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1 Abstract 

 

1.1 Abstract in Deutsch 

 

Titel: Durchflusszytometrisch gemessene CD8 T-Zellen und Tubulusepithelzellen als 

Urin-Biomarker für Nierentransplantat-Abstoßung. 

 

Einleitung: Eine Abstoßung ist eine gefürchtete Komplikation nach 

Nierentransplantation. Die klinischen Symptome sind unspezifisch, wie auch Serum-

Kreatinin als wichtigster Laborparameter zur Verlaufskontrolle. Die Diagnose gelingt bis 

heute nur histologisch nach Biopsie. CD8 T-Zellen und Tubulusepithelzellen (TEC) sind 

an den pathologischen Prozessen der Nierentransplantat-Abstoßung beteiligt. Ihre 

Zellpopulationen sind im Urin messbar und Biomarker-Kandidaten für das Monitoring von 

transplantierten Patienten. 

 

Methodik: CD8 T-Zellen (DAPI– CD3+ CD8+), proximale TEC (CD10+ Cytokeratin 

intrazellulär+) und distale TEC (EPCAM+ Cytokeratin intrazellulär+) wurden mittels 

Durchflusszytometrie im Urin von Patienten nach Nierentransplantation bestimmt. In 

einer Längsschnittkohorte (n = 31) wurden Patienten mit „Guter Transplantatunktion“ 

(engl. Good Graft Function) und „Verzögerter Transplantatfunktion“ (engl. Delayed Graft 

Function“) bis zu 110 Tage nach Transplantation untersucht. In einer Querschnittskohorte 

(n = 63) wurden Patienten mit Verdacht auf Abstoßung biopsiert und anhand der 

Histologie in die Gruppen T-Zell-vermittelte Rejektion (TCMR), Antikörper-vermittelte 

Rejektion (ABMR) und keine Rejektion (No RX) eingeteilt. Die Zellzahlen wurden mit 

Banff-Scores korreliert. Des Weiteren wurde eine klinisch unauffällige Kontrollgruppe 

analysiert. 

 

Ergebnisse: Patienten mit Delayed Graft Function hatten an Tag 6-10 postoperativ mehr 

CD8 T-Zellen im Urin als die Vergleichsgruppe (p < 0,5). Interstitielle Entzündung und 

Tubulitis im Transplantat korrelierten mit CD8 T-Zellen im Urin (interstitielle Entzündung: 

Spearman r = 0,73; p < 0,001; Tubulitis: Spearman r = 0,48; p < 0,05). Patienten mit 

TCMR hatten mehr CD8 T-Zellen als Patienten mit ABMR (p < 0,05). Bei No RX waren 

die TEC höher als bei TCMR (p < 0,01), ABMR (CD10+ TEC: p < 0,001; EPCAM+ TEC: 

p < 0,01) und der Kontrollgruppe (CD10+ TEC: p < 0,0001; EPCAM TEC: p < 0,001). Der 
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beste Biomarker zur Detektion von Abstoßung waren CD10+ TEC mit einer Spezifität von 

100% und einer Sensitivität von 72% (Cut-Off: <642 Zellen/100 ml; AUC = 0,91). 

 

Schlussfolgerung: CD8 T-Zellen und TEC sind potenzielle Urin-Biomarker zur 

Verlaufskontrolle nach Nierentransplantation. Sie zeigten gute Ergebnisse zur Detektion 

von Delayed Graft Function und Transplantatabstoßung. Möglicherweise erzielen die 

Zellen in Kombination mit anderen Biomarkern noch bessere Ergebnisse. Zur Validierung 

dieser explorativen Studie sind größere Patientenzahlen erforderlich. 

 

1.2 Abstract in Englisch 

 

Title: Flow cytometrically measured CD8 T cells and tubular epithelial cells as urine 

biomarkers for kidney graft rejection. 

 

Introduction: Rejection is a feared complication after kidney transplantation. The clinical 

symptoms are non-specific, as is serum creatinine as the most important laboratory 

parameter for monitoring. To date, the diagnosis is only possible histologically after a 

biopsy. CD8 T cells and tubular epithelial cells (TEC) are involved in the pathological 

processes of renal graft rejection. The cell populations can be measured in urine and are 

biomarker candidates for monitoring transplanted patients. 

 

Methods: The presence of CD8 T cells (DAPI– CD3+ CD8+), proximal TEC (CD10+ 

Cytokeratin intracellular+) and distal TEC (EPCAM+ Cytokeratin intrazellular+) in the 

urine of patients after kidney transplantation was determined using flow cytometry. The 

technique of flow cytometry was used for the measurement. In a longitudinal cohort (n = 

31), patients with “good graft function“ and “delayed graft function“ were examined up to 

110 days after transplantation. In a cross-sectional cohort (n = 63) patients suspected of 

rejection were biopsied and divided into the groups T cell-mediated rejection (TCMR), 

Antibody-mediated rejection (ABMR) and No Rejection (No RX). The cell numbers were 

correlated with Banff-Scores. A clinically normal control group was also analyzed. 

 

Results: Patients with delayed graft function had more CD8 T cells in the urine than the 

comparison group on day 6-10 postoperatively (p < 0,05). Interstitial inflammation and 

tubulitis in the graft correlated with CD8 T cells in the urine (interstitial inflammation: 

Spearman r = 0,73; p < 0,001; tubulitis: Spearman r = 0,48; p < 0,05). Patients with TCMR 
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had more CD8 T cells than patients with ABMR (p < 0,05). No RX had more TEC than 

TCMR (p < 0,01), ABMR (CD10+ TEC: p < 0,001; EPCAM+ TEC: p < 0,01) and the control 

group (CD10+ TEC: p < 0,0001; EPCAM TEC: p < 0,001). The best biomarker for the 

detection of rejection were CD10+ TEC with a specificity of 100% and a sensitivity of 72% 

(cut-off: <642 Zellen/100 ml; AUC 0,91). 

  

Conclusion: CD8 T cells and TEC are potential urine biomarkers for follow-up after 

kidney transplantation. They showed good results for the detection of delayed graft 

function and graft rejection. In combination with other biomarkers, the cells may achieve 

even better results. Larger numbers of patients are required to validate this explorative 

study. 
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2 Einleitung 

In dieser Arbeit sind personenbezogene Benennungen in der männlichen Form 

angegeben, wenn mehrere Geschlechter gemeint sind oder eine unspezifische Person 

beschrieben wird. Dies dient ausschließlich einem besseren Lesefluss. 

 

Renale Abstoßung erhöht das Risiko für Dysfunktion und Verlust des 

Nierentransplantats.1-3 Trotz verbesserter Immunsuppression tritt bei 6-10% der 

Nierentransplantationen noch innerhalb des ersten Jahres nach Operation eine akute 

Abstoßung auf.4 Am häufigsten beginnt sie in den ersten Wochen nach Transplantation.5 

Daher ist eine Nachsorge mit früher Diagnosestellung und Therapieintervention 

erstrebenswert. Leider sind die nicht-invasiven Möglichkeiten eines gezielten Screenings 

eingeschränkt. Unspezifische Zeichen für Abstoßung sind ein hoher Kreatinin-, Cystatin 

C- und Harnstoffwert im Serum, Proteinurie, pathologische Befunde in der 

Nierensonografie oder klinische Symptome wie Anurie, Ödeme, Fieber, Müdigkeit und 

Appetitlosigkeit. Der Goldstandard zur Diagnose ist die histopathologische Untersuchung 

einer Nierenbiopsie. Der Eingriff erfordert Fachpersonal und oftmals eine stationäre 

Aufnahme im Krankenhaus. Wie bei allen invasiven Eingriffen bestehen Risiken. Die 

häufigsten Komplikationen einer Nierenbiopsie sind Hämaturie und Blutungen.6 Wichtige 

Kontraindikationen sind unkontrollierter Hypertonus und Blutungsneigung. 

Wissenschaftler sind schon lange auf der Suche nach nicht-invasiven Biomarkern in der 

Transplantationsmedizin. Sie sollen Abstoßung zuverlässig und frühzeitig identifizieren 

und das Transplantationsergebnis verbessern. Trotz vielversprechender Ansätze und 

weltweiter intensiver Forschung konnte noch kein idealer Biomarker gefunden werden. 

 

2.1 Was ist eine Nierentransplantat-Abstoßung? 

 

2.1.1 Histopathologie 

Anfang der 1990er Jahre wurde die erste Banff-Klassifikation eingeführt.7 Ziel war eine 

international einheitliche Einteilung für Nierentransplantat-Abstoßungen. Die 

Klassifikation diente der Diagnose auf semiquantitativer histopathologischer Basis. Zu 

Beginn basierte die Banff-Klassifikation auf der Detektion von T-Zell-vermittelter 

Rejektion (engl. T-cell mediated rejection, TCMR), die damals „akute Rejektion“ genannt 

wurde. Antikörper-vermittelte Rejektion (engl. antibody-mediated rejection, ABMR) wurde 

nur am Rande erwähnt und als „hyperakute Rejektion“ bezeichnet. Im Laufe der Zeit 
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wurden die Kriterien regelmäßig überarbeitet. Die aktuelle Banff-Klassifikation setzt sich 

aus sogenannten „Banff Lesion Scores“ und zusätzlichen diagnostischen Parametern 

zusammen. Jeder Score reicht von 0-3 Punkten. Zusätzliche diagnostische Parameter 

sind der Klinik, Serologie, molekularen und anderen histopathologischen 

Untersuchungen zu entnehmen. Die Gesamtheit der erhobenen Indikatoren ergibt die 

Diagnose nach Banff:8 Kategorie 1 beschreibt eine normale Biopsie oder unspezifische 

Veränderungen. Kategorie 2 umfasst alle Subgruppen der ABMR. Sie werden unterteilt 

in aktive ABMR, chronisch aktive ABMR und chronische ABMR. Die wichtigsten Banff-

Scores sind hier Glomerulitis, peritubuläre Kapillaritis und die C4d+ Färbung von 

Endothelzellen. C4d+ Färbung ohne Rejektionsnachweis werden in einer letzten 

Subgruppe zusammengefasst. Zu ihren diagnostischen Kriterien zählen intimale 

Arteriitis, akute thrombotische Mikroangiopathie und akute Tubulusnekrose bei 

Abwesenheit anderer Ursachen. Kategorie 3 beschreibt die TCMR vom Borderline-Typ. 

TCMR ist in Kategorie 4 zusammengefasst. Sie wird in akute TCMR (Grad I-III) und 

chronisch aktive TCMR (Grad I-II) unterschieden. Die wichtigsten Banff-Scores für TCMR 

sind interstitielle Entzündung, Tubulitis und intimale Arteriitis. Interstitielle Fibrose und 

Tubulusatrophie (IFTA) umgeben von Inflammation (i-IFTA) ist ein Zeichen für chronisch 

aktive TCMR. Kategorie 5 grenzt milde, mittelgradige und schwere IFTA voneinander ab. 

Die letzte Kategorie 6 beschreibt andere histopathologische Veränderungen, die nicht 

von akuter oder chronischer Abstoßung verursacht sind. Genannt werden Nephropathien 

durch Humanes Polyomavirus 1 (BK-Virus), lymphoproliferative Erkrankungen nach 

Transplantation, Calcineurin-Inhibitor-Toxizität, akute Tubulusnekrose, 

Rezidiverkrankung, De-novo-Glomerulopathie, Pyelonephritis und medikamenten-

induzierte interstitielle Nephritis.8 

 

In der klinischen Praxis ist die histologische Interpretation oft komplex, da chronische 

pathologische Vorgänge die Diagnosestellung erschweren. Die zellulären 

Veränderungen können einer Abstoßung vorausgehen und sie bedingen, oder aber 

unabhängig von ihr auftreten.9 Letztlich stellen Biopsien nur einen Teilausschnitt zur 

Verteilung der Läsionen dar. Weitere Limitationen sind Fehler im Probenmaterial und 

Interobserver-Variabilität zwischen den Pathologen.10 Abbildung 1 zeigt 

histopathologische Aufnahmen bei TCMR und ABMR. Sie stammen von 

Studienteilnehmern, die im Rahmen dieser Arbeit untersucht wurden. Die Bilder wurden 

freundlicherweise von Prof. Dr. Wolfgang Schneider (Institut für Pathologie, Charité – 



15 
 

Universitätsmedizin Berlin) zur Verfügung gestellt und zusammen mit den Ergebnissen 

dieser Dissertation veröffentlicht.11 
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Histopathologie bei Transplantatabstoßung 

 

Abbildung 1: Histopathologie bei Transplantatabstoßung.  

Repräsentative Nierenbiopsiebilder von Patienten der Charité. A: Borderline Läsionen 

suspekt für TCMR. A.1-A.2: HE; A.3: PAS. B: TCMR. B.1-B.3: HE. C-D: ABMR. C.1-

C.2: HE; C.3: Jones’ stain. D.1: PAS; D.2 HE; D.3 Jones’ stain. HE: Hematoxylin and 

eosin stain; PAS: Periodic acid–Schiff reaction.  
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2.1.2 Pathophysiologie der TCMR 

Die Alloantigene eines Transplantatspenders aktivieren 1-10% des totalen T-Zell-

Repertoires des Empfängers.12 Antigenpräsentierende Zellen sensibilisieren die T-Zellen 

in tertiären lymphoiden Organen des Transplantats oder in der Peripherie.13,14 Neben 

Dendritischen Zellen treten Makrophagen und B-Zellen als antigenpräsentierende Zellen 

auf.13 Die Zell-Zell-Interaktionen sind von äußeren Faktoren mit Zytokinen und 

Mediatoren abhängig. Die Komplementfaktoren C3a und C5a triggern ebenfalls eine 

Aktivierung der T-Zellen.15 Zielstrukturen der T-Zellen sind antigenpräsentierende 

tubuläre und endotheliale Zellen der Transplantatniere.13,16,17 Es werden eine direkte, 

indirekte und semidirekte Allogenerkennung unterschieden. 

 

Bei der direkten Allogenerkennung wandern antigenpräsentierende Zellen des Spenders 

in sekundäre lymphatische Gewebe des Empfängers. Da die Lymphdrainage vom 

Transplantat unterbrochen ist, wandern die Zellen über die angeschlossenen Blutgefäße. 

Schließlich aktivieren sie die T-Zellen des Empfängers in Lymphknoten oder in der Milz.18 

Bei der indirekten Allogenerkennung nehmen antigenpräsentierende Zellen des 

Empfängers allogene Peptide des Spenders auf, präsentieren sie auf 

Haupthistokompatibilitätskomplexen (engl. major histocompatibility complex, MHC) und 

aktivieren dann T-Zellen. Dieser Weg ist besonders im langfristigen Verlauf 

entscheidend, wenn die antigenpräsentierenden Zellen des Spenders nicht mehr 

nachweisbar sind. Bei der semidirekten Aktvierung nehmen antigenpräsentierende Zellen 

Membranfragmente mit Humanen Leukozyten Antigen (HLA) anderer Zellen auf und 

präsentieren sie T-Zellen.13  

 

Antigenspezifische T-Zellen infiltrieren das Nierentransplantat und proliferieren im 

Interstitium. Sie können anhand immunphänotypischer Oberflächenmerkmale – genannt 

„Unterscheidungsgruppen“ (engl. Cluster of Differentiation, CD) – differenziert werden. 

Aktivierte CD4 T-Zellen setzen lösliche Mediatoren frei, wie zum Beispiel (z.B.) 

Tumornekrosefaktor-alpha (TNF-alpha). Er fördert die Apoptose von Endothel- und 

Tubuluszellen. Aktivierte CD8 T-Zellen setzen Perforin und Granzym A und B frei. 

Perforin ist ein zytolytisches Protein und zerstört Zellmembranen im Transplantat. Die 

Granzyme dringen in die Zielzellen ein und induzieren Caspase-vermittelte Apoptose.13 

Die T-Zellen aktivieren auch Entzündungszellen im Transplantat, unter anderem (u.a.) 

