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Abklrzungsverzeichnis

AKI Acute Kidney Injury

AK Antikorper

ANV akutes Nierenversagen

AR Acute Rejection (=akute Abstof3ung)
ATN Akute Tubulusnekrose

AUC Area Under Curve

BMI Body Mass Index

CyA Cyclosporin

CIT Cold Ischemic Time (=kalte Ischamiezeit)
CNI Calcineurin-Inhibitor

DGF Delayed Graft Function

DM Diabetes Mellitus

eGFR errechnete glomerulare Filtrationsrate
ESRD End Stage Renal Disease (=terminale Niereninsuffizienz)
a-GST alpha-Glutathion-S-Transferase

m-GST pi-Glutathion-S-Transferase

MMF Mycophenolat-Mofetil

M.W. Mittelwert (Mean)

mTOR mechanistic Target of Rapamycin

NGAL Neutrophil Gelatinase-associated Lipocalcin
n.s. not significant (nicht signifikant)

NTX Nierentransplantation

POD postoperativer Tag

ROC Receiver Operating Characteristic

S.D. Standard Deviation

S.W. Spannweite

SEM Standard Error of Mean

Tac Tacrolimus

TIMP-1 Tissue Inhibitor of Metalloproteinase-1
VEGF Vascular endothelial growth factor

WIT Warm Ischemic Time (= warme Ischamiezeit)



Abstrakt (Deutsch):

Einleitung: Ziel dieser Studie war die Wertigkeit von a- und m-GST im Urin als
Biomarker zur Beobachtung und Beurteilung der Nierentransplantatfunktion vor und in

der frihen Phase nach Transplantation in Lebend- und Leichenspende zu untersuchen.

Methoden: Es wurden prospektiv hirntote Leichenspender (n = 30) und Lebendspender
(n = 50) sowie ihre entsprechende Empfanger eingeschlossen. a- und m-GST-Werte im
Urin sowie die klinischen Routineparameter wurden an den Tagen 0, 1, 3, 5 und 7
bestimmt. Empfanger wurden je nach Ereignis in Subgruppen unterteilt: akuter
Abstol3ung (AGR), Calcineurin-Inhibitor-Toxizitat (CNI), verzogerter
Transplantatfunktion (DGF) und mit solchen ohne Ereignisse verglichen.

Ergebnisse: m-GST zeigte signifikante Unterschiede in Leichenspende-Empfangern
mit AGR oder DGF am ersten Tag nach der Transplantation (p = 0,0023 bzw. p =
0,036). Hohe m-GST-Werte am POD1 (Cutoff> 21,4 ng / mg uCrea bzw. > 18,3 ng / mg
uCrea bei AGR bzw. DGR) unterschieden zwischen AbstoRung und keine AbstofRung
(Sensitivitat, 100%; Spezifitat, 66,6%) sowie zwischen DGF und normal funktionierende
Nierentransplantate (Sensitivitat, 100%; Spezifitat, 62,6%). Im Urin der Lebendspende-
Empfanger waren a- und m-GST ca. zehnmal niedriger als in Leichenspende-
Empfangern. Interessanterweise waren ao- und T-GST in den Leichenspendern mit
eingeschrankter Transplantatfunktion erhoht. a-GST-Werte > 33,97 ng / mg uCrea bei
Leichenspende zeigten eine Pradiktion fur AGR mit einer Sensitivitdt und Spezifitdt von
77,7% bzw. 100% an. Allerdings konnte allein anhand der a- und T-GST-Werte im Urin
nicht zwischen den verschiedenen Ursachen der Nierentransplantatschadigung

differenziert werden.

Schlussfolgerung: Die Bestimmung von a- und m-GST im Urin kann bei
Nierenleichenspende der Voraussage und Detektion von
transplantatbeeintrachtigenden Ereignissen dienen. Um den maoglichen Vorteil solcher

Biomarker aufzuklaren, sind weitere Analysen erforderlich.



Abstract (Englisch):

Introduction: The aim of this study was to analyze the value of a- and T-GST in urine
to monitor and predict the course of kidney graft function in the early phase after kidney
transplantation and to characterize its potential value to predict organ quality from

corresponding donor urine analyses.

Methods: We prospectively analyzed urine samples from brain dead (n=30) and living
related (n=50) kidney donors and their corresponding recipients over a course of seven
days. Urinary a- and 1-GST values were measured. Kidney recipients were sub-
grouped into patients with acute rejection (AGR), calcineurin inhibitor toxicity (CNI),

delayed graft function (DGF) and compared to those without any events.

Results: Urinary m-GST revealed significant differences in deceased kidney donor
recipients with recorded episodes of AGR or DGF at day one after transplantation
(p=0,0023 and p=0,036, respectively). High T-GST values at POD1 (cutoff >21.4 ng/mg
uCrea or >18.3 ng/mg uCrea for AGR or DGR, respectively) distinguished between
rejection and no rejection (sensitivity, 100%; specificity, 66.6%) as well as between
DGF and normal-functioned grafts (sensitivity, 100%; specificity, 62.6%). In living donor
recipients, urine levels of a- and T-GST were about ten times lower than in deceased

donor recipients.

In recipients from deceased donors with impaired graft performance, urinary a- and 1-
GST were elevated. a-GST values >33,97 ng/mg uCrea were indicative of AGR with a

sensitivity and specificity of 77,7% and 100%, respectively.

However, in the complex setting of transplantation, determination of a- and m-GST urine
levels alone was incapable to distinguish between different causes of kidney graft

damage.

Conclusion: In deceased donor kidney transplantation, evaluation of urinary a- and -
GST seems to predict different events that deteriorate graft function. To elucidate the

potential advantage of such biomarkers, further analysis are warranted.



1. Einfihrung

1.1 Nierentransplantation

Auch wenn die erste erfolgreiche Nierentransplantation bereits 1954 durch Murray in
Boston als Lebendspende zwischen einem homozygoten Zwillingspaar (1) erfolgte, und
hier bereits die technischen Vorrausetzungen fur eine erfolgreiche Transplantation
vorlagen, waren die Ergebnisse aufgrund des Fehlens einer kompetenten
Immunsuppression bei immunologisch divergenten Spender-/Empfanger Parchen
zunachst sehr schlecht. Erst mit der Entdeckung und Klinischen Einfihrung von
Cyclosporin Ende der achtziger Jahre durch die Firma Sandoz (2), konnte die
Transplantation als bevorzugte Therapieoption der terminalen Niereninsuffizienz
unterschiedlicher Genese etabliert werden. Heute liegt die Anzahl der durchgefiihrten
Nierentransplantationen alleine in Deutschland im Jahr 2014 bei 2128, wovon 1508
Nieren von Leichenspendern und 620 Nieren von Lebendspendern stammten (3).
Durch die breite Etablierung des Verfahrens ist es schnell zu einem Missverhaltnis
zwischen Organangeboten potentieller Leichenspender und Nachfrage gekommen. So
standen am Ende des Jahres 2014 insgesamt 7961 Patienten auf der Warteliste fur
eine Nierentransplantation. Um eine gerechtere Verteilung zu gewahrleisten, werden
Organe in Deutschland Uber eine zentrale Institution (Eurotransplant) nach strengen
Allokationsregeln verteilt und vermittelt, und die Wartezeit vom Zeitpunkt der ersten
Dialyse bis zum Transplantationszeitpunkt kann mittlerweile, abhangig von Blutgruppe,
Immunologie und Alter, bis zu 10 Jahren betragen (4).

Die Transplantation ist nicht nur das kostengunstigste und effektivste Verfahren der
Nierenersatztherapie ist, sondern die Patienten profitieren auch erheblich hinsichtlich
ihrer Lebensqualitat und Uberlebensprognose (5). Daher werden nicht nur Strategien
gesucht, die das Organangebot verbessern, sondern Ziel vieler Forschungsgruppen ist
vor allem auch das Uberleben der Transplantate, dass aktuell im Durchschnitt bei 8-10
Jahren liegt (6), weiter zu verbessern. Eine Optimierung des Organangebots beinhaltet
auch die zunehmende Durchfihrung von Lebendspenden, eine Erweiterung des
Altersspektrums der Spender z.B. durch die Einfihrung des ,OId for Old“ Programmes
sowie die Transplantation mit ABO-Inkompatibilitat (7). Bei der Rate des akuten, aber
auch chronischen Transplantatiberlebens konnten in den letzten drei Dekaden
signifikante Verbesserungen beobachtet werden. Dies ist auf die Fortschritte der
Human Leukocyte Antigen (HLA)-Typisierung und der ,cross-match“-Techniken, die

Einfuhrung modernerer Immunsuppressiva und bessere Pravention und Behandlung



von frihe Komplikationen, zum Beispiel Infektionen, zurtick zu fuhren. Die
durchschnittliche Transplantatfunktionsrate liegt heutzutage nach einem Jahr bei Uber
90% und die 5-Jahres-Uberlebensrate bei 70 - 80% (6).

Eine verlangerte Dialysedauer stellt fir die Patienten nicht nur eine psychische und
physische Belastung dar, sondern es zeigt sich auch eine erhéhte Mortalitatsrate von
Patienten auf der Warteliste. In diesem Zusammenhang konnten Wolfe et al. bereits
1999 zeigen, dass allein die Tatsache, dass Patienten fir eine Transplantation gelistet
wurden, zu einer Halbierung der Mortalitat fihrte. Interessanter an dieser Studie war
aber vor allem, dass weiter gezeigt werden konnte, dass die Nierentransplantation
selber zu einer signifikanten Reduktion der Mortalitat im Vergleich zu den gelisteten,
aber noch nicht transplantierten Patienten, fuhrte. Dieser Effekt zeigte sich statistisch
allerdings erst nach 244 Tagen, weil auch die Transplantation, bei den in der Regel
multimorbiden Patienten, ein erhdhtes Sterberisiko nach sich zieht (8). Die Tatsache,
dass eine Nierentransplantation im Vergleich zur Dialyse, das Risiko eines
kardiovaskularen Ereignisses sowie die Hospitalisationsphasen senkt und dariber
hinaus die Lebensqualitat des Patienten steigert, konnte auch in weiteren Studien
dargestellt werden (5). Insbesondere ist die Dialyse, unabhangig von der Art des
Verfahrens, mit einem hohen Mortalitdtsrisiko bei Patienten nach einem
Transplantatversagen vergesellschaftet (9).

Die Indikation zur Nierentransplantation ist prinzipiell das terminale Nierenversagen,
das eine Dialysebehandlung erforderlich macht. Mit generell zunehmender
Lebenserwartung und einer damit verbundenen erhdéhten Morbiditat durch z.B. Diabetes
mellitus oder arterieller Hypertonie, stellen diese Grunderkrankungen die haufigsten
Ursachen fir ein chronisches Nierenversagen und dem Beginn einer
Nierenersatztherapie dar. Im Jahr 2014 war eine zystische Nierenkrankheit, aber auch
der Diabetes mellitus mit Nierenkomplikationen oder das chronische nephritische

Syndrom die haufigsten Indikationen flr eine Nierentransplantation (3).

1.2 Immunsuppression

Da ein homozygotes Zwillingspaar genetisch absolut identisch ist, fuhrt ein Transplantat
von einer solchen Spender-/Empfangerkonstellation nicht zu einer Abstof3ung. Eine
solche Konstellation hat sich das Team um Joseph Murray am Peter Brent Brigham
Hospital in Boston 1954 2zu nutze gemacht, um die erste erfolgreiche



Nierentransplantation zwischen einem eineiigen Brider-Zwillingspaar durchzufiihren
(1). Da aber ein genetisch identischer Zwilling nur selten als Lebend- und schon gar
nicht als Leichenspender =zur VerflUgung steht, war es erforderlich, um die
Transplantationsmedizin weiter zu entwickeln, auch Nieren zwischen immunologisch
differenten Individuen zu transplantieren, was jedoch zunachst, ohne die Méglichkeit
einer spezifischen medikamentésen Unterdriickung des Immunsystems, regelhaft zu
einer Absto3ungsreaktion fuhrte. Erst mit der Einfihrung des Wirkstoffs Azathioprin in
den frihen 1960er Jahren konnte deshalb erstmals ein akzeptables Langzeitiiberleben
eines Transplantats verwirklicht und die AbstoRungskrisen nach Transplantation
reduziert werden (10). Allerdings war es erst die Einfiihrung von Cyclosporin Anfang der
1980er Jahre durch die Fa. Sandoz (heute Novartis) und die ersten erfolgreichen
klinischen Studien durch Sir Roy Calne in England (11), die zu einer wirklich
signifikanten Reduzierung akuter Abstollungen gefihrt haben, wodurch die
Transplantation aller soliden Organe letztendlich zu einer weit verbreiteten und
etablierten Therapieoption geworden ist.

Das Einjahres-Uberleben eines Transplantates liegt heute, dank moderner
Immunsuppressionsprotokolle, bei Leichenspendernieren bei ca. 90% und bei
Lebenspendernieren bei ca. 95%, und die akute Abstol3ungshaufigkeit nimmt weiter in
zunehmendem MalRe ab (12). Trotzdem kommt es noch bei ca. 10-25% aller
Nierentransplantationen zu einer akuten AbstoRung, die dann am haufigsten in den
ersten 3 Monaten nach Transplantation auftritt. Sie stellt nach wie vor nicht nur eine
Hauptkomplikation in der frihen postoperativen Phase, sondern auch einen wichtigen
prognostischen Faktor fur die langfristige Transplantatfunktion dar (13).

Um eine AbstoRung des Transplantates zu verhindern, werden dem Empfanger
Medikamente gegeben, die dessen Immunsystem unterdricken und z.B. auf
verschiedenen Ebenen die T-Zell-Aktivierung hemmen. Eine dauerhafte Toleranz des
Immunsystems gegenuber dem Transplantat, d.h. ein Verzicht auf eine medikamenttse
Immunsuppression, konnte bisher nur in Einzelfallen erreicht werden, jedoch werden
meistens im Langzeitverlauf durch endogene Anpassungsvorgdnge niedrigere
Dosierungen von Immunsuppressiva benotigt. Derzeit wird an den meisten Zentren eine
Dreifach-Kombination, bestehend aus Glukokortikoiden und einem Calcineurin-Inhibitor
(Cyclosporin A oder Tacrolimus) plus einem antiproliferativen Medikament (z.B. MMF
oder Sirolimus) plus eine initialle Induktionstherapie mit einem T-Zell Antikérper (z.B.

