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Abstract

The current monitoring of kidney transplant patients is based on serum creatinine and
proteinuria. These diagnostic tools are limited in their capability to detect kidney injury
and inflammation. Non-invasive methods for detecting rejection and managing

immunosuppression would be preferable to the current gold standard — graft biopsy.

Since urine derives directly from the kidney, it is promising for transplant biomarkers.

In this study conducted at two medical centers, 162 urine samples were analyzed. The
counts of T cell subsets and tubular epithelial cells in kidney transplant patients with
deteriorating grafts undergoing kidney biopsy were determined using flow cytometry.
Additionally, a group of kidney transplant patients was monitored for 12 months after
their transplantation to evaluate how the amount and composition of urine-excreted

cells changes in the first year after transplantation.

Patients with T cell-mediated rejection (TCMR) presented with significantly higher
counts of various T cell subsets in urine samples compared to those without TCMR.
CD8+ T cells were found to be more effective in separating patients with T cell-
mediated rejection from those with other diagnoses, compared to CD4+ T cells.
CD8+HLA-DR+ T cells presented with the strongest diagnostic power to detect TCMR
among patients with graft deterioration (AUC = 0.91, Specificity: 95.9%, Sensitivity:
76.5%). Levels of urinary cell subsets in newly transplanted kidney patients decreased

over the course of the first year after transplantation.

In conclusion TCMR is reflected by high amounts of urinary T cells. T cell subsets were
able to diagnose TCMR among patients with graft deterioration. Flow cytometric
detection of urinary T cells is a promising new biomarker for non-invasive detection of
TCMR.



Kurzfassung

Das derzeitige Monitoring von Nierentransplantationspatient*innen basiert auf
Serumkreatinin und Proteinurie. Diese Diagnostika sind limitiert in ihrer Fahigkeit
Nierenschadigungen und -inflammationen zu detektieren. Eine nicht-invasive Methode
zum Nachweis einer Abstof3ung und zur Steuerung der Immunsuppression wéare

gegenuber dem aktuellen Goldstandard, der Nierenbiopsie, vorzuziehen.

Da der Urin das direkte Filtrat der Niere darstellt, bietet sich dieser fur nicht-invasive
Biomarker an. In dieser Studie, die an zwei medizinischen Zentren durchgefuhrt wurde,
wurden 162 Urinproben von Nierentransplantierten analysiert. Durchflusszytometrie
diente der Quantifizierung von T-Zellen und tubuldren Epithelzellen. Die Zellzahlen
wurden mit der dazugehdrigen Nierenbiopsie verglichen. Zusatzlich wurde eine Gruppe
von frisch Nierentransplantierten tGber 12 Monate nach ihrer Transplantation begleitet,
um zu evaluieren, wie sich die Menge und Zusammensetzung der ausgeschiedenen

Zellen im Urin im ersten Jahr nach der Transplantation verandern.

Patient*innen mit T-Zell-vermittelter Abstof3ung (TCMR) wiesen in Urinproben signifikant
hohere Mengen verschiedener T-Zell-Subtypen auf als Patient*innen ohne TCMR. Die
CD8+ T-Zellen erwiesen sich im Vergleich zu CD4+ T-Zellen als préaziser bei der
Trennung dieser Gruppen. Die CD8+HLA-DR+ T-Zellen konnten eine TCMR unter allen
Patient*innen am besten detektieren (AUC = 0,91, Spezifitat: 95,9 %, Sensitivitat: 76,5
%). Die Populationen der Urinzellen lagen bei stabilen frisch Transplantierten im ersten

Jahr unter einem Cut-Off fur zellulare Abstol3ung.

Zusammenfassend spiegelt sich TCMR durch hohe Mengen von T-Zellen im Urin wider.
T-Zell-Subtypen  waren in der Lage, TCMR bei Patienten mit
Transplantatverschlechterung zu erkennen. Die durchflusszytometrische Detektion von
T-Zellen im Urin ist ein vielversprechender neuer Biomarker fir die nicht-invasive
Erkennung von TCMR.



1 Einleitung

1.1 Nierentransplantation

Der demografische Wandel fuihrt zu einer Zunahme von chronischen Erkrankungen.? Zu
diesen Leiden gehort auch die chronische Nierenerkrankung (engl.: chronic kidney
disease, CKD). Unter einer CKD versteht man eine irreversible Abnahme der
inkretorischen und exkretorischen Nierenfunktion, welche Uber einen Zeitraum von
mindestens drei Monaten besteht und gesundheitliche Auswirkungen hat.® Die
Exkretionsaktivitat der Niere wird als glomerulare Filtrationsrate (GFR) gemessen.
Normwerte von gesunden Personen um das 30. Lebensjahr liegen bei einer GFR von >
90 ml/min/1.73 m?2. Die Kriterien fiir eine CKD sind erfillt, wenn die GFR auf < 60
ml/min/1.73 m? fallt oder Zeichen einer Nierenschadigung (z.B. Albuminurie, >30 mg/24h)
auftreten.® Die aktuellen Therapiemoglichkeiten der CKD sind begrenzt und beschranken
sich in der Regel auf eine Verlangsamung des Fortschreitens der Grunderkrankung. Fallt
die GFR auf < 15 ml/min/1.73 m?spricht man von einem Nierenversagen. In der Regel
macht dies eine Nierenersatztherapie notwendig, um die ausgefallene Nierenfunktion zu
kompensieren.®

Noch vor extrakorporalen Nierenersatztherapien wie der Hamodialyse, bietet die
Nierentransplantation die beste Therapie des Nierenversagens. In mehreren Studien
konnte gezeigt werden, dass sie der Dialyse in Mortalitdt und Lebensqualitat tiberlegen
ist. Sie ist also fir viele Menschen die préaferierte Therapieoption im Endstadium der
CKD.#5

1.1.1 Epidemiologie

Laut der Deutschen Stiftung fur Organtransplantation konnten in Deutschland im Jahr
2022 insgesamt 1966 Nieren transplantiert werden (535 nach Lebendspende, 1431 nach
Leichenspende).® Dem gegeniiber stehen 8505 Patient*innen, welche aktiv auf eine
Nierentransplantation warten und diese Zeit mit anderen Ersatzverfahren tberbriicken
(Stand: 01.01.2023).7



Aus dieser Diskrepanz von Angebot und Nachfrage lasst sich ableiten, dass der
Funktionserhalt einer bereits transplantierten Niere sehr bedeutend ist. Zudem sollten
Komplikationen, welche einen Einfluss auf die Mortalitat der Patient*innen haben,

verhindert werden. Die Beeinflussung des Immunsystems spielt dafiir eine wichtige Rolle.

1.1.2 Immunsuppression

Da es sich bei einer Nierentransplantation um einen Transfer von korperfremdem
(allogenem) Gewebe handelt, wirde das Immunsystem auf diese genetische Varianz mit
einer gegen das Transplantat gerichteten Entziindungsreaktion reagieren.® Damit das
Transplantat jedoch nicht abgestof3en wird, bedienen sich Kliniker*innen der Wirkung von
immunsuppressiven Medikamenten. In der Regel erhalten Nierentransplantierte
zunéchst eine Kombination aus drei Immunsuppressiva: Calcineurin-Inhibitoren,
Mycophenolat Mofetil und Glukokortikoide.®-1*

Fir den komplikationslosen Verlauf nach einer Nierentransplantation ist es von hoher
Bedeutung, dass die Immunsuppression korrekt dosiert wird. Bei Uberdosierung mit zu
starker Drosselung des Immunsystems kann es zu schweren Infektionen kommen.? Fallt
die Immunsuppression hingegen zu gering aus, besteht die Gefahr einer Abstol3ung der
Niere mit Verschlechterung der Transplantatfunktion. Dies kann bis zum Verlust des

Transplantats fihren.t!

1.1.3 AbstofRungsreaktion

Die  AbstoBung gehort zu den  geflrchtetsten  Komplikationen  der
Transplantationsmedizin, da sie das Risiko fur eine Dysfunktion des Organs deutlich
erhoht.*3 Im ersten Jahr sind 7% aller Patient*innen von dieser Komplikation betroffen.®
Die Rejektion kann nach unterschiedlichen Kriterien eingeteilt werden. Zeitlich wird eine
hyperakute (Minuten) Rejektion von einer akuten (Wochen bis Monate) und einer
chronischen (Monate bis Jahre) AbstoRung unterschieden. Pathophysiologisch spielen
zellulare und humorale Prozesse eine wichtige Rolle. Eine strikte Trennung der Entitaten

ist nicht immer mdglich. Zum einen, da die histopathologischen Kriterien nur eine
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begrenzte Spezifitat aufweisen. Zum anderen, weil die Prozesse teilweise parallel

ablaufen.8

1.1.3.1 Humorale AbstoBungsprozesse

Die humorale Abstol3ung ist durch antikdrpervermittelte Prozesse charakterisiert (engl.:
antibody-mediated Rejection, ABMR). Ziel dieser Antikdrper sind entweder
Blutgruppenantigene oder spender*innen-spezifische Haupthistokompatibilitatskomplex
(engl.: major histocompatibility complex, MHC) -Antigene, welche auch humane
Leukozyten-Antigene (engl.: human leukocyte antigenes, HLA) genannt werden.'4 Diese
polymorphen Glykoproteine dienen antigenprasentierenden Zellen (APC) um Peptide an
T-Zellen zu prasentieren. Wahrend MHC der Klasse | Antigene aus dem Inneren der Zelle
prasentieren und sich auf so gut wie allen Zellen befinden, werden MHC der Klasse Il fur
die Prasentation von extrazellularen Antigenen verwendet und primar von APCs
exprimiert.t>

In der Regel sind vor der Transplantation keine sogenannten spender*innen-spezifischen
Antikdrper (engl.: donor-specific antibody, DSA) vorhanden. Die Ausnahme tritt ein, wenn
der Empfanger oder die Empfangerin bereits vorher durch eine Bluttransfusion,
Schwangerschaft oder andere Transplantation mit Alloantigenen in Kontakt gekommen
ist.15

Im Rahmen der hyperakuten Abstol3ung durch praformierte DSA kommt es innerhalb von
Minuten nach Wiederherstellung des Blutflusses im Nierentransplantat zu einer
Komplementaktivierung.' Daraus resultieren Thrombosen, welche eine akute
Organischamie mit Nekrosen hervorrufen. Die Entfernung des Transplantats ist meistens
die einzige therapeutische Option. Heutzutage werden diese praformierten DSA durch
die sogenannte Kreuzprobe (engl.: cross-match) vor einer Transplantation in der Regel
erkannt. Hierfur wird das Serum der Empfanger*innen auf DSA gegen Leukozyten der
Spender*innen untersucht. Die hyperakute AbstoRung konnte somit fast vollstandig
eliminiert werden.®

Bei einer akuten ABMR setzen CD4+ T-Zellen eine humorale Immunreaktion in Gang,
nachdem ihnen von APCs Alloantigene dargeboten wurden. Diese sogenannten T-

Helfer-Zellen aktiveren daraufhin tber Zytokine und Co-Stimulation naive B-Zellen. Aus

11



den B-Zellen differenzieren sich Gedéachtnis-B-Zellen und Plasmazellen, welche
beginnen DSA zu produzieren. Diese neuen Antikdrper binden ihr Epitop auf dem
Transplantatendothel und induzieren die Komplementkaskade, die Rekrutierung von
zytotoxischen Immunzellen und Fibrose.'® Histologisch zeigen sich ein akuter
Gewebsschaden und eine mikrovaskulare Entziindung, welche sich als Glomerulitis oder
peritubulare Capillaritis prasentiert.'’

Wahrend einer chronischen ABMR lauft die Transplantatschadigung durch die DSA
langsamer ab und ruft ein eigenes histologisches Muster aus Verdickung der
GefaBwande, interstitieller Fibrose und Atrophie der Tubuli hervor.18

Zusammenfassend definiert die Banff-Klassifikation von 2017 drei Kriterien fur die
Diagnose ABMR: histologischer Nachweis von Gewebeschadigung, Interaktion von
Antikdrpern mit dem Transplantatendothel und serologischer Nachweis von DSA.*° Neu
in der Aktualisierung von 2017 ist, dass bei Nachweis des Komplementprodukts C4d auf
den Nachweis der DSA verzichtet werden kann.!” Das Protein C4d ist ein
Zwischenprodukt in der Komplementkaskade, welches die Interaktion von Antikdrpern
und Endothel widerspiegelt. Nach seiner Freisetzung bindet es kovalent an das Kollagen

der Basalmembran und kann hier als Marker fiir eine ABMR nachgewiesen werden.2°

1.1.3.2 Zellulare AbstofRungsprozesse

Keimzentrum

A 4 i ° /\
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Abbildung 1: T-Zell-Aktivierung durch Alloantigene

Schematische Darstellung der Aktivierung naiver T-Zellen durch antigenprésentierende Zellen (APC). Alle drei
Aktivierungs-Signale sind dargestellt. Die Effektor-T-Zellen wandern daraufhin ins Transplantat und greifen Zellen des
Spender*innen-Organs an. APC = antigenprasentierende Zelle; MHC | = Haupthistokompabilitdtskomplex I; TCR = T-
Zell-Rezeptor; IL-2 = Interleukin-2; PFN = Perforin; GzmB = Granzym B; IFNy = Interferon gamma; TEC =
Tubulusepithelzelle. (Erstellt mit BioRender.com)
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Neben den humoralen konnen auch zellulare Prozesse des Immunsystems das
Transplantat schadigen. Man spricht in diesem Fall von einer T-Zell vermittelten
AbstoRung (engl.: T-cell mediated rejection, TCMR). Ursachlich ist eine Aktivierung von
T-Zellen durch drei sich ergdnzende Signale: Nach einer Antigenerkennung durch den
Rezeptor der T-Zelle (1. Signal) folgen Co-Stimulationen Uber einen Co-Rezeptor (2.
Signal) und proinflammatorische Zytokine (3. Signal).?®> Die Antigenerkennung erfolgt
nach Antigenprasentation durch APCs. Beim sogenannten direkten Pfad werden die T-
Zellen durch Spender*innen-APCs aktiviert. Diese gelangen mit dem Transplantat ins
System der Empfanger*innen und wandern in die sekundar lymphatischen Organe. Dort
prasentieren sie Uber MHC der Klasse | ihr Alloantigen an CD8+ T-Zellen. Die indirekte
Aktivierung erfolgt hingegen tGber APCs der Empfanger*innen, welche exogene Peptide
prozessieren und tber MHC der Klasse Il an CD4+ T-Zellen préasentieren. Zuletzt ist noch
ein semi-direkter Pfad der Antigenprasentation beschrieben. Fur diesen nehmen
Empfanger*sinnen-APCs die MHCs der Spender*innen auf und prasentieren diese
vollstandig an T-Zellen.'>?2 Nach der Aktivierung proliferieren die T-Zellen und
differenzieren zu Effektor-T-Zellen, welche ins Transplantat migrieren.® Hier rufen sie

sowohl eine Tubulitis als auch eine interstitielle Entziindung hervor.??