Makrophagen. Langfristig sind aktivierte Makrophagen an Parenchymschaden im 

Rahmen einer chronischen Abstoßung beteiligt. CD8 T-Zellen tragen wahrscheinlich 
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auch zur Bildung von donorspezifischen HLA-Antikörper (DSA) bei.18 Im Verlauf der 

Abstoßung überschreiten CD8 T-Zellen die Zellemembran der Tubuli, proliferieren, und 

induzieren über den Fas-Liganden spezifische Apoptose von Tubulusepithelzellen (engl. 

tubular epithelial cells, TEC). Geschädigte TEC transformieren zu primitiven 

mesenchymalen Myofibroblasten und fördern interstitielle Fibrose. Das Absterben von 

TEC führt zu tubulärer Atrophie, Abstoßung und letztlich Transplantatverlust.13  

 

2.1.3 Pathophysiologie der ABMR 

DSA sind bei 13-30% der Nierentransplantierten beschrieben.19 Die meisten Empfänger 

haben vor Transplantation keine DSA im Blut, außer sie waren in ihrer Vergangenheit 

schon einmal Alloantigenen ausgesetzt, z.B. bei einer Schwangerschaft, Bluttransfusion  

oder früheren Transplantation.13 Bereits vor Transplantation zirkulierende Antikörper sind 

häufiger mit akuter Abstoßung assoziiert, de novo gebildete Antikörper eher mit 

chronischer Abstoßung.19 DSA binden an Gefäßendothelzellen im Transplantat und 

aktivieren das Komplementsystem.20 Alternativ binden sie mit dem Fc-Fragment an 

Neutrophile, Makrophagen oder Natürliche Killerzellen. Dann bewirken sie Degranulation, 

Freisetzung von lytischen Enzymen und lokalen Zellschaden.19 Eines der 

histopathologischen Kernelemente von ABMR ist die Bildung von neuen 

Basalmembranen durch Endothelzellen.21 Antikörper im Transplantat erhöhen die lokale 

Produktion von vaskulären endothelialen Wachstumsfaktoren (vascular endothelial 

growth factors, VEGF). Daraufhin proliferieren Endothelzellen und exprimieren vermehrt 

Fibroblast-Growth-Factor Rezeptor. Durch eine erhöhte Ligandenbindung wird die 

zelluläre Rekrutierung verstärkt. Dieser Pathomechanismus kann zur Vaskulopathie 

sowie Glomerulopathie in der Histologie von ABMR beitragen.19  

 

In der Banff-Klassifikation von 2013 wird die ABMR über die Kombination von 

histopathologischen und serologischen Kriterien definiert. Sie erfordert den Nachweis von 

drei Eigenschaften, die jeweils durch verschiedene Marker erfüllt werden können: 

chronische Gewebsläsionen, Antikörperinteraktion mit vaskulärem Endothel und DSA in 

der Serologie.22 Die Banff-Klassifikation von 2017 sieht vor, dass ABMR auch 

diagnostiziert werden kann, wenn der Test auf DSA nicht verfügbar oder potenziell falsch 

negativ ist. Grund hierfür ist, dass mit den verfügbaren Testmethoden wahrscheinlich 

nicht alle potenziell schädigenden Antikörper gefunden werden können und bei diesen 

Patienten trotzdem ein therapeutisches Vorgehen indiziert ist.23 Entscheidend für die 

histopathologische Diagnostik der ABMR sind mikrovaskuläre Veränderungen. In 
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Empfehlungen der Vergangenheit sollte die Zellkomposition in den Mikrokapillaren 

beschrieben werden, da angenommen wurde, dass Monozyten/Makrophagen, Natürliche 

Killerzellen und Neutrophile mit hyperakuter Abstoßung assoziiert sind.24 Inzwischen 

wurde diese Empfehlung zurückgenommen.21 In einer Studie mit 749 Nierenbiopsien von 

Kozakowski et al. stellte sich heraus, dass nicht die fokale Anwesenheit dieser Zellen, 

sondern vielmehr eine diffuse peritubuläre Kapillaritis mit Transplantatverlust assoziiert 

ist.25 Die Abgrenzung von akuter zu chronischer ABMR ist unabhängig vom klinischen 

Erscheinungsbild des Patienten und basiert ausschließlich auf histopathologischen 

Merkmalen des Nierentransplantats.8  

 

2.2 Monitoring nach Nierentransplantation 

Die Leitlinie der Kidney Disease: Improving Global Outcome (KDIGO) empfiehlt für alle 

nierentransplantierte Patienten eine Kontrolle von Serum-Kreatinin, Urin-Protein, Blutbild, 

Lipiden, Diabetes mellitus, BK-Virus, Epstein-Barr-Virus, Blutdruck, Puls, Größe, Gewicht 

und Zigarettenkonsum.26 Erhöhtes Serum-Kreatinin ist ein unspezifischer Marker für 

Abstoßung, der auch bei Nierenarterienstenose, chronischer Transplantatinsuffizienz, 

Rezidiverkrankungen, neuen Nierenerkrankungen und transienten Prozessen erhöht 

sein kann.27 Das Serum-Kreatinin und die glomeruläre Filtrationsrate (GFR) sind keine 

guten Prädiktoren für frühe histopathologische Veränderungen im Nierentransplantat.28 

Eine Proteinurie von >150 mg/24 Stunden ist mit reduziertem Transplantatüberleben 

assoziiert, unabhängig von glomerulären Pathologien.29 Tritt sie im ersten Jahr nach 

Transplantation auf, ist das Risiko für Transplantatverlust erhöht. Der Parameter dient 

besonders der Identifikation von rekurrenten Nierenerkrankungen wie z.B. der fokalen 

segmentalen Glomerulosklerose.27 Wichtige Ursachen und Risikofaktoren für 

Transplantatverlust umfassen alloimmune Prozesse, aber auch nicht-immune Aspekte 

von Spender und Empfänger. Die wichtigsten Risiken und Faktoren, die in der Nachsorge 

von nierentransplantierten Patienten bedacht werden müssen, sind in Abbildung 2 

zusammengefasst. 
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Ursachen und Risikofaktoren für Transplantatverlust 

Abbildung 2: Ursachen und Risikofaktoren für Transplantatverlust 

Nach Nankivell et al.30. BMI: Body-Maß-Index.  

 

 

2.3 Nicht-invasive Biomarker für Nierentransplantat-Abstoßung 

Ein idealer Biomarker sollte eine Abstoßung schnell, kostengünstig und möglichst 

differenziert erkennen. Neben hoher Sensitivität und Spezifität sollte er eine Fläche unter 

der Kurve (engl. area under the curve, AUC) nahe 1,0 erreichen.31 Die aktuellen Ansätze 

umfassen Analysen auf zellulärer, biochemischer, molekularer und genetischer Ebene. 

Die Probenentnahme erfolgt aus dem Blut oder Urin.  

 

2.3.1 Biomarker im Urin 

 

T-Zell-assoziierte Moleküle 

Jede Station der T-Zellaktivierung bietet Möglichkeiten für potenzielle Biomarker für 

Nierentransplantat-Abstoßung: von der Antigenerkennung, über Gentranskription bis hin 

zur Translation und Regulation (Abbildung 3). Zielstrukturen sind einzelne Gene, 

Nicht-immune Faktoren 

Spender-assoziiert 

- Leichenspende 
- Spender älter als 60 Jahre, weiblich, 

vaskuläre Komorbiditäten 
- Ischämische Reperfusionsschaden 
- Lange Ischämiezeit 

 
Empfänger-assoziiert 

- Weibliche Empfängerin 
- Mismatch bezüglich Größe 
- BMI > 30 
- Aszendierende Harnwegsinfektion 
- Transplantat-Pyelonephritis 
- Ureterobstruktion des Transplantats 
- BK-Virusnephropathie 
- Calcineurin-Inhibitor Nephrotoxizität 
- Rezidivierende renale Erkrankungen 
- Glomerulonephritis 
- Hypertonus 
- Hyperlipidämie 
- Rauchen 
- Proteinurie 
- Diabetes mellitus 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Alloimmune Faktoren 

- Kinder und Jugendliche 
- Ethnizität mit geänderter Disposition  

für Immunsuppressiva 
- Variierende Medikation durch 

Malabsorption oder Non-compliance 
- Genetische alloimmun und  

inflammatorische Antwort 
- Histoinkompatibilität  

(HLA-Mismatch) 
- Empfänger-Präsensibilisierung 
- Donor-spezifische Antikörper 
- Akute Rejektion 
- Subklinische Rejektion 
- Chronische TCMR 
- Späte de novo HLA-Antikörper Formation 
- Chronische ABMR mit Glomerulopathie 
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Messenger-Ribonukleinsäure (engl. messenger ribonucleic acid, mRNA), Proteine oder 

andere beteiligte Moleküle.  

 

 

Targets aktueller T-Zell-Biomarker 

 

 

Abbildung 3: Targets aktueller T-Zell-Biomarker 

Zur Identifikation von Patienten mit Transplantatabstoßung sind unterschiedliche 

Targets der T-Zell-Aktivierung von Interesse: Antigenerkennung, Gentranskription, 

Gentranslation und Genregulierung. ELISpot: Enzyme Linked Immuno Spot Assay; 

MMDS: Modern Massive Datasets; GoCAR: Genomics of Chronic Allograft Rejection; 

APC: antigenpräsentierende Zelle. Gestaltung der Abbildung inspiriert durch Safa, K. et 

al.32.  

 

 

Besonderes Augenmerk liegt auf den Signalwegen der CD8 T-Zellen. Die Gruppe um 

Suthanthiran analysierte die mRNA zytotoxischer Proteine im Urin von 85 

nierentransplantierten Patienten. Die mRNA Level der CD8 T-Zellproteine Perforin und 
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Granzym B waren bei Patienten mit akuter Rejektion erhöht.33 In einer Metaanalyse zur 

Signifikanz von Granzym B und Perforin wurden 16 Studien ausgewertet mit dem 

Ergebnis, dass die Proteine allein als Biomarker für akute Abstoßung nicht 

überzeugten.34 Suthanthiran und seine Kollegen beschrieben weiterhin eine erhöhte 

Konzentration von Serin Proteinase Inhibitor 9 (PI-9) im Urin von Patienten mit akuter 

Rejektion. Sie bezeichneten PI-9 als Granzym B Antagonisten, der die Vitalität von 

zytotoxischen T-Zellen im Transplantat steigert.35 Außerdem fand die Gruppe um 

Suthanthiran erhöhte CD103 mRNA in Urinzellen von Patienten mit akuter Rejektion.36 

CD103 ist ein Oberflächenprotein auf intraepithelialen CD8 T-Zellen und mehrfach in 

Assoziation mit Tubulitis beschrieben.36,37 Insgesamt erreichte der Biomarker eine 

Spezifität von 75% und eine Sensitivität von 59% bei der Erkennung von akuter 

Rejektion.36 Ein anderes CD8 T-Zell-assoziiertes Molekül ist Granulysin. Kotsch et al. 

zeigten, dass mehrere Wochen vor detektierter TCMR die mRNA von Granulylsin im Urin 

erhöht war. Sie untersuchten auch Granzym B, Perforin, Fas-Ligand, TNF-alpha, CC-

Chemokin-Ligand-5 (CCL5), Interleukin (IL)-1, IL-10, Interferon-gamma (IFN-gamma), 

Transforming-Growth-Faktor-beta (TGF-beta), CD3 und C-C Chemokin-Rezeptor-Typ-1 

(CCR1). Diese T-Zell-assoziierten Moleküle waren in ihrer Studie jedoch weniger 

spezifisch und sensitiv.38 Natürlicher-Killer-Gruppe-2-Member-D (NKG2D) wurde 

ursprünglich als Transmembranprotein auf Natürlichen Killerzellen entdeckt. Inzwischen 

ist bekannt, dass NKG2D die mRNA kostimulierender CD8 Lymphozyt-Rezeptoren 

kodiert. Seiler et al. fanden erhöhte NKG2D mRNA Expression in den Nierenbiopsien von 

Patienten mit akuter Abstoßung. Die NKG2D+ Zellen waren in tubulointerstitiellen 

Räumen lokalisiert, die auch CD8 T-Zellen enthielten. Daher postulierten sie eine 

NKG2D+ Subgruppe von CD8 T-Zellen bei Nierentransplantierten. Die Gruppe wies 

retrospektiv erhöhte NKG2D mRNA im Urinsediment von Patienten mit Abstoßung nach. 

Der Marker war bereits 2-3 Tage vor bioptisch bestätigter Diagnose positiv. Die 

Sensitivität lag bei 85%, die Spezifität bei 74%.39  

 

Ein wichtiges Steuermolekül auf regulatorischen T-Zellen ist Forkhead-Box-Protein P3 

(FoxP3). In einer Studie von Muthukumar et al. war die FoxP3 mRNA im Urin bei 

Patienten mit akuter Rejektion höher als bei chronischer Nephropathie. Die Sensitivität 

lag bei 90%, die Spezifität bei 73%. Weiterhin zeigten Patienten mit erhöhter FoxP3 

mRNA eine bessere Therapieresponse, und eine niedrigere Wahrscheinlichkeit für 

Transplantatverlust innerhalb von 6 Monaten.40 In einer anderen Studie wurde die 

Kombination von FoxP3 mRNA mit Programmed Cell Death Protein 1 (PD-1) mRNA 
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analysiert.41 PD-1 ist ein inhibitorischer Rezeptor auf aktivierten T-Zellen.42 Beide Urin-

Biomarker waren bei Patienten mit akuter Abstoßung höher als bei Patienten mit stabiler 

Transplantatfunktion41. Auch Afeneh et al. beschrieben erhöhte FoxP3 mRNA und PD-1 

mRNA im Urin als Prädiktoren für akute Rejektion. Außerdem fanden sie erhöhte mRNA 

zweier positiv kostimulierender Moleküle im Urin von Patienten mit akuter Rejektion 

(Tumornekrosefaktor-Rezeptor OX40 und sein Ligand OX40L).43  

 

Interferonabhängige Chemokine wurden in vielen Studien als potenzielle Urin-Biomarker 

für Abstoßung analysiert. Aktivierte T-Zellen und Natürliche Killerzellen exprimieren den 

Chemokinrezeptor CXC-Motiv-Chemokinrezeptor-3 (CXCR3). CXCR3 bindet an C-X-C-

Motiv-Chemokin-Ligand-9 (CXCL9) und C-X-C-Motiv-Chemokin-Ligand-10 (CXCL10).44 

In mehreren Studien war bei akuter renaler Abstoßung die Expression von CXCL9 und 

CXCL10 erhöht. Die Chemokine waren immunhistochemisch in Tubuli und infiltrierenden 

Zellen nachweisbar. CXCL9 war zusätzlich in Glomeruli detektierbar.45,46 2006 wurde in 

einer retrospektiven Studie von Matz et al. gezeigt, dass erhöhte mRNA- und 

Proteinkonzentration von CXCL10 mit akuter Rejektion korrelierte. Die CXCL10-

Expression stieg noch vor Kreatinin und vor histopathologischer Diagnose an.47 Die 

mRNA Konzentration von CXCL10 und seinem Rezeptor CXCR3 wurden auch von 

Tatapudi et al. untersucht. Beide Biomarker zeigten erhöhte mRNA-Level im Urin, wenn 

akute Rejektion vorlag. Die Studie umfasste insgesamt 82 Patienten. CXCL10 war der 

bessere Biomarker mit einer Sensitivität von 100% bei einer Spezifität von 78% zur 

Erkennung von akuter Rejektion.45 Die Gruppe um Schaub schlug CXCL10 und CXCL9 

als Screening-Marker für subklinische Tubulitis vor.48 Ho et al. untersuchten CXCL10 im 

Urin von 91 Nierentransplantierten mittels Enzyme-linked Immunosorbent Assay (ELISA). 

Das Verhältnis von CXCL10 zu Kreatinin diskriminierte Borderline Tubulitis, subklinische 

Tubulitis und klinische Tubulitis von normaler Histologie und IFTA.49 Jackson et al. 

analysierten Urinproben von 110 Erwachsenen und 46 Kindern. In ihrer Veröffentlichung 

von 2011 beschrieben sie eine erhöhte CXCL9- und CXCL10-Konzentration bei 

Patienten mit akuter Abstoßung und BK-Virusinfektion. Die Chemokine waren bei 

Patienten mit stabiler Transplantatfunktion, Calcineurin-Inhibitor-Toxizität oder IFTA nicht 

erhöht. Die Chemokine konnten akute Abstoßung nicht von einer BK-Virusinfektion 

unterscheiden.50 In einer größeren Studie mit 216 Patienten wurde CXCL10 im Urin 

weiter validiert. Der Biomarker korrelierte mit tubulo-interstitieller Inflammation und 

ermöglichte eine „CXCL10-gelenkte Strategie“ zur Reduktion von Biopsien nach 

Nierentransplantation.51 Hirt-Minkowski et al. schlussfolgerten in ihrem Review, dass 
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CXCR3-Chemokine vorrangig bei der Identifikation von subklinischer Rejektion helfen 

könnten.51 

 

VEGF 

VEGF sind Mitogene, die u.a. von T-Zellen und renalen Zellen exprimiert werden. Sie 

fördern die Adhäsion und Migration von Leukozyten am Transplantatendothel.52 Peng et 

al. fanden erhöhte VEGF im Urin von Patienten mit akuter Rejektion. Sie untersuchten 

199 Nierentransplantierte, davon 67 Patienten mit akuter Rejektion. Bei einem Cut-Off 

von 4,69 mg/µmol Kreatinin erreichten VEGF eine Sensitivität von 84,6% und eine 

Spezifität von 79,8%.53 Shahbazi et al. identifizierten Patienten mit speziellen Genotypen, 

deren VEGF-Expression erhöht war. Sie hatten ein erhöhtes Risiko für akute Rejektion.52 

 

TEC-assoziierte Moleküle 

Andere potenzielle Biomarker markieren spezifisch Veränderungen in der tubulären 

Struktur. Gluthation-S-Transferase ist ein Enzym im Zytosol proximaler TEC. Ein Anstieg 

ausgewählter Subtypen wurde mehrfach bei akuter Rejektion beschrieben.54,55 In einer 

Studie von Sundberg et al. stieg der Urin-Biomarker schon 1-2 Tage vor Kreatinin an.55 

Ein anderer Biomarker für geschädigte Tubuli ist das Glykoprotein Kidney-Injury-

Molecule-1 (KIM-1). Das Transmembranprotein wird von geschädigten proximalen TEC 

exprimiert. Patienten mit akuter Rejektion und chronischer Transplantatdysfunktion 

hatten höhere KIM-1 mRNA im Urin und Serum als Patienten mit guter 

Transplantatfunktion. Zu diesem Schluss kamen Shahbaz et al. nach einer Studie mit 85 

nierentransplantierten Patienten.56 In einer anderen Publikation korrelierten KIM-1 sowie 

N-Acetyl-beta-Glukosaminodase negativ mit sechsmonatiger und zwölfmonatiger 

Transplantatfunktion.57 Ting et al. veröffentlichten ein Review zu potenziellen TEC-

Biomarkern. Darin stellten sie fest, dass bisherige TEC-Biomarker ihr höchstes Potenzial 

erreichen, wenn sie mit anderen Biomarkern kombiniert werden. So könnten 

gemeinsame Analysen über TEC und Immunzellen einen wichtigen Beitrag beim 

Monitoring von transplantierten Patienten leisten.58  

 

Multizentrische Studien 

Einige erfolgversprechende Biomarker der mRNA Diagnostik wurden bereits in 

multizentrischen Studien über das Clinical Trial in Organ Transplantation (CTOT) 

Programm untersucht. In einer großen prospektiven Studie mit 485 Patienten wurden 

eine Reihe an spezifischen mRNA-Molekülen in Urinzellen gemessen. Die Dreier-
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Kombination von CD3 Epsilon mRNA, CXCL10 mRNA und 18S ribosomaler RNA (engl. 

