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Zusammenfassung

Zusammenfassung

Teil 1: Chemokine sind Signalproteine, welche durch Modulation der Migration und Rekrutierung
von Immunzellen eine wichtige Rolle in der Entstehung und Aufrechterhaltung von
Entziindungsreaktionen spielen. Renale Inflammation im Kontext der Nierentransplantation kann
sich klinisch als verzdgerte Transplantatfunktion (Delayed Graft Function, DGF) manifestieren.
Diese Arbeit stellt die Hypothese auf, dass freie Chemokine im Plasma von
Nierentransplantatempfangern mit dem Auftreten einer DGF assoziiert sind. Methodik:
Plasmaproben wurden von Nierentransplantatempfangern (n=42) vor und nach
Nierentransplantation (Tag 0, Tag 3) akquiriert. Das Patientenkollektiv wurde hinsichtlich des
Auftretens einer DGF in Gruppen eingeteilt (DGF und nonDGF). In Plasmaproben erfolgte die
Quantifizierung von Chemokinen mit einem Bead-basierten Multiplex-Immunoassay. Ergebnis:
CXCL1, CXCL5, CXCL8, CXCL9, CXC10, CXCL11, CCL2, CCL3, CCL4, CCL5, CCL11, CCL17
und CCL20 waren zu beiden Zeitpunkten im Plasma von Nierentransplantatempfangern
nachzuweisen. Die multivariate Datenanalyse ergab keine signifikanten Unterschiede in der
Plasma-Konzentration der genannten Chemokine zwischen den Patientengruppen DGF und
nonDGF vor und nach Nierentransplantation. Fazit: Freie Chemokine im Plasma waren in dieser

Kohorte nicht fur die Vorhersage einer DGF geeignet.

Teil 2: Tubulare epitheliale Zellen (TEC) kdnnen renale Inflammation aggravieren, indem sie
Chemokine sezernieren. Diese Verstarkung der lokalen Immunantwort durch Anlocken von
Immunzellen kdnnte neue Optionen flir therapeutische Interventionen bieten. Grundlage fir die
Erforschung solcher Interaktionen stellen in-vitro-Versuche dar. Bisher verfligbare Zellmodelle
werden aus Gewebeproben/Biopsien oder anderen Spezies gewonnen. Dagegen stellt die
Isolierung von humanen TEC aus Urin (UTEC) eine einfache, nichtinvasive und unbegrenzt
verfliigbare Ressource dar, welche zusatzlich weniger ethische Bedenken mit sich fihrt. Es ist
derzeit nicht bekannt, unter welchen Bedingungen uTEC Chemokine produzieren kénnen. Die
Charakterisierung des sekretorischen Phanotyps von uTEC stellt eine wichtige Voraussetzung
fur kiinftige in-vitro Versuche dar. Methodik: Die Kultivierung von uTEC wurde nach etabliertem
Protokoll durchgefiihrt. Im explorativen Design erfolgte die Stimulation von uTEC mit Zytokinen
und mikrobiellen Substanzen. In Zellkulturiiberstanden wurden Chemokine mit einem Multiplex-
Immunoassay analysiert. Ergebnis: Eine Sekretion von CC- und CXC-Chemokinen durch uTEC
kann durch TNFa, IFNy, IL17A und mikrobielle Substanzen wie dsRNA, Lipopeptid, CpG-
Oligonukleotid und Flagellin induziert werden. Fazit: Die Daten dieser Arbeit charakterisieren
erstmals, unter Berlcksichtigung des explorativen Designs, den sekretorischen Phanotyp von
uTEC. Dies unterstreicht die in-vitro erhaltene sekretorische Funktionalitdt der Zellen. Nach
Durchfiihrung entsprechender Validierungsstudien konnten mdogliche zukunftige Versuche die

Interaktion von uTEC mit Immunzellen sowie deren Migrationsverhalten erforschen.
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Abstract

Abstract

Part 1: Chemokines are signaling proteins which play an important role in developing and
maintaining inflammatory responses by modulating immune cell migration. Renal inflammation in
the context of renal transplantation may clinically manifest as delayed graft function (DGF). This
work hypothesizes that free chemaokines in plasma of renal transplant recipients are associated
with the occurrence of DGF. Methods: Plasma samples were acquired from renal transplant
recipients (n=42) before and after renal transplantation (day 0, day 3). Patients were divided into
groups based on the occurrence of DGF (DGF and nonDGF). Chemokines were quantified in
plasma samples using a bead-based multiplex immunoassay. Results: CXCL1, CXCL5, CXCLS,
CXCL9, CXC10, CXCL11, CCL2, CCL3, CCL4, CCL5, CCL11, CCL17 and CCL20 were
detectable in the plasma of renal transplant recipients at both time points. Multivariate data
analysis revealed no significant differences in plasma concentrations of the above chemokines
between DGF- and nonDGF-patients before and after kidney transplantation. Conclusion:

Chemokines in plasma were not predictive of DGF in this cohort.

Part 2: Tubular epithelial cells (TEC) can aggravate renal inflammation by secreting chemokines.
This enhancement of the local immune response by attracting immune cells may provide new
options for therapeutic intervention. The basis for exploring such interactions is provided by in-
vitro experiments. So far, available cell models are obtained from tissue samples/biopsies or other
species. In contrast, isolation of human TEC from urine (UTEC) represents a simple, noninvasive,
and infinitely available resource with fewer ethical concerns. The conditions under which uTEC
can produce chemokines are still unknown. Characterization of the secretory phenotype of uTEC
represents an important prerequisite for future in-vitro experiments. Methods: Cultivation of uUTEC
was performed according to an established protocol. Within an exploratory design, stimulation of
UTEC was performed with cytokines and microbial substances. Chemokines were analyzed in
cell culture supernatants using a multiplex immunoassay. Results: Secretion of CC- and CXC-
chemokines by uTEC can be induced by TNFa, IFNy, IL17A and microbial substances such as
dsRNA, lipopeptide, CpG oligonucleotide and flagellin. Conclusion: The data in this work
characterizes the secretory phenotype of uTEC for the first time. This highlights obtained
secretory functionality of these cells in-vitro. After validating these findings in further studies,
possible future experiments could explore the interaction of UTEC with immune cells as well as

their migration behavior.
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Einleitung

1 Einleitung
1.1 Chronische Nierenerkrankungen (CKD)

Chronische Nierenerkrankungen (Englisch; Chronic Kidney Disease, CKD) stellen eine wichtige
globale Herausforderung dar, als direkte Ursache fur Morbiditat und Mortalitat und Risikofaktor
fur Herz-Kreislauf-Erkrankungen. CKD kdnnen zum Nierenversagen mit Notwendigkeit der
Nierenersatztherapie fiohren und sind mit einer erhdhten kardiovaskularen sowie

Gesamtmortalitat assoziiert (1).

1.1.1 Epidemiologie

Die Pravalenz der CKD variiert in verschiedenen Landern und wird weltweit auf 3-18% geschatzt
(2, 3). In der Auswertung der Global Burden Disease (GBD) - Studie wird die absolute Gesamtzahl
von Erwachsenen mit CKD im Jahr 2010 auf tGber 497 Millionen geschatzt, davon zeigten 236
Millionen eine moderate oder schwere Verminderung der Nierenfunktion (4). Das globale
Bevolkerungswachstum und die zunehmende Langlebigkeit nehmen Einfluss auf die
Epidemiologie der CKD. Im Jahr 2017 stieg die absolute Anzahl von Erwachsenen mit CKD auf
fast 700 Millionen, die Pravalenz wird dabei mit 9,1% angegeben (5). Die GBD-Studie ist die
bislang umfassendste epidemiologische Beobachtungsstudie weltweit und beschreibt die
globale, nationale und regionale Mortalitat und Morbiditat von verschiedenen Krankheiten. Die
Anzahl der durch CKD verursachten Todesfélle lag im Jahr 1990 bei 0,6 Millionen, im Jahr 2016
und 2017 bei jeweils bei 1,2 Millionen. Damit waren CKD weltweit die 11-haufigste Todesursache
im Jahr 2016 und 12-haufigste Todesursache im Jahr 2017 (5, 6). Prognosen gehen von ~3
Millionen Todesfallen weltweit durch CKD im Jahr 2040 aus (7). Vor diesem Hintergrund ist die
Erforschung von Therapiemaoglichkeiten hoch relevant.

1.1.2 Funktion der Nieren im Gesunden

Die paarigen Nieren fungieren in erster Linie als lebenswichtiges Ausscheidungsorgan und sind
fur die Regulation von Wasser-, Sdure-Basen- und Salzhaushalt des Menschen bedeutend.
Durch die Ultrafiltration des Blutes und Bildung von Harn kénnen harnpflichtige Substanzen
ausgeschieden werden. Die Nieren erfillen dartiber hinaus eine endokrine Funktion. Sie sind fir
die Regulation des Blutdrucks durch das Renin-Angiotensin-Aldosteron-System wichtig und sind
der Hauptsyntheseort des Hormons Erythropoetin, welches die Bildung von Erythrozyten aus
Vorgéngerzellen im Knochenmark steuert. Durch Aktivierung von Calcidiol in die hormonelle
aktive Form Calcitriol (Vitamin D) hat die Niere Einfluss auf den Calciumhaushalt und
Knochenstoffwechsel (8, 9) .

Pro Minute flieBen ~1 Liter Blut durch die Gefal3systeme beider Nieren, dies entspricht etwa 20%
des Herzzeitvolumens (10). In den Nierenkdrperchen der &ufReren Rindenzone, welche aus einer

mehrfach gewundenen Gefal3schlinge (Glomerulus) mit umgebender Kapsel (Bowman-Kapsel)
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Einleitung

bestehen, findet die Ultrafiltration des Blutes statt. Hierdurch wird der sogenannte Primarharn
gebildet, wobei unter Druck Wasser und darin geldste niedermolekulare Blutbestandteile abfiltriert
werden. Durch eine Filtrationsschranke innerhalb der Glomeruli (Blut-Harn-Schranke) kénnen
keine groéfReren Proteine, z.B. Plasmaproteine, unter physiologischen Bedingungen abfiltriert
werden und verbleiben somit im Blut. Die Nierenkorperchen verbinden das Gefal3system der
Niere mit den Nierenkanalchen (Tubulussystem). Zusammen bilden sie die kleinste funktionelle
Einheit: das Nephron. Jede Niere besitzt ungefahr 1 Million Nephrone. Hier werden jeden Tag
~1700 Liter Blut zu ~170 Liter Priméarharn filtriert (8). Der Prim&rharn wird wahrend der Passage
in den verschiedenen Segmenten des Tubulussystems modifiziert und zum Endharn konzentriert.
Dabei spielen die Epithelien des Tubulussystems eine entscheidende Rolle: sie resorbieren tber
99% des Wassers sowie viele geloste Bestandteile (z.B. Glukose, Aminosduren, Phosphat)
zuriick, es werden aber auch Stoffe (z.B. lonen) durch Sekretion zugefihrt. Nach Reduktion des
Primarharnvolumens verbleiben taglich insgesamt ~1,7 Liter Endharn, welcher Uber die
Nierenkelche in das am Nierenhilum gelegene Nierenbecken und Uber den anschlieRenden
Harnleiter, Harnblase und -rohre ausgeschieden werden kann (8, 9).

1.1.3 Definition und Klassifikation

Chronische Nierenerkrankungen werden in der allgemeinen Definition der aktuellen Kidney
Disease: Improving Global Outcomes (KDIGO) - Leitlinien als abnorme Nierenstruktur und/oder
Nierenfunktion tber eine Dauer von mindestens 3 Monaten mit Implikationen fir die Gesundheit
beschrieben (11). KDIGO ist eine globale Organisation, welche evidenzbasierte Richtlinien fir die
klinische Praxis bei Nierenerkrankungen entwickelt. KDIGO wurde 2003 von der National Kidney
Foundation, einer US-amerikanischen freiwilligen Gesundheitsorganisation, gegrindet und
wurde 2013 zu einer unabh&ngigen gemeinnutzigen Organisation, die von einem internationalen
freiwilligen Exekutivkomitee geleitet wird (12). Die nachfolgende Tabelle 1 fuhrt die KDIGO-
Kriterien der Definition der CKD auf.
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Tabelle 1: Kriterien der CKD-Definition nach KDIGO Leitlinien 2012 (11)

CKD-Kriterien (21 Kriterium >3 Monate erfiillt)

Albuminurie (AER 230mg/24h; ACR 230mg/g

[23mg/mmol])
Abnormes Urinsediment

Elektrolytstérungen/ andere Stérungen aufgrund

tubulérer Schadigung
Zeichen der Nierenschadigung

Pathologischer Befund in der Histologie

Abnorme Nierenstruktur in der Bildgebung

Zustand nach Nierentransplantation

Verminderte GFR GFR <60ml/min/1,73m?

Abklrzungen: Chronic Kidney Disease (CKD), Glomerulare Filtrationsrate (GFR), Albumin Excretion Rate
(AER), Albumin-Kreatinin-Quotient (ACR)

Chronische Nierenerkrankungen lassen sich anhand der Nierenfunktionsleistung in Stadien
einteilen. Hierbei wird die glomerulare Filtrationsrate (GFR) zur Einschatzung der Nierenfunktion
herangezogen (11). Sie ist ein Mal fir die Menge an Plasma, welches in den Nierenkorperchen
pro Minute filtriert wird (Bildung von Primérharn). Die GFR wird relativ zu einer durchschnittlichen
Korperoberflache von 1,73 m? angegeben (ml/min/1,73m?), da sie physiologisch von der
NierengroRe abhangig ist, welche wiederum in Relation zur Kdrperoberflache steht (13). Dies
ermdglicht einen Vergleich mit Normwerten. Der durchschnittliche Wert der GFR fur gesunde

Erwachsene unter 40 Jahren liegt bei 120-130ml/min/1,73 m? und nimmt mit dem Alter ab (14).

Die GFR kann klinisch nicht direkt gemessen werden. Sie kann indirekt als Clearance von
exogenen oder endogenen Filtrationsmarkern gemessen (Englisch; measured GFR, Abk. mGFR)
oder aus den Serumspiegeln von endogenen Filtrationsmarkern mit Hilfe mathematischer
Formeln abgeschéatzt werden (Englisch; estimated GFR, Abk. eGFR) (15). Die 1999 publizierte
Formel der Modification-of-Diet-in-Renal-Disease-Studie (MDRD) stellt eine weit verbreitete
Methode zur Abschéatzung der Nierenfunktion dar und ist automatisiert anwendbar. In der 6-
Variablen-MDRD-Formel wird die GFR anhand von Serum-Kreatinin, Serum-Albumin,
Harnstoffwert im Serum, Alter, Geschlecht und Ethnie berechnet. (16). In der 4-Variablen-MDRD-
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Formel wird die GFR anhand von Serum-Kreatinin, Alter, Geschlecht und Ethnie berechnet (17).
Ein Nachteil der MDRD-Formel besteht darin, dass im hohen Werte-Bereich die wahre GFR
unterschéatzt wird und es somit bei der Berechnung der eGFR zu Ungenauigkeiten kommen kann.
Aus diesem Grund wurde sie zunehmend von der im Jahr 2009 publizierten Chronic-Kidney-
Disease-Epidemiology-Collaboration-Formel (CKD-EPI) abgelost, welche vor allem im hohen
Werte-Bereich (>60 ml/min/1,73m?) exaktere Werte im Vergleich zur MDRD-Formel liefert (18).
In der CKD-EPI-Formel werden die Variablen Serum-Kreatinin, Alter, Geschlecht und Ethnie
berlcksichtigt. Die aktuellen 2012-KDIGO-Leitlinien empfehlen fir die initiale Beurteilung der
GFR bei Erwachsenen die Messung des Serum-Kreatinins sowie Bestimmung der Kreatin-
basierten eGFR (eGFRcea) unter Verwendung der 2009 CKD-EPI-Formel. Bei der Beurteilung
der eGFRcea, mussen Bedingungen, die das Serum-Kreatinin unabhéangig von der GFR
beeinflussen konnen (z.B. extreme Muskelmasse, Diat) bedacht werden (11). Neben der
Verwendung von Serum-Kreatinin als endogenen Filtrationsmarker, hat Cystatin C in den letzten
Jahren an Bedeutung gewonnen. Kreatinin ist ein Stoffwechsel-Abbauprodukt und wird relativ
konstant tiber den Urin ausgeschieden. Das kdrpereigene Protein Cystatin C wird am Glomerulus
frei filtriert, im Tubulussystem fast vollstandig resorbiert und nur in geringe Mengen im Urin
ausgeschieden, weswegen der Serumspiegel relativ konstant ist (19). Es konnte gezeigt werden,
dass eine kombinierte Kreatinin/Cystatin C-basierte CKD-EPI-Formel (eGFRcreatcys) ZU einer
verbesserten Genauigkeit der GFR-Schétzung fuhrt (20). Die Bestimmung der eGFRcreat-cys kann
als zusatzlicher Test, beispielsweise als Bestatigung einer verminderten eGFRcea, €ingesetzt
werden (11). Eine genaue Schatzung der GFR st fir die Diagnose, Klassifikation und

Management der CKD von wesentlicher Bedeutung.