Sind die Kriterien fur eine zellulare Abstof3ung nicht vollstandig erfillt, so behelfen sich
Patholog*innen mit der histologischen Diagnose einer grenzwertigen zellularen Rejektion
(engl.: borderline rejection, BR). Bei dieser Vorstufe einer TCMR ist entweder die Tubulitis
(nur 1-4 mononukledre Zellen pro tubuldaren Querschnitt) oder die interstitielle
Inflammation (< 25 % des Parenchyms betroffen) ausgepragt. Fur die Diagnose einer

TCMR mussen beide histologischen Merkmale prasent sein. 23

Wird der pathologische Prozess frih erkannt, kann eine Anpassung der
Immunsuppression als therapeutische MalRnahme erfolgen. Wahrend eine zellulare
AbstoRung gut mit hochdosierten Glukokortikoiden behandelt werden kann, helfen diese
bei der ABMR nur unzureichend. Die Therapie der ABMR fokussiert sich auf
Plasmapherese, intravendse Immunglobuline und Medikamente mit B-Zell-
dezimierender Wirkung wie Rituximab.'® Schreitet die AbstoRung hingegen unerkannt
fort, kommt es zur Schéadigung des Organs bis hin zum Verlust. Daher ist eine frihe und
praktikable Methode zur Erkennung einer Abstol3ungsreaktion von immenser Bedeutung

fir die Nachsorge von Nierentransplantierten.
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1.1.4 Monitoring in der Nachsorge von Nierentransplantierten

Die Grundpfeiler des aktuellen Monitorings bei Nierentransplantierten sind das
Serumkreatinin und die Proteinurie.'! Beide Werte iberzeugen primar durch ihre breite
Verfugbarkeit und ihre Kosteneffizienz. Uber das Serumkreatinin lassen sich
Ruckschlisse auf die Filtrationsleistung der Niere und damit der Funktion des
Transplantats ziehen.?* Ist die Transplantatfunktion vermindert, steigt der Kreatininwert
im Serum an. Dieser Anstieg ist jedoch nicht krankheitsspezifisch fur eine
AbstoRungsreaktion. Es gibt neben Muskelschadigung, Nierenarterienstenose und
akuter Nierenfunktionseinschrankung viele weitere Ursachen fur eine Erh6hung. Zudem
kann der Wert durch Storfaktoren wie wassertreibende Medikamente, sogenannte
Diuretika, verfalscht werden.?®> Ein weiterer Nachteil des Labormarkers besteht darin,
dass sich ein Anstieg erst nach stattgehabtem Nierenschaden nachweisen lasst. Eine
subklinische zellulare AbstoRung, welche in circa 30 % aller Protokollbiopsien gefunden
wird und ohne klinische Zeichen einer Transplantatverschlechterung einhergeht, wiirde
durch das Serumkreatinin nicht entdeckt.?® Ein Biomarker, welcher einen Schaden
hingegen vorhersagt und damit gegebenenfalls abwenden kann, wére deutlich
vorzuziehen.

Die Proteinurie gibt Hinweise auf eine Schadigung der Glomeruli im Transplantat. Werte
Uber 150 mg/24h gelten als pathologisch und korrelieren mit einem erhdhten Risiko fur
Transplantatversagen. Ursachen fur den Anstieg reichen von einer Abstol3ung bis hin zur
Entwicklung einer neuen Glomerulonephritis oder Rekurrenz der etwaigen
Grunderkrankung.?’

Da die beiden Screening-Werte keinen Rickschluss auf eine genaue Pathologie der
Niere erlauben, sondern lediglich eine unspezifische Funktionsbeeintrachtigung
indizieren, wird in einem néchsten Schritt zum aktuellen Goldstandard fur die Diagnostik

von Transplantatversagen gegriffen: der Transplantatnierenbiopsie.

1.1.5 Nierenbiopsie als diagnostischer Goldstandard

Bessern sich Serumkreatinin oder Proteinurie nicht, wird von der Kidney Disease:

Improving Global Outcome (KDIGO) in einem nachsten Schritt eine Nierenbiopsie
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empfohlen, um die Ursache fir die Verschlechterung der Transplantatniere
herauszufinden.!?

Anhand von histologischen Veranderungen lassen sich Rickschlisse auf die
ursachlichen Pathologien treffen. Diese werden in der Banff Klassifikation
unterschiedlichen Gruppen zugeordnet.?

Da es sich bei dieser Diagnostik um ein invasives Verfahren handelt, kann es zu
Komplikationen kommen. Diese reichen von einfachen Nachblutungen bis hin zur
Transfusionsbedurftigkeit bei Kreislaufinstabilitat und betreffen knapp 2% der
Patient*innen. Klinisch indizierte Biopsien bei Personen mit
Transplantatverschlechterung hatten mit 2.7% Komplikationsrate gegenuber
systematischen Protokollbiopsien mit 0.3% Komplikationsrate nochmal ein hdheres
Risiko.?® Zudem muss bei komplikationsloser Nierenbiopsie berticksichtigt werden, dass
die Gewebezylinder lediglich einen kleinen Teil der Niere widerspiegeln und daher bei
teilweise inhomogen verteilter Krankheitsaktivitat des Organs ein sogenannter sampling

bias entstehen kann.

1.2 Forschungsstand potenzieller Biomarker fir Abstof3ungen

Wie oben bereits beschrieben stellt die Abstol3ung von Nierentransplantaten und das
Detektieren dieser Komplikation eine grof3e Herausforderung dar. Die Nierenbiopsie als
aktueller diagnostischer Goldstandard kann sich der Komplexitat der unterschiedlichen
AbstolRungs-Entitaten nur unzureichend systematisch annahern.2 Zudem birgt ihre
invasive Natur Risiken fir Patient*innen.28 Dartiber hinaus konnen sampling bias und der
subjektive Beobachtungs-Bias der Nephropatholog*innen die Befundung beeinflussen.?®
Aus diesem Grund gibt es Bedarf flr neue diagnostische Methoden, um die Detektion

von AbstoRungsreaktionen sicherer, praktikabler und praziser zu machen.
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1.2.1

Anspruch an einen optimalen Biomarker

Ein idealer Biomarker fir Abstol3ungsreaktionen von Nierentransplantaten sollte:

1.

1.2.2

Hohe Sensitivitdt besitzen. Alle Patient*innen, welche die Erkrankung haben,
sollten detektiert werden.

Spezifisch fur die Erkrankung sein. Bis dato waren Biomarker lediglich im Stande
unspezifische Inflammationen zu erkennen.3® Um therapeutische Konsequenzen
ableiten zu kdnnen, waren Biomarker, welche die spezifische Krankheits-Entitat
erkennen, Uberlegen. Die Differenzierung der unterschiedlichen
Abstol3ungsreaktionen von Nierentransplantaten wére ein klinisch relevanter
Beitrag.

Praktikable Handhabung aufweisen. Darunter versteht sich, dass dieser
patient*innen-schonend und schnell bezogen werden kénnte. Dabei sollten fur die
Patient*innen keine Risiken entstehen. Ein Biomarker sollte zudem mdglichst frei
von Storanfalligkeit sein.

Prognostische Relevanz besitzen. Ein Biomarker, welcher einen Schaden
prognostiziert und nicht erst nach stattgehabtem Schaden anschlagt, ware
vorzuziehen. Uber dieses praventive Monitoring konnten Patienttinnen
vorrausschauend begleitet werden. So konnte die Immunsuppression
personalisiert abgestimmt werden, wodurch sich Nebenwirkungen der
Medikamente reduzieren lassen wirden.*®

Effizient sein. Da in der modernen Medizin die Okonomie nicht auRer Acht

gelassen werden sollte, ist die Kosteneffizienz ebenfalls miteinzubeziehen.

Biomarker im Urin

Urin hat gegenuber Blutproben den entscheidenden Vorteil, dass dieser das direkte Filtrat

der Niere darstellt. Zellen, welche im Rahmen von Pathomechanismen zu Grunde gehen

oder diese vorantreiben, gehen wahrscheinlich tber das Tubulussystem ins Filtrat Uber.

Ihr Nachweis stellt ein mogliches Fenster in die Niere dar, welches Rickschlisse auf

lokale Prozesse zulasst.

Gegenuber Gewebeproben hat Urin den Vorteil, dass dieser ohne jegliche Invasivitéat

eingesammelt werden.
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Aus diesem Grund befasst sich ein breites Feld an Wissenschaftlersinnen mit
unterschiedlichen Bestandteilen des Urins. Unter den Ansétzen findet sich die Analyse
einzelner Molekile, sowie die systematische Untersuchung des Proteoms, Metaboloms
und Transkriptoms. Urinzellen stehen ebenfalls im Fokus. Andere Arbeitsgruppen
verfolgen den Ansatz unterschiedliche Parameter zu diagnostischen Scores zu
kombinieren.2°

Im Rahmen dieser Arbeit wurden nur Biomarker bertcksichtigt, welche in mindestens

zwei Kohorten untersucht wurden.

Metabolite
. - Massenspektroskopie
Proteine
- Massenspektroskopie
Urin-Zellen
- Durchflusszytometrie
Transkriptome
> RT-gPCR |
Zytokine
2> ELISA

Abbildung 2: Ansatzpunkte der Biomarkerforschung anhand von Urinproben

Die unterschiedlichen Biomarker-Kandidaten zur Detektion von AbstoRungsreaktionen sind zusammen mit der
gangigen Methodik zur Analyse dargestellt. RT-qPCT = quantitative Echtzeit Polymerasekettenreaktion (engl.: real-
time quantitative PCR); ELISA = Enzyme-linked Immunosorbent Assay
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Tabelle 1: Uberblick potenzieller Biomarker fiir AbstoRungsdetektion

Biomarker Vergleichsgruppen | AUC Pat. (n) ‘ Ref.
Zytokine
CXCL10 Protein Inf vs. nolnf 0.74 80 e
CXCL10 Protein AR vs. noAR 0.74 185 &%
CXCL10 Protein AR vs. noAR 0.76 97 58
CXCL9+CXCL10 Protein AR vs. noAR 0.70 329 =
CXCL9 Protein AR vs. NnOAR 0.72 244 &
Transkriptome
Perforin, Granzym B AR vs. noAR k.a. 85 35
CD3 Epsilon, CXCL10, 18S rRNA AR vs. NOAR 0.74 485 36
CD3g, CD105, CD14, CD46,
18S rRNA TCMR vs. ABMR 0.80 84 &
CRM AR vs. HC 0.99 150 €49
13 Gen TCMR vs. noTCMR |0.92 53 39
Metabolite
3-Sialyllactose, Xanthosin + Chinolinat + X-16397
+ CD3g mRNA + IP-10 mRNA + 18S rRNA TCMR vs. noTCMR |0.93 198 87
Alanin, Zitrat, Laktat und Harnstoff AR vs. noAR 0.75 109 40
Prolin, Kynurenin, Sarcosin, Methioninsulfoxid,
Threonin, Glutamin, Phenylalanin und Alanin TCMR vs. noTCMR |0.88 57 4l
Proteine
11-Peptid Panel AR vs. HC 0.94 151 &
CD3+ extrazellulare Vesikel (iKEA) TCMR vs. noTCMR |0.84 44 &
79-Peptid Panel ABMR vs. noABMR |0.92 20 44
Alpha-1-B-Glycoprotein, Afamin, Apolipoprotein
Al, Apolipoprotein A4, Ig-Heavy-Konstante a1, Ig-
Heavy-Konstante y4, Leucin-reiches a2-
Glycoprotein 1, Alpha-1-Antitrypsin, Antithrombin
und Transferrin ABMR vs. noABMR |0.88 391 45
Scores
Q-Score: zellfreie DNA, methylierte zellfreie DNA,
Clusterin, CXCL10, Kreatinin und Gesamtprotein | AR vs. HC 0.99 364 5
Zellulare Marker

0.57-
T-Zellen AR vs. noAR 0.99 60 4
T-Zellen pro Tubulusepithelzellen AR vs. noAR 0.90 63 &9

Auswahl relevanter Veroffentlichungen. Es kénnen weitere Publikationen zu gleichen oder anderen Biomarkern
vorliegen. ABMR = Antikdrper vermittelte Rejektion; AR = akute Rejektion; AUC = Flache unter der Kurve (engl.: Area
under the curve); CRM = common rejection module; HC = gesunde Kontrollen (engl.: healthy control); Inf =
Inflammation; k.a. = keine Angabe; noABMR = keine Antikdrper vermittelte Rejektion; noAR = keine akute Rejektion;
nolnf = keine Inflammation; noTCMR = keine T-Zell vermittelte Rejektion; Pat. = Patient*innenzahl; Ref. = Referenz;
TCMR = T-Zell vermittelte Rejektion
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1.2.2.1 Zytokine