18S ribosomal ribonucleic acid, 18S rRNA) diskriminierte Patienten mit akuter zellulärer 

Rejektion von Patienten ohne Rejektion mit einer AUC von 0,85. Die Marker stiegen 

bereits bis zu 20 Tage vor histologischer Diagnose an. Allerdings konnte kein 

überzeugendes Fazit für ABMR gezogen werden, da nur 10 Patienten mit ABMR 

eingeschlossen wurden.59 Kurze Zeit später wurde eine deutlich kleinere, nicht 

multizentrische Studie zu mRNA Kombinationen veröffentlicht, die 26 Patienten mit 

ABMR umfasste. Die Kombination CD3 Epsilon, CD105, CD14, CD46 und 18S rRNA 

diskriminierte TCMR von ABMR mit einer AUC von 0,81. Eine andere Kombination, 

bestehend aus CD3 Epsilon, CD105, Toll-Like-Rezeptor 4, CD14, Komplementfaktor B 

und Vimentin, diskriminierte akute Rejektion von akuter Tubulusnekrose mit einer AUC 

von 0,92.60 Eine weitere multizentrische CTOT-Studie untersuchte prospektiv CCR1, CC-

Chemokin-Rezeptor-Typ-5 (CCR5), CXCR3, CCL5, CXCL9, CXCL10, Perforin und 

Granzym B. CXCL9 war der überzeugendste Marker für akute Rejektion mit negativen 

prädiktiven Werten von 83% für die mRNA und 92% für das Protein. Niedriges CXCL9 6 

Monate nach Transplantation klassifizierte stabile Transplantate mit der geringsten 

Wahrscheinlichkeit für akute Rejektion oder GFR-Abnahme in den Monaten 6-24 nach 

Transplantation.61  

 

Bioinformatik 

Pisitkun et al. identifizierten bei einer Analyse von Urin-Exosomen über 1000 potenzielle 

Biomarker bei Patienten mit Abstoßung oder tubulärem Transplantatschaden.62 In einer 

bioinformatischen Auswertung wurden die Proteine mit bekannten pathologischen Genen 

und Signalwegen verglichen. Auch andere Autoren schlagen Datenbankanalysen als 

wichtige Hilfsmittel bei der Entdeckung neuer Biomarker vor. Die STRING Database 

sammelt Informationen zu bekannten Protein-Proteininteraktionen von Zellen. Bei einer 

Analyse zu Signalwegen bei renaler Transplantatabstoßung wurden in der Datenbank 

viele Proteine identifiziert, die bereits als potenzielle Urin-Biomarker bekannt sind: IFN-

gamma, CXCL-9, IP-10, CXCR3, Fas-Ligand, Granzym B, IL-18, CD30, Perforine und 

VEGF-9. Zudem fielen Hepatozyten Growth Faktor und Epidermaler Growth Factor auf.63  

 

Herausforderungen bei der Analyse von Proteinen und mRNA 

Die Normalisierung von intra- und interindividueller Variabilität der Protein- und mRNA-

Konzentrationen im Urin stellt immer noch ein Problem dar.63,64 Die Proteinmenge im Urin 

kann aufgrund unterschiedlicher pathologischer Prozesse verändert sein. Hohe 
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Proteinkonzentrationen entstehen sowohl bei intakter („Overflow Proteinurie“), als auch 

bei geschädigter („glomeruläre Proteinurie“) Filtrationsbarriere. Andere Ursachen für 

erhöhte Proteinkonzentrationen sind in veränderter Sekretion und Rückresorption im 

Tubulussystem begründet. Proteine können auch direkt aus dem geschädigten 

Nierenparenchym stammen, z.B. bei diabetischer Nephropathie. Darüber hinaus erhöhen 

Nieren- und Uroepithelzellen über Exosome und Mikropartikel die Proteinkonzentration 

im Urin.63 Einige Herausforderungen bei der Analyse von Urin-mRNA konnten inzwischen 

bewältigt werden. So liegen Standardisierungen und Kontrollgene vor. Für 

Ribonukleinsäure (engl. ribonucleic acid, RNA)-Analysen bleibt der Zeitfaktor limitierend. 

RNA sollte möglichst innerhalb von 4 Stunden nach Urinabgabe verarbeitet werden.31 Die 

quantitative Echtzeit-Polymerase-Kettenreaktion (engl. real-time quantitative polymerase 

chain reaction, qPCR) von Urin ist noch nicht großflächig kommerziell verfügbar.  

 

2.3.2 Biomarker im Blut 

Bei der Suche nach geeigneten Blut-Biomarkern basieren viele Forschungsprojekte auf 

der Pathophysiologie der TCMR. Meist werden Zellzahlen detektiert oder die mRNA von 

ausgewählten Zellbestandteilen gemessen. Zudem untersuchen Wissenschaftler die 

Genexpression über Desoxyribonukleinsäure (engl. deoxyribonucleic acid, DNA) 

Mikroarrays, Mikro-Ribonukleinsäure (engl. micro-ribonucleic acid, miRNA) und zellfreie 

DNA von Spendern. Außerdem kann auf DSA als Hinweis für eine ABMR getestet 

werden. Eine Übersicht zum großen Spektrum potenzieller Biomarker in Urin und Blut 

listet Tabelle 1 auf. Bisher konnte noch keiner dieser Marker flächendeckend in der 

klinischen Praxis etabliert werden und eine histopathologische Untersuchung ersetzen. 
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Spektrum potenzieller Biomarker für Abstoßung 
 

Biomarker Maßeinheit Klinischer Kontext AUC Patienten Ref. 

            Urin 

Perforin, Granzym B mRNA akute Rejektion k.A. 85 33 

Serin Proteinase Inhibitor 9 mRNA akute Rejektion 0,76 87 35 

Granulysin mRNA akute Rejektion k.A. 35 38 

OX40, OX40L, PD-1, FoxP3 mRNA akute Rejektion 0,98 46 43 

NKG2D mRNA akute Rejektion 0,66 94 39 

CXCL10 mRNA ABMR / gemischte Rejektion 0,70 / 0,80 247 65 

CXCR3 mRNA akute Rejektion 0,76 58 45 

CD103 mRNA akute Rejektion 0,73 79 36 

CD3 Epsilon, CD25, FoxP3 mRNA akute Rejektion 0,58 – 0,85 83 40 

CD3 Epsilon, CXCL10, 18S rRNA mRNA akute TCMR 0,74 485 59 

miR-210 miRNA akute Rejektion 0,70 81 66 

CXCL9 Protein/mRNA Banff>1 / TCMR 0,86 255 / 247 61,65 

CCL2, Kreatinin Protein 
Transplantatfunktion  

nach 5 Jahren 
0,62 185 67 

TIM-3 mRNA akute Rejektion 0,98 85 56 

KIM-1 mRNA akute Rejektion 0,99 85 56 

Gluthathion Transferase-Pi Protein akute Rejektion k.A. 145 55 

NGAL Protein akute Rejektion 0,98 182 68 

VEGF Protein akute / subklinische Rejektion 0,87 279 53 

Lymphozyten, TEC Zellzahl akute Rejektion k.A. 176 69 

Lymphozyten/Granulozyten Zellzahl akute Rejektion k.A. 42 70 

           Blut 

TEMRA CD8 T-Zellen Zellzahl 
akute Rejektion/ 

Transplantatversagen 
k.A. 185 71 

Interferon-gamma- ELISPOT Zellzahl 
akute Rejektion/ 

Transplantatversagen 
0,80 23 72 

Immuknow® intrazelluläres ATP  akute Rejektion 0,34 – 0,99 642 73 

Perforin, Granzym B mRNA akute Rejektion k.A. 25 74 

Regulatorische T-Zellen Zellzahl akute Rejektion  k.A. 75 75 

B Zell Phänotyp Zellzahl 
akute Rejektion/  

chronische ABMR 
k.A. 73 76 

kSORT mRNA akute Rejektion 0,94 436 77 

DNA Mikroarrays RNA akute Rejektion 0,84 – 0,89 148 78 

miRNA Profile miRNA TCMR 0,76 – 0,97 161 79 

Zellfreie DNA des Donors zellfreie DNA aktive Rejektion 0,74 102 80 

TIM-3 mRNA akute Rejektion 1,0 85 56 

KIM-1 mRNA akute Rejektion 1,0 85 56 

Fractalkine, CXCL10 Protein akute Rejektion 0,86 52 81 

Tabelle 1: Spektrum potenzieller Biomarker für Abstoßung 

Auswahl von relevanten Studien. Weitere Publikationen zu gleichen oder anderen 

Markern können vorliegen. AUC: area under the curve; k.A.: keine Angabe; Ref.: 

Referenz.  
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2.4 Durchflusszytometrie von Urinzellen  

Lee et al. beschrieben die Transplantatniere als „in vivo Durchflusszytometer“, die den 

Übertritt von rejektionsbeteiligten Zellen in den Urin ermöglicht.82 In den letzten Jahren 

wurden einige Publikationen zu durchflusszytometrischen Urin-Biomarkern bei 

inflammatorischen Entzündungsprozessen der Niere veröffentlicht. Sie berichteten über 

erhöhte CD4 T-Zellen und CD8 T-Zellen bei Patienten mit aktiver Lupusnephritis83-85 oder 

erhöhte CD4 T-Zellen bei aktiver Anti-Neutrophile cytoplasmatische Antikörper (ANCA)-

assoziierter Vaskulitis.86 Eine Veröffentlichung von 2018 beschrieb 

durchflusszytometrisch messbare T-Zellen im Nierentransplantat. Der Quotient CD8/CD4 

> 1,2 war prädiktiv für Abstoßung. Er detektierte sie früher als die Mikroskopie. Erhöhte 

CD45+ Leukozyten und erhöhte IL-Level waren prädiktiv für schweren Zellschaden.87 

Schon zu den Anfängen der renalen Transplantationsmedizin gab es 

durchflusszytometrische Analysen von Zellpopulationen im Urin. Veränderte 

Lymphozyten-88-91 und TEC92-94 Urinkonzentrationen wurden mehrfach bei Patienten mit 

Abstoßung beschrieben. Der Ansatz soll in dieser Arbeit mit teils neuen Markern 

weiterverfolgt werden. Grundlage ist die Annahme, dass interstitielle und kapilläre CD8 

T-Zellen in das Tubulussystem übertreten und zusammen mit TEC ausgeschieden 

werden (Abbildung 4). 
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Der Weg von CD8 T-Zellen und TEC in den Urin 

 

Abbildung 4: Der Weg von CD8 T-Zellen und TEC in den Urin 

Dargestellt sind pathophysiologische Vorgänge nach Transplantation. CD8 T-Zellen 

gelangen über das Interstitium oder peritubuläre Kapillaren in den Tubulus. TEC 

unterliegen apoptotischen oder nekrotischen Vorgängen und gelangen ebenfalls ins 

Tubulussystem. Zusätzlich kann das Endothel geschädigt sein. Gestaltung der 

Abbildung inspiriert durch Abuelo et al.95.  

 

 

2.5 Fragestellungen  

Diese Arbeit untersucht die Zahl an CD8 T-Zellen und TEC bei Patienten nach 

Nierentransplantation. Als Konsequenz immunologischer Vorgänge werden diese Zellen 

mit dem Urin ausgeschieden und durchflusszytometrisch messbar. Um das Potenzial von 

CD8 T-Zellen und TEC als nicht-invasive Biomarker zu charakterisieren, sollen die 

folgenden Fragen beantwortet werden: 

1. Wie verhalten sich die Biomarker nach Transplantation?  

2. Korrelieren die Biomarker mit histopathologischen Kriterien? 

3. Können die Biomarker Transplantatabstoßung detektieren? 



30 
 

3 Material und Methodik 

 

3.1 Einführung  

Auf der Suche nach neuen Biomarkern wurden CD8 T-Zellen und TEC im Urin von 

nierentransplantierten Patienten analysiert. In einer Verlaufsstudie wurden die Biomarker 

an verschiedenen Zeitpunkten nach Operation bestimmt (Längsschnittkohorte). Sie 

bestand aus den Gruppen „Gute Transplantatfunktion“ (engl. Good Graft Function) und 

„Verzögerte Transplantatfunktion“ (engl. Delayed Graft Function). 

In einer Querschnittskohorte wurden die gleichen Biomarker unabhängig vom 

Operationszeitpunkt bestimmt. Bei Patienten mit klinischer Verschlechterung und 

Biopsieindikation wurden die Urinzellen mit dem Banff-Score korreliert und mit den 

histopathologischen Diagnosen TCMR, ABMR und keine Rejektion (No RX) verglichen. 

Zudem wurde eine klinisch unauffällige Kontrollgruppe untersucht. Insgesamt wurden 

94 Patienten untersucht (Abbildung 5). 

 

 

Patientenzahlen der Kohorten 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

 

Abbildung 5: Patientenzahlen der Kohorten 

 

 

Querschnittskohorte 

63 Patienten 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Längsschnittkohorte 

31 Patienten 

Good Graft Function 

10 Patienten 

Delayed Graft Function 

21 Patienten 

 Verdacht auf Abstoßung 

39 Patienten 

Kontrollgruppe 

24 Patienten 

Histopathologie 

 

 

TCMR 

14 Patienten 

Patienten 

 

 

ABMR 

7 Patienten 

Patienten 

 

 

No RX 

18 Patienten 

Patienten 
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3.2 Ethikvotum und Einverständniserklärungen 

Die Studie wurde unter Zustimmung der Ethikkommission der Charité durchgeführt 

(EA1/152/16). Alle teilnehmenden Patienten gaben ihre schriftliche Einwilligung zur 

Durchführung der Studie und Veröffentlichung der Ergebnisse. 

 

3.3 Technik und Auswahl der Biomarker im Urin 

Im Durchflusszytometer fließen Zellen einzeln an einem Laserstrahl vorbei. Dabei werden 

die Lichtstreuung und Fluoreszenzemissionen gemessen. Das Vorwärts-Streulicht (engl. 

forward scatter, FSC) verläuft in gleicher Achse zum Laser und ist proportional zur Größe 

der Zelloberfläche. Das Seitwärts-Streulicht (engl. side scatter, SSC) wird in ca. 90 Grad 

zum Laserstrahl gemessen. Es ist proportional zur Granularität einer Zelle. Die 

Zellmarkierung erfolgt über fluoreszenzgekoppelte Antikörper. Durch den Laser 

angeregte Fluorochrome absorbieren einen Teil der Lichtenergie und emittieren 

Fluoreszenzlicht einer höheren Wellenlänge. So gelingt die Unterscheidung der 

Farbstoffe durch die Zuordnung spezifischer Wellenlängen. Zusammengefasst ist mit 

Hilfe der Durchflusszytometrie ein Rückschluss auf Größe, Granularität und Antikörper-

Bindungsstellen möglich.96 All diese Parameter erlauben eine gezielte 

Zelldifferenzierung. Für einen Marker positive Zellen sind in dieser Arbeit mit einem Plus 

(+) gekennzeichnet, negative Zellen mit einem Minus (–). CD8 T-Zellen und TEC wurden 

über intra- und extrazelluläre Strukturen identifiziert:  

 

Erkennung von lebenden CD8 T-Zellen:  4‘,6-Diamidin-2-phenylindol 

Dihydrochlorid (DAPI)–  

CD3+  

CD8+ 

Erkennung von proximalen TEC:   Cytokeratin(intrazellulär)+  

CD10+ 

Erkennung von distalen TEC:   Cytokeratin(intrazellulär)+  

epitheliales Zelladhäsionsmolekül  

(engl. epithelial cell adhesion molecule, 

EPCAM)+ 
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3.4 Längsschnittkohorte: Verlaufsbeobachtung nach Transplantation 

 

3.4.1 Patientencharakteristika  

Alle Patienten erhielten ihre Nierentransplantation an der Charité – Universitätsmedizin 

Berlin (Campus Charité Mitte oder Campus Charité Virchow-Klinikum). Einzelheiten zu 

den Patientencharakteristika sind in Tabelle 2 dargestellt. Die Erhebung der 

Patientendaten erfolgte in Zusammenarbeit mit Nina Görlich (Klinik für Nephrologie und 

Intensivmedizin, Charité – Universitätsmedizin Berlin). Die Kriterien für Delayed Graft 

Function umfassten Aspekte zu Dialyse und Serum-Kreatinin.97-100 Folgende Definition 

wurde für diese Arbeit festgelegt: 

 

Good Graft Function: 

• innerhalb der ersten 7 Tage nach Operation wurde keine Dialyse durchgeführt und 

• an den ersten 3 Tagen nach Operation sank das Serum-Kreatinin um mindestens 

10%/Tag oder lag bei ≤1,25 mg/dl. 

