametern
der Transplantatfunktion verglichen.

Um dem Problem der Verzerrung von Ergebnissen durch kleine Stichproben
entgegenzuwirken, wurden von jedem Patienten drei Blutproben untersucht,
welche zu unterschiedlichen Terminen in unserer Poliklinik gewonnen wurden.
Zur weiteren statistischen Auswertung nutzten wir den Mittelwert der drei

gewonnen Blutproben.

4.2 Blutentnahmetechnik

Zur Validierung der Bestimmung von TGF-31-Plasmakonzentrationen
verglichen Coupes BM et al. die Blutentnahme mit dem Vacutainersystem mit
einem speziellen Verfahren zur Vermeidung der Plattchenaktivierung '?2. Bei
Anwendung des Verfahrens zur Minimierung des Blutentnahmetraumas zeigten
sich keine signifikanten Unterschiede in der TGF-R1-Plasmakonzentration
zwischen CyA- und Tacrolimus-behandelten Patienten. Dagegen wurden bei
der Vacutainer-Versuchsreihe erhohte TGF-R1-Plasma-Konzentrationen in der
CyA-Gruppe festgestellt. Wurden diese TGF-R1 Werte jedoch anschliefend —
durch Messung der R-Thromboglobulin-(RTG)-Spiegel, einem Marker der
Plattchendegranulation — normalisiert in Bezug auf den Grad der Plattchen-
aktivierung, so war auch hier kein Unterschied zwischen den beiden Gruppen

mehr nachweisbar. Als Ursachen fur die primar unterschiedlichen Mess-
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ergebnisse diskutieren die Autoren die intrinsische Plattchenstabilitat, den Grad
des Traumas bei der Blutentnahme und die totale Plattchenzahl. In weiteren
Arbeiten konnte bestatigt werden, dass CyA in der Tat die Plattchenreaktivitat
erhoht 2 wahrend dies bei Tacrolimus und Rapamycin nicht der Fall ist "2,
Aus unserer Sicht ist festzuhalten, dass die durch die CyA-Einnahme erhohte
Plattchenreaktivitat auch in vivo eine Rolle spielen kann.

Wir gingen in der vorliegenden Untersuchung auf die Problematik ein, indem (i)
die Blutentnahme durch erfahrenes Personal schonend durchgefihrt wurde, (ii)
die TGF-R1-Konzentration im Plasma statt im Serum gemessen wurde, (iii)
spezielle CTAD-Vacutainer-Rohrchen benutzt wurden, welche die Thrombo-
zyten-Inhibitoren Theophyllin, Adenosin und Dipyridamol enthalten und (iv) die

Thrombozytenzahl in die Regressionsanalyse einbezogen wurde.

4.3 Fuhren Unterschiede in der immunsuppressiven Therapie zu

unterschiedlichen TGF-R1-/ET-1-Konzentrationen im Plasma?

Zwischen den drei Untersuchungsgruppen fanden sich signifikante Unter-
schiede in der Hohe der TGF-R31 Plasmakonzentrationen. Wahrend Gruppe A
im Vergleich zu den Gruppen B und C die niedrigste TGF-31 Plasma-
konzentration aufwies, zeigte sich kein Unterschied zwischen den Gruppen B
und C. Der niedrigere TGF-31-Spiegel in Gruppe A gegenulber Gruppe B ist
kongruent zu einer Studie von Miyagi et al. '®. Im Gegensatz hierzu beschreibt
eine Untersuchung von Citterio et al. ''® héhere TGF-R1-Spiegel unter CyA im
Vergleich zu Patienten, welche mit Tacrolimus bzw. Sirolimus behandelt
wurden. Die Unterschiede in der Hohe der TGF-[31-Spiegel sind mdglicherweise
durch die Art der Blutentnahmetechnik, bei welcher wir bewusst auf eine
besonders schonende Gewinnung des Probenmaterials achteten, und durch
Unterschiede in der Wahl des Patientenkollektivs erklarbar.

