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Zusammenfassung 1 

Zusammenfassung 

Anti-Neutrophile cytoplasmatische Antikörper (ANCA) verursachen durch Bindung an und 

Aktivierung von neutrophilen Granulozyten und Monozyten eine nekrotisierende 

Inflammation der kleinen Blutgefäße. Dieses seltene Erkrankungsbild wird als ANCA-

assoziierte Vaskulitis (AAV) bezeichnet, betrifft häufig die Nieren und kann zu einem 

raschen, lebensbedrohlichen Verlust der Organfunktion führen. Aufgrund des 

unbehandelt tödlichen und schubartigen Verlaufs ist eine starke, langfristige 

immunsuppressive Therapie erforderlich. Diese ist jedoch mit potenziell schweren 

Nebenwirkungen, insbesondere Infektionen, verbunden und ist hauptverantwortlich für 

Morbidität und Mortalität. Bisher fehlen nicht-invasive Biomarker, die die 

Krankheitsaktivität verlässlich und seriell bestimmen, um den individuellen 

Therapiebedarf festzulegen. Die durchflusszytometrische Analyse von Urin-Leukozyten 

findet zunehmend Verwendung in der Untersuchung inflammatorischer 

Nierenerkrankungen, ist jedoch bei AAV bisher nicht etabliert. Unter der zentralen 

Hypothese, dass Urin-T Zellen das renal inflammatorische Milieu reflektieren und einen 

verlässlichen Biomarker für Krankheitsaktivität darstellen, wurden über einen Zeitraum 

von 2 Jahren an 4 internationalen Zentren 87 AAV-Patient:innen eingeschlossen und T 

Zell Populationen durchflusszytometrisch in Blut und Urin analysiert. Diese Ergebnisse 

wurden mit Parametern der klinischen Routine, histopathologischen Befunden und Daten 

aus der Langzeitbeobachtung verglichen. Es zeigte sich, dass die Anzahl von Urin-T 

Zellen, insbesondere CD3+ und Treg, bei renal aktiver Vaskulitis signifikant erhöht ist und 

die Krankheitsaktivität mit verlässlichen Biomarkereigenschaften bestimmen kann. Diese 

zeigten bessere Sensitivitäts- und Spezifitätswerte als traditionelle und neuartige Marker. 

Darüber hinaus fand sich eine Diskordanz zwischen den T Zell Subpopulationen in Blut 

und Urin sowie ein Zusammenhang zwischen Urin Zellzahl und histopathologischem 

Aktivitätsgrad. In der Langzeitbeobachtung war anhand der Treg und TH17 Zellzahl bei 

akut Erkrankten die Prädiktion des klinischen Ansprechens, bzw. bei stabiler Erkrankung 

das Auftreten von erneuten Krankheitsschüben möglich. Zusammengefasst bieten Urin 

T Zellen verlässliche Biomarkereigenschaften für die Bestimmung der renalen 

Krankheitsaktivität und haben dabei prognostischen Wert. Diskordante T Zell 

Populationen in Blut und Urin sowie die Assoziation zwischen histopathologischem 

Aktivitätsgrad und Urin T Zellzahl legen nahe, dass Urin-T Zellen die renale Inflammation 

spezifisch reflektieren. Daher stellt die durchflusszytometrische Quantifizierung von Urin-
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T Zellen einen vielversprechenden nicht-invasiven Biomarker für die renale 

Krankheitsaktivität bei AAV dar. Zur Validierung dieser Ergebnisse und als erster Schritt 

in Richtung einer Verwendung bei der Diagnosestellung und Prädiktion von renalen 

Schüben folgte die prospektive PRE-FLARED Studie, deren Ergebnisse aktuell noch 

ausstehen. 

 

 

 

Abstract 

Anti-neutrophil cytoplasmic antibodies (ANCA) cause necrotizing inflammation of small 

blood vessels through binding to and consequent activation of neutrophils and 

monocytes. This rare disease, known as ANCA-associated vasculitis (AAV), often affects 

the kidneys, leading to a rapid, life-threatening loss of organ function. As the disease is 

fatal if left untreated, strong immunosuppressive therapy is required. However, AAV often 

shows a relapsing course and, therefore, requires prolonged treatment. This long-term 

immunosuppression is associated with severe side effects, especially infections which 

are mainly responsible for morbidity and mortality. Non-invasive biomarkers to reliably 

monitor disease activity, establish individual need for treatment and enable individually 

tailored treatment are still lacking. Flow cytometric analysis of urinary leukocytes is 

increasingly used in the investigation of inflammatory kidney diseases but has not yet 

been described in detail for AAV. Therefore, the hypothesis of this study was that urinary 

T cells reflect the renal inflammatory milieu and represent a reliable biomarker for disease 

activity. Over a period of 2 years, 87 AAV patients from 4 international centers were 

recruited and T cell populations in blood and urine were analyzed by flow cytometry. 

These results were compared with routine clinical parameters, histopathologic findings, 

and data from long-term follow-up. Patients with active renal vasculitis showed 

significantly increased urinary T cells, especially CD3+ and Treg. These could reliably 

determine disease activity and showed better biomarker characteristics than traditional 

and novel markers. Furthermore, there were discordant proportions of T cell 

subpopulations in blood and urine as well as an association between urinary cell count 

and histopathologic level of activity. Lastly, long-term observation showed that Treg and 

TH17 cell count allowed prediction of clinical response in active patients and the 
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occurrence of new relapses in patients with stable disease. In summary, urinary T cells 

offer reliable biomarker properties for the determination of renal disease activity and have 

prognostic value. Discordant T cell populations in blood and urine and the association 

between urinary T cell count and vasculitis activity on histopathologic analysis indicate, 

that T cells in urine reflect renal inflammation. Thus, flow cytometric quantification of 

urinary T cells represents a promising non-invasive biomarker for renal disease activity 

in AAV. The prospective PRE-FLARED follow-up study investigating patients in stable 

remission could represent a first step towards validation of these results and 

establishment of this marker for diagnosis and prediction of renal relapses. 
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1  Einleitung 

Anti-Neutrophile cytoplasmatische Antikörper (ANCA) verursachen die sogenannte 

ANCA-assoziierte Vaskulitis (AAV), eine seltene Autoimmunerkrankung, welche zur 

Entzündung der Kapillaren und konsekutiven Nekrose des betroffenen Gewebes führt. 