 

Delayed Graft Function:  

Die Kriterien für Good Graft Function wurden nicht erfüllt, denn 

• innerhalb der ersten 7 Tage nach Operation wurde eine Dialyse durchgeführt oder 

• an den ersten 3 Tagen nach Operation sank das Serum-Kreatinin nicht um 

mindestens 10%/Tag und lag bei >1,25 mg/dl. 

 

Der Urin wurde zu verschiedenen Zeitpunkten nach Transplantation analysiert. Die 

Messintervalle waren kürzer, je näher sie am Operationsdatum lagen. Zur Auswertung 

wurden 6 verschiedene Messzeiträume festgelegt. 15 Patienten konnten an mindestens 

3 verschiedenen Zeiträumen gemessen werden. 2 Patienten konnten nur einmalig 

gemessen werden. 3 Patienten wurden in jeweils einem Zeitraum doppelt analysiert. Bei 

ihnen wurde der Mittelwert ausgewertet. Die meisten Urinanalysen konnten an Tag 1-2 

und Tag 6-10 analysiert werden. Insgesamt wurden 91 Urinroben ausgewertet. Die 

Anzahl ausgewerteter Messungen ist in Tabelle 3 dargestellt.  
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Patientencharakteristika der Längsschnittkohorte 

Gruppe Good Graft Function Delayed Graft Function 

Patienten 10 21 

Weiblich/ männlich 3/7 9/12 

Alter, Mittelwert (±SD) 51(± 12) 48 (± 15) 

Lebendspende/Leichenspende 8/2 12/8, 1 x unbekannt 

 

Grunderkrankung 

  

3 x IgA Nephropathie 

3 x Glomerulonephritis 

2 x Hypertensive 

      Nephropathie 

1 x Chronische  

      tubulointerstitielle 

      Nephritis 

1 x Unbekannt 

4 x Kombinierte  

     diabetische und  

     medikamenten- 

     induzierte 

     Nephropathie 

3 x Glomerulonephritis 

2 x ADPKD 

1 x Kongenitale  

      Hydronephrose 

1 x Hypertensive  

      Nephropathie 

1 x Alport Syndrom 

1 x Lupusnephritis 

2 x IgA Nephropathie 

1 x Kombinierte  

      Glomerulosklerose 

      und tubulointerstitielle  

      Nephritis 

1 x Chronische  

      Pyelonephritis 

4 x Unbekannt 

Urinmenge, Mittelwert (±SD) 104 (± 44) ml 101 (± 40) ml 

U-Stix: Proteine, Median (Spw.) 0 (30) mg/dl 30 (300) mg/dl 

U-Stix: Leukozyten, Median (Spw.) 0 (75) WBC/µl 0 (125) WBC/µl 

U-Stix: Erythrozyten, Median (Spw.) 200 (200) RBC/µl 200 (200) RBC/µl 

U-Stix: Nitrit positiv = 1, Median (Spw.) 0 (0) 0 (1) 

Tabelle 2: Patientencharakteristika der Längsschnittkohorte 

ADPKD: autosomal-dominante Polyzystische Nierenerkrankung; SD: 

Standardabweichung; WBC: white blood cell count; RBC: red blood cell count. 
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Anzahl analysierter Urinproben zu verschiedenen Zeiträumen 

Zeitraum 
Anzahl  

Urinproben 

Tag 1-2 25 

Tag 3-5 14 

Tag 6-10 26 

Tag 11-35 8 

Tag 36-59 8 

Tag 60-100 10 

Total 91 

Tabelle 3: Anzahl analysierter Urinproben zu verschiedenen Zeiträumen 

Die Urinproben wurden zu 6 verschiedenen Zeiträumen nach Transplantation requiriert.  

 
 

3.5 Querschnittskohorte: Analyse histopathologischer Kriterien  

Der Zusammenhang zwischen Urinzellzahl und histopathologischen Merkmalen wurde 

bei allen Patienten mit Verdacht auf Abstoßung untersucht. Für die Analyse wurden die 

Banff-Scores zu interstitieller Entzündung, Tubulitis, Glomerulitis, peritubulärer 

Kapillaritis und chronischer Glomerulopathie ausgewählt. Sie sind pathophysiologisch 

bedeutsam für den Abstoßungsprozess und werden im Anschluss an diesen Absatz 

näher erläutert. Die biopsierten Patienten wurden anhand ihrer Diagnose in die Gruppen 

TCMR, ABMR oder No RX eingeteilt. Sie wurden untereinander und mit der klinisch 

unauffälligen Kontrollgruppe verglichen. 

 

3.5.1 Erläuterung zu ausgewählten Banff-Scores 

 

Interstitielle Entzündung (i) 

Der Score beschreibt den prozentualen Anteil an Entzündungszellen in nicht vernarbtem 

Kortexparechnym. Fibrotische Areale, angrenzende subkapsuläre Kortexareale und die 

Adventitia an großen venösen oder lymphatischen Gefäßen sind von der Beurteilung 

ausgeschlossen. Interstitielle Entzündung ist ein klassisches Zeichen der akuten TCMR.8 

Bei Nierentransplantat-Abstoßung sind T-Zellen und Makrophagen die dominanten 

Zellpopulationen im Infiltrat. Sie können von Plasmazellen oder Granulozyten umgeben 

sein.101 In einer großen Studie mit 2055 Biopsien zeigten 31,6% aller Indikationsbiopsien 

eine interstitielle Entzündung. Die Prävalenz für den Score betrug 18,2% bei akuter 

Rejektion und 67,4% bei subklinischer Rejektion.102 Interstitielle Entzündung tritt auch bei 
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anderen pathologischen Entitäten auf, u.a. bei BK-Virusnephropathie oder akuter 

Tubulusnekrose.102 

 

Tubulitis (t) 

Der Score beschreibt die Quantität mononukleärer Leukozyten am Epithel kortikaler 

Tubuli. Die Entzündungsprozesse sind ein wichtiger Indikator für die TCMR. Zytotoxische 

CD8 T-Zellen nehmen eine Schlüsselrolle bei der Zerstörung tubulärer Strukturen ein.103 

Bei schwerer Tubulitis wird die Basalmembran geschädigt, die Nierenfunktion und das 

glomeruläre Feedback nehmen ab.102,104 Seit der Banff-Klassifikation von 2017 sind stark 

atrophe Tubuli von der Beurteilung ausgeschlossen, da die Bedeutsamkeit von Tubulitis 

bei ihnen weitgehend unklar ist.8  

 

Glomerulitis (g):  

Glomerulitis ist eine Form der mikrovaskulären Inflammation und gilt als wichtiges 

Zeichen einer ABMR. Der Score beschreibt die Anzahl betroffener Glomeruli in Prozent. 

Die Entzündung ist gekennzeichnet durch Leukozyteninfiltration und 

Endothelzellvergrößerung. Die Morphologie ähnelt der einer Glomerulonephritis.8 

Besonders die IgA-Nephropathie gleicht dem Erscheinungsbild einer Transplantat-

Glomerulitis durch Abstoßung. Zur Differenzierung kann die Ablagerung von 

Immunglobulin und Komplement durch Immunfluoreszenz evaluiert werden.22 

 

Peritubuläre Kapillaritis (ptc): 

Die peritubuläre Kapillaritis ist eine mikrovaskuläre Inflammation und Zeichen für ABMR. 

Ab ptc1 zeigen mindestens 10 % der peritubulären Kapillaren Entzündungsinfiltrate. Für 

den Score werden die Leukozyten innerhalb des kapillären Lumens gezählt. Peritubuläre 

Kapillaren sind definitionsgemäß im Kortex der Niere lokalisiert. Das Äquivalent im 

Nierenparenchym sind die Vasa recta. Sie sind für diesen Score nicht relevant. Bereiche 

mit Pyelonephritis oder Nekrose sind von der Beurteilung ausgeschlossen. Auch 

Entzündungsinfiltrate nahe lymphatischer Gefäße sollen nicht in den Score eingehen, um 

eine Verwechslung zu vermeiden. Am besten erfolgt die Beurteilung an tubulären 

Querschnitten. Peritubuläre Kapillaritis kann auch bei TCMR auftreten.8 

 

Chronische Glomerulopathie (cg):  

Die chronische Glomerulopathie beschreibt eine mehrschichtige Membrankontur in 

einem ausgewählten, stark geschädigten Glomerulus. Sie ist ein Zeichen einer ABMR. 
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Der Score beschreibt die betroffenen Kapillarschlingen in Prozent. Bei leichter 

chronischer Glomerulopathie kann die Elektronenmikroskopie zur Verifizierung 

eingesetzt werden, ansonsten reicht die Beschreibung mittels Lichtmikroskopie aus. Die 

chronische Glomerulopathie tritt auch bei Hepatitis C, hypertensiver Glomerulopathie und 

Glomerulonephritis auf.8 

 

 3.5.2 Patientencharakteristika  

 

Patienten mit Biopsie 

Für die Arbeit wurde der Spontanurin von 39 Patienten analysiert, die stationär auf der 

Nephrologie der Charité Berlin (Campus Charité Mitte oder Campus Virchow-Klinikum) 

aufgenommen wurden. Alle Patienten zeigten eine klinische Verschlechterung der 

Nierenfunktion und erhielten differentialdiagnostisch eine Biopsie. Die Urinproben wurden 

bis zu 3 Tage vor oder nach der Biopsie eingesammelt. Die histopathologische 

Bewertung der Biopsien erfolgte durch das Institut für Pathologie der Charité. Zur 

Rejektionsbeurteilung wurde die damals gültige Banff-Klassifikation von 2013 

herangezogen. Eine gesicherte Harnwegsinfektion, akute interstitielle Nephritis, 

membranöse Glomerulonephritis, fokal segmentale Glomerulosklerose oder das Rezidiv 

einer IgA-Nephropathie waren Ausschlusskriterien. Auch Patienten mit makroskopischer 

Hämaturie oder Nitrit-positivem U-Stix wurden nicht eingeschlossen. 

 

Kontrollgruppe 

Die Kontrollgruppe bestand aus 24 randomisierten Patienten mit Zustand nach 

Nierentransplantation, die zur Kontrolle ihres Serum-Kreatinins in die nephrologische 

Ambulanz der Charité kamen. Die Urinanalyse erfolgte am gleichen Tag. Keiner der 

Patienten hatte zum Untersuchungszeitpunkt einen Blasenkatheter. Alle 

eingeschlossenen Patienten hatten eine gute Transplantatfunktion. Diese war definiert 

als: 

1) Stabiles Serum-Kreatinin (Schwankungen unter 25%) oder Kreatininabfall in 

regulären Kontrollterminen in der Ambulanz und 

2) keine stationäre Aufnahme aufgrund von nephrologischen oder im 

Zusammenhang mit dem Nierentransplantat stehenden Ursachen in den letzten 6 

Monaten.  
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1 Patient zeigte 4 Wochen vor Urinanalyse einen unklaren Anstieg des Serum-Kreatinins, 

der innerhalb einer Woche wieder fiel. Bei 5 Patienten (im Median 8 Jahre nach 

Transplantation) wurde der Kreatininwert der letzten 6 Monate nicht bestimmt, da die 

Kontrolltermine wegen guter Transplantatfunktion seltener stattfanden. Einzelheiten zu 

allen Patientencharakteristika dieser Kohorte sind in den Tabellen 4, 5, 6 und 7 

dargestellt. Die Erhebung der Patientendaten erfolgte in Zusammenarbeit mit Nina 

Görlich (Klinik für Nephrologie und Intensivmedizin, Charité – Universitätsmedizin Berlin). 

 

 

Patientencharakteristika der Querschnittskohorte  

Gruppe TCMR ABMR No RX Kontrolle 

Patienten 14 7 18 24 

Weiblich/ 
männlich 

4/10 1/6 6/12 10/14 

Alter,  
Mittelwert (±SD) 

49 (± 18) 58 (± 18) 56 (± 13) 47 (± 14) 

Tage nach NTX,  
Median (±SD) 

67 (±9524) 3368 (±1833) 105 (±5970) 2064 (±7349) 

Lebendspende/ 
Leichenspende 

6/6 
2 x unbekannt 

2/4 
1 x unbekannt 

6/11,  
1 x unbekannt 

10/14 

Grunderkrankung 

  

2 x IgA 
      Nephropathie 
2 x Diabetische  
      Nephropathie 
1 x Fancony  
     Syndrom 
2 x Glomerulo- 
      nephritis 
1 x Reflux mit  
      Megaureter 
6 x Unbekannt 

1 x Hypertensive  
      Nephropathie 
1 x Alport Syndrom 
1 x IgA 
      Nephropathie 
1 x Glomerulo- 
      nephritis 
1 x Diabetische  
      Nephropathie 
2 x Unbekannt 

1x Glomerulo- 
     nephritis 
1 x Lupusnephritis 
4 x IgA  
     Nephropathie  
1x Kardiorenales  
     Syndrm 
5 x Diabetische  
      Nephropathie 
1 x Alport Syndrom 
1 x Hypertensive  
      Nephropathie 
2 x ADPKD 
2 x Unbekannt 

4 x ADPKD 
2 x IgA 
      Nephropathie 
2 x Reflux  
      Nephropathie  
1 x Nierenzell 
      karzinom 
4 x Glomerulo- 
      nephritis  
2 x Alport Syndrom 
1 x Medikamenten- 
      induzierte 
      Nephritis 
2 x Diabetische  
      Nephropathie 
2 x Hypertensive 
      Nephropathie 
1 x Atypisches  
      hämolytisches 
      urämisches  
      Syndrom 
3 x Unbekannt 

Tabelle 4: Patientencharakteristika der Querschnittskohorte 

ADPKD: autosomal-dominante Polyzystische Nierenerkrankung; SD: 

Standardabweichung; NTX: Nierentransplantation.  
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Immunsuppressiva der Querschnittskohorte 

Tabelle 5: Immunsuppressiva der Querschnittskohorte 

Die Therapie gegen Abstoßung wurde ab 5 Tagen vor Biopsie begonnen und bis zu 19 

Tage nach Biopsie fortgeführt.  

 

  

Gruppe TCMR ABMR No RX Kontrolle 

Therapie gegen 
Transplantat-

abstoßung 
  

7 x Methylprednisolon 
3 x Antithymocyten 
      Globulin 
      + Methyl-  
          prednisolon 
1 x Antithymocyten 
     Globulin 
1 x Methylprednisolon  
     + IgG Therapie 
2 x Keine spezifische  
     Therapie 

1 x Methyprednisolon 
1 x Cyclophosphamid 
1 x Plasmapherese  
      + IgG Therapie  
      + Antithymocyten 
         Globulin 
1 x Methylprednisolon 
      + Plasmapherese 
3 x Keine spezifische  
     Therapie 

5 x Methylprednisolon  
1 x Antithymocyten  
      Globulin 
12 x Keine  
        spezifische  
        Therapie 

- 

Immun-
suppression 

4 x Tacrolimus  
      + Mycophenolat 
      + Prednison 
5 x Tacrolimus  
      + Mycophenolat  
3 x Tacrolimus  
     + Mycophenolat  
1 x Tacrolimus  
1 x Cyclosporin 

3 x Tacrolimus  
      + Mycophenolat 
      + Cyclosporin  
1 x Tacrolimus  
      + Mycophenolat 
      + Prednison 
1 x Everolimus  
     + Mycophenolat 
     + Methyl- 
        prednisolon  
1 x Tacrolimus  
     + Mycophenolat 
     + Methyl- 
         prednisolon 

9 x Tacrolimus  
     + Mycophenolat 
     + Methyl- 
        prednisolon  
4 x Tacrolimus  
      + Mycophenolat 
      + Prednison 
2 x Tacrolimus  
      + Mycophenolat 
1 x Macophenolat  
      + Cyclosporin  
1 x Tacrolimus  
      + Everolismus  
      + Methyl- 
         prednisolon  
1 x Tacrolimus  
      + Azathioprin  
      + Methyl- 
         prednisolon 

9 x Tacrolimus  
      + Myciphenolat  
     + Methyl- 
         prednisolon  
9 x Tacrolimus  
      + Mycophenolat 
3 x Mycophenolat  
      + Cyclosporin 
1 x Everolimus  
     + Mycophenolat  
1 x Mycophenolat  
     + Prednison  
1 x Keine 

Steroidmenge 2 x Methyl- 
      prednisolon 8 mg 
3 x Methyl- 
      prednisolon 4 mg 
1 x Prednison 4 mg 
1 x Prednison 5 mg 
1 x Prednison 24 mg 
1 x Prednison  
      125 mg  

1 x Methyl- 
      prednisolon 4 mg  
1 x Methyl- 
      prednisolon 2 mg  
1 x Prednison 2 mg 

9 x Methyl- 
      prednisolon 4 mg  
1 x Methyl- 
      prednison 8 mg  
1 x Methyl- 
      prednisolon  
      24 mg  
1 x Prednison  
      2,5 mg  
1 x Prednison 4 mg  
1 x Prednison  
      7,5 mg 
1 x Prednison  
      250 mg 

1 x Methyl- 
      prednisolon  
      10 mg  
1 x Mehyl- 
      prednisolon 8 mg 
4 x Methyl- 
      prednisolon 4 mg  
3 x Methyl- 
      prednisolon 2 mg  
1 x Prednison 5 mg 
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Laborwerte der Querschnittskohorte 

Gruppe TCMR ABMR No RX Kontrolle 

Calcineurin-Inhib.-Spiegel (Spw.) ng/ml 7,90 (9,74) 5,6 (0,7) 13,97 (21,6) 6,19 (11,86) 

