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Einleitung

1. Einleitung
1.1 Genetik und Arzneimitteltherapie

Ein wesentlicher Teil der Bemuhungen, die unter den Schlisselwortern
individualisierte oder personalisierte Medizin zusammengefasst werden, hat die
Therapie mit Arzneistoffen im Fokus [1,2]. Dabei stellen individuelle Unterschiede im
therapeutischen Ansprechen auf eine definierte medikamentdse Therapie ein
bekanntes Problem im klinischen Alltag dar. Von Interesse sind zum einen das
Auftreten insbesondere schwerwiegender unerwiinschter Arzneimittelwirkungen [3-5],
auf der anderen Seite aber auch das fehlende oder unzureichende Ansprechen auf
einen gewahlten Wirkstoff [6].

Klassische Faktoren mit Einfluss auf das individuelle Therapieansprechen wie Alter,
Komorbiditaten, Komedikationen und Erndhrung werden dabei ebenso wie
Patientenpréaferenzen in der klinischen Routine bei der Wirkstoff- und
Dosierungsauswahl bertcksichtigt [3]. Neben diesen Variablen kann auch die
genetische Ausstattung eines Individuums Konsequenzen fir die Effektivitat und
Sicherheit einer Arzneimitteltherapie haben [1,3,7]. Der Begriff Pharmakogenetik hat
heute Einzug gehalten in Standardlehrbiicher der Pharmakologie [8] und umfasst alle
Untersuchungen zur Bedeutung genetischer Varianten fur die Pharmakokinetik und
Pharmakodynamik von Arzneistoffen. Gemal der klassischen Definition liegt bei einer
Allelfrequenz der Variante von 1% oder mehr ein genetischer Polymorphismus vor [9],
der am haufigsten als Einzelnukleotid-Austausch (single nucleotide polymorphism,
SNP) vorkommt [10]. In der modernen Genetik wird mittlerweile unabhangig von der
Allelfrequenz der Begriff genetische Variante praferiert [9]. Von Interesse fir
pharmakogenetische Untersuchungen sind vor allem Varianten in Genen von
Transportproteinen, Enzymen des Arzneistoffmetabolismus und in Zielstrukturen von
Wirkstoffen [3]. Daneben pradisponieren Varianten in Genen der humanen
Leukozytenantigene (HLA) fur schwerwiegende unerwiinschte Reaktionen bei einigen
Arzneistoffen wie beispielsweise das HLA-B*57:01 Allel als Risikofaktor fir eine

Flucloxacillin-induzierte Hepatotoxizitat [1,3,11].

Mit der Entschlisselung des menschlichen Genoms wurde die Nomenklatur um den
Terminus Pharmakogenomik erweitert. In Abgrenzung zur Pharmakogenetik, die sich

in der urspringlichen Bedeutung mit den Auswirkungen von Varianten in Einzelgenen
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beschaftigt, erfolgt im Rahmen der Pharmakogenomik eine genomweite Analyse bzw.
Betrachtungsweise [1,8]. Sie berlcksichtigt damit zum einen die Gesamteffekte der
genetischen Variabilitat auf die individuellen Arzneimittel-Reaktionen [1]. Genomweite
Ansatze dienen zudem der Identifizierung von Genen, die fir definierte Krankheiten
pradisponieren und damit als Angriffspunkte fur neuartige Wirkstoffklassen genutzt
werden konnen [12]. Eine strikte Unterscheidung in Pharmakogenetik und
Pharmakogenomik ist aber letztlich willktrlich und oft werden die Begriffe synonym
verwendet [1,2,13]. Gemeinsames Ziel beider Vorgehensweisen ist es, unter
Einbeziehung der unterschiedlichen genetischen Ausstattung des Einzelnen ein
bestmogliches Therapieansprechen bei minimalen Risiken fur den individuellen

Patienten zu ermdglichen [1].

1.2 Pharmakogenetische Aspekte der Cytochrom P450 3A-Subfamilie

Enzyme des Arzneistoff-Metabolimus standen von Beginn an im Interesse
pharmakogenetischer Untersuchungen. Fur den Phase [-Metabolismus von
Arzneistoffen haben die Cytochrom P450 (CYP) Enzyme die gr63te Bedeutung, wobei
von den bisher bekannten 57 funktionalen Genen die CYP-Familien -1, -2 und -3 fur
den Arzneistoff-Metabolismus eine Rolle spielen [14,15]. Von diesen wiederum macht
die CYP3A-Subfamilie beim Menschen den grof3ten Anteil an CYP-Proteinen in der
Leber und im Dinndarm aus [15,16]. Die CYP3A-Enzyme vermitteln mit einem Anteil
von etwa 30-40% den Hauptanteil des Arzneistoff-Metabolismus beim
Erwachsenen [15,16]. Zusatzlich metabolisieren sie viele weitere endogene und
exogene Stoffe wie beispielsweise Testosteron, Cortisol und das Toxin Aflatoxin
B [17,18]. Die CYP3A-Subfamilie setzt sich aus den vier Isoenzymen CYP3A4,
CYP3A5, CYP3A7 und CYP3A43 zusammen. Die entsprechenden Gene sind auf
Chromosom 7 eng benachbart lokalisiert [15]. In der adulten humanen Leber stellt
CYP3A4 mit etwa 85% des gesamten mikrosomalen CYP3A-Proteingehalts das
Haupt-lsoenzym dar, wahrend die hepatische Expression der anderen drei CYP3A-

Enzyme wesentlich geringer ist [19].

Der CYP3A-vermittelte Arzneistoff-Metabolismus unterliegt einer ausgepragten intra-

und interindividuellen Variabilitat. Diese tragt wesentlich zu den Unterschieden in der
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Bioverflugbarkeit nach oraler Applikation sowie der systemischen Clearance von
CYP3A-Substraten bei. Als auslosende Mechanismen fir diese Variabilitat sind
sowohl genetische als auch nicht-genetische Faktoren wie Geschlecht und
Ernahrungsfaktoren sowie Effekte einer Komedikation mit Induktoren und Inhibitoren
bekannt [15,20,21].

Fur CYP3A4 sind eine Vielzahl von SNPs in den flankierenden, intronischen und
exonischen Regionen des Gens beschrieben [22] und der Einfluss genetischer
Faktoren auf die interindividuelle Variabilitat der CYP3A4-Aktivitat wurde auf iber 60%
geschatzt [23-25]. Bisher wurde allerdings nur ein SNP in Intron 6 (rs35599367,
CYP3A4*22) mit einer Allelfrequenz von etwa 5% bei Europaern mit einer
verminderten CYP3A4-Aktivitat assoziiert [26]. Daruiber hinaus wurden zwei offenbar
sehr seltene loss-of-function Mutationen im Rahmen von Einzelféllen
beschrieben [27,28]. Diese Befunde und die geringen Allelfrequenzen der bekannten
Strukturvarianten von CYP3A4 [29] implizieren, dass der CYP3A4-Genotyp insgesamt
nicht als Hauptausloser fur die interindividuellen Unterschiede im CYP3A4-Phanotyp
betrachtet werden kann [20]. In diesem Kontext wurde — in Analogie zur Terminologie
bei komplexen Erkrankungen — der Begriff missing heritability eingefuhrt [25]. Er
bezeichnet die Diskrepanz zwischen erwartetem und nachgewiesenem Einfluss
genetischer Faktoren auf die CYP3A4-Aktivitat [25].