Besonders betroffen sind die Nieren. Dies führt häufig zu einem akut lebensbedrohlichen 

Organversagen, und im langfristigen Verlauf droht insbesondere die chronische 

Niereninsuffizienz mit Dialyseabhängigkeit. Daher beruht die Therapie auf einer starken 

Immunsuppression, um weiteren Verlust der Organfunktion zu minimieren. Allerdings 

verursacht diese Therapie potenziell schwere Nebenwirkungen, insbesondere 

Infektionen. Diese könnten durch eine individuell angepasste Reduktion der Therapie 

reduziert werden. Allerdings fehlen hierfür bisher verlässliche Biomarker der 

Krankheitsaktivität. Ziel dieser Arbeit ist es daher, Urin-T Zellen als einen solchen Marker 

zu charakterisieren.  

 

 

1.1  Pathogenese der ANCA-assoziierten Vaskulitis 

ANCA sind Autoantikörper gegen die von neutrophilen Granulozyten und Monozyten 

exprimierten Antigene Myeloperoxidase (MPO) und Proteinase 3 (PR3).(1ï3) Durch 

Bindung, Aktivierung und konsekutive Degranulation dieser Zellen verursachen sie in den 

Kapillaren die Freisetzung von Endothel-schädigenden Mediatoren wie z.B. reaktiven 

Sauerstoffspezies (ROS), lytischen Enzymen,(4) Ăneutrophil extracellular trapsñ 

(NETs)(5) und proinflammatorischen Zytokinen.(6) Diese Prozesse verursachen eine 

autoamplifizierte Kaskade, die zur nekrotisierenden Entzündung der betroffenen 

Blutgefäße (Vaskulitis) mit potenziellem Verlust der Organfunktion führt. 

Lange Zeit stand diese direkte Interaktion zwischen ANCA, neutrophilen Granulozyten 

und Monozyten im Zentrum des Verständnisses der Pathogenese der AAV. Allerdings 

deuten neben dem Nachweis von zirkulierenden MPO- bzw. PR3-reaktiven T Zellen (7,8) 

auch positive präklinische und klinische Therapieversuche zur T Zell-Depletion (9,10) auf 

eine entscheidende Rolle der T Zellen hin. Insbesondere in Mausmodellen der AAV 

zeigte sich die entscheidende Rolle der CD4+ T Helfer (TH) Zellen, welche nach Transfer 

die Erkrankung auslösen und durch Depletion die Entstehung verhindern.(11)  
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Die genauere Phänotypisierung dieser Zellen zeigte, dass hierbei insbesondere T 

regulatorische (Treg) und TH17 Zellen entscheidend sind. So fand sich bei AAV-

Patient:innen eine verminderte suppressive Fähigkeit der Treg.(12) Mausmodelle liefern 

zusätzliche Hinweise durch Aggravation des Krankheitsbildes nach Treg Depletion (13) 

bzw. Schutz vor der Erkrankung durch Induktion dieser Population.(14) Diese 

Beobachtungen legen eine mangelnde Suppression der Autoreaktivität als 

entscheidenden Faktor in der Pathogenese der AAV nahe. Auf der anderen Seite legen 

eine erhöhte Zahl von TH17 Zellen,(15) erhöhte Interleukin (IL)-17 Spiegel bei AAV 

Patient:innen (15) sowie schützende Effekte eines IL-17 Knockouts bei Mäusen (16) 

einen relevanten proinflammatorischen Effekt dieser nahe. Daher sind insbesondere 

diese beiden T Zell Subpopulationen von großem Interesse in T Zell fokussierten 

Untersuchungen. 

Darüber hinaus konnte zuletzt das Komplementsystem als wichtiger schädigender Faktor 

in der Pathogenese der AAV identifiziert werden. Dieses System spielt eine 

entscheidende Rolle in der Opsonierung und Lysierung von Erregern, insbesondere 

Bakterien, stand jedoch lange nicht im Fokus der Untersuchungen zur Pathogenese der 

AAV. Erste Studien konnte zeigen, dass Mäuse durch knockout von essentiellen Genen 

des alternativen Komplementpfades vor AAV geschützt sind.(17) Weitere 

Untersuchungen identifizierten letztendlich den C5a-Rezeptor (C5aR) als verantwortlich 

für auto- und parakrine Voraktivierung und Rekrutierung von Neutrophilen in die 

entzündeten Kapillaren.(18) Inzwischen konnte die Relevanz dieses Systems durch 

positive therapeutische Ergebnisse aus randomisierten kontrollierten Studien zur 

spezifischen C5aR Inhibition (19) gezeigt werden.  