Die Klassifikation der CKD erfolgt neben der Ursache anhand der GFR-Kategorie (G1-G5,
aufgefliihrt in Tabelle 2) und der Albuminurie-Kategorie (A1-A3, aufgefihrt in

Tabelle 3) (11).
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Tabelle 2: GFR-Kategorien der CKD nach KDIGO-Leitlinien 2012 (11)

GFR-Kategorie Bezeichnung GFR (ml/min/1,73m?)
G1 normal oder erhéht 290
G2 leicht erniedrigt 60-89
G3a leicht bis moderat erniedrigt 45-59
G3b moderat bis stark erniedrigt 30-44
G4 stark erniedrigt 15-29
G5 Nierenversagen <15

Tabelle 3: Albuminurie-Kategorien der CKD nach KDIGO-Leitlinien 2012 (11)

Kategorie

Al

A2

A3

ACR (annahrend gleich)

Bezeichnung AER (mg/24h)
(mg/mmol) (mg/g)
normal bis
<30 <3 <30
moderat erhéht
moderat erhoht?! 30-300 3-30 30-300
stark erhdht? >300 >30 >300

Abkurzungen: Albumin Excretion Rate (AER), Albumin-Kreatinin-Quotient (ACR)

Irelativ zu Normwerten junger Erwachsener

2 Inklusive nephrotisches Syndrom (AER >2200mg/24h [ACR >220mg/mmol; >2200mg/g])
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Die GFR- und Albuminurie-Kategorien haben eine Relevanz fur die Prognose und Therapie der
CKD. Die Kombinierung der beiden Parameter ermdglicht eine prognostische Abschatzung der

chronischen Nierenerkrankung. Dies wird in der folgenden

Abbildung 1 durch farbliche Markierung dargestellit.

Persistierende Albuminurie-Kategorien

Prognose der CKD nach Al A2 A3
GFR- und Albuminurie-
Kategorien: KDIGO 2012
normal bis moderat i
leicht erhoht | erhoht | Stark erhont
<30mg/g | 30-300 mg/g | >300 mg/g
3-30 >30
<3 mg/mmol mg/mmol mg/mmol
Gl normal oder erhdht 290
E . o
™ G2 leicht erniedrigt 60-89
g
£
E G3a leicht bl_s m_oderat 45-59
c erniedrigt
GC)
B G3b modera_t b|§ stark 30-44
> erniedrigt
o
X
& G4 stark erniedrigt 15-29
V]
G5 Nierenversagen <15

grun: geringes Risiko (in Abwesenheit anderer Zeichen der Nierenschadigung, keine CKD); gelb:
mafiges Risiko; orange: hohes Risiko; rot: sehr hohes Risiko

Abbildung 1: Prognose der CKD nach GFR- und Albuminurie-Kategorien (KDIGO 2012), Risiko bezieht
sich auf Gesamt-Mortalitdat, Kardiovaskulare Mortalitédt, chronisches Nierenversagen, akutes
Nierenversagen (Acute Kidney Injury) und Progressive CKD (11)
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1.1.4 Ursachen

Zu den weltweit haufigsten Ursachen einer chronischen Nierenerkrankung zéhlen die diabetische
Nephropathie und hypertensive Nephropathie (5). Die renalen Grunderkrankungen der im Jahr
2018 standig dialysepflichtigen Patienten in Deutschland umfassten diabetische Nephropathien
(22,72%), vaskulare Nephropathien (20,93%), glomerulare Nephropathien (ohne diabetische,
20,64%), interstitielle Nephropathien (5,05%), Zystennieren (6,18%), Systemerkrankungen
(3,51%) sowie andere Nierenerkrankungen (20,96%) (21).

1.1.5 Therapie

Im klinischen Management der CKD spielen die kausale Behandlung der Grunderkrankung sowie
Maflnahmen zur Verhinderung der Progression der CKD und Minimierung des kardiovaskularen
Risikos eine wichtige Rolle. Hierzu zahlen die Einstellung und Optimierung des Blutdrucks und
des Blutzuckers, eine moderate Eiweil3zufuhr, ein reduzierter Salzkonsum, Vermeidung
nephrotoxischer Substanzen/Medikamente, und Lifestyle-Modifikationen (sportliche Aktivitat im
Rahmen der individuellen Mdoglichkeit des Patienten, Ziel-BMI 20-25 kg/m?, Nikotinkarenz).
Weiterhin ist in der Therapie der CKD die Behandlung von CKD-assoziierten Komplikationen, wie
der renalen Anamie, renalen Osteopathie oder Azidose, relevant. Bei Patienten mit progressiver
CKD und Risiko eines Nierenversagens sollte die Planung einer Nierenersatztherapie erfolgen
(11).

Die Nierenersatztherapie stellt die Behandlungsmdglichkeit des chronischen Nierenversagens
(Stadium G5 der CKD, Nierenversagen) dar. Zur Nierenersatztherapie stehen die
Nierenersatzverfahren (Hamodialyse, Peritonealdialyse) und die Nierentransplantation zur
Verfiigung (11). In Deutschland belief sich laut Jahresbericht 2018 zur Qualitat in der Dialyse die
Anzahl von gesetzlich versicherten Personen in vertragsarztlicher Dialysebehandlung auf 91.914
Patienten (Jahrespravalenz). Dabei war die Hamodialyse das haufigste angewandte Verfahren
(21).

Neben der GFR-Kategorie als Kriterium flir den Beginn einer Nierenersatztherapie schlagen die
2012-KDIGO-Leitlinien den Beginn der Dialyse vor, wenn eines oder mehrere der folgenden
Kriterien vorliegen: Symptome, die auf ein Nierenversagen zurtickzufiihren sind (Serositis, Séaure-
Base- oder Elektrolytstérungen, Pruritus); Unféhigkeit, den Volumenstatus oder Blutdruck zu
kontrollieren; eine fortschreitende Verschlechterung des Erndhrungszustands, die auf diatetische
Eingriffe nicht anspricht; oder kognitive Beeintrachtigungen (11). Langfristig wird in der Therapie

des chronischen Nierenversagens die Nierentransplantation angestrebt.
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1.2 Nierentransplantation

Die Nierentransplantation stellt die Therapie der Wahl bei Patienten mit chronischem
Nierenversagen dar. Im Vergleich zur Dauerdialysetherapie ist die Transplantation fir Patienten
mit einer geringeren Mortalitéat verbunden, bietet eine hohere Lebensqualitat und ist langfristig
kosteneffektiver (22—24).

Die Niere war das in Deutschland im Jahr 2019 das haufigste transplantierte Organ. Insgesamt
wurden im Jahr 2019 in Deutschland 2132 Nierentransplantationen durchgefiihrt, davon erfolgten
1612  Nierentransplantationen  nach  postmortaler Spende  (75,6%) und 520
Nierentransplantationen nach Lebendspende (24,4%). Es gab 2449 Neuanmeldungen fir die
Warteliste zur Nierentransplantation im Jahr 2019, die Anzahl von Patienten auf der aktiven
Warteliste betrug 7148. Die Anzahl von Patienten, welche auf eine Nierentransplantation warten
ist somit deutlich héher als die Anzahl transplantierter Nieren. Es sind 343 Patienten, welche im
Jahr 2019 auf der Warteliste fur eine Nierentransplantation gelistet waren, verstorben (25). Die
Wartezeit auf ein Spenderorgan (Niere, postmortale Spende) betragt in Deutschland derzeit etwa
5-6 Jahre (26).

1.2.1 Rechtliche Grundlagen der Organspende in Deutschland

Die rechtlichen Grundlagen einer Organ-/ Gewebespende (,Gesetz Uber die Spende, Entnahme
und Ubertragung von Organen und Geweben* (27)) werden im deutschen Transplantationsgesetz
(TPG) festgelegt. Das TPG regelt die postmortale Organspende (,Entnahme von Organen und
Geweben bei toten Spendern® (Abschnitt 2, TPG)) und Lebendspende (,Entnahme von Organen
und Geweben bei lebenden Spendern® (Abschnitt 3, TPG)) (27).

Die Entnahme von Organen bei postmortaler Organspende ist im Rahmen der in Deutschland
geltenden Entscheidungslosung nur dann zuléssig, wenn der Spender des Organs zu Lebzeiten
eingewilligt hat oder Angehorige ihre Zustimmung geben. Eine weitere Voraussetzung der
postmortalen Organspende stellt der Nachweis des irreversiblen Hirnfunktionsausfalls
(Todeskriterium) des Spenders dar (27). Eine Organentnahme nach Herzstillstand (Englisch;
Donation after cardiac death, Non heart-beating donor) ist in Deutschland nicht erlaubt (28). Laut
TPG liegt die Richtlinienkompetenz bei der Bundesarztekammer (27). Die Bundesarztekammer
erarbeitet Richtlinien zur Feststellung des Hirntodes (29), ,Wartelistenfihrung und
Organvermittlung® (30), ,medizinischen Beurteilung von Organspendern und Konservierung von
Spenderorganen“ (31) sowie zur Qualitdtssicherung im Zusammenhang mit einer
Organtransplantation (32). Die Deutsche Stiftung Organtransplantation (DSO) koordiniert in
Zusammenarbeit mit den Entnahmekrankenhausern die postmortale Organspende in
Deutschland (25). Im Rahmen der Lebendnierenspende kdnnen laut TPG nahe Verwandte oder

Personen mit engem persénlichen Verhaltnis Organe spenden. Der Spender muss die
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Voraussetzung der Volljahrigkeit erfillen und nach angemessener Aufklarung in die
Organspende einwilligen. Der Spender darf durch den Eingriff vorrausichtlich nicht Uber das

Operationsrisiko hinaus gefahrdet sein (27).

1.2.2 Eurotransplant

In Deutschland, Osterreich, Belgien, den Niederlanden, Luxemburg, Slowenien, Kroatien und
Ungarn liegt die Zustandigkeit fur die Zuteilung (Allokation) von Spenderorganen nach
medizinischen Auswahlkriterien bei der Stiftung Eurotransplant mit Sitz in Leiden (Niederlande).
In den Eurotransplant-Landern gibt es ein gemeinsames Spender-Meldesystem und eine zentrale
Empfangerwarteliste. Durch den Zusammenschluss mehrerer Lander wird flur Patienten mit
Notwendigkeit einer Organtransplantation die Chance erhoht, ein immunologisch passendes
Organ zu finden. Patienten werden vom betreuenden Transplantationszentrum bei
Eurotransplant angemeldet und die individuellen Patientenmerkmale werden in die zentrale
Datenbank aufgenommen. Fir jedes verfligbare (gespendete) Organ wird auf der Grundlage
eines Computer-Algorithmus eine Matchliste erstellt. Neben Dringlichkeit und Wartezeit hat fur
die Allokation der erwartete Erfolg nach Transplantation eine Bedeutung. Weiterhin wird bei der
Allokation die nationale Organaustauschbilanz mitberticksichtigt. Nach Erstellung der Matchliste
wird das gespendete Organ dem Patienten angeboten, der auf der Rangliste am hochsten gelistet
ist. Wird die Organspende angenommen, werden Entnahme sowie Transport des Organs
organisiert (33).

1.3 Verzogerte Transplantatfunktion (Delayed Graft Function, DGF)

Die verzdgerte Transplantatfunktion (Delayed Graft Function, DGF) ist eine in der friihen Phase
nach Nierentransplantation auftretende Komplikation. Sie ist die Manifestation des akuten
Nierenversagens nach Transplantation und zeichnet sich klinisch durch eine verminderte

Nierenfunktion, resultierend in Oligurie aus (34).

Das Vorhandensein einer DGF nach Transplantation geht mit zum Teil schweren Folgen fur den
Patienten einher. Mehrere Studien zeigten, dass die DGF mit einem deutlich verkirzten
Langzeitiiberleben des Transplantats assoziiert ist (35—-39). Weiterhin ist die DGF mit einem
erhohten Risiko fur akute Abstol3ungsreaktion verbunden (35, 40).

1.3.1 Definition

In der Literatur gibt es verschiede Definitionen der DGF, dabei werden Dialyse-basierte und
Kreatinin-basierte Definitionen sowie deren Kombination beschrieben (41, 42). In einem
systematischen Review wurden, in zwischen 1984 und 2007 verdffentlichten Studien, 18
verschiedene Definitionen der DGF identifiziert, wobei 75% der Studien eine Dialyse-basierte
Definition verwendeten. Dabei wird die DGF am haufigsten als Notwendigkeit der Dialyse

innerhalb der ersten Woche nach Nierentransplantation definiert (42). Weitere in der Literatur
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beschriebene Definitionen der DGF umfassen zum einen Dialyse-basierte Kriterien, wie die
Notwendigkeit der Dialyse in der ersten postoperativen Woche mit Ausschluss der ersten 24
Stunden, die Notwendigkeit der Dialyse in den ersten 10 postoperativen Tagen oder die
Notwendigkeit von mindestens 2 Dialysen in der ersten postoperativen Woche. Kreatinin-basierte
Definitionen der DGF umfassen: das fehlende Absinken des Serum-Kreatinins um 10% an 3
aufeinanderfolgenden Tagen innerhalb der ersten Woche nach Nierentransplantation, ein Serum-
Kreatininwert von >2,5mg/dl am 7. postoperativen Tag, ein Serum-Kreatininwert von >2,5mg/d|
am 10. postoperativen Tag oder der fehlende Abfall des Serum-Kreatinins am ersten und zweiten

postoperativen Tag um mindestens 30% (41).

1.3.2 Epidemiologie

Die Inzidenz der DGF bei nierentransplantierten Patienten mit postmortaler Organspende variiert
in verschiedenen Vertffentlichungen weltweit und wird mit Werten zwischen 19% und 70,8%
berichtet (35, 37, 42-51). Die DGF-Inzidenz ist bei Organspende nach Herztod héher im
Vergleich zur Organspende nach Hirntod (39, 41, 52). Die Inzidenz der DGF bei
Nierentransplantation eines Lebendspende-Organs ist geringer im Vergleich zur postmortalen
Spende und liegt im Durchschnitt bei 5% (34). Im aktuellen US-amerikanischen Jahresbericht
2018 der US Organ Procurement and Transplantation Network (OPTN) und Scientific Registry of
Transplant Recipients (SRTR) wird die Inzidenz der DGF bei Lebendspende mit 2,6% angegeben
(48).

Die Inzidenz der DGF bei postmortaler Nierentransplantation hat in den letzten Jahrzehnten leicht
zugenommen (45, 53). Die nachfolgende Tabelle 4 fiihrt DGF-Inzidenzen US-amerikanischer

Studien zu verschiedenen Zeitpunkten auf.
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Tabelle 4: DGF-Inzidenz US-amerikanischer Studien

Anzahl der NTx

Autor, Jahr (postmortem Zeitraum der NTx DGF-Inzidenz
Organspende)
Ojo et al. 1997 (35) 37.216 1985-1992 26,2%

Tapiawala et al. 2010

50.246 1998-2004 23,0%

(51)
Orandi et al. 2015 (50) 82.143 2003-2012 27,0%
Hart et al. 2020 (48) 10.927 2018 27,5%

Abkirzungen: Nierentransplantation (NTX)

IDGF wird als Notwendigkeit der Dialyse in der ersten postoperativen Woche definiert

1.3.3 Risikofaktoren

Es sind zahlreiche Risikofaktoren fir die Entwicklung einer DGF nach der Nierentransplantation
bekannt. In einer Studie wurde anhand der Daten von 24.337 Nierentransplantatempfangern
zwischen 2003-2006 (postmortale Organspende) ein Modell zur Vorhersage der DGF entwickelt,
welches insgesamt 20 unabhangige empfanger- und spenderbezogene Risikofaktoren enthielt.
Die Autoren kamen zu dem Schluss, dass die kalte Ischamiezeit, das Spender-Kreatinin, der
Empféanger-BMI, die Spende nach dem Herztod und das Alter des Spenders wichtige
Risikofaktoren der DGF darstellen (54). Eine Ubersicht von Risikofaktoren der DGF nach Nashan
B, Abbud-Filho M, Citterio F (55) findet sich in der folgenden Tabelle 5.
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Tabelle 5: Risikofaktoren einer DGF: Ubersicht nach Nashan B, Abbud-Filho M, Citterio F. (55), am
haufigsten in der Literatur beschriebene Risikofaktoren sind fett-gedruckt

Mannliches Geschlecht

Ethnische Zugehorigkeit

Préoperative Dialyse

Dauer und Art der Dialyse

Restdiurese
Transplantatempfanger-betreffende Risikofaktoren Transfusion vor der Transplantation

Body-Mass-Index

Vorhergehende Transplantationen

Diabetes

Blutdruck vor der Transplantation

Lipidprofil vor der Transplantation

Kardiale Funktion

Weibliches Geschlecht

Alter

Body-Mass-Index

Postmortale Spende versus Lebendspende

Organspende nach Herztod

Todesursache (Anoxie versus zerebrovaskulér)
Transplantatspender-betreffende Risikofaktoren Dauer der Behandlung auf Intensivstation

Dauer seit Eintreten des Hirntods

Diabetes

Hypertensive Vorerkrankung (oder Blutdruck vor

Transplantation)

Erhdhtes Spender-Serum-Kreatinin

Artherosklerose des Transplantats
Organerhaltungs-betreffende Risikofaktoren Kalte Ischamiezeit

Warme Ischamiezeit

Prasensibilisierung
Transplantat-betreffende Risikofaktoren HLA-Mismatches

ABO-Blutgruppen-Inkompatibilitat

1.3.4 Pathophysiologie

In der Pathophysiologie der DGF spielt der Ischamie-Reperfusionsschaden im Rahmen der
Nierentransplantation eine zentrale Rolle (45). Die Ischamiezeit ist die Zeitspanne, in der das
Transplantat nicht mit Blut versorgt wird, dabei wird zwischen kalter Ischamiezeit (Zeitspanne
ohne Blutversorgung nach Kihlung des Transplantats bis zum Beginn der Anastomosierung) und

warmer Ischamiezeit (Zeitspanne ohne Blutversorgung bei Kérpertemperatur) unterschieden. Die
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Ischamie fuhrt zu einem Sauerstoff- und Nahrstoffmangel im Gewebe mit konsekutiver
Akkumulierung metabolischer Abbauprodukte (34). Die Beeintrachtigung des oxidativen
Stoffwechsels und Erschopfung des Energietragers Adenosintriphosphat (ATP) fuhrt zur Bildung
reaktiver Sauerstoffspezies. Unter ischamischen Bedingungen fihrt der Abbau von ATP zur
Bildung freier Sauerstoffradikale durch die Xanthinoxidase (56). Mit Wiederherstellung des
Blutflusses kommt es im Zuge der Re-Oxygenierung zur weiteren Bildung reaktiver
Sauerstoffspezies, welche zum Zelltod beitragen und das bereits durch Hypoxie beeintrachtigte
Gewebe weiter schadigen (34). Der Ischdmie-Reperfusionsschaden verursacht eine
inflammatorische Antwort des Transplantatgewebes. Es kommt zu einem komplexen
Zusammenspiel der Mechanismen des Immunsystems mit Produktion proinflammatorischer
Mediatoren (Chemokine und Zytokine), Aktivierung von angeborenem Immunsystem,

Komplementsystem sowie adaptivem Immunsystem (57).