Urin-Zytokine  werden seit den frihen Nullerjahren als Biomarker flr
Nierentransplantatabstof3ungen untersucht. Der Fokus liegt vor allem auf CXC-Ligand 9
(CXCL9) und 10 (CXCL10).*®* Sie werden von proinflammatorischen Zellen und
Tubulusepithelzellen (engl. tubular epithelial cell, TEC) freigesetzt und induzieren die
Migration von zytotoxischen T-Zellen ins Transplantat.®® In der Regel werden sie mittels
enzymgebundener Immunadsorptionstests (engl.: enzyme-linked immunosorbent assay,
ELISA) nachgewiesen.3-3* Die erste Untersuchung der Zytokine in einem realistischen
klinischen Setting wurde von Hirt-Minkowski et al durchgefuhrt. Dafir wurden bei 213
Nierentransplantierten in den ersten sechs Monaten nach der Operation 362
Protokollbiopsien durchgefiihrt und die Urin-Zytokine bestimmt. CXCL10 konnte
subklinische tubulo-interstitielle Inflammation nachweisen (AUC 0.69). Innerhalb einer
Gruppe mit 80 Indikationsbiopsien liel3 sich eine Klinische tubulo-interstitielle
Inflammation ebenfalls detektieren (AUC 0.74).3! In einer Veroffentlichung von Raza et al
konnte CXCL10 unter 185 Urinproben die 96 akuten Abstofiungen mit einer Sensitivitat
von 72% und einer Spezifitat von 71% detektieren (AUC 0.74). AuRerdem berichtete die
Arbeit, dass Transplantate von Patient*innen mit niedrigen CXCL10-Spiegeln langer
tberlebten.3? CXCL10 wurde ebenfalls in einer padiatrischen Kohorte untersucht. In
dieser multizentrischen prospektiven Beobachtungsstudie konnte CXCL10 Patient*innen
mit akuter Abstof3ung von solchen ohne histologische Zeichen einer Rejektion trennen
(AUC 0.76).%2 Tinel et al. haben die diagnostische Leistung dieser Zytokine ebenfalls
untersucht und kamen zu dem Ergebnis, dass die Kombination von CXCL9 und CXCL10
Patient*innen mit einer akuten Abstollung unter mehr als dreihundert
Studienteilnehmer*innen detektieren konnte (AUC 0.70). Die Spezifitat der Marker war
jedoch begrenzt, da BK-Virus (BKV) -Infektionen oder Harnwegsinfekte ebenfalls zu
signifikanten Erhéhungen der Zytokine flihrten.*° Eine weitere Veréffentlichung bestatigte
den diagnostischen Nutzen der Zytokine mit einer AUC von 0.72 far CXCL9 und einer
AUC von 0.74 fir CXCL10.%* Je mehr Variablen in einen Biomarker einbezogen wurden,
desto praziser wurde dieser. Tinel et al. konnten ihre diagnostische Testgenauigkeit auf
eine AUC von 0.85 verbessern, indem der Biomarker um sechs weitere Variablen (Alter,
Geschlecht, GFR, DSA, Harnwegsinfekte und Viruslast des BKV im Blut) erweitert
wurde.®® Zusammenfassend lasst sich sagen, dass Zytokine aus Urinproben einen eher

unspezifischen Indikator fiir Nieren-Inflammation darstellen. Da die Zytokine bereits vor
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histologischen Veranderungen ansteigen, kbénnten sie eine wichtige Rolle als Screening-

Parameter einnehmen.!

1.2.2.2 Transkriptome

Mehrere Studien konnten unterschiedliche Formen der RNA (Ribonukleinsaure) aus
Urinproben mit AbstoRungsreaktionen in Verbindung bringen. Diese Produkte der
Proteinbiosynthese werden in der Regel mittels Polymerase-Kettenreaktion (engl.:
polymerase chain reaction, PCR) nachgewiesen.

Li et al legten 2001 den Grundstein, als sie der Frage nachgingen, ob sich Urin-
Transkriptome anbieten wirden, um eine akute AbstoBung nicht-invasiv zu
diagnostizieren. In ihrer Verdffentlichung konnte die Arbeitsgruppe darlegen, dass
Patient*innen mit akuter Abstof3ung erhéhte Werte von Perforin und Granzym B Boten-
RNA (engl.: messenger RNA, mRNA) im Urin hatten. Anhand von Perforin mRNA liel3
sich die Rejektion mit einer Sensitivitdt von 83% und Spezifitat von 83% vorhersagen.
Granzym B mRNA kam auf eine Sensitivitat von 79% und auf eine Spezifitat von 77%.3°
Suthanthiran et al haben mRNA aus Urinproben von 485 Nierentransplantierten tiber den
Zeitraum eines Jahres untersucht. Die molekulare Signatur von CD3¢ mRNA, CXCL10
MRNA und 18S ribosomaler RNA (rRNA) war im Stande Patient*innen mit einer TCMR
von Personen ohne TCMR zu unterscheiden (Sensitivitat 79%, Spezifitat 78%, AUC
0.85).3¢ Im weiteren Verlauf gelang es derselben Arbeitsgruppe mit einer Signatur aus 5
Genen (CD3¢, CD105, CD14, CD46, und 18S rRNA) Transplantate mit TCMR von
solchen mit ABMR zu unterscheiden.®’ In Biopsien aus unterschiedlichen soliden
Organtransplantaten lieBen sich weitere Gene finden, welche im Rahmen einer akuten
AbstoRung Uberexprimiert waren.>? Diese 11 common rejection module (CRM)-Gene
wurden von Sigdel et al auch in 150 Urinproben untersucht. Ein Score aus diesen CRM-
Genen konnte akute AbstofRungen von Patient*innen mit Biopsien ohne Abstol3ung mit
einer Sensitivitat von 95.35% und einer Spezifitdt von 97.78% unterscheiden. Bei
Einbezug der Diagnosen Borderline AbstoRung und BK-Virus-Nephropathie sank die
Sensitivitat hingegen auf 76.92%.%8

Ein weiterer Ansatz der Transkriptom-Analyse stellt die RNA-Sequenzierung dar. Hier

wird das gesamte Transkriptom untersucht. Patient*innen mit einer TCMR présentierten
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sich in der Biopsie und im Urin mit erhéhten Mengen an Immunzell-Traskriptomen

gegentiber solchen ohne TCMR.3°

1.2.2.3 Urin-Metabolite

Nissaisorakarn et al konnten aus 1516 Urintberstdnden von 241 Nierentransplantierten
die Metabolite 3-Sialyllactose, Xanthose, Chinolinat und X-16397 identifizieren. Die
Kombination mit der bereits erwahnten Signatur aus drei Genen von Suthanthiran et al
fihrte zu einem multi-Omics Ansatz, welcher TCMR mit einer Sensitivitat von 90% und
einer Spezifitat von 84% erkannte.3” Die Metabolite Alanin, Zitrat, Laktat und Harnstoff
erwiesen sich ebenfalls als nitzlich (AUC 0.75) in der Diagnostik von akuten
AbstoRungen.?® Blydt-Hansen et al haben 277 Urinproben von 57 padiatrischen
Patient*innen mit Protokoll- oder Indikationsbiopsien auf Metabolite untersucht. Die
Kombination aus Prolin, Kynurenin, Sarcosin, Methioninsulfoxid, Threonin, Glutamin,
Phenylalanin und Alanin war zu 83% spezifisch und sensitiv fir TCMR im Vergleich zu
Patient*innen ohne TCMR. In einer Validierungskohorte wurden TCMR und Borderline
zusammengefasst und mit Proben ohne Rejektion verglichen. Die Sensitivitat fiel dadurch
auf 65% und die Spezifitat auf 74%.4*

Auf Metaboliten basierende Signaturen waren teilweise in der Lage AbstoRungen zu
demaskieren. Ein entscheidender Nachteil besteht darin, dass meistens eine grof3e
Anzahl an Metaboliten bestimmt werden muss, um genug diagnostische Leistung zu

erreichen.

1.2.2.4 Proteomik

Sigdel et al. untersuchten die Signaturen von Urin-Proteinen bei Nierentransplantierten.
Nach einer urspringlichen Auswahl von Uber 900 Proteinen, kristallisierten sich 35
potenzielle Untersuchungsparameter heraus. Davon konnten 11 Proteine Patient*innen
mit akuter AbstoRRung identifizieren (AUC 0.94). Weitere 12 waren spezifisch fir die
chronische Transplantatnephropathie (AUC 0.99). Die BKV-Nephropathie konnte durch

12 weitere Proteine erkannt werden (AUC 0.83). Alle Proben wurden mit einer Kohorte
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aus 151 gesunden Nierentransplantierten verglichen.? In einer Veroffentlichung von Park
et al. wurden Exosome uber elektrochemische Verfahren in Urinproben untersucht. Dabei
handelt es sich um kleine Vesikel, welche sich von Zellen ablésen. Da sie aus der
lipidhaltigen Doppelmembran der Zellen entstehen, tragen sie ebenfalls
Oberflachenmolekiile. In einem explorativen Ansatz wurden die Urinproben von 15
Patient*innen mit TCMR und 15 Patient*innen ohne TCMR auf die Oberflachenmolekile
CD3, CD45, CD2, HLA-ABC und CD52 der Exosome untersucht. Eine TCMR konnte
durch CD3+ Exosome mit 92.8% Sensitivitdt und 87.5% Spezifitdt erkannt werden (AUC
0.911). Fur eine Validierungskohorte wurden 14 weitere Proben untersucht und dabei
TCMR mit 63.6% Sensitivitat und 100% Spezifitat erkannt.*3 Die Forschungsgruppe um
Kanzelmeyer et al haben an 60 padiatrischen Patient*innen das Urin-Proteom auf Marker
fur chronische ABMR untersucht. Die 79 identifizierten Proteine konnten in Kombination
mit CKD 273, einem Biomarker fir CKD, chronische ABMR mit 88% Sensitivitat und 92%
Spezifitat erkennen.** Nach ihrer Entdeckung konnten die 10 Proteine Alpha-1-B-
Glycoprotein, Afamin, Apolipoprotein A1, Apolipoprotein A4, Ig-Heavy-Konstante a1, Ig-
Heavy-Konstante vy4, Leucin-reiches a2-Glycoprotein 1, Alpha-1-Antitrypsin,
Antithrombin und Transferrin in einer Validierungskohorte mit 391 Urinproben eine ABMR
von den anderen Proben unterscheiden (AUC 0.88). Da die Spezifitdt nur bei 76% lag
wurde knapp die Hélfte aller TCMR-Proben ebenfalls als ABMR gedeutet.*®

1.2.2.5 Biomarker-Scores

Die Forschungsgruppe um Yang et al. verfolgte den Ansatz, mehrere Biomarker zu einem
Score zusammenzufigen. Fir diesen Q-Score wurden mittels Algorithmus sechs
Bestandteile (zellfreie DNA, methylierte zellfreie DNA, Clusterin, CXCL10, Kreatinin und
Gesamtprotein) in Spontanurin detektiert und nach einer Trainingsphase in zwei
Validierungskohorten bestatigt. Der Score reicht von 0 bis 100, wobei ein Wert von > 32
eine akute Rejektion anzeigt. Unter Verwendung dieses Cut-Offs konnten 94.9% aller
akuten Rejektionen mit einer Spezifitdt von 100% gegentber Patient*innen mit stabiler
Transplantatfunktion abgegrenzt werden (AUC 0.99). Eine spatere Validierung anhand
von 385 Urinproben kam zu ahnlichen Werten (AUC 0.99). Es wurden sowohl klinische

als auch subklinische akute Abstof3ungen durch den Score erkannt. TCMR und ABMR
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wurden beide ohne signifikanten Unterschied als akute Rejektion identifiziert. Eine

Trennung dieser beiden Entitaten war bis dato anhand des Scores nicht erfolgreich. 46

1.2.3 Zwischenfazit zum Status-Quo der Urinbiomarker

Wie bereits dargelegt, hat die Forschung eine Vielzahl an individuellen Biomarker-
Konzepten mit schwankender diagnostischer Leistung hervorgebracht. Alle teilen die
Limitation, dass es nicht zu Genlge gelingt die unterschiedlichen Formen der
Inflammation im Transplantat zu diskriminieren. Zudem wurden die Biomarker teilweise
an vorselektierten Patient*innen-Kollektiven erprobt. Aus diesem Grund hat noch kein
Biomarker den Schritt zur klinischen Implikation bewerkstelligt. Neue Ansétze sollen

diese Limitation beheben.

1.3 Durchflusszytometrie in der Medizin

Uber viele Jahrzehnte konnte sich die Durchflusszytometrie (DZ) als verlassliche
Analysemethode bewéhren. In der h&dmatoonkologischen Diagnostik hat die Technik
einen festen Stellenwert, um maligne Zellen im Blut zu detektieren.>® Aus Urinproben
konnten mittels Durchflusszytometrie ebenfalls spannende Erkenntnisse und potenzielle

Biomarker fur Nierenerkrankungen gewonnen werden.

1.3.1 Urin-Durchflusszytometrie

Da Zellen im Rahmen von Pathologien der Niere in den Urin Ubertreten, bietet sich dieses
Medium besonders gut an, um zellulare Biomarker fir Nierenerkrankungen zu
generieren.