Im Gegensatz zu CYP3A4 wird die variable hepatische Expression und Enzymaktivitat
von CYP3A5 deutlich durch genetische Faktoren beeinflusst [21,30]. Die Allele
CYP3A5*3 (rs776746-A>G), *6 (rs10264272-A>G) und *7 (rs41303343-insT) fuhren
dazu, dass kein funktionales CYP3A5-Protein gebildet wird [31,32]. Von diesen drei
Allelen wird das CYP3A5*7-Allel bei Europaern gar nicht und das CYP3A5*6-Allel mit
einer Allelfrequenz von unter 0,5% bei Europdern aul3erst selten detektiert [29].
Dagegen stellt CYP3A5*3 in der kaukasischen Population das bedeutsamste Allel dar
mit einer Allelfrequenz von etwa 94% [29]. Dieser bei Kaukasiern haufige SNP in
Intron 3 bedingt durch Generierung einer alternativen Spleif3stelle die Insertion eines
neuen Exon 3B mit einem vorzeitigen Stopp der CYP3Ab5-Translation nach
Aminosaure 102, was mit einer nur geringen oder fehlenden Expression eines
funktionalen CYP3A5-Proteins in der Leber einhergeht [31,33] (Abbildung 1). Im
Rahmen der bevélkerungsbasierten Prevention of Renal and Vascular End stage

Disease (PREVEND)-Studie konnte unsere Arbeitsgruppe bei 6.777 Kaukasiern eine
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Allelfrequenz fur CYP3A5*1 von 7% ermitteln. Das bedeutet, dass ca. 13% der
Européaer mindestens ein funktionales CYP3A5*71-Allel aufweisen und als CYP3A5-
Expressoren bezeichnet werden konnen [34] (Abbildung 1). Aufgrund der deutlich
hoheren Allelfrequenz von CYP3A5*1 bei Afrikanern sind in dieser Gruppe 60% und
mehr Trager zumindest eines funktionalen CYP3A5*1-Allels [15,20,29].

rs776746-A>G

N TIFIF rlnlelaloloicislele
/ \

CYP3A5mRNA 38
CYP3A5*1 (A) CYP3A5*3(G)
v v
Protein kein/kaum Protein
13% der Européaer 87% der Europaer

Abbildung 1. Schematische Darstellung des CYP3A5-Polymorphismus rs776746-
A>G in Intron 3; modifiziert nach [31,34]. CYP, Cytochrom P450

Diese ausgepragte und genetisch determinierte differenzielle CYP3A5-Expression ist
insbesondere von klinischer Relevanz fir CYP3A-metabolisierte Arzneistoffe mit
enger therapeutischer Breite und/oder praferentieller CYP3AS5-
Metabolisierung [15,30,31]. Ebenso kann die genetisch festgelegte Menge an
funktionalem CYP3A5-Protein einen relevanten Einfluss haben bei Patienten mit einer
geringen CYP3A4-Expression sowie bei Effekten, die Uber eine CYP3A5-spezifische
Organexpression vermittelt werden [15,21,27,30-32,35].
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1.3 Bedeutung genetischer Varianten von CYP3A5 fiur die Effektivitat und
Sicherheit der medikamentdsen Therapien nach Nierentransplantation

Mit Einfihrung der Calcineurin-Inhibitoren (CNI) Ciclosporin in den 80er-Jahren und
nachfolgend von Tacrolimus als Bestandteil der immunsuppressiven Therapie konnte
ein enormer klinischer Fortschritt in der Transplantation solider Organe erreicht
werden [36-39]. Hinsichtlich der Nierentransplantation wurde dabei insbesondere das
Transplantatiiberleben innerhalb des ersten Jahres nach Transplantation eindricklich
verbessert: Daten aus den USA zeigen einen Anstieg des 1-Jahres-
Transplantatiiberlebens bei postmortaler Spende von 80% 1989 auf 93% 2008 [40].
Auch in Europa liegt das 1-Jahres-Transplantatiiberleben laut Jahresbericht des
European Renal Association — European Dialysis and Transplant Association (ERA-
EDTA) Registry von 2015 bei 92% [41]. Die auf CNI basierende Kombinationstherapie
mit Mycophenolat mit oder ohne Glukokortikoid bildet heutzutage nach
Nierentransplantation den Standard sowohl fur die initiale als auch die langfristige
Erhaltungstherapie [42-44]. Die Therapie mit Ciclosporin und Tacrolimus wird
erschwert durch ihre geringe therapeutische Breite und eine starke intra- und
interindividuelle  Variabilitdtt der benétigten oralen Dosierungen, die ein
Therapeutisches Drug Monitoring (TDM) in der klinischen Routine notwendig
machen [45,46]. Ein weiteres Problem insbesondere fir die langfristige Therapie mit
CNI stellt inre bekannte Nephrotoxizitat mit negativen Auswirkungen auf den klinischen

Verlauf bei Transplantatempféangern dar [39,47-49].

Da beide CNI Substrate sowohl von CYP3A4 als auch von CYP3AS5 sind [44], stellt
sich die Frage, inwieweit die genetische Variabilitdt von CYP3A5 auf die dargestellten
Probleme bei einer Therapie mit CNI einen Einfluss nimmt. Generell ist hinsichtlich
genetischer Aspekte im Kontext der Transplantation solider Organe die differentielle
genetische Ausstattung von Spender und Empfanger zu beachten [50]. Die Erwartung
dabei ist, dass der Genotyp des Empfangers vor allem auf systemische Effekte
Einfluss nimmt, wahrend der Donor-Genotyp praferentiell lokale Auswirkungen im
Spenderorgan vermittelt [51,52]. Fur ein Arzneistoff-metabolisierendes Enzym wie
CYP3AG5 bei einer Therapie mit CNI bedeutet dies, dass die intestinale und hepatische
Expression des Empfangers vor allem pharmakokinetische Parameter der CNI
beeinflussen sollten. In den bisher publizierten Studien zur Bedeutung des CYP3AS-

Genotyps des Empfangers fur den CNI-Dosisbedarf ergeben sich hierzu deutliche

8
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Unterschiede hinsichtlich des eingesetzten CNI. Dabei zeigt sich konsistent ein
Einfluss des CYP3A5-Genotyps auf den Tacrolimus-Dosisbedarf, wobei CYP3A5*71-
Alleltrager eine etwa 50% hohere Dosis bendtigen, um die angestrebten
Zielkonzentrationen zu erreichen [30,44,53,54]. Durch die Kombination von klinischen
Variablen und CYP3A5-Genotyp kann etwa 50% der Variabilitat des Quotienten aus
Tacrolimus-Konzentration und Dosis vorhergesagt werden [15,53,55]. In den Clinical
Pharmacogenetics Implementation Consortium (CPIC)-Leitlinien von 2015 wird fur
Empféanger mit mindestens einem funktionalen CYP3A5*71-Allel initial eine 1,5- bis 2-
fach hohere Tacrolimus-Startdosis empfohlen mit anschlieender Anpassung der
Dosis Uber TDM [56].

Im Gegensatz zu den uberzeugenden Daten fir Tacrolimus vermittelt der CYP3AS-
Genotyp des Empfangers tUberwiegend keine oder nur sehr geringe Effekte auf die
dosisadjustierten Ciclosporin-Talspiegel oder den  taglichen mittleren
Dosisbedarf [30,44,57]. Diese Annahme wird auch durch Untersuchungen aus unserer
Arbeitsgruppe bestétigt [52]. Grund fur diese Divergenz kdnnte sein, dass CYP3AS flr
die Metabolisierung von Ciclosporin eine geringere Rolle spielt als CYP3A4 [58]. Im
Vergleich dazu ist bei Tacrolimus die CYP3A5-vermittelte Biotransformation starker

ausgepragt [59,60].

Bei der CNI-assoziierten Nephrotoxizitat scheint — neben anderen Faktoren — auch die
Exposition gegenuber potentiell toxischen CNI-Metaboliten eine Rolle zu
spielen [58,59,61-64]. In diesem Zusammenhang ist von Bedeutung, dass durch
CYP3A4 und CYP3AS5 bei der Biotransformation von Ciclosporin und Tacrolimus ein
anderes Profil an primaren Metaboliten der CNI generiert wird [44]. Wahrend CYP3A4
Ciclosporin in die drei Hauptmetaboliten AM1, AM9 und AM4N metabolisiert, vermittelt
CYP3AGS lediglich die Bildung des priméaren Metaboliten AM9 [58]. Weitere sekundére
Metaboliten werden durch beide Enzyme produziert [58,62]. CYP3A5*1-Alleltrager
weisen fur die Metaboliten AM19 und AM1c9 im Vergleich zu Probanden ohne
funktionales CYP3A5 eine groRere Flache unter der Konzentrations-Zeit-Kurve (area
under the curve, AUC) im systemischen Kreislauf auf [62]. Die vier priméaren
Tacrolimus-Metaboliten werden sowohl von CYP3A4 als auch CYP3AS5 gebildet [59].
Dabei ist insgesamt die Bildungsrate fur die Metaboliten 13-O-Desmethyltacrolimus
(13-DMT), 31-O-Desmethyltacrolimus (31-DMT) und 12-Hydroxytacrolimus (12-HT)
durch CYP3AS5 hoher als durch CYP3A4 [59]. Zudem ist der Quotient aus der AUC

9



Einleitung

dieser Metaboliten zur AUC von Tacrolimus bei Tragern des CYP3A5*1-Allels
hoher [61].

CYP3A4 wird im Gegensatz zu CYP3A5 gar nicht oder nur in sehr geringem Umfang
in der humanen Niere exprimiert [35,65]. Dies impliziert, dass sich Effekte des
CYP3A5-Polymorphismus auf den CNI-Metabolismus am deutlichsten in diesem
Organ zeigen [58,59,61,62]. Im Gegensatz zur systemischen Exposition gegenuber
CNI-Metaboliten spielt bei der Nierentransplantation dabei der CYP3A5-Genotyp des

Spenders eine zentrale Rolle.