Basiliximab) eingesetzt (14,15).
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Abbildung 1. Schematische Ubersicht der Wirkmechanismen verschiedener Immunsuppressiva (15)

Der Vorteil bzw. Sinn dieses Kombinationsprinzips ist eine optimierte Unterdriickung
des Immunsystems, was durch die Gabe mehrerer Subtanzen, die sich in ihren
Wirkungsmechanismen unterscheiden und somit mehrere Signalwege der
Immunantwort  inhibieren, maximiert ~ wird.  Gleichzeitig  ermdglicht  die
Kombinationsbehandlung eine  Verminderung der Dosis der einzelnen
Immunsuppressiva und damit eine Minimierung unerwinschter Nebenwirkungen. Des
Weiteren wird mit diesem Konzept angestrebt, nach der Uberbriickung der frithen
AbstoRungsphase auf eine der Immunsuppressionskomponenten vollstdndig zu
verzichten, ohne die Transplantatfunktion zu beeintrachtigen (16)

Obwohl die neueren moderne Immunsuppressiva das Immunsystem selektiver und
gezielter beeinflussen, ist ihre Wirkung auf andere nicht-immunologische Zellen im
Korper nicht zu verhindern. Dadurch entstehen weiter dosis- und zeitabhangige
Nebenwirkungen, die neben den kardiovaskularen Risikofaktoren (Hypertonie,
Hyperlipiddmie)  die  beflrchtete Nephrotoxizitdt und  das  chronische
Transplantatversagen umfassen. Weiter wird die artifizielle Immunschwéache von einem
erhohten Risiko fur Infektionen und malignen Neoplasien (meist Lymphome) begleitet

(17). Daher mussen sowohl die Blutspiegel (der Calcineurin-inhibitoren) als auch die
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Nebenwirkungen der Immunsuppressionstherapie nach der Transplantation durch

Anbindung an ein Transplantationszentrum intensiv tberwacht werden (18, 19).

In der Nierentransplantationsmedizin richtet sich das Vorgehen bei einer akuten
AbstoRung nach der Schwere einer Abstol3ung, die wiederum histologisch nach einem
international vereinheitlichten Schema (Banff-Klassifikation) eingestuft wird (20). Der
therapeutische Ansatz basiert zumeist auf den histologischen Befunden einer
Transplantatbiopsie. Symptomatisch prasentiert sich die akute Absto3ung durch eine
akute Transplantatsdysfunktion mit einem Kreatinin-Anstieg im Serum sowie einem
Ruckgang der Urinausscheidung. Dabei bleibt der Patient jedoch ansonsten meistens
asymptomatisch. Erschwerend ist dabei, dass auch andere, nicht-immunologische
Faktoren, wie z.B. eine kompromittierte Durchblutung des Transplantats, ein Infekt oder
die bereits erwahnte Nephrotoxizitat der Calcineurin-Inhibitoren ein ahnliches klinisches
Bild erzeigen konnen, weshalb in den meisten Fallen zur definitiven Ursachenabkl&arung
nur die Biopsie bleibt. Diese hat jedoch auch Risiken wie z.B. eine Blutung, die je nach
Schwere bis zu einem Transplantatverlust fiihren kann.

Bei hochgradigen Verdacht auf eine akute AbstoRung, und nach Ausschluss anderer
Faktoren (z.B. durch Sonographie, Calcineurin-Inhibitor-Spiegel), kann auch schon vor
dem Eingang des Biopsie-Ergebnisses mit einer hochdosierten intravendsen
Antirejektions-Therapie (z.B. mit hochdosiertem Methylprednisolon) begonnen werden.
Falls die Biopsie eine hdhergradige Abstol3ung nachweist oder sich keine Ansprache
auf die hochdosierte Steroidtherapie zeigt, kommen als zweite Stufe AntikGrper zum
Einsatz. Ein wichtiger Vertreter aus dieser Gruppe ist z.B. das gegen die T-
Lymphozyten gerichtete Thymoglobulin. Bei starker immunisierten Patienten mit
erhohter Inzidenz akuter Rejektionen ist auch eine Anpassung des Langzeit-
Immunsuppresionsprotokolls zum Beispiel durch eine Erhoéhung der Calcineurin-
Inhibitor-Spiegel oder die Hinzunahme weiterer, Uber einen anderen Mechanismus
wirkende Substanzen, wie Mycophenolatmofetil (Cellcept) oder Sirolimus (Rapamycin),
einem sog. mMTOR Inhibitor erwagenswert (21). In manchen Zentren wurde in den
letzten Jahren auch eine initialle Induktiontherapie als Standard eingefuhrt. Die
Ergebnisse dazu sind besonders bei Nierentransplantationen vielversprechend und mit
einer deutlich hoheren Uberlebensrate sowohl des Transplantats als auch der Patienten

zu verzeichnen (22, 23).
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1.3 Akute Dysfunktion nach Nierentransplantation (Definition, Ursachen,
Haufigkeit)

Das akute Nierenversagen - oder auch akute Niereninsuffizienz- ist definiert als ein
abrupter oder rapider, jedoch reversibler Riickgang der renalen Ausscheidungsfunktion
und/oder der Verlust der Fahigkeit der Nieren zur Elimination harnpflichtiger
Substanzen. Dieser Zustand kann innerhalb von Stunden bis Tagen einsetzen und ist
durch einen Anstieg der Kreatinin- und Harnstoffkonzentration im Serum oder Azotamie
(Erh6hung der Konzentration von stickstoffhaltige Substanzen im Blut ) und/oder die
gleichzeitige Abnahme der Urinausscheidung gekennzeichnet (24). Zudem kommt es
zu einer Dysregulation des extrazellularen Volumens und dem S&ure-Basen- und
Elektrolythaushalt. Das akute Nierenversagen ist immer noch, trotz besserer
Diagnostik- und Behandlungsoptionen, mit einer hohe Morbiditat und Mortalitat
assoziiert (25, 26) .

In Jahr 2004 wurde auf einer ,Consenus Konferenz® von der Arbeitsgruppe ,Acute
Dialysis Quality Initiative® eine Definition und Klassifikation fur das akute
Nierenversagen festgelegt und unter dem Akronym RIFLE (Risk of Renal Dysfunktion,
Injury to the Kidney, Failure or Loss of Kidney Funktion, and End-stage Kidney
Disease) veroffentlicht (27). Die RIFLE Kriterien basieren somit auf dem Ausmalfi einer
seriellen Kreatinin-Erhohung bzw. des Abfalls der glomeruléaren Filtrationsrate (GFR)
und/oder Urinausscheidung, wobei zur Einstufung immer die aktuell am starksten
pathologisch veranderten Werte genutzt werden.

Um das gesamte Spektrum des Krankheitsbild besser beschreiben zu kdnnen, wurde
2007 der Begriff “akutes Nierenversagen” durch den Begriff “akute Nierenschadigung”
verdrangt und von dem Acute Kidney Injury Network (AKIN) spezifische Kriterien fur die
Diagnosestellung einer akuten Nierenschadigung entwickelt (28). Das AKIN definiert
eine akute Nierenschadigung als abrupte (innerhalb von 48 Stunden) Verschlechterung
der Nierenfunktion, manifestiert durch eins der folgenden Merkmale:

- ein absoluter Anstieg des Serum-Kreatinins um 0.3mg/dL oder mehr

- ein prozentueller Anstieg des Serum-Kreatinins um 50% oder mehr

- eine Verminderung der Urinausscheidung auf weniger als 0.5 mL/kg/h Uber eine

Dauer von 6 Stunden
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Im Vergleich zu den RIFLE-KTriterien, die einen Zeitrahmen von einer Woche festlegen,
um die Diagnose AKI festzustellen, reicht laut den AKIN-Kriterien als Differenz
zwischen zwei Kreatinin-Werten ein Zeitraum von 48 Stunden. Aul3erdem wird hier auf
Dehyratation und Obstruktion geachtet, denn die Kriterien dirfen nur bei einem
optimierten Volumenstatus angewendet werden.

Das AKIN erarbeitete ein Einteilungssystem, das auf den RIFLE-Kriterien beruht und
diese modifiziert. In diesem ,Staging“-System wurden die Stadien “Risiko”, “Injury” und
“Failure” jeweils durch die Stadien 1, 2 und 3 ersetzt. Patienten, die eine
Nierenersatztherapie erhalten, werden automatisch und unabhangig von Serum-
Kreatinin und Urinausscheidung als Stadium 3 eingestuft. Die Kategorien “Loss” und
“‘Endstage Renal Disease” wurden als Folgen definiert und aus dem ,Staging“-System

eliminiert (29).

GFR criteria Urine output criteria
RIFLE (an acute rise in
SCr over 7d)
Risk g;iﬁease in SCr > 1.5 x baseline or decrease in GFR > U0 = 015 sl mer e < i
0
. Increase in SCr > 2.0 x baseline or decrease in GFR > UO < 0.5 mL/kg per hour x 12
Injury
50% h
Failure Increase in SCr > 3.0 x baseline or SCr > 4.0 mg/dL (354 UO < 0.3 mL/kg per hour x 24
umol/L) or decrease in GFR > 75% h or anuria x 12 h
Loss Complete loss of kidney function > 4 wk
ESKD End stage renal disease (> 3 mo)
AKIN (an acute rise in
SCr within 48 h)
Same as RIFLE-Risk plus increase in SCr > 0.3 mg/dL
Stage 1 (> 264 umol/L) Same as RIFLE
Stage 2 Same as RIFLE-Injury
Stage 3 Same as RIFLE-Failure plus initiation of RRT

Tabelle 1: RIFLE vs. AKIN Kriterien zur Definition der AKI (29).

In den ersten Wochen nach einer Nierentransplantation ist das Auftreten eines akuten
Nierenversagens ein bekanntes und haufiges Problem, dass das Transplantatiberleben
signifikant beeinflussen kann. Eine haufige Ursache fir ein akutes Nierenversagen in
der frihen Phase nach Transplantation ist eine akute Tubulusnekrose, die mit mehreren
Faktoren assoziiert ist. So wird sie zum Beispiel haufig bei einer Hypotension oder

hohem Alter des Spenders, bei langen warmen (und kalten) Ischdmiezeiten und bei
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erhohten vaskularen Resistenzindex-Werten beobachtet. Die akute Tubulusnekrose ist
die Hauptursache fiir eine verzogerte Transplantatfunktion (sog. ,delayed graft function®
DGF), die meistens durch die Notwendigkeit einer Dialyse innerhalb der ersten Woche
nach Transplantation charakterisiert wird (30). Nicht-immunologische Faktoren wie die
warme Ischamiezeit, die Dialysepflichtigkeit vor der Transplantation und das
Spenderalter spielen in dem Vorkommen der DGF ebenfalls eine Rolle (31, 32). Der
Einfluss einer DGF auf die Langzeitfunktion des Transplantats ist umstritten. Sie scheint
alleine, wenn entsprechend behandelt, laut mehrerer Studien, keinen nachteiligen
Einfluss auf die Langzeitprognose des Transplantats zu haben, jedoch kann eine DGF
das Risiko einer akuten Abstof3ung erhthen, was wiederum das Langzeitiberleben
beeintrachtigt (33, 34).

Weiterhin stellt die akute AbstoRung nach wie vor eine Hauptursache fur ein
Transplantatversagen dar. Sie kann innerhalb von Tagen bis Wochen (,early acute
rejection”), aber auch Monate nach einer Transplantation (,late acute rejection®),
auftreten und ist sowohl mit dem akuten als auch chronischen Transplantatversagen
assoziiert und hier der fuhrende Faktor fur die chronische Transplantatabsto3ung (35,
36).

Weitere Ursachen des postoperativen akuten Nierenversagens koénnen chirurgische
Komplikationen (Thrombose der Nierenarterie, Arterienknick, Obstruktion des

Harnweges) sowie nephrotoxische Immunsuppressiva (Calcineurin-Inhibitoren) sein.

1.4 Aktuelle Strategien zur akuten Uberwachung der Nierenfunktion

In der Initialphase nach einer Nierentransplantation ist eine engmaschige Uberwachung
und Kontrolle der Transplantatfunktion notwendig, denn in der frihen postoperativen
Phase treten die meisten chirurgischen Komplikationen auf und in den ersten Monaten
nach der Transplantation ist das Risiko einer immunologischen Reaktion (akute
Abstol3ungsreaktion) am grof3ten. Da solche Ereignisse nicht nur ein akutes
Transplantatversagen verursachen konnen, sondern auch zu den multifaktoriellen
Einflussgréen eines Langzeit-Transplantatversagens gehdren, werden in der
Transplantationsmedizin dringend neue diagnostische Verfahren und Parameter
bendtigt, die auch kleinere Nierenschadigungen besser anzeigen oder sogar friher
vorhersagen kdnnen.

Aktuell gehdren zum Standardprogramm eines Monitoring nach Nierentransplantation

eine Duplexsonographie der TransplantatgefaRe und ableitenden Harnwege, eine
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Uberwachung der Urinausscheidung und eine regelmaRige Blutuntersuchung mit
Bestimmung von Entzindungs- und Retentionsparametern sowie den Spiegeln der
iImmunsuppressiven Medikamenten.

Klassischerweise wird die Serum-Kreatinin-Konzentration zur Kontrolle der
Nierenfunktion und der Diagnosestellung eine akuten Nierenversagens (AKI) benutzt.
Allerdings kann die Kreatinin- und Harnstoffkonzentration im Blut in der Frihphase oder
unmittelbar nach einer Nierenschadigung noch niedrig oder im hoéheren Normbereich
sein, denn diese steigt erst an, wenn es zu einer Verminderung der GFR um
mindestens 50% bei vorher normaler Nierenfunktion kommt (37). Kleinere Schaden der
Niere kdonnen somit schlecht detektiert werden und ein mdglicher Therapie-Beginn
verzogert sich. Ein Anstieg des Kreatinins bedeutet also im Grunde ein bereits spates
Zeichen der Nierenschadigung oder weist lediglich auf eine schon bestehende
Schadigung hin und ist daher zur Pradiktion nicht geeignet.

Des Weiteren sind laut den AKIN-Kriterien zwei Kreatinin-Werte in einem Zeitraum von
48 Stunden erforderlich um die Diagnose festzulegen. Dies ist in der Situation einer
Nierentransplantation eine relativ lange Zeit, in der das Transplantat weiter geschadigt
werden kann (38).

AulRerdem sind die Retentionsparameter dialysierbar und demzufolge zur Einschatzung
der Nierenfunktion unter einer Dialysebehandlung wenig geeignet. Erschwerend kommt
hinzu, dass ein Anstieg der Kreatininkonzentration im Rahmen einer Sepsis, nach
Applikation von Kontrastmitteln oder auch als Nebenwirkung einer medikamentdsen
Therapie, bei der die tubulare Sekretion gehemmt wird, auftreten kann und der
Ausgangswert individuell unter anderem von Muskelmasse und Ernahrung abhangig ist
(39). Auch die Harnstoffkonzentration kann ohne das Vorliegen einer Nierenschadigung
z.B. bei einer gastrointestinalen Blutung, Steroideinnahme oder Mangelernahrung
erhoht sein (40).