Enghard et al zeigten, dass CD4+ T-Zellen aus Urinproben einen spezifischen Marker fur
die Aktivitat einer Lupusnephritis darstellen. Bei einem Cut-Off-Wert von 800 CD4+ T-
Zellen pro 100 ml Urin konnten inaktive Patient*innen klar von Patient*innen mit einer

aktiven Lupusnephritis getrennt werden (AUC 0.99).5* Patient*innen mit aktiver renaler
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Anti-Neutrophiler  cytoplasmatischer  Antikorper (ANCA)-assoziierter  Vaskulitis
prasentierten sich ebenfalls mit mehr Urin-T-Zellen als solche die in Remission waren,

nur extrarenalen Befall hatten oder gar nicht an einer ANCA-Vaskulitis erkrankt waren.>®

Die Urin-Durchflusszytometrie wurde ebenfalls als potenzielles Monitoring flr
Abstol3ungsreaktionen von Nierentransplantaten untersucht. Bereits in den frihen 90er
Jahren konnte gezeigt werden, dass die absolute Zellzahl aus Urinproben mit einer
Abstol3ung korreliert. Patient*innen mit einer stabilen Transplantatfunktion prasentierten
sich mit wenigen Zellen in ihren Urinproben. Im Falle einer akuten Rejektion waren
hingegen deutlich mehr Zellen gefunden worden, welche grof3tenteils T-Zell-
Populationen zuzuordnen waren.%® Andere Arbeitsgruppen bestatigten in den folgenden
Jahren den Nutzen der Urin-basierten Durchflusszytometrie fir das Monitoring der
Transplantatfunktion.>’%® Im Rahmen einer genaueren Untersuchung der
Aktivierungsmarker von T-Zellen mittels Durchflusszytometrie zeigten sich weitere
Biomarker zum Monitoring von AbstofRungen. Urin-T-Zellen, welche den Fas-Liganden
exprimierten, besal3en eine Sensitivitat von 91% und eine Spezifitat von 100% fur akute
Abstol3ungen. Als Vergleichsgruppen dienten Patient*innen mit Pyelonephritis,
chronischer AbstoRung, akuter Tubulusnekrose und stabiler Transplantatfunktion.*’

In einer neuen Arbeit von Goerlich et al wurden neben T-Zellen auch tubulare
Epithelzellen (TEC) im Urin mittels Durchflusszytometrie quantifiziert. Die Anzahl der
Urin-T-Zellen korrelierte mit der interstitiellen Inflammation (p = 0.0005, r = 0.70) und der
Tubulitis (p = 0.006, r = 0.58) der Nierenbiopsie. Zudem konnte eine Ratio aus T-Zellen
und TEC die Patient*innen mit Abstof3ung unter allen Nierentransplantierten mit
Transplantatverschlechterung detektieren (AUC 0.91).48

Zusammengefasst lasst sich sagen, dass das Potential der Urin-Durchflusszytometrie in

einer Vielzahl Publikation zu Tage getreten ist. Neben der breiten Verfugbarkeit

Uberzeugt das Konzept mit einer patient*innen-schonenden Umsetzung.
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1.4 Fragestellung

Wie bereits dargelegt stellt die Nachsorge von Nierentransplantierten eine
Herausforderung dar. Die Screening-Parameter Serumkreatinin und Proteinurie sind
storanfallig und unspezifisch. Die invasive Nierenbiopsie ist komplikationsbehaftet und
gibt nur eine punktuelle Aussage lber den Zustand des Nierentransplantats. Zahlreiche
Ansétze wurden erprobt, um diese Limitationen zu beheben. Kein bis dato bekannter
Biomarker vermag die einzelnen Entitaten der Rejektion zu differenzieren und sensitiv in
realistischen Patient*innen-Kollektiven zu detektieren.

Die Urin-Durchflusszytometrie hat sich mehrfach als prazise und patiente*innen-

schonende Methode zur Detektion von Nieren-Inflammationen bewiesen.

Ziel dieser Arbeit ist es, den Ansatz, dass Zellpopulationen im Urin ein potenzielles
Fenster in die Niere darstellen, weiterzuverfolgen.

Findet sich im Urin bei Nierentransplantierten mit Transplantatdysfunktion ein Subtyp der
T-Zellen, welcher als praziserer Biomarker fiir eine Abstol3ungsreaktion angewendet
werden konnte?

Um dieser Fragestellung nachzugehen, soll eine tiefere Ph&notypisierung der T-Zellen
erfolgen und mit den Ergebnissen der Nierenbiopsie verglichen werden. Die
Anwendbarkeit dieses potenziellen zellularen Biomarkers soll bei frisch

Nierentransplantierten im ersten Jahr prospektiv untersucht werden.
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2 Methodik

2.1 Chemikalien und Verbrauchsmaterialien

Tabelle 2: Chemikalien

Name

Herkunft

FcR Blocking Reagent, human

BSA

3-(N-Morpholino)propansulfonsaure (MOPS)
Imidazolidinyl urea (IU, Imidazolidinylharnstoff)
Freeze Medium (90% FCS / 10% DMSO)

Ethylendiamintetraessigsaure (EDTA) 0.5M, pH 8.0

Milteny Biotec GmbH, Bergisch Gladbach, Deutschland
Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, USA

Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland

Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, USA

DRFZ, Berlin, Deutschland

Thermo Scientific, Massachusetts, USA

Tabelle 3: Verbrauchsmaterialien

Name

Pipettenspitzen 10 pl, 200 pl, 1000 pl
Serologische Pipetten 5 ml, 10 ml, 25 ml, 50 ml
Falcons 15 ml, 50 ml

Reagiergefald 1.5 ml

FACS Tubes

CyroPure Gefalie, 1.6 ml

Pre-Separation Filters (30 um)

Herkunft

Sarstedt, Nimbrecht, Deutschland
Corning Lifesciences, Durham, NC, USA
Sarstedt, Nimbrecht, Deutschland
Sarstedt, NUmbrecht, Deutschland
Sarstedt, Nimbrecht, Deutschland
Sarstedt, Numbrecht, Deutschland

Milteny Biotec GmbH, Bergisch Gladbach, Deutschland

Tabelle 4: Puffer

Name

PBS + 0,2% BSA (sterilfiltriert)

PBS + 0,2% BSA (sterilfiltriert) + 2 mM EDTA
PBS + 0,2% BSA (sterilfiltriert) + 0,02% Azid

Perm/Wash 10X Solution

Herkunft

DRFZ, Berlin, Deutschland
DRFZ, Berlin, Deutschland
DRFZ, Berlin, Deutschland

BD, Franklin Lakes, New Jersey, USA




2.2 Antikorper

Tabelle 5: Ubersicht der verwendeten Antikérper

CD8

CD8
CD45RO
CD45
CCR7
CCRY7
HLA.DR
CD28
Cytokeratin
Vimentin
CD10
CD13
CD227
CD326
isotype ctrl
isotype ctrl
isotype ctrl

isotype ctrl

Reaktivitat
human
human
human
human
human
human
human
human
human
human
human
human
human
human
human
human
mouse
human IgG1
human IgG1

human 1gG1

Konjugat

APCeF780

PEVio770

AG4T

APC

Pe

BUV805

Bv421

BV510

BUV395

FITC

FITC

APC

PeVio770

APCVio770

PE

BV711

BV711

Pe

PeVio770

APCVio770

Isotyp

mo IgG1k
REA

mo 1gG1k
mo 1gG1k
mo lgG2ak
mo 1gG1k
mo lgG2ak
Rat, IgGla,k
mo 1gG2ak
mo IgG1k
mo 1gG1k
REA

REA

REA

REA

mo 1gG2b
mo IgG2bk
REA (1)
REA (s)

REA (1)

SK7

REA623

GN11/134D7

SK1

UCHL1

HI30

GO043H7

3D12

G46-6

CD28.2

CK3-6H5

REA409

REA877

REA263

REA448

9C4

MPC-11

REA293

REA293

REA293

Verdlnnung
100
100
2000
100
100
200
50
20
100
100
50
50
50
200
200
100
100
40
50

200

Hersteller
eBioscience
Miltenyi Biotec
DRFZ
Biolegend
Biolegend

BD

Biolegend

BD

BD

Biolegend
Miltenyi Biotec
Miltenyi Biotec
Miltenyi Biotec
Miltenyi Biotec
Miltenyi Biotec
Biolegend
Biolegend
Miltenyi Biotec
Miltenyi Biotec

Miltenyi Biotec
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2.3 Gerate und Software

Tabelle 6: Geréate und Software

Name Hersteller

FlowJo 10.7 BD, Franklin Lakes, New Jersey, USA
Rstudio 2023.06.1 Posit PBC, Massachusetts, USA

R 4.1.0 R Foundation; Wien, Osterreich
PipetBoy ACU Integra, Zizers, Schweiz

Heraeus Multifuge X3R Centrifuge Thermo Scientific, Massachusetts, USA
Heraeus Fresco 17 Centrifuge Thermo Scientific, Massachusetts, USA
Analyzer Symphony A5/ Fortessa X30 Base BD, Franklin Lakes, New Jersey, USA
Eppendorf Research plus Pipetten Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland
HERAfreeze HFU T-Series -86°C Ultratiefkiihlschrank Thermo Scientific, Massachusetts, USA
Sartorius Analysewaage 1702 Sartorius, Géttingen, Deutschland

2.4 Patient*innen
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Abbildung 3: Schematische Darstellung der Kohorten
TCMR = T-Zell-vermittelte AbstoRung; BR = Borderline-Ablehnung; ABMR = Antikdrper-vermittelte Absto3ung; noRX
= keine Rejektion; other = andere Pathologien. (modifiziert nach Grothgar et al, 2022)*
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Insgesamt wurden fur diese Studie 162 Urinproben von 126 Patient*innen in einer Quer-
und einer Langsschnittkohorte untersucht. Einzelheiten zu den Patientencharakteristika

sind in Tabelle 7 dargestellt. Abbildung 3 gibt einen Uberblick tiber die Kohorten.

2.4.1 Ethikantrag

Die Durchfuihrung dieser Studie erfolgte unter Zustimmung der Ethikkommission der
Charité (EA1/284/19). Alle Studienteilnehmer*innen gaben ihre schriftliche Einwilligung

zur Durchflihrung der Studie und spéateren Veroffentlichung der Ergebnisse.

2.4.2 Ein-und Ausschlusskriterien

Vor jeglicher Rekrutierung der Patient*innen wurden klare Ausschlusskriterien festgelegt.
Fur diese Studie ausgeschlossen wurden Minderjdhrige, Personen mit aktueller
Menstruation oder Blasenkathetern, Patient*innen mit offensichtlichen Grinden fir die
Transplantatverschlechterung wie Harnwegsinfekte oder prarenalem Nierenversagen

und Menschen mit immunsuppressiv anbehandelter Transplantatabstof3ung.

2.4.3 Querschnittkohorte

Fir eine Querschnittskohorte wurden Patient*innen mit Verschlechterung der
Transplantatfunktion und resultierender Indikation zur Nierenbiopsie eingeschlossen. Im
Zeitraum zwischen 2019 und 2021 konnten von 90 Patient*innen Urinproben gesammelt
werden. Davon waren 41 an der Nephrologie der Universitatsklinik Charité Berlin
(Campus Charité Mitte und Campus Virchow-Klinikum) und 49 an der Nephrologie der
Universitatsklink Carl Gustav Carus in Dresden, in stationarer Behandlung.

Die Proben wurden innerhalb von 72 Stunden vor der geplanten Nierenbiopsie
eingesammelt und im Verlauf mittels Durchflusszytometrie analysiert. Fragestellung an
diese Kohorte war die Korrelation von Urinzellsignaturen und den histopathologischen

Diagnosen aus der Nierenbiopsie.
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2.4.4 Langsschnittkohorte

Fur eine Langsschnittkohorte wurden Patient*innen wahrend des ersten Jahres nach
ihrer Nierentransplantation Zu festgelegten Messzeitpunkten mittels
Durchflusszytometrie auf Anzeichen einer Abstol3ung untersucht. Hierfir wurden
Urinproben jeweils einen, drei und zwolf Monate nach der Transplantation im Rahmen
von ambulanten Nachsorgeuntersuchungen an der Charité Berlin (Campus Charité Mitte)
akquiriert. Aufgrund der COVID-19 Pandemie kam es zu zahlreichen Verschiebungen
und Ausfallen der ambulanten Kontrolltermine. Zudem wurden einige Termine
telemedizinisch abgehalten. Somit konnten lediglich 9 Patient*innen die vollen drei
Urinproben abgeben. 18 Patient*innen kamen auf zwei Proben und 9 weitere
Studienteilnehmer*innen konnten lediglich einem Ambulanztermin in Prasenz
beiwohnen.

Fragestellung an die Langsschnittkohorte war die Anwendbarkeit des Biomarkers
innerhalb des ersten Jahres nach Transplantation, sowie die mégliche Vorhersage einer
Abstol3ung.
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2.45 Patient*innencharakteristika

Tabelle 7: Charakteristik aller Patient*innen

Charakteristik Langsschnitt
Anzahl 17 24 6 20 23 36
Herkunft

(BE/DD) 11/6 7117 4/2 9/11 10/13 36/0
weiblich/ 7/10 12/12 313 8/12 8/15 17/19
mannlich

Alter, 71 57 77 56,5 61 57
Mittelwert (Spw) (53-95) (34-73) (56-95) (32-89) (34-86) (32-87)
Tage nach NTX, 410 1016 2640 391 1847 1. Jahr
Median (Spw) (32-4413) (90-8272) (49-8490) (92-5415) (90-6574) Nachsorge
Lebendspende/ 2117

Leichenspende 6/11 8/18 5/1 (1x unkar) 11/12 11/25
Urinmenge ml 55 51 60 51 53 52
(Spw) (27-65) (20-69) (40-75) (35-75) (40-76) (18-70)

Charakteristika zu allen Patient*innen aus den fiunf Erkrankungsgruppen und der Langsschnittkohorte sind aufgefihrt.
BE = Berlin; DD = Dresden; Spw = Spannweite

2.5 Nierenbiopsie

In der Querschnittskohorte wurde die Zellzahl der Urinproben mit dem aktuellen
Goldstandard der AbstoRungsdiagnostik verglichen: der Nierenbiopsie. Diese wurden
von zertifizierten Nephropatholog*innen in Berlin (Institut fir Pathologie der Charité
Universitdtsmedizin Berlin) und Erlangen (Nephropathologie Universitatsklinikum
Erlangen) nach der Banff Klassifikation von 2017 und 2019 eingeteilt.?> Anhand dieser
Einteilung konnten die Proben der Patient*innen folgenden Gruppen zugewiesen werden:
Patient*innen mit histologischen Korrelaten flr eine akute oder chronische
antikdrpervermittelte Rejektion wurden der Gruppe Antibody mediated rejection (ABMR)
zugewiesen. Konnten nach Banff die Kriterien flr eine akute zellulare Abstol3ung erfllt
werden, so wurde diese Probe der Gruppe T cell mediated rejection (TCMR) zugeordnet.
Gab es hingegen Anzeichen flr eine zellulare AbstoRung, ohne dass die Kriterien einer
TCMR komplett erfiillt waren, erfolgte die Zuordnung zu borderline rejection (BR). Da es
ebenfalls durch andere Pathologien zu einer Verschlechterung der Transplantatfunktion

kommen konnte, wurden diese histopathologische Befunde in der Gruppe other
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gesammelt. Dort befanden sich Personen, bei denen es zum Beispiel aufgrund eines
Erkrankungsrezidivs oder einer de novo Glomerulonephritis des Transplantats zu einer
Verschlechterung der Filtrationsleistung kam. Liel3en sich hingegen in der Biopsie weder
Anzeichen fir eine Rejektion noch fur eine andere Erkrankung finden, so wurden diese

Patient*innen der Gruppe no rejection (noRX) zugeordnet.