 

1.2  Klinik der ANCA-assoziierten Vaskulitis 

Die AAV ist mit einer Inzidenz von ca. 1 ï 20 pro 1 Million Personen pro Jahr eine seltene 

Erkrankung und manifestiert sich erstmalig in einem mittleren Alter zwischen 50 und 70 

Jahren. Es zeigt sich ein breites klinisches Spektrum, mit initial meist unspezifischen 

konstitutionellen Symptomen. Diese können über Monate bis Jahre vorhanden sein, bis 

es zu spezifischen Organmanifestationen mit schwerer systemischer Inflammation 

kommt. Potenziell können hiervon alle Organe betroffen sein. Besonders typisch ist 

jedoch der Befall von Lunge und Nieren bei ca. 80 % der Patient:innen. Durch die 
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nekrotisierende Vaskulitis kommt es in den betroffenen Organen zu irreversiblem 

Gewebeschaden, welcher sich in der Lunge häufig als Alveolitis mit pulmonaler 

Hämorrhagie und in der Niere als extrakapillär-proliferative Glomerulonephritis (GN) 

äußert.(20) Diese beiden Manifestationen sind mit einer hohen akuten Mortalität 

verbunden. Langfristig ist jedoch insbesondere der renale Befall und der damit 

einhergehende irreversible Funktionsverlust entscheidend für die Prognose.(21)  

Anhand der Chapel Hill Consensus Criteria erfolgt basierend auf Klinik, Serologie und 

Histologie eine syndromale Unterteilung der AAV in 3 Subtypen. Die Granulomatose mit 

Polyangiitis (GPA) weist in 60 ï 70% der Fälle anti-PR3 ANCA auf und ist durch einen 

granulomatösen Befall insbesondere der oberen Atemwege charakterisiert. 

Klassischerweise leiden Patient:innen über Jahre unter chronischer Sinusitis mit 

charakteristischer Borkenbildung. Ohne Therapie kommt es häufig zu einem 

sogenannten ĂEtagenwechselñ in die unteren Atemwege mit Granulombildung in der 

Lunge, alveolärer Hämorrhagie und GN.  

Die mikroskopische Polyangiitis (MPA) hingegen zeigt deutlich häufiger anti-MPO ANCA, 

in der Histologie fehlen Granulome und sie verläuft häufiger renal limitierter.  

Die eosinophile Granulomatose mit Polyangiitis (EGPA) bildet die dritte Entität der AAV, 

allerdings wird diese häufig gesondert betrachtet. Betroffene Patient:innen sind deutlich 

häufiger ANCA-negativ, zeigen histologisch ein eosinophiles Infiltrat sowie Symptome der 

systemischen Eosinophilie wie Asthma bronchiale.(22)  

Neben dieser klinisch-syndromalen Unterscheidung der Krankheitsentitäten wird 

zunehmend anhand der ANCA-Serologie zwischen anti-PR3-AAV und anti-MPO-AAV 

unterschieden, da dies die genetischen, klinischen und prognostischen Unterschiede 

besser reflektiert.(23,24)  

 

1.3  Diagnose der ANCA-assoziierten Vaskulitis 

Aufgrund des heterogenen Bilds der AAV erfordert die Diagnose eine Zusammenschau 

aus klinischen, histopathologischen und serologischen Befunden. Laut Empfehlungen 

der European League Against Rheumatism (EULAR) stellt die Gewebebiopsie 

insbesondere für die Erstdiagnose weiterhin den Goldstandard dar.(25) Hier zeigt sich 

das Bild einer nekrotisierenden Vaskulitis ohne Ablagerung von Immunkomplexen (auch 

als Ăpauci-immunñ aus dem Englischen bezeichnet), welches hoch-spezifisch für AAV ist. 
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Abhängig vom Organbefall bietet die Nierenbiopsie mit einer Sensitivität von bis zu 92 % 

die höchste diagnostische Sicherheit. Andere Gewebe aus z.B. dem Hals-Nasen-Ohren 

Bereich oder der Lunge weisen deutlich häufiger unspezifische Veränderungen auf und 

bieten lediglich eine Sensitivität von 70 bzw. 12 %.(26)  

Neben der hohen diagnostischen Sicherheit bietet die Nierenbiopsie als bisher einzige 

etablierte Methode prognostische Aussagekraft. Als Folge der glomerulären 

Kleingefäßvaskulitis mit konsekutivem Kapillardefekt kommt es zur Exsudation von 

Plasma und Leukozyten. Dies verursacht in einer komplexen Interaktion mit Fibroblasten 

und ortsständigen Zellen die Proliferation von parietalen Epithelzellen mit Bildung 

sogenannter Halbmonde (engl. Ăcrescentsñ). Dieser Befund wird als nekrotisierende 

extrakapillär-proliferative GN bezeichnet. Im weiteren Verlauf kommt es durch die 

Proliferation zur Verdrängung des glomerulären Schlingenkonvoluts (27) und 

konsekutiver Sklerosierung, verbunden mit Funktionsverlust der betroffenen Glomeruli. 

Der Anteil der halbmondartig veränderten Glomeruli reflektiert die akute vaskulitische 

Krankheitsaktivität während das Maß der Sklerosierung entscheidend ist für die 

langfristige renale Prognose.(28) 

Eine zweite essenzielle Säule für die Diagnosestellung bildet die Testung der ANCA-

Serologie mittels Immunoassays. Abhängig vom klinischen Bild und der damit 

verbundenen Vortestwahrscheinlichkeit, bieten diese eine Sensitivität zwischen 70 ï 80 

% bei hoher Spezifität von 96 ï 99%.(29)  

 

1.4  Therapie der ANCA-assoziierten Vaskulitis 

Historisch betrachtet lag das Durchschnittsüberleben von unbehandelten AAV-

Patient:innen bei 5 Monaten mit einer 2-Jahres Mortalität von 93%.(30) Erst durch die 

Etablierung immunsuppressiver Therapieschemata in den 1960er Jahren konnte dies 

verbessert werden.(31) Entscheidend für die Wahl des Therapieregimes ist das Vorliegen 

einer organ- oder lebensbedrohlichen Manifestation wie z.B. alveolärer Hämorrhagie 

oder aktiver GN. Da die Nierenbeteiligung im Fokus dieser Arbeit liegt, erfolgt hier die 

fokussierte Darstellung der Therapieschemata für diese Situation.  