Durch die Gewebeschadigung werden sogenannte Damage-associated molecular patterns
(DAMPs) freigesetzt (45, 58). Dabei handelt es sich um endogene Liganden, die durch Pattern-
Recognition-Rezeptoren (PRR) wie Toll-Like-Rezeptoren (TLR) detektiert werden kénnen. TLR
detektieren neben DAMPs auch Pathogen-assoziierte molekulare Muster (Pathogen-associated
molecular patterns, PAMPS) (59). PAMPs sind spezifische Molekile, die bei Erregern wie Viren,
Bakterien und Pilzen vorkommen. Die Aktivierung von TLRs fuhrt zur Induktion von
proinflammatorischen Genen, die zur Produktion von Zytokinen und Chemokinen fihren. TLRs
werden anhand ihrer zellularen Lokalisation in zwei Gruppen eingeteilt: extrazellulare TLRs
(TLR1, TLR2, TLR4, TLR5, TLR6, TLR11) und intrazelluldre TLRs (TLR3, TLR7, TLR8, TLR9)
(60). Es gibt zwei Hauptsignalwege nach Aktivierung von TLRs: den Myd88-abhangigen
Signalweg, welcher zur Aktivierung von NF-kB und AP-1 fuhrt, sowie den TRIF-abh&ngigen

Signalweg, welcher zur Aktivierung von Typ-I-Interferon fihrt (59).

Im Zuge des Ischamie-Reperfusionsschadens sind insbesondere endotheliale und tubulare
Zellen betroffen. Endotheliale Zellen tragen zum ischamischen Gewebsschaden bei, indem sie
mit einer hochregulierte Expression von Adhasionsmolekiilen reagieren (58, 61). Leukozyten
kénnen durch das Endothel in das Interstitium migrieren (Leukodiapedese) und ein interstitielles
Odem bedingen. Weiterhin kommt es durch den Ischamie-Reperfusionsschaden zur Freisetzung
von DAMPSs aus den nekrotischen Tubuli. DAMPs verursachen eine Permeabilitatsstbrung des
Nierengefaliendothels und sind mit der Freisetzung von proinflammatorischen Chemokinen und
Zytokinen sowie der Aktivierung von TLRs verbunden. TLRs werden nicht nur auf Zellen des
Immunsystems, sondern auch auf renalen tubularen epithelialen Zellen (TEC) exprimiert (62—64).
TEC nehmen eine aktive Rolle in der Entziindungsreaktion ein, indem sie proinflammatorische
Zytokine und Chemokine sezernieren und zur Aktivierung und Rekrutierung von Immunzellen
beitragen (59, 65).
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1.4 Chemokine

Chemokine (Wortzusammensetzung ,chemotaktische Zytokine‘) stellen eine Gruppe von
Signalproteinen dar, welche fur die Zellwanderung (Chemotaxis) von Immunzellen verantwortlich
sind sowie deren Rekrutierung aus der Zirkulation in die Gewebe (Leukodiapedese) bewirken
kdnnen. Sie kdnnen von Leukozyten und Gewebezellen produziert werden (66). Losliche und an
extrazellulare Matrix gebundene Chemokine steuern die Migration von Leukozyten innerhalb von
Geweben und kdnnen Extra-/Intravasation induzieren (66, 67). Chemokine signalisieren tber G-
Protein-gekoppelte Rezeptoren und werden je nach der Position des konservierten Cysteinrests
in vier verschiedene Gruppen eingeteilt: CXC, CC, CX3C oder C. Die Bezeichnung der
Chemokinrezeptoren folgt der der bindenden Chemokine. Dies bedeutet, CC-Chemokine binden
an CC-Chemokinrezeptoren, CXC-Liganden an CXC-Rezeptoren (68). lhrer Funktion nach
konnen Chemokine in inflammatorische und homoostatische Chemokine unterschieden werden.
Ohne Gewebeschadigung werden inflammatorische Chemokine nicht in hohen Konzentrationen
exprimiert. Sie kénnen von zirkulierenden Leukozyten und anderen Zelltypen bei Aktivierung
exprimiert werden und werden daher auch als induzierbare Chemokine bezeichnet.
Inflammatorische Mediatoren, wie Tumor-Nekrose-Faktor-alpha (TNF-a), Interferon-gamma
(IFN-y) und mikrobielle Produkte stellen mdgliche Induktoren dar. Homdostatische Chemokine
werden kontinuierlich produziert und spielen eine wichtige Rolle fir die Organentwicklung,

Angiogenese und Feinlokalisierung von Immunzellen in den lymphatischen Organen (67, 69).

1.5 Uringewonnene primare renale epitheliale Zellen als humanes Zellmodell
(UTEC)
Das Nierenepithel im Tubulussystem ist kontinuierlich der Passage des Primarharns ausgesetzt.
Es werden taglich zwischen 2.000-7.000 renale epitheliale tubulare Zellen (TEC) mit dem Urin
ausgeschieden (70, 71). Das Urinsediment stellt daher eine einfache und nichtinvasive Methode
dar, TEC fir die Kultur zu gewinnen. Hierzu wurde bereits im Jahr 1972 die erste Arbeit
veroffentlicht und seither ist es zahlreichen Gruppen gelungen, TEC aus dem Urin von Patienten
oder gesunden Probanden zu kultivieren (72—84). Aus Urin isolierte TEC werden im Folgenden
als uTEC bezeichnet. Ein wichtiger Punkt im Zusammenhang mit der Kultivierung von uTEC ist
die Kontrolle der epithelialen und renalen Herkunft, was bereits in mehreren Arbeiten gezeigt
wurde (75, 77, 78, 80-83, 85). Ferner wurde dokumentiert, dass uTEC hauptsachlich aus distalen
und proximalen TEC bestehen (82, 83) und ahnliche genetische und funktionelle Eigenschaften
aufweisen wie Zellen, die aus Nierengewebe fir die Kultur gewonnen werden (84). Die Qualitat
betreffend, stellen uTEC in-vitro voll funktionsfahige Zellen dar (80, 81). Zusammenfassend
handelt es sich um eine gut etablierte Methode, auf dessen Grundlage die Zellkulturversuche der

hier vorliegenden Arbeit aufbauen (82, 85).
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In einer Studie wurde die renale epitheliale Herkunft der Urinzellen durch Immunfluoreszenz-
Farbung mit Keratin bekréftigt (75), in einer weiteren Veroffentlichung wurden die kultivierten
Zellen mittels Elektronenmikroskopie und histochemischer Farbung mit Brush-border Enzym y-
Glutamyltranspeptidase (Marker fUr renale proximale Zellen) charakterisiert (77). Dartber hinaus
wurden in der folgenden Publikation uTEC mittels durchflusszytometrischer Analyse hinsichtlich
der Expression von Zytokeratin, CD13 und epithelialem Zelladhasionsmolekil (EpCam)
untersucht (82), welche Marker der tubuléaren Epithelzellen darstellen. Dabei zeigte sich, dass die
Uiberwiegende Mehrheit der aus Urin kultivierten Zellen aus TEC bestand, hauptsachlich aus
proximalen (CD13+) und in geringerem Mafle aus distalen (EpCam+) TEC. Auch die
mikroskopische Auswertung bestéatigte den epithelialen Phanotyp und die fur TEC
charakteristische Domformation (82). Die Domformation entsteht durch den transepithelialen
Flussigkeitstransport aus dem Medium zum Raum zwischen Zellkulturoberfliche und
Zellmonolayer, was ebenfalls in einer weiteren Publikation im Kontext von renalen epithelialen
Zellen aus dem Urin festgehalten wurde (78). Im Zusammenhang mit uringewonnenen Zellen

sind auch Urothelzellen (78, 83) sowie Fibroblasten-dhnliche Zellen (82, 83) beschrieben.
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2 Fragestellung

2.1 Chemokine im Plasma von DGF und nonDGF-Patienten

Chemokine sind an der Rekrutierung und Aktivierung von Leukozyten beteiligt und spielen eine
wichtige Rolle bei der Entstehung und Aufrechterhaltung renaler Inflammation. Sie sind in die
Pathophysiologie des renalen Ischamie-Reperfusionsschadens involviert, welcher im Zuge der
Nierentransplantation ausgeltdst wird (86). Aber auch die renale Grunderkrankung (87) und
Dialysetherapie (88, 89) kdnnen eine bereits vor Transplantation bestehende Entziindung beim
Nierentransplantatempfanger  bedingen. Renale Inflammation im  Kontext  der
Nierentransplantation kann sich klinisch als DGF manifestieren (34, 57). Die DGF wird in dieser
Arbeit als Notwendigkeit der Dialyse innerhalb der ersten Woche nach Nierentransplantation

definiert.

Darauf aufbauend wird die Hypothese aufgestellt, dass Plasma-Chemokine mit dem Auftreten
einer DGF zusammenhéangen. Im Rahmen einer in-vivo-Studie sollen im ersten Teil der Arbeit
freie  Chemokine im Plasma von Nierentransplantatempfangern vor und nach

Nierentransplantation evaluiert und folgende Fragen dabei adressiert werden:

- Sind freie Chemokine im Plasma von Nierentransplantatempfangern vor und nach
Nierentransplantation detektierbar?

- Gibt es DGF-abhangige Unterschiede in der Plasma-Chemokinkonzentration von
Transplantatempfangern vor bzw. nach Nierentransplantation?

- Gibt es Unterschiede in der zeitlichen Kinetik der Plasma-Chemokinkonzentration zwischen
Transplantatempfangern mit DGF versus ohne DGF (Gruppenunterschiede in Abhangigkeit
der Zeit)?

- Wenn ja, kdnnen Chemokine als Biomarker der DGF fungieren?

2.2 Chemokinsekretion durch priméare uTEC

Die Fahigkeit von TEC Chemokine zu sezernieren stellt eine wesentliche Funktion ihrer
Immunantwort im Rahmen renaler Pathologien dar (86). TEC sind somit an der Rekrutierung von
Zellen des angeborenen und adaptiven Immunsystems beteiligt und konnen die lokale
Immunantwort durch ihre sekretorische Funktion verstarken. Bisher stehen fir die in-vitro
Untersuchung solcher  Zellfunktionen  Zelllinien zur Verfigung, die z.B. aus
Gewebeproben/Biopsien oder anderen Spezies gewonnen werden. Die Kultivierung von
humanen TEC aus Urin (UTEC) stellt eine einfache, nichtinvasive und unbegrenzt verfigbare
Methode dar. Obwohl uringewonnene Zellen bereits gut charakterisiert sind, liegen bisher keine

Daten bezuglich ihrer sekretorischen Funktion vor.
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Im zweiten Teil der Arbeit sollen folgende Fragen im Rahmen einer explorativen in-vitro-Studie

adressiert werden:

- Koénnen uTEC Chemokine sezernieren?

- Konnen inflammatorische Stimuli (Zytokine) eine Induktion der Chemokinsekretion in uTEC
bewirken?

- Konnen mikrobielle Stimuli (TLR-Agonisten) eine Induktion der Chemokinsekretion in uTEC

auslosen?
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3 Material
3.1 Gerate

Tabelle 6: Material - Gerate

Gerat

Material

Modell, Hersteller

Inkubator

Lichtmikroskop

Zentrifugen

Wasserbad

Plate-Shaker

Durchflusszytometer

3.2 Verbrauchsmaterialien

Tabelle 7: Material - Verbrauchsmaterialien

Produkt

MCO-18AIC CO:2 Inkubator; Sanyo, Osaka, Japan

AE2000 Series; Motic, Xiamen, China

Heraeus Multifuge X3R; Heraeus Fresco 17
Mikrozentrifuge; Thermo Scientific, Waltham,
Massachusetts, USA

W12 Wasserbad; Labortechnik medingen,
Dresden, Deutschland

Titer Plate Shaker 4625-1cem; Thermo Scientific
Barnstaedt Labline, Waltham, Massachusetts,
USA

CytoFLEX S; Beckman/Coulter, Brea, Kalifornien,
USA

Bezugsquelle

Kryoréhrchen, CryoPure Tubes

Gefrierbehalter Mr. Frosty

Zentrifugenréhrchen 50ml, Falcon

Eppendorf Reaktionsgefalie

Wellplatten U-Bottom (96-Wells)

Sarstedt; Nimbrecht, Deutschland

ThermoFisher Scientific, Waltham,
Massachusetts, USA

Corning; Corning, New York, USA

Eppendorf; Hamburg, Deutschland

Sarstedt; Nimbrecht, Deutschland
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Wellplatten V-Bottom (96-Wells)

Zellkulturflaschen

Zellschaber Lange 240mm, Schaberbreite 13mm,
Version drehbar

Plasmardhrchen

3.3 Basalmedien und Zuséatze

Tabelle 8: Material - Basalmedien

Produkt

Biolegend; San Diego, Kalifornien, USA

Corning; Corning, New York, USA

TPP Techno Plastic Products;

Schweiz

Trasadingen,

BD (Beckton Dickinson); Franklin Lakes, USA

Bezugsquelle

Gibco Dulbecco’s modified Eagle medium (DMEM)
/high glucose

HAM'’s F12

Renal Epithelial Basal Medium (REBM)

Roswell Parm Memorial Institute-1640 Medium
(RPMI)

Tabelle 9: Material - Zusatze

Produkt

ThermoFisher Scientific, Waltham,

Massachusetts, USA

Biochrom; Berlin, Deutschland

Lonza; Basel, Schweiz

Biochrom; Berlin, Deutschland

Bezugsquelle

Penicillin/Streptomycin
Amphotericin B
Normocin
Ciprofloxacin

GlutaMAX
Gibco® MEM Lésung aus nicht essenziellen
Aminosauren (100X)

Renal Epithelial
SingleQuot kit

Growth Medium (REGM)

Biochrom; Berlin, Deutschland
Biochrom; Berlin, Deutschland
InvivoGen; San Diego, Kalifornien, USA

Fresenius Kabi Austria; Graz, Osterreich

ThermoFisher Scientific, Waltham,
Massachusetts, USA
ThermoFisher Scientific, Waltham,

Massachusetts, USA

Lonza; Basel, Schweiz
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3.4 Sonstige Reagenzien

Tabelle 10: Material - Reagenzien

Produkt Bezugsquelle

ThermoFisher Scientific, Waltham,

Gibco TrypLE Select Massachusetts, USA

Gelatine, Embryomax 0,1% Gelatin Solution Merck Millipore; Burlington, Massachusetts, USA
Fetales Kalberserum (FBS/FCS) Biochrom; Berlin, Deutschland
Trypanblau-Ldsung 0,4% Sigma Aldrich; St. Louis, Missouri, USA

ThermoFisher Scientific, Waltham,

Dulbecco's phosphate-buffered saline (DPBS) Massachusetts. USA

Dimethyl sulfoxide (DMSO) Sigma Aldrich; St. Louis, Missouri, USA

3.5 Zellkulturmedien

Tabelle 11: Material - Zellkulturmedien

Medium/Puffer Zusammensetzung
DMEM/high glucose und HAM'’s F12 (1:1 Mix) mit
- 10% FBS
- REGM Single-Quot Kit
Primarmedium - 100 U/ml / 100 pg/ml Penicillin/Streptomycin

- 2,5ug/ml Amphotericin B
- 100 pg/ml Normocin
- 10 ug/ml Ciprofloxacin

- 10% FBS
- REGM Single-Quot Kit
- 100 U/ml/ 100 pg/ml Penicillin/Streptomycin
- 2,5mM GlutaMAX
- 1% MEM L6sung aus nicht essenziellen Aminosauren
DPBS mit
- 100 U/ml /100 pg/ml Penicillin/Streptomycin
Loésung I: 60% RPMI, 40% FBS
Einfriermedium Loésung II: 80% FBS, 20% DMSO
Losung I/Il im Verhaltnis 1:1 mit Zellen
DMEM/high Glucose mit
Transfermedium - 10% FBS

- 100 U/ml /100 pg/ml Penicillin/Streptomycin

Proliferationsmedium

Waschpuffer
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3.6 Stimulantien: Zytokine und TLR-Agonisten

Tabelle 12: Material - Stimulantien

Produkt

Bezugsquelle

Human TLR1-9 Agonist Kit

Recombinant Human TNF-a (carrier-free)

Recombinant Human IL-17A (Human Cell-
expressed) Protein

Recombinant Human IFN-y (carrier-free)

3.7 Assays
Tabelle 13: Material - Assays

Produkt

InvivoGen; San Diego, Kalifornien, USA
Biolegend; San Diego, Kalifornien, USA
R&D Systems; Minneapolis, Minnesota, USA

Biolegend; San Diego, Kalifornien, USA

Bezugsquelle

LEGENDplex™-Assay: Human Proinflammatory
Chemokine Panel

3.8 Analysesoftware

Tabelle 14: Material - Analysesoftware

Produkt

Biolegend; San Diego, Kalifornien, USA

Bezugsquelle

LEGENDplex™-Analysesoftware, Version 8.0

Microsoft Excel, Version 25

GraphPad Prism, Version 8.0

R, Version 3.6.1
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4 Methoden

4.1 In-vivo-Studie: Plasma-Chemokine in DGF- und nonDGF-Patienten
Ziel der in-vivo-Studie war es herauszufinden, ob freie Chemokine im Plasma von

Nierentransplantatempfangern pradiktiv fir das Auftreten einer DGF sind.