Aufgrund der inzwischen unbestrittenen Bedeutung von Calcineurin-Inhibitoren
fur die Pathogenese der chronischen Transplantatnephropathie werden derzeit
immunsuppressive Strategien entwickelt, welche mit geringeren Dosen oder

126

unter volligem Verzicht auf Calcineurin-Inhibitoren wirksam Rejektionen

verhindern sollen. Erste Studienprotokolle, welche durch den Einsatz von
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Rapamycin eine Dosisreduktion der Calcineurin-Inhibitoren zum Ziel haben,
sind bezuglich der Inzidenz akuter Rejektionen durchaus Erfolg versprechend
197 Bej Patienten unter einer Kombinationstherapie mit CyA und Rapamycin
zeigte sich allerdings, insbesondere bei langeren Untersuchungszeitraumen,
eine erhdhte Inzidenz der CNI-Nephrotoxizitat und eine verstarkte

2 In  Ubereinstimmung mit Untersuchungen an

128

Hyperlipidamie
Lymphozytenkulturen und im Tiermodell ' fanden wir unter einer
Kombinationstherapie mit CyA und Rapamycin erhdhte TGF-1-
Konzentrationen. Dieser Befund konnte eine mogliche Ursache flur die erhdhte
Inzidenz der CNI-Nephrotoxizitdt '?’ bei Patienten unter einer
Kombinationstherapie mit CyA und Rapamycin sein.

Die Expression von Endothelin unterliegt einer komplexen Steuerung durch
verschiedenste Faktoren. TGF-B ist einer der starksten Stimuli fur die ET-1-
Expression in Endothelzellen '*°. Die TGF-R-abhingige Steigerung der ET-1
MRNA-Transkription erfolgt rasch mit einem Maximum nach ca. zwei bis vier
Stunden. Eine langere Exposition gegentber TGF-R fiuhrt nicht zu einer
weiteren Steigerung der ET-1 mRNA-Transkription, bewirkt aber eine langere
Persistenz der erhdhten ET-1-Konzentrationen ™',

Dementsprechend fanden wir in Gruppe B hdohere ET-1-Plasmakonzentrationen
als in Gruppe A. Da auch in Gruppe C signifikant hohere TGF-R1-Plasma-
Konzentrationen als in Gruppe A vorlagen, ware zu erwarten gewesen, dass die
ET-1-Plasmakonzentrationen in Gruppe C ebenfalls hoher sind als in Gruppe A.
Dies war jedoch nicht der Fall. Es bestand eine negative Korrelation zwischen
TGF-R1-Plasmakonzentration und ET-1-Plasmakonzentration in Gruppe C.
Rapamycin interagiert an verschiedenen Stellen mit dem Endothelin-System.

32 und den

Es vermindert beispielsweise das ET-vermittelte GefalRwachstum
Einfluss von ET auf den Hypoxia-Inducible Factor-1a (HIF-1a) "*°. Es kann
daher spekuliert werden, dass Rapamycin selbst oder ein nachgeordneter
Mechanismus die TGF-R1-induzierte ET-1-Expression inhibiert.

Dementsprechend beschreiben Ramzy et al. '**

ebenfalls erniedrigte ET-1-
Plasmakonzentrationen unter Behandlung mit Rapamycin im Vergleich zu CyA.
Insgesamt muss bei den Ergebnissen der ET-1-Messungen die sehr hohe
Streuung der ET-1-Plasmakonzentrationen einschrankend berucksichtigt

werden.
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4.4 Fuhren Unterschiede in der immunsuppressiven Therapie zu
unterschiedlichen TGF-R1-Konzentrationen im Uberstand

kultivierter T-Zellen?

Wie bereits in der Einleitung erwahnt ist eine Vielzahl von verschiedenen Zellen
im Organismus in der Lage, TGF-BR1 zu produzieren. Wir gingen der Frage
nach, ob die TGF-B1-Produktion isolierter Lymphozyten das Ergebnis der
gemessenen TGF-31-Plasmakonzentrationen widerspiegelt.