In der Regel ist eine eindeutige und sichere Differenzierung zwischen den Ursachen
eines akuten Nierenversagens nur Uber eine Biopsie des Transplantats mdglich. Die
Schwere einer Abstol3ungsreaktion wird im histologischen Bild nach der BANFF
Klassifikation eingestuft und dementsprechend die passende Therapie eingeleitet (41).
Mit der wesentlichen Verbesserung der Sicherheit dieser diagnostischen Methode,
konnten zwar die damit assoziierten Risiken und Komplikationen deutlich reduziert,
jedoch nicht vollstandig ausgeschlossen werden. Zu den haufigsten Komplikationen

einer Biopsie gehdren eine Hamaturie, Blutung, perirenale Hamatome, arteriovenfse
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Fisteln und als schlimmstes Ereignis ein Transplantatverlust (42). Trotz ihrer Invasivitat,
wird dieser Methode infolge mangelnder Alternativen immer noch durchgefiihrt, um so
eine klare Diagnose zu bekommen, aus der sich eine zeitnahe adaquate Therapie

ableitet, um so eine weitere Schadigung des Transplantats zu vermeiden.

1.5. Neue Ansatze zur Uberwachung der Transplantatfunktion (,,Bio-Monitoring®)
und potentielle Biomarker

Die Suche nach schnellen, nicht-invasiven und vor allem spezifischeren Methoden und
Parametern zur Beurteilung einer Transplantatfunktion und zur mdglichen
Differenzierung eines Pathomechanismus, wurde in den letzten Dekaden umfangreich
intensiviert. Ideal waren Parameter, die eine direkte Aussage zu dem Ausmal3 und der
Art einer Nierenschadigung zulassen (um z.B. zwischen einer akuten Absto3ung und
anderen Ursachen wie einer medikamenten-assoziierten Toxizitdt unterscheiden zu
konnen), weil es damit gelange eine frihere Diagnose zu stellen und damit auch friher
ursachenspezifisch reagieren zu kbnnen.

Ein solches Bio-Monitoring ist eine zur Zeit nicht nur in der Transplantatmedizin
beforschte Methode, bei der es darum geht, neue, und fir bestimmte Krankheitsbilder
oder pathophysiologische Vorgange typische Substanzen zu identifizieren. Bei der
Niere fokussiert man sich dabei vor allem auf Koérperflussigkeiten, die unmittelbar im
Kontakt mit dem Organ stehen, namlich Blut und Urin. Die Vorstellung hierbei ist, dass
bestimmte Substanzen, sog. Biomarker, die durch eine Schadigung der Nierenzellen
entstehen, in das Blut oder den Urin freigesetzt werden. Attraktiv an diesem Ansatz ist
vor allem auch die einfache Méglichkeit der Materialgewinnung, da man bisher als
Goldstandard zur Beurteilung einer NierentransplantatabstoBung immer noch auf die
Biopsie angewiesen ist, die wie bereits beschrieben nicht nur technisch aufwendig ist,
sondern auch das Transplantat gefahrden kann (43).

Unter einem Biomarker versteht man in der Medizin ein charakteristisches biologisches
Merkmal, das objektiv gemessen und ausgewertet und als Indikator fir einen
physiologischen oder pathologischen Prozess oder zum Monitoring der
pharmakologischen Antwort auf eine therapeutische Intervention herangezogen werden
kann. Meistens handelt es sich um ein messbares Protein (Enzym, Hormon), es kann
aber auch ein Gen, ein Genprodukt oder ein Molekul (MicroRNA) sein. Ein idealer
Biomarker sollte moglichst kostengtinstig und einfach zu messen sein und eine

Stabilitat in unterschiedlichen Gruppen (Geschlecht, Ethnizitat) zeigen. Dennoch sollte
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er eine hohe Sensitivitat und Spezifitdt aufbieten. Ein Biomarker mit hoher Sensitivitat
zeigt eine Relevanz bzw. ist positiv bei nahezu allen Patienten, bei den die Krankheit
tatsachlich vorliegt, wobei die hohe Spezifitdt beschreibt, dass der Biomarker bei den
meisten Gesunden negativ getestet wird (44).

Fur den Einsatz von Biomarkern in der klinischen Diagnostik hat sich in den letzten
Jahren ein zunehmender Bedarf gezeigt, und Biomarker haben einen herausragenden
Stellenwert in vielen Bereichen der Medizin erreicht. So wird auch in der Kardiologie,
nachdem die Aspartat Aminotrasferase zur Erkennung einer myokardialen Schadigung
durch TroponinT, ein Marker mit hoherer Spezifitdt und Sensitivitat zum Myokardinfarkt,
ersetzt wurde, nach weiteren Biomarkern gesucht (45).

Der am weitesten verbreitete und &lteste Biomarker ist immer noch das zur Diagnose
einer Nierenschadigung heran gezogene Serum-Kreatinin. Die Einschéatzung der
Nierenfunktion im klinischen Alltag fokussiert sich auf eine serielle Kreatinin-
Konzentration und die Berechnung der GFR. Allerdings ist das Kreatinin, wie bereits
ausgefuhrt, ein relativ ungenauer und eigentlich ungeeigneter Marker zur frihen
Detektion einer Nierenschadigung und erlaubt auch keine Unterscheidung zwischen
den mdoglichen Ursachen. Die Kreatinin-Konzentration zeigt erst einen Anstieg im
Serum nach einem Verlust von ca. 50% der Nierenfunktion und kann auf3erdem von
mehreren nicht-renalen Faktoren, wie zum Beispiel dem Alter, Geschlecht, der
Muskelmasse, einer Medikamenteneinnahme und dem Volumenstatus beeinflusst
werden.

Aufgrund dieses Mangels, fokussieren sich viele Studien auf neue Marker zum
,Monitoring“ einer Nierentransplantatfunktion und dem Auftreten eines akuten
Nierenversagens (AKI) nach einer Transplantation. Es besteht ein dringlicher Bedarf fir
eine sensitivere und weniger invasive Diagnostik, die friher auf eine Nierenschadigung
sowie deren Mechanismus hinweist, um moglichst auf eine Biopsie des Transplantats
verzichten zu kénnen.

Die Eigenschaften eines idealen Biomarkers zur Fruherkennung einer
Nierenschadigung sind folgende:

- Er wird aus den geschadigten Zellen freigesetzt und weist spezifisch auf die Niere hin
- Seine Konzentration im Koérper sollte proportional zu dem Ausmald der Schadigung
sein

- Er wird in der Frihphase des Ereignisses ausgeldst, wenn die Organschadigung noch

reversibel ist
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- Er kann dem therapeutischen Monitoring dienen, indem seine Konzentration nach der
akuten Schadigungsepisode oder unter einer erfolgreichen Therapie rasch abfallt

- Er ist schnell und zuverlassig messbar

1.6 Potentieller Biomarker zur Erfassung einer Nierendysfunktion

1.6.1 Glutathion-S-Transferase, Funktion, Isotypen

Die Glutathion-S-Trasferasen sind multifunktionelle Enzyme, die in zahlreichen
Geweben vorkommen und hauptséchlich der Entgiftung von xenobiotischen
Substanzen dienen und bei der Metabolisierung endogener Substanzen wie
Leukotrinen und Prostaglandinen beteiligt sind. Je nach Lokalisation in der Zelle wird
die Familie der Glutation-S-Transferasen in drei Superfamilien unterteilt: zytosolisch,
mitochondrial und microsomal (46). Des Weiteren werden diese nach ihrer Struktur und
ihren physiochemischen Eigenschaften in weitere Isoformen klassifiziert.

Alpha- und pi-GST befinden sich im Zytosol und kommen vor allem in der Leber und
Niere vor. Wahrend alpha-GST ein 51kDa grol3es Protein ist und hauptsachlich in den
Hepatozyten und in dem proximalen Abschnitt des Nierentubulus exprimiert wird,
besitzt p-GST eine Molekularmasse von 47kDa und wird in hoherer Konzentration in
den Gallengangzellen sowie im distalen Tubulus in der Nieren gefunden (47, 48).

Im Urin eines Gesundes ist GST kaum nachweisbar. Kommt es jedoch zu einer
Schadigung der renal tubuléaren Epithelzellen oder einem Zelluntergang wird GST in
das tubulare Lumen freigesetzt und in hoher Konzentration im Urin nachgewiesen (49,
50). In der warmen Ischadmiezeit und durch nephrotoxischen Wirkstoffe wie z.B.
Immunsuppressiva betrifft die Schadigung hauptsachlich die proximalen Tubuli der
Niere, wohingegen bei einer akuten Rejektion hauptsachlich die Zellen der distalen
Tubuli geschadigt werden (51). Die Tatsache, dass alpha-GST ausschlief3lich in den
proximalen Epithelzellen des Tubulus und pi-GST in dem distalen Epithelium ist, kann
theoretisch eine prazisere Aussage zur Lokalisation einer Nierenzellschadigung und
dadurch auch eine bessere Differenzierung zwischen den zugrunde liegenden
Ursachen ermdglichen (52).

Sowohl in Menschen als auch Ratten zeigt die Bestimmung von alpha-GST im Urin in
mehreren Studien eine hohe Sensitivitat und Spezifitdt fir eine proximale tubulare
Nekrose und der damit assoziierten DGF, aber auch einer medikamenten-induzierten
Nephrotoxizitat (53, 54). Bereits 1988 konnten Backman et al eine signifikante Relevanz

von alpha-GST, friher auch als basisches GST beschrieben, zur Detektion von
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Tubulusschaden in 69 transplantierten Patienten darstellen (55). In weiteren Studien
wurde auch der Stellenwert von pi-GST im Urin nach einer Nierentransplantation
untersucht. Es zeigten sich bei einer akuten Rejektion hohe Exkretionen von pi-GST
aus dem distalen Tubulus (56). Dariiber hinaus zeigte sich in einer Arbeit von Sarvary
et al, in der alpha- und pi-GST im Urin von 61 Spendern bereits praoperativ
ausgewertet wurde, fur pi-GST eine Reliabilitat von 68% als wertiger pradiktiver Marker
fur die Funktionsfahigkeit eines Transplantats und dessen Uberlebensrate (57).

Die Konzentrationsmessung dieser beiden Isoformen von GST im Urin zur Monitoring
eines Nierentransplantats konnte demzufolge eine hohe Wertigkeit haben. Als
Biomarker in der Nierentranplantation konnte dies nicht nur eine genauere Angabe Uber
den zugrunde liegenden Nierenschadigungsmechanismus vermitteln, sondern auch

eine pradiktivere Aussage zur Transplantasiberlebensrate erlauben.

1.6.2 Andere Biomarker der Niere

Eine frhe Schadigung im Bereich des proximalen Tubulus kann durch verschiedene
weitere Proteine angezeigt werden. Basierend auf einer genomischen Analyse konnten
bereits verschiedene Biomarker fur einen Nierenschaden und tubuldre
Reparaturmechanismen identifiziert werden. Die Anerkennung von insgesamt sieben
Nieren-Dysfunktionsmarkern zur Anwendung in préklinischen Rattentoxizitatsstudien
durch die US-Amerikanische FDA und die Europaische Arzneimittel Agentur (EMEA)
waren hierbei ein Meilenstein bei der Etablierung von Biomarkern (58). Wichtigste
Vertreter sind das Kidney Injury Molecule-1 (KIM-1), B2-microglobulin und Cystatin C
(59-61).

Andere bekannte Marker sind Neutrophil Gelatinase-associated Lipocalcin (NGAL),
Clusterin (Urin), Trefoil Factor 3, Interleukin 18, Calbindin, Epidermal growth factor,
Osteopontin, Tissue Inhibitor of Metalloproteinase-1 (TIMP-1) und Vascular endothelial
growth factor (VEGF) (62-65).

Diese Marker ermoglichen nicht nur ein sensitives Monitoring der Nierenfunktion,
sondern geben auch Hinweise auf den Ort einer Schadigung (tubular, glomeruléar) oder
den moglichen Schadigungsmechanismus innerhalb des Nierenparenchyms (siehe
Abbildung 2) (66).
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Abbildung 2. Merker der Nierenschadigung und ihre Zuordung im Nephron (66)
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1.7 Ableitung der wissenschaftlichen Fragestellung
Zur Einschatzung einer Funktionsstérung oder einer Schadigung des Transplantats sind
die heutigen Methoden meistens ungenau oder sehr invasiv. Kreatinin- und
Harnstoffkonzentrationen bieten keine signifikante Sensitivitat in der frihen Phase einer
Nierenzellschadigung. Daher werden neue Parameter bendtigt, deren Bestimmung
zugéanglich, kostengunstig und aussagekraftig ist.
Das Ziel dieser Arbeit ist es, die diagnostische Wertigkeit von zwei Isotypen des
Enzyms Glutathion-S-Transferase (GST) (alpha und pi) im Urin zur perioperativen
Beurteilung der Nierenfunktion transplantierter Patienten und ihrer Spender zu
analysieren und dabei folgende Fragen zu klaren:
1. Hat GST im Urin der Spender einen pradiktiven Wert hinsichtlich der
Organqualitat von Nierentransplantaten?
2. Ist GST im Urin ein zuverlassiger Marker fur die Uberwachung der
Nierentransplantatfunktion?
3. Ist GST im Urin ein signifikanter Marker fir eine akute Abstof3ungsreaktion?