Glukokortikoide (GC) bilden weiterhin den Grundstein sämtlicher etablierten 

Therapieschemata. Zunächst erfolgt eine mehrtägige intravenöse Methylprednisolon-



Einleitung 8 

Stoßtherapie mit insgesamt 1 ï 3 g über 3 Tage. Anschließend folgt eine Umstellung auf 

orales Prednisolon, welches über das erste Jahr ausgeschlichen wird.(25)  

Schon in den 60er Jahren konnte gezeigt werden, dass durch die zusätzliche Gabe von 

Immunsuppressiva die Steroid-Dosis, und damit verbundene Nebenwirkungen, 

maßgeblich reduziert werden konnten und die Effektivität der Therapie gleichzeitig 

deutlich erhöht wurde. Daher erfolgt inzwischen standardisiert zusätzlich die Gabe von 

entweder Cyclophosphamid (CYC) über 3 ï 6 Monate bis zum Erliegen der 

Krankheitsaktivität (25) oder von 2 ï 4 Rituximab (RTX) Infusionen im ersten 

Monat.(32,33)  

Als weitere Ergänzung steht seit 2022 mit dem spezifischen C5aR Antagonisten 

Avacopan eine neuartige und effektive Ergänzung dieser Schemata zur Verfügung. Es 

konnte gezeigt werden, dass eine einjährige Avacopan Therapie in Ergänzung zu GC 

und CYC oder RTX eine deutliche Reduktion der kumulativen GC Dosis ermöglichte bei 

gleichzeitig höherer Rate von Remission nach einem Jahr und besserer Erholung der 

Nierenfunktion.(19)  

Zusätzlich wurde historisch, bei besonders schweren Manifestationen häufig 

Plasmaaustausch (PLEX) verwendet, unter der Vorstellung damit die pathogenen ANCA 

schnell zu entfernen und die inflammatorische Kaskade zu durchbrechen. Allerdings 

konnte gezeigt werden, dass diese invasive Prozedur keinen Überlebensvorteil birgt, 

sondern das Risiko für schwere Infektionen erhöht.(34) Eine Meta-Analyse sämtlicher 

PLEX Studien demonstrierte jedoch die Reduktion der Dialyseabhängigkeit nach 12 

Monaten bei Patient:innen mit besonders schwerer Nierenbeteiligung, welche allerdings 

mit einem erhöhten Risiko für schwere Infektionen einher ging.(35) Diese Ergebnisse 

bleiben aufgrund ihrer retrospektiven Natur begrenzt, daher ist die Verwendung von 

PLEX weiterhin kontrovers und erfolgt auf einer individuellen Basis.  

Nach erfolgreicher Induktionstherapie folgt eine Remissions-erhaltende Therapie, da die 

AAV eine chronisch remittierende Erkrankung ist. Sie besteht abhängig von individuellen 

Faktoren aus oraler Azathioprin (AZA) Gabe oder in 6-monatigem Abstand wiederholten 

RTX Gaben über 2 ï 4 Jahre.(25) 

 

Diese Therapieschemata ermöglichen für 70 ï 90 % der AAV-Patient:innen im Mittel 

innerhalb von 90 Tagen das Erreichen einer stabilen Remission. Allerdings entwickeln 

weiterhin 8 ï 60 % der Patient:innen innerhalb der ersten 2 Jahre ein Rezidiv und 

benötigen dann eine Therapieeskalation.(21) Darüber hinaus zeigen Betroffene weiterhin 
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eine mehr als verdoppelte Mortalität verglichen mit der Normalbevölkerung. Diese beruht 

insbesondere innerhalb des ersten Jahres mit 50 ï 60 % auf Infektionen und somit auf 

Nebenwirkungen der Therapie. Die Grunderkrankung selbst verursacht hingegen 

lediglich knapp 15 ï 20 % der Todesfälle in diesem Zeitraum.(36,37)  

Hierfür scheint insbesondere die hohe kumulative GC-Dosis verantwortlich zu sein. So 

konnte die ĂPlasma Exchange in ANCA-associated Vasculitisñ (PEXIVAS) Studie zeigen, 

dass eine Reduktion der kumulativen GC Dosis um 40 % innerhalb der ersten 6 Monate 

bei gleicher Effektivität die Anzahl ernsthafter Infektionen deutlich reduzierte.(34) Darüber 

hinaus konnte bei Patient:innen ohne schwere GN oder alveoläre Hämorrhagie die GC-

Dosis nochmals halbiert werden, welches eine weitere Reduktion der Nebenwirkungen 

ohne eine Verminderung der Effektivität zur Folge hatte.(38)  

Daher erscheint es essenziell, die richtige Balance zwischen vaskulitischem und 

therapiebedingtem Schaden zu finden, um Mortalität und Morbidität zu reduzieren. Neben 

der Entwicklung neuer spezifischer Therapieansätze, könnte dies mit einer 

individualisierten Therapie an Stelle starrer immunsuppressiver Schemata gelingen.  