1.4 Bedeutung genetischer Varianten von Uromodulin fur die

Krankheitsauspragung bei renalen Erkrankungen

Uromodulin wurde erstmals 1950 von Tamm und Horsfall aus dem Urin von Gesunden
isoliert und zunachst als Tamm-Horsfall Protein bezeichnet [66]. Uromodulin wird
ausschlieflich in der Niere und dort nur in den Epithelzellen des dicken aufsteigenden
Schenkels (thick ascending limb, TAL) der Henle-Schleife gebildet [67-69]. Das
Uberwiegend in der apikalen Membran der TAL-Zellen verankerte Uromodulin wird
nach Spaltung durch eine Serinprotease in das Tubuluslumen freigesetzt, wo die
Monomere in dreidimensionale Proteinstrukturen polymerisieren [68] und im Urin das
Grundgerust der hyalinen Zylinder im Urinsediment bilden [67]. Die tagliche
Uromodulin-Ausscheidung mit dem Harn betragt bei einem gesunden Erwachsenen
etwa 20 bis 150 mg mit ausgepragten intra- und interindividuellen
Schwankungen [67,69]. Im Spontanurin alterer Menschen liegt die Uromodulin-
Konzentration im Median bei etwa 25 pug/ml [70]. Eine hohe diatetische Kochsalzzufuhr
steigert die renale Uromodulin-Synthese und Ausscheidung von Uromodulin im
Urin [67]. Unter physiologischen Bedingungen wird nur sehr wenig Uromodulin auf der
basolateralen Seite der TAL-Zellen sezerniert [67]. Dadurch liegt der Median der
Uromodulin-Spiegel im Serum bei gesunden Erwachsenen nur bei etwa
200 ng/ml [71].

Als  physiologische  Funktionen werden Uromodulin ein  Schutz vor
Harnwegsinfektionen und der Bildung von Harnsteinen sowie immunmodulatorische

Eigenschaften zugeschrieben [67,68]. Dartber hinaus hat das Protein eine Bedeutung

10
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fur die Wasserdiurese und den Natrium-Transport im TAL: Zum einen tragt die
Uromodulin-Polymerstruktur im Tubuluslumen zur Wasserimpermeabilitdt des TAL
bei. Zudem erh6ht Uromodulin die Aktivitat des Na*-K*-2ClI- Kotransporters (NKCC2)
und des renal outer medullary Kalium (ROMK) Kanals im TAL [67,68].

Das Uromodulin-Gen (UMOD) liegt auf Chromosom 16 und besteht aus 11
Exonen [67]. Aufgrund der spezifischen und ausschliel3lichen renalen Expression stellt
UMOD ein interessantes Kandidatengen fiir physiologische und pathophysiologische
Prozesse in der Niere dar. Missense-Mutationen in UMOD, die vornehmlich den
N-Terminus des Proteins betreffen, verursachen eine der drei Hauptformen der
insgesamt sehr seltenen, autosomal dominant vererbten tubulointerstitiellen
Nierenerkrankungen (ADTKD) [72]. Klinisch ist diesen Erkrankungen neben dem
autosomal dominanten Vererbungsgang ein unauffalliges Urinsediment bei fehlender
oder lediglich minimaler Proteinurie und eine langsam progrediente
Nierenfunktionseinschrankung bis hin zum  terminalen  Nierenversagen
gemeinsam [72]. Bei Patienten mit ADTKD-UMOD fihren etwa die Halfte bis zwei
Drittel der Uber 100 bisher beschriebenen ursachlichen UMOD-Mutationen zur
Insertion oder Deletion von Cystein-Resten, was letztlich eine inkorrekte Proteinfaltung
nach sich zieht [67,72]. Nierenbiopsien betroffener Patienten weisen eine Anhaufung
von verandertem Uromodulin im endoplasmatischen Retikulum der TAL-Zellen auf.
Dies wird begleitet von einer interstitiellen Fibrose [68,72]. Die Progression zur
terminalen Niereninsuffizienz (end-stage renal disease, ESRD) ist individuell stark
variabel und liegt im Mittel bei 47 Jahren [72].

Neben diesen seltenen Mutationen wurden in den letzten Jahren mittels genomweiter
Assoziationsstudien (GWAS) haufige UMOD-Varianten detektiert, die eine Assoziation
sowohl mit den Uromodulin-Urinspiegeln und der geschatzten (errechneten)
glomerularen Filtrationsrate (eGFR) als auch mit dem Risiko fiir eine chronische
Nierenerkrankung (chronic kidney disease, CKD) und einer ESRD zeigen [67,68,73-
77]. Die replizierten SNPs rs12917707-G>T und rs4293393-T>C sind in der UMOD-
Promotorregion lokalisiert und liegen im Kopplungsungleichgewicht vor [67,68].
Insgesamt stellen sich in den publizierten Studien die UMOD-Allele rs12917707-G und
rs4293393-T konsistent als Risikoallele dar, die mit einer verminderten eGFR und

11
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einem etwa 20% hoheren CKD-Risiko einhergehen [73,76,77]. Dabei sind die

Frequenzen fir diese Risikoallele bei Europ&ern mit 80% sehr hoch [73,77].

Die UMOD-Expression in Nephrektomie-Gewebe ist bei homozygoten Tragern der
Risikoallele rs12917707-G und rs4293393-T signifikant héher im Vergleich zu den
homozygoten Tragern der protektiven Allele [78]. Dies geht einher mit héheren Urin-
Konzentrationen des Proteins bei Tragern des rs4293393-T Risikoallels [78]. In einer
Meta-Analyse mit Uber 10.000 Individuen konnte dies fir den UMOD-SNP
rs12917707-G>T bestatigt werden, wobei Trager des Risikoallels rs12917707-G
hohere Uromodulin-Spiegel im Urin aufweisen [79]. Im transgenen Mausmodell mit
einer UMOD-Uberexpression, die vergleichbar ist mit der Expression bei Tragern der
UMOD-Risikoallele, finden sich bei alten Tieren histologische Zeichen eines
Nierenschadens trotz normaler Nierenfunktion [78]. Hauptsachlich distale Tubuli
erscheinen dilatiert und weisen vermehrt Zylinder auf. Ahnliche Lasionen finden sich
in histologischen Schnitten von renalem Gewebe bei Uber 65-jahrigen Patienten [78].
Dabei ist das Ausmald des tubularen Schadens ausgepragter bei homozygoten
Tragern der Risikoallele rs12917707-G und rs4293393-T [78]. Die fokalen L&sionen
wurden bei erhaltener Nierenfunktion detektiert. Daher geht man momentan davon
aus, dass eine erhdéhte Uromodulin-Produktion nicht direkt ein Nierenversagen auslost,
sondern Uber die Zeit fur eine CKD pradisponiert [67,78]. Diese Annahme wird durch
die Beobachtung gestutzt, dass sich die Assoziation der UMOD-Promotorvarianten mit
dem CKD-Risiko bei alteren Individuen mit zusatzlichen Erkrankungen deutlicher
zeigt [77,80]. Abbildung 2 stellt die Effekte der UMOD-Promotorvarianten auf den

renalen Phanotyp zusammenfassend dar.
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Abbildung 2. Renale Effekte des UMOD-SNP rs12917707-G>T nach [67,68]. eGFR,
geschéatzte (errechnete) glomeruléare Filtrationsrate; CKD, chronic kidney disease,

chronische Nierenerkrankung
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1.5 Fragestellung und Zielsetzung

Das verbindende Element der hier zusammengefiihrten Arbeiten ist die Analyse von
Kandidatengenen — dargestellt fur CYP3A5 und UMOD - hinsichtlich ihres potentiellen
Einflusses sowohl auf die Effektivitat und Sicherheit einer etablierten
Arzneimitteltherapie als auch auf den Krankheitsverlauf im Kontext renaler
Erkrankungen. Ubergeordnetes Ziel ist dabei, eine neue Krankheits- oder
Therapieklassifikation auf molekularer Ebene zu entwickeln, die im Sinne einer
individualisierten Therapie eine spezifischere Arzneimitteltherapie bei genetisch

definierten Untergruppen von Patienten erlaubt.