4. Hat GST im Urin eine Bedeutung zur Prognoseabschatzung?
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2. Methodik
2.1 Patienten (Studienprotokoll, Ein- Ausschlusskriterien, Ethikvotum)
Die vorliegende prospektive Studie ist von der Ethikkommission der Charité
(Antragsnummer EA2/137/10) am 02.02.2011 genehmigt worden. Alle Probanden
haben nach vorheriger ausfuhrlicher Aufklarung und Information tber den Ablauf und
die Kriterien der Studie ihr freiwilliges schriftiches Einverstandnis gegeben. Den
Patienten wurde erklart, dass die in der Studie untersuchen Materialien bei
Routineentnahmen gewonnen und anonymisiert verarbeitet werden und dass die
Probenuntersuchung kein weiteres Risiko fur sie darstellt.
Es wurden Patienten mit einer de novo Nierentransplantation eingeschlossen, die nach
ausfuhrlicher Evaluation in das Lebendspenderprogramm unseres Zentrums oder in die
Eurotransplant Listung einbezogen worden waren. Ausschlusskriterien waren ein Alter
unter 18 Jahren sowie Simultan-Transplantationen (z.B. Niere plus Leber, Herz oder
Pankreas).
Fir die Studie wurde eine Gesamtanzahl von 100 Patienten vorgesehen, jedoch
konnten aufgrund der seit 2010 zuriickgegangenen Zahlen an Organspendern und
damit auch Transplantationen in Deutschland im Studienzeitraum von zwei Jahren nur
80 Patienten eingeschlossen werden. Die Anzahl der Lebendspende-Transplantationen
betrug 50, die der Leichenspende lag bei 30. Alle Transplantationen wurden zwischen
2010 und 2012 durchgeflhrt.
Die Patientengruppen wurden wie folgt gebildet:

e Hirntote Nierenspender (Gruppe A, n=30)

e Transplantat-Empfanger vom Leichenspendern (Gruppe B, n=30)

e Lebendspender (Gruppe C, n=50)

e Transplantat-Empfanger vom Lebendspendern (Gruppe D, n=50)
Die Urin- und Blutproben wurden von den Gruppen B, C und D seriell an Tag 0, 1, 3, 5,
und 7 nach Transplantation entnommen, von der Gruppe A konnte selbstverstandlich
nur zum Zeitpunkt der Spende (TO) eine Probe durch ein Explantations-Team unserer
Abteilung gesammelt und transferiert werden. Im Serum wurden, neben
Entziindungsparametern (CRP, Leukozyten), die korrespondierenden Kreatinin- und
Harnstoffkonzentrationen sowie die Immunsuppressiva-(Calcineurin-Inhibitor)-Spiegel
bestimmt. Weiter wurden folgende deskriptive Parameter erhoben: Alter, Geschlecht,
BMI, Grunderkrankung, kalte und warme Isch&miezeit sowie Diurese in der ersten

Stunde nach Transplantation. Weiter wurde, im Falle einer initialen
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Transplantatdysfunktion, die Dauer einer mdglichen Dialysebehandlung dokumentiert.
Unter Berucksichtigung von kritischen Ereignissen in der Beobachtungszeit wurden die
Gruppen zusatzlich in folgende finf Subgruppen unterteilt.

1. Vorliegen einer akuten Abstol3ungsreaktion (definiert durch eine Nierenbiopsie
oder der Beginn einer Abstol3ungstherapie) (Subgruppe 1)

2. Vorliegen einer Calcineurininhibitoren-Toxizitat (definiert als ein pathologisch
erhohter Serum-Talspiegel von 215 ng/ml fur Tacrolimus und =250 ng/ml fur
Cyclosporin) (Subgruppe 2)

3. Vorliegen einer akuten Absto3ungsreaktion UND einer Calcineurininhibitoren-
Toxizitat (Subgruppe 3)

4. Vorliegen einer Delayed Graft Function (definiert durch die Notwendigkeit der
Nierenersatztherapie innerhalb der ersten Woche nach Nierentransplantation)
(Subgruppe 4)

5. Keine der 0.g. Ereignisse (Subgruppe 5, Kontrollgruppe)

2.2 Materialien

2.2.1 Probengewinnung und Verarbeitung

Die Probenentnahme erfolge zu den in dem Studienprotokoll festgelegten Zeitpunkten.
Es wurde zu jedem Zeitpunkt ein EDTA-, Serum- sowie Urin-Rdhrchen (jeweils 10ml)
asserviert. Bei den préoperativen Urinproben handelt es sich um Spontanurin, wobei
die Proben der Leichenspender aus einem Blasenkatheter gewonnen wurden. Die
Biomarker wurden nach der Transplantation in dem Urin der Transplantatniere, der sich
direkt Uber eine im Transplantat liegenden Mono — J — Harnleiterschiene gewinnen liel3,
untersucht. Das Untersuchungsmaterial wurde sofort flr 8 Minuten bei 4°C und 3000
Umdrehungen zentrifugiert. Danach wurde das Material in Kyroréhrchen aliquotiert und

anschliel3end bei -80°C bis zur Auswertung tiefgefroren und gelagert.
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2.2.2 Verbrauchsmaterialien
In der Tabelle 2 sind die zur Verarbeitung und Aufbewahrung von Proben verbrauchten
Materialien aufgefihrt.

Produkt Hersteller

CyroPure Gefaf 1,8ml weild Sarstendt
Mikropipetten 1000 Eppendorf
Pipettenspitzen 1000 blau Sarstendt
Konisches Roéhrchen 15ml Falcon
Handschuhe Mikro-Touch Ansell
Zentrifuge Megafuge 11R Thermo
Gerfierschrank Hera freeze Thermo

Tabelle 2: Verbrauchsmaterialien

2.2.3 Software
= Word, Microsoft
= Excel, Microsoft
= SPSS, IBM
* Prism 6, GraphPad
= T-Base-Transplantationsdatenbank, Charite

2.3 Enzyme Linked Immuno Sorbent Assay (ELISA)

Die quantitative Bestimmung des Glutathion-S-Transferase im Urin wurde von der
Firma Argutus Medical Ltd, einem Tochterunternehmen der EKF Diagnostics, in Dublin
durchgefuhrt. Die Untersuchungsproben wurden dazu auf Trockeneis verpackt und
versendet.

Der Argutus AKI Test Assay ist ein multiplexed sandwich Immunassay, d.h. mehrere
Analyte wurden auf derselben Platte gemessen (67). Ein Spektrum an Antikdrpern
wurde appliziert, die mit den jeweiligen GST-Partikeln spezifisch reagierten. Nach der
Hinzugabe einer ,Stopp“lésung und dem wiederholten Waschen mit
Phosphatpufferlésung (Phosphate-buffered saline (PBS)) wurden markierte Antikorper
dazu gegeben. AnschlieRend wurde ein ,Read Buffer” in die ,Wells“ zugefiihrt und die
Konzentration in einem sog. ELISA-Reader spektrometrisch gemessen. Der Argutus
AKI Test Assay ist hoch spezifisch fur GST und zeigt keine Kreuzreaktion zwischen a-

und -GST. In Bezug auf den Referenzbereich von GST empfehlt der Hersteller die
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Bestimmung eines eigenen Referenzbereichs der jeweiligen Studiengruppe. Die
Referenzbereiche der untersuchte Biomarker wurden aus den préoperativen Werten in
den gesunden Lebendspendern errechnet. Fur a-GST lagen diese zwischen 2,76 —

7,67ng/mg uCrea und fur T-GST zwischen 5,14 — 13,07ng/mg uCrea.

2.4  Statistik

Um natirliche Schwankungen in der Konzentration der Urinproben zu beriicksichtigen,
wurden die untersuchten Biomarker gegen den jeweiligen Kreatininwert im Urin
normiert. Die daraus resultierende Einheit war ng/mg uCrea. Aus den gquantitativen
Daten wurden der jeweiligen Mittelwert + Standardabweichung errechnet und diese
Ergebnisse weiter statistisch analysiert und graphisch aufgearbeitet. Um die statistische
Signifikanz zwischen zwei Variablen zu uUberprufen, wurde ein non-parametrischer
Mann-Whitney U-Test durchgefuhrt. Zur Analyse mehrerer Variablen wurde ein Two-
Way-ANOVA verwendet. Hierbei wurden als post-hoc Analyse der Subgruppen ein
Tukey und Holm-Sidak Test angewendet. Zur Errechnung der Spezifitdt und Sensitivitat
eines Markers wurden ROC Analysen durchgefuhrt. Anhand dessen wurde mit Hilfe
einer Exel Tabelle ein sog. Youden Index kalkuliert, um die cut-off-Werte zu bestimmen.
Des weiteren wurde anhand der errechneten cut-off-Werte eine Uberlebens-Analyse
durchgefuhrt. Fur alle statistischen Tests wurde ein Signifikanzniveau von p<0,05

definiert.
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3. Ergebnisse

3.1. Demographische Daten

Es wurden 80 Patienten an dem Standort Campus Virchow Klinikum der Charité-
Universitdtsmedizin Berlin in die Studie eingeschlossen. Alle Probanden haben an die
Gesamtdauer der Studie teilgenommen. Bis zum Studienende kam es weder zu einem
Ausschluss noch zu einem Widerruf der Einverstandniserklarung von Patienten. Die
demographischen Daten der einzelnen Patientengruppen (Gruppe A-D) sind in der
Tabelle 3 gezeigt. Es gab keinen signifikanten Unterschied hinsichtlich des Alters
zwischen den Spendergruppen. Im Gegensatz dazu waren die Empfanger von
Leichenspenderorganen signifikant alter als die Lebendspende-Empfanger. Hinsichtlich
des Geschlechts und BMI bestanden ebenfalls keine signifikanten Unterschiede.
Erwartungsgemald waren kalte aber auch warme Ischamiezeiten bei der Leichen- im

Vergleich zur Lebendspende signifikant erhdht.
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Geschlecht | Alter [Jahre] | BMI [kg/m?] CIT [min] WIT [min]
[m/f] MW.£SD.| MW.£S.D. | MW.£S.D. | MW. £S.D.
S.W. S.W. S.W. S.W.
(p) (P) ()
Gruppe A: 11/19 58,3 +15,3 27,3+6,5
Hirntote Spender, 25-82 19.1-45
n=30 (n.s.) (n.s.) (n.s.)
Gruppe B: 22/8 58,4+126 | 26,4+4,1 |613.7+269,0| 34,7+11,1
Empfanger  vom 25-78 19.4-345 | 350-1745 20 — 65
Leichenspendern, (n.s.)
n=30 (n.s.) (p=0,0067 " (p<0,0001 (p<0,0001
vs. D) vs. D) vs. D)
Gruppe C: 22/28 53,56+10,2 | 253+3,2
Lebendspender, o5 _ 78 18 - 35.6
n=50
(n.s.) (n.s.) (n.s.)
Gruppe D: 35/15 47,6 + 15 258+49 | 193,0+61,8 | 234+74
ETgEgIEr e 18-91 | 17.6-41.9 | 105-480 12 -55
Lebendspendern, (n.s.)
n=50 (n.s.) (p=0,0067 " (p<0,0001 (p<0,0001
vs. B) vs. B) vs. B)

Tabelle 3: m = Mann / f = Frau / M.W. = Mittelwert / S.D. = Standardabweichung / S.W.
p = p-value / BMI = Body mass index / CIT = kalte Ischamiezeit /
WIT = warme Ischamiezeit/ n.s. = nicht signifikant

= Spannweite /

Die haufigste Indikation fur eine Nierentransplantation war in beiden Empfangergruppen

eine Glomerulonephritis (41,3%), gefolgt von einer vaskularen Nephropathie (20%)

sowie einer polyzystischen Nierenerkrankung (6,3%). In zwei Fallen war die langjahrige

Einnahme von Calcineurininhibitoren nach Herztransplantation ursachlich fur die

terminale Niereninsuffizienz. Unter ,Andere“ wurden seltene Krankheitsbilder wie ein

Morbus Ormund oder Wilms-Tumor erfasst (s. Abbildung 3).
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Glomerulonephritis 41,3%

Vaskulare Nephropathie

Systemerkrankung

Diabetische Mephropathie B,3%

Urologische Erkrankung 5%
Interstitielle Nephritis 2,5%
CNI-Tox 2.5%
Andere oder unbekann 3,8%
I T T T T T T T
] 5 10 15 20 25 30 35

Anzahl

Abbildung 3. Grunderkrankungen fir eine Transplantation

3.2 Nierenfunktion (Kreatinin und GFR)

Das Serum-Kreatinin wurde mittels standardisierter Jaffé-Methode laborchemisch
bestimmt und die eGFR mit der MDRD-Formel berechnet. Nach Organimplantation
wurde die Transplantatfunktion anhand der Retentionswerte und Menge der
Urinausscheidung dokumentiert.  Zusatzlich wurde die Nierenfunktion der
Lebendspender nach (einseitiger) Nephrektomie erfasst.
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3.2.1 Leichenspender

Die Spender (Gruppe A, n=30) waren zwischen 25 und 82 Jahre alt, 11 (37%) davon
waren mannlich und 19 (63%) weiblich. Der durchschnittiche BMI lag bei 27,3+6,5
kg/m2. Die Serum-Kreatininwerte der Leichenspender lagen zwischen 0,31 mg/dl und
1,45mg/dl|, der Mittelwert und die Standardabweichung bei 0,81+0,29 mg/dl. Die eGFR
schwankten zwischen 37,1 und 185,5ml/min, der Mittelwert lag bei 95,9+39ml/min. Die
durchschnittliche Diurese der letzten Stunde vor Operation betrug 152+16 mi/h. Die
haufigste Todesursache der Spender war eine Subarachnoidalblutung (40%), gefolgt

von einer intrazerebralen Blutung (26,6%).

3.2.2 Leichenspende-Empfanger

In der Abbildung 4 sind der Verlauf der Kreatininwerte in dem Blut der Leichenspende-
Empfanger (Gruppe B) anhand des Mittelwerts und des SEM dargestellt. Hier zeigte
sich vor allem am 5. und 7. Tag nach Transplantation ein signifikanter Anstieg der GFR
Mittelwerte (p<0,0001). Der Kreatininmittelwert fiel von praoperativ (d0) 6,83+1,98mg/dI
stetig auf 4,47+2.21mg/dl am 7. postoperativen Tag (POD). Signifikante Unterschiede

der Kreatininwerte zwischen den Studientagen wurden nicht verzeichnet.

-8~ Serum-Kreatinin

- eGFR

8+ -40
i
(2]

6- -30
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$ o . : 3
e | 2
= 2 B-———————~ & -10
]
(/2]

0- -0

0 1 3 5 7
POD

Abbildung 4. Nierenfunktion Leichenspende-Empfanger (Gruppe B) vor/nach NTX,
Verlauf Serum-Kreatinin und GFR (*: p<0,05)

29



In dem Patientenkollektiv wurde bei 16 (53,4%) der von Leichenspendern
transplantierten Nieren (n=30) bereits intraoperativ eine Urinproduktion beobachtet. Im
Verlauf der ersten Woche nach Transplantation wurde in vier (13,4%) Fallen eine akute
AbstolRung durch eine Biopsie gesichert und dementsprechend, je nach Rejektionsgrad,
mit einer Urbason-Stol3therapiexThymoglobulin behandelt (Subgruppe 1). Weitere flnf
(16,7%) Patienten zeigten eine Calcineurin-inhibitor-assoziierte Toxizitat, die sich aus
den erhohten Talspiegeln der Immunsuppressiva ableiten lie? (Subgruppe 2). Im
Weiteren war bei drei (10%) der Untersuchten sowohl eine Abstol3ungsreaktion als
auch eine CNI-Toxizitat aufgetreten (Subgruppe 3). Neun Patienten (30%) zeigten trotz
fehlendem Nachweis einer Abstof3ungsreaktion oder einer Toxizitdt eine verzdgerte
Transplantatfunktion (delayed-graft-function), sodass eine Dialyse im Zeitraum von 1-7
Tagen nach Transplantation notwendig war (Subgruppe 4). Letztlich zeigte sich nur bei
neun (30%) der erfassten Patienten ein ereignisloser unkomplizierter Verlauf mit
durchgéngig guter Transplantatfunktion (Subgruppe 5). Die Abbildung 5 zeigt den
Verlauf der Kreatininmittelwerte in den einzelnen Gruppen. Insgesamt waren die
Kreatininwerte bei Patientin mit einem Ereignis hoher als in der ,ereignislosen®

Subgruppe 5; in den Subgruppen 3 und 4 waren diese Unterschiede signifikant.