Aus dem peripheren Blut der Patienten wurden Lymphozyten isoliert und
danach in An-/Abwesenheit stimulierender Antikérper gegen CD3 inkubiert. Im
Kulturiberstand der Lymphozyten aus den entsprechenden Behandlungs-
gruppen war die TGF-R1-Konzentration sowohl mit als auch ohne Stimulation
mit anti-CD3-Antikdrpern in Gruppe A hoher als in den Gruppen B und C. Des
Weiteren war die TGF-R1-Konzentration in Gruppe C im unstimulierten und im
stimulierten Uberstand geringfligig héher als in Gruppe B. Die Unterschiede
zwischen den Gruppen waren demnach unabhangig von der Inkubation mit
oder ohne stimulierenden Antikorper. Generell war die TGF-31-Konzentration
nach Inkubation mit anti-CD3-Antikorper-Stimulation hoéher als ohne
Stimulation.

Bemerkenswert ist, dass sich die TGF-31-Konzentration im Kulturiberstand im
Vergleich zum Patientenplasma nahezu gegensatzlich verhielt. Aus diesem
vordergrundigen Widerspruch muss geschlossen werden, dass die in vivo
gemessenen TGF-R1-Plasmakonzentrationen — wie vermutet — nicht aus-

schlieBlich aus der TGF-31-Produktion von Lymphozyten resultieren.

4.5 Korreliert die Hohe der gemessenen Medikamentenspiegel

mit der Hohe der TGF-R1-/ET-1-Plasmakonzentrationen?

Eine Korrelation zwischen dem CyA-Spiegel und der TGF-31-Plasma-
konzentration lief3 sich nur fir den CyA-Spiegel zum Zeitpunkt C2 der Gruppe A
(CyA + MMF) nachweisen. Zwischen CyA-Spiegel zum Zeitpunkt CO sowie
AUC und der TGF-R1-Plasmakonzentration lielen sich keine Korrelationen

nachweisen. Ebenso bestanden zwischen den weiteren Medikamentenspiegeln



63

(Tacrolimus oder Rapamycin) und -dosierungen (MMF) auf der einen Seite und
den TGF-R1-Plasmakonzentrationen auf der anderen Seite keine Korrelationen.
In Gruppe C fand sich eine negative Korrelation zwischen dem Rapamycin-
Spiegel und der ET-1-Plasma-Konzentration. Darlber hinaus waren zwischen
ET-1-Plasma-Konzentrationen und Medikamentenspiegeln (CyA, Tacrolimus
oder Rapamycin) bzw. -dosierungen (MMF) keine signifikanten Korrelationen

vorhanden.

4.6 Korreliert die Hohe der messbaren Medikamentenspiegel mit

der Hohe der TGF-R1-Konzentration im Uberstand?

Eine Korrelation zwischen TGF-R1-Plasmakonzentrationen und TGF-31-
Konzentrationen im Kulturuberstand war nicht nachweisbar.

Eine signifikante Korrelation zwischen Medikamentenspiegeln bzw. -dosierung
und TGF-R1-Konzentrationen im Kulturiberstand fand sich lediglich in Gruppe
B. In dieser Gruppe zeigte sich eine negative Korrelation zwischen Tacrolimus-
Spiegeln und TGF-R1-Konzentrationen im Kulturiberstand anti-CD3-stimulierter
Lymphozyten. Im Gegensatz zu unseren Ergebnissen fanden Khanna et al '*
eine erhohte TGF-R1-Expression bei Inkubation aktivierter humaner T-
Lymphozyten in Anwesenheit von Tacrolimus. Zu beachten ist hierbei jedoch,
dass bei diesen Versuchen die Zellen - im Unterschied zu unserem System - in
vitro mit Tacrolimus inkubiert wurden. Weitere signifikante Korrelationen
zwischen TGF-R1-Konzentrationen im Kulturiberstand und Medikamenten-

spiegel bzw. -dosierungen war nicht nachweisbar.
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4.7 Korrelieren die Dosierungen/Konzentrationen der immunsup-
pressiven Medikation oder die gemessenen TGF-R1-
Konzentrationen mit der messbaren Lymphozyten-

proliferation?