Der erste, pharmakogenetische Aspekt wird durch die Untersuchungen zur Genetik
der renalen CYP3AS5-Expression und ihrer Bedeutung bei Patienten nach
Nierentransplantation dargestellt. Es sollte zunachst geklart werden, ob CYP3A5 in
der humanen Niere exprimiert wird und welchen Einfluss die genetische CYP3A5-
Variabilitat auf die renale mRNA- und Protein-Expression von CYP3A5 beim
Menschen hat [81]. Inwieweit die genetisch determinierte hepatische und renale
CYP3AS5-Variabilitdt auch klinisch einen Effekt vermittelt, wurde in zwei weiteren

Arbeiten bei Patienten nach Nierentransplantation untersucht [82,83].

Fir den zweiten, krankheitsmodifizierenden Aspekt genetischer Variabilitat wurde die
Bedeutung des UMOD-SNP rs12917707-G>T fur die renale Funktion analysiert. Die
erste Arbeit widmete sich dabei der Frage, ob dieser SNP bei Patienten nach
Nierentransplantation einen Einfluss auf die CNI-Nephrotoxizitdt und damit das
langfristige Transplantatiiberleben hat [84]. In der zweiten Arbeit wurde untersucht, ob
sich die Effekte des protektiven UMOD-Allels rs12917707-T auch bei Hochrisiko-
Patienten mit arterieller Hypertonie und kardiovaskularen Erkrankungen nachweisen

lassen [85].
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2. Eigene Arbeiten

2.1 Pharmakogenetische Aspekte der CYP3A5-Expression und ihre Bedeutung

im Kontext der Nierentransplantation

Die systemische und lokale Exposition gegeniber Ciclosporin und seinen
Abbauprodukten beeinflusst die Toxizitat einer Therapie mit Ciclosporin [44,63]. Dabei
stellen sich in Abhangigkeit vom CYP3A5-Genotyp die Art und Menge der uber
CYP3A5 gebildeten Metaboliten von Ciclosporin variabel dar [58,62]. In der ersten
Arbeit (2.1.1) sollte daher zunachst untersucht werden, ob der CYP3A5-Genotyp die
Expression des Enzyms in der menschlichen Niere differentiell beeinflusst und damit
auf die intrarenalen Konzentrationen des Substrats Ciclosporin und seiner Metaboliten
Einfluss nehmen kann [81]. Die Ergebnisse werden in der zweiten Arbeit (2.1.2)
erweitert auf die Transplantationssituation bei akuter Rejektion des
Nierentransplantats [82]. In der dritten Arbeit (2.1.3) wurde untersucht, inwieweit der
CYP3A5-Genotyp des Empfangers die langfristige Prognose nach einer

Nierentransplantation modifiziert [83].

2.1.1 Rolle des CYP3A5-Genotyps fur das Ausmald und die Lokalisation der

intrarenalen Expression

Bolbrinker J, Seeberg S, Schostak M, Kempkensteffen C, Baelde H, de Heer E, Kreutz R.
CYP3A5 genotype-phenotype analysis in the human kidney reveals a strong site-specific
expression of CYP3AS5 in the proximal tubule in carriers of the CYP3A5*1 allele. Drug Metab
Dispos. 2012;40(4):639-41.

DOI: http://dx.doi.org/10.1124/dmd.111.042648

Bereits vor Kenntnis der ursachlichen genetischen Faktoren war in der menschlichen
Niere eine ausgepragte bimodale Verteilung des CYP3A5-Proteingehalts und der
Aktivitat der CYP3A-Subfamilie aufgefallen [86]. Zudem war in Nierenbiopsien von
Patienten mit CNI-induzierter Nephrotoxizitat eine im Vergleich zu Kontrollbiopsien
reduzierte tubulare CYP3A5-Proteinexpression gezeigt worden [64]. Allerdings fand
der CYP3A5-Genotyp im untersuchten Gewebe in der genannten Arbeit keine

Bertcksichtigung [64].
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Im Rahmen dieser Arbeit sollte daher bestimmt werden, welchen Einfluss der
CYP3A5*1/*3-Polymorphismus auf die Expressionsspiegel und die Proteinverteilung
des Enzyms in der humanen Niere hat [81]. Hierzu fuhrten wir unter Beriicksichtigung
des CYP3A5-Genotyps an gesundem Nierengewebe von 93 Nephrektomie-Patienten
eine quantitative mRNA- und qualitative Protein-Expressionsanalyse durch. In
Analogie zur hepatischen Expression zeigte sich eine starke Genotyp-determinierte
renale mMRNA-Expression von CYP3AS5 mit 18-fach héheren Spiegeln bei Tragern des
CYP3A5*1-Allels im Vergleich zu homozygoten CYP3A5*3-Alleltragern (p < 0,001).
Die mRNA-Expression von CYP3A4 bewegte sich dagegen bei beiden Gruppen im
Bereich der Nachweisgrenze. Mittels Immunhistochemie konnten wir dariiber hinaus
das CYP3A5-Protein in den Epithelzellen aller Nephronabschnitte nachweisen. Der
CYP3A5-Genotyp legte dabei die Hb6he der Proteinexpression fest, wobei das
CYP3A5*1-Allel zu einer hoheren Proteinexpression von CYP3AS5 in den Zellen des
proximalen Tubulus fuhrte. Dagegen hatte der CYP3A5-Genotyp keinen Einfluss auf
die CYP3A5-Proteinspiegel im Epithel des distalen Tubulus, in den Sammelrohren
oder den Glomeruli.

Die Arbeit bestatigte frihere Hinweise, dass CYP3A5 in der humanen Niere das
Haupt-lsoenzym der CYP3A-Subfamilie darstellt. In kleineren Analysen war eine
renale  Genotyp-Phanotyp-Korrelation  fur CYP3A5  bereits  beschrieben
worden [35,65]. Diese Befunde konnten wir durch die Untersuchung einer grol3en
Anzahl von humanen Gewebeproben untermauern. Der Genotyp-vermittelte Effekt auf
die Starke der CYP3A5-Proteinexpression beschrankte sich dabei auf die proximalen

Tubuluszellen.
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Bolbrinker J, Seeberg S, Schostak M, Kempkensteffen C, Baelde H, de Heer E, Kreutz R.
CYP3A5 genotype-phenotype analysis in the human kidney reveals a strong site-specific
expression of CYP3AS5 in the proximal tubule in carriers of the CYP3A5*1 allele. Drug Metab
Dispos. 2012;40(4):639-41.

DOI: http://dx.doi.org/10.1124/dmd.111.042648
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DOI: http://dx.doi.org/10.1124/dmd.111.042648
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2.1.2 Einfluss des CYP3A5-Genotyps auf die renale CYP3A5-Expression im
Nierentransplantat und die Effektivitat der Glukokortikoid-Therapie bei akuter

Transplantatabstof3ung

Rekers NV, Flaig TM, Mallat MJ, Spruyt-Gerritse MJ, Zandbergen M, Anholts JD, Bajema IM,
Clahsen-van Groningen MC, Yang J, de Fijter JW, Claas FH, Brakemeier S, Lachmann N,
Kreutz R, de Heer E, Budde K, Bolbrinker J*, Eikmans M*. Donor genotype and intragraft
expression of CYP3AS reflect the response to steroid treatment during acute renal allograft
rejection. Transplantation. 2017;101(9):2017-2025.

DOI: http://dx.doi.org/10.1097/TP.0000000000001584

*geteilte Letztautorenschaft

Der CYP3Ab5-Genotyp determiniert in gesundem Nierengewebe die Hohe der
CYP3A5-mRNA-Spiegel und die Menge an CYP3A5-Protein im proximalen
Tubulus [81]. Ob sich dieser Effekt auch unter pathophysiologischen Bedingungen
nachweisen lasst, war unklar.