 

1.5  Bisherige Biomarker der ANCA-assoziierten Vaskulitis 

Für eine individualisierte Therapie bedarf es einer akkuraten Bestimmung von 

Krankheitsaktivität und Rezidivrisiko, um somit den individuellen Therapiebedarf seriell 

zu evaluieren. Während die Nierenbiopsie als diagnostischer Goldstandard gilt, ist sie 

jedoch aufgrund ihrer invasiven Natur, mit einem Risiko für transfusions-bedürftige 

Blutungen von ca. 1%, für ein serielles Monitoring der Krankheitsaktivität ungeeignet.(39) 

Zusätzlich ist bei niedriger Anzahl von enthaltenen Glomeruli sowie hoher Interobserver-

Variabilität die Aussagekraft der Nierenbiopsie teilweise eingeschränkt.(40) Daher 

erscheint ein nicht-invasiver Biomarker, welcher verlässlich Aktivität und Risiko reflektiert, 

essenziell für eine individualisierte Therapiesteuerung.  

Ebenso wie die Nierenbiopsie spielt der ANCA-Titer für die Diagnosestellung der AAV 

eine essenzielle Rolle, ist jedoch in der Verlaufsbeurteilung deutlich eingeschränkt. Zwar 

wird die serielle Bestimmung des ANCA-Titers empfohlen, allerdings ist die 

Diagnosestellung eines Relapses mit einer Sensitivität von 70 % und einer Spezifität von 

66 % deutlich eingeschränkt.(41) 
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Unter der Vorstellung des Urins als ĂFenster in die Niereñ und aufgrund der Häufigkeit 

sowie prognostischen Relevanz der Nierenbeteiligung stellt die Untersuchung von 

Urinbiomarkern einen vielversprechenden Ansatz dar. Traditionelle Parameter der 

Urinanalyse wie Erythrozyturie und Proteinurie sind klassische Marker von 

Nierenerkrankungen. Insbesondere der mikroskopische Nachweis von dysmorphen 

Erythrozyten (d.h. Akanthozyten) gilt als spezifisch für eine GN. Diese Marker sind weit 

verbreitet in der klinischen Diagnosestellung, sind jedoch nicht spezifisch für AAV und 

ihre Verwendung in der seriellen Bestimmung der Krankheitsaktivität bleibt 

kontrovers.(42) 

Neben der traditionellen Urinanalyse wurden in den letzten Jahren vermehrt lösliche 

Proteine und Zytokine im Urin mittels ĂEnzyme-linked Immunosorbent Assayñ (ELISA) 

nachgewiesen und als Biomarker der Krankheitsaktivität verwendet. Hierbei haben sich 

insbesondere die monozytären Proteine monocyte attractant protein 1 (MCP-1) und 

lösliches CD163 (sCD163) als vielversprechende Marker etabliert. Dabei handelt es sich 

um ein proinflammatorisches Zytokin, welches die Monozyteninfiltration steuert,(43) bzw. 

einen Oberflächenmarker, welcher von aktivierten Monozyten abfällt.(44)  

 

1.6  Durchflusszytometrie von Urin Leukozyten als Biomarker 

Der Nachweis löslicher Proteine und Zytokine mittels ELISA bietet zwar methodische 

Vorteile, wie eine leichte Durchführung, birgt allerdings die Gefahr, Epiphänomene der 

Entzündung oder funktionell irrelevante Proteine zu messen. Die Messung der direkt 

involvierten Zellen reduziert diese Gefahr, tritt einen Schritt näher an das entzündliche 

Geschehen heran und könnte somit zusätzliche Informationen liefern. Die Quantifizierung 

und Phänotypisierung von Urin-Leukozyten mittels Durchflusszytometrie (FACS) 

versucht diesen Schritt und wurde bereits in den 1990er Jahren als vielversprechender 

Marker der Nierentransplantatrejektion beschrieben.(45) Unter den 

Autoimmunerkrankungen konnte insbesondere bei der Lupusnephritis gezeigt werden, 

dass Leukozyten im Urin das renale Infiltrat reflektieren (46) und geeignete Marker für 

Bestimmung und Kontrolle der Krankheitsaktivität darstellen.(47,48) Darüber hinaus 

können anhand von Membranexpressionsprofilen Rückschlüsse auf den Phänotypen der 

Zellen und somit auf die Pathogenese gezogen werden.(46,49) Daher könnte die FACS-

Analyse von Urin Leukozyten eine Art der Ăliquid biopsyñ darstellen. 
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Obwohl diese Methode als aufstrebender Biomarker für verschiedene 

Nierenerkrankungen gilt, wurden diesbezüglich bisher lediglich drei Studien über AAV 

veröffentlicht. Dort konnte gezeigt werden, dass CD4+ Effektor-Memory T Zellen und 

Makrophagen im Urin die Krankheitsaktivität und das histopathologisches Ausmaß 

reflektieren.(50ï52) Eine genauere Phänotypisierung, insbesondere in Bezug auf 

Subpopulationen der T Zellen, sowie eine Beurteilung der Biomarkereigenschaften 

erfolgte bisher nicht.  

 

1.7  Fragestellung 

Die AAV ist eine potenziell lebensbedrohliche Erkrankung mit irreversiblem 

Organschaden. Die Therapie beruht daher auf langfristiger Immunsuppression, welche 

mit schweren Nebenwirkungen verbunden ist. Diese könnten durch eine individualisierte 

und risiko-adaptierte Therapie reduziert werden. Allerdings fehlen hierfür bisher 

verlässliche, nicht-invasive Biomarker der Krankheitsaktivität. Die Untersuchung von 

Urin-Leukozyten mittels Durchflusszytometrie stellt eine vielversprechende neue 

Methode bei inflammatorischen Nierenerkrankungen dar. Ziel dieser Arbeit ist die 

Quantifizierung und Phänotypisierung von Urin-T Zellen, da deren essenzielle Rolle in 

der Pathogenese der AAV zunehmend evident erscheint. Die Hypothese war, dass Urin-