Sowohl die unstimulierte als auch die stimulierte Lymphozytenproliferation war
zwischen den drei verschiedenen Gruppen nicht unterschiedlich. Dagegen war
in allen drei Gruppen die stimulierte Lymphozytenproliferation hoher als die
unstimulierte Lymphozytenproliferation. Die Untersuchungen zur Korrelation
zwischen Medikamentenspiegeln (CyA, Tacrolimus, Rapamycin) bzw.
Medikamentendosierungen (MMF) und Lymphozytenproliferation ergaben eine
negative Korrelation zwischen den CyA-C2-Spiegeln sowie der AUC und der
stimulierten Lymphozytenproliferation in Gruppe A. DaruUber hinaus bestanden
keine signifikanten Korrelationen. Ebenso bestanden keine signifikanten
Korrelationen zwischen der Lymphozytenproliferation einerseits und den TGF-
R1-Konzentrationen im Plasma bzw. im Kulturiberstand andererseits. Diese
Ergebnisse lassen den Schluss zu, dass sich der immunsuppressive Effekt von
TGF-B1 nicht in der ex vivo gemessenen Lymphozytenproliferation

widerspiegelt.

4.8 Welchen Einfluss haben weitere Variablen auf die

gemessenen Parameter?

Es wird vermutet, dass neben der immunsuppressiven Therapie weitere
Faktoren einen Einfluss auf die untersuchten Parameter haben. In einigen
Systemen konnte beispielsweise flr die Produktion verschiedener Zytokine

136, 137 " \wahrend

geschlechtsspezifische Unterschiede nachgewiesen werden
dies in anderen Systemen nicht der Fall war ™. Weiterhin wird eine vermehrte
Expression von TGF-31 mit der Entwicklung von Komplikationen beim Diabetes
mellitus assoziiert '*°. Das Renin-Angiotensin-System wird als eine der
Hauptursachen fiir die fortschreitende Sklerosierung der Niere angesehen .

Demzufolge gelten ACE-Hemmer und Angiotensin-Rezeptor-Blocker als
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Wirkstoffe, die das Fortschreiten von Sklerosierungen verlangsamen kénnen.
Dies wurde in verschiedenen Studien mit einer Senkung der TGF-31-

t " 2 Durch die Kombination von

Expression in Verbindung gebrach
Antikérpern gegen TGF-3 und ACE-Hemmern war es sogar moglich, auch im
spaten Stadium einer diabetischen Nephropathie noch ein Fortschreiten der
diabetischen Nephropathie zu verhindern 3.

Um diesen moglichen Einflissen Rechnung zu tragen, haben wir verschiedene
demographische Faktoren, relevante Begleiterkrankungen, Nierenfunktion und
relevante Co-Medikation in die Analyse einbezogen. Mittels einer univariaten
Analyse wurde zunachst untersucht, welche Faktoren Einfluss auf die
untersuchten Messparameter haben kénnten. Diejenigen Faktoren, bei denen
ein moglicher Einfluss auf die untersuchten Messparameter festgestellt wurde,
wurden anschlieBend in die multiple lineare Regressionsanalyse
eingeschlossen. In dieser Analyse stellte sich heraus, dass die Variablen
Calcineurin-Inhibitor (CyA vs. Tacrolimus) und zweites Immunsuppressivum
(MMF vs. Rapamycin) einen signifikanten Einfluss auf die TGF-31-
Konzentration im Plasma und im Kulturiberstand haben. Einem hoheren TGF-
R1-Talspiegel im Blutplasma unter Therapie mit Tacrolimus steht eine hohere
TGF-31-Konzentration im stimulierten sowie unstimulierten Zellkulturiberstand
unter CyA-Therapie gegenuber. Des Weiteren zeigte sich unter
immunsuppressiver Therapie mit Rapamycin, verglichen mit MMF, ein erhdhter
TGF-R1 Talspiegel im Blutplasma sowie eine reduzierte TGF-31-Konzentration
im stimulierten als auch unstimulierten Zellkulturiberstand. Hinsichtlich der
untersuchten demographischen Faktoren fand sich lediglich zwischen
Empfangeralter und TGF-1-Konzentration im stimulierten Kulturiberstand eine
signifikante, positive Korrelation. Dartuber hinaus wurden in dieser Analyse
keine weiteren Faktoren mit signifikantem Einfluss auf die gemessenen

Parameter entdeckt.