4.1.1 Rekrutierung von Patienten

Im Zeitraum zwischen dem 24.01.2015 und 17.01.2016 wurden Plasmaproben von Patienten
gesammelt, bei denen eine Nierentransplantation mit post-mortem Organspende an der Charité
Campus Virchow Klinikum durchgefiihrt wurde. Die erste Blutentnahme erfolgte préoperativ bei
stationarer Aufnahme zur Nierentransplantation (Tag 0). Eine weitere Blutentnahme erfolgte
postoperativ am dritten Tag nach erfolgter Nierentransplantation (Tag 3). Fur die Studie

rekrutierte Patienten haben ihr Einverstandnis fir die Teilnahme erklart.

Die nachfolgende Tabelle fuhrt die fUr diese Studie angewendete Ein- sowie Ausschlusskriterien

auf.

Tabelle 15: Ein- und Ausschlusskriterien der In-vivo-Studie

Einschlusskriterien

Ausschlusskriterien

Nierentransplantation zwischen dem
24.01.2015 und 17.01.2016 an der Charité
Campus Virchow Klinikum

Post-Mortem Nierenspende

Erst-/Zweit-Nierentransplantation

Nierentransplantation vor dem 24.01.2015
oder nach 17.01.2016

Nierentransplantation an einem anderen
Standort der Charité als Charité Campus
Virchow Klinikum

- Lebendnierenspende
- =23 Nierentransplantationen in der

Vorgeschichte

Insgesamt konnten im oben genannten Zeitraum 42 Patienten fur die Studie rekrutiert werden.
Bei 32 Patienten konnten Plasmaproben an beiden Zeitpunkten (préoperativ sowie postoperativ)
akquiriert werden. Bei 6 Patienten konnten Plasmaproben ausschlieRlich praoperativ (Tag 0)
gewonnen werden. Bei 4 Patienten konnten Plasmaproben ausschlief3lich postoperativ (Tag 3)

gewonnen werden.

4.1.2 Gruppenzuordnung (DGF/nonDGF)

Nach komplettierter Probensammlung im oben genannten Zeitraum wurden die Patienten
retrospektiv hinsichtlich des Vorliegens einer DGF gescreent. Die DGF wird in dieser Arbeit als
Notwendigkeit der Dialyse innerhalb der ersten Woche nach Nierentransplantation definiert.

Patienten, welche innerhalb der ersten Woche nach Nierentransplantation dialysepflichtig waren,
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wurden in die Gruppe ,DGF* eingeordnet. Patienten, welche innerhalb der ersten Woche nach

Nierentransplantation nicht dialysepflichtig waren, wurden in die Gruppe ,nonDGF* eingeordnet.

Von den insgesamt 42 rekrutierten Patienten wurden 22 Patienten in die Gruppe ,DGF* und 20
Patienten in die Gruppe ,nonDGF*“ eingeordnet. Bei 15 von 22 DGF- Patienten konnten
Plasmaproben zu beiden Zeitpunkten akquiriert werden, bei 7 DGF- Patienten konnten
Plasmaproben nur zu einem Zeitpunkt akquiriert werden. Bei 17 nonDGF- Patienten konnten
Plasmaproben zu beiden Zeitpunkten gewonnen werden, bei 3 nonDGF- Patienten konnten
Plasmaproben von einem Zeitpunkt akquiriert werden. Die nachfolgende Tabelle 16
veranschaulicht die Anzahl der Proben je zugeordneter Patienten-Gruppe zu den verschiedenen
Zeitpunkten.

Tabelle 16: Gruppenzuordnung (DGF/nonDGF) und Patientenanzahl je Gruppe zu den Zeitpunkten Tag O
und Tag 3

Zeitpunkt nonDGF DGF

Proben zu beiden Zeitpunkten
o Tag Ound Tag 3 n=17 n=15

akquiriert
Proben zZu einem Zeitpunkt ausschlie3lich Tag 0 n=2 n=4
akquiriert

ausschlief3lich Tag 3 n=1 n=3

Tag 0 n=19 n=19
Gesamtanzahl Proben

Tag 3 n=18 n=18
Gesamtanzahl Patienten n=20 n=22

4.1.3 Plasmaprobenverarbeitung

Die Plasmardhrchen wurden laut Herstellerangaben bei 1200g und Raumtemperatur zentrifugiert.
Das Plasma wurde dekantiert und in einem sterilem Reaktionsgefal (Eppendorf) bei -80°C
eingefroren. Im Plasma der Patienten erfolgte spater die Quantifizierung proinflammatorischer

Chemokine mit einem Bead-basiertem Immunoassay (siehe Unterkapitel 4.3).
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4.1.4 Datenabfrage
Klinische Parameter und Patientendaten wurden in der klinikinternen Online-Datenbank T-Base
abgefragt. Mit Hilfe der elektronischen Patientenakten wurden retrospektiv die folgenden Daten

erhoben:

- Transplantatempfanger: Geschlecht, Alter zum Zeitpunkt der Transplantation, BMI zum
Zeitpunkt der Transplantation, Dialysezeit vor Transplantation, Anzahl der Dialysen in der
ersten Woche nach Transplantation, Dauer des stationaren Aufenthalts nach Transplantation,
Anzahl vorhergehender Transplantationen, Grunderkrankung, Laborwerte im Verlauf nach
Transplantation (eGFR nach CKD-EPI zu folgenden Zeitpunkten: 1 Monat nach
Transplantation, 1 Jahr nach Transplantation), Immunsuppressive Therapie

- Transplantatempfanger/-spender: Kalte Ischamiezeit, HLA Mismatches (MM broad, MMA
broad, MMB broad, MMDR broad)

- Transplantatspender: Geschlecht, Alter zum Zeitpunkt der Nierenspende, BMI zum
Zeitpunkt der Nierenspende, Hypotensive Phasen vor Nierenspende, Dauer der Behandlung

auf Intensivstation vor Nierenspende

4.2 In-vitro-Studie: Sekretion von Chemokinen durch primare uTEC
Ziel der experimentellen Versuche war es herauszufinden, ob uringewonnene renale tubulére
epitheliale Zellen (UTEC) unter dem Einfluss mikrobieller und inflammatorischer Stimuli mit einer

erhohten Sezernierung von Chemokinen reagieren kdnnen.

4.2.1 lIsolation von uTEC

Die folgende Vorgehensweise zur Gewinnung uTEC wurde auf der Grundlage eines bereits
veroffentlichten Protokolls nach Zhou et al. (85) durchgefihrt. Von gesunden Probanden wurden
jeweils bis zu 300ml Mittelstrahlurin in sterilen Gefa3en gewonnen. Im Anschluss wurden die
Urinproben in 50 ml Zentrifugenréhrchen 10 Minuten bei Raumtemperatur und 4009 zentrifugiert.
Das gewonnene Urinsediment wurde in Waschpuffer aufgenommen und erneut 10 min
zentrifugiert. Danach wurde das Urinsediment in Primarmedium aufgenommen und in
Zellkulturflaschen fur adharente Zellen ausgesat. Nach 72 Stunden Inkubationszeit wurde das
Primarmedium durch Proliferationsmedium ersetzt. Die nachfolgende Abbildung 2

veranschaulicht das hier beschriebene Procedere.
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Sammeln von

Urinproben
(Mittelstrahlurin) . . Zentrifugation
Transfer in sterile (400 g, 10 min,
Falcons RT) Waschen
A4
1. Zentrifugation
(400 g, 10 min, RT)
2. Resuspension
(Primarmedium)
y
- . I . Ausséen in
1. Primarmedium fir die Kultivierung Zellkulturflaschen
ersten drei Tage =n P
2. danach - ( | | =<
Proliferationssmedium =/

Abbildung 2: Schematische Darstellung der Methodik der Isolation und Kultivierung von TEC aus
Urinproben (UTEC)

4.2.2 Kultivierung von uTEC

Die Kultivierung von uTEC fand im Inkubator bei 37°C sowie 5% CO, statt. UTEC wurden in
Zellkulturflaschen fir adharente Zellen kultiviert. Das Proliferationsmedium wurde regelmafig
erneuert. Je nachdem wie viel Flache des Kulturgefales mit adharenten Zellen bedeckt war,
erfolgte die Erneuerung des Mediums taglich (~konfluent) bzw. alle 2-3 Tage (einzelne Kolonien,
nicht konfluent). Weiterhin wurden die Kulturen regelméaRig lichtmikroskopisch Uberprift. Erste
Zellkolonien konnten nach 3-6 Tagen unter dem Lichtmikroskop beobachtet werden. Konfluenz
(lickenlose Bedeckung der Kulturoberflache mit adharenten Zellen) konnte nach 2-3 Wochen

Inkubationszeit erzielt werden.

4.2.3 Ernten von uTEC

Vor Erreichen der Konfluenz (etwa 90% der Zellkulturoberflache mit adharenten Zellen bedeckt)
wurden die Zellen geerntet. Hierfir wurde zunachst das Proliferationsmedium enthommen. Es
folgte ein Waschschritt mit Waschpuffer, um Reste des Proliferationsmediums zu entfernen. Im
Anschluss wurden die Zellen mit Trypsin/EDTA behandelt, zur Lésung der adhérenten Zellen von
der Kulturoberflache. Die Zellen wurden nach Trypsinieren und vorsichtigem Ldsen mit einem
Zellschaber in Transfermedium aufgenommen und gewaschen. Die Bestimmung der Anzahl von
Zellen wurde unter Zuhilfenahme einer Neubauer Z&hlkammer durchgefihrt. In einer

Zellkulturflasche der GroRe T75 konnten bis zu 2 x 10° Zellen geerntet werden.
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4.2.4 Einfrieren und Auftauen von uTEC

Die Zellen wurden in Einfriermedium in Kryoréhrchen transferiert. Die Kryoréhrchen wurden nach
Hinzugabe des Einfriermediums in eine vorgekihlte Einfrierbox (Kidhlrate von 1°C/Minute)
Uberfiihrt und anschliel3end fiir 4 Tage bei -80°C gelagert. Nach 4 Tagen wurden die Proben fir
die Langzeitlagerung bei -160°C in Tanks mit flissigem Stickstoff bis zur Weiterverarbeitung
aufbewahrt. Zum Auftauen wurden eingefrorene Proben in einem 37°C Wasserbad erwarmt.
Anschlieend wurde die enteiste Zellsuspension aus dem Kryoréhrchen im Verhéltnis 1:10 mit
vorgewarmten Transfermedium gemischt und 10 Minuten bei Raumtemperatur und 4009
Raumtemperatur zentrifugiert. Nach einem zweiten Waschschritt und Bestimmung der Zellanzahl
wurden die Zellen in Proliferationsmedium aufgenommen, in Gelatine-beschichtete
Zellkulturflaschen ausgesat und anschlieRend inkubiert. Nach 24 Stunden wurden nicht-

adhéarente Zellen durch einen Wechsel des Mediums entfernt.

4.2.5 Stimulation von uTEC
Der experimentelle Ablauf der Stimulationsversuche mit uTEC wird zunachst in Abbildung 3

graphisch dargestellt und anschlieRend detailliert in Textform beschrieben.
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_ Isolation und
(1) Kultivierung von
] uTEC

(2) Aussien von

UTEC in 96-Well

Platten (50.000
Zellen/Well)

24h Inkubation,

(3) Kontrolle Uber
o Anwachsen von
s TEC in den Wells

Stimulation lber 24h mit
- Zytokinen
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5 Zellkulturiiberstand:
( ) Quantifizierung von
Chemokinen

Abbildung 3: Schematische Darstellung der Stimulationsversuche mit uTEC
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Die explorativen Stimulationsversuche wurden mit uTEC von insgesamt 7 Probanden
durchgefuhrt (6 méannliche und 1 weibliche Probandinnen, Alter zwischen 20-35 Jahre).
Hierflr wurden eingefrorene uTEC jeweils eine Woche vor Beginn der Stimulation aufgetaut

und in Kultur genommen (Zellkulturflaschen).

Die Stimulation von uTEC wurde in 96-Well-Patten (U-Bottom) durchgefiihrt. Die Platten
wurden vor Aussaen der uTEC mit Gelatine beschichtet. Von den uTEC-Kulturen der
Probanden wurden jeweils 2x10° Zellen aus den konfluenten Zellkulturflaschen geerntet.
Hiernach wurden jeweils 50.000 Zellen pro Well auf die 96-Well-Platten in je 100ul RPMI +
10% FCS ausgesat.

Die Platten wurden im Anschluss 24 Stunden lang inkubiert, danach erfolgte die
lichtmikroskopische Kontrolle Uiber das Anwachsen der Zellen in jedem Well. Vor Hinzugabe
der Stimulantien wurde das Medium (RPMI + 10% FCS) gewechselt und etwaige

nichtadharente Zellen im Uberstand entfernt.

Die uTEC wurden mit folgenden Stimulantien 24 Stunden lang inkubiert:

- TLR1-9 Agonisten

- Zytokine: TNFaq, IL-17A und IFNy (einzeln und in Kombination)

Die Stimulantien mit Angabe der eingesetzten Konzentrationen sind in der folgenden Tabelle
17 auflistet. Insgesamt wurden uTEC in 18 verschiedenen Konditionen getestet (inklusive
Negativkontrolle). Die Stimulantien wurden dem Medium RPMI + 10%FCS der jeweiligen
Wells hinzugefiigt. Als Negativkontrolle wurden unbehandelte TEC verwendet, das heifl3t sie

wurden ohne Stimulanz inkubiert.

Zellkulturiberstand: Nach 24 Stunden Inkubationszeit wurde der Zelliberstand enthommen
und bei -20°C eingefroren. In dem gewonnenen Zelliberstand erfolgte dann die
Quantifizierung von Chemokinen mit einem Bead-basierten Immunoassay (s. Unterkapitel
4.3).
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Tabelle 17: Stimulation von uTEC: eingesetzte Konzentrationen der TLR-Agonisten und Zytokine

Eingesetzte

Kondition/Stimulanz ;
Konzentration

Kontrolle Keine Stimulation -
TLR1/2 Agonist PAM3CSK4 1 pg/ml
TLR2 Agonist HKLM 2x10"6
TLR6/2 Agonist FSL-1 2 pg/ml
TLR4 Agonist LPS 20 pg/ml
TLR5 Agonist Flagellin 10 pg/ml
TLR-Agonisten
TLR3 Agonist Poly (I:C) HMW 3 pug/ml
TLR3 Agonist Poly(l:C) LMW 3 pg/mi
TLR8 Agonist ssRNA40 20 pg/ml
TLR7 Agonist Imiquimod 20 pg/ml
TLRY Agonist ~ ODN2006 2 ug/uM
TNFa 20 ng/ml
IFNy 20 ng/ml
IL-17A 20 ng/ml
Zytokine TNFa + IFNy je 20 ng/ml
IL-17A + IFNy je 20 ng/ml
TNFa + IL-17A je 20 ng/ml
TNFa + IL-17A + IFNy je 20 ng/ml

4.3 Durchflusszytometrie: Quantifizierung von Chemokinen

Fur die Bestimmung der Konzentrationen von Chemokinen im Plasma von
Nierentransplantatempfangern und Zellkulturibertand von uTEC wurde das LEGENDplex™-
Assay von Biolegend eingesetzt. Das Procedere zur Gewinnung der Plasmaproben von
Nierentransplantatempfangern (s. Unterkapitel 4.1) und Zellkulturiiberstdnde stimulierter uTEC

(s. Unterkapitel 4.2) wurde vorhergehend beschrieben.
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Folgende 13 Chemokine wurden als Teil des humanen proinflammatorischen Chemokin- Panels
in den Proben quantifiziert: CXCL1, CXCL5, CXCL8, CXCL9, CXCL10, CXCL11, CCL2, CCL3,
CCL4, CCL5, CCL11, CCL17 und CCL20.