In Kooperation mit Kollegen aus einer Arbeitsgruppe in den Niederlanden (Universitéat
Leiden und Rotterdam) sollte im Rahmen der vorgestellten Arbeit daher untersucht
werden, inwieweit der CYP3A5-Genotyp der Spenderniere die renale CYP3A5-
Expression in der Situation der akuten Transplantatabsto3ung beeinflusst. Sowohl in
Nierenbiopsien vor Transplantation (n = 69) als auch in Rejektionsbiopsaten (n = 88)
zeigte sich ein signifikanter Effekt des CYP3A5-Genotyps des Spenders auf die
intrarenalen MRNA-Spiegel von CYP3A5. In beiden Situationen war die Expression
starker bei  Transplantaten von einem CYP3A5*1-Alleltrager. In  der
immunhistochemischen Analyse von Rejektionsbiopsien wiesen CYP3A5*71-Biopsate
hoéhere CYP3A5-Proteinspiegel im proximalen Tubulus auf im Vergleich zu Biopsien
von homozygoten CYP3A5*3-Spendern. Dariliber hinaus beobachteten wir in den
Rejektionsbiopsien signifikant hohere CYP3A5 mRNA-Spiegel bei den Patienten, die
auf eine Therapie mit Methylprednisolon im Rahmen der Rejektion ansprachen, im
Vergleich zu Patienten mit einem unzureichenden Steroidansprechen (p = 0,006).
Insgesamt war das Risiko fur ein mangelndes Ansprechen auf Methylprednisolon in
der Rejektion geringer bei den Patienten, die ein Nierentransplantat von einem
CYP3A5*1-Alleltrager als Spender erhalten hatten (Odds Ratio 0,29; 95%-KI
0,11- 0,79; p = 0,016). Der Genotyp des Empfangers hatte dagegen keinen Einfluss
auf die Effektivitat der Glukokortikoid-Therapie.
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Die Arbeit erweiterte unsere Ergebnisse zur renalen Genotyp-Phéanotyp-Korrelation fir
CYP3AS5 in gesundem Nierengewebe [81] auf die pathophysiologische Situation bei
akuter Nierentransplantat-Rejektion. Wir konnten zudem aufzeigen, dass im Rahmen
einer akuten Transplantatabstol3ung der Erfolg einer Glukokortikoid-Therapie mit dem
CYP3A5*1-Tragerstatus des Spenders und der Hohe der CYP3A5-Spiegel im

Transplantat assoziiert ist.
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rejection. Transplantation. 2017;101(9):2017-2025.
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2.1.3 Einfluss des CYP3A5-Genotyps auf das Patiententberleben nach
Nierentransplantation

Kreutz R, Bolbrinker J, van der Sman-de Beer F, Boeschoten EW, Dekker FW, Kain S, Martus
P, Sietmann A, Friedrichs F, Stoll M, Offermann G, Beige J. CYP3A5 genotype is associated
with longer patient survival after kidney transplantation and long-term treatment with
cyclosporine. Pharmacogenomics J. 2008;8(6):416-22.

DOI: http://dx.doi.org/ 10.1038/s).tpj.6500488

Potentiell toxische Metabolite der CNI scheinen bei der CNI-assoziierten Toxizitat eine
Rolle zu spielen [58,59,61-63]. Dabei wird das Profil der Metaboliten im systemischen
Kreislauf vom CYP3A5-Genotyp beeinflusst [62]. Das CYP3A5*7-Allel kdonnte dadurch
den langfristigen Verlauf nach Nierentransplantation beeinflussen. In einer Vorarbeit
unserer Gruppe war eine CYP3A5*17-Wirkung auf das Transplantatiiberleben
ausgeschlossen worden [52].

Ziel dieser Arbeit war es daher, den Einfluss des CYP3A5*1-Allels auf das
Patientenuberleben bei 399 nierentransplantierten Patienten zu untersuchen [83]. Alle
eingeschlossenen Patienten erhielten eine Ciclosporin-basierte immunsuppressive
Erhaltungstherapie. Die Daten Uber das Patienteniberleben sowie das
Transplantatiberleben wurden in Abstanden von sechs Monaten erhoben. Die mittlere
Nachbeobachtungszeit betrug nahezu 9 Jahre (8,6 + 3,7 Jahre). In der Gruppe der
Empfanger mit einem CYP3A5*71-Allel war das Gesamtiberleben der Patienten
signifikant langer im Vergleich zu den Empfangern mit CYP3A5*3/*3-Genotyp. Dieser
Effekt des CYP3A5*1-Allels zeigte sich sowohl in der univariaten Analyse (Hazard
Ratio (HR) 0,52; 95% Konfidenzintervall (95%-KI) 0,29-0,94; p = 0,028) als auch in
der Cox-Regression mit Berilicksichtigung der Variablen Empfangeralter, systolischer
Blutdruck und bestehende diabetische Nephropathie (HR 0,52; 95%-KI 0,29-0,96;
p = 0,035). Bei 399 nicht-transplantierten Dialysepatienten einer unabhangigen Studie
(Netherlands Cooperative Study on the Adequacy of Dialysis, NECOSAD [87]) war
dieser protektive Effekt des CYP3A5*71-Alles nicht nachweisbar. Ebenso hatte der
Genotyp des Spenders keinen Einfluss auf das Patienteniberleben.

Aussagen uber die ursachlichen Mechanismen des detektierten vorteilhaften Effekts
lasst die Arbeit nicht zu. Sie verweist aber auf eine Bedeutung des CYP3A5*71-Allels
fur die langfristige Prognose bei nierentransplantierten Patienten, was in weiteren

Untersuchungen uberpruft werden muss.
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2.2 UMOD als Kandidatengen bei renalen Erkrankungen

In verschiedenen populationsbasierten Studien wurde die Promotorvariante
rs12917707-G>T im UMOD-Gen mit der Nierenfunktion sowie dem Risiko fir eine
chronische Nierenerkrankung assoziiert [67,68,73,77]. Dabei zeigte das UMOD-Allel
rs12917707-T konstant einen protektiven Effekt [73,76,77,88]. In den beiden
nachfolgend vorgestellten Arbeiten wurde untersucht, ob der Effekt des UMOD-SNP
rs12917707-G>T auf die renale Funktion auch bei Patienten mit bereits
fortgeschrittener renaler oder kardiovaskularer Erkrankung nachweisbar ist. In der
ersten Arbeit (2.2.1) wurde dazu ein Patientenkollektiv nach Nierentransplantation
analysiert [84]. Die zweite Arbeit (2.2.2) beruht auf einer Untersuchung an Patienten

mit arterieller Hypertonie und kardiovaskulédren Erkrankungen [85].

2.2.1 Einfluss des UMOD-Genotyps auf das Transplantatiiberleben nach
Nierentransplantation

Abdel-Hady Algharably E, Beige J, Kreutz R, Bolbrinker J. Effect of UMOD genotype on long-
term graft survival after kidney transplantation in patients treated with cyclosporine-based
therapy. Pharmacogenomics J. 2017;00:1-5. [Epub ahead of print]

DOI: http://dx.doi.org/10.1038/tpj.2017.14

Aufgrund der ausschlie3lich renalen Expression von Uromodulin und seiner
Beteiligung bei seltenen angeborenen tubulointerstitiellen Nierenerkrankungen [67,89]
konnten genetische UMOD-Varianten in der Spenderniere die Préadisposition
gegenuber einer CNI-assoziierten Nephrotoxizitat erhdhen und damit das langfristige
Transplantatiiberleben modulieren.

Zielsetzung dieser Arbeit war es daher zu klaren, ob das Vorliegen eines UMOD-Allels
rs12917707-T in der Spenderniere vorteilhaft ist fur die Transplantatfunktion und das
langfristige Transplantatiiberleben nach Nierentransplantation. Der Donor-Genotyp
konnte fur 393 nierentransplantierte Patienten unter Ciclosporin-basierter
Erhaltungstherapie bestimmt werden. Das T-Allel der Spenderniere hatte weder einen
signifikanten Einfluss auf die mittleren systolischen oder diastolischen Blutdruckwerte
noch auf die Anzahl akuter Transplantatabstol3ungen pro Patient innerhalb eines

Jahres nach Transplantation. Auch die Serumkreatinin-Konzentrationen wurden durch
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das rs12917707-T Allel des Spenders nicht positiv beeinflusst. Das mittlere
Transplantatiiberleben betrug neun Jahre. In der univariaten Analyse zum
Gesamtuberleben des Transplantats war kein signifikanter Effekt des T-Allels
nachweisbar. Allerdings war in der fur das Spenderalter und Vorliegen einer
diabetischen Nephropathie adjustierten multivariaten Analyse das T-Allel des
Spenders mit einem geringeren Risiko fir einen Transplantatverlust assoziiert
(HR 0,67; 95%-KI 0,46-0,97; p = 0,05).

Dieser positive Effekt auf das Transplantattiberleben ist zwar kongruent zu dem bisher
postulierten protektiven Effekt des UMOD-rs12917707-T Allels, sollte jedoch zunachst
zurtckhaltend interpretiert und nachfolgend in weiteren Untersuchungen tberprift

werden.
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2.2.2 Einfluss des UMOD-Genotyps auf die renale Funktion bei kardiovaskularen
Risikopatienten

Abdel-Hady Algharably E*, Bolbrinker J*, Lezius S, Reibis R, Wegscheider K, Véller H, Kreutz
R. Uromodulin associates with cardio-renal function in patients with hypertension and
cardiovascular disease. J Hypertens. 2017;35(10):2053-2058.