-l Subgruppe 1 (n=4)

-4 Subgruppe 2 (n=5)
= 109 =* Subgruppe 3 (n=3)
% 9 -®- Subgruppe 4 (n=9)
E 8 -~ Subgruppe 5 (n=9)
s 7
= 6-
©
o 5
X 4
£
2 7
(4] -

3 2
1-

POD

Abbildung 5. Nierenfunktion Leichenspende-Empfanger (Gruppe B) vor/nach NTXx:
Verlauf Serum-Kreatinin der einzelnen Subgruppen (*: p<0,05, Subgruppe 1: akute
Rejektion, Subgruppe 2: CNI Toxizitat, Subgruppe 3: akute Rejektion + CNI Toxizitat,
Subgruppe 4: DGF, Subgruppe 5: Kontrollgruppe)
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3.2.3 Lebendspender

Das Alter der Lebendspender (Gruppe C) lag zwischen 25 und 78 Jahre und die
praoperativen Kreatininwerte zwischen 0,47 und 1,24mg/dl. Die Nierenfunktion der
Lebendspender wurde bis Tag 7 nach Nephrektomie weiterverfolgt, Abbildung 6 zeigt
den Verlauf anhand des MittelwertstSEM von Serum-Kreatinin und eGFR. So betrug
der praoperative Mittelwert der eGFR 96,72ml/min und fiel auf 56.45ml/min am ersten
Tag nach Nephrektomie ab. Dabei stieg der Kreatininmittelwert von 0,78mg/dl
(pradoperativ) auf 1,25mg/dl am 1. POD an. Am 3. POD lag er mit 1,19mg/dl etwas
geringer. EIf (22%) von den 50 untersuchten Lebendspendern hatten am ersten
postoperativen Tag eine Verminderung der eGFR um mindestens 50% des
Ausgangswerts. In keinen Fall kam es zu chirurgischen Komplikationen, Interventionen

oder operativen Revisionen.
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Abbildung 6. Nierenfunktion Lebendspender (Gruppe C) vor/nach Nephrektomie:
Verlauf Serum-Kreatinin und eGFR
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3.2.4 Lebendspende-Empfanger

Im gesamten Verlauf lie3 sich in der Gruppe der Lebendspende-Empfanger ein
statistisch nicht signifikanter und kontinuierlicher Abfall der Kreatininwerte feststellen,
wahrend der Anstieg der GFR an allen Messtagen signifikant war (Abb. 7). Das Serum-
Kreatinin sank am ersten Tag nach Transplantation von einem Mittelwert von
7,79£2,68mg/dl auf 4,69+1,86 mg/dl und betrug am 7. POD schlieZlich im Mittel
2,37+1,43 mg/dl.

-8~ Serum-Kreatinin
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Abbildung 7. Nierenfunktion Lebendspende-Empfanger (Gruppe D) vor/nach NTx:
Verlauf Serum-Kreatinin und eGFR (*:p<0,05)

Bei allen 50 Lebendspende-Empfangern zeigte sich bereits intraoperativ eine
Urinproduktion durch das Transplantat. Eine akute Abstol3ung trat bei acht (16%) der
Patienten auf (Subgruppe 1), wobei weitere zwolf (24%) eine Calcineurin-Inhibitor-
assoziierte Toxizitdt (Subgruppe 2) und drei (6%) Patienten sowohl eine
Abstol3ungsreaktion als auch eine CNI-Toxizitat hatten (Subgruppe 3). Bei 27 (54%) der
Nierentransplantatempfanger von Lebendspendern kam es zu keinem Ereignis
(Subgruppe 5). Abb. 8 zeigt den Kreatinin-Verlauf der jeweiligen Subgruppen. In
Vergleich mit der Subgruppe 5 hatte keine der Ereignis-Subgruppen signifikante

Unterschiede der Kreatininwerte. im Serum.
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& Subgruppe 1 (n=8)

127 -4 Subgruppe 2 (n=12)
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Abbildung 8. Nierenfunktion Lebendspende-Empfanger (Gruppe D) vor/nach NTx:
Verlauf Serum-Kreatinin der einzelnen Subgruppen (Subgruppe 1: akute Rejektion,
Subgruppe 2: CNI Toxizitat, Subgruppe 3: akute Rejektion + CNI Toxizitat, Subgruppe
4: DGF, Subgruppe 5: Kontrollgruppe)

Verglichen mit der eGFR nach einer Transplantation von Leichenspendern zeigten
erwartungsgemal Lebendspende-Empfanger eine signifikant bessere Transplantat-

funktion innerhalb des Beobachtungszeitraums von 7 Tagen (Abb. 9).

-®- Lebendspende
—+— Leichenspende

30

20

eGFR (ml/min)

10+

POD

Abbildung 9. Nierenfunktion Leichenspende-/Lebendspende-Empfanger (Gruppe B und
D): Verlauf eGFR (* p<0,0001)
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3.3 Immunsuppressivaspiegel

Alle Patienten erhielten entsprechend dem Standardschema unseres Zentrum neben
einer Induktionstherapie mit einem IL-2-Rezeptor-Antikérper (Simulect) eine Dreifach-
Kombination, bestehend aus Glukokortikoiden, Mycophenolat Mofetil (MMF) sowie
einem Calcineurin-Inhibitor (Cyclosporin A oder Tacrolimus) zur Immunsuppression.
Der 24h-Talspiegel der Calcineurin-Inhibitoren wurde taglich im Blut der Empfanger
gemessen. Eine Calcineurin-Inhibitor assoziierte Nephrotoxizitat wurde definiert als ein
pathologisch erhéhter Talspiegel von =15 ng/ml fur Tacrolimus und =250 ng/ml fr
Cyclosporin im Serum.

Wahrend alle Leichenspende-Empfanger zur Immunsuppression Tacrolimus erhielten,
wurden 16 von 50 (32%) Lebendspender-Empfanger mit Cyclosporin behandelt, davon
wurden jedoch drei (6%) Patienten aufgrund einer akuten AbstoRungsreaktion sowie
extrem schwankender Blutspiegel innerhalb der ersten Woche nach Transplantation
von Cyclosporin auf  Tacrolimus umgestellt. Die Mittelwerte der
Talspiegelkonzentrationen der Immunsupperssive sind in Tabelle 4 aufgefuhrt. Die
Tacrolimus-Spiegel der beide Empfangergruppen zeigen an allen Studientagen keine

signifikante Unterschiede.

Leichenspende-Empfanger Lebendspende-Empfanger
Tacrolimus Cyclosporin Tacrolimus
(n=30) (n=16) (n=34)
(ng/ml) (ng/ml) (ng/ml)
MW+SD MW=SD MW+SD
Tag 1 11,50 + 6,01 239,30 + 134,80 11,38 + 6,08
Tag 3 9,13+ 5,08 265,70 * 286,40 12,23 £ 16,23
Tag 5 9,31+3,91 155,90 + 74,69 7,53 + 3,88
Tag 7 7,47 £ 2,36 197,10 + 93,81 9,42 + 11,28

Tabelle 4: Mittelwerte (MW) und Standardabweichung (SD) der Serum-Spiegel von
Tacrolimus und Cyclosporin in Leichen- und Lebendspende-Empfangern.
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3.4  Verlauf GST

3.4.1. Gruppen

3.4.1.1 Leichenspender (Gruppe A)

Von den Leichenspendern wurden vor Organenthnahme sowohl Blut- als auch
Urinproben gewonnen und die Konzentration von a-GST und 1T-GST im Urin gemessen.
Um natirliche Schwankungen in der Konzentriertheit des Urins zu bertcksichtigen,
wurde die untersuchten Biomarker (GST) gegen den jeweiligen Kreatininwert im Urin
normiert. Die gemessenen GST-Werte in unserem Patientengut lagen zwischen
0,39ng/mg uCrea und 722,5ng/mg uCrea fur das a-GST sowie zwischen 0,3ng/mg
uCrea und 473,9ng/mg uCrea fur das m-GST. Weder a-GST noch m-GST zeigten eine
Korrelation zu Spenderalter (a-GST: p = 0,74, r = 0,06 ; m-GST: p = 0,40, r = -0,15)
oder der Diurese innerhalb der letzten Stunde (a-GST: p = 0,10, r=0,32 ; m-GST: p =
0,15, r = 0,28). In Abbildung 10 sind die Mittelwerte und SEM in den einzelnen
Subgruppen sowie signifikante Unterschiede zwischen den Subgruppen aufgefuhrt. Die
Unterteilung der Subgruppen bei den Leichenspendern erfolgte entsprechend den
korrespondierenden Subgruppen der jeweiligen Transplantatempfanger (Subgruppe 1:
akute Absto3ung (AR), Subgruppe 2: CNI-Toxizitat, Subgruppe 3: AR + CNI-Toxizitat,
Subgruppe 4: DGF, Subgruppe 5: ohne Ereignis). Im Ergebnis fanden sich niedrigere
Konzentrationen von a- und m-GST in den Subgruppen 2 und 5, wobei die Mittelwerte
in den Subgruppen 1, 3 und 4 deutlich héhere Standardabweichungen zeigten. Vor
allem die a-GST Werte im Urin der Spender, deren Nieren nach Transplantation eine
akute AbstoBung und CNI-Toxizitat aufwiesen, waren signifikant hoher als in der
Subgruppe 5 (p=0,022). Die hochsten T-GST Werte wurde in den Leichenspendern
gemessen, deren Empfanger eine DGF entwickelten (Subgruppe 4) (p=0,07). Im
Gegensatz dazu ergaben die Spender-Kreatininwerte, wenn man sie ebenfalls analog

dazu nach ihren Empfangersubgruppen stratifizierte, keine relevante Unterschiede.
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Abbildung 10. Leichenspender (Gruppe A) a-GST und 1-GST im Urin sowie Serum-
Kreatinin unterteilt nach nach klinischen Verlaufen der korrespondierenden Empfanger-
Subgruppen (*: p<0,05, Subgruppe 1: akute Rejektion, Subgruppe 2: CNI Toxizitat,
Subgruppe 3: akute Rejektion + CNI Toxizitat, Subgruppe 4: DGF, Subgruppe 5:
Kontrollgruppe)

In der Receiver Operating Characterstic Analyse (ROC) bewies a-GST in den Spendern
eine Spezifitat und Sensitivitdt von 100% und 77,7% fur eine akute AbstolRungsreaktion
im Verlauf bei einem cut-off von <33,97 ng/mg uCrea. In den Abbildungen 11 und 12 ist
neben der ROC Kurve die Survival Kurve der Subgruppe mit akuter Abstof3ung in den
Leichenspende-Empfangern aufgefihrt, in der eine signifikant hohere, abstoRungsfreie
Transplantatiiberlebensrate dargestellt wird, wenn a-GST unterhalb des cut-offs liegt.
Bei 3 Patienten in der Subgruppe 3 konnte hierbei keine Survival Analyse durchgefihrt.
Die Survival Analyse der Subgruppe 4 in den korrespondierenden Leichenspende-
Empféangern zeigte keine signifikante Unterschiede.
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Abbildung 11. ROC Kurve: a-GST (Spenderwerte) mit akuter AbstoRung bei den

korrespondierenden Empfangern (Subgruppe 1, n=4) vs. Kontrollgruppe (Subgruppe 5,
n=9) der Leichenspende-Empfanger (Gruppe A)
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Abbildung 12. Survival Kurve: a-GST (Spenderwerte) mit akuter Abstof3ung der
korrespondierenden Empfanger (Subgruppe 1, n=4) vs. Kontrollgruppe (Subgruppe 5,
n=9) der Leichenspende-Empfanger (Gruppe A)
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3.4.1.2 Leichenspende-Empfanger (Gruppe B)

Im gesamten Patientenkollektiv lag die Konzentration von a-GST zwischen 0,1 und
1577ng/mg uCrea und die von -GST zwischen 0,3 und 804ng/mg uCrea im Urin. Am
ersten postoperativen Tag zeigten beide Marker ein Maximum, wobei die TT-GST Werte
vor Transplantation bereits deutlich hdher lagen als die von a-GST. Im Vergleich zum
Serum-Kreatinin (Abb. 13) zeigten die Mittelwerte sowohl von a- als auch von m-GST
bereits am 3. POD einen signifikanten Abfall. Dabei fielen die a-GST-Werte am Tag 3
bereits in den Bereich des Ausgangswerts und sanken an den Folgetagen weiter. Eine
Korrelation zwischen den Verlauf des Serum-Kreatinins und den beiden GST-Markern

konnte nicht nachgewiesen werden.
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Abbildung 13. Leichenspende-Empfanger (Gruppe B): a-GST und mT-GST im Urin sowie
Serum-Kreatinin (*:p<0,05)
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3.4.1.3. Lebendspender (Gruppe C)

Bei den Lebendspendern schwankten die Werte von a-GST zwischen 0,1 und
110ng/mg uCrea und von 1-GST zwischen 0,1 und 151,3ng/mg uCrea. Abbildung 14
zeigt die GST-Werte der Lebendspender vor und nach der Spende (einseitige
Nephrektomie). Hierbei fand sich ein Anstieg aller drei Marker. Das Serum-Kreatinin
blieb an den Folgetagen weiterhin erhoht, wobei T-GST am Tag 7 statistisch signifikant
unter den Ausgangswert abfiel.