66

4.9 Korrelieren die gemessenen TGF-B1-/ET-1-Plasmakonzentra-
tionen mit der Transplantatfunktion oder dem Transplantat-

uberleben?

Zunachst wurde der Serum-Kreatinin-Verlauf Gber vier Jahre (2001-2004) in
Abhangigkeit von der Gruppenzugehdrigkeit untersucht. Hierbei stellte sich
heraus, dass der Kreatinin-Verlauf Uber die Zeit in Gruppe A signifikant
schlechter war als in Gruppe B. Der Vergleich zwischen Gruppe C und den
beiden anderen Gruppen erbrachte keinen signifikanten Unterschied, vermutlich
bedingt durch die kleine Patientenzahl in Gruppe C. Dieses Ergebnis unterstlitzt
nicht die Hypothese, dass hohe Plasmaspiegel der profibrotischen Zytokine
TGF-31 und ET-1 zu einem schnelleren Funktionsverlust der Transplantatniere
durch eine vermehrte Fibrosierung fuhren. Zu bedenken ist jedoch in diesem
Zusammenhang, dass das durchschnittliche “Alter des Transplantates® bei
Einschluss in die Untersuchung in Gruppe A (46,0 + 40,9 Monate) signifikant
hdher war als in Gruppe B (19,5 + 15,9 Monate), so dass diese Aussage nur mit
Einschrankungen getroffen werden kann.

In Bezug auf die histologische Sicherung einer chronischen Transplantat-
nephropathie ist festzustellen, dass die Haufigkeit dieser Diagnose in den drei
Gruppen nicht signifikant unterschiedlich war (Gruppe A: 22,9%, Gruppe B:
10,7%, Gruppe C: 16,7%). Der histologische Nachweis einer Polyoma BK-
Virus-Nephropathie erfolgte lediglich bei einem Patienten in Gruppe B
(Tacrolimus + MMF), was die in der gangigen Literatur vorherrschende Meinung
unterstitzt, dass diese Form der Transplantatnephropathie vorwiegend bei
Patienten unter einer Kombinationstherapie mit Tacrolimus und MMF auftritt **
145'

AbschlieRend wurden dann alle drei Gruppen zusammengefasst, um diejenigen
Patienten mit histologischem Nachweis einer chronischen Transplantatnephro-
pathie (n = 12) mit den restlichen Patienten (n = 57) im Hinblick auf die
gemessenen Parameter zu vergleichen. Zwischen diesen beiden Populationen
ergaben sich jedoch keine signifikanten Unterschiede in Bezug auf die

gemessenen Parameter.
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410 Zusammenfassung

Im Rahmen dieser Dissertation konnte gezeigt werden, dass die
immunsuppressive Erhaltungstherapie einen signifikanten Einflu® auf die TGF-
R1-Konzentration im Plasma und im Uberstand von kultivierten Lymphozyten
hat. Die Hohe der TGF-31-Konzentration im Plasma erlaubt jedoch keine
sicheren Ruckschlusse auf die Entwicklung der Transplantatnierenfunktion.
Aufgrund der Diskrepanz zwischen TGF-[31-Plasmakonzentration und TGF-31-
Konzentration im Kulturiberstand von Lymphozyten kann vermutet werden,
dass die TGF-R1-Konzentration im Plasma von anderen Zellen sowie von
weiteren Faktoren wie z.B. demographischen Faktoren abhangig ist. Weiterhin
kann festgestellt werden, dass die Lymphozytenproliferation das Ausmal} des
immunsuppressiven Effektes von TGF-B1 nicht reflektiert. Unterschiede
zwischen den Gruppen im Hinblick auf die ET-1-Plasmakonzentration haben
sich in der multivariaten Analyse nicht bestatigt. Aufgrund der hohen Variabilitat
der ET-1-Konzentration im Plasma scheint die Messung von ET-1 als

prognostischem Parameter nach Nierentransplantation schwierig.
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