GFR (Spw.) ml/min/1,73m² 23,57 (77) 21,28 (32) 13,97 (54) 53,34 (93) 

Kreatinin (Spw.) mg/dl 7,82 (44,95) 3,1 (2,39) 3,66 (10,14) 1,54 (3,39) 

Harnstoff (Spw.) mg/dl 95,37 (208,8) 133,71 (96) 105,33 (165) 57 (119) 

Protein-Kreatinin Ratio 
im Urin (Spw.) mg/g Kreatinin 

547,5 (1808) 1357,2 (1918) 1523,4 (4588) 426,4 (4298) 

Urinmenge (± SD) 111 (± 39) 120 (±59) 84 (±45) 76 (±34) 

U-Stix: Proteine (Spw.) mg/dl 30 (100) 65 (300) 22,5 (2000) 0 (100) 

U-Stix: Leukozyten (Spw.) WBC/µl 0 (125) 0 (0) 0 (70) 0 (70) 

U-Stix: Erythrozyten (Spw.) RBC/µl 200 (200) 5 (200) 80 (200) 0 (80) 

U-Stix: Nitrit (Spw.), positiv = 1  0 (0) 0 (0) 0 (0) 0 (0) 

Tabelle 6: Laborwerte der Querschnittskohorte 

Mediane von Serum- und Urinalysen der Patienten und Mittelwert der analysierten 

Urinmenge. Die Werte für Calcineurin-Inhib.-Spiegel, GFR, Kreatinin, Protein-Kreatinin 

Ratio und U-Stix wurden am Tag der Urinanalyse bestimmt. Calcineurin-Inhib.-Spiegel: 

Calcineurin-Inhibitor-Spiegel; WBC: white blood cell count; RBC: red blood cell count; 

Spw: Spannweite. 
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Banff-Scores der Querschnittskohorte 

Gruppe TCMR ABMR No RX 

Interstitielle Entzündung i (±SD) 2,0 (±0,6) 0,5 (±0,7) 0,0 (±0,9) 

Tubulitis t (±SD) 1,3 (±0,8) 0,0 (±0,0) 0,0 (±0,0) 

Glomerulitis g (±SD) 0,0 (±0,8) 1,0 (±0,5) 0,0 (±0,3) 

Chronische Glomerulopathie cg (±SD) 0,0 (±0,9) 0,5 (±0,9) 0,0 (±0,0) 

Peritubuläre Kapillaritis ptc (±SD) 0,0 (±1,1) 3,0 (±0,7) 0,0 (±0,3) 

 Intimale Arteriitis v (±SD) 0,0 (±0,8) 0,0 (±0,7) 0,0 (±0,6) 

Arteriolenhyalinose ah (±SD) 0,0 (±1,0) 3,0 (±0,4) 1,5 (±1,5) 

Mesangiale Expansion mm (±SD) 0,0 (±0,9) 0,5 (±0,5) 0,0 (±0,8) 

Tubuläre Atrophie ct (±SD) 1,3 (±0,9) 1,0 (±0,0) 0,4 (±0,6) 

Interstitielle Fibrose ci (±SD) 1,6 (±1,0) 1,3 (±0,5) 0,8 (±0,5) 

Tabelle 7: Banff-Scores der Querschnittskohorte 

Mediane der Banff-Scores. SD: Standardabweichung.  

 

 

3.6 Urinabnahme und Transport  

Die Requisition der Urinproben erfolgte von März 2016 bis März 2017. Es wurde 

ausschließlich frischer Patientenurin verwendet, der ungekühlt in sterilen Urinbechern 

transportiert und gelagert wurde. Bei Patienten mit Blasenkatheter wurde der Urin dem 

unsterilen Teil des Katheterbeutels entnommen. Alternativ gaben die Patienten 

selbstständig Spontanurin in Urinbechern ab. Die Auswertung von Urinteststreifen und 

die Urinverarbeitung begann spätestens 8 Stunden nach Requisition.  

 

3.7 Färbung der CD8 T-Zellen 

 

 3.7.1 Vorbereitung der Urinproben 

Der Urin wurde entsprechend seiner Menge auf 50 ml Zentrifugenröhrchen (Falcon®) 

aufgeteilt. Diese wurden zur Trennung der flüssigen und zellulären Bestandteile bei 4° 

Celsius (280 g, 8 Minuten) zentrifugiert (Zentrifuge für alle Schritte der Urinvorbereitung: 

Heraeus® Multifuge® 3 S-R). Der überstehende Urin wurde anschließend abgekippt. Alle 

Urinsedimente einer Urinprobe wurden in insgesamt 40 ml phosphatgepufferter 

Salzlösung (engl. phosphate-buffered saline, PBS) und Bovines Serumalbumin (BSA) 
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gepoolt. Die Zusammensetzung von PBS/BSA ist in Tabelle 8 dargestellt und gilt auch 

für die anderen Verwendungen. Zur weiteren Analyse der CD8 T-Zellen wurden 30 ml 

entnommen. Zur Isolierung von mononukleären Zellen wurde 15 ml Ficoll-Paque (Sigma-

Aldrich, Hamburg, Deutschland) in ein 50 ml Zentrifugenröhrchen (Falcon®) gegeben.  

Das Röhrchen wurde in 30° Winkel gehalten. Anschließend wurde der Urin langsam und 

vorsichtig in sterilen Röhrchen mit einer automatischen Pipette hinzugefügt. Das Ficoll-

Paque sammelte sich getrennt vom Urin am Boden des Röhrchens. Das Röhrchen wurde 

ohne Pause bei 20° Celsius (relative Zentrifugalbeschleunigung (engl. relative centrifugal 

force, RCF) 2000, 450 g, 20 Minuten) zentrifugiert. Ficoll-Paque hat eine spezifische 

Dichte von 1,077 g/ml und liegt daher nach Zentrifugation über einem Sediment aus 

Erythrozyten und Granulozyten. Mononukleäre Zellen haben eine geringere Dichte und 

liegen in einem weißlichen Buffy Coat über dem Ficoll-Paque.96 Der Buffy Coat wurde mit 

einer 1000 µl Pipette aspiriert und in ein 15 ml Röhrchen überführt. Es folgte eine 

Zentrifugation bei 4° Celsius (Umdrehungen per Minute (engl. revolutions per minute, 

RPM) 1300, 280 g, 8 Minuten). Der Überstand wurde abgekippt, das Pellet auf 2 ml 

PBS/BSA suspendiert und auf 2 Eppendorf Reaktionsgefäße (1,5 ml) mit je 1 ml 

aufgeteilt. Sie dienten dem Positiv- und Negativnachweis der CD8 T-Zellfärbung.  

 

 

Rezept für PBS und PBS/BSA 

  
Molekular-

gewicht 
10fach für 

5 Liter 
Millimol 
pro Liter 

PBS 

NaCl 58,4 500 g 136,9 

KCl 74,5 10 g 2,7 

KH2PO4 136,9 10 g 1,5 

Na2HPO4 
x 2H2O 

178 71 g 7,9 

 

PBS/BSA PBS/0,2% BSA (sterilfiltriert) 

Tabelle 8: Rezept für PBS und PBS/BSA 
 

 

 3.7.2 Zellfärbung  

Zur Analyse der CD8 T-Zellen wurde eine Positivprobe angefärbt und mit einer 

Negativprobe verglichen. Nach der Urinvorbereitung wurden beide Eppendorf 

Reaktionsgefäße bei 4° Celsius (RPM 1300, 300 g, 8 Minuten) zentrifugiert (ab jetzt 

Zentrifugation mit Heraeus® Labofuge® 400R). Der Überstand wurde abgekippt. Die 
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Pellets wurden in jeweils 100 µl PBS/BSA mit 10% humanem Immunglobulin G 

(Flebogamma, Grifols, Langen, Deutschland) suspendiert. Dies diente der Blockade von 

unspezifischen Fc-Rezeptoren. Zur Färbung der CD8 T-Zellen wurde 10 µl CD3 und 10 

µl CD8 Antikörper in die Positivprobe hinzugegeben (Tabelle 9). Die Inkubation erfolgte 

im Dunkeln auf Eis. In die Negativprobe wurden keine Antikörper gegeben. Nach der 

Inkubationszeit von 15 Minuten wurden beide Proben mit 1 ml PBS/BSA verdünnt und 

zentrifugiert (4° Celsius, 1300 RPM, 300 g, 8 Minuten). Der Überstand wurde abgekippt 

und die Pellets jeweils mit 180 µl PBS/BSA suspendiert.  

 

 

Antikörper zur Färbung der CD8 T-Zellen 

Antikörper CD3 CD8 

Konjugat PerCP APC-Vio-770 

Klon BW264/56 BW135/80 

Hersteller Miltenyi Biotec GmbH Miltenyi Biotec GmbH 

Isotyp Mouse IgG2 Mouse IgG2 

Verdünnung 1:10 1:10 

Tabelle 9: Antikörper zur Färbung der CD8 T-Zellen 

Die Antikörper färben die Antigene CD3 und CD8 auf der Zelloberfläche von CD8 T-

Zellen an.  

 
 

 3.7.3 Messung am Durchflusszytometer 

Die Messung der Zellzahlen erfolgte am gleichen Tag wie die Zellfärbung. Die 

Einstellungen am Durchflusszytometer (MACS Quant® Analyzer, Miltenyi Biotec GmbH, 

Bergisch Gladbach, Deutschland) entsprachen weitgehend den standardisierten 

Einstellungen zur Analyse von Blutzellen. Es wurden einige Anpassungen am Gerät 

bezüglich FSC, SSC und den Voreinstellungen zur Kompensation vorgenommen. Die 

Justierung der Einstellungen erfolgte im Vorfeld durch Messungen mit Urin von 

nierentransplantierten Patienten. Direkt vor der Messung wurde 1 µl DAPI (Sigma-

Aldrich, Hamburg, Deutschland) in die Positiv- und Negativprobe hinzugegeben. DAPI 

bindet an intrazelluläre DNA und ist daher ein guter Marker für tote Zellen. Alle Proben 

wurden vor der Messung für einige Sekunden auf einen Vortexmischer gehalten. Die 

Aufnahmemenge am Gerät betrug 100 µl. Die Flussgeschwindigkeit lag bei 2000 Zellen 

pro Sekunde.  



43 
 

 3.7.4 Gating-Strategie 

Zur Auswertung der Durchflusszytometrie-Bilder wurde FlowJo 10.3 (Tree Star, Ashland, 

Oregon, USA) verwendet. Das Gating der CD8 T-Zellen erfolgte nach dem folgenden 

Schema (Abbildung 6): 

Gate 1: Auswahl der Singlets (X: FSC-A, Y: FSC-H) 

Gate 2: Auswahl der Lymphozyten (X: FSC-A, Y: SSC-A) 

Gate 3: Auswahl der DAPI– CD3+Zellen (X: PerCP, Y: PerCP) 

Gate 4: Auswahl der CD8+ Zellen (X: APC-Vio-770, Y: PE-Vio770) 

 

Die Bilder der Positivprobe wurden mit denen der Negativprobe verglichen, um ein 

möglichst präzises Gating zu erreichen.  
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Gating der CD8 T-Zellen 

 

Abbildung 6: Gating der CD8 T-Zellen 

Repräsentative Urinprobe eines Patienten nach Nierentransplantation. A: Auswahl der 

Singlets. B: Auswahl der Lymphozyten. C: Auswahl der DAPI– CD3+ Zellen. D: 

Auswahl der CD8+ T-Zellen.  
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3.8 Färbung der TEC 

 

 3.8.1 Vorbereitung der Urinproben 

Der Urin wurde auf 50 ml Zentrifugenröhrchen (Falcon®) aufgeteilt und anschließend bei 

4° Celsius (1300 RPM, 280 g, 8 Minuten) zentrifugiert (Zentrifuge zur Urinvorbereitung: 

Heraeus® Multifuge® 3 S-R). Der Überstand wurde abgekippt. Alle Urinsedimente einer 

Urinprobe wurden in insgesamt 40 ml PBS/BSA gepoolt. 10 ml wurden zur weiteren 

Analyse der TEC entnommen. Die 10 ml wurden in ein 15 ml Röhrchen überführt und 

zentrifugiert (1300 RPM, 4° C, 280 g, 8 Minuten). Der Überstand wurde abgekippt, das 

Pellet in 1 ml PBS suspendiert und in ein 1,5 ml Eppendorf Reaktionsgefäß überführt. Es 

folgte eine Zentrifugation bei 4° Celsius (1300 RPM, 300 g, 8 Minuten) (ab jetzt 

Zentrifugation mit Heraeus® Labofuge® 400R). Der Überstand wurde abgekippt und 

fixiert.  

 

 3.8.2 Zellfixierung 

Zur Fixierung wurde das Pellet in 100 µl PBS und 100 µl 4% Paraformaldehyd 

suspendiert und 15 Minuten im Dunkeln bei Raumtemperatur inkubiert. Die fixierten 

Zellen wurden anschließend mit 1 ml PBS/BSA verdünnt und bei 4° Celsius zentrifugiert 

(1300 RPM, 300 g, 8 Minuten). Der Überstand wurde abgekippt. Bei Lagerung über Nacht 

wurde das Pellet in 20 µl PBS/BSA/0,02% Azid suspendiert. Die Lagerungszeit betrug 

maximal 5 Tage. Erfolgte die Färbung der TEC am gleichen Tag wie die Fixierung, so 

wurde direkt mit der Zellfärbung fortgefahren. 

 

 

 3.8.3 Zellfärbung 

Nach gründlicher Literaturrecherche wurde intrazelluläres Zytokeratin für die Detektion 

von TEC gewählt.105-108 Die ausgewählten pan-reaktiven Antikörper zielen auf 

Cytokeratin 4, 5, 6, 7, 8, 10, 13, 18 und 19 einfacher Epithelzellen. Der 

Oberflächenmarker CD10 (auch genannt Neprilysin) färbt proximale TEC107,109 und 

EPCAM distale TEC110,111 an. Zur Analyse der TEC wurde jeweils eine Positivprobe 

gefärbt und mit einer Negativprobe verglichen. Nach der Urinvorbereitung und -fixierung 

wurde die Zellsuspension (bei Lagerung über Nacht) oder das Pellet (bei Färbung am 

gleichen Tag) mit 1 ml PBS/BSA verdünnt, bei 4° Celsius zentrifugiert (1300 RPM, 300 

g, 8 Minuten) und der Überstand abgekippt. Das Pellet wurde in einer 100 ml 

Saponinlösung (S7900 Sigma-Aldrich, Hamburg, Deutschland) mit einer Konzentration 
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von 0,25 g in 50 ml Benzolboronsäure suspendiert. Saponin ist ein 

Permeabilisierungsreagenz und wird bei der Markierung intrazellulärer Antigene 

eingesetzt.96 Die Inkubation erfolgte im Dunkeln (4° Celsius, 15 Minuten). Anschließend 

wurde die Suspension für die Positiv- und Negativprobe auf 2 Eppendorf 

Reaktionsgefäße aufgeteilt. Diese wurden jeweils mit Saponin auf insgesamt 500 µl 

aufgefüllt und bei 4° Celsius zentrifugiert (4° Celsius, 1300 RPM, 300 g, 8 Minuten). Der 

Überstand wurde abgekippt und die Pellets jeweils in 100 µl PBS/BSA mit 10% humanem 

Immunglobulin G (Flebogamma, Grifols, Langen, Deutschland) resuspendiert. Zur 

Färbung der TEC wurden je nach Verdünnung 10 µl oder 1 µl Cytokeratin Antikörper, 10 

µl CD10 Antikörper und 10 µl EPCAM Antikörper in die Positivprobe hinzugegeben 

(Tabelle 10). Die Inkubation erfolgte im Dunkeln auf Eis. In die Negativprobe wurden 

keine Antikörper gegeben. Nach der Inkubation wurde jeweils 1 ml Saponin hinzugefügt 

und die Reaktionsgefäße bei 4° Celsius (1300 RPM, 300 g, 8 Minuten) zentrifugiert. Der 

Überstand wurde abgekippt und das Pellet in 120 µl PBS/BSA suspendiert. Auffällig 

große Pellets wurden in insgesamt 150 µl PBS/BSA suspendiert, um nach der Filterung 

eine ausreichende Menge für die Messung am Durchflusszytometer zu haben. 

 

 

Antikörper zur Färbung der proximalen und distalen TEC 

Antikörper Cytokeratin CD10 EPCAM 

Konjugat 
1) FITC 

2) Alexa Fluor 647 
PE-Vio770 APC-Vio770 

Klon 
1) CK3-6H5 

2) C-11 
97C5 HEA-125 

Hersteller 

1) Miltenyi 

    Biotec GmbH 

2) BioLegend 

Miltenyi Biotec 
GmbH 

Miltenyi Biotec 
GmbH 

Isotyp Mouse IgG1 Mouse IgG1 Mouse IgG1 

Verdünnung 
1) 1:10 

2) 1:100 
1:10 1:10 

Tabelle 10: Antikörper zur Färbung der proximalen und distalen TEC 

Das intrazelluläre Cytokeratin und die Antigene CD10 und EPCAM auf der 

Zelloberfläche von TEC wurden angefärbt. 