2.6 Probengewinnung und -lagerung

Nach der Abgabe von circa 60 ml Mittelstrahlurin in einen herkédmmlich sterilen
Urinbecher erfolgte innerhalb von sechs Stunden die Fixation der darin vorhandenen
Zellen. Dafur wurde ein innerhalb unserer Arbeitsgruppe entwickeltes Verfahren
angewendet, welches die Zellen im Urin erfolgreich konservieren kann, ohne negative
Auswirkung auf die Durchflusszytometrie zu haben. Grundbestandteile fir diese Fixation
sind Imidazolidinylharnstoff und 3-(N-Morpholino)propansulfonsaure.®! Fixierte Urine
konnten bei 4 °C bis zu sechs Tage gelagert werden, ehe sie zentrifugiert (8 min, 600 x
g) und bei -80 °C in einer Losung aus 90 % fetalem Kalberserum (engl.: fetal calve serum,

FCS) und 10 % Dimethylsulfoxid eingefroren wurden.

2.7 Fluoreszenzmarkierung der Zellen

Zur finalen Quantifizierung der Zellzahlen in den Urinproben wurden diese vorsichtig in
PBE, einer Losung aus phosphatgepufferter Salzlosung (PBS), mit 0,2% bovinem
Serumalbumin (BSA) und 2mM Ethylendiamintetraessigsaure (engl.:
ethylenediaminetetraacetic acid, EDTA), aufgetaut und gewaschen. Nach zentrifugieren
(5 min, 600 x g) und absaugen des Uberstands wurde das zuriickgebliebene Zellpellet
resuspendiert und Uber 30 um Pre-Separation Filters (Milteny Biotec) gefiltert. Um eine
intrazellulare Farbung der TEC durchzufuhren, erfolgte durch Resuspendieren in Perm
Wash Solution (BD) eine Permeabilisierung der Zellen. In einem weiteren Schritt wurden
die Fc-Rezeptoren (FcR) der Zellen aus der Urinprobe mit FcR Blocking Reagent (human,
Miltenyi Biotech) fur 15min geblockt, um unspezifische Bindungen der Antikdrper zu

verhindern. AnschlieBend erfolgte die Zugabe Fluorochrom-gebundener Antikdrper
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gegen spezifische Zellantigene mit einer Inkubation von 15min auf Eis und unter
Lichtausschluss. Nach Ablauf der Inkubation wurden die Zellen unter Zugabe
entsprechender Puffer (PBE oder Perm Wash) gewaschen (600xg, 5min). Die Pellets

wurden anschlieRend in PBE fur die Messung am Durchflusszytometer resuspendiert.

2.8 Antigene

Zur Charakterisierung der Urinzellen wurden spezifische Oberflachenmolekiile,
sogenannte Unterscheidungsgruppen (engl.: cluster of differentiation, CD), sichtbar
gemacht und quantifiziert. Eine genaue Liste der verwendeten Antikdrper befindet sich in
Tabelle 5.

2.8.1 T-Zell Antigene

Die Analyse der T-Zellen erfolgte Gber die Antigene CD3, CD4, CD8, CD28, CD45R0,
CCR7 und HLA-DR.

CD3: CD3 ist ein Transmembranprotein aus vier Polypeptidketten und bildet einen
Komplex mit dem T-Zell-Rezeptor. Damit spielt dieses Protein eine wichtige Rolle in der

Aktivierung von T-Zellen. Dieses Antigen wird von allen T-Zellen exprimiert.

CD4: CD4 ist ein Glykoprotein, welches als Co-Rezeptor zum T-Zell-Rezeptor fungiert
und kann MHC der Klasse Il auf APCs binden. Das Antigen wird von T-Zellen,
Monozyten, Makrophagen und dendritischen Zellen ausgebildet. CD4 exprimierende T-

Zellen werden auch T-Helferzellen genannt.
CD8: Das Oberflachenprotein CD8 arbeitet als T-Zell-Co-Rezeptor fur die Erkennung von

MHC der Klasse |. Das Protein lasst sich auf natirlichen Killerzellen (NK-Zellen),

zytotoxischen T-Zellen und dendritischen Zellen nachweisen.
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CD28: CD28 findet sich auf T-Zellen und Plasmazellen. Das Membranprotein bindet
CD80 und CD86 der APCs und ist damit als Co-Stimulator an der Aktivierung von T-
Zellen beteiligt.

CD45R0: Das Antigen CD45RO st die kurze Isoform der Rezeptor-Typ Tyrosin-
Proteinphosphatase C (PTPRC, synonym CD45). Uber diesen Marker werden
Gedachtnis-T-Zellen und Effektor-T-Zellen erkannt. Naive T-Zellen exprimieren an Stelle
von CD45R0 die langere Isoform CD45RA.

CCRT7: Der C-C Chemokin-Rezeptor Typ 7 (CCR7, synonym CD197) ist ein G-Protein-
gekoppelter Rezeptor und wird von den CC-Chemokinen CCL19 und CCL21 gebunden.
Wird CCR7 von Chemokinen gebunden, so erfolgt eine Aktivierung von B- und T-Zellen
mit resultierender Wanderbewegung in sekundar lymphatische Gewebe. Dendritische

Zellen exprimieren das Antigen ebenfalls.

HLA-DR: Unter den humanen Leukozytenantigene (HLA) versteht man eine Gruppe von
individuellen Antigenen, welche dem Immunsystem bei der Erkennung von selbst und
fremd helfen. Dieses HLA-System wird auch als Haupthistokompatibilitatskomplex (engl.
Major Histocompatibility Complex, MHC) bezeichnet. Der Isotyp DR (HLA-DR) gehort zu
MHC Klasse Il und wird von APCs (Makrophagen, dendritische Zellen, B-Zellen)
verwendet, um fremde Proteine an den T-Zell-Rezeptor zu prasentieren. Zudem zeigt

HLA-DR auf T-Zellen eine Aktivierung dieser Zellen an.?

Basierend auf den Markern CCR7 und CD45RO koénnen die T-Zellen in vier
Subpopulationen eingeteilt werden. Naive T-Zellen (TNV) sind CCR7+CDA45RO-.
Gedachtnis-T-Zellen hingegen exprimieren CD45RO. Sie lassen sich Uber die
Expression von CCR7 nochmals in Effektor-Gedachtnis-T-Zellen (engl.: effector memory
T cells, TEM, CCR7-CD45R0O+) und zentrale Gedachtnis-T-Zellen (engl.: central memory
T cells, TCM, CCR7+ CD45R0+) unterteilen. Zuletzt werden noch Effektor-Gedéachtnis-
Zellen die CD45RA reexprimieren durch CCR7-CD45R0O- charakterisiert (engl.: effector
memory re-expressing CD45RA, TEMRA).53 Ein Uberblick der Populationen lasst sich
der Abbildung 4 A5 entnehmen.
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2.8.2 TEC-Antigene

Zur Untersuchung der TEC war neben einer Farbung der Oberflachenmolekiile CD10,
CD13, CD227 und CD326, auch eine intrazellulare Markierung der Strukturproteine

Zytokeratin und Vimentin notwendig.

CD10: Bei der membrangebundenen Metalloprotease Neprilysin (synonym CD10)
handelt es sich um ein Enzym, welches in einer Vielzahl von Immunzellen und Geweben
exprimiert wird. Dieses Enzym findet sich vor allem in Zellen der Niere, wie den

proximalen TEC.54

CD13: Die Alanin-Aminopeptidase (synonym CD13) hydrolysiert unterschiedliche

Peptide und wird unter anderem von Epithelzellen der Niere gebildet.

CD227: Das Glykoprotein Mucin-1 (synonym CD227) befindet sich an der Zelloberflache

von distalen TEC und bildet Mucin zum Schutz vor Pathogenen.

CD326: CD326 (synonym EpCAM) ist ein transmembranes Glykoprotein, welches
Epithelzellen der Zelladh&sion dient. Es kann ebenfalls auf entarteten Zellen

nachgewiesen werden.

Zytokeratin: Zytokeratine sind Intermediarfilamente des Zytoskeletts von Epithelzellen

und befinden sich intrazellular.

Vimentin: Das Intermediarfilament Vimentin befindet sich im Zytoskelett von Zellen

mesenchymalen Ursprungs. Damit sollte es in Epithelzelle nicht nachweisbar sein.

Da die Autofluoreszenz eine Herausforderung der Urin- Durchflusszytometrie darstellen
kann, wurden stets Isotyp-Kontrollen mitgefiihrt (siehe Abbildung 4: A5, A6, B2 und
B3). Dadurch liel3 sich eine unspezifische Fluoreszenz von den Signalen der gefarbten

Oberflachenmolekiile unterscheiden.
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2.9 Messung und Auswertung

Die Analyse der Proben erfolgte im Anschluss an die Antikdrper-Inkubation mittels
Durchflusszytometrie an einem FACSymphonyTM A5 Cell Analyzer (BD). Innerhalb
dieses Durchflusszytometers wird ein feiner Flussigkeitsstrom erzeugt, welcher die Zellen
einzeln in einer Rohre an verschiedenen Lasern vorbeileitet. Wahrend der Passage
erzeugt jede Zelle ein Streulicht und ein Fluoreszenzsignal. Diese Informationen werden
von Detektoren verarbeitet. Uber das Vorwartsstreulicht (forward scatter, FSC) kann ein
Ruckschluss auf die GroRRe einer Zelle getroffen werden. Das Seitwartsstreulicht (side
scatter, SSC) entsteht durch Brechung des Lichts im rechten Winkel zum Laserstrahl. Je
starker die Granularitat einer Zelle, desto starker wird das Licht in diesem Winkel
gebrochen. Die gewonnenen Informationen werden als zweidimensionale
Streudiagramme dargestellt, welche bereits eine Unterteilung der Immunzellen erlauben.
Wahrend Lymphozyten klein sind und kaum Granularitat besitzen, sind Granulozyten, wie
ihr Name erahnen lasst, stark granular und grof3er. Sie haben im FSC und SSC-Kanal
ein starkeres Signal, wodurch ihre Population an einer anderen Stelle im Streudiagramm

liegt als die der Lymphozyten.

Die bereits mit Fluorochromen verkntpften Antikorper binden spezifisch an dazugehérige
Oberflachenmolekile. Jedes Oberflachenmolekull, welches nun von einem Antikorper
gebunden wurde, kann im Durchflusszytometer durch einen anregenden Laser Uber sein
Fluorochrom sichtbar gemacht werden. Das ist mdglich, indem die angeregten
Fluorochrome Licht in einer bestimmten Wellenlange emittieren, welches von einem
Detektor verarbeitet wird. In modernen Durchflusszytometern lassen sich mittlerweile
viele unterschiedliche Oberflaichenmolekiile gleichzeitig untersuchen. Fur dieses Prinzip
werden mehrere Laser in Reihe geschaltet. Zudem wird das emittierte Licht der
Fluorochrome uber Filter auf unterschiedliche Detektoren verteilt. Jeder Detektor erzeugt
daraufhin einen Signalkanal, welcher sich auf eine Achse der zweidimensionalen

Streudiagramme legen lasst.%°

Werden in einem Durchflusszytometer nun Zellen gemessen, welche ein bestimmtes
Oberflachenmolekiil stark ausgepragt haben und von ihrem passenden Antikdrper mit
Fluorochrom gebunden wurden, dann erzeugen diese Zellen im Kanal, der zur

Wellenldnge des emittierten Lichts des Fluorochroms passt, ein starkes Signal. Grafisch
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wurden diese Zellen als Punkte weiter oben auf der Skala angezeigt. Wird das
Durchflusszytometer  hingegen von Zellen durchwandert, welche dieses
Oberflachenmolekdl nicht besitzen, so werden diese Zellen im gleichen Kanal nahe dem

Nullpunkt der Skala angezeigt.

Fir diese Arbeit wurde die Software FlowJo 10.7 (BD Biosciences) zur Auswertung
angewendet. Uber das oben beschriebene Prinzip ist es mdglich mittels sogenanntem
.Fenstern“ (engl.: gating) Populationen innerhalb eines Streugitters zu definieren und
diese zu quantifizieren. Uber immer tiefere Selektion der Zellen entstehen Stammbaume.
Da stets alle Zellen aus einer Urinprobe analysiert wurden und das Volumen der
Urinprobe vorher bekannt war, konnte die Zellzahl auf 100 ml Urin hochgerechnet
werden. Somit war es mdoglich die Zellzahl der einzelnen Populationen unter den

jeweiligen Proben untereinander zu vergleichen.

Abbildung 4 Al1-6 zeigt die Gating-Strategie fur Urin-T-Zellen. In einem ersten Schritt
wurden anhand von Granularitat (SSC-A) und Groéfe (FSC-A) die Lymphozyten
lokalisiert. Diese wurden in einem nachsten Schritt um zusammenklebende Zellen
(Dubletten) bereinigt. Die zuriickgebliebenen Zellen wurde auf das Exprimieren des
Oberflachenmarkers CD3 untersucht. Alle Zellen mit Nachweis fur CD3, wurden
daraufhin auf die Marker CD4 und CDS8 untersucht. Entstandene Subpopulationen
wurden anschlielend auf weitere Marker (CCR7, CD45RO, HLA-DR und CD28)
untersucht. Die Analyse der TEC ist in Abbildung 4 B1-3 dargestellt. Zuerst wurden die
Zellen mit Signal fur Zytokeratin selektiert. Diese wurden anschlie3en jeweils auf Marker
distaler TEC (CD227, CD326) und Marker proximaler TEC (CD10, CD13) untersucht. Die
hellblauen Zellpopulationen in Abbildung 4 A5, A6, B2 und B3 stellen Isotypkontrollen
dar. Die roten Populationen sind die Proben mit der auszuwertenden

Antikbpermarkierung.
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Abbildung 4: Gating-Strategie

T-Zell- (A) und TEC-Gating (B) schrittweise dargestellt. Isotypkontrollen in hellblau stehen vollen Farbungen in rot
gegenuber. SSC = side scatter; FSC = forward scatter; TNV = naive T-Zellen; TEM = Effektor-T-Gedachtnis-Zellen;
TCM = zentrale T-Gedachtnis-Zellen; TEMRA = T-Zellen mit CD45RA-Re-Expression. (modifiziert nach Grothgar et al,
2022)t

2.10 Statistische Auswertung

Die statistische Auswertung und graphische Darstellung der erhobenen Datensatze

erfolgten mittels R (Version 4.1.0). Um auf signifikante Unterschiede der Zellzahlen
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zwischen einzelnen Gruppen zu testen, wurde der nichtparametrische Rangtest nach
Mann-Whitney angewendet. Hierfur wurden p-Werte < 0.5 als signifikant angesehen. Zur
genaueren Analyse der diagnostischen Vorhersagekraft spezifischer Zell-Subgruppen
wurden Receiver-Operating-Characteristic (ROC)-Kurven mit dazugehoriger Flache
unter der Kurve (engl.: area under the curve, AUC) errechnet.