T Zellen das renale inflammatorische Infiltrat reflektieren und einen verlässlichen 

Biomarker der Krankheitsaktivität darstellen. Der Fokus lag insbesondere auf den 

pathogenetisch relevanten Treg und TH17 Zellen. 
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2 Methodik 

2.1  Studienpopulation 

Für diese Studie wurden zwischen dem 01.11.2017 und dem 31.12.2019 Patient:innen 

mit der klinischen Diagnose AAV, basierend auf den 2012 revidierten Chapel Hill 

Consensus Conference (CHCC) Kriterien,(53) an 4 Studienzentren rekrutiert: 

Medizinische Klinik mit Schwerpunkt Nephrologie und Internistische Intensivmedizin, 

Charité ï Universitätsmedizin Berlin; Klinik für Kardiologie und Nephrologie, Helios 

Klinikum Berlin-Buch; Klinik für Nephrologie und Endokrinologie / Diabetologie, Ernst von 

Bergmann Klinikum Potsdam und Department of Renal Medicine, University College 

London, Vereinigtes Königreich. 

Die Ein- und Ausschlusskriterien sind in Tabelle 1 zusammengefasst. 

 

Tabelle 1. Ein- und Ausschlusskriterien 

Einschluss       Ausschluss 

¶ Erstdiagnose ODER 

bestehende Diagnose AAV 

basierend auf den revidierten 

Chapel Hill Consensus 

Kriterien 

¶ Schriftliche 

Einverständniserklärung 

 

¶ Alter < 18 Jahren 

¶ Aktive maligne Erkrankung 

¶ Weibliche Patient:innen mit 

Menses 

¶ Vorbekannte Blasenpathologie z.B. 

Urothelkarzinom, chronische 

Zystitis, stattgehabte 

Blasenoperation 

¶ Diagnose einer weiteren 

immunologischen 

Nierenerkrankung außer AAV z.B. 

anti-GBM-Erkrankung, 

Lupusnephritis 

AAV: anti-Neutrophile cytoplasmatische Antikörper (ANCA)-assoziierte Vaskulitis, GBM: glomeruläre 
Basalmembran, eigene Darstellung 

 

Patient:innen, welche zwischen dem 01.11.2017 und dem 31.12.2018 rekrutiert wurden 

bildeten eine sogenannte ĂInceptionñ Kohorte anhand derer die optimalen Grenzwerte der 
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Biomarker etabliert wurden. Anschließend wurden zwischen dem 01.01.2019 und dem 

31.12.2019 Patient:innen in eine Validierungskohorte eingeschlossen. 

Basierend auf dem Birmingham Vasculitis Activity Score (BVAS) Version 3 (54) und, falls 

vorhanden, histopathologischer Begutachtung der Nierenbiopsie erfolgte die Beurteilung 

der Krankheitsaktivität und Einteilung in 3 Gruppen, entsprechend Tabelle 2. Zusätzlich 

wurden anamnestisch gesunde Patient:innen als Kontrollen (HC) rekrutiert. Klinische 

Informationen sowie Routine-Labordaten wurden gesammelt. Alle Untersuchungen und 

die Erhebung von Daten wurden von der lokalen Ethikkomission bewilligt (EA2_103_17), 

siehe (55). 

 

Tabelle 2. Unterteilung der Gruppen 

renal aktiv (rAAV) nicht-renal aktiv 

(nrAAV) 

Remission (Rem) 

¶ Histopathologischer 

Nachweis einer aktiven 

extrakapillär-

proliferativen 

Glomerulonephrits 

innerhalb von 2 

Wochen vor oder nach 

Einschluss  

UND / ODER  

¶ Teilsumme der BVAS 

Subkategorie Niere >= 

10 

¶ BVAS >= 1  

UND  

¶ Teilsumme der BVAS 

Subkategorie Niere = 

0 

¶ Klinisch stabile 

Remission (BVAS = 0) 

seit mindestens 6 

Monaten 

UND  

¶ Stattgehabte renale 

Krankheitsmanifestation 

(s. rAAV)  

rAAV: renal aktive anti-Neutrophile cytoplasmatische Antikörper (ANCA)-assoziierte Vaskulitis (AAV), 
nrAAV: nicht-renal aktive AAV, Rem: Remission, BVAS: Birmingham Vasculitis Activity Score, eigene 
Darstellung 

 

2.2  Materialien 

Venöses Blut wurde in VacuetteÑ Lithium-Heparin Röhrchen (Greiner Bio-One GmBH, 

Kremsmünster, Österreich) gewonnen. Experimente wurden in 96-Well Platten (Greiner 
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Bio-One) durchgeführt. Phosphat-gepufferte Salzlösung (PBS) ohne Magnesium (Mg2+) 

und Calcium (Ca2+) stammte von Biochrom GmbH (Berlin, Deutschland). Bovines Serum 

Albumin (BSA) stammte von Carl Roth GmbH (Karlsruhe, Deutschland), Fc-Block von 

Miltenyi Biotec (Bergisch Gladbach, Deutschland). Zellen wurden mittels 

Durchflusszytometrie-Antikörper gefärbt (Tabelle 3), Färbung von Transkriptionsfaktoren 

erfolgte mittels FoxP3 Transcription Factor Staining Buffer Kit von Invitrogen by Thermo 

Fisher Scientific (San Diego, CA, USA). CountBright Absolute Counting Beads von 

Invitrogen by Thermo Fisher Scientific (San Diego, CA, USA) wurden zur Normalisierung 

verwendet. Die Proben wurden mittels BD FACSCanto II oder BD LSR II, beide von BD 

Biosciences (Franklin Lakes, NJ, USA), analysiert. FACS Daten wurden mittels FlowJo 

10 von TreeStar (Ashland, OR, USA) ausgewertet. 