 



47 
 

 3.8.4 Isotypkontrollen 

Für die Isotypkontrollen wurde der Urin von 3 hospitalisierten Patienten bei Zustand nach 

Nierentransplantation verwendet. Die Isotypkontrollen wurden für jeden Antikörper der 

TEC durchgeführt und jeweils mit einer Positivkontrolle des gleichen Patienten 

verglichen. Die Verdünnung der Isotypen war identisch zur jeweiligen 

Antikörperkonzentration und betrug 1:10 (10 µl auf 100 µl) oder 1:100 für den Cytokeratin 

Antikörper von BioLegend. Die CD10 und EPCAM Isotypkontrollen wurden zusätzlich mit 

Cytokeratin Antikörper angefärbt. Die CD10 Isotypkontrolle wurde zusätzlich mit EPCAM 

Antikörper angefärbt. Die EPCAM Isotypkontrolle wurde zusätzlich mit CD10 Antikörper 

angefärbt. Das Protokoll zur Urinverarbeitung und Zellfärbung entsprach dem Protokoll 

wie bei 3.8.1-3.8.3 beschrieben. Die Messeinstellung am Durchflusszytometer und das 

Gating in FlowJo erfolgte nach dem Protokoll von 3.8.5 und 3.8.6 (Abbildung 7B).  

 

 3.8.5 Messung am Durchflusszytometer 

Die Messung der Zellzahlen erfolgte am gleichen Tag wie die Zellfärbung. Die 

Einstellungen am Durchflusszytometer (MACS Quant Analyzer, Miltenyi Biotec GmbH, 

Bergisch Gladbach, Deutschland) entsprachen weitgehend den Standardeinstellungen 

zur Analyse von Blutzellen. Anhand von Voruntersuchungen mit Urin von 

nierentransplantierten Patienten wurde die Kompensation am Gerät richtig eingestellt. 

Der FSC und SSC wurden erweitert. Direkt vor der Messung wurden alle Proben mit 

einem 70 µl Filter gefiltert (PluriStrainer®, pluriSelect Life Science, Leipzig, Deutschland). 

So wurde Zelldetritus aussortiert und eine Verstopfung des Durchflusszytometers 

verhindert. Alle Proben wurden vor der Messung für einige Sekunden auf einen 

Vortexmischer gehalten. Die Aufnahmemenge am Gerät betrug 100 µl. Die 

Flussgeschwindigkeit wurde auf 2000 Zellen pro Sekunde festgelegt.  

 

3.8.6 Gating-Strategie 

Zur Auswertung der Durchflusszytometrie-Bilder wurde FlowJo 10.3 (Tree Star, Ashland, 

Oregon, USA) verwendet. Das Gating der CD10+ TEC und EPCAM+ TEC erfolgte nach 

dem folgenden Schema: 

Gate 1: Auswahl der Singlets (X: FSC-A, Y: FSC-H) (nicht dargestellt) 

Gate 2: Auswahl der Cytokeratin+ Zellen (X: FITC, Y: SSC-A) 

Gate 3: Auswahl der CD10+ TEC und EPCAM + TEC (X: PE-Vio770, Y: APC-Vio770) 
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Die Bilder der Positivprobe wurden mit denen der Negativprobe verglichen, um ein 

präzises Gating zu erreichen. Die Gating-Strategie ist in Abbildung 7 dargestellt. 

 

 

Gating und Isotypkontrolle der TEC 

 

Abbildung 7: Gating und Isotypkontrolle der TEC 

Repräsentative Urinprobe eines Patienten nach Nierentransplantation. A: Gating-

Strategie für CD10+ und EPCAM+ TEC. B: Isotypkontrollen für Cytokeratin, CD10 und 

EPCAM.  

 

 

3.9 Präsentation der Daten und statistische Verfahren  

Die absoluten Zellzahlen wurden in die Einheit Zellzahlen pro 100 ml Urin umgerechnet. 

Die statistischen Analysen (Median, Mittelwert, Wilcoxon-Mann-Whitney-Test, 

Korrelationskoeffizient und Receiver-Operating-Characteristic (ROC)-Kurven) sowie die 

entsprechenden Abbildungen wurden mit GraphPad Prism 5 (GraphPad Software), Excel 

2016 (Microsoft Corporation), Adobe Illustrator CS4 (Adobe Systems) und PowerPoint 

2016 (Microsoft Corporation) erstellt. Für alle statistischen Tests wurde das 

Signifikanzniveau auf p < 0,05 festgelegt. Da es sich um eine explorative Arbeit handelt, 

wurde auf eine Bonferroni-Korrektur verzichtet.  
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3.9.1 Längsschnittkohorte  

 

Zellzahlen im Verlauf 

Zur Darstellung der Zellzahlveränderungen nach Transplantation wurden Abbildungen 

erstellt, die die Zellzahlen jedes einzelnen Patienten im zeitlichen Verlauf darstellen. Zur 

besseren Übersicht wurden auch die medianen Zellzahlen beider Gruppen graphisch 

abgebildet. Die Zellzahlen wurden für jeden Zeitraum am mittleren Tag aufgetragen. Die 

Zellzahlen aus dem Zeitraum Tag 60-110 wurden zur besseren Übersicht an Tag 60 

abgebildet. Eine kleine Subgruppe der Delayed Graft Function wurde getrennt dargestellt. 

Sie bestand aus 4 Patienten mit chirurgischen Komplikationen. Chirurgische 

Komplikationen wurden als mögliche Ursache für unerwartete Zellzahlverläufe 

angesehen. Die Zellzahlen der betroffenen Patienten wurden daher näher analysiert. Die 

CD8 T-Zellmessung ist bei einem dieser Patienten aus organisatorischen Gründen 

fehlend. 

 

Zellzahlen verschiedener Gruppen  

Der Wilcoxon-Mann-Whitney-Test wurde genutzt, um die Gruppe Good Graft Function 

mit Delayed Graft Function zu vergleichen. Weiterhin wurden mit dem Test die Subgruppe 

(4 Patienten mit chirurgischen Komplikationen) mit den übrigen Patienten aus der Gruppe 

Delayed Graft Function verglichen. Alle definierten Zeiträume nach Transplantation 

wurden ausgewertet.  

 

ROC-Kurven der Biomarker 

Alle drei Zelltypen und die Kombination aus CD8 T-Zellen pro TEC (jeweils für CD10+ 

und EPCAM+ TEC) wurden auf ihr Biomarker-Potenzial zur Erkennung von Delayed Graft 

Function untersucht. Hierfür wurden ROC-Kurven erstellt mit Berechnung der AUC, p-

Wert und 95% Konfidenzintervall. Zudem wurden die Sensitivität und Spezifität bestimmt. 

Zur Auswahl des Cut-Off-Punktes wurde eine Sensitivität von mindestens 70% festgelegt.  

 

3.9.2 Querschnittskohorte 

 

Korrelation der Zellzahlen mit den Banff-Kriterien 

Die Zellzahlen der CD8 T-Zellen, CD10+ TEC und EPCAM+ TEC wurden mit fünf 

verschiedenen Banff-Scores (jeweils Score 0-3) korreliert. Zur Bewertung der Korrelation 
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wurde der Korrelationskoeffizient Spearman r bestimmt und seine Signifikanz mit dem p-

Wert getestet.  

 

Zellzahlen verschiedener Gruppen im Vergleich 

Unterschiede zwischen den einzelnen Gruppen wurden mit dem Wilcoxon-Mann-

Whitney-Test untersucht. 5 Patienten mit Verdacht auf Abstoßung mussten aus der 

statistischen Analyse ausgeschlossen werden, da ihre Diagnosen wegen zu wenig 

Biopsiematerial „zweifelhaft“ waren. Sie sind in den Abbildungen lediglich als 

unausgefüllte Kreise dargestellt. 

 

ROC-Kurven der Biomarker 

Für den klinischen Einsatz müssen die Biomarker Abstoßung (TCMR und ABMR) 

erkennen und sicher von No RX abgrenzen. Für diesen Zweck wurden ROC-Kurven 

erstellt und AUC, p-Wert und 95% Konfidenzintervall berechnet. Die Sensitivität und 

Spezifität aller Biomarker (und Biomarker-Kombinationen) wurden für ausgewählte Cut-

Off-Punkte (Sensitivität mindestens 70%) bestimmt. Die klinisch unauffällige 

Kontrollgruppe wurde in diese Analyse nicht eingeschlossen. 
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4 Ergebnisse 

 

4.1 Längsschnittkohorte: Verlaufsbeobachtung nach Transplantation 

 

 4.1.1 Übersicht der Zellzahlen im zeitlichen Verlauf 

Nach Nierentransplantation stiegen die medianen Zahlen von CD8 T-Zellen, CD10+ TEC 

und EPCAM+ TEC zuerst an, erreichten ihren Höhenpunkt an Tag 3-5 und fielen 

anschließend wieder ab (Abbildung 8A-C). Dies galt für Patienten mit Good Graft 

Function und Delayed Graft Function. Einzige Ausnahme war die mediane Zellzahl von 

EPCAM+ TEC bei Delayed Graft Function. Sie war direkt nach der Transplantation an 

Tag 1-2 am höchsten und fiel anschließend ab. Die medianen Zellzahlen näherten sich 

an Tag 6-10 der Zellzahl von Tag 1-2 an oder lagen darunter. Am niedrigsten waren die 

Zellzahlen in beiden Gruppen ab Tag 60. Das beschriebene Verlaufsmuster traf auf viele 

Patienten zu, aber nicht auf alle. Dies wird beim Blick auf die Einzelverläufe ersichtlich 

(Abbildung 8D-I). Bei einigen sank die Zellzahl schon früher ab oder stieg erst später an.  

 

 4.1.2 Zellzahlen bei Patienten mit chirurgischen Komplikationen 

Die Entwicklung der Zellzahlen von Patienten mit chirurgischen Komplikationen war sehr 

heterogen mit An- und Abstiegen an Tag 3-5 (Abbildung 8G-I). 1 Patient zeigte einen 

auffälligen Anstieg der Epithelzellen bis Tag 35. Die Zellzahlen unterschieden sich zu 

keinem der Zeiträume signifikant zur Zellzahl der übrigen Patienten der Gruppe Delayed 

Graft Function. Exemplarisch sind die Zellzahlen der Subgruppe an Tag 6-10 in Abbildung 

9 dargestellt. 

 

4.1.3 Vergleich der Zellzahlen im zeitlichen Verlauf 

 

CD8 T-Zellen  

Patienten der Gruppe Delayed Graft Function hatten an Tag 6-10 signifikant höhere CD8 

T-Zellen im Urin als Patienten mit guter Transplantatfunktion (p < 0,05) (Abbildung 10A). 

Der Median betrug zu diesem Zeitraum 5842 Zellen/100 ml bei Delayed Graft Function 

und 242 Zellen/100 ml bei Good Graft Function. Zu anderen Messzeiträumen gab es 

keine signifikanten Unterschiede zwischen den Gruppen.  
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Epithelzellen 

Für CD10+ TEC und EPCAM+ TEC gab es an keinem der Zeiträume signifikante 

Unterschiede zwischen Good Graft Function und Delayed Graft Function (Abbildung 10B-

C). 

 

 

Übersicht der Zellzahlen im Verlauf 

 

Abbildung 8: Übersicht der Zellzahlen im Verlauf 

A-C: Mediane Zellzahl aller Patienten. D-F: Zellzahlen der einzelnen Patienten. G-I: 

Zellzahlen einer Subgruppe von Patienten mit chirurgischen Komplikationen. Diese 

Patienten sind in den Abbildungen D-F nicht dargestellt. 

 

 

  



53 
 

Delayed Graft Function und chirurgische Komplikationen 

 

Abbildung 9: Delayed Graft Function und chirurgische Komplikationen 

Darstellung der Zellzahlen und Mittelwerte bei DGF ohne chirurgische Komplikationen 

und mit chirurgischen Komplikationen. Es wurden keine signifikanten Unterschiede 

festgestellt. Exemplarisch ist der Zeitraum von Tag 6-10 dargestellt. A: CD8 T-Zellen. B: 

CD10+ TEC. C: EPCAM+ TEC. DGF: Delayed Graft Function. 
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Vergleich von Good Graft Function und Delayed Graft Function 

 

Abbildung 10: Vergleich von Good Graft Function und Delayed Graft Function 

Dargestellt sind die einzelnen Zellzahlen und Mittelwerte. Patienten mit Delayed Graft 

Function hatten an Tag 6-10 signifikant höhere CD8 T-Zellen im Urin. A: CD8 T-Zellen. 

B: CD10+TEC. C: EPCAM+ TEC.  
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4.1.4 Urinzellen als potenzielle Biomarker für Delayed Graft Function 

 

Biomarker an Tag 1-5 nach Transplantation 

Die Ergebnisse der ROC-Kurven waren nicht signifikant. Kein einzelner Biomarker und 

keine Biomarker-Kombination unterschied die Gruppen an Tag 1-2 oder Tag 3-5.  

 

Biomarker an Tag 6-10 nach Transplantation  

Die ROC-Kurve der CD8 T-Zellen hatte an Tag 6-10 eine AUC von 0,79 bei p < 0,05. Der 

ausgewählte Cut-Off-Wert von >720 Zellen/100 ml Urin entsprach einer Sensitivität von 

94% und einer Spezifität von 75% zur Erkennung von Delayed Graft Function. Eine 

Unterscheidung der beiden Gruppen anhand von CD10+ oder EPCAM+ TEC war nicht 

möglich. 

Sowohl die Kombinationen CD8 T-Zellen/CD10+ TEC (AUC = 0,73; p < 0,05) als auch 

CD8 T-Zellen/EPCAM+ TEC (AUC = 0,78; p < 0,01) differenzierte Delayed Graft Function 

von Good Graft Function. Die Kombination CD8 T-Zellen/EPCAM+ TEC erreichte eine 

höhere Sensitivität (83%) und Spezifität (75%). Hierfür lag der Cut-Off-Wert bei >0,185 

Zellen/100 ml Urin. Die Ergebnisse sind in Abbildung 11 und Tabelle 11 dargestellt. 

 

Biomarker an Tag 11-110 nach Transplantation  

Kein Zelltyp allein konnte Delayed Graft Function sicher detektieren. Lediglich die 

Kombination CD8 T-Zellen/CD10+ TEC grenzte Delayed Graft Function an Tag 36-59 ab 

(AUC = 0,94; p < 0,05). Bei einem Cut-Off-Wert <0,06 lag die Sensitivität bei 75% und 

die Spezifität bei 100% (Abbildung 11 und Tabelle 11). 
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ROC-Kurven zur Identifikation von Delayed Graft Function 

 

Abbildung 11: ROC-Kurven zur Identifikation von Delayed Graft Function 

A-E: Tag 6-10. F: Tag 36-59. Die AUC war signifikant für CD8 T-Zellen und CD8 T-Zell-

Kombinationen. 

 

 

Werte der ROC AUC zur Identifikation von Delayed Graft Function 

Biomarker 
CD8  

T- Zellen 
CD10+ 

TEC 
EPCAM+ 

TEC 

CD8  
T-Zellen/ 
CD10+ 

TEC 

CD8  
T-Zellen/ 
EPCAM+ 

TEC 

CD8  
T-Zellen/ 
CD10+ 

TEC 

Tag 6-10 6-10 6-10 6-10 6-10 36-59 

AUC 0,79 0,73 0,67 0,73 0,78 0,94 

p-Wert < 0,05 0,06 0,16 < 0,05 < 0,01 < 0,05 

95% KI 0,55 – 1,03 0,54 – 0,93 0,44 – 0,90 0,54 – 0,92 0,60 – 0,95 0,76 – 1,11 

Sensitivität % 94 72 78 74 83 75 

Spezifität % 75 75 63 67 75 100 

Cut-Off-Wert >720 >1533 >1143 >0,353 >0,185 <0,060 

Tabelle 11: Werte der ROC AUC zur Identifikation von Delayed Graft Function 

Cut-Off-Werte in Urinzellen/100 ml. KI: Konfidenzintervall. 
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4.2 Querschnittskohorte: Analyse histopathologischer Kriterien 

 

4.2.1 Korrelationen mit histopathologischen Banff-Scores 

 

CD8 T-Zellen 

Die Zahl an CD8 T-Zellen im Urin korrelierte stark mit interstitieller Entzündung 

(Spearman r = 0,73; p < 0,001) und moderat mit Tubulitis (Spearman r = 0,48; p < 0,05). 

Weiterhin korrelierten sie moderat negativ mit chronischer Glomerulopathie (Spearman r 

= -0,39; p < 0,05). Keine Korrelation fand sich zu Glomerulitis oder peritubulärer 

Kapillaritis (Abbildung 12).  

 

Epithelzellen 

Die Zahl an Epithelzellen im Urin zeigte eine moderat bis stark negative Korrelation mit 

chronischer Glomerulopathie (CD10+ TEC: Spearman r = -0,51; p < 0,01; EPCAM+ TEC: 

Spearman r = -0,63; p < 0,001;) und Glomerulitis (CD10+ TEC: Spearman r = -0,44; p < 

0,05; EPCAM+ TEC: Spearman r = -0,56; p < 0,01). Die Epithelzellen korrelierten nicht 

mit interstitieller Entzündung, Tubulitis oder peritubulärer Kapillaritis (Abbildung 12).  
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Korrelationen von Urinzellen mit histopathologischen Banff-Scores 

 

Abbildung 12: Korrelationen von Urinzellen mit Banff-Scores 

Korrelationen von CD8 T-Zellen und TEC mit verschiedenen histopathologischen Banff-

Scores von 0-3.  