4.3.1 Funktionsprinzip LEGENDplex™-Assay

Das LEGENDplex™-Assay ist ein Bead-basiertes Nachweisverfahren, mit welchem die simultane
Bestimmung von bis zu 13 I6slichen Faktoren in einer Probe mdglich ist. Durchflusszytometrisch
kénnen 13 Bead-Populationen anhand ihrer GroBe und APC-Fluoreszenz voneinander
unterschieden werden. Die zu detektierenden Chemokine werden spezifisch durch
entsprechende Antikdrper-konjugierte Beads auf deren Oberflache gebunden. Somit bindet jede
der 13 Bead-Populationen spezifisch ein bestimmtes Chemokin. Durch Hinzugabe von
biotinylierten Antikérpern und Streptavidin-Phycoerythrin (SA-PE), kénnen die Chemokine Uber
Fluoreszenzsignale durchflusszytometrisch detektiert werden. Dabei ist die Menge der
Chemokine proportional zur PE-Signalstarke. Die Konzentrationen der Chemokine in den Proben
werden dann auf der Basis von definierten Konzentrationen eines Chemokin-Standards (8-Punkt-
Standardkurve) mit der LEGENDplex™-Analysesoftware berechnet (90).

4.3.2 Versuchsdurchfiuhrung LEGENDplex™-Assay

Es wurde eine modifizierte Form des Herstellerprotokolls verwendet. Die Modifikationen des
Standard-Protokolls sind jeweils fur Zellkulturiberstand- und Plasmaproben im Folgenden
beschrieben. Alle Versuche wurden in einer 96-Well-V-Bodenplatte durchgefihrt. Die
durchflusszytometrische Messung erfolgte am Cytoflex S (Beckman Coluter). Die Rohdaten

wurden mit der LEGENDplex™-Analysesoftware Version 8.0 ausgewertet.

Zellkultuberstande: Die Modifikationen vom Standard-Protokoll beziehen sich ausschlief3lich
auf eingesetzte Assay-Volumina. Ablauf- und Versuchsdurchfihrung wurde gemdal3 des
Standard-Protokolls des Herstellers befolgt. Zellkulturiiberstandproben wurden, geman
Hersteller-Empfehlung, nicht verdiinnt. Folgende modifizierte Volumina wurden im Assay
eingesetzt: 12,5ul Assaypuffer pro Well, 12,5ul Standard pro Standard-Well, 12,5ul unverdinnter
Zellkulturiberstand pro Proben-Well, 12,5ul Mixed Beads pro Well, 12,5ul Detektionsantikorper
pro Well, 12,5ul SA-PE pro Well. Messergebnisse unterhalb der Grenze der 8-Punkt-
Standardkurven, werden auf den niedrigsten Standard-Assaywert gesetzt. Fur die Messung der
Zellkulturiberstande aus den Stimulationsversuchen wurden aufgrund der hohen Probenanzahl
insgesamt zwei Assays durchgefiihrt. Es wurden alle Proben von 4 uTEC-Zelllinien simultan in
einem Assay (n=4), sowie alle Proben von 3 weiteren uTEC-Zelllinien simultan in einem zweiten
Assay (n=3) gemessen. Die Proben eine jeweilige uTEC-Linie (gepaarte Stichproben) betreffend

wurden somit unter gleichen Messbedingungen aufgenommen.
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Plasmaproben: Die Modifikationen vom Standard-Protokoll beziehen sich ausschlief3lich auf
eingesetzte Assay-Volumina. Ablauf- und Versuchsdurchfihrung wurde gemaR des
Herstellerprotokolls befolgt. Plasmaproben wurden gemal Empfehlung des Hersteller-Protokolls
im 1:1 Verhaltnis mit Assaypuffer verdinnt. Folgende modifizierte Volumina wurden im Assay
eingesetzt: 12,5ul Matrix B pro Standard-Well, 12,5ul Assaypuffer pro Proben-Well, 12,5ul
Standard pro Standard-Well, 12,5ul verdiinntes Plasma pro Proben-Well, 12,5ul Mixed Beads pro
Well, 12,5ul Detektionsantikdrper pro Well, 12,5ul SA-PE. Messergebnisse unterhalb der Grenze
der 8-Punkt-Standardkurven, werden auf den niedrigsten Standard-Assaywert gesetzt. Alle
Plasmaproben wurden gemeinsam in einem LEGENDplex™-Assay mit 8-Punkt-Standardreihe

gemessen.

4.4 Statistische Auswertung
Die statistische Auswertung aller in dieser Arbeit verwendeten Daten erfolgte mit Hilfe der
folgenden Programme: Microsoft Excel (Version 25), GraphPad Prism (Version 8.0), und R

(Version 3.6.1). Abbildungen im Ergebnisteil wurden mit GraphPad Prism (Version 8.0) erstellt.
In-Vivo-Studie: Plasma-Chemokine in DGF- und nonDGF-Patienten:

- Risikofaktoren der DGF: Deskriptive statistische Angaben werden, sofern nicht anders
angegeben, als Mittelwert mit Standardabweichung berichtet. Fur die Prifung zweier
unabhangiger Stichproben mit normalverteilten Daten wurde der Zweistichproben-t-Test
verwendet, und mit nicht normalverteilten Daten wurde der Mann-Whitney-U-Test verwendet
(zweiseitige Testung). Die Prifung von dichotomen Merkmalen erfolgte mittels Fisher Exact
Probability Test. Ergebnisse werden als signifikant gewertet, wenn der p-Wert bei <0,05 liegt.
Es sei an dieser Stelle darauf hingewiesen, dass die Stichprobengrof3e der Patientengruppen
je nach betrachtetem Studienzeitpunkt variiert (s. Tabelle 16 auf Seite 35).
Patientencharakteristika und Risikofaktoren einer DGF werden fir die Gesamt-
StichprobengroRe berichtet.

- Mit der multivariaten Varianzanalyse (MANOVA) wurde gepriift, ob sich die Gruppen DGF
und nonDGF hinsichtlich der Plasma-Chemokine CXCL1, CXCL5, CXCL8, CXCL9, CXC10,
CXCL11, CCL2, CCL3, CCL4, CCL5, CCL11, CCL17 und CCL20 signifikant voneinander
unterscheiden. In die Berechnung der multivariaten Varianzanalyse (MANOVA) gehen als
unabhangige Variable die Gruppenzugehodrigkeit (,DGF/,nonDGF*) und als abhangige
Variablen die Konzentration der genannten Chemokine ein. Mit der MANOVA wurden alle
gemessenen Chemokine in einem Modell geprift. Es wurde jeweils eine MANOVA fur die
Daten an Tag 0 (nonDGF n=19, DGF n=19), sowie an Tag 3 (nonDGF n=18, DGFn=18)

berechnet. Ergebnisse werden als signifikant gewertet, wenn der p-Wert bei <0,05 liegt.
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- Es wurde die mixed-design Varianzanalyse (mixed ANOVA) berechnet, um
Veranderungen der Chemokinspiegel im Laufe der Zeit zu bewerten (Kinetik). Hierfir wurden
die Chemokindaten der Patienten betrachtet, von welchen zu beiden Zeitpunkten
Plasmaproben akquiriert wurden (DGF n=15, nonDGF n=17). In die Berechnung gehen als
Zwischensubjektfaktor die Gruppenzugehdorigkeit (DGF/nonDGF) und als Innersubjektfaktor
die Zeit (Tag 0 und Tag 3) ein. Die abhéangige Variable stellt die Chemokinkonzentration im
Plasma dar (CXCL1, CXCL5, CXCL8, CXCL9, CXC10, CXCL11, CCL2, CCL3, CCL4, CCLS5,
CCL11, CCL17 und CCL20), welche an zwei Zeitpunkten bei derselben Person gemessen
wurde. Es werden die zwei Haupteffekte ,Gruppenzugehdrigkeit® und ,Zeit® sowie der
Interaktionseffekt (Wirkung beider Haupteffekte zusammen) beurteilt. Die Ergebnisse werden

als signifikant gewertet, wenn der p-Wert bei <0,05 liegt.

In-vitro-Studie Stimulationsversuche mit uTEC (explorativ): Fir die Prifung zweier gepaarter
Stichproben mit nicht normalverteilten Daten wurde der Wilcoxon-Vorzeichen-Rang-Test
verwendet (zweiseitige Testung). Bei kleiner StichprobengroRe erfolgte die explorative
Auswertung der Daten. Daher wurde auf die Adjustierung des globalen a-Niveaus fur multiples
Testen verzichtet. Unterschiede zweier gepaarter Stichproben mit einem p-Wert <0,05 werden
als relevant gewertet und in den Abbildungen des Ergebnisteils mit Asterisk gekennzeichnet
(p<0,05: *).
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5 Ergebnisse
5.1 In-vivo-Studie: Plasma-Chemokine in DGF- und nonDGF-Patienten

5.1.1 Charakterisierung der Patientenkohorte

In der folgenden Tabelle 18 werden die Eigenschaften der Nierentransplantatempfanger und
Nierentransplantatspender fir die Patientengruppen DGF und nonDGF aufgeflihrt. Es zeigte sich
kein statistisch signifikanter Zusammenhang der DGF mit den fur diese Studie untersuchten
Risikofaktoren (p-Werte s. Tabelle 18 in Spalte 3): empfangerbezogen (Alter, Geschlecht, BMI,
Dialysezeit vor Nierentransplantation, vorhergehende Transplantationen), empfanger-
/spenderbezogen (Kalte Ischamiezeit, HLA-Mismatches), spenderbezogen (Alter, Geschlecht,
BMI, hypotensive Phasen, Anzahl der Tage auf Intensivstation).

Tabelle 18: Eigenschaften der Patientenkohorte (Nierentransplantatempfanger und
Nierentransplantatspender), Daten werden als Mittelwert (xStandardabweichung) bzw. Anzahl dargestellt.

Der p-Wert ist in der dritten Spalte angegeben (Risikofaktoren einer DGF), Abk. Nierentransplantation
(NTX).

- - p-
nonDGF (n=20) DGF (n=22) Wert
53,2 54,6
Alter [a] (11,6) (*17.1) 0,76
Geschlecht, mannlich/weiblich [n] 13/7 17/5 0,50
BMI [kg/m?] 26,1 (+5,2) n=17 25,7(x¥3,9) n=19 0,80
Dialysezeit vor NTx [a] 6,9 (+4,5) 7,6 (£2,6) 0,56
Anzahl Dialysen in der ersten Woche
nach NTx 0 (x0) 2,1(x1,0)
g yorhgrgehende Transplantation, 3/17 7115 0.28
= ja/nein [n]
a
LIEJ Grunderkrankung CKD
o
zZ Glomerulonephritis 5 1
Diabetische Nephropathie 1 3
Hypertensive Nephropathie 3 2
Polyzystische 5 3
Nierenerkrankung
Interstitielle Nephritis 1 1
IgA-Nephropathie 2
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- - p-
nonDGF (n=20) DGF (n=22) Wert
[Fortsetzung] Grunderkrankung CKD
Medikamententoxizitat 1 3
Nephrozirrhose 1 4
FSGS 2
chronische Pyelonephritis 1
Fabry's Disease 1
Morbus Wegener 1
Zystinosis 1
hypoplastische Nieren 1
Zustand nach Nephrektomie 1
unbekannte Genese 1
Immunsupression
Basiliximab, Tacrolimus,
Mycophenolat-Mofetil, 19 18
Methylprednisolon
Infliximab, Thymoglobulin,
Tacrolimus,Mycophenolat-
. 1 4
Mofetil,
Mehylprednisolon
Kalte Ischamiezeit [h] 9,6 (¥4,1) n=18 10,3 (¢4,0) n=21 0,60
HLA-Mismatches broad [n] 1,7 (x1,9) n=19 2,6 (x1,7) n=21 0,11
MM-A broad 0,7(x0,8) n=19 0,9 (x0,7) n=21 043
MM-B broad 0,6 (x0,8) n=19 1,0(x0,7) n=21 0,16
MM-DR broad 0,4 (x0,6) n=19 0,8 (0,7) n=21 0,13

46



Ergebnisse

nonDGF (n=20) DGF (n=22) V\f’e'rt

Alter [a] ( floé%) ( i517é?6) 0,19

g Geschlecht, mannlich/weiblich [n] 9/10 n=19 11/11 0,99
E? BMI [kg/m?] 25,8 (+4,8) 27,0 (+4,3) 0,19
5 Hypotensive Phasen, ja/nein [n] 0/20 2/19 n=21 0,49
Anzahl Tage auf Intensivstation [d] 5,8 (+4,7) 6,2 (+4,1) 0,58

Ferner wurde im vorliegenden Patientenkollektiv der Einfluss der DGF auf die Nierenfunktion
sowie Lange des Krankenhausaufenthalts nach Transplantation evaluiert. Patienten mit DGF
wiesen einen Monat sowie ein Jahr nach erfolgter Transplantation eine signifikant geringere
eGFR im Vergleich zu nonDGF-Patienten auf (s. Abbildung 4B). Patienten mit DGF hatten nach
Nierentransplantation einen signifikant langeren stationaren Aufenthalt im Krankenhaus im
Vergleich zu nonDGF-Patienten (s. Abbildung 4A).

A p<0,001 B
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Abbildung 4: Patienten-Outcome nach Nierentransplantation (A) Anzahl Krankenhaustage; (B) eGFR:
(A) Einzelwerte mit Mittelwert fir DGF n=22, nonDGF n=20, t-Test (exakter p-Wert);

(B) Einzelwerte mit Mittelwert fir Monat 1 nach NTx (DGF n=20, nonDGF n=15) und Jahr 1nach NTx
(DGF n=17, nonDGF n=19), t-Test (exakte p-Werte)
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5.1.2 Chemokine im Plasma der Nierentransplantatempfanger

Die Chemokine CXCL1, CXCL5, CXCL8, CXCL9, CXC10, CXCL11, CCL2, CCL3, CCL4, CCL5,
CCL11, CCL17 wund CCL20 waren zu beiden Zeitpunkten im Plasma von
Nierentransplantatempfangern detektierbar (s. Abbildung 5 A-F, Abbildung 6 A-F, Abbildung
7). Am hochsten konzentriert waren CCL5 (Median >5000pg/ml Tag 0, >3000pg/ml Tag3; s.
Abbildung 5D), CCL2 (Median >1000pg/ml Tag O und Tag 3; s. Abbildung 5A) und CCL11
(Median >800pg/ml Tag 0, >600pg/ml Tag 3; s. Abbildung 5E).

Zwischen den untersuchten Gruppen DGF und nonDGF war kein signifikanter Unterschied
hinsichtlich der Konzentration von Chemokinen zu beiden untersuchten Zeitpunkten festzustellen.
Dabei zeigte die Berechnung der MANOVA fur CXCL1, CXCL5, CXCL8, CXCL9, CXC10,
CXCL11, CCL2, CCL3, CCL4, CCL5, CCL11, CCL17 und CCL20 im Plasma vor
Nierentransplantation (Tag 0) keinen statistisch signifikanten Unterschied (MANOVA: p=0,403)
zwischen den Patientengruppen DGF und nonDGF (s.,,Tag 0“ Abbildung 5 A-F, Abbildung
6 A-F, Abbildung 7).Weiterhin erwies sich fir die Konzentration der Plasma-Chemokine nach
Nierentransplantation (Tag 3) kein statistisch signifikanter Unterschied (MANOVA: p=0,652)
zwischen den Patientengruppen DGF und nonDGF (s. ,,Tag 3 Abbildung 5 A-F, Abbildung
6 A-F, Abbildung 7).