Fur die Analyse der drei abhangigen Stichproben aus der Longitudinalkohorte, wurde der
nicht-parametrische Friedman-Test verwendet.

Da es sich bei dieser Arbeit um einen explorativen Ansatz handelt, wurde, aul3er fir den

Friedman-Test, auf eine Bonferroni-Korrektur fir multiples Testen verzichtet.
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3 Ergebnisse

3.1 Biopsie-Ergebnisse

Um die quantitativen Unterschiede von T-Zellen und TEC im Urin von
Nierentransplantierten mit Verdacht auf eine Abstol3ung vergleichen zu kénnen, wurden
die Patient*tinnen in funf unterschiedliche Gruppen eingeteilt. Grundlage fir diese
Einteilung war die histopathologische Diagnose der Nierenbiopsie.

Von den Proben dieser Querschnittskohorte wurden 17 Patient*innen mit TCMR
diagnostiziert, 24 Patient*innen mit BR, 6 Patient*innen mit ABMR, 20 Patient*innen mit
noRX und 23 Patient*innen prasentierten sich mit einer Biopsie, die andere Pathologien

zeigte (other).

Querschnittskohorte
(n=90)
TCMR BR ABMR Other noRX
(n=17) (n=24) (n=6) (n=23) (n=20)

Abbildung 5: Biopsie-Ergebnisse der Querschnittskohorte
TCMR = T-Zell-vermittelte AbstoRung; BR = Borderline-Ablehnung; ABMR = Antikdrper-vermittelte Absto3ung; noRX
= keine Rejektion; other = andere Pathologien

3.2 Nierentransplantierte préasentieren sich mit unterschiedlichen

Verteilungsmustern der Zellpopulationen im Urin

Der Stack-Plot aus Abbildung 6A zeigt, dass sich die durchschnittliche Gesamtzellzahl
zwischen den einzelnen Gruppen unterscheidet.

Wurde in der Biopsie eine TCMR diagnostiziert, lagen die meisten Zellen pro 100 ml Urin
vor (Mittelwert: 26.061 Zellen / 100 ml Urin). Hingegen zeigten Patient*innen ohne eine
AbstoRungsreaktion die geringste absolute Zellzahl pro 100 ml Urin (Mittelwert: 2.743
Zellen / 100 ml Urin). Die Diagnose ABMR prasentierte sich ebenfalls mit einer geringen
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absoluten Zellzahl (Mittelwert: 3.653 Zellen / 100 ml Urin). Die Gruppen BR und other
lagen bei den absoluten Zellzahlen im Mittelfeld (Mittelwert BR: 7.835 Zellen / 100 ml
Urin; Mittelwert other: 8.673 Zellen / 100 ml Urin).

A
TCMR 1 26061
BR-
ABMR -
noRX 1 - 2743
0 10000 20000
Zellzahl / 100 ml Urin
B TCMR ABMR
‘
noRX other
4% 3 8% Population
CD3+/CD4+
CD3+/CD8+
distal TEC
proximal TEC

Abbildung 6: Verteilungsmuster der Urinzellen bei Querschnittskohorte

Durch Durchflusszytometrie aufgezeichnete absolute Zellzahlen bei Patienten, die sich aufgrund einer
Transplantatverschlechterung einer Nierenbiopsie unterzogen. (A) Stack-Plot fur Populations-Anteile. Jeder Stapel
veranschaulicht die mittlere absolute Zellzahl pro Population in jeder Gruppe. (B) Kuchendiagramme, welche die
Zusammensetzung von Urin-Zellen pro Gruppe darstellen. TCMR = T-Zell-vermittelte AbstolRung; BR = Borderline-
Rejektion; ABMR = Antikdrper-vermittelte AbstoBung; noRX = keine Rejektion; other = andere Pathologien; TEC =
Tubulusepithelzellen. (modifiziert nach Grothgar et al, 2022)*
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Die dargestellten Kuchendiagramme verdeutlichen, dass die funf Gruppen ebenfalls eine
unterschiedliche Zusammensetzung der Zellen im Urin besitzen (Abb. 6B). Wahrend die
Urinproben der Proband*innen aus den Gruppen BR, other und noRX einen geringen
Anteil an T-Zellen enthielten (kumulativer Anteil der CD4+ und CD8+: BR = 7%, other =
13%, noRX 7%), wiesen die Gruppen TCMR und ABMR einen erhéhten Anteil an T-
Zellen auf (kumulativer Anteil der CD4+ und CD8+: TCMR = 46%; ABMR = 40%). Der
Anteil an T-Zellen bei Patient*innen mit TCMR hatte ein Ubergewicht an CD8+ T-Zellen
(CD4+ vs. CD8+: 17% vs. 29%). Die Gruppe ABMR hatte hingegen mehr CD4+ T-Zellen
als CD8+- T-Zellen (CD4+ vs. CD8+: 23% vs. 17%). Die im Urin quantifizierten Zellen
von Patient*innen mit BR, other oder noRX wurden grof3tenteils als distale TEC
charakterisiert (BR = 88%, other = 80%, noRX = 85%). Die proximalen TEC
unterschieden sich in ihrem Anteil unter den Gruppen nur gering (3-8 %).

3.3 T-Zell-Populationen unterscheiden sich signifikant in Nierentransplantierten

mit AbstoBungsreaktion

In einem nachsten Schritt wurde untersucht, ob sich durch einzelne Zellpopulationen aus
dem Urin Patient*innen mit Abstol3ungsreaktionen identifizieren lie3en. Die Boxplots in
Abbildung 7A zeigen, dass Patient*innen mit TCMR signifikant mehr CD8+ T-Zellen im
Urin hatten als Patient*innen der anderen vier Gruppen (TCMR vs. BR: p = 0.000019;
TCMR vs. ABMR: p = 0.0158; TCMR vs. noRX: p = 0.0000045, TCMR vs. other: p =
0.0021). Ahnliche Ergebnisse zeigten sich beim Vergleich der CD4+ T-Zellen (TCMR vs.
BR: p =0.00039; TCMR vs. ABMR: p = 0.04226; TCMR vs. noRX: p = 0.000003; TCMR
vs. other: p = 0.00353).

Vergleicht man die absoluten Zellzahlen der proximalen TEC zwischen den Gruppen so
lieRen sich nur noRX mit signifikant weniger proximalen TEC von der Biopsie-Gruppe
TCMR trennen (p = 0.041). Die Analyse der distalen TEC kam zu einem &ahnlichen
Ergebnis (TCMR vs. noRX: p =0.0015). Weder proximale TEC noch distale TEC zeigten
bei BR, other und ABMR einen signifikanten quantitativen Unterschied zu TCMR (Abb.
7B).
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Abbildung 7: Boxplots fiir Zellzahlen von T-Zellen und TEC in Biopsie-Gruppen

(A) CD4+- und CD8+-T-Zellzahlen pro 100 ml Urin, gezeigt fir verschiedene Biopsie-Gruppen. (B) Proximale und
distale TEC pro 100 ml Urin, gezeigt fiir verschiedene Biopsie-Gruppen. Signifikanzniveaus weisen auf einen Vergleich
mit TCMR hin; ns = nicht signifikant; * p < 0,05; ** p < 0,01; *** p < 0,001; **** p < 0,0001 (modifiziert nach Grothgar et

al, 2022)*

3.4 CD8+ T-Zellen eignen sich zur Vorhersage einer TCMR

Wie bereits dargelegt, prasentierten sich die einzelnen Erkrankungsgruppen innerhalb
der Querschnittskohorte mit unterschiedlichen Verteilungsmustern der Zellen im Urin.
Abschnitt 3.3 legte zudem dar, dass die T-Zellen ein grof3es Potential besitzen, um
Nierentransplantierte mit zellularer AbstoRung zu identifizieren. Daher wurde in einer

Folgeanalyse nach einem Subtyp der T-Zellen gesucht, mit welchem sich die

AbstoRungsreaktion noch praziser detektieren liel3.
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Abbildung 8: Tiefe Ph&notypisierung der T-Zell-Populationen

Unterschiedliche T-Zell-Phéanotypen diskriminieren die Biopsie-Gruppen der Querschnittkohorte. Signifikanzniveaus
weisen auf einen Vergleich mit TCMR hin. TNV = naive T-Zellen; TEM = Effektor-T-Gedachtnis-Zellen; TCM = zentrale
T-Gedachtnis-Zellen; ns = nicht signifikant; * p < 0,05; ** p < 0,01; *** p < 0,001; **** p < 0,0001.(modifiziert nach
Grothgar et al, 2022)*
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Da CD8+ T-Zellen in jedem Vergleich besser abschnitten als CD4+ T-Zellen, soll aus
Ubersichtsgriinden der Fokus der Ergebnisprasentation auf dieser Subpopulation liegen.
Nichtsdestotrotz sind alle charakterisierten Zelltypen in Abbildung 8 dargestelit.

Die CD8+ TEM konnten Patienttinnen mit einer TCMR von anderen Patient*innen
unterscheiden (TCMR vs. BR: p = 0.0000043; TCMR vs. ABMR: p = 0.01058; TCMR vs.
noRX: p = 0.00000014, TCMR vs. other: p = 0.00042). Ahnliche Ergebnisse zeigten sich
fir CD8+ TCM (TCMR vs. BR: p = 0.0000076; TCMR vs. ABMR: p = 0.027; TCMR vs.
noRX: p =0.0000046, TCMR vs. other: p = 0.0014). CD8+ TNV erwiesen sich als weniger
hilfreich um Abstof3ungen zu detektieren (TCMR vs. BR: p = 0.00094; TCMR vs. ABMR:
p =0.244; TCMR vs. noRX: p = 0.019, TCMR vs. other: p = 0.066). Alle T-Zellen wurden
zudem auf die Aktivierungsmarker CD28 und HLA-DR untersucht. Die CD8+HLA-DR+ T-
Zellen in Abbildung 8l erreichten die beste Trennung der einzelnen Gruppen zu TCMR
(TCMR vs. BR: p = 0.0000016; TCMR vs. ABMR: p = 0.0025; TCMR vs. noRX: p =
0.000000074, TCMR vs. other: p = 0.00015).

3.5 CD8+HLA-DR+ T-Zellen und CD8+ TEM stellen vielversprechenden Biomarker

dar

Unter den Subtypen gelang es den CD8+ TEM und den CD8+HLA-DR+ T-Zellen die
Biopsie-Gruppe TCMR am deutlichsten von allen anderen Gruppen zu trennen. Da das
primare Ziel auf der Vorhersage einer TCMR lag, wurden die Gruppen BR, ABMR, noRX
und others zu noTCMR zusammengefasst. Abbildung 9 zeigt, dass die Anzahl der
CD8+HLA-DR+ T-Zellen / 100 ml Urin in der Gruppe TCMR signifikant hoher war als in
der Gruppe noTCMR (noTCMR = BR+ABMR+noRX+others; n=73, TCMR vs. noTCMR:
p = 0.000000014). TEM konnten die Gruppen ahnlich gut unterscheiden (p =
0.000000071).

Um das diagnostische Potential dieses potenziellen Biomarkers zur Vorhersage einer
TCMR zu erdrtern, wurde eine ROC-Kurve errechnet. Die daraus abgeleitet AUC fir
CD8+ TEM und CD8+HLA-DR+ T-Zellen zur Vorhersage einer TCMR unter allen
Patient*innen der Kohorte lag jeweils bei 0.89 und 0.91. Da HLA-DR+ sich als bester
Biomarker erwies, wurde flr ihn ein optimaler Cut-Off Wert zur Diskriminierung zwischen
TCMR und noTCMR mit einer Spezifitat von 95.89 % und einer Sensitivitat von 76.47 %
bei 263 Zellen / 100 ml Urin identifiziert.
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Abbildung 9: Diagnostische Leistung der T-Zell Subtypen HLA-DR und TEM

(A) Boxplots mit absoluten Zellzahlen fiir die zwei Subtypen beim Vergleich von TCMR vs noTCMR. (B) ROC-Kurven
der potenziellen Biomarker. Représentative Streudiagramme der Auswertung einer Probe mit TCMR (C) und noRX
(D). Die blaue Wolke repréasentiert die Isotypkontrolle, wahrend die rote Wolke die volle Farbung der Zellen abbildet.
TNV = naive T-Zellen; TEM = Effektor-T-Gedachtnis-Zellen; TCM = zentrale T-Gedachtnis-Zellen; TEMRA = T-Zellen
mit CD45RA-Re-Expression. TCMR = T-Zell vermittelte AbstoBung, noRX = keine Absto3ung.; **** p < 0,0001.
(modifiziert nach Grothgar et al, 2022)*

3.6 CD8+HLA-DR+ Zellen im Urin fallen bei frisch Transplantierten im ersten Jahr
unter Cut-Off fur TCMR

Die initiale postoperative Phase nach Transplantation wirkt sich durch schwankende
Immunsuppression, Infekte und Komplikationen im ableitenden Harnsystem auf die
Urinzellsignatur aus. Um herauszufinden, ab wann eine belastbare Aussage Uber eine
TCMR mittels Urin-Durchflusszytometrie getroffen werden kann, wurde ebenfalls eine
Kohorte von frisch Nierentransplantierten innerhalb des ersten Jahres untersucht.

Dafur wurde der Urin dieser Patient*innen zu festen Messzeitpunkten analysiert.