DOI: http://dx.doi.org/10.1097/HJH.0000000000001432

*geteilte Erstautorenschaft

Neben der Bedeutung genetischer Varianten im UMOD-Gen fir verschiedene renale
Phanotypen [73,74,76] verweisen Daten einer GWAS sowie experimentelle
Untersuchungen auch auf eine Rolle von Uromodulin fir die Blutdruckregulation und
das Hypertonierisiko [78,90,91].

In der vorliegenden Arbeit untersuchten wir bei 1.218 Hochrisiko-Patienten mit
arterieller Hypertonie und manifesten kardiovaskularen Erkrankungen die Assoziation
des UMOD-SNP rs12917707-G>T mit der eGFR, dem Blutdruck und kardialen
Endorganschaden. Die eingeschlossenen Patienten rekrutierten sich aus der
deutschen prospektiven Registerstudie ESTher (EndorganSchéaden, Therapie und
Verlauf bei Patienten mit arterieller Hypertonie) [92]. Alle Patienten (17% Frauen,
mittleres Alter 59 Jahre) wiesen eine behandelte Hypertonie auf und hatten eine
dokumentierte, seit mindestens einem Monat bestehende kardiovaskulare Erkrankung
(81% KHK, 51% Myokardinfarkt). Die Allelfrequenz fur rs12917707-T betrug 17% und
insgesamt waren 380 Patienten Trager eines rs12917707-T Allels. Im Vergleich zu
homozygoten Patienten fiir das rs12917707-G Allel hatten T-Alleltrager signifikant
hohere eGFR-Werte (+2,6 ml/min per 1,73 m?, p = 0,006). Zudem assoziierte der SNP
auch mit dem Durchmesser des linken Vorhofs, wobei Patienten mit dem rs12917707-
Genotyp TT einen geringeren Durchmesser aufwiesen (n = 36, -1,5 mm, p = 0,04).
Die Ergebnisse der Untersuchung weiten die bekannte Rolle von UMOD fir die
Nierenfunktion dahingehend aus, dass der protektive Effekt des rs12917707-T Allels
auch bei Patienten mit Hypertonie und manifesten kardiovaskuléren
Endorganschaden nachweisbar ist. Die neue Assoziation zwischen rs12917707 und
der Grol3e des linken Atriums verweisen auf eine moégliche durch UMOD modulierte
renokardiale Interaktion. Letzteres bedarf der weiteren Analyse insbesondere in

gro3eren Patientenkollektiven.
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3. Diskussion

Trotz unterschiedlicher und oft Uberlappender Definitionen der verschiedenen
Begrifflichkeiten individualisierte oder personalisierte Medizin ebenso wie
Prazisionsmedizin [13,93] eint sie das gemeinsame Ziel, das Kklinische
Gesamtergebnis fur den einzelnen Patienten zu optimieren bei gleichzeitiger
Reduktion unerwlnschter Effekte [93]. Pharmakogenetische Untersuchungen
fokussieren dabei auf mdgliche Optimierungen der medikamentdsen Therapie beim
individuellen Patienten, indem sie genetische Faktoren als weitere Variable fir ein

unterschiedliches Therapieansprechen bericksichtigen [1,3,7].

Die hier vorgestellten Arbeiten zur Bedeutung des CYP3A5-Genotyps im Kontext der
Nierentransplantation  stellen  dabei  Beispiele  fir  pharmakogenetische
Untersuchungen dar. Die Niere ist auch in Deutschland das am haufigsten
transplantierte solide Organ mit Uber 2.000 Transplantationen im Jahr 2016 [94]. Eine
Optimierung der immunsuppressiven Therapie ist fur jeden Transplantatempfanger
von immenser Bedeutung, da zu hohe Talspiegel die Toxizitdt der Substanzen
erhohen und zu niedrige Talspiegel eine Transplantatrejektion bedingen kénnen [95].
Unsere Untersuchungen zur ausgepragten Genotyp-abhangigen intrarenalen
Expression von CYP3A5 [81] konnten die Daten anderer Arbeitsgruppen auf der
Grundlage von 21 individuellen renalen Mikrosomen [65] sowie sechs MRNA-
Praparationen [35] an einem grél3eren Probenset (n = 93) bekréftigen. Eine starke
Genotyp-determinierte CYP3A5 mRNA-Expression zeigt sich auch bei
immortalisierten Zellen des proximalen Tubulus in Kultur [96]. Die Detektion von
CYP3A5-Protein im Epithel des proximalen und distalen Tubulus in gesundem
Nierengewebe findet sich dabei im Einklang mit Befunden in Biopsien mit
morphologischen Zeichen einer CNI-Nephrotoxizitat [63,64]. Eine Genotyp-abhangige
Zunahme der Proteinexpression explizit in den proximalen Tubuluszellen wurde
dagegen in der Arbeit von Metalidis et al. nicht beobachtet [63]. Grinde hierflr kdnnten
technische Unterschiede sein beispielsweise durch differente primare Antikdrper. Zu
bedenken ist auch, dass Genotyp-vermittelte Effekte auf die Proteinlokalisation in der
transplantierten Niere durch den Einfluss anderer Variablen aufgehoben werden
konnten. So erscheint bei bestehender CNI-Nephrotoxizitat insgesamt die CYP3A5-

Proteinexpression im Nierentransplantat im distalen Tubulus vermindert zu sein mit
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widersprichlichen  Befunden hinsichtlich der Expression im  proximalen
Tubulus [63,64]. Bei unserer Arbeit zur Bedeutung von CYP3A5 bei akuter Rejektion
waren in den zur Verfugung stehenden Paraffinschnitten dezidierte quantitative
morphologische  Auswertungen  zur  CYP3Ab-Lokalisation  aufgrund  von
Farbeartefakten und Anfarbung von CYP3AS5 in infiltrierenden Lymphozyten letztlich
nicht mdglich. Bei ausgewahlten Gewebeschnitten guter Qualitéat zeigte sich jedoch
auch hier eine starkere CYP3A5-Proteinexpression im proximalen Tubulus bei
Spendern mit CYP3A5*1/*3-Genotyp [82].

In vitro Daten verweisen auf eine erhohte intrarenale Metabolisierungsrate von
Ciclosporin und Tacrolimus bei Vorliegen des CYP3A5*1-Allels [58,59], wobei fir
Tacrolimus zusatzliche Effekte von genetischen Varianten des Efflux-Transporters
P-Glykoprotein nachgewiesen wurden [96]. Ob diese Erh6hung der lokalen Wirkstoff-
Clearance zur CNI-vermittelten Zellschadigung beitragt, ist nach wie vor ungeklart [96].
Fur Ciclosporin und einige seiner Metaboliten wurden in vitro fur verschiedene renale
Zelltypen inklusive Epithelzellen der Tubuli toxische Effekte nachgewiesen [97-99].
Diese Toxizitdt konnte auch andere Zelltypen wie beispielsweise Endothelzellen
betreffen. Da der CYP3A5-Genotyp sowohl das Metabolitenprofil lokal in der Niere [58]
als auch im systemischen Kreislauf beeinflusst [62], erschien dies als eine plausible
Erklarung fur den von uns detektierten positiven Effekt des CYP3A5*71-Allels des
Empfangers auf das Patiententberleben [83]. In 2012 publizierten Moore et al. ihre
Studie zum Einfluss verschiedener genetischer Varianten von Empfangern und
Spendern auf die klinischen Endpunkte Nierentransplantatiberleben und Mortalitat der
Empfanger [100]. Insgesamt erfolgte die Analyse von 52 SNPs aus funf
Kandidatengenen — darunter der CYP3A5*1/*3 Polymorphismus — bei insgesamt tiber
4400 Patienten mit CNlI-basiertem immunsuppressiven Regime aus drei
unabhangigen Kohorten [100]. In dieser sehr grof3en Analyse konnten unsere Befunde
nicht bestatigt werden: Weder der CYP3A5-Genotyp des Empfangers noch des
Spenders  zeigte eine  Assoziation mit  dem Transplantat- oder
Patiententiberleben [100]. Auch in einer Kkurzlich publizierten Studie mit 577
nierentransplantierten Patienten unter Tacrolimus-Therapie zeigten sich keine Effekte
des CYP3A5-Genotyps des Empféangers auf die Anzahl akuter Rejektionen oder das
Transplantatuberleben [101]. Letztlich zeigt sich hier, dass erwunschte und

unerwinschte Arzneimittelreaktionen bei der Uberwiegenden Zahl der Arzneistoffe
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multifaktoriell bedingt sind und genetische Varianten dabei nur eine Variable
darstellen. Daher hangt der Erfolg eines pharmakogenetischen Ansatzes ab von der
Anzahl der mitbeteiligten genetischen Varianten, von ihren Allelfrequenzen, den
jeweiligen EffektgroRen und Wechselwirkungen untereinander sowie dartber hinaus
von Interaktionen mit Umweltfaktoren [1]. In der Transplantationssituation wird diese
Komplexitat noch dadurch erhéht, dass sowohl genetische Varianten des Empfangers
als auch des Spenders auf die Gesamtreaktion Einfluss nehmen kdnnen [50,102].