 

 

  



59 
 

4.2.2 Zellzahlen bei Verdacht auf Abstoßung 

 

CD8 T-Zellen 

Die CD8 T-Zellen im Urin waren bei Patienten mit TCMR signifikant höher als bei 

Patienten mit ABMR (p < 0,05). Die medianen Zellzahlen bei Patienten mit Abstoßung 

betrugen 1823 Zellen/100 ml für TCMR und 320 Zellen/100ml für ABMR. No Rx hatte 

einen Median von 1276 Zellen/100 ml. Für die CD8 T-Zellen wurde kein Unterschied 

zwischen No RX und TCMR oder No RX und ABMR festgestellt (Abbildung 13).  

 

Epithelzellen 

Die mediane Zellzahl von CD10+ TEC und EPCAM+ TEC Zahl war bei No RX am 

höchsten mit 4596 und 1007 Zellen/100 ml Urin. Bei TCMR betrug die mediane 

Zellzahl/100 ml Urin 289 (CD10+ TEC) und 1149 (EPCAM+ TEC), bei ABMR 90 (CD10+ 

TEC) und 42 (EPCAM+ TEC). Bei No RX waren CD10+ TEC signifikant höher als bei 

TCMR (p < 0,01) und ABMR (p < 0,001). Es gab keinen signifikanten Unterschied 

bezüglich der CD10+ TEC zwischen TCMR und ABMR. EPCAM+ TEC waren ebenfalls 

signifikant höher bei No RX als bei TCMR (p < 0,01) und ABMR (p < 0,01). Gleichzeitig 

waren EPCAM+ TEC bei TCMR signifikant höher als bei ABMR (p < 0,05) (Abbildung 

13).  

 

4.2.3 Zellzahlen der Kontrollgruppe 

 

CD8 T-Zellen 

Die CD 8 T-Zellen waren in der Kontrollgruppe signifikant niedriger als bei Patienten mit 

Biopsie (im Vergleich zu TCMR: p < 0,001; ABMR: p < 0,05; No RX: p < 0,01). Ihre 

mediane Zellzahl betrug 0 Zellen/100ml Urin (Abbildung 13). 

 

Epithelzellen 

Die mediane Zellzahl der CD10+ TEC lag bei 338/100 ml. Für EPCAM+ TEC lag die 

mediane Zellzahl bei 1007 Zellen/100 ml Urin. CD10+ TEC waren in der Kontrollgruppe 

signifikant niedriger als bei No RX (p < 0,0001). Auch EPCAM+ TEC waren in der 

Kontrollgruppe signifikant niedriger als bei No RX (p < 0,001). Außerdem waren EPCAM+ 

TEC in der Kontrollgruppe signifikant höher als bei ABMR (p < 0,05). Es gab keine 

signifikanten Unterschiede zu den anderen Biopsiegruppen (Abbildung 13). 
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Urinzellen bei verschiedenen Diagnosen 

 

Abbildung 13: Urinzellen bei verschiedenen Diagnosen 

Dargestellt sind die einzelnen Zellzahlen und Mittelwerte. NTX: Nierentransplantation. 

A: CD8 T-Zellen. B: CD10+ TEC. C: EPCAM+ TEC.  

 

 

 
  

https://de.wikipedia.org/wiki/Wilcoxon-Mann-Whitney-Test
https://de.wikipedia.org/wiki/Wilcoxon-Mann-Whitney-Test
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4.2.4 Urinzellen als potenzielle Biomarker für Abstoßung 

 

CD8 T-Zellen 

Die Ergebnisse der ROC-Kurven waren nicht signifikant. CD8 T-Zellen grenzten 

Patienten mit Abstoßung nicht von der Vergleichsgruppe ab (AUC 0,52; p = 0,88) 

(Abbildung 14 und Tabelle 12). 

 

Epithelzellen 

Die Epithelzellen grenzten Patienten mit Abstoßung von Patienten ohne Abstoßung ab. 

Die AUC von CD10+ TEC lag mit 0,91 (p < 0,0001) etwas höher als die von EPCAM+ 

TEC (AUC: 0,89; p < 0,001). Bei einem Cut-Off-Wert <642 Zellen/100 ml erreichten 

CD10+ TEC als Biomarker eine Sensitivität von 72% und eine Spezifität von 100% zur 

Erkennung von Abstoßung. EPCAM+ TEC erreichten bei einem Cut-Off-Wert von <2164 

Zellen/100 ml eine höhere Sensitivität (78%) bei niedrigerer Spezifität (93%) (Abbildung 

14 und Tabelle 12). 

 

Biomarker-Kombinationen 

Die Biomarker-Kombinationen zeigten keine größeren ROC AUC als die einzelnen 

Epithelzellen. Die AUC von CD8 T-Zellen/CD10+ TEC lag bei 0,79 (p < 0,01) mit einer 

Sensitivität von 72% und einer Spezifität von 93% beim ausgewählten Cut-Off-Wert > 0,3 

Zellen/100 ml Urin. Die AUC von CD8 T-Zellen/EPCAM+ TEC lag bei 0,81 (p < 0,01) mit 

gleicher Sensitivität von 72% und niedrigerer Spezifität von 86% (ausgewählter Cut-Off-

Wert >1,035 Zellen/100 ml Urin) (Abbildung 14 und Tabelle 12). 

 

  



62 
 

ROC-Kurven zur Identifikation von Transplantatabstoßung 

 

Abbildung 14: ROC-Kurven zur Identifikation von Transplantatabstoßung 

Die histopathologischen Befunde TCMR und ABMR wurden als Transplantatabstoßung 

definiert und von No RX abgegrenzt. CD10+ TEC erreichten die größte AUC von 0,91. 

 

 

Werte der ROC AUC zur Identifikation von Transplantatabstoßung  

Biomarker CD8 T-Zellen CD10+ TEC 
EPCAM+ 

TEC 

CD8 
T-Zellen/ 

CD10+ TEC 

CD8 
T-Zellen/ 
EPCAM+ 

TEC 

AUC 0,52 0,91 0,89 0,79 0,81 

p-Wert 0,88 < 0,0001 < 0,001 < 0,01 < 0,01 

95% KI 0,31 – 0,72 0,82 – 1,01 0,79 – 1,00 0,63 – 0,96 0,65 – 0,97 

Sensitivität % 74 72 78 72 72 

Spezifität % 43 100 93 93 86 

Cut-Off-Wert <3164 <642  <2164 >0,300 >1,035 

Tabelle 12: Werte der ROC AUC zur Identifikation von Transplantatabstoßung 

Cut-Off-Werte in Urinzellen/100 ml. KI: Konfidenzintervall. 
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5 Diskussion 

Die Abstoßung der Spenderniere ist eine gefürchtete Komplikation nach Transplantation. 

Die Banff-Klassifikation berücksichtigt Immunzellen und Veränderungen der 

Basalmembran als histopathologische Marker für Abstoßung.8 CD8 T-Zellen und TEC 

gelangen bei renaler Abstoßung ins Tubulussystem und verlassen die Niere über die 

Ausscheidung. Im Urin sind sie durchflusszytometrisch anhand ihrer Größe, Granularität 

und Antigene identifizierbar. Vor über 30 Jahren wurden die ersten Studien 

entsprechender Urin-Biomarker in der Transplantationsmedizin veröffentlicht. Seitdem 

wächst das Verständnis für Nierentransplantat-Abstoßung und bringt neue potenzielle 

Zielmoleküle hervor. Die vorliegende Arbeit bestätigt durchflusszytometrisch gemessene 

CD8 T-Zellen und TEC als potenzielle Biomarker für das Monitoring nach 

Nierentransplantation. 

 

5.1 Ischämie und Aktivierung des Immunsystems nach Transplantation  

Die Zahlen aller Zelltypen erreichten innerhalb der ersten 5 Tage postoperativ ihren 

Höhepunkt. Dieser Trend war sowohl bei Good Graft Function auch bei Delayed Graft 

Function zu beobachten. Als Ursache für den Zellanstieg sind Ischämie-

Reperfusionsschäden anzunehmen. Das Nierengewebe ist für die Dauer des operativen 

Eingriffs vom menschlichen Blutkreislauf abgeschnitten. Aufgrund von Sauerstoffmangel 

wechseln die Zellen zu einem anaeroben Metabolismus mit hohem Adenosintriphosphat 

(ATP)-Verbrauch. Bei verminderter Aktivität der Na/K-ATPase steigt das intrazelluläre 

Kalium. Die Folge sind lysosomale Destabilisation, Zerstörung der Zelle durch Enzyme 

und schließlich Zelltod.97,112,113 Darüber hinaus setzen hypoxische TEC 

schadensassoziierte molekulare Strukturen (engl. damage-associated molecular 

patterns, DAMPs) frei. Diese DAMPs binden an Toll-Like-Rezeptoren auf Dendritischen 

Zellen und bewirken deren Aktivierung und Reifung.114 Die Reperfusion verstärkt 

entzündliche Prozesse: Komplement wird aktiviert, erhöhte reaktive Sauerstoffspezies 

vermitteln Leukodiapedese, Dendritische Zellen aktivieren vermehrt T-Zellen und die 

Konzentration proinflammatorischer Chemokine steigt. Die vermehrte Bildung von 

Superoxiden, Stickstoffmonoxid und Peroxynitrat fördert DNA-Strangbrüche und 

Lipidperoxidation. Die Zellen in der Niere gehen durch Apoptose und Nekrose unter.97  

 

Erhöhte Urin-Zellzahlen nach Transplantation wurden schon 1989 festgestellt. Segasothy 

et al.  beschrieben damals eine erhöhte TEC-Konzentration, die 2 Wochen lang nach 
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Transplantation anhielt. Ein solcher Verlauf trat bei allen untersuchten Patientengruppen 

ein, unabhängig von ihren histopathologischen Diagnosen.69 Eine wichtige Energiequelle 

für proximale TEC sind Fettsäuren. Bei Hypoxie exprimieren sie daher vermehrt Fatty 

acid-binding Proteine (FABPs) auf ihrer Zelloberfläche. Das Protein ist auch im Urin 

messbar. Der Subtyp L-FABP ist bei renaler Ischämie erhöht und wird in diesem 

Zusammenhang auch als Urin-Biomarker diskutiert.115 In der vorliegenden Arbeit waren 

die Zellzahlen nach Transplantation sehr variabel. Ein spezifischer Zeitraum für das 

Abklingen von Ischämie-Reperfusionsschäden konnte anhand der untersuchten 

Biomarker nicht ermittelt werden. Die niedrigste mediane Zellzahl wurde spätestens ab 

Tag 60 nach Transplantation erreicht. Zur Reduktion von inflammatorischen Reaktionen 

bekommen alle Patienten perioperativ eine immunsuppressive Therapie. Eine 

multizentrische Studie von Rush et al. zeigte, dass moderne Medikamente, besonders in 

der frühen Phase nach Transplantation, die lokale Entzündungsreaktionen 

unterdrücken.116 Zum jetzigen Zeitpunkt ist unklar, inwiefern die immunsuppressive 

Therapie die Ausscheidung potenzieller Urin-Biomarker verändert.  

 

5.2 CD8 T-Zellen und TEC als Urin-Biomarker für Abstoßung 

CD8 T-Zellen im Urin spiegeln parenchymale Inflammation wider. Die Zellzahl im Urin 

korrelierte mit bioptisch gesicherter interstitieller Entzündung und Tubulitis, zwei 

typischen Merkmalen der TCMR. Es gab keine Korrelationen zwischen CD8 T-Zellen und 

umschriebener Inflammation an Glomeruli oder peritubulären Kapillaren. Patienten mit 

Verdacht auf Abstoßung hatten mehr CD8 T-Zellen im Urin als die Kontrollgruppe. 1982 

berichteten Krischna und Fellner von persistierender Lymphozyturie bei Rejektion. Die 

Identifizierung der Zellen erfolgte anhand ihrer Morphologie im Mikroskop.117 Viele Jahre 

später untersuchten Yu et al. 42 nierentransplantierte Patienten. Sie legten einen Cut-

Off-Wert von 10% Lymphozyten und 15% Granulozyten fest, um stabile 

Transplantatfunktion von akuter Rejektion (Sensitivität 63%, Spezifität 79%) und akuter 

Tubulusnekrose (Sensitivität 100%, Spezifität 80%) abzugrenzen.70 Die Ergebnisse 

ließen vermuten, dass Lymphozyten nur unspezifische Marker für Rejektion sind. Es gab 

weitere Studien, die Lymphozyten-Subgruppen untersuchten. 1992 veröffentlichten 

Nanni-Costa et al. eine durchflusszytometrische Analyse mit 223 Urinproben von 127 

Patienten. Sie fanden erhöhte zytotoxische CD8 T-Zellen bei akuter Rejektion und 

erhöhte CD4 T-Zellen bei bakterieller Infektion.118 Ähnliche Resultate publizierten 

Galante et al. 2006. Sie untersuchten insgesamt 50 Patienten, von denen 13 eine akute 

Rejektion hatten. Die Patienten der Vergleichsgruppen hatten eine akute 
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Tubulusnekrose, Pyelonephritis, chronische Nephropathie oder stabile 

Transplantatfunktion. Galante et al. fanden erhöhte T-Zellen im Urin von Patienten mit 

akuter Rejektion. Die Mehrheit der T-Lymphozyten waren CD8 T-Zellen.119 

Wahrscheinlich sind CD8 T-Zellen als alleiniger Urin-Biomarker für Abstoßung nicht 

geeignet. In dieser Arbeit hatten weder Patienten mit TCMR oder ABMR höhere CD8 T-

Zellzahlen im Urin als Patienten der Gruppe No RX. Die Nierentransplantat-Abstoßung 

konnte anhand von CD8 T-Zellen nicht abgegrenzt werden (AUC 0,52; p = 0,88). 

 

Eventuell können die untersuchten Zelltypen zur besseren Differenzierung verschiedener 

Rejektionstypen beitragen. Patienten mit ABMR hatten weniger CD8 T-Zellen im Urin als 

Patienten mit TCMR. Die CD8 T-Zellen und TEC korrelierten negativ mit chronischer 

Glomerulopathie. Eine negative Korrelation wurde auch zwischen TEC und Glomerulitis 

festgestellt. Ein bekanntes Problem der Banff-Klassifikation ist die Überschneidung von 

Kriterien der TCMR und ABMR, besonders bezüglich der Lokalisation von Inflammation. 

Sowohl bei vaskulären, glomerulären als auch tubulären Entzündungsinfiltraten treten 

Schwierigkeiten bei der Abgrenzung auf.101 Bei ABMR zirkulieren Antikörper entweder 

schon vor Transplantation im Empfängerblut oder werden nach Transplantation vom 

Immunsystem des Empfängers gebildet. Die Antikörper richten sich spezifisch gegen 

HLA des Nierentransplantats. Es entstehen chronische Gewebsläsionen und 

Endothelschäden. Auch die Infiltration von Immunzellen, wie CD8 T-Zellen, sind als 

sekundäre Prozesse beschrieben. Dies kann die histopathologische Unterscheidung von 

TCMR und ABMR erschweren. Neuere Parameter der Banff-Klassifikation sind totale 

parenchymale Inflammation (erstmalig in der Banff-Klassifikation 2007101) und i-IFTA 

(erstmalig in der Banff-Klassifikation 2015120). Sie wurden eingeführt, weil unspezifische 

Inflammation im Narbenbereich ein prognostisch negativer Faktor ist.121 Die 

Bedeutsamkeit dieser Scores wird weiterhin diskutiert, da sie auf unterschiedliche 

Pathologien hindeuten können. So ist i-IFTA beispielsweise ein Zeichen von ABMR, 

chronischer TCMR, BK-Virusinfektion, Pyelonephritis, rekurrenter Glomerulonephritis, 

Obstruktion und noch anderen Nierenerkrankungen.23  

 

Obwohl Transplantatabstoßung mit einer erhöhten Apoptoserate assoziiert ist122,123, 

waren TEC bei Patienten mit TCMR oder ABMR nicht erhöht. Stattdessen waren die 

Zellzahlen niedriger als bei Patienten der Gruppe No RX. Patienten mit ABMR hatten die 

niedrigsten Zellzahlen. Laut Wever et al. steuert p53 die Apoptoseinduktion in TEC, 

indem es B-cell lymphoma 2 Proteine (Bcl-2) herunter- und BCL-2-associated X Proteine 
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(Bax) heraufreguliert. In ihrer Untersuchung zu akuter Rejektion war die Ratio von Bcl-2 

zu Bax zugunsten von Bax verschoben und die Expression von p53 in tubulären Nuclei 

erhöht.123 Die erhöhte Apoptose bei Abstoßung wurde mit den hier ausgewählten 

Biomarkern nicht erfasst. Demgegenüber stehen die Ergebnisse bezüglich der TEC-

Populationen aus einer Studie von Segasothy et al. Die Gruppe untersuchte 176 

Urinsediment-Proben. Die Requisition erfolgte in den ersten 3 Monaten nach 

Transplantation. Mittels Immunperoxidase-Färbung wurden Granulozyten und TEC als 

dominante Populationen bei einer akuten Abstoßung nachgewiesen. CD4 und CD8 T-

Zellen machten lediglich 1-3% der Urinzellen aus. Alle Patienten mit bioptisch bestätigter 

Rejektion zeigten sowohl erhöhte Lymphozyten als auch erhöhte proximale TEC im Urin. 

Erstaunlicherweise stieg die Zellzahl in 17 Fällen schon vor der klinischen Diagnose an. 