Es wurden drei Messzeitpunkte nach NTX festgelegt:
- 1.: einen Monat nach NTX mit 9 erfolgten Proben
- 2.:drei Monate nach NTX mit 27 erfolgten Proben
- 3.: zwolf Monate nach NTX mit 36 erfolgten Proben
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Innerhalb der Langzeitkohorte wurde nur eine AbstofRungsreaktion beobachtet. Von
einem Vergleich der Zellguantititen zwischen Patientinnen mit stabiler
Transplantatfunktion und solchen mit Rejektion wurde aufgrund der geringen
Rejektionszahl abgesehen. Die Kohorte wurde nach Ausschluss des Rejektions-Falls als
Kollektiv mit stabiler Transplantatfunktion angesehen.

Diese war definiert worden als Gruppe mit stabilem Serumkreatinin (Schwankungen <
25%) oder Kreatinin-Abfall im Rahmen der ambulanten Nachsorge. Zudem durfte es nicht
zu einer stationaren Aufnahme durch nephrologische oder transplantatverwandte

Ursachen gekommen sein.
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Abbildung 10: Zeitlicher Verlauf der Zellzahlen bei stabilen Nierentransplantierten

Zellzahl Uber die ersten 12 Monate nach Transplantation. Mediane pro Messzeitpunkt sind jeweils mit blauer Linie
verbunden. (E) Cut-off fir Biomarker als schwarze gestrichelte Linie dargestellt. NTX= Nierentransplantation; TEC =
Tubulusepithelzelle; ns = nicht signifikant; * p < 0,05 (modifiziert nach Grothgar et al, 2022)*

In Abbildung 10 sind die zeitlichen Verlaufe der Zellpopulationen Uber die drei
Messzeitpunkte dargestellt. Die Anzahl der Messungen pro Zeitpunkt variiert. Die
mediane Zellzahl pro Messzeitpunkt ist als Linie dargestellt. Ein signifikanter Riickgang

der CD8+HLA-DR+ T-Zellen bei stabilen Nierentransplantierten lie3 sich nach zwolf
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Monaten zeigen (p = 0.027) und ist in Abbildung 10E dargestellt. Die absolute Zellzahl
der distalen TEC / 100 ml Urin war ebenfalls nach zwolf Monaten signifikant gesunken
(Abb. 10D; p = 0.032). Die tendenzielle Abnahme der absoluten Zellzahl in den weiteren
Verlaufsmessungen war statistisch nicht signifikant.

Unter Anwendung des definierten Cut-Off Wertes von 263 CD3+CD8+-HLA-DR+ T-
Zellen /100 ml Urin lagen nach drei Monaten 81.5 % (22 von 27) und nach zwolf Monaten
bereits 91.4 % (32 von 35) der Patient*innen mit stabiler Transplantatfunktion unter dem
Wert zur Vorhersage einer TCMR (Abb. 10E)

In einer weiteren Analyse der longitudinalen Urinzell-Werte wurden nur die 9
Patient*innen  betrachtet, welche alle drei Urinproben abgegeben hatten.
Zusammengehorige Patient*innen-Proben sind mit Linien verbunden. Hier zeigt
Abbildung 11, dass die Anzahl der CD8+ T-Zellen im Urin von stabilen
Nierentransplantierten (iber den Zeitraum von 12 Monaten signifikant abnimmt (x?(2) =
9.31, p = 0.0095). Zudem lagen nach 12 Monaten alle stabilen Patient*innen unter dem
Cut-Off-Wert von 263 CD3+CD8+-HLA-DR+ T-Zellen / 100 ml Urin.
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Abbildung 11: Patient*innen mit vollstandigem Follow-up Gber 12 Monate

Zellzahl Uber die ersten 12 Monate nach Transplantation. Patient*innenproben mit vollstdéndigem

Follow-up sind jeweils verbunden. (E) Cut-off flir Biomarker als schwarze gestrichelte Linie dargestellt. NTX=
Nierentransplantation; TEC = Tubulusepithelzelle; ns = nicht signifikant; *p < 0,05 (modifiziert nach Grothgar et al,
2022)*
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4 Diskussion

Diese Arbeit konnte mittels Durchflusszytometrie das Potential von Urinzellen fir das
Monitoring von Nierentransplantierten in einem multizentrischen Untersuchungsaufbau
bestatigen. T-Zellen und ihre Subpopulationen konnten zellulare Absto3ungsprozesse
prézise von Patient*innen ohne Rejektion abgrenzen. Mit CD8+HLA-DR+ T-Zellen wurde
ein Zelltyp beschrieben, welcher TCMR spezifisch von allen anderen Formen der
Transplantatdysfunktion trennt. TEC konnten als potenzieller Schadensmarker nur
bedingten Mehrwert flur das Monitoring von Nierentransplantierten beitragen.
Transplantierte mit stabiler Nierenfunktion wiesen eine geringe Zellzahl auf, welche sich

unter einem fir TCMR definierten Cut-Off befanden.

4.1 Zellsignaturen im Urin unterscheiden AbstoBungstypen

Die Urin-Zellsignaturen der Nierentransplantierten decken sich mit der Annahme, dass
akut inflammatorische Prozesse einen vermehrten Schaden von Nierengewebe
hervorrufen, sodass einzelne Immun- und Parenchymzellen daraufhin Uber das tubulére
System in den Urin gelangen.'> TEC konnen im Urin als Schadensmarker gesehen
werden und T-Zellen als Zeichen fir Inflammation. So prasentierten sich Patient*innen
mit einer TCMR durchschnittlich mit den meisten Zellen und die Gruppe noRX wies die
geringste absolute Zellzahl im Urin auf. Die ABMR gliedert sich ebenfalls in dieses
Konstrukt ein. Da die humoralen Prozesse in der Regel chronisch, langsam und eher
gefalnah im Transplantat stattfinden, waren wenig Zellen im Urin detektiert worden.?° In
Abgrenzung zu noRX findet jedoch ein inflammatorischer Prozess statt. Dies spiegelte
ein deutlich erhohter Anteil von T-Zellen wahrend einer ABMR im Vergleich zu einer noRX
wider. Eine nicht-immunologische Ursache fur die Transplantatdysfunktion in der Gruppe
noRX konnte die Nephrotoxizitat der Calcineurin-Inhibitoren dargestellt haben. Sie ist
eine bekannte Komplikation der Immunsuppression bei Nierentransplantierten und stellte
eine wichtige Differentialdiagnose zur Rejektion dar.®® Die Abundanz der T-Zellen bei der
Gruppe TCMR passt ebenfalls in die Hypothese, dass die T-Zellen Treiber des

Pathomechanismus sind. Da die BR eine Vorstufe zu TCMR darstellt, passt auch ihre
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Zellsignatur in die Hypothese. Die Urinproben wiesen deutlich mehr Zellen auf, als bei
Patient*innen mit noRX, aber nicht so viele wie bei der Gruppe TCMR.%’

Das verschobene Verhaltnis von CD4+ und CD8+ T Zellen zugunsten der zytotoxischen
T Zellen bei Patient*innen mit TCMR spiegelt vermutlich diesen Zelltyp als Treiber der
AbstoRung wider. Eine ahnliche Annahme lasst sich fiir den T-Helferzell-Uberschuss im
Urin bei der Gruppe ABMR machen. Die CD4+ T-Zellen spielen bei der humoralen
Immunantwort eine wichtige Rolle, da sie B-Zellen tber Zytokine aktivieren.*®

In der Gruppe other waren ebenfalls deutlich mehr Zellen quantifiziert worden als bei den
Patient*innen mit noRX. Eine Erklarung hierfir wére, dass sich diese Patient*innen
ebenfalls durch inflammatorische Prozesse (de-novo oder Rekurrenz der
Grunderkrankung) mit einer Transplantatverschlechterung prasentierten.® Damit stellen
sie fur einen Biomarker, welcher lediglich unspezifische Inflammation detektiert, eine

Herausforderung dar.

4.2 T-Zellen aus dem Urin als Produkt renaler Inflammation

Die Zahl der T-Zellen im Urin von Nierentransplantierten mit Transplantatdysfunktion
variierte in dieser Arbeit. Patient*innen mit Abstof3ungsreaktion prasentierten sich mit
signifikant mehr CD4+ und CD8+ T-Zellen als Personen ohne Absto3ung. Diese
Beobachtung ist in einigen Publikationen vorbeschrieben.>6-5°

Passend dazu konnte die Arbeit von Goerlich et al eine Korrelation der histologischen
Kriterien fur AbstoBungsreaktionen nach Banff und der Zellquantitaten in Urinproben
darlegen. Die Auspragungen von Tubulitis und interstitieller Inflammation, welche beide
die Saulen der histologischen Diagnose fiir eine TCMR in den Banff-Kriterien darstellen,
spiegelte sich in der Menge an T-Zell in den Urinproben wieder. Andere Studien konnten
diese Korrelation aus Immunsignaturen und Histologie ebenfalls bestatigen.31:3841

Die Hypothese, dass die gemessenen Zellen renalen Ursprungs sind, wird durch mehrere
Vero6ffentlichungen gestiitzt. CXCR3+ T-Zellen waren bei Patient*innen mit
Lupusnephritis in renalen Gewebeproben erhoht. Parallel zur Biopsie wurde bei den
Patient*innen auch eine durchflusszytometrische Analyse der Urinproben durchgefihrt.
Hier konnten die CXCR3+ T-Zellen, welche die Aktivitdt der Nephritis widerspiegeln,
ebenfalls nachgewiesen werden.®® In einer anderen Veroffentlichung haben wir

Transkriptome aus Urinproben und Nierenbiopsien bei Patient*innen mit akuten
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Nierenschaden verglichen. Die Urin-Transkriptome reflektierten den Nierenschaden,

welcher ebenfalls in der Nierenbiopsie erkenntlich war.5°

Vorarbeiten und die Ergebnisse dieser Studie legen nahe, dass die T-Zellen aus den
Urinproben nicht nur ein unspezifisches Produkt sind, sondern sich klar auf den
pathologischen renalen Prozess zurtickfihren lassen. Sie stellen damit ein Fenster in die
Niere dar. Ihre Limitation besteht jedoch darin, dass sie die unterschiedlichen Atiologien
der Inflammation nicht immer unterscheiden kénnen.*® Eine genauere Phanotypisierung
der Zellen koénnte die Spezifitat der Biomarker verbessern. Es ist zudem davon
auszugehen, dass ein tieferes Verstandnis der krankheitstreibenden Zellen neue Turen

fur die Behandlung von Nierentransplantierte 6ffnen wirde.

4.3 CD8+HLA-DR+ T-Zellen als Treiber der Immunreaktion

Den CD8+HLA-DR+ T-Zellen gelang es in dieser Arbeit am deutlichsten, die TCMR unter
allen Patient*innen mit Transplantatverschlechterung hervorzuheben. Der Subtyp wurde
bereits von anderen Arbeitsgruppen als potenzieller Biomarker fur akute
AbstolRungsprozesse beschrieben.4”57

In der Regel findet die Expression von MHC-Molekiilen der Klasse Il, zu denen auch HLA-
DR gehort, primar auf APCs statt.

T-Zellen kbnnen selbst auch HLA-DR exprimieren. Diese Expression findet erst 3-5 Tage
nach der initialen Aktivierung statt. Die Ubersichtsarbeit von Holling et al berichtete, dass
die Expression mit einem negativen Ruckkopplungsmechanismus der T-Zellen in
Zusammenhang zu bringen ist. Sie beschrieben, dass die MHC der Klasse Il andere
CD4+ T-Zellen herunterregulieren, um die Immunantwort zu drosseln, nachdem sie stark
ausgepragt war. Dafur prasentieren die HLA-DR+ T-Zellen ihr MHC an andere aktivierte
T-Zellen ohne Co-Stimulatoren, wodurch diese in Anergie Ubergehen.®? Die erhohte
Quantitat der HLA-DR+ T-Zellen bei Patient*innen mit TCMR kdnnte also als ein Zeichen
der Gegenregulation nach stattgehabter Inflammation gedeutet werden. Sie kdnnten
somit nicht die Treiber des Schadens reprasentieren, sondern fur eine Gegenregulation

des aktivierten Immunsystems stehen.
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4.4 TEC als potenzieller Marker fir Gewebeuntergang

Wahrend einer AbstolBungsreaktion kommt es zu einem akuten Schaden des
Nierengewebes.”® Die zugrunde gehenden Zellen geraten dabei ins Tubulussystem und
werden mit dem Urin nach auRen geschwemmt.’”! Basierend auf dieser Hypothese
wurden in dieser Arbeit TEC als potenzieller Schadensmarker und Indikator von
AbstoRungen untersucht.

Die Annahme, dass ein akuter Abstol3ungsprozess einen parenchymalen Schaden
hervorruft und somit zum Nachweis von mehr TEC im Urin fuhrt, lieR sich durch diese
Arbeit nur bedingt bestatigen. Proximale und distale TEC konnten jeweils Patient*innen
mit TCMR von Patient*innen mit noRX trennen. Sie zeigten sich in der Trennung anderer
Gruppen jedoch als schwach. Die Ergebnisse lie3en sich mit der Vermutung erklaren,
dass die TEC ein unspezifischer Schadensmarker sind, welcher ihm Rahmen einer
Transplantatdysfunktion erhoht ist. Alle Patient*innen mit destruierender Nieren-
Inflammation, egal ob durch Abstol3ungsreaktion oder andere Grunderkrankungen,
prasentierten sich mit ubiquitdrer Erhéhung der Urin-TEC. Demgegeniber stand die

Gruppe noRX ohne Nieren-Inflammation und mit geringen Mengen Urin-TEC.

Die Arbeit von Goerlich et at kam wiederum zu einem anderen Ergebnis. In ihrer
Untersuchung von Nierentransplantierten mit Transplantatdysfunktion prasentierten sich
Patient*innen ohne Rejektion mit den hochsten Werten fir TEC im Urin. Demgegentber
hatten Patient*innen mit AbstoBung die wenigsten TEC. Es wurden &hnliche
Oberflachenmolekile untersucht wie in dieser Arbeit. Grund fir die widerspruchlichen
Ergebnisse kdnnte sein, dass der TEC-Quantifizierung fur unsere Arbeit eine Zellfixation
vorausgegangen war. Ein weiterer Zerfall von beschéadigten TEC, welche die Zellguantitat
beeintrachtigt héatte, ist damit gegebenenfalls verhindert worden. Dahingehend
unterscheidet sich die Arbeit zu der Publikation von Goerlich et al. Zudem muss
anerkannt werden, dass die Analyse von TEC mittels Durchflusszytometrie eine
technische Herausforderung darstellt. Dies liegt zum einen an der variablen Gréf3e der
Zellen und zum anderen am Schaden, den sie erfahren haben. Somit werden diese
autofluoreszent und erschweren die Messung. Eine weitere Erklarung konnte in der
limitierten Spezifitat der gewéahlten Marker zur Identifizierung liegen. CD10 und CD13
sind haufige Oberflachenmarker. Sie wurden ebenfalls an Bindegewebszellen der Blase

beschrieben.”?
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Abschlielend gilt es festzuhalten, dass der Unterschied der TEC zwischen den
Erkrankungsgruppen in dieser Arbeit sehr gering war und damit zuriickhaltend bewertet

werden sollte.