In Abbildung 15 sind die préaoperativen (vor einseitiger Nephrektomie) Mittelwerte der
Marker ebenfalls, analog den Leichenspendern, entsprechend den spateren
Empfanger-Subgruppen unterteilt. Dabei lassen sich keine signifikanten Unterschiede in
der praoperativen Messung in Korrelation zu den spateren Subgruppen verzeichnen. Im
Vergleich zu den korrespondierenden Werten am Tag O der Leichenspender waren
GST-Werte (a und 1) bei den Lebendspendern in den Subgruppen 1 und 3 signifikant
niedriger (a-GST: p<0,0001; m-GST: 0,005 bzw. 0,007)
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Abbildung 14. Lebendspender (Gruppe C): a-GST und m-GST im Urin sowie Serum-
Kreatinin (*:p<0,05)
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Abbildung 15. Lebendspender (Gruppe C) Tag 0: a-GST und m-GST im Urin sowie
Serum-Kreatinin unterteilt nach klinischen Verlaufen der korrespondierenden
Empfanger-Subgruppen (Subgruppe 1: akute Rejektion, Subgruppe 2: CNI Toxizitat,
Subgruppe 3: akute Rejektion + CNI Toxizitat, Subgruppe 5: Kontrollgruppe)
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3.4.1.4. Lebendspende-Empfanger (Gruppe D)

Die gemessenen Konzentrationen von a-GST lagen zwischen 0,1 und 766,7ng/mg
uCrea und von 1-GST zwischen 0,15 und 3194ng/mg uCrea im Urin. Wahrend die 1r-
GST-Werte im Urin vor Transplantation hohere Werte zeigten und an allen weiteren
Studientagen signifikant niedriger als der Ausgangswert lagen, waren die a-GST-Werte
bei den Nierentransplantatempfangern von Lebendspendern postoperativ im Vergleich
zum praoperativen Wert nicht signifikant verandert. Die -GST Verlaufskurve wies in
dieser Patientengruppe eine positive Korrelation zu den Serumkreatininwerten auf
(p=0.015, r=0.95)
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Abbildung 16. Lebendspende-Empfanger (Gruppe D): a-GST und m-GST im Urin sowie
Serum-Kreatinin (*:p<0,05)
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3.4.2. Subgruppen der Empfanger (Vergleich Lebend- versus Leichenspende)
Um mogliche Veranderungen der jeweiligen Isotypen (a, 1) von GST wahrend eines
bestimmten Ereignis nach Transplantation darzustellen, wurden die GST Verlaufe in

den weiteren Subgruppen analysiert.

3.4.2.1. Akute AbstofRungsreaktion (Subgruppe 1)

Der Verlauf von GST in den Empfangern mit einer akuten Rejektion ist in der Abbildung
17 und 18 gezeigt, die den postoperativen Verlauf von a- und 1 -GST zwischen
Leichen- und Lebendspendern vergleicht. Bei einer Transplantatabstol3ung zeigte sich
im postoperativen Verlauf weder fiir a- noch fiir m-GST eine signifikante Anderung, Die
Mittelwerte lagen zwischen 2,8 und 473,5ng/mg uCrea beim a-GST und 3,3 und
477,8ng/mg uCrea beim m-GST. Im Vergleich zu den Lebendspender-Empfangern war
sowohl die a- als auch mT-GST bei den Leichenspender-Empfangern am 1. POD
signifikant héher (a-GST: p = 0,01; m-GST: p = 0,005). Hier sanken die Mittelwerte aber
im Verlauf stetig ab und erreichten am 7. POD die niedrigsten Messungen (statistisch
nicht signifikant). In den Lebendspender-Empfangern blieben die Werte von beiden

GST-Isotypen Uber den gesamten Beobachtungszeitraum in einem niedrigen Bereich.
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Abbildung 17. Verlauf der a-GST in den Leichen- (Gruppe B) und Lebendspende-
Empfangern (Gruppe D) bei akuter AbstoRungsreaktion (Subgruppe 1)
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Abbildung 18. Verlauf der m-GST in den Leichen- (Gruppe B) und Lebendspende-
Empfangern (Gruppe D) bei akuter AbstoRungsreaktion (Subgruppe 1)

3.4.2.2. Calcineurin-induzierte Nephrotoxizitat (Subgruppe 2)

Eine nephrotoxische Nebenwirkung der Immunsuppression auf das Transplantat,
definiert Uber einen pathologisch erhdhten Talspiegel von =215 ng/ml fir Tacrolimus und
2250 ng/ml fur Cyclosporin im Serum, wurde am haufigsten zum Zeitpunkt Tag 1 nach
Transplantation festgestellt. In Falle einer CNI-Toxizitat waren alle GST-Werte am
ersten Tag signifikant erhéht, wobei die a-GST Werte hoher lagen als die fur m-GST.
Die hochsten Werte fir a-GST fanden am Tag 1 sich ebenfalls in der Gruppe der
Leichenspender-Empfanger mit einem Mittelwert von 316,6ng/mg uCrea und die
niedrigsten am Tag 3 (2,9 ng/mg uCrea). Die -GST-Werte lagen an Tag 1 bis 5
zwischen 2,8 und 73,3ng/mg uCrea.

Leichenspender- und Lebendspender-Empfanger der gleichen Subgruppe zeigten hier
fur a-GST am Tag 1 signifikante Unterschiede mit deutlich héheren Werten bei den
Leichenspende-Empfangern. In dem weiteren postoperativen Verlauf fielen diese Werte
in beiden Gruppen ab, und unterschieden sich nicht mehr signifikant. Die Abbildungen

19 und 20 zeigen die Ergebnisse der Subgruppe.
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Abbildung 19. Verlauf der a-GST in den Leichen- (Gruppe B) und Lebendspende-
Empfangern (Gruppe D) mit CNI-Toxizitat (Subgruppe 2)
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Abbildung 20. Verlauf der -GST in den Leichen- (Gruppe B) und Lebendspende-
Empfangern (Gruppe D) bei CNI-Toxizitat (Subgruppe 2)
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3.4.2.3. Akute AbstoRungsreaktion und Calcineurin-induzierte Nephrotoxizitat
(Subgruppe 3)

Patienten mit zwei Ereignissen, d.h. sowohl einer histologisch gesicherten akuten
AbstoRung als auch Uberhdéhten Immunsuppressivaspiegeln, wurden als eine weitere
Subgruppe (3) betrachtet. Im Falle des Vorliegens von zwei Ereignissen zeigte a-GST
nach initialem Abfall einen (nicht signifikanten) Wiederanstieg am 3. POD. In den
Abbildungen 21 und 22 ist die Kinetik von a- und 1-GST in dieser Subgruppe bei
Leichen- (Gruppe B) und Lebendspende- (Gruppe D) Empfangern dargestellt.
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Abbildung 21. Verlauf der a-GST in den Leichen- (Gruppe B) und Lebendspende-
Empfangern (Gruppe D) bei akuter Abstol3ung und CNI-Toxizitat (Subgruppe 3)
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Abbildung 22. Verlauf der m-GST in den Leichen- (Gruppe B) und Lebendspende-
Empfangern (Gruppe D) bei akuter Absto3ung und CNI-Toxizitat (Subgruppe 3)

3.4.2.4. Verzogerte Transplantatfunktion-Delayed-Graft-Function (Subgruppe 4)
Eine verzbgerte Transplantatfunktion, charakterisiert durch die Notwendigkeit einer
Dialyse (und unter Ausschluss einer CNI-Toxizitdt und Rejektion) innerhalb der ersten
Woche nach Transplantation, zeigte sich ausschlieBlich in der Gruppe der
Leichenspender-Empfanger, weshalb hier ein Vergleich zwischen den beiden
Empfangergruppen nicht moglich war.

Bei 44% (n=9) der Probanden dieser Subgruppe musste am Tag 1 nach
Transplantation die Dialyse weitergefihrt werden. Wie in der Abbildung 23 dargestellt,
zeigten sich sowohl fir a- als auch m-GST am 1. POD die hochsten Messwerte im
postoperativen Verlauf; die Mittelwerte lagen bei 81,5 flir a- beziehungsweise bei
151,6ng/mg uCrea fur m-GST. Am 3. POD fand sich ein deutlicher Abfall, allerdings
ohne statistische Signifikanz. Wahrend a-GST am 7. POD weiter fiel, stiegen die T-

GST-Werte gegen Ende wieder etwas an.
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Abbildung 23. Verlauf der a- und m-GST in den Leichenspende-Empfangern (Gruppe B)
bei DGF (Subgruppe 4)

3.4.2.5. Ohne Ereignis (Kontrollen, Subgruppe 5)

In diesem Patientenkollektiv wurde in der ersten postoperativen Woche nach
Nierentransplantation keine der oben definierten Ereignisse beobachtet. Die a-GST
Werte zeigten in beiden Empfangergruppen (Leichen- und Lebendspende) eine fallende
Tendenz an allen Studientagen, wobei nur der Abfall bei den Lebendspende-
Empfangern von 52,2+134,4ng/mg uCrea (Tag 1) auf 9,6+14ng/mg uCrea (Tag 7) auch
statistisch signifikant war (p=0,034). Auffallig war hier auch, dass die Werte bei den
Lebendspende-Empfangern an allen Tagen hoher lagen als bei den Leichenspende-
Empfangern (nicht signifikant, p=0,5). Bei den m-GST-Werten der Lebendspende-
Empféanger zeigte sich eine ahnliche Kinetik, wohingegen der m-GST Verlauf bei den
Leichenspende-Empfangern zunéachst bis Tag 5 einen Anstieg zeigte, um dann am Tag
7 signifikant abzufallen (p=0,038).

47



Diese Unterschiede waren weder bei den a- noch bei den -GST-Werten beider

Gruppen (Leichen- und Lebendspender) statistisch signifikant.
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Abbildung 24. Verlauf der a-GST in den Leichen- (Gruppe B) und Lebendspender-
Empfangern (Gruppe D) ohne Ereignis (Subgruppe 5)
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Abbildung 25. Verlauf der m-GST in den Leichen- (Gruppe B) und Lebendspender-
Empfangern (Gruppe D) ohne Ereignis (Subgruppe 5)
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3.4.3. Unterschiede innerhalb der Subgruppen der Leichenspender-Empfanger

Nachdem der Verlauf der GST-Konzentrationen im Urin der
Nierentransplantatempfanger im postoperativen Verlauf und die Unterschiede innerhalb
der einzelnen Empfangergruppen je nach Ereignis dargestellt wurden, erfolgte auch ein
Vergleich der Biomarker bei einem Ereignis innerhalb einer Empfangergruppe gegen

die jeweilige Kontrollgruppe (ohne Ereignis im postoperativen Verlauf).

3.4.3.1. Akute AbstoRungsreaktion (G1) versus Kontrollgruppe (G5)

Abbildung 26 und 27 vergleichen die a- und -GST-Mittelwerte der Leichenspende-
Empfanger, die entweder eine akute Abstolung oder kein Ereignis nach
Transplantation hatten. Hier stellten sich beide GST-Isotypen im Falle einer Abstof3ung
am Tag 1 mit signifikant héheren Werten als in der Kontrollgruppe dar (a-GST:
p=0,0094 ; -GST: p=0,0023). Fur a-GST fand sich ein verzégerter Abfall, wahrend Tr-
GST bereits am 3. POD auf einen Mittelwert von 22+20,3 ng/mg uCrea sank.
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Abbildung 26. Vergleich a-GST in den Leichenspende-Empfangern (Gruppe B): Akute
Abstol3ung (Subgruppe G1, n=4) vs. Kontrollgruppe (Subgruppe G5, n=9)
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Abbildung 27. Vergleich m-GST in den Leichenspende-Empféangern (Gruppe B): Akute
AbstoRung (Subgruppe G1, n=4) vs. Kontrollgruppe (Subgruppe G5, n=9)

Eine ROC Analyse fur m-GST am ersten postoperativen Tag zeigte bei bei einem Cut-
off von 21,43ng/mg Crea die Spezifitat und Sensitivitdit des Markers fur eine akute
AbstoRung bei 66,6% und 100%. Die Survival Kurve fur diesen Cut-off Wert ist in der
Abbildung 28 dargestellt und zeigt einen signifikanten Unterschied fir einen
abstol3ungsfreien Verlauf oberhalb und unterhalb des cut-off-Wertes. Hingegen ergab

die Analyse von a-GST keinen signifikanten Unterschied.
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Abbildung 28. ROC Kurve: m-GST bei akuter Abstof3ung (Subgruppe 1, n=4) vs.
Kontrollgruppe (Subgruppe 5, n=9) bei Leichenspende-Empfangern (Gruppe B)
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Abbildung 29. Survival Kurve -GST bei akuter AbstoRung (Subgruppe 1, n=4) vs.
Kontrollgruppe (Subgruppe 5, n=9) bei Leichenspende-Empfangern (Gruppe B)
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3.4.3.2. CNI-Toxizitat (G2) versus Kontrollgruppe (G5)
Die Werte fiur a- und 1m-GST waren bei einer CNI-induzierten Toxizitat am 1.

postoperativen Tag im Vergleich mit der Kontrollgruppe (a-GST: p = 0,06 ; m-GST: p =
0,1) erhoht. Zu diesem Zeitpunkt fanden sich auch 54% der toxischen CNI-Spiegel. Wie
Abbildungen 30 und 31 zeigen, fielen beide Marker danach, wobei die Unterschiede

Uber den gesamten Verlauf kein Signifikanzniveau erreichten.
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Abbildung 30. Vergleich a-GST bei den Leichenspende-Empfangern (Gruppe B): CNI-
Toxizitat (Subgruppe G2) vs. Kontrollgruppe (Subgruppe G5)
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Abbildung 31. Vergleich -GST bei den Leichenspende-Empfangern (Gruppe B): CNI-
Toxizitat (Subgruppe G2, n=5)) vs. Kontrollgruppe (Subgruppe G5, n=9)

3.4.3.3. Akute AbstoRung und CNI-Toxizitat (G3) versus Kontrollgruppe (G5)

In unserem Patientenkollektiv der Leichenspendenempfanger zeigte sich fir a-GST im
Falle einer kombinierten CNI-Toxizitdt und immunologischen Abstol3ung (Subgruppe
G3) im Gegensatz zu der Kontrollgruppe (G5) ein Anstieg nach dem dritten Tag, jedoch
ohne signifikante Unterschiede. Die korrespondierenden -GST-Werte fielen im Verlauf
ab und blieben bis zum Beobachtungsende im niedrigen Bereich ohne sich signifikant

von der Kontrollgruppe zu unterscheiden (Abbildung 32 und 33).
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Abbildung 32. Vergleich a-GST bei den Leichenspende-Empfangern (Gruppe B): Akute
AbstoRung und CNI-Toxizitat (Subgruppe G3, n=3) vs. Kontrollgruppe (Subgruppe G5,

n=9)
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Abbildung 33. Vergleich m-GST bei den Leichenspende-Empfangern (Gruppe B): Akute
Absto3ung und CNI-Toxizitat (Subgruppe G3, n=3) vs. Kontrollgruppe (Subgruppe G5,

n=9)
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3.4.3.4. Delayed Graft Function (G4) versus Kontrollgruppe (G5)

In Nierentransplantatempfangern mit einer DGF wurden am Tag 1 sowohl hohe a- als
auch hohe 1-GST gemessen (a-GST: 81,5 + 201,3 ng/mg uCrea, T-GST: 151,6 *
270,6 ng/mg uCrea). Die m-GST-Werte dieser Gruppe unterschieden sich hierbei
signifikant von der Kontrollgruppe (p=0,036). Nach einem Abfall der Mittelwerte am 3.