Die Ergebnisse verschiedener Assoziationsstudien fihrten in den vergangenen Jahren
zu einer Wiederbelebung des wissenschaftlichen Interesses an Uromodulin als
nierenspezifischem Protein [67,68]. Aufgrund der detektierten Effekte auf die eGFR,
auf das CKD- und ESRD-Risiko sowie der potentiellen Bedeutung fir die
Blutdruckregulation [73,74,76,77,79,88,90,103,104] gilt UMOD als vielversprechendes
Kandidatengen fur verschiedene renale Erkrankungen und die arterielle Hypertonie.
Die Bedeutung von UMOD fir die Blutdruckregulation konnte nachfolgend in
tierexperimentellen Arbeiten naher charakterisiert werden. Transgene Mause mit einer
UMOD-Uberexpression entwickeln eine salzsensitive Hypertonie, die Uber eine
verstarkte NKCC2-Aktivierung und konsekutiv erhéhte Natrium-Reabsorption im TAL
vermittelt wird [78]. UMOD knockout Mause zeigen dagegen im Vergleich zum Wildtyp
einen niedrigeren systolischen Blutdruck [91]. Zudem ist das G-Allel des UMOD-
rs13333226 Polymorphismus beim Menschen mit einem niedrigeren Hypertonie-
Risiko assoziiert [90]. Dieser SNP liegt im Kopplungsungleichgewicht mit dem von uns
untersuchten rs12917707 SNP [90]. Einerseits stellt die hypertensive Nephropathie
eine Komplikation der arteriellen Hypertonie dar und die Hypertonie gilt als
bedeutsamer Risikofaktor fir die CKD [105]. Andererseits koénnen renale
Erkrankungen eine Hypertonie verursachen oder aggravieren [105,106]. Die CKD bei
Hypertonikern hat dabei wesentlichen Einfluss auf das kardiovaskulare Risiko und die
Mortalitat [107]. Bei Patienten nach Nierentransplantation gilt die Hypertonie zusatzlich
als Risikofaktor fur ein vermindertes Transplantatiiberleben [108].

Insofern war es von Interesse, den Effekt des UMOD-rs12917707-T Allels auf die
Blutdruckwerte bei nierentransplantierten Patienten und bei kardiovaskularen
Risikopatienten zu untersuchen. In den hier aufgefihrten eigenen Arbeiten

beobachteten wir allerdings keinen Effekt auf die systolischen oder diastolischen
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Blutdruckwerte bei den eingeschlossenen Patienten [84,85]. Im untersuchten
kardiovaskularen Risikokollektiv kann hierfir als wahrscheinlicher Grund
angenommen werden, dass alle eingeschlossenen Patienten antihypertensiv
behandelt wurden und insgesamt eine gute Blutdruckkontrolle aufwiesen. Im
Zusammenhang mit der antihypertensiven Medikation ist ein interessanter Aspekt,
dass Hemmer des Angiotensin-Konvertierungsenzyms die Uromodulin-Ausscheidung
im Urin reduzieren [109]. Bei den nierentransplantierten Patienten konnten mogliche
UMOD-Effekte auf den Blutdruck ebenfalls verdeckt worden sein durch eine entweder
praexistente Hypertonie oder die Entwicklung einer Hypertonie nach Transplantation.
Letztere ist ein bekanntes und haufiges Problem nach Nierentransplantation [108]. Auf
die Entwicklung einer Posttransplantationshypertonie hat neben weiteren Faktoren
auch die Art der immunsuppressiven Therapie einen Einfluss [108,110]. Unter
Ciclosporin beispielsweise kommt es dosisabhéngig zu einem Anstieg des mittleren
arteriellen Blutdrucks von durchschnittlich 7 mmHg [110]. Als Limitation unserer Studie
muss hier genannt werden, dass keine detaillierten Daten zu Komorbiditaten oder
Komedikationen im Verlauf erfasst wurden.

Wie bereits dargestellt, verweisen experimentelle und klinische Studien darauf, dass
der Zusammenhang zwischen UMOD und Hypertonie durch eine Aktivierung des
renalen NKCC2 vermittelt wird [78,91]. Dieser Mechanismus ist nicht zuletzt auch
hinsichtlich eines denkbaren phamakogenetischen Aspekts der UMOD-Varianten
interessant, auch wenn die Untersuchungen dazu noch ganz am Anfang stehen. So
wurde in einer retrospektiven Analyse bei unbehandelten hypertensiven Patienten
gezeigt, dass der blutdrucksenkende Effekt einer kurzfristigen NKCC2-Inhibition
mittels Furosemid starker ausféllt bei Patienten, die homozygot fiur eine UMOD-

Risikovariante sind [78].

In einer GWAS stellte sich der Effekt der untersuchten UMOD-Variante auf die
Serumkreatinin-Konzentration mit zunehmendem Alter (> 50 Jahre) und mit steigender
Anzahl der Komorbiditaten deutlicher dar [77]. Auch Pattaro et al. berichten, dass die
Assoziation von UMOD mit der eGFR bei Alteren (> 65 Jahre) und bei Patienten mit
Hypertonie ausgepragter ist [80]. Diese altersabhéngige Zunahme des UMOD-Effekts
auf die Parameter der renalen Funktion kénnte erklaren, warum der UMOD-Genotyp
in unserer Analyse der nierentransplantierten Patienten mit einem mittleren Alter der

Empfanger und Spender von unter 45 Jahren keinen Einfluss auf die Kreatinin-
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Konzentrationen zeigte. Dagegen konnten wir im alteren Patientenkollektiv (mittleres
Alter 58 Jahre) mit arterieller Hypertonie und kardiovaskularer Erkrankung eine
Assoziation mit der eGFR detektieren. Hinsichtlich der renalen Funktion muss
sicherlich auch berlcksichtigt werden, dass insgesamt die EffektgroRe der SNPs auf
die GFR klein ist [73,76]. So erklarten in einer kirzlich publizierten GWAS-
Metaanalyse alle 53 mit der eGFR assoziierten SNPs zusammen lediglich 3% der
eGFR-Varianz [75]. Dies gilt umso mehr fir die komplexe Situation der
Nierentransplantation, in der die langfristige Transplantatfunktion durch viele, in
wechselseitiger Beziehung stehende Faktoren des Spenders und Empfangers
beeinflusst wird [50,102].

In keiner der von uns untersuchten Kollektive war eine nachtragliche Untersuchung
von Urinproben hinsichtlich der Uromodulin-Exkretion mdglich. Daher war eine
Analyse der Uromodulin-Ausscheidung im Urin in Abhangigkeit vom UMOD-Genotyp
nicht durchfihrbar. In einer Untersuchung bei 282 nierentransplantierten Patienten
konnte jedoch gezeigt werden, dass auch in der Transplantationssituation der UMOD-
rs12917707-Genotyp der Spenderniere die Hohe der Uromodulin-Konzentrationen im
Urin des Empfangers bestimmt [51]. Dabei sind die Konzentrationen bei den Patienten
niedriger, die ein Transplantat eines T-Alleltragers erhalten hatten [51]. Dagegen zeigt
der Genotyp des Empfangers erwartungsgemal keinen Effekt [51]. In einer friheren
Arbeit der gleichen Gruppe war das Risiko flir ein Transplantatversagen niedriger bei
den Patienten mit den niedrigsten und den hdéchsten Uromodulin-Urinspiegeln [111].
Ruckschlisse darlber, Uber welche Mechanismen Uromodulin im Urin die Funktion
des Nierentransplantats beeinflussen konnte, lassen sich aus den Ergebnissen nicht
ziehen. Sie verweisen aber darauf, dass Uromodulin ein informativer Biomarker fur die
tubulare Funktion sein koénnte [70,71,112].

Bisher gibt es hinsichtlich des Effekts des UMOD-Genotyps des Spenders auf das
Transplantatiiberleben eine weitere publizierte Arbeit mit 1.066 eingeschlossenen
nierentransplantierten Patienten [51]. In Analogie zu unseren Befunden war die
rs12917707-T Allelfrequenz numerisch hoéher bei Patienten mit funktionsfahigem
Transplantat im Vergleich zu den Fallen mit Transplantatverlust (18,7% versus 17,2%).
Ebenso zeigte sich keine Assoziation mit dem Transplantatiberleben [51], die sich in
unserer Untersuchung auch erst in der fur das Spenderalter und Vorliegen einer

diabetischen Nephropathie adjustierten multivariaten Analyse und nach Ausschluss
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der Todesfalle mit funktionsfahigem Transplantat darstellte. Dieser diskrepante Befund
kénnte bedingt sein durch Unterschiede im immunsuppressiven Regime oder der
kiirzeren Nachbeobachtungszeit [51].