45 Verlaufskohorte

Ein optimaler Biomarker flr Abstol3ungsreaktionen sollte das Potenzial haben, diese

bereits vor einer signifikanten Schadigung des Transplantats zu erkennen.

Eine Aussage Uber die prognostischen Fahigkeiten der zellularen Biomarker l&sst sich
anhand dieser Arbeit nicht treffen. Die einzige Rejektion in der prospektiven
Langsschnittkohorte war vor Probenentnahme bereits antiinflammatorisch behandelt
worden und musste daher ausgeschlossen werden. Somit blieb lediglich ein Kollektiv

zurtick, welches als Gruppe mit stabiler Transplantatfunktion angesehen werden konnte.

Die Verlaufsmessungen dieser Gruppe zeigten unterschiedliche Ergebnisse. Die Menge
der CD4+ T-Zellen blieb tber die Zeit konstant. Eine Erklarung dafur ware, dass sich
unter dieser Gruppe die regulatorischen T-Zellen (Treg) befinden kdnnten. Diese
Population ist wichtig fur das Gleichgewicht des Immunsystems und unterstitzt die
Akzeptanz des Transplantats. Erste Forschungsergebnisse deuten darauf hin, dass sich
stabile Nierentransplantierte mit héheren Treg-Leveln prasentieren als Patient*innen mit
AbstolRungsreaktionen.”® Um genauere Aussagen dartber zu treffen ware eine tiefere
Charakterisierung der CD4+ T-Zellen notwendig. Hierflr wirden sich Treg-spezifische
Marker wie CD25 und Foxp3 anbieten.’*">

Zudem wurde ein signifikanter Ruckgang der distalen TEC tber 12 Monate beobachtet.
Die ursprunglich erhdhten distalen TEC kénnten Ausdruck des ischdmischen Schadens
gewesen sein, welchen alle Nieren wahrend der Transplantation erleiden. Zudem wird
nach Transplantation ein Umbauprozess in der Niere induziert.”® Um die Hypothese
genauer zu prifen, misste der Verlauf von distalen TEC bei Patient*innen mit guter und
schlechter Transplantatfunktion verglichen werden. Da die Komplikationsrate in dieser
Kohorte gliicklicherweise sehr niedrig war, lasst die Arbeit dartiber keine Aussage zu.
Als nur die 9 Patient*innen betrachtet wurden, welche ihre Nachsorgeuntersuchungen

vollstdndig abschlielRen konnten, zeigte sich die Menge der CD8+ T-Zellen signifikant
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rucklaufig. Zudem wurde der Cut-Off von 263 CD8+HLA-DR+ T-Zellen pro 100 ml Urin
an dieser Gruppe erprobt. Abgesehen von jeweils einer Person zum Messzeitpunkt nach
einem und nach drei Monaten lagen alle Patient*innen mit stabiler Transplantatfunktion
unter dem Cut-Off fur eine Rejektion. Es ist nicht auszuschliel3en, dass die beiden
Messungen, welche Uber dem Cut-Off lagen, subklinische Rejektionen waren.?6
Protokollbiopsien kénnten eine Antwort auf diese Frage geben.”” Unabhangig davon
legen die Ergebnisse nahe, dass CD8+-HLA-DR+ T-Zellen ab dem 3. Monat nach

Transplantation als Biomarker anwendbar waren.

Jegliche Aussagen uber die zeitlichen Verlaufe der Zellen sind mit Zurtickhaltung zu
betrachten, da die Kohorten-Gréf3e und die Nachsorgeuntersuchungen durch die COVID-

19-Pandemie stark beeintrachtigt wurden.

4.6 Limitationen

Urin wird bereits an vielen Stellen im klinischen Alltag fir diagnostische Zwecke
eingesetzt. Fur Zellen stellt Urin jedoch ein sehr toxisches Medium dar. Stachowski et al
beschrieben bereits 1988, dass es Faktoren gibt, welche das Uberleben von
Lymphozyten in Urinproben deutlich beeinflussen. So wurde neben der Verweildauer im
Urin auch die Osmolaritat als entscheidender Faktor genannt.>® Eine Berticksichtigung
von Osmolaritat und pH des Urins kdnnte die Aussagekraft von Urin-Biomarkern
verbessern. Diese potenziellen Stérfaktoren mussen fir die Interpretation der Ergebnisse
dieser Arbeit bertcksichtigt werden.

Der mRNA basierte CRM-Score erwies sich zwar als nitzlich fir das Monitoring von
Nierentransplantierten, jedoch wurde in der Studie berichtet, dass Proben
ausgeschlossen werden mussten, wenn sie nicht schnell genug verarbeitet wurden.
Grund war der Zerfall der mRNA.2 Die Anwendbarkeit im klinischen Alltag wird dadurch
limitiert. Ein erster wichtiger Schritt zur Verbesserung der Praanalytik wurde von uns
publiziert. In genannter Publikation berichten wir, dass wir die Urinzellen mit einem von
unserer Arbeitsgruppe entwickelten Protokoll konservieren konnten. Die Haltbarkeit der
Zellen bei Kuhlschranktemperatur konnte damit auf bis zu sechs Tage erhdht werden.
Das genannte Fixationsprotokoll konnte fir diese Arbeit angewendet werden und

verbesserte damit die Verlasslichkeit der Zellquantitaten.®! Solche Erkenntnisse sind
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essenziell, um experimentelle Biomarker an die Anforderung des klinischen Alltags
heranzufihren und verlasslich einzusetzen. Inwiefern Ernahrung der Patient*innen,
Tageszeit der Probe und Urinzusammensetzung die Zellzahl beeinflusst haben bleibt
trotzdem ungeklart. Daher kdnnen signifikante Einflussfaktoren nicht ausgeschlossen

werden.

Wahrend die Durchflusszytometrie von Blutproben bereits Routine im klinischen Alltag
darstellt, befindet sich die durchflusszytometrische Analyse von Urin noch im
experimentellen Setting.>® Sie ist daher wenig standardisiert und erschwert den Vergleich
zwischen Laboren. Nichtsdestotrotz ermutigen die Ergebnisse zu einer Integration der
Methodik in den klinischen Alltag. Ein wichtiger Zwischenschritt ware eine multizentrische
Studie mit Probenauswertung in unterschiedlichen Laboren. Somit konnte der Einfluss

der Untersucher*innen auf das Ergebnis bestimmt werden.

Eine weitere Limitation dieser Arbeit besteht in ihrer explorativen Natur. Da keine
prospektiven Endpunkte fur die Biomarker festgelegt worden waren und es zu multiplem
Testen kam, ist eine Verzerrung der realen Ergebnisse nicht auszuschliel3en. Die
Ubersichtsarbeit von Guzzi et al kam zu dem Ergebnis, dass der Grofteil aller
Publikationen zu Biomarkern aus dem Urin fur Nierentransplantierte ein Risiko fur
Verzerrung der Ergebnisse aufweist. Die Autor*innen nennen unter anderem Bias bei der
Patient*innenauswahl und Ausschluss von realistischen Storgrof3en des klinischen
Alltags.*®

Um diese Storfaktoren zu beheben, wirde sich ein prospektives Studiendesign mit

festgelegtem Endpunkt anbieten.

4.7 Zukunft des Transplant-Monitorings

Die Biomarkerforschung fir AbstoRungsreaktionen von Nierentransplantierten ist zu
einem weiten Feld geworden. In Blut- und Urinproben konnten bereits viele spannende
Kandidaten mit den einzelnen Entitdten der Rejektion in Verbindung gebracht werden.
Diese Einteilung erfolgt aktuell anhand der histopathologischen Veranderungen der
Nierenbiopsie. Da diese Klassifikation nach Banff jedoch ihre Limitationen aufweist und

die klassische Dichotomie aus humoralen und zelluldren Prozessen immer starker
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hinterfragt wird, haben es neue nicht invasive Biomarker schwer, wenn sie sich mit der
Nierenbiopsie vergleichen.® Madill-Thomsen et al haben Genexpressions-Analysen ihren
dazugehdrigen histologischen Biopsie-Ergebnissen gegenlibergestellt. In mehr als einem
Drittel der Félle kam die Genanalyse zu einer anderen Diagnose. Daraus lasst sich nicht
ableiten, dass die Nierenbiopsien alle falsch kategorisiert wurden, aber die diagnostische
Leistung der Biopsie ist damit nicht mehr unangefochten.”® Grund daftir kénnte sein, dass
die histologischen Zeichen der Abstol3ungsreaktion nur punktuell in der Niere auftreten
und sich nicht einheitlich Uber das gesamte Gewebe verteilen. So kénnten

Histopathologien Ubersehen werden.

Ein Ansatz, um neuen Biomarkern einen fairen Vergleich zu erméglichen, ware, dass
man sie ebenfalls mit klinischen Endpunkten vergleicht. Dies sollte in zuktnftigen Studien
berticksichtigt werden. Huang et al berichten in ihrer Ubersichtsarbeit zudem, dass die
Banff Klassifikation 2021 eine Arbeitsgruppe ins Leben gerufen hat, welche das Ziel
verfolgt, nicht-invasive Biomarker mit der Histologie zu kombinieren. DSA haben bereits
gezeigt, wie ein Blutparameter die Banff Klassifikation erganzen kann.”® Biomarker,
welche Risikopatient*innen préaselektieren, konnten ebenfalls nitzlich sein. Die bereits
erwdhnte Studie von Hirt-Minkowski et al hat Nierentransplantierte Giber Protokollbiopsien
und Zytokine im Urin nachverfolgt. Das kontinuierliche Monitoring mit CXCL10 hétte laut
der Autor*innen den Bedarf der Protokollbiopsien um 61% und den Bedarf der
Indikationsbiospien um 64% senken kénnen.®! In diesem Anwendungsbereich konnte
auch ein T-Zell-basierter Biomarker die Nierenbiopsie gezielt unterstitzen. L&age bei
einer Risikopatientin ein Verdacht auf eine TCMR vor, welche vor Therapieeinleitung zu
bestéatigen ware, konnten laut den Ergebnissen dieser Arbeit, CD8+HLA-DR+ T-Zellen
dafir eingesetzt werden. Somit koénnten unnottige Komplikationen verhindert und

gegebenenfalls Kosten gesenkt werden.

Die Kombination mehrerer diagnostischer Parameter ist bis dato der einzige Weg, um der
Komplexitat der Absto3ungsreaktion gerecht zu werden. Dies erscheint sinnvoll, da die
Analyse von Parametern aus verschiedenen molekularen Ebenen auf spezifische
Signalwege und Netzwerke hinweisen kann. Ein beeindruckendes Beispiel lieferte das
Team von Yang et al mitihrem QSant-Score. Kein einziger Biomarker, der fur diese Arbeit
untersucht wurde, konnte eine vergleichbare diagnostische Leistung erreichen.*® Es ist

jedoch wichtig anzumerken, dass der Score die Abstol3ung nicht unter Patient*innen mit
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Transplantatdysfunktion erkannt hat, sondern gegenuber Patient*innen mit stabiler
Transplantatfunktion. Dieses Szenario ist wenig mit der klinischen Realitéat vereinbar und
stellt eine wichtige Einschrankung dar. Zudem teilt der Score die grundlegende Limitation
aller bis dato bekannten Biomarker: er kann Patient*innen mit ABMR und TCMR nicht
voneinander trennen. Potenzielle Biomarker setzten sich bis dato das Ziel entweder
ABMR, TCMR oder Abstol3ungen im Allgemeinen zu detektieren. Um dieser Limitation
zu begegnen, arbeitet die Gruppe von Yang et al an einer Anpassung des bekannten

Scores, welche auch die Entitaten ABMR und TCMR separat erkennen soll.

Demgegenuber sollten Biomarker auf zellularer Ebene ebenfalls weiterverfolgt werden.
Ihr entscheidender Vorteil liegt darin, dass sie Sender und Empfanger der biochemischen
Signale sind, welche fur andere Biomarker gemessen werden. Wahrend Metabolite oder
Zytokine durch unterschiedliche Prozesse anfallen kénnen, ware es zielfhrender genau
die Zelle zu detektieren, welche den pathologischen Prozess auslost. Um diese unter den
Immunzellen aus Urinproben zu identifizieren, wirde sich die RNA-Einzelzell-
Sequenzierung vielversprechend anbieten.

Neben der Suche nach Biomarkern fir AbstoRungsreaktionen, ware es ebenfalls
interessant Indikatoren fiir Toleranz zu ermitteln. Somit kbnnte die teils nephrotoxische
Immunsuppression reduziert werden. Einige Forschungsprojekte verfolgen diesen

Ansatz bereits.89:81

4.8 Fazit

Der Beitrag dieser Arbeit kann als ein verlasslicher Baustein fir moégliche Biomarker
Kombinationen zur Diagnostik von Pathologien in Nierentransplantaten gesehen werden.
Er liefert mit einer Analyse auf zellularer Ebene einen Einblick in die Zell-Signatur von
Abstol3ungsreaktionen gegen das Allograft. T-Zellen erweisen sich als praziser Indikator
fur Patient*innen mit zellularer Abstof3ung. Welche pathophysiologische Rolle die
CD8+HLA-DR+ T-Zellen dabei spielen ist noch nicht abschliel3end geklart.

Dariliber hinaus unterstreicht diese Arbeit, dass die durchflusszytometrische Analyse von
Urinzellen eine robuste Methodik darstellt und in zukinftigen Arbeiten weiterverfolgt

werden sollte.
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