POD, stiegen a- und T-GST ab Tag 5 wieder an, wobei vor allem die T-GST-Werte im

Vergleich mit der Kontrollgruppe bis zum letzten Studientag weiter anstiegen

(59,8+94ng/mg uCrea vs. 4+3,7ng/mg uCrea) ohne jedoch Signifikanzniveau zu

erreichen (Abbildung 34 und 35).
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Abbildung 34. Vergleich a-GST bei den Leichenspende-Empfangern (Gruppe B): DGF
(Subgruppe G4, n=9) vs. Kontrollgruppe (Subgruppe G5, n=9)
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Abbildung 35. Vergleich -GST bei den Leichenspende-Empfangern (Gruppe B): DGF
(Subgruppe G4, n=9) vs. Kontrollgruppe (Subgruppe G5, n=9)

In der ROC Analyse zeigte sich fur T-GST am ersten postoperativen Tag bei einem
Cut-off Wert von 18,3 ng/mg uCrea eine Spezifitdt von 62,5% und eine Sensitivitat von
100% fur das Auftreten einer DGF. Hier konnte Uber die T-GST-Werte am Tag 1 ein
Transplantatiiberleben ohne die Notwendigkeit einer Dialyse in der ersten
postoperativen Woche vorhergesagt werden. Auch am dritten und siebten Tag nach
Transplantation scheinen hohe Tm-GST-Werte im Urin mit einer verzdgerten

Transplantatfunktion einherzugehen und die Patienten der Subgruppen signifikant

auseinanderzuhalten.
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Abbildung 36. ROC- und Survival-Kurven fiur m-GST bei DGF (Subgruppe 4, n=9) vs.
Kontrollgruppe (Subgruppe 5, n=9) der Leichenspende-Empfanger (Gruppe B) am
POD1, 3und 7

57



3.4.4. Unterschiede innerhalb der Subgruppen der Lebendspender-Empfanger
3.4.4.1. Akute AbstofRungsreaktion (G1) versus Kontrollgruppe (G5)

Die Empfanger einer Lebendspenderniere der Subgruppe 1 prasentierten sich
postoperativ mit niedrigeren a-GST-Werten als ihre Kontrollgruppe, und durch den
weiteren Abfall der a-GST-Werte der Kontrollgruppe im Verlauf naherten sich beide
Gruppen bis Tag 7 an, auch ohne davor signifikante Unterschiede zu erreichen. Auch
die m-GST-Werte waren im Vergleich mit der Kontrollgruppe am ersten Tag niedriger
und stiegen dann bis Tag 5 an, um dann am 7. POD wieder anndhrend auf das

Ausgangsniveau abzufallen. Auch hier gab es keine statistisch belegte Signifikanz

(Abbildung 37 und 38).
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Abbildung 37. Vergleich a-GST bei den Lebendspende-Empfangern (Gruppe C): Akute
AbstoRung (Subgruppe G1, n=8) vs. Kontrollgruppe (Subgruppe G5, n=27)
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Abbildung 38. Vergleich TT-GST bei den Lebendspende-Empfangern (Gruppe C): Akute
AbstoRung (Subgruppe G1, n=8) vs. Kontrollgruppe (Subgruppe G5, n=27)
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3.4.4.2. CNI-Toxizitat (G2) versus Kontrollgruppe (G5)
Abbildung 39 und 40 vergleichen den Verlauf der beiden GST Isotypen zwischen der

Subgruppe G2 und der Kontrollgruppe G5. Sowohl a- als auch m-GST-Werte zeigten
hier an den Tagen 1 und 3 niedrigere Werte als die Kontrollgruppe, wobei beide Marker

am Tag 5 anstiegen, jedoch ohne signifikanten Unterschied
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Abbildung 39. Vergleich a-GST bei den Lebendspende-Empfangern (Gruppe C): CNI-
Toxizitat (Subgruppe G2, n=12) vs. Kontrollgruppe (Subgruppe G5, n=27)
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Abbildung 40. Vergleich -GST bei den Lebendspende-Empfangern (Gruppe C): CNI-
Toxizitat (Subgruppe G2, n=12) vs. Kontrollgruppe (Subgruppe G5, n=27)
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3.4.4.3. Akute AbstoRung und CNI-Toxizitat (G3) versus Kontrollgruppe (G5)

Die a- und T-GST-Werte im Urin der Lebendspenderempfanger mit einer kombinierten
CNI-Toxizitat und immunologischen AbstoBung (Subgruppe 3) zeigten Kkeine
signifikanten Unterschiede im Vergleich zur Kontrollgruppe (Subgruppe 5). In den
Abbildungen 41 und 42 fand sich bei beiden Markern ein stetig fallender Verlauf mit

allen Tagen Werten unterhalb der korrespondierenden Kontrollgruppe.
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Abbildung 41. Vergleich a-GST in den Lebendspende-Empfangern (Gruppe C): Akute
AbstoRung und CNI-Toxizitat (Subgruppe G3, n=3) vs. Kontrollgruppe (Subgruppe G5,
n=27)
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Abbildung 42. Vergleich T-GST in den Lebendspende-Empféangern (Gruppe C): Akute
AbstoRung und CNI-Toxizitat (Subgruppe G3, n=3) vs. Kontrollgruppe (Subgruppe G5,

n=27)
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4. Diskussion

Eine Nierentransplantation stellt fir Patienten mit terminaler Niereninsuffizienz nach wie
vor die beste Therapieoption dar, weil sie gegenuber einer langjahrigen Dialyse nicht
nur die Lebensqualitat, sondern auch das Langzeittiberleben der Patienten signifikant
verbessern kann. Patienten auf der Warteliste fur eine Transplantation leiden nicht nur
durch die verlangerte Dialysedauer unter einer psychischen und physischen Belastung,
sondern haben, auch im Vergleich zu bereits nierentransplantierten Patienten, eine
hohere Mortalitat (8). Eine Transplantation ist allerdings auch nicht ohne Risiko. Neben
chirurgischen Komplikationen, zeigen sich vor allem in der frihen Phase nach
Transplantation nach wie vor haufig akute Abstol3ungsreaktionen, die zwar selten zu
einem akuten Transplantatverlust fihren, aber einen negativen Einflussfaktor fir das
nach wie vor limitierte Langzeitiberleben transplantierter Nieren darstellen (68, 69).
Auch konnen, bedingt durch den Konservierungsschaden, akute Tubulusnekrosen und
eine damit assoziierte verzogert eintretende Organfunktionen (sog. Delayed Gratft
Function) eintreten (32). Des Weiteren stellt die unerwinschte nephrotoxische
Nebenwirkung der allerdings unverzichtbaren Immunsuppressiva ein weitere
Bedrohung fir die Transplantatfunktion dar (70). Daher, und aufgrund der Uber die
Jahre immer weiter reduzierten Spenderzahlen und dem daraus resultierenden
mangelnden Organangebot, werden weitere Strategien gesucht, die nicht nur das
Organangebot, sondern vor allem auch das kurz- und langfristige Organtuberleben
verbessern. Eine solche Strategie ware unter anderem eine frihere Detektion
schadigender Ereignisse, die mit den aktuellen diagnostischen Instrumenten nur
unzureichend oder oft zu spat, wenn bereits eine irreversible Organschadigung

eingetreten ist, erkannt werden (71).

In den letzten Jahren wurde daher in der Transplantationsforschung intensiv nach
effizienteren Parametern gesucht, die eine Nierenschadigung nach
Nierentransplantation friher detektieren, aber auch ursachenspezifischere Aussagen
ermoglichen, um so auf schadigende Faktoren wie z.B. zu hohe
Immunsuppressivaspiegel oder eine medikamenten-assoziierte Nephrotoxizitat
schneller reagieren zu kdnnen (72). Das sog. Bio-Monitoring der Niere fokussiert sich
dabei auf den Nachweis spezifischer Proteine in Blut und Urin, welche als Biomarker

bei einer Nierenschadigung aus den Nierenzellen freigesetzt werden (73). Der aktuelle
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Goldstandard zur Uberwachung einer Transplantatfunktion und Diagnosestellung eines
akuten Nierenversagens ist aktuell, aufgrund fehlender Alternativen, nach wie vor das
Serum-Kreatinin, welches nach den bereits genannten Definitionskriterien zwar auch
ein Biomarker wére, der aber erst spat, bei einer Verminderung der GFR um
mindestens 50%, ansteigt und somit erst einen (zu) spaten Nachweis einer
Nierenschadigung erbringt (37).

Modernere Biomarker zur potentiell friheren und sensitiveren Detektion einer
Nierenschadigung waren z.B. die in dieser Studie untersuchten multifunktionellen
Enzyme aus der Gruppe der Glutathion-S-Transferasen. Diese Enzyme dienen vor
allem der Metabolisierung korpereigener Substanzen wie Leukotriene (74). a- und -
GST sind zwei Isoformen der GST, die im Zytosol vorkommen und die sich ihrer
Struktur und ihren physiochemischen Eigenschaften unterscheiden. a-GST befindet
sich hautsachlich im proximalen Abschnitt des Nierentubulus, welcher tberwiegend
durch Ischamie oder nephrotoxische Wirkstoffe geschéadigt wird, wohingegen m-GST
eher im distalen Anteil des Tubulus exprimiert wird, und dieser Anteil der Niere ist
wiederum histologisch hauptsachlich bei einer akuten Abstol3ung der Niere betroffen.
Die Konzentrationsmessung beider GST-Isoformen im Urin kdnnte demzufolge eine
spezifischere  Aussage Uber den zugrundliegenden Mechanismus einer
Nierenschadigung zulassen. Entsprechend konnten Backman et al. fir a-GST eine
hdhere Sensitivitdat und Spezifitat fur eine proximale tubuldre Nekrose und die damit
assoziierte DGF oder medikamenteninduzierte Nephrotoxizitat nachweisen (55). Analog
fanden sich in anderen Studien bei einer akuten Abstof3ung signifikant hohere
Konzentrationen von m-GST im Urin (51, 56). Diese Differenzierung konnten wir
allerdings anhand unserer Studienergebnisse nicht eindeutig nachvollziehen. So zeigte
sich am ersten Tag, im direkten Vergleich mit den Lebendspendenempfangern, bei den
Leichenspendenempfangern sowohl bei einer CNI-Toxizitat als auch bei einer akuten
AbstoRung hohere Enzymspiegel beider Isoformen (a- und 1-GST), und auch im
Vergleich zu den Kontrollgruppen innerhalb der Leichenspendenempféanger waren
wiederum sowohl a- als auch -GST erhoht.

Die Besonderheit unserer Studie lag aber darin, dass wir a- und m-GST-Werte in
unterschiedlichen  Gruppen  (jeweils Leichen und Lebendspende) einer
Nierentransplantation bestimmen konnten, und dabei nicht nur die Empféanger, sondern
auch den Urin der Spender (Leichenspender vor Multiorganentnehme, Lebendspender

vor einseitiger Nephrektomie) und den pradiktiven Wert sowie die Aussagekraft der
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Marker fir den weiteren funktionellen Transplantatverlauf untersuchen konnten. Somit
konnten wir den Verlauf von a- und m-GST vor und nach einer Transplantation jeweils
in Spendern und Empfangern darstellen. Des Weiteren haben wir in der vorliegenden
Arbeit zwischen mehreren Ereignissen, die nach Nierentransplantation einzeln oder
gleichzeitig auftreten kénnen, unterschieden.

Die selektive Unterteilung unserer untersuchten Patienten in den Subgruppen erfolgte
je nach histologischer Sicherung einer akuten Abstof3ungsreaktion oder nach in der
Literatur definierten Parametern einer DGF. Die Festlegung einer CNI assoziierten
Nephrotoxizitdt wurde bei Talspiegeln tUber 15ng/ml fur Tacrolimus oder 250ng/ml fur
Cyclosporin willktrlich und basierend auf eigener Erfahrung sowie die Meinung von
Experten definiert. Bisher fehlt in der Literatur die einheitliche Erklarung des geringsten
nephrotoxischen Serum-Spiegels fur eine Toxizitat, und es ist durchaus denkbar, dass
die im Serum gemessenen Spiegel nicht mit den Gewebespiegeln korrelieren, sondern

je nach individueller P450-Enzymaktivitat einer unterschiedlichen Kinetik vorliegt (75).

Andere Studien, wie zum Beispiel die von Min et al. aus dem Jahr 1998, fanden einen
toxischen Effekt von Cyclosporin bei Talspiegeln tUber 204ng/ml (76), was bedeutet,
dass die Definitionskriterien und damit Differenzierung der Subgruppen in der

vorliegenden Arbeit einen Storfaktor darstellen konnten.
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a-GST:

Der Verlauf von a-GST im Urin zeigte insbesondere bei den Lebendspendern, aber
auch in den Kontrollgruppen (Subgruppe G5) beider Empfangergruppen, eine
Korrelation mit der Nierenfunktion. So stieg der Marker im Urin nach einseitiger
Nephrektomie der Lebendspender an und fiel nach Nierentransplantation vor allem in
den Empfangern (sowohl von Lebend- als auch Leichenspende), deren Verlauf ohne
Ereignis blieb., wieder ab

Ahnlich dazu konnten Westhuyzen et al. bereits 2003 bei der Analyse von mehreren
tubularen Enzymen die pradiktive Wertigkeit von a- und m-GST flur eine akute
Nierenschadigung aufzeigen (77). Hierbei war die Aussagekraft der a- und T-GST-
Werte fur das Auftreten eines akuten Nierenversagens bei intensivstationarer
Behandlung vielversprechender als die Kreatinin-Clearance (AUC 0,893 und 0,929 vs.
0,796).

Als préadiktiver Wert fur ein spateres Ereignis des Empfangers war in unserer Studie
besonders a-GST im Urin der Leichenspender interessant. Hier konnten fir die
Spender, deren spatere Empfanger den Subgruppen - G1 (akute AbstoRung) und G3
(akute AbstolRung UND Rejektion) angehorten, hohere Werte gefunden werden als bei
den Spendern, deren spatere Empfanger kein Ereignis (Kontrollgruppe-G5) zeigten.
AulRerdem zeigte sich bei den Empfangern, deren Spender a-GST Konzentrationen
Uber 33,97 ng/mg uCrea Ilagen, eine hoheren Inzidenz einer akuten
Transplantatabstof3ung, so dass hohe a-GST-Spiegel im Urin von Leichenspendern mit
einer hoheren Wahrscheinlichkeit fir das Auftreten einer akuten Abstof3ungsreaktion in
den Empfangern assoziiert und dementsprechend negativ pradiktiv sein kbénnen.