Als Lymphozyten-Antikörper dienten damals AMD T4 und HuLy-m8. URO3 war 

Antikörper für proximale TEC, URO5 für distale TEC.69 Trotz widersprüchlicher Literatur 

überzeugten die TEC als Biomarker in der vorliegenden Arbeit. Bei einem Cut-Off-Wert 

von <642 Zellen/100 ml lag die Spezifität zur Erkennung von Abstoßung durch CD10+ 

proximale TEC bei 100%. Die Sensitivität lag bei 72% (AUC = 0,91). Distale EPCAM+ 

TEC erreichten eine etwas niedrigere AUC von 0,89. Die Zellen waren sensitiver, aber 

weniger spezifisch. 

 

Da CD8 T-Zellen und TEC in der Niere miteinander kommunizieren und beide Zelltypen 

im Urin messbar sind, wurde auch die Kombination der Biomarker untersucht. Während 

CD8 T-Zellen als alleiniger Biomarker nicht überzeugten, wurden gute Ergebnisse mit der 

Kombination aus CD8 T-Zellen pro proximale CD10+ oder distale EPCAM+ TEC erreicht 

(AUC 0,79 – 0,81; p < 0,01). Daher ist eine genauere Betrachtung der Interaktion von 

CD8 T-Zellen und TEC interessant. Bei Nierentransplantat-Abstoßung nehmen TEC eine 

wichtige Schlüsselrolle als Immunregulatoren ein. Sie kommunizieren mit T-Zellen über 

Zell-Zell-Interaktionen, Zytokine und Chemokine124. Als Antwort auf pro-inflammatorische 

Signale (z.B IFN-gamma aus Leukozyten) exprimieren sie HLA und Adhäsionsmoleküle, 

sodass die antigenspezifische Proliferation von T-Zellen gefördert wird.125-127 In 

immunhistochemischen Färbungen wurden MHC-Klasse-II Moleküle auf TEC bei akuter 

Abstoßung nachgewiesen.128 Eine Studie von Mannon et al. erhärtet die Annahme, dass 

MHC-Klasse-II Moleküle auf TEC schädigende Effekte haben. Sie konnten zeigen, dass 

Spendernieren mit MHC-Klasse-II-Defekt eine bessere Nierenfunktion hatten als 

Spendernieren mit Wildtyp. Außerdem war ein MHC-Defekt mit weniger transplantat-

infiltrierenden CD4 T-Zellen und abgeschwächter Rejektion assoziiert.129 Neben ihrer 
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Funktion als antigenpräsentierende Zellen, nehmen TEC über die Ausschüttung von 

Mediatoren am Immungeschehen im Transplantat teil. Sie können gegensätzliche Effekte 

haben (Abbildung 15). Die Ausschüttung von TGF-beta mit IL-6, TNF-alpha, CC-

Chemokin-Ligand-2 (CCL2), CCL5 und kostimulierenden Molekülen schädigen das 

Transplantat. Alleiniges TGF-beta, IL-15, NO-Synthase-2 (NOS2) und koinhibitorische 

Moleküle schützen wiederum das Nierengewebe. Welche Mediatoren überwiegen, hängt 

von Aktivierungsmuster und Umgebungsreaktionen ab. Die Aktivierung von TEC erfolgt 

über Zell-Zellkontakte oder Zytokine wie IL-1, IL-17- TNF-alpha oder IFN-gamma.124 

 

 

Vereinfachtes Schema zur Interaktion von Leukozyten und TEC 

 

Abbildung 15: Vereinfachtes Schema zur Interaktion von Leukozyten und TEC 

Leukozyten in der Niere aktivieren TEC. Ihre Antwort kann sich positiv oder negativ auf 

das Transplantat auswirken. Nachdruck aus Transplantation Reviews, Band 23, 

Ausgabe 3 „Renal tubular epithelial cells as immunoregulatory cells in renal allograft 

rejection“, Seiten-Nummer 129-138, Copyright (2009) mit Genehmigung von Elsevier. 

Den kleinen gestalterischen Änderungen wurde zugestimmt. 
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5.3 Ursachen von Komplikationen und Transplantatdysfunktion 

Weniger als 5% der Patienten erleiden ein Transplantatversagen innerhalb des ersten 

Jahres nach Transplantation.130 Dennoch stellt eine Funktionseinschränkung im ersten 

Jahr nach Transplantation einen Risikofaktor für den Verlust des Transplantats dar.131 

Nach einer Transplantation können immunologische und nicht-immunologische 

Ursachen die Transplantatfunktion verschlechtern. Langfristige Folgen sind 

Nephronverlust mit erhöhten Kreatininwerten, Proteinurie und Hypertonus.  

 

 5.3.1 Delayed Graft Function 

Diese Studie bestätigt erhöhte CD8 T-Zellen als potenziellen Biomarker für Delayed Graft 

Function. CD8 T-Zellen identifizierten die Gruppe mit einer Sensitivität von 94% und einer 

Spezifität von 75% (AUC 0,79). Delayed Graft Function wurde über postoperative 

Kreatininwerte und Dialysepflichtigkeit innerhalb der ersten 7 Tage definiert. Fast 

zeitgleich schlug der CD8 T-Zell Biomarker an (Tag 6-10). Die Akkumulation von T-Zellen 

in der Niere ist für Transplantat-Abstoßung8, Tubulusnekrose132,133, 

Autoimmunerkrankungen134,135, Infektionen136,137 und Tumore138 beschrieben. In dieser 

Arbeit konnten erhöhte CD8 T-Zellen bei Delayed Graft Function keiner Kausalität 

zugeordnet werden. Die Studienpopulation war sehr heterogen. Bei 4 von 21 Patienten 

waren chirurgische Komplikationen als Hauptursache von Delayed Graft Function 

anzunehmen. Bei ihnen wurden keine signifikanten Abweichungen in den Zellzahlen 

gefunden. Generell kann eine Vielzahl an chirurgischen Komplikationen nach 

Transplantation auftreten. Wichtige vaskuläre Komplikationen bei Nierentransplantation 

umfassen Thrombosen und Pseudoaneurysmen der Transplantatgefäße oder 

Stenosierung der Arteria renalis. Typische urologische Komplikationen sind Urinleckage, 

Ureterobstruktion, Ureterfistel und Lymphozele. Sie können durch Nachoperationen 

meist gut beherrscht werden.139 Andere postoperative Komplikationen sind u.a. 

Hämatome, Blutungen, Serome, Wundinfektionen oder eine neue CMV-Infektion. Die 

Erkennung von Delayed Graft Function ist klinisch relevant. Betroffene Patienten haben 

ein erhöhtes Risiko für Abstoßung und Transplantatverlust.140 In der vorliegenden Arbeit 

hatte die Patientengruppe ab Tag 11 keine erhöhten CD8 T-Zellen mehr.  Eine mögliche 

Ursache könnten immunsuppressive Therapieinterventionen sein. Die Zellzahlen von 

CD10+ TEC und EPCAM+ TEC waren bei Delayed Graft Function nicht verändert. 

Stattdessen überzeugte die Kombination von CD8 T-Zellen/CD10+ TEC an den 

postoperativen Tagen 36-59. Bei einem Cut-Off von <0,06 erkannten sie Delayed Graft 

Function mit einer Sensitivität von 75%, bei einer Spezifität von 100% (AUC 0,94). Es ist 
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unklar, warum die Biomarker-Kombination so spät im Verlauf anschlug. Es ist denkbar, 

dass sie Delayed Graft Function erst dann detektiert, wenn Entzündungsvorgänge der 

Ischämie-Reperfusionsreaktion nachlassen. 

 

Die Prävalenz von Delayed Graft Function wird in der Literatur mit Werten von 2–50% 

angegeben.141 Einige Autoren bezeichnen Delayed Graft Function als akutes 

Nierenversagen nach Transplantation.142 In diesem Zusammenhang wurden in der 

Vergangenheit auch Urin-Biomarker untersucht, die für akutes Nierenversagen bekannt 

sind, z.B. Neutrophil Gelatinase-assoziiertes Lipocalin (NGAL). TEC können das Protein 

reabsorbieren oder sekretieren. Heyne et al. fanden erhöhtes NGAL bei Patienten mit 

akutem Nierenversagen im Kontext von Transplantatabstoßung. Der Biomarker 

differenzierte die Gruppe mit einer Sensitivität von 100% und Spezifität von 93%.68 Eine 

andere Gruppe analysierte NGAL und IL-18 am Tag der Operation von 23 Patienten. 

Erhöhte Urinwerte waren Prädiktoren für Delayed Graft Function mit einer AUC von 

0,90.143 2007 beschrieben Schaub et al. erhöhtes NGAL, Alpha-1-Mikroglobulin und 

Retinol-Binding-Protein bei Nierentransplantierten mit Tubulitis.144 Zur Abgrenzung von 

subklinischer Tubulitis waren die Marker nicht geeignet und keine Alternative zur 

Histopathologie. Auch Beta-2-Mikroglobulin wurde lange als vielversprechender 

Biomarker für Abstoßung diskutiert. Allerdings stellte sich heraus, dass der Marker bei 

alleiniger tubulärer Schädigung oder interstitieller Fibrose ebenfalls erhöht war.145-147 Die 

Differenzierung von Ischämie, Tubuluspathologien und Abstoßung anhand von Urin-

Biomarkern bleibt eine Herausforderung. 

 

 5.3.2 No RX 

Die Gruppe No RX präsentierte sich heterogen. Bei den Patienten wurde zwar eine 

klinische Verschlechterung der Transplantatfunktion festgestellt, eine Abstoßung lag 

histologisch jedoch nicht vor. Bei der Patientengruppe wurden signifikant mehr CD8 T-

Zellen, proximale CD10+ TEC und distale EPCAM+ TEC im Urin nachgewiesen als bei 

der Kontrollgruppe. Welche Pathologien in den Nierentransplantaten vorlagen, wurde in 

dieser Arbeit nicht näher untersucht. Wichtige Differentialdiagnosen bei 

Transplantatdysfunktion sind Ischämie-Reperfusionsschaden mit Tubulusnekrose, 

Nephronschaden mit erhöhter Glomerulosklerose und mikrovaskulären Abnormalitäten 

durch Calcineurin-Toxizität, Hypertonus, Diabetes mellitus, Pyelonephritis oder 

Virusinfektionen.30 Eine aktive BK-Virusinfektion manifestiert sich als renale Dysfunktion; 

bei 40-60% der betroffenen Patienten droht Transplantatverlust. BK-Virusnephropathie 
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ist mit interstitieller Fibrose und Abstoßung assoziiert.148 Die Diagnose wird anhand von 

Biopsie-, Blut- oder Urinproben gestellt.149 Eine Übersicht zu den vielfältigen Ursachen 

von Transplantatdysfunktion bietet Abbildung 16.  

 

 

Differentialdiagnosen bei Transplantatdysfunktion  

Abbildung 16: Differentialdiagnosen bei Transplantatdysfunktion 

Nach Nankivell et al.30.  

 

 

5.4 Technische Herausforderungen 

Die Durchflusszytometrie ist eine gut etablierte Methode in der Hämatologie. Die Technik 

der Urin-Durchflusszytometrie hat noch keine klinischen Anwendungsfelder. Sie ist 

laborübergreifend wenig standardisiert und daher in ihrer Vergleichbarkeit 

möglicherweise limitiert.   

 

5.4.1 Hintergrundsignale 

Störende Hintergrundsignale sind eine Herausforderung bei der Abgrenzung von 

Zellpopulationen. Stachowski et al. analysierten (prä)analytische Fehlerquellen bei der 

Alloimmune Schäden 

- Späte akute Rejektion 
- Chronische zelluläre Rejektion 
- Chronische ABMR mit Glomerulopathie 

 

Strukturell oder infektiös 

- Ureterobstruktion 
- Untere Harnwegsinfektion 
- Renale arterielle Stenose 
- Rekurrente Pyelonephritis oder  

Reflux 
- BK-Virusnephropathie 

 

Andere Pathophysiologien 

- Unspezifische tubulointerstitielle Schäden 
- Chronische Calcineurin-Inhibitor 

Nephrotoxizität 
- Thrombotische Mikroangiopathie 
- Glomerulonephritis 
- Schlecht eingestellter Hypertonus 
- Metabolische Störungen 
- Komedikationen 
- Akutes Nierenversagen assoziiert mit  

schwerer Erkrankung 
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durchflusszytometrischen Messung von Urinlymphozyten. In ihren Versuchen senkten 

hohe Urinosmolalität und hohe Konzentration von Urea und Glukose die Lebensfähigkeit 

von Zellen. Die Gruppe schlug ein Protokoll zur Aufarbeitung von Urin-Lymphozyten vor, 

dem in dieser Studie weitgehend gefolgt werden konnte.88 So wurden die Zellen mit Ficoll-

Paque getrennt und die empfohlene Live-Gating-Strategie beachtet. Zeitliche Aspekte, 

wie die Dilution des Urins mit fetalem Kälberserum innerhalb von 2 Stunden und die 

konsequente durchflusszytometrische Analyse innerhalb von 3 Stunden, wurden nicht 

umgesetzt. Sie waren schlecht mit dem klinischen Setting der Patientenversorgung und 

Probenrequisition vereinbar. Andere Ursachen für Hintergrundsignale sind 

Autofluoreszenz oder spektrale Überlappungsbereiche der Fluoreszenzfarbstoffe.96 Zur 

optimalen Geräteeinstellung wurden im Vorfeld Urinanalysen und Isotypkontrollen 

durchgeführt. Außerdem wurde jede Biomarker-positive Probe mit der Biomarker-

negativen Probe des gleichen Patienten verglichen. Dieses manuelle Vorgehen ist nicht 

untersucherunabhängig, aber sehr hilfreich bei der Auswahl der richtigen 

Zellpopulationen.  

 

5.4.2 Positive Zellpopulationen 

Die ausgewählten Biomarker erfassten die Gesamtheit der CD3+ CD8+ T-Zellen im Urin. 

Regulatorische CD8 T-Zellen mit kontroverser Funktion wurden bei der Messung 

womöglich eingeschlossen. Die durchflusszytometrische Bestimmung von TEC war eine 

neue Methode, die in dieser Form noch nicht evaluiert wurde. Sie basiert auf dem 

Nachweis intrazellulären Cytokeratins, das bereits mehrfach als Biomarker für gestresste 

TEC beschrieben wurde.24,25 Die Oberflächenmarker CD10 und EPCAM dienten der 

Differenzierung von proximalen und distalen TEC. Es kann nicht ausgeschlossen werden, 

dass auch andere Zellen im Urin die gleichen Marker exprimieren und in dieser Arbeit 

miterfasst wurden.  

 

5.4.3 Multiples Testen 

An dieser Stelle soll auf die statistische Herangehensweise und die Möglichkeit einer 

Alphafehler-Kumulierung hingewiesen werden. Immerhin wurden 3 verschiedene 

Zelltypen und ihre Kombinationen untersucht. In der Längsschnittkohorte wurden 2 

Patientengruppen an mehreren Zeiträumen nach Transplantation untersucht. In der 

Querschnittskohorte wurde eine klinisch unauffällige Kontrollgruppe mit klinisch 

auffälligen Patienten verglichen. Letztgenannte wurden anhand ihrer Biopsieergebnisse 

https://www.nature.com/articles/s41598-020-57524-7#ref-CR24
https://www.nature.com/articles/s41598-020-57524-7#ref-CR25
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in 3 Gruppen unterteilt. Mit erhöhter Anzahl durchgeführter statistischer Tests steigt die 

Wahrscheinlichkeit eines zufällig signifikanten Ergebnisses.  

 

5.5 Resümee  

Seit vielen Jahren suchen Wissenschaftler nach nicht-invasiven Biomarkern für 

Nierentransplantat-Abstoßung. Geschädigte Tubuli und Entzündungszellen sind wichtige 

histopathologische Zeichen bei der Diagnostik. Gleichzeitig sind Nieren- und 

Entzündungszellen durchflusszytometrisch im Urin messbar. In dieser Studie wurden 

CD8 T-Zellen (DAPI– CD3+ CD8+), proximale TEC (Cytokeratin+ CD10+) und distale 

TEC (Cytokeratin+ EPCAM+) als Biomarker untersucht.  

 

Bei Patienten mit Delayed Graft Function waren CD8 T-Zellen an Tag 6-10 nach 

Transplantation erhöht. Außerdem korrelierten die CD8 T-Zellen mit dem 

histopathologischen Score für interstitielle Entzündung und Tubulitis. Sie korrelierten 

negativ mit chronischer Glomerulopathie. Patienten mit TCMR hatten höhere CD8 T-

Zellen als Patienten mit ABMR. Die Ausscheidung von TEC war bei No RX höher als bei 

allen anderen Gruppen. Eine niedrige Zahl an CD10+ TEC identifizierte 

Transplantatabstoßung (TCMR und ABMR) mit einer Sensitivität von 72% und einer 

Spezifität von 100%.  

 

In Zukunft muss weiter erörtert werden, inwiefern die hier untersuchten Biomarker 

Nierentransplantat-Abstoßung sicher von anderen Pathologien abgrenzen. Offen bleibt 

auch, ob sie die Indikation zur Nierenbiopsie reduzieren und ob sie beim 

Therapiemanagement helfen. Die Identifizierung neuer Biomarker ist ein mehrphasischer 

Prozess, der mit explorativen Untersuchungen beginnt. Die durchflusszytometrische 

Bestimmung von CD8 T-Zellen sowie proximalen und distalen TEC zeigen klinisches 

Potenzial zur Erkennung von Delayed Graft Function und Abstoßung. Die Sensitivität und 

Spezifität könnten durch Kombination mit anderen Biomarkern verbessert werden. Zur 

Verifizierung der Ergebnisse sind größere Studien erforderlich.  
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