Die zuletzt vorgestellte Arbeit zum Einfluss des UMOD-Genotyps bei kardiovaskularen
Risikopatienten zeigt eine bisher nicht bekannte Assoziation zwischen dem UMOD-
rs12917707-T Allel und der Gro3e des linken Vorhofs auf [85]. Dabei war der mittels
Echokardiografie bestimmte Durchmesser des linken Vorhofs bei Patienten mit TT-
Genotyp signifikant kleiner (-1,5 mm) im Vergleich zu den anderen Genotyp-Gruppen.
Neben der linksventrikularen Hypertrophie stellt die VergroRerung des linken Atriums
eine weitere Manifestation der hypertensiven Herzerkrankung dar [113,114]. Wie
bereits oben dargelegt sind die UMOD-Promotorvarianten rs13333226-G und
rs4293393-C mit einem geringeren Hypertonie-Risiko bzw. einem niedrigeren
diastolischen Blutdruck assoziiert [78,90]. Es kdnnte also sein, dass ein spaterer
Beginn der Hypertonie oder eine leichtgradigere Hypertonie bei homozygoten
rs12917707-T Alleltragern durch eine geringere hamodynamische Belastung tber die
Zeit zu weniger ausgepragten Veranderungsvorgangen im linken Atrium beigetragen
haben. Ob auch die Konzentration von Uromodulin im Serum eine Rolle bei den von
uns beobachteten linksatrialen Effekten spielen konnte, lasst sich derzeit nicht sagen.
Eine Limitation unseres Befundes liegt darin, dass der absolute Unterschied im
linksatrialen Durchmesser gering war und nur an einer kleinen Anzahl homozygoter
Individuen detektiert wurde. Die Validierung an einer unabhangigen und vor allem
groReren Replikationskohorte steht bislang aus. Darlber hinaus sind weitere
funktionelle Untersuchungen zu dieser potentiellen, durch UMOD modulierten

wechselseitigen Beeinflussung von kardialer und renaler Funktion anzustreben.
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4. Zusammenfassung

Ein gemeinsames Ziel pharmakogenetischer und pharmakogenomischer Forschung
besteht darin, die Effekte der individuellen genetischen Ausstattung auf die Sicherheit
und Effektivitat einer etablierten Arzneimitteltherapie zu analysieren [1,3,7]. Im Hinblick
auf die klinische Anwendung soll dadurch fir den zu behandelnden Patienten ein
optimaler Therapieeffekt bei einem Minimum an unerwunschten
Arzneimittelreaktionen erzielt werden [1]. Im klassischen Sinn beschéftigt sich die
Pharmakogenetik dabei mit Genvarianten in Proteinen, die fur pharmakokinetische
und —dynamische Prozesse bedeutsam sind [3]. Die genomweite Betrachtungsweise
ermoglicht neben der Beriicksichtigung der Summeneffekte genetischer Variabilitat [1]
die Identifizierung von Varianten, die mit der Pradisposition gegentber Erkrankungen
assoziiert sind und damit als Wegweiser fir neue therapeutische Zielstrukturen in
Frage kommen [12]. Die vorliegende Habilitationsschrift fasst funf Arbeiten zusammen,
in denen diese Aspekte bei renalen und kardiovaskuldren Erkrankungen am Beispiel
von zwei Kandidatengenen untersucht wurden.

Die ersten drei Arbeiten stellen dabei klassische pharmakogenetische Analysen zur
Genetik der Expression des Phase I-Enzyms CYP3A5 und ihrer Bedeutung bei
Patienten nach Nierentransplantation dar. Da die systemische und lokale Exposition
gegenuber dem CYP3A5-Substrat Ciclosporin und seinen Metaboliten die Toxizitat
des Calcineurin-Inhibitors beeinflusst [44,63], wurde zunéachst (2.1.1) untersucht, ob
der CYP3A5-Genotyp in Analogie zur hepatischen Expression auch die renale
CYP3A5-Enzymexpression differentiell beeinflusst [81]. Die Arbeit bestatigte die in
kleineren Analysen bereits vorbeschriebene renale Genotyp-Phanotyp-Korrelation fur
CYP3A5 in gesundem Nierengewebe [35,65]. Der Genotyp steuert dabei die Héhe der
CYP3A5-Proteinexpression in den Zellen des proximalen Tubulus. Diese Ergebnisse
konnten wir nachfolgend (2.1.2) auf die pathophysiologische Situation bei akuter
Nierentransplantat-Rejektion erweitern [82]. Das CYP3A5*1-Allel des Spenders
determinierte auch in Rejektionsbiopsaten sowohl eine hohere mRNA-Expression als
auch eine starkere Proteinexpression im proximalen Tubulus. Als neuen Befund
detektierten wir zudem eine Assoziation des Spender-Genotyps und der CYP3A5-
Expressionsspiegel im Nierentransplantat mit dem Erfolg einer Glukokortikoid-
Therapie. Im Rahmen der dritten Arbeit (2.1.3) zeigte sich ein positiver Effekt des
CYP3A5*1-Allels des Empfangers auf das Patiententiberleben nach
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Zusammenfassung

Nierentransplantation [83]. Dies erschien plausibel, da der CYP3A5-Genotyp sowohl
das Ciclosporin-Metabolitenprofil lokal in der Niere [58] als auch im systemischen
Kreislauf beeinflusst [62]. Zwei sehr umfangreiche mittlerweile publizierte Studien zum
Einfluss verschiedener genetischer Varianten auf das Nierentransplantatiberleben
und die Mortalitat der Empfanger [100,101] konnten unsere Befunde fir den CYP3A5-
Genotyp jedoch nicht bestétigen.

Auf der Grundlage von Assoziationsstudien gelten Promotorvarianten im Uromodulin-
Gen (UMOD) als vielversprechende Kandidaten fir verschiedene renale
Erkrankungen [67] und die arterielle Hypertonie [104]. Die vierte (2.2.1) und flunfte
(2.2.2) hier vorgestellte Arbeit zur Bedeutung der UMOD-Variante rs12917707 fur die
Nierenfunktion [84,85] stellen daher beispielhaft den zweiten Aspekt genetischer
Untersuchungen — die Analyse eines krankheitsmodifizierenden Einflusses — dar. In
der Arbeit 2.2.1 bei Patienten nach Nierentransplantation [84] hatte das UMOD-Allel
rs12917707-T der Spenderniere keinen Einfluss auf die Hohe der Serumkreatinin-
Konzentration nach Transplantation. Grund hierfur kdnnte das geringe mittlere Alter
(< 45 Jahre) in unserem Patientenkollektiv sein, da sich UMOD-Effekte auf Parameter
der Nierenfunktion altersabhangig deutlicher darstellen [77,80]. Ein signifikanter
positiver Effekt des protektiven UMOD-Allels des Spenders auf das
Transplantatiiberleben zeigte sich erst in der adjustierten multivariaten Analyse nach
Ausschluss der Todesfalle mit funktionsfahigem Transplantat. In der letzten hier
eingeschlossenen Publikation (2.2.2) konnten wir den in populationsbasierten Studien
detektierten gunstigen Einfluss des rs12917707-T Allels auf die glomerulare
Filtrationsrate auch bei Patienten mit arterieller Hypertonie und manifester
kardiovaskularer Erkrankung nachweisen [85]. Als neuer Befund zeigte sich zudem
eine Assoziation mit dem linksatrialen Durchmesser. Dies deutet auf ein Wechselspiel
kardialer und renaler Funktionen hin, das durch UMOD moduliert werden kénnte.

Die hier zusammengefuhrten Arbeiten verweisen am Beispiel von CYP3A5 und UMOD
auf das Potential genetischer Untersuchungen fir eine individualisierte Therapie. Der
Erfolg dieser Ansatze ist jedoch unter anderem abhangig von der Anzahl mitbeteiligter
Varianten, deren Allelfrequenzen und jeweiligen EffektgréRen [1]. Darlber hinaus
stellen Varianten in Einzelgenen lediglich eine Variable unter vielen Faktoren mit
Einfluss auf eine definierte Arzneimitteltherapie dar. Auch deshalb sollten unsere

neuartigen Befunde in weiteren Studien verifiziert werden.
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