Es fand sich aufRRerdem, dass sowohl die a- als die auch m-GST in den
Leichenspendern, deren Transplantatnieren spater eine schlechte Funktion zeigten und
mit einer DGF assoziiert waren, hoher als in der entsprechenden Kontrollgruppe waren.
Obwohl diese Werte keine Signifikanz erreichten, gab das Ergebnis ebenfalls einen
Hinweis darauf, dass erhohte GST-Werte im Urin von Leichenspendern mit einer
hoheren Wahrscheinlichkeit mit einer DGF einhergehen kénnen und daher bereits vor
Multiorganentnahme zu einer besseren Einschatzung der funktionellen Organqualitat

beitragen kdnnten.

Entsprechend zeigte sich, dass a-GST im Urin der Leichenspender, deren Transplantat

spater im Empfanger ereignislos blieb, die geringsten Konzentrationen von allen
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Subgruppen hatten. Dahingegen zeigte das Serum-Kreatinin aller Spender keine
wegweisenden Unterschiede hinsichtlich der spateren Subgruppeneinteilung der
Empfanger.

Die Quantifizierung von a-GST in den Empfanger-Subgruppen mit entsprechend
definiertem Ereignis, zeigte am ersten postoperativen Tag signifikant h6here Werte in
den Leichenspende- im Vergleich zu den Lebendspende-Empfangern. Ursachlich
hierfir war am wahrscheinlichsten die langere Ischamiezeit, was Daemen et al. bereits
in einer friheren Studie, die allerdings das Perfusat von Transplantatnieren mit
Maschinenperfusion untersucht hat, zeigen konnte. Hier korrelierte a-GST nicht nur mit
der Lange der warmen Ischamiezeit, sondern erlaubte auch eine Diskriminierung
zwischen funktionierenden und nicht-funktionierenden Transplantaten (78).

In einer Arbeit von Sundberg et al. konnten bei CNI-Toxizitat erhéhte a—GST Werte im
Urin von Nierentransplantations-Empfangern gefunden werden (54). Analog dazu
zeigten auch unsere Leichenspende-Empfanger mit erhdhten CNI Spiegeln bereits am
ersten postoperativen Tag erhdhte a-GST-Werte, allerdings fanden sich in der analogen
Subgruppe 2 der Lebendspende-Empfanger zunachst keine Veranderungen, sondern
a-GST stieg hier erst am 5. postoperativen Tag auf etwa den finffachen Ausgangswert
an. Die unterschiedlichen Ergebnisse zwischen Leichen- und Lebendspende-
Empfangern kénnten neben den signifikant differenten Ischamiezeiten, auch darauf
zurlck zu fuhren sein, dass die GruppengroRe der Leichenspende-Empfanger in der
Subgruppe G2 sehr klein war (n=5) oder auch darin begrindet liegen, dass die
Lebendspende-Empfanger mit CNI Toxizitat in 32% mit Cyclosporin behandelt worden
waren, wohingegen alle Leichenspenderempfanger (also auch 100% der Subgruppe 2)
Tacrolimus als CNI erhielten. Beide Calcineurin-Inhibitoren sind zwar potentiell
nierenschadigend, aber Cyclosporin hat in Lang- und Kurzzeitstudien eine hohere
Nephrotoxizitatsrate gezeigt und das hat moglicherweise auch einen anderen Einfluss
auf die Kinetik bei der Freisetzung von o—GST (79, 80).

Eine signifikante Verdnderung von a-GST und damit ein potentieller Nutzen als
Biomarker bei Patienten mit sowohl akuter AbstoRungsreaktion als auch CNI-Toxizitat
(Subgruppe G3) konnte in unserer Arbeit nicht nachgewiesen werden, was allerdings

auch durch die geringe Anzahl der Patienten in dieser Subgruppe (n=3) erklarbar wére.
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m-GST:

Ahnlich wie fur das a—GST, zeigte sich auch fiir m-GST in der vorliegenden Studie eine
Korrelation mit der Nierenfunktion. Generell fielen die T-GST-Werte im Urin der
(Leichen- und Lebendspende) Empfanger nach Transplantation ab. Bei den
Lebendspendern kam es unmittelbar nach Nephrektomie zu einem Anstieg der TT-GST-
Werte, die aber im weiteren Verlauf des einwochigen Beobachtungszeitraums wieder
rucklaufig waren.

Analog zu a-GST war auch bei den der Leichenspendern m-GST nur in den Féllen,
deren Organempfanger im Verlauf der ersten Woche nach Transplantation Ereignisse
wie eine akute Rejektion oder eine DGF aufwiesen (Subgruppe G1, G3 und G4) erhéht
(Abb. 10).

Das zeigt, dass auch hohere m-GST Werte von hirntoten Nierenspendern vor
Multiorganentnahme moglicherweise ein spateres schadigendes Ereignis vorhersagen
konnten bzw. Nieren von diesen Spendern mdoglicherweise wvulnerabler fir
immunologische Prozesse sind. Ahnliche Ergebnisse fanden Sarvary et al., die in ihrer
Studie zeigen konnten, dass sich alleine tber die Hohe des T-GST im Spenderurin die
Prognose und die Funktion eines Nierentransplantats hervorsagen lie3 (57). Diese
Arbeit untersuchte die m-GST-Werte in 61 Leichenspendern und stellte bei einem -
GST cut-off von 12,55pug/mmol Crea (110,94 ng/mg uCrea) einen Zusammenhang
zwischen niedrigen, beziehungsweise erhdhten mw-GST-Werten im Spenderurin und
initial verzogerter Transplantatfunktion in den korrelierenden Empfangern her. Einen
ahnlichen Zusammenhang konnten Hall et al. herausarbeiten. Sie fanden in den
Dialysaten von Transplantatnieren nach Maschinenperfusion signifikant hohere T-GST
Werte in den Organen die spater eine DGF entwickelten (81). Ahnliche Ergebnisse
konnten wir in der vorliegenden Arbeit auch beobachten. m-GST war nicht nur bei den
Spendern der Patienten, die spéater eine verzdgerte Organfunktion zeigten am
hochsten, sondern auch bei den entsprechenden Empfangern (DGF-Subgruppe 4)
bereits am ersten postoperativen Tag signifikant hoher als in der korrespondierenden
Kontrollgruppe  (Abb. 35). Die starkste pradiktive  Aussagekraft zum
Transplantatiberleben zeigten die m-GST-Werte am ersten, dritten und siebten Tag
nach Transplantation. Erwahnenswert ist hierbei allerdings auch, dass der Abfall der 11-
GST-Werte am dritten postoperativen Tag und ein Wiederanstieg an den Folgetagen
moglicherweise auch dadurch zu erklaren ist, dass vier (45%) von neun Patienten

dieser Subgruppe in dem Zeitraum dialysiert worden waren.
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In unserer Studie zeigt sich weiter, dass T-GST bei einer akuten Absto3ung in
Leichenspendenempfangern signifikant erhéht ist. Ahnliche Ergebnisse fanden Polak et
al. bereits 1999 (51), in deren Arbeit 58 Empfanger eines Nierentransplantats von
Leichenspendern untersucht und in vier Subgruppen unterteilt worden waren:
immediate function (initiale Funktion, IF), acute tubular necrosis (akute Tubulusnekrose,
ATN) und/oder acute rejection (akute AbstoRungsreaktion, AR). Die Analyse dieser
Studie zeigte, dass hohere 1-GST Konzentrationen auf eine akute Abstol3ungsreaktion
hindeuten kénnen. In den Leichenspende-Empfangern unserer Studie war -GST in der
Subgruppe 1 am ersten postoperativen Tag signifikant hoher als in der
korrespondierenden Kontrollgruppe und die Messung des Markers konnte zu einem
frihen postoperativen Zeitpunkt zwischen einer akuten Transplantatabstof3ung und
einem abstoRungsfreien Verlauf diskriminieren. Auch die m-GST Werte der
Lebendspende-Empfanger stiegen im Gegensatz zu der Kkorrespondierender

Kontrollgruppe an, allerdings ohne signifikante Unterschiede.

In unserer Analyse fand sich, dass sowohl a- als auch m-GST im Urin von
Leichenspendern, deren Transplantate in den Empfangern eine akute
AbstoRungsreaktion oder DGF zeigten, hoéhere Werte als bei Spendern deren
Empféanger ohne Ereignis blieben, ergaben.

Im Gegensatz hierzu ergab die Messung von a- und m-GST in Lebendspendern keine
wesentliche Korrelation zu den korrespondierenden Empfangergruppen mit
Funktionsverlusten oder der korrelierenden Kontrollgruppe (Spender, deren Empfanger
ohne Ereignis waren).

Bei gleichzeitigem Auftreten einer akuten AbstoRungsreaktion und CNI-Toxizitat
erlaubten die T-GST-Werte allerdings keine relevante Ableitung des weiteren Verlaufs,
wobei in diesen Subgruppen sowohl bei den Leichen- als auch bei den Lebendspende-

Empfangern auch nur jeweils drei Patienten waren.

Vor Transplantation (dO) zeigten die Organempfanger (sofern noch eine Diurese vorlag)
sowohl hdhere 11- als a-GST-Konzentrationen im Urin. Dies konnte sowohl fir die
Leichen- als auch Lebendspende-Empfanger beobachtet werden. Ein &hnliches
Ergebnis zeigt eine Studie von Branten el al., die bei Patienten mit chronisch

eingeschrénkter Nierenfunktion hohere Exkretionen von 1T-GST als a-GST nachweisen
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konnte (52). Auch bei einem akutem Nierenversagen konnten Seabra et al. in einer
Studie mit insgesamt 245 Patienten T-GST als signifikanten Pradiktor einer

Dialysenotwendigkeit heraus arbeiten (82).

Obwohl die a- und -GST Konzentrationen bei einem definiertem Ereignis eine
Abweichung von den Werten der entsprechenden Kontrollgruppen ergaben, konnte aus
unseren Ergebnissen keine Differenzierung zwischen den zugrunde liegenden
Ursachen der eingeschrankten Transplantatfunktion abgeleitet werden.

Die Ergebnisse unserer Studie liefern aber Hinweise, dass a- und m-GST in Urin nicht
nur ein wertvoller und signifikanter Marker fur die Nierentransplantatfunktion im
postoperativen Verlauf sein koénnen, sondern mdglicherweise bereits vor
Transplantation durch die Quantifizierung beim Spender einen Stellenwert als
pradiktiver Indikator fur das Transplantatiiberleben haben. Allerdings war sicherlich die,
durch die Einteilung in die Subgruppen, geringe Grof3e des Patientenkollektivs, ein
limitierender Faktor dieser Studie. Hinzu kam, dass die GST-Werte in den Subgruppen
teilweise groBe Unterschiede zeigten und sich damit einhergehend grolRe
Standardabweichungen ergaben.

Anhand unserer Ergebnisse ist es dennoch gerechtfertigt zu sagen, dass die Planung
und Durchfihrung weiterer Studien mit grof3eren Patientenkollektiven zur besseren

Evaluierung dieses vielversprechenden Biomarkers sinnvoll sind.
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5. Zusammenfassung

Die frihe postoperative Phase nach Nierentransplantation ist kritisch zu bewerten. Eine
Transplantatdysfunktion sollte hierbei rasch identifiziert und adaquat behandelt werden,
denn die Transplantation ist die goldwertige Therapieoption der terminalen
Niereninsuffizienz und nach wie vor ist das mangelnde Organangebot ein kritisches
Problem. Die Glutathion-S-Transferasen sind multifunktionelle Enzyme, die je nach
Isotyp in dem proximalen oder distalen Abschnitt des Nierentubulus vorkommen und bei
einer Nierenschadigung in den Urin freigesetzt werden. Unsere Studie untersuchte
daher die Wertigkeit von zwei Glutathion-S-Transferasen im Spender und
Empfangerurin zur Pradiktion und Monitoring einer Nierentransplantatfunktion.

In dieser Studie wurden 30 Nierentransplantate von Leichenspendern und 50 von
Lebendspendern untersucht. Sowohl die Spender als auch die Empfanger wurden
eingeschlossen und je nach Ereignis (Toxizitdt, AbstoRung, Delayed Graft Function)
nach Transplantation in den Empfangern in Subgruppen unterteilt. Neben den
klinischen Routineparametern wurden a- und m-GST sowie Kreatinin im Urin und
Serum pra- und postoperativ bestimmt.

Beide Isotypen der GST korrelierten zu allen Untersuchungszeitpunkten in den
gesunden Lebendspendern nach einseitiger Nephrektomie mit der renalen Funktion.
Hohe a- und T-GST-Werte im Urin von Leichenspendern kénnen einen Hinweis auf
eine Transplantatdysfunktion in den Empfangern geben und mit einer DGF
einhergehen. a-GST kann bereits vor Transplantation pradiktiv fir eine akute
Abstol3ung oder CNI Toxizitat eines Leichenspender-Transplantats sein. Die
Bestimmung von GST im Urin von Leichenspendern kénnte daher, nach weiterer
Evaluierung, zur Risikoabschatzung marginaler Organe herangezogen werden.

Auch nach Transplantation zeigt die Bestimmung von a- und 1T-GST im Urin von
Leichenspende-Empfangern eine Transplantatdysfunktion an. Ein friher und
wegweisender Anstieg des Biomarkers konnte im Falle einer akuten
Abstol3ungsreaktion sowie einer DGF festgestellt werden. Beide GST-Isoformen eignen
sich somit als erganzende MalRnahme zum Monitoring einer Transplantatfunktion. Eine
genaue Differenzierung der Pathogenese (immunologisch, toxisch, ischamisch) der
Funktionseinschrankung konnte allerdings in unserer Arbeit anhand der Biomarker nicht

erfolgen.
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Zusammenfassend lasst sich aus der vorliegenden Arbeit ableiten, dass die Biomarker
a- und m-GST im Urin zur Pradiktion und Verifikation der Transplantatfunktion vor und
nach Leichenspende viel versprechend sind und eine frihzeitige Nierenschadigung
vorhersagen konnen. Wir halten daher die Bestimmung von a- und m-GST im Urin
hirntoter Spender und deren korrespondierender Empfanger fur sinnvoll, allerdings sind
weitere Studien, die diesen Zusammenhang sowie Grenzwerte und weitere

Einflussfaktoren genauer untersuchen, erforderlich.
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