Zwischen DGF- und nonDGF-Patienten zeigte sich kein signifikanter Unterschied in der Kinetik
der Plasma-Chemokinspiegel. Die Berechnung der mixed ANOVA zeigte keinen statistisch
signifikanten Interaktionseffekt fir die Chemokine CXCL1, CXCL5, CXCL8, CXCL9, CXC10,
CXCL11, CCL2, CCL3, CCL4, CCL5, CCL11, CCL17 und CCL20 (mixed ANOVA
Interaktionseffekt p>0,05 fir jedes Chemokin). Dies bedeutet, dass fir die genannten Chemokine
kein signifikanter Unterschied der Gruppen DGF und nonDGF in Abhéangigkeit der Zeit bestand.
Ferner zeigte sich kein statistisch signifikanter Haupteffekt der Variable Gruppenzugehorigkeit
(DGF versus nonDGF) fur CXCL1, CXCL5, CXCL8, CXCL9, CXC10, CXCL11, CCL2, CCL3,
CCL4, CCL5, CCL11, CCL17 und CCL20 (mixed ANOVA Haupteffekt ,Gruppe“ p>0,05 fir jedes
Chemokin). Dies bedeutet, dass es - unabhangig von den beiden Messzeitpunkten — keine
signifikanten Unterschiede zwischen den Gruppen DGF und nonDGF gegeben hat. Es zeigte sich
ein signifikanter Haupteffekt der Variable ,Zeit* (Tag 0 versus Tag 3) flr die Chemokine CCL11
(p<0,01) und CCL5 (p<0,01). Dies weist darauf hin, dass es - unabhangig von der
Gruppenzugehdorigkeit — eine signifikante Verringerung der Plasmakonzentration von CCL11 und
CCL5 zwischen Tag 0 und Tag 3 gegeben hat. Es zeigte sich kein statistisch signifikanter
Haupteffekt der Variable ,Zeit* fir die Chemokine CXCL1, CXCL5, CXCL8, CXCL9, CXC10,
CXCL11, CCL2, CCL3, CCL4, CCL17 und CCL20 (mixed ANOVA Haupteffekt ,Zeit* p>0,05).
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Abbildung 5: Konzentration von (A) CCL2, (B) CCL3, (C) CCL4, (D) CCL5, (E) CCL11, (F) CCL17 im
Plasma von Patienten mit DGF und Patienten ohne DGF (nonDGF) vor und nach Nierentransplantation
(Tag 0, Tag 3), logarithmische Achsendarstellung der Einzelwerte fiir n=19 (Tag 0) bzw. n=18 (Tag 3) je
Gruppe, Unterschiede zwischen den Gruppen (MANOVA) an Tag 0 (p=0,403) und Tag 3 (p=0,652) nicht

signifikant.
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Abbildung 6: Konzentration (A) CCL20, (B) CXCL1, (C) CXCL5, (D) CXCLS8, (E) CXCL9, (F) CXCL10 im
Plasma von Patienten mit DGF und Patienten ohne DGF (nonDGF) vor und nach Nierentransplantation
(Tag 0, Tag 3), logarithmische Achsendarstellung der Einzelwerte fir n=19 (Tag 0) bzw. n=18 (Tag 3) je
Gruppe, Unterschiede zwischen den Gruppen (MANOVA) an Tag 0 (p=0,403) und Tag 3 (p=0,652) nicht

signifikant.
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Abbildung 7: Konzentration von CXCL11 im Plasma von Patienten mit DGF und Patienten ohne DGF
(nonDGF) vor und nach Nierentransplantation (Tag 0, Tag 3), logarithmische Achsendarstellung der
Einzelwerte fir n=19 (Tag 0) bzw. n=18 (Tag 3) je Gruppe, Unterschiede zwischen den Gruppen
(MANOVA) an Tag 0 (p=0,403) und Tag 3 (p=0,652) nicht signifikant.
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5.2 In-vitro-Studie: Sekretion von Chemokinen durch primare uTEC

Im Folgenden wurde explorativ untersucht, unter welchen inflammatorischen und mikrobiellen
Bedingungen eine Chemokinsekretion durch uTEC induzierbar ist. Hierfir wurden uTEC mit
Zytokinen und TLR-Agonisten stimuliert und Chemokine im Zellkulturiberstand quantifiziert (s.

Unterkapitel 4.2).

Niedrige Konzentrationen von CXCL10 und CXCL11 waren im Zellkulturiberstand unbehandelter
UTEC nachzuweisen. Im Vergleich hierzu fihrte die Stimulation mit IFNy (einzeln sowie in
Kombination mit TNFa und IL-17A) zu einer starken Induktion von CXCL10 und CXCL11 durch
UTEC (s. Abbildung 8A und Abbildung 9A). Ferner zeigte sich eine deutlich erhdhte Sekretion
von CXCL10 und CXCL11 durch uTEC nach Stimulation mit dsRNA (Poly(l:C) HMW und LMW)
(s. Abbildung 8B und Abbildung 9B).
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Abbildung 8: Konzentration von CXCL10 im Zellkulturiberstand von uTEC nach Stimulation mit (A)
Zytokinen und (B) TLR-Agonisten im Vergleich zur nichtstimulierten Kontrolle (w/o), logarithmische
Darstellung der Einzelwerte mit Boxplots fur n=7, Wilcoxon-Vorzeichen-Rang-Test (p<0,05: *)
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Abbildung 9: Konzentration von CXCL11 im Zellkulturiberstand von uTEC nach Stimulation mit (A)
Zytokinen und (B) TLR-Agonisten im Vergleich zur nichtstimulierten Kontrolle (w/o), logarithmische
Darstellung der Einzelwerte mit Boxplots fir n=7, Wilcoxon-Vorzeichen-Rang-Test (p<0,05: *)
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Weiterhin waren im Zellkulturiberstand unbehandelter uTEC niedrige Konzentrationen von

CXCL9 zu detektieren. Hiergegen war eine leichte Induktion nach kombinierter Zytokin-
Stimulation mit IFNy und/oderTNFa und/oder IL-17A (s. Abbildung 10A) zu beobachten. Die
CXCL9-Sekretion war ebenfalls hach Stimulation mit triacyliertem Lipopeptid (Pam3CSK4) und
dsRNA (Poly(I:C) HMW) (s. Abbildung 10B) zu beobachten. Dabei waren die nachgewiesenen
Konzentrationen von CXCL9 in allen getesteten Konditionen gering (s. Abbildung 10A,B).
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Abbildung 10: Konzentration von CXCL9 im Zellkulturiberstand von uTEC nach Stimulation mit (A)
Zytokinen und (B) TLR-Agonisten im Vergleich zur nichtstimulierten Kontrolle (w/o), logarithmische
Darstellung der Einzelwerte mit Boxplots fir n=7, Wilcoxon-Vorzeichen-Rang-Test (p<0,05: *)
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Im Vergleich zur nichtstimulierten Kontrolle zeigte sich eine leicht erhdhte Konzentration von
CXCL1 nach Stimulation mit TNFa sowie eine deutlich erhéhte Konzentration nach IL17A-
Stimulation im Zellkulturiiberstand von uTEC. Auch die kombinierte Zytokin-Stimulation mit TNFa
und/oder IL-17A und/oder IFNy flihrte zu einer deutlich erhéhten Produktion von CXCL1 (s.
Abbildung 11 A). Dartber hinaus lie sich CXCL1 durch folgende TLR-Liganden induzieren:
Nach Stimulation mit triacyliertem Lipopeptid (Pam3CSK4), diacyliertem Lipopeptid (FSL-1),
Flagellin, dsRNA (Poly(l:C) HMW) und CpG-Oligonukleotid (ODN2006) war im Median CXCL1
erhoht (s. Abbildung 11 B).
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Abbildung 11: Konzentration von CXCL1 im Zellkulturiberstand von uTEC nach Stimulation mit (A)
Zytokinen und (B) TLR-Agonisten im Vergleich zur nichtstimulierten Kontrolle (w/0), logarithmische
Darstellung der Einzelwerte mit Boxplots fur n=7, Wilcoxon-Vorzeichen-Rang-Test (p<0,05: *)
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Im Vergleich zur unbehandelten Kontrolle lief3 sich eine deutlich erhdhte Konzentration von
CXCL5 im Zellkulturtiberstand nach Stimulation mit IL17A feststellen (s. Abbildung 12A). Auch
nach Stimulation mit triacyliertem Lipopeptid (Pam3CSK4) und diacyliertem Lipopeptid (FSL-1)
zeigte sich eine maRig erhdhte Sekretion von CXCL5 durch uTEC. Weiterhin war eine leichte
Induktion nach Stimulation mit Flagellin und dsRNA (Poly(l:C) HMW und LMW) zu sehen (s.
folgende Abbildung 12B).
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Abbildung 12: Konzentration von CXCL5 im Zellkulturiberstand von uTEC nach Stimulation mit (A)
Zytokinen und (B) TLR-Agonisten im Vergleich zur nichtstimulierten Kontrolle (w/o), logarithmische
Darstellung der Einzelwerte mit Boxplots fir n=7, Wilcoxon-Vorzeichen-Rang-Test (p<0,05: *)
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Im Zellkulturiberstand nichtstimulierter uTEC waren minimale Konzentrationen von CCL5
nachzuweisen. Hiergegen flhrte die kombinierte Stimulation mit TNFa, IL-17A und IFNy zu einer
leicht gesteigerten Sekretion von CCL5, dabei war die detektierbaren Konzentrationen in allen
Zytokin-stimulierten Konditionen gering (<15pg/ml) (s. Abbildung 13A). Eine im Vergleich zur
nichtstimulierten Kontrolle deutlich erhéhte Konzentration von CCL5 liel3 sich nach Stimulation
mit dsRNA (Poly(I:C) HMW und LMW) beobachten. Weiterhin war nach Stimulation mit FSL-1
eine leichte Induktion von CCL5 im Zellkulturiiberstand zu beobachten (s. Abbildung 13B).
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Abbildung 13: Konzentration von CCL5 im Zellkulturiiberstand von uTEC nach Stimulation mit (A) Zytokinen
und (B) TLR-Agonisten im Vergleich zur nichtstimulierten Kontrolle (w/0), logarithmische Darstellung der
Einzelwerte mit Boxplots flr n=7, Wilcoxon-Vorzeichen-Rang-Test (p<0,05: *)
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Eine im Vergleich zur nichtstimulierten Kontrolle mafige Induktion von CCL2 war nach
Stimulation mit IL17-A sowie eine im Median deutliche Erh6hung nach kombinierter Zytokin-
Stimulation zu sehen (s. Abbildung 14A). Die Stimulation mit dsRNA (Poly(l:C) LMW) fuhrte zu
einer im Median leichten Erhdhung CCL2 (s. Abbildung 14B).
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Abbildung 14: Konzentration von CCL2 im Zellkulturiiberstand von uTEC nach Stimulation mit (A) Zytokinen
und (B) TLR-Agonisten im Vergleich zur nichtstimulierten Kontrolle (w/0), logarithmische Darstellung der
Einzelwerte mit Boxplots fur n=7, Wilcoxon-Vorzeichen-Rang-Test (p<0,05: *)
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Im Vergleich zur nichtstimulierten Kontrolle fuhrte die Stimulation mit triacyliertem Lipopeptid
(Pam3CSK4) und diacyliertem Lipopeptid (FSL-1) zu einer leichten Induktion von CCL11 (s.
Abbildung 15B). Eine ebenfalls leichte Induktion von CLL11 war nach kombinierter Zytokin-
Stimulation zu beobachten (s. Abbildung 15A). Hierbei zeigten sich die detektierten

Konzentrationen von CCL11 in allen getesteten Konditionen gering (s. Abbildung 15 A,B).
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Abbildung 15: Konzentration von CCL11 im Zellkulturiberstand von uTEC nach Stimulation mit (A)
Zytokinen und (B) TLR-Agonisten im Vergleich zur nichtstimulierten Kontrolle (w/0), logarithmische
Darstellung der Einzelwerte mit Boxplots fur n=7, Wilcoxon-Vorzeichen-Rang-Test (p<0,05: *)
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Niedrige Konzentrationen von CCL17 waren im Zellkulturiberstand unbehandelter uTEC
nachzuweisen. Eine hierzu im Vergleich leichte Induktion von CCL17 liel3 sich nach Stimulation
mit TNFa und IFNy (s. Abbildung 16A) sowie nach Stimulation mit triacyliertem Lipopeptid
(Pam3CSK4) und dsRNA (Poly(I:C) HMW) beobachten (s. Abbildung 16B). Hierbei lie3en sich
in allen getesteten Konditionen nur geringe Mengen von CCL17 nachweisen.
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Abbildung 16: Konzentration von CCL17 im Zellkulturiberstand von uTEC nach Stimulation mit (A)
Zytokinen und (B) TLR-Agonisten im Vergleich zur nichtstimulierten Kontrolle (w/0), logarithmische
Darstellung der Einzelwerte mit Boxplots fur n=7, Wilcoxon-Vorzeichen-Rang-Test (p<0,05: *)
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Im Vergleich zur nichtstimulierten Kontrolle fihrte die Stimulation mit triacyliertem Lipopeptid
(Pam3CSK4) sowie CpG-Oligonukleotid (ODN2006) zu einer moderat erhéhten Konzentration
von CCL20 im Zellkulturiberstand (s. Abbildung 17B). Eine méaRige Induktion von CCL20 zeigte
sich nach Stimulation mit TNFa und IL17A (s. Abbildung 17A).
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Abbildung 17: Konzentration von CCL20 im Zellkulturiberstand von uTEC nach Stimulation mit (A)
Zytokinen und (B) TLR-Agonisten im Vergleich zur nichtstimulierten Kontrolle (w/o), logarithmische
Darstellung der Einzelwerte mit Boxplots fir n=7, Wilcoxon-Vorzeichen-Rang-Test (p<0,05: *)

Die CCL3- und CCL4-Sekretion durch uTEC zeigte sich nach Stimulation mit Zytokinen und TLR-
Liganden nicht erhdht. Dabei waren die detektierbaren Konzentrationen von CCL3 und CCL4 in
allen Konditionen mit im Median <10pg/ml gering (s. Abbildung 18 und Abbildung 19). CXCL8
war in hohen Konzentrationen im Zellkulturiiberstand von uTEC messbar, wobei die Mehrheit der
Proben Uber den hdchsten Assay-Standardwert lagen. Daher konnte nicht auf eine mogliche
Induzierbarkeit von CXCL8 durch die getesteten Stimulationen geschlossen werden (Daten nicht
gezeigt).
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Abbildung 18: Konzentration von CCL3 im Zellkulturiiberstand von uTEC nach Stimulation mit (A) Zytokinen
und (B) TLR-Agonisten im Vergleich zur nichtstimulierten Kontrolle (w/0), lineare Darstellung der
Einzelwerte mit Boxplots fur n=7
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Abbildung 19: Konzentration von CCL4 im Zellkulturiberstand von uTEC nach Stimulation mit (A) Zytokinen
und (B) TLR-Agonisten im Vergleich zur nichtstimulierten Kontrolle (w/o0), lineare Darstellung der
Einzelwerte mit Boxplots fur n=7
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6 Diskussion

6.1 In-vivo-Studie: Plasma-Chemokine in DGF- und nonDGF-Patienten

Die DGF ist eine nach Nierentransplantation haufig auftretende Komplikation und ist mit einem
verkurzten Langzeituberleben des Transplantats sowie einem erhdhten Risiko einer akuten
AbstoBungsreaktion  assoziiert (35, 54). Trotz verbesserten immunsuppressiven
Therapiemdglichkeiten in den letzten Jahrzehnten, hat die Inzidenz der DGF bei postmortaler
Nierentransplantation zugenommen (45, 53) und ist bisher nicht kausal behandelbar (55). Die
frihzeitige Diagnosestellung einer DGF ist fur die individualisierte Patientenversorgung (z.B.
Vermeidung nephrotoxischer Substanzen, Anpassung der immunsuppressiven Therapie,
rechtzeitige Dialysetherapie, Optimierung des Volumenstatus) und damit fir die Verbesserung

der Prognose wichtig.

Die Inzidenz der DGF bei nierentransplantierten Patienten mit postmortaler Organspende variiert
in verschiedenen Veroffentlichungen weltweit und wird mit Werten zwischen 19% und 70,8%
berichtet (35, 37, 42-51). In der hier durchgefihrten Single-Center-Studie wiesen 22 von 42
Patienten (2 52%) eine DGF nach Nierentransplantation auf, wobei die in der Literatur am
haufigsten verwendete Definition der DGF (Notwendigkeit der Dialyse innerhalb der ersten
postoperativen Woche) angewandt wurde (42). Die Verwendung verschiedener DGF-Definitionen
in Studien erschwert den Vergleich von Endpunkten und kann zu Unterschieden der
Haufigkeitsangaben fiihren (41, 42). In einem Vergleich verschiedener DGF-Definitionen variierte
die Inzidenz der DGF je nach angewandter Definition stark im gleichen Patientenkollektiv: die
Spannweite der DGF-Inzidenz lag zwischen 24,3% und 70% fur Nierentransplantationen mit
Organspende nach Hirntod und zwischen 41,2 und 90,5% fir Nierentransplantationen mit
Organspende nach Herztod (41). Es gibt weitere Faktoren, die durch die fehlende
Standardisierung der DGF-Definition bedacht werden mussen. Die Definition ,Notwendigkeit der
Dialyse” ist nicht standardisiert und die Entscheidung Uber den Beginn einer Dialysetherapie ist
subjektiv (42). So wirden auch Patienten, welche aufgrund anderer Griinde postoperativ
dialysepflichtig werden, wie z.B. aufgrund einer Hyperkaliamie, eingeschlossen (34). Weiterhin
kénnen Klinikinterne Kriterien Einfluss auf die Entscheidung Uber den Beginn einer
Dialysetherapie in der postoperativen Phase nehmen und somit den Vergleich von Endpunkten

verschiedener Studien erschweren (50).

In Ubereinstimmung mit der Literatur (91, 92), waren in dem Patientenkollektiv der vorliegenden
Arbeit Patienten mit DGF im Vergleich zu Patienten ohne DGF signifikant langer hospitalisiert
nach Nierentransplantation und wiesen mittel- sowie langfristig (1 Monat bzw. 1 Jahr nach
Transplantation) eine signifikant geringere Nierenfunktion (eGFR) auf. Es war Kkein

Zusammenhang der DGF mit den in der Literatur beschriebenen Risikofaktoren festzustellen
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(empfangerbezogen: Alter, Geschlecht, BMI, Dialysezeit vor Nierentransplantation,
vorhergehende Transplantationen; empfanger-/spenderbezogen: Kalte Ischamiezeit, HLA-
Mismatches; spenderbezogen: Alter, Geschlecht, BMI, hypotensive Phasen, Anzahl der Tage auf

Intensivstation).