Die Messung von Zytokinen und Proteinen im Urin erfolgte mittels Luminex Human 

Magnetic Assay (4-Plex) für MCP-1, sCD163, sCD25 and C5a (Luminex Corporation, 

Austin, Texas, USA).(55) 

 

Tabelle 3. Übersicht der verwendeten Durchflusszytometrie Antikörper  

Zielstruktur Fluorochrom Hersteller Katalognummer 

CD3 PE/Cy5 BioLegend 300310 
CD4 PE/Cy7 BioLegend 357410 
CD8 APC/Cy7 BioLegend 344714 
CD127 Brilliant Violet 510 BioLegend 351332 
FoxP3 FITC BioLegend 320106 
Tbet APC  BioLegend 644814 
CD44 Brilliant Violet 605 BioLegend 103047 
CCR6 Brilliant Violet 711  BioLegend 353436 
CD103 Brilliant Violet 785 BioLegend 350230 
RORɔt PE  Invitrogen by 

Thermo Fisher 
Scientific 

12-6988-82 

CD25 APC/Cy7 BD Pharmingen  557753 
Live / dead Viobility Miltenyi Biotec  

Hersteller: BioLegend (San Diego, CA, USA), Invitrogen by Thermo Fisher Scientific (San Diego, CA, USA), 
BD Pharmingen (Franklin Lakes, NJ, USA), Miltenyi Biotec (Bergisch Gladbach, Deutschland), modifiziert 
nach Sonnemann et al. 2023 (55) 

 

2.3  Durchflusszytometrie von Blut und Urin 

Frische Urinproben mit einem Volumen von mindestens 20 ml und venöse Blutproben 

(Lithium Heparin) wurden von den Patient:innen gewonnen und innerhalb von 6 Stunden 
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prozessiert. Der Urin wurde für 8 Minuten bei 4 °C und 2000 Umdrehungen / min (rpm) 

zentrifugiert und Teile des Überstandes wurden bei ï 70 °C zur weiteren Untersuchung 

aufbewahrt. Das Zellpellet wurde in PBS + BSA 1% gewaschen, erneut zentrifugiert 

(s.o.), in PBS resuspendiert und anschließend in 96-Well Platten übertragen. 

Zeitgleich wurde 1 ml Vollblut in 10 ml Ammoniumchlorid-Lyse Puffer für 5 Minuten bei 

37 °C lysiert und anschließend für 5 Minuten bei 4 °C und 2000 rpm zentrifugiert. Nach 

Resuspension in PBS wurde es ebenfalls in 96-Well Platten übertragen. Anschließend 

erfolgte eine live/dead Färbung in 100 µl PBS für 15 min auf Eis. Nach Waschen mit 100 

µl PBS/BSA 1% und Zentrifugation bei 2000 rpm für 3 Minuten erfolgte in 100 µl PBS/BSA 

1% ein Fc Block für 10 Minuten auf Eis. Anschließend erfolgte die Oberflächenfärbung 

(CD3, CD4, CD8, CD127 und CD25) für weitere 15 Minuten auf Eis. Nach zweimaligem 

Waschen und Zentrifugieren, wie oben, erfolgten die Fixierung über 30 Minuten und 

Permeabilisierung über 5 Minuten auf Eis. Nach erneutem zweimaligem Waschen wie 

oben wurden intrazelluläre Marker (FoxP3, RORgt, Tbet) für 30 Minuten auf Eis gefärbt. 

Nach einmaligem Waschen wurden die Zellen in PBS resuspendiert und Count Bright 

Absolute Counting Beads hinzugegeben.  

Die Proben wurden anschließend mittels BD FACSCanto II oder BD LSR II analysiert, die 

Auswertung erfolgte mittels FlowJo. Die Blutproben dienten als individuelle Referenz zum 

Setzen der exakten Gateposition für die Urinproben. Anhand der Counting Beads wurden 

die gemessenen Zellzahlen auf 100 ml Urin bzw. Blut normalisiert.(55) 

 

2.4  Messung löslicher Biomarker 

Zellfreie Überstände der Urinproben wurden bei ï70 ° C gelagert und zur Analyse bei 

Raumtemperatur aufgetaut. Nach einer Zentrifugation erfolgte die Verdünnung 1:10 mit 

PBS/BSA. Anschließend wurden die Reagenzien eines Luminex Human Magnetic 

Assays (4-Plex) für MCP-1, sCD163, sCD25 und C5a (Luminex Corporation, Austin, 

Texas, USA) hinzugegeben. Die Analyse erfolgte mittels Bioplex Analysegeräte und 

Bioplex Software (beides von Bio-Rad Laboratories, Hercules, Californien, USA). War die 

Konzentration eines Analyts nicht messbar, so wurde die Hälfte der unteren 

Nachweisgrenze imputiert. Zur Normalisierung der Konzentration im Urin erfolgte ein 

zusätzlich die Kreatininmessung mittels ELISA (R&D Creatinine Parameter Assay KIT 

von R&D Systems Inc. Minneapolis, Minnessota, USA).(55) 
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2.5  Histopathologische Analyse der Nierenbiopsien 

Patient:innen mit aktiver renaler Vaskulitis erhielten im Rahmen der klinischen Routine 

eine Nierenbiopsie zur Sicherung der Diagnose. Die weitere Analyse und Interpretation 

anhand der Berden Klassifikation erfolgte durch einen nephropathologischen Experten. 