Chemokine sind an der Rekrutierung und Aktivierung von Leukozyten beteiligt und spielen eine
bedeutende Rolle in der Entstehung und Aufrechterhaltung von renaler Inflammation. Sie sind in
die Pathophysiologie des renalen Ischamie-Reperfusionsschadens involviert, welcher im Zuge
der Nierentransplantation ausgeldst wird (86). Aber auch die renale Grunderkrankung (87) und
Dialysetherapie (88, 89) kdnnen eine bereits vor Transplantation bestehende Entziindung beim
Nierentransplantatempfanger  bedingen. Renale Inflammation  im Kontext  der

Nierentransplantation kann sich klinisch als DGF manifestieren (34, 57).

Basierend auf diesem Paradigma wurde im ersten Teil dieser Arbeit untersucht, ob Chemokine
im Plasma von Nierentransplantatempfangern vor und nach Nierentransplantation Marker fur das
Auftreten einer DGF sein konnten. Aktuell sind keine Daten in der Literatur beschrieben, die den
Zusammenhang der DGF und im Plasma quantifizierter Chemokine bei nierentransplantierten
Patienten evaluieren. Eine direkte Einordnung der Ergebnisse mit Berichten in der Literatur ist
daher derzeit nicht moglich. Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit zeigten keine signifikanten
Unterschiede in der Plasma-Konzentration der Chemokine CXCL1, CXCL5, CXCL8, CXCLS9,
CXC10, CXCL11, CCL2, CCL3, CCL4, CCL5, CCL11, CCL17 und CCL20 zwischen den
Patientengruppen DGF und nonDGF, vor und nach Nierentransplantation. Ferner war zwischen
DGF- und nonDGF-Patienten kein signifikanter Unterschied in der Kinetik der Plasma-
Chemokinspiegel zwischen Tag 0 und Tag 3 festzustellen. Zusammenfassend war kein
Zusammenhang fir die untersuchten Chemokine mit der DGF in dieser Studienkohorte zu
erfassen. Ein mdglicher Einsatz der Chemokine als Marker der DGF ist damit in dieser Kohorte

nicht gegeben.

Hingegen gibt es Untersuchungen, welche zirkulierende Chemokine im Kontext anderer
Nierentransplantations-assoziierter Komplikationen evaluiert haben. Es wurde in einer Studie
berichtet, dass die Serumkonzentrationen von CXCL9, CXCL10 und CXCL11l bei
nierentransplantierten  Patienten (n=32) wahrend einer T-Zell-vermittelten akuten
AbstofRungsepisode, im Vergleich zu Patienten mit stabiler Transplantatfunktion (n= 38)
signifikant erhoht war (93). Uberdies wurde von einer hochregulierten Expression von CXCL11
und CXCL13 in peripheren mononukledren Blutzellen (PBMCs) wahrend einer akuten renalen
Transplantatabsto3ung berichtet (94). Daher wurde in Studien auch die Mdglichkeit untersucht,
freie Chemokine fir die Vorhersage einer bevorstehenden Abstol3ungsreaktion zu verwenden.

Allerdings ist die Zahl der Studien, die belegen, dass das Vorhandensein spezifischer Chemokine

64



Diskussion

ein Hinweis auf eine bevorstehende renale TransplantatabstoRung ist, gering (87, 93, 95).
Rotondi et al. hielten fest, dass die Messung der CXCL10-Serumkonzentration vor
Transplantation, Patienten mit erhéhtem Risiko fur AbstoBungsreaktionen und
Transplantatversagen identifizieren konnte. Nierentransplantatempfanger mit normaler
Transplantatfunktion wiesen signifikant niedrigere CXCL10-Serumkonzentrationen vor
Transplantation auf als Patienten, bei denen es zum Transplantatversagen kam. Weiterhin
zeigten Patienten mit den hochsten CXCL10-Konzentrationen eine erhthte Haufigkeit und
Schwere von AbstofRungsepisoden (87). In einer weiteren Publikation werden die selben
CXCL10-Daten erneut ausgewertet und die Autoren schlussfolgern, dass die Serumkonzentration
von CXCL10 vor Transplantation ein erhohtes Risiko fur eine frihe, schwere akute Abstol3ung
und nachfolgende chronische Transplantatnephropathie anzeigen konnte (95). Limitationen
beider Studien (87, 95) sind, trotz relativ grol3er StichprobengréRe (n=316), die unterschiedliche
Zeitspanne zwischen Zeitpunkt der Blutentnahme und Transplantationstermin (innerhalb 1 Monat
vor Transplantation), das retrospektive Design mit langer Probensammlungsphase (1991-2001)

sowie der Ausschluss von 60 Patienten von der Analyse aufgrund fehlender Proben.

Die lokale Wirkung von Chemokinen bei der Rekrutierung von Immunzellen im Nierentransplantat
ist dahingegen gut untersucht und belegt. Dikow et al. (96) zeigten anhand von
Transplantatbiopsien von 30 Patienten mit DGF, dass die Expression von CCL5 in glomeruléren
Zellen und CCR1-positiven eingewanderten Zellen mit der Transplantatfunktion 12 Monate nach
Transplantation korrelierte. In Nierentransplantaten mit DGF schien die CCL5-Expression mit
konsekutiver Einwanderung CCR1-positiver Zellen eine fortschreitende interstitielle Fibrose und
tubulare Atrophie zu férdern und die Transplantatfunktion zu verschlechtern. Es gibt Hinweise
darauf, dass interstitiell infiltrierende Leukozyten, die von Chemokinen angezogen werden,
Schlisselvermittler der Pathogenese der tubuldaren Nekrose und interstitiellen Fibrose sind.
Fiorina et al. (97) beobachteten die Induktion der Expression von CXCL10 und CXCR3 nach
renalem Ischamie-/Reperfusionsschaden und berichteten, dass CXCR3-defiziente Mause im
Vergleich zu Wildtyp-Méausen signifikant niedrigere Serum-Kreatinin-Spiegel, eine bessere
Uberlebensrate und signifikant weniger akute tubulare Nekrose und zellulare Infiltrate aufwiesen.
Dieser protektive Effekt des CXCR3-Defizienz war auf eine verminderte Rekrutierung von Thl-
Zellen in der ischamischen Niere zurtickzufiihren. Die CCL2/CCR2-Achse ist auch fiir die akute
tubulare Nekrose in der ischamischen Niere wichtig, indem sie die Infiltration und Aktivierung von
Makrophagen reguliert. In einer Studie wurde gezeigt, dass die Expression von CCL2 bei CCR2-
defizienten Mausen im Vergleich zu Wildtyp-Mausen nach Ischamie-Reperfusionsschaden
deutlich reduziert war (98). Weiterhin haben mehrere Studien die Expression von Chemokinen
und Chemokinrezeptoren in Transplantatbiopsien wahrend akuter AbstofRungsepisoden nach

Nierentransplantation untersucht (99-102). Segerer et al. beobachteten eine erhéhte Expression
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der Chemokine CXCL10, CCL3, CCL4 und CXCL1, sowie der Chemokinrezeptoren CCR2 und
CCR5 wahrend akuter Transplantatabstof3ung. Die Induktion von Chemokinen ging mit der
Infiltration von Leukozyten einher, die die entsprechenden Chemokinrezeptoren trugen (99). Eine
weitere Studie zeigte, dass CCL2, CCL3, CCL4 und CCL5 von tubuléaren Epithelzellen wéahrend
einer akuten AbstoRungsreaktion exprimiert wurden (100). Ferner wurde eine positive Korrelation
zwischen den Chemokinen CCL2, CCL3, CCL4 und CCL5 und den Chemokinrezeptoren CCR1,
CCR5 und CCR2 und infiltrierenden Leukozyten wahrend der akuten Abstol3ung festgestellt
(101). Weiterhin zeigte sich, dass das Expressionsniveau von CXCL10 und CXCL11 in Biopsien
von Patienten mit Nierentransplantatabstol3ung im Vergleich zu Préatransplantations-Biopsien

sowohl auf mMRNA- als auch auf Proteinebene erhdht war (102).

Insgesamt zeigt die Studienlage eine Assoziation der Transplantatabsto3ung mit der Expression
von Chemokinen, Chemokinrezeptoren und infiltrierenden Zellen im Transplantat, was den
lokalen Einfluss der Chemokine in der Mikroumgebung der Niere unterstreicht. Dagegen ist die
Studienlage, die belegt, dass freie zirkulierende Chemokine pradiktiv fir das Auftreten

Nierentransplantations-assoziierter Komplikationen sein kdnnten, gering.

Die Hypothese der hier vorliegenden Arbeit, dass freie Chemokine mit dem Auftreten einer DGF
assoziiert sind, konnte nicht bestatigt werden. Dennoch fallt auf, dass unabhangig vom
pradiktiven Nutzen der Chemokine, CXCL1, CXCL5, CXCL8, CXCL9, CXC10, CXCL11, CCL2,
CCL3, CCL4, CCL5, CCL11, CCL17 und CCL20 zu beiden Zeitpunkten im Plasma von
Nierentransplantatempfangern detektierbar waren. Da freie Chemokine schon vor der
Transplantation quantifizierbar waren, konnten diese eventuell als Zeichen der Inflammation
durch die renale Grunderkrankung oder Dialysetherapie interpretiert werden. Es wurde in einer
Studie dokumentiert, dass Patienten mit chronischem Nierenversagen erhdhte freie
Chemokinliganden im Blut im Vergleich zu gesunden Kontrollprobanden aufwiesen (103). Die
Wechselwirkung von mononukledren Zellen des peripheren Blutes (PBMC) mit Dialysegeraten
kann ihre Aktivierung mit der Folge einer erhdhten Synthese und Freisetzung von
proinflammatorischen Mediatoren bedingen (89). Oxidativer Stress sowie systemische
Mikroinflammation kénnen durch Hamodialyse-Therapie auftreten (88). In der Auswertung der
vorliegenden Arbeit der zeitlichen Zusammenhange stellte sich heraus, dass unabhangig des
Auftretens einer DGF, eine signifikante Verringerung der Plasmaspiegel von CCL5 und CCL11
drei Tage nach Transplantation im Vergleich zu vor der Transplantation stattfand. Dies kdnnte

eventuell im Rahmen der immunsuppressiven Therapie erklart werden.

Dennoch bleibt die Frage nach der in-vivo Funktion frei messbarer Chemokine bisher
unbeantwortet. Im Allgemeinen wird die Migration von Neutrophilen durch CXCL1-8 reguliert und

die Migration aktivierter T-Zellen durch CXCL9-11. Die meisten inflammatorischen CC-
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Chemokine induzieren eine Chemotaxis von Monozyten, Makrophagen und T-Zellen (67).
Wahrend die lokale Wirkung der Chemokine durch Koordination der Migration von Immunzellen
in die Niere sicher scheint (96, 97, 99, 101), ist nicht klar, ob freie Chemokine im Plasma eine
spezifische Zell-Migration in die Niere fordern kénnen. Es ist nicht evident, inwiefern die
unterschiedlichen Konzentrationen der einzelnen Chemokine im Plasma eine Funktion haben.
Neben der Rekrutierungsfunktion von Chemokinen im Gewebe kénnten freie Chemokine den
Gradienten storen, der erforderlich ist, damit Lymphozyten in bestimmte Gewebe eindringen
kdnnen (68). Tatsachlich kbnnen freie Chemokine als Antagonisten fir die Leukozytenmigration
wirken (104) oder eine Chemorepulsion (Bewegung weg von einem Chemokin) induzieren (105,
106).

Eine weitere offene Frage im Zusammenhang mit Plasma-Chemokinen betrifft den Ort der
Chemokinproduktion und -freisetzung. Hier sind verschiedene Uberlegungen anzustellen. Zum
einen kdnnten die Plasma-Chemokine durch zirkulierende Immunzellen freigesetzt werden.
Alternativ kénnte die hohe lokale Produktion im Gewebe einen lokalen Chemokin-,Uberschuss'
mit konsekutiver Sattigung des Entziindungsortes bedingen und zur Ausschwemmung ins Blut
fihren. Sowohl Zellen des Immunsystems, als auch lokale Nierenzellen sind in der Lage
Chemokine zu sezernieren (67, 68). Andererseits kdnnten die Blutkonzentrationen den Zustand
des Gewebes nicht genau wiedergeben; dabei sind Faktoren zu bedenken, die die Loslichkeit
von Chemokinen beeinflussen kdnnen. Um Signale zu entfernten Zielzellen zu transportieren,
missen Chemokine von ihrer Quelle weg diffundieren und somit I6slich bleiben. In-vivo-
Chemokine interagieren jedoch mit Glykosaminoglykanen (GAGs), was ihre systemische
Verbreitung einschranken kénnte. GAGs sind z.B. auf der Oberflache von Endothelzellen zu
finden (68). Weiterhin ist denkbar, dass bei verminderter Nierenfunktion eine verminderte
Clearance dieser Molekule stattfindet, was die Ergebnisse beeinflussen kdénnte. Darliber hinaus
sind Koder- bzw. Fangrezeptoren (Decoy/Scavenger Receptors) in der Literatur beschrieben. Der
Duffy-Antigen-Rezeptor (DARC) wird nicht nur auf Erythrozyten exprimiert, sondern auch auf
Endothel, wo er Chemokine binden und neutralisieren kann. Im Kontext der Nierentransplantation
wurde berichtet, dass Patienten mit Duffy-negativer Blutgruppe in Gegenwart von DGF ein
geringeres Transplantat-Uberleben zeigten. Daher konnte DARC die entziindlichen

Auswirkungen der DGF abschwéachen, indem es als ,Chemokinsenke* wirkt (107).
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6.2 In-vitro-Studie: Sekretion von Chemokinen durch primare uTEC

TEC nehmen eine aktive Rolle wahrend renaler Inflammation ein, indem sie Chemokine
sezernieren und sich somit an der Rekrutierung von Zellen des angeborenen und adaptiven
Immunsystems beteiligen (108-110). Daher ist es wichtig einen Einblick in die Produktion und
Regulation von Chemokinen auf Zellebene zu gewinnen und herauszufinden, welche Signale fiur
die  Verbindung zwischen  spezifischen Immunreaktionen und unspezifischen
Entziindungsreaktionen verantwortlich sind. Erkenntnisse aus in-vitro-Studien sind notwendig,
um die relative Bedeutung einzelner Chemokine zu bestatigen oder zu widerlegen. In-vitro
Experimente werden in der Regel mit humanen Zellreihen aus Biopsien durchgefiihrt und bringen
durch die Invasivitat der Methode Risiken fir den Probanden mit sich und sind dadurch limitiert
verfligbar. Im Gegensatz dazu stellt das Urinsediment eine einfache, nichtinvasive und ethisch
weniger bedenkliche Methode dar, TEC fur die Kultur zu gewinnen (72-84). Hinsichtlich der
Charakterisierung wurde der renale epitheliale Phanotyp der der uringewonnenen Zellen
dokumentiert (75, 77, 78, 80-83, 85). Ferner hat sich gezeigt, dass UTEC hauptséchlich aus
distalen und proximalen TEC bestehen (82, 83) und ahnliche genetische und funktionelle
Eigenschaften aufweisen, wie Zellen, die aus Nierengewebe fiir die Kultur gewonnen werden
(84). Sie stellen in-vitro voll funktionsfahige Zellen dar (80, 81). Gleichwohl uringewonnene Zellen
bereits gut charakterisiert sind, liegen bisher keine Daten bezUglich einer sekretorischen Funktion
dieser Zellen vor. Die Fahigkeit von TEC Chemokine zu sezernieren stellt eine wesentliche

Funktion ihrer Immunantwort im Rahmen renaler Pathologien dar (86).

Im Rahmen eines explorativen Settings konnte diese Arbeit erstmals den sekretorischen
Phanotyp von uTEC charakterisieren. Unter Einfluss von Zytokinen und mikrobiellen Substanzen

konnte eine Produktion von Chemokinen durch uTEC beobachten werden.

6.2.1 Zytokin-vermittelte Sekretion von Chemokinen durch uTEC

In dieser Arbeit wurde der Effekt von Zytokinen auf die Produktion von Chemokinen durch uTEC
untersucht. Inflammatorische Zytokine werden in-vivo z.B. im Rahmen der Nierentransplantation
durch das chirurgisches Gewebstrauma, den Ischamie-Reperfusionsschaden und oxidativen
Stress induziert (111).

Zusammenfassend konnte eine IFNy-vermittelte Sekretion von CXCL10 und CXCL11, eine
TNFa-vermittelte Sekretion von CXCL1 sowie eine IL-17A-vermittelte Sekretion von CXCL1,
CXCL5 und CCL2 beobachtet werden. Die Produktion von CXCL1, CXCL5, CXCL10, CXCL11
und CCL2 war auch durch kombinierte Zytokin-Stimulation erhéht. Die Sekretion von CXCL9,
CCL5, CCL11, CCL17 und CCL20 war nur durch kombinierte Zytokin-Stimulation gesteigert.
Ferner zeigte sich keine erhdhte Sekretion von CCL3 und CCL4 durch uTEC nach Zytokin-

Stimulation.
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In einer Studie von Thorburn et al. wurde anhand einer renalen Tumorzelllinie (Human renal
adenocarcinoma epithelial cell line) gezeigt, dass die Stimulation mit TNF-a zu einer erhdhten
Expression von CXCL1 fuhrte (112). In den Ergebnissen der vorliegenden Arbeit zeigte sich
ebenfalls eine TNFa-vermittelte Sekretion von CXCL1 durch uTEC. Weiterhin konnte eine
erhohte Sekretion von CCL5 und CCL2 durch uTEC nach kombinierter Zytokin-Stimulation
beobachtet werden. In Ubereinstimmung mit diesen Beobachtungen wurde in der Literatur davon
berichtet, dass die Stimulation von primaren TEC aus humanem Nierengewebe mit IFN-y oder
TNF-a alleine keine erhdhte CCL5-Produktion induzierte, jedoch fluhrte die kombinierte
Stimulation mit IFN-y und TNF-a zu einer erhéhten Produktion von CCL5 (113). Eine weitere
Studie berichtet von synergistischer Induktion der CCL5- und CCL2-Produktion durch IFN-y und
TNF-a in primaren TEC (108).

Ferner wurde in UTEC eine IFNy-vermittelte Sekretion von CXCL10 und CXCL11 ausgeldst. Auch
diese Beobachtung ist mit der Studienlage zu vereinen. Anhand einer Tumorzelllinie (renal
adenocarcinoma epithelial cell line) wurde gezeigt, dass die Stimulation mit IFN-y, zu einer
erhdhten Produktion von CXCL10 und CXCL11 fihrte (112). In einer weiteren Veroéffentlichung
wurde festgestellt, dass IFN-y zu einer hochregulierten Expression von CXCL9, CXCL10 und
CXCL11 sowohl auf mRNA- als auch auf Proteinebene in HK-2-Zellen (immortalisierte humane
proximale Tubulusepithel-Zelllinie) fihrte (114). Dariber hinaus wurde in einer Studie mit
primédren TEC, eine erhdhte Konzentration von CXCL10 und CXCL11 im Zellkulturiberstand
nach Stimulation mit IFN-y dokumentiert (102). Eine weitere Studie dokumentiert in primaren TEC
die synergistische Induktion von CXCL10 durch IFN-y und TNF-a. IFN-y allein stimulierte die
CXCL10-Produktion, dagegen zeigten sich unter Stimulation mit TNF-a nur geringe Mengen an
CXCL10 (108). In einer Studie mit murinen TEC zeigte sich eine hochregulierte CXCL10-
Transkription nach Stimulation mit IFN-y, was durch die Anwesenheit von TNF-a verstarkt wurde.
Hingegen fuhrte die alleinige Stimulation mit TNF-a nicht zu einer erhdhten Transkription (115).
In einer weiteren Publikation fiihrte die kombinierte Stimulation von humanen priméren TEC mit
IFN-y und TNF-a zu einer Induktion von CXCL9, CXCL10 und CCL5. IFN-y allein konnte die
Produktion von CCL2 nicht hochregulieren, wahrend die kombinierte Stimulation mit IFN-y/TNF-
a die Produktion von CCL2 hochregulierte. TECs waren nicht in der Lage, das Th17-assoziierte
Chemokin CCL20 zu produzieren, weder unstimuliert noch nach Stimulation mit IFN-y und TNF-
a (107).

Daruiber hinaus wurde die Wechselwirkung von uTEC mit IL-17A untersucht. Dabei handelt es
sich um ein proinflammatorisches Zytokin, das spezifisch von aktivierten T-Zellen produziert wird.
Ubereinstimmend mit den Ergebnissen dieser Arbeit zeigten zwei Publikationen, dass die in-vitro-
Stimulation von priméren humanen TEC aus Nierengewebe/Biopsien mit IL-17 zur Sekretion
hoherer Mengen CCL2 fuhrte, aber keine Induktion von CCL5 zu beobachten war (116, 117). Die
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Chemokinproduktion durch TEC als Reaktion auf IL-17A unterstreicht die wichtige Rolle, die diese
T-Zell-Produkte fur die weitere Anziehung von Entziindungszellen und damit fir die Verstarkung

der anfanglichen antigenspezifischen Reaktion spielen.

Weiterhin zeigten die Ergebnisse, dass im Zellkulturiberstand von uTEC auch ohne Hinzugabe
von Stimulantien basale Chemokinlevel detektierbar waren (insbesondere CXCL1, CXCL5 und
CCL2). Dies konnte zum einen Medium-bedingt (FCS Zusatz) sein. Zum anderen wurde in der
Literatur beschrieben, dass unstimulierte renale epitheliale Zellen (serumfreies Medium) spontan
basale mRNA-Spiegel fir CXCL1, CXCL2, CXCL3, CXCL5, CXCL6, CXCL8 sezernierten (112).
Dies lasst vermuten, dass Nierenepithelzellen in der Lage sind, auch ohne inflammatorischen
Reiz konstitutiv Chemokine zu sezernieren. Ferner war CXCL8 in sehr hohen Konzentrationen
im Zellkulturiberstand von uTEC detektierbar. Dabei lag die Konzentration bei der Mehrheit der
Proben Uber den hochsten Assay-Standardwert, sodass in dieser Arbeit nicht auf eine mogliche
Induzierbarkeit von CXCL8 durch die getesteten Stimulationen geschlossen werden konnte. Es
wurde in Publikationen dokumentiert, dass renale epitheliale Zellen CXCL8 sezernieren kénnen
(112, 118).

6.2.2 TLR-Liganden-vermittelte Sekretion von Chemokinen durch uTEC

In den Ergebnissen dieser Arbeit zeigte sich eine starke Induktion von CXCL10, CXCL11 und
CCL5 nach dsRNA-Stimulation. Doppelstrangige RNA (dsRNA) ist ein molekulares Muster, das
mit einer viralen Infektion assoziiert ist. Poly (I:C) (synthetisches Analogon von dsRNA) wird vom
endosomalen Toll-like-Rezeptor 3 (TLR3) erkannt (119). Es gibt derzeit keine Studien, welche die
Chemokinprodukion durch humane TEC als Antwort auf die Stimulation mit dsSRNA untersuchten.
Es wurde aber gezeigt, dass primare TECs die dsRNA-Rezeptoren TLR3, MDA5 und RIG-I
exprimieren. Ferner zeigte sich die Expression der drei Rezeptoren durch Stimulation mit dsSRNA
erhoht (63). Auch die renale epitheliale Tumorzellreihe A983 exprimiert TLR3 (83).
Bemerkenswert ist, dass TLR3, MDA5 und RIG-I nicht nur durch virale dsRNA, sondern auch
durch endogene Liganden aktiviert werden kénnen. Zum Beispiel haben Studien gezeigt, dass
RNA, die aus nekrotischen Zellen freigesetzt wird, TLR3 aktivieren kann (120, 121). Daher kdnnte
eine Funktion der dsRNA-Rezeptoren in TECs darin bestehen, Gewebeschaden bei akuter
tubulérer Nekrose z.B. durch Ischamie zu erkennen. Hingegen ist die Sekretion der Chemokine
CCL5, CXCL10 und CXCL11 in anderen Zellen nach dsRNA-Stimulation beschrieben worden.
Eine Studie untersuchte TLR3-induzierte Mechanismen des angeborenen Immunsystems,
einschliel3lich dendritischer Zellen, Makrophagen und Endothelzellen. Das Chemokin CXC10
wurde von allen Zelltypen produziert (122). Dartber hinaus wurde die mRNA-Expression von
Chemokinen wie CCL5, CXCL10 und CXCL11 durch Poly-IC-Stimulation in humanen
Keratinozyten beobachtet (123). Poly-IC erhdhte die Expression von CXCL10-mRNA und -
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Protein in Bronchialepithelzellen. CXCL10 kann durch die Aktivierung der Th-1-Typ-Immunitét zu
antiviraler Aktivitat beitragen (124).

Daruiber hinaus zeigte sich in den Ergebnissen dieser Arbeit eine Lipopeptid-vermittelte Sekretion
von CXCL1, CXCL5, CXCL9, CCL5, CCL11, CCL17 und CCL20 in uTEC. In-vitro wurde die
Produktion von CC-Chemokinen durch murine TEC als Reaktion auf bakterielle Stimuli
beschrieben, dabei induzierten TLR2-Liganden die Produktion von CCL2 und CCL5 (125). Ferner
wurde berichtet, dass die Stimulation von murinen TEC mit TLR2-Agonisten zur erhodhten
Produktion der Chemokine CXCL1 und CXCL2 fuhrte (126, 127). Die in-vivo Analyse von
isolierten humanen proximalen tubularen Zellen zeigte, dass diese Zellen TLR2 exprimieren
(128). Die Expression von TLR2 ist in Nierentransplantaten in proximalen und distalen Tubuli
beschrieben (129).

In dieser Arbeit zeigte sich keine erhohte Sekretion von Chemokinen im Zellkulturiiberstand von
UTEC nach Stimulation mit bakteriellem Lipopolysaccharid (LPS, TLR4-Ligand). LPS aus
gramnegativen Bakterien ist als potenter Aktivator des angeborenen Immunsystems bekannt und
induziert die Produktion von Chemokinen und Zytokinen in Monozyten und Makrophagen (130).
Humane TEC sind, unter Berlcksichtigung von Informationen aus der Literatur, nicht durch LPS
stimulierbar. Dieses Ergebnis kdonnte dadurch erklart werden, dass humane TEC CD14 nicht
exprimieren (131). Die in-vivo Analyse von isolierten humanen proximalen tubularen Zellen
zeigte, dass diese Zellen weder TLR4 noch CD14 exprimieren (128). CD14 fungiert als Co-
Rezeptor (zusammen mit TLR4 und MD-2) zum Nachweis von LPS (132, 133). Ferner wurde
gezeigt, dass humane Nierenepithelzellen (Nierenkarzinomzelllinie A498) nicht mit der Induktion
proinflammatorischer Zytokine auf LPS reagieren. Eine Erklarung der Autoren fir die
ausbleibende LPS-Reaktion war die fehlende Expression von TLR4 und CD14 der A498-Zellen
(128, 134). Im Gegensatz dazu wurde gezeigt, dass murine TEC, welche eine TLR4-abhangie
Reaktion auf LPS zeigten (126, 127, 135) , CD14 exprimierten (125). Interessanterweise wurde
in diesem Zusammenhang aufgezeigt, dass humane Blasenepithelzellen — im Gegensatz zu
Nierenepithelzellen — auf LPS reagieren und TLR4 sowie CD14 exprimieren (128, 134). Im
Zusammenhang mit uringewonnenen Zellen in Kultur sind auch Urothelzellen (78, 83)
beschrieben worden. Die Tatsache der ausbleibenden LPS-Reaktion von uTEC in den
Ergebnissen der vorliegenden Arbeit, unterstiitzt den renalen epithelialen Ph&notyp von uTEC.
Eine Charakterisierung von uTEC hinsichtlich der CD14- und TLR4-Expression sollte in

zukunftigen Versuchen mituntersucht werden.

Weiterhin konnte in dieser Arbeit gezeigt werden, dass die Stimulation von uTEC mit Flagellin zur
erhohten Konzentration der Chemokine CXCL1 und CXCLS5 im Zellkulturiberstand fuhrt. Flagellin

ist der Hauptbestandteil der Flagellen (Geil3eln), wie sie in vielen gramnegativen und
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grampositiven Bakterien vorhanden sind und wird durch TLR5 erkannt (136). TLR5 ist in der
Immunabwehr urogenitaler Infektionen involviert (137). Es wurde berichtet, dass humane TEC
TLR5 exprimieren (128). Weiterhin zeigten die Ergebnisse dieser Arbeit, dass die Stimulation von
UTEC mit CpG-Oligonukleotid zu einer erhéhten Konzentration von CXCL1 und CCL20 fihrte.
Synthetische  Oligodenukleotide, welche CpG-DNA-Motive enthalten, imitieren die
immunstimulierenden Effekte bakterieller DNA. CpG-Motive sind in bakterieller DNA 20-mal
haufiger vorhanden als in Sdugetier-DNA (138, 139). Derzeit sind keine Studien in der Literatur
beschrieben, die die Immunantwort humaner TEC als Antwort auf die Stimulation mit Flagellin

oder CpG-Oligonukleotid untersuchen.
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6.3 Limitierung

Limitiert wird die in-vivo-Studie durch das Single-Center-Design (Charité Universitatsmedizin-
Campus Virchow Klinikum). Die moderate StichprobengroRe des untersuchten
Patientenkollektivs (n=42) kann die statistische Trennschérfe und Power beeinflussen und erhéht
Wahrscheinlichkeit eines Fehlers 2. Art. Daher sind die negativen Ergebnisse der Studie mit
Bedacht zu interpretieren und sollten mit groRerem Stichprobenumfang validiert werden. Da
jedoch Chemokine zu zwei Zeitpunkten beurteilt wurden, kann die statistische Signifikanz im
Rahmen der Konsistenz mit anderen Zeitpunkten innerhalb derselben Person interpretiert
werden. Darlber hinaus erfolgte die Quantifizierung der Chemokine in Plasmaproben in Doppel-
Bestimmung. Eine Limitation in Bezug auf die Endpunkt-Bestimmung stellt die fehlende
Standardisierung der DGF-Definition dar. Weitere Storfaktoren umfassen den Sample-Bias und
Performance-Bias. Hinsichtlich der Einordnung der negativen Studienergebnisse mit
Ergebnissen in der Literatur ware ein Publikations-Bias zu bedenken.

Die in-vitro-Studie wird durch die geringe Stichprobengrée der Zellkulturversuche (n=7) stark
limitiert. Aus diesem Grund wurde eine explorative statistische Auswertung gewahlt. Ergebnisse
sind vor dem Hintergrund eines Fehlers 1. und 2. Art mit gro3er Vorsicht zu interpretieren. Positive
Ergebnisse mit einem p-Wert<0,05 aus dieser Studie mussen in grol3erem Stichprobenumfang
validiert werden. Angesichts des explorativen Charakters der Zellkulturversuche wurden Proben
in Einzelbestimmung analysiert. Kiinftige Validierungsstudien erfordern u.a. Doppel-/Triple-
Replikate, die Etablierung standardisierter Positiv-/Negativkontrollen sowie die Untersuchung der
Konzentrations-Zeit-Beziehungen. Der Einfluss der einzelnen Stimulantien muss im Rahmen der

eingesetzten Konzentrationen betrachtet werden.
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6.4 Zusammenfassung und Ausblick

Die Hypothese dieser Arbeit, dass freie Chemokine mit dem Auftreten einer DGF assoziiert sind,
konnte unter Berticksichtigung der in Abschnitt 6.3 genannten Limitationen nicht bestétigt werden.
Unabhéangig vom pradiktiven Nutzen der Chemokine waren freie Chemokin-Konzentrationen im
Plasma von Nierentransplantatempféangern zu detektieren— sowohl vor als auch nach der
Transplantation. Offene Fragen hinsichtlich freier messbarer Chemokine im Plasma von
Nierentransplantatempfangern betreffen den Ort der Chemokinproduktion und -freisetzung sowie
deren in-vivo Funktion. Es ist nicht klar, ob freie Chemokine im Plasma eine spezifische Zell-
Migration in die Niere fordern konnen. Mogliche chemoattraktive, chemoinhibitorische und
chemorepulsive Wirkungen von Chemokinen unterstreichen die Komplexitat der Koordination und
Dynamik der Leukozytenmigration. Insofern ist nicht vollstandig verstanden, wie freie Chemokine
allein und im Zusammenspiel mit anderen Faktoren homoostatische und entziindliche Prozesse
bei Nierentransplantatempfangern beeinflussen kénnen. Weitere Forschung ist daher notwendig,

um die Komplexitat dieser Signalwege besser zu verstehen.

Trotz vieler Arbeiten, die Chemokine im Kontext der Nierentransplantation untersuchen, ist der
Beitrag des Nierenepithels zur Chemokin-induzierten Rekrutierung von Immunzellen in das
Nierenparenchym noch nicht vollsténdig verstanden. In Anbetracht der wichtigen Rolle der TEC
bei der Verstarkung der lokalen Immunantwort konnte die Beeinflussung der Interaktion zwischen
TEC und infiltrierenden Zellen neue Optionen fur therapeutische Interventionen bieten. Grundlage
fur die Erforschung solcher Interaktionen stellen in-vitro-Versuche mit Zelllinien dar. Bisher
verfigbare Zellmodelle werden aus humanen Gewebeproben/Biopsien oder anderen Spezies
gewonnen. Die Isolierung von TEC aus Urin stellt eine nichtinvasive und einfache Methode dar,
die weniger ethische Bedenken mit sich fihrt und unbegrenzt verfiigbar ist. Die Daten dieser
Arbeit charakterisieren erstmals, unter Berlcksichtigung des explorativen Designs und der in
Abschnitt 6.3 genannten Limitationen, den sekretorischen Phanotyp von uTEC. Dies unterstreicht
die in-vitro erhaltene sekretorische Funktionalitat der Zellen. Nach Durchfiihrung entsprechender
Validierungsstudien kdnnten mogliche zuklnftige Versuche darauf aufbauen, welche die

Interaktion von uTEC mit Zellen des Immunsystems erforschen.
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