Dabei wurde der Grad der glomerulären Schädigung anhand der Anzahl der veränderten 

Glomeruli beurteilt und in die Gruppen Ăscleroticñ, Ăfocalñ, Ăcrescenticñ und Ămixedñ 

eingeteilt. Waren jeweils über 50 % der Glomeruli entweder normal, global sklerosiert 

oder wiesen Halbmonde auf, wurde die Biopsie als Ăfocalñ, Ăscleroticñ bzw. Ăcrescenticñ 

gewertet. War keines dieser Kriterien zutreffend erfolgte die Einteilung in die Gruppe 

Ămixedñ.(28,55)  

 

2.6  Statistische Auswertung 

Sämtliche Daten wurden mittels R (R Core Team, Wien, Österreich) analysiert. Zur 

Auswertung wurden die tidyverse Pakete, PMCMRplus, pROC, plotROC, survminer und 

ggstatsplot verwendet, zur Darstellung wurden ggplot2, ggpubr, plotROC und ggstatsplot 

genutzt.  

Die Anzahl der T Zellen in Blut und Urin wurde mittels Kruskal-Wallis mit post-hoc Dunnôs 

Test zwischen den verschiedenen Gruppen verglichen. p-Werte < 0,05 nach Bonferroni 

Korrektur wurden als signifikant betrachtet. Die Darstellung der Ergebnisse erfolgte als 

Median mit Interquatilsabstand (IQR). Zur Abbildung von 0 Zellen / 100 ml auf einer 

logarithmischen Skala wurde zu allen Ergebnissen 1 addiert.  

Um die Biomarker-Charakteristika der Zellzahlen im Urin zu beschreiben und zu 

vergleichen, erfolgte die Analyse der sog. Ăreceiver operator characteristicsñ (ROC)-

Kurven. Für die Einschätzung der renalen AAV Aktivität bildeten rAAV die Fälle, nrAAV 

und Remission die Kontrollen. Der optimale Grenzwert zur Identifizierung von renal 

aktiver AAV wurde mittels Youdenôs Index (d.h. dem Punkt auf der ROC-Kurve mit der 

maximalen Summe aus Sensitivität und Spezifität) bestimmt.  

Die relativen Populationsproportionen zwischen Blut und Urin wurden mittels 

verbundenem Wilcoxon-Vorzeichen-Rang-Test verglichen. Korrelationen zwischen den 

Zellzahlen in Urin und Blut und klinischen und laborchemischen Parametern wurden 

mittels Pearsonôs Index mit p-Wert Korrektur für multiples Testen nach Holm analysiert. 

Korrelationen zwischen abhängigen Subpopulationen (z.B. CD4+ und Treg) wurden nicht 
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berücksichtigt, da diese lediglich die Gating-Strategie reflektieren. Die Anzahl der Urin-T 

Zellen in Abhängigkeit von der Berden Klassifikation wurde bei mehr als 2 Gruppen 

mittels Kruskal-Wallis ermittelt, ansonsten wurde der unverbundene Wilcoxon-

Vorzeichen-Rang-Test genutzt. Das klinische Ansprechen bzw. Auftreten von Relapsen 

wurde mittels Kaplan-Meier Überlebenskurven bzw. Inzidenzkurven untersucht, die 

statistische Signifikanz wurde mittels Ălog rankñ getestet.(55) 
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3 Ergebnisse 

3.1  Studienpopulation 

Insgesamt konnten 112 Proband:innen in die vorliegende Studie eingeschlossen werden. 

Von diesen mussten 6 aufgrund technischer Fehler ausgeschlossen werden (z.B. 

Durchflusszytometer Dysfunktion). Weitere 11 Fälle wurden aufgrund der Diagnose einer 

zusätzlichen Nierenerkrankung in der Nierenbiopsie exkludiert. Somit standen 95 

Proband:innen für die finale Analyse zur Verfügung, hiervon wurden n = 67 in Berlin und 

Potsdam sowie n = 28 in London rekrutiert. Diese Population wurde zur besseren 

Validierung der Biomarkercharakteristika in eine sogenannte ĂInceptionñ Kohorte (n = 65) 

und eine Validierungskohorte (n = 30) geteilt. Die Inception Kohorte bestand aus 33 

Patient:innen mit renal aktiver AAV (rAAV), 4 mit nicht-renal aktiver AAV (nrAAV), 20 mit 

stabiler Remission (Rem) sowie 8 gesunden Kontrollen (HC). 19 rAAV, 3 nrAAV und 8 

Rem Patient:innen bildeten die Validierungskohorte. Die demographischen und 

klinischen Charakteristika dieser Kohorten sind in Tabelle 4 zusammengefasst.(55) 
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Tabelle 4. Charakteristika der Studienpopulation 

 
Inception Validierung 

Anzahl 65 30 

Gruppe rAAV nrAAV Rem HC rAAV nrAAV Rem 

Anzahl 33 4 20 8 19 3 8 

Alter: Jahre median (IQR) 57 (48, 64) 44 (38, 51) 63 (55, 71) 47 (40, 

54) 

67 (56, 73) 50 (44, 58) 64 (52, 68) 

Geschlecht: weiblich (%) 13 (39%) 1 (25%) 10 (50%) 5 (63%) 5 (26%) 0 4 (50%) 

Diagnose 
       

 GPA: n, (%) 21 (64%) 4 (100%) 11 (55%) 
 

10 (53%) 2 (67%) 5 (63%) 

 MPA: n, (%) 12 (36%) 0 9 (45%) 
 

9 (47%) 1 (33%) 3 (37%) 

ANCA 
       

 anti-MPO: n, (%) 16 (48%) 1 (25%) 9 (45%) 
 

9 (47%) 1 (33%) 3 (38%) 

 anti-PR3: n, (%) 17 (52%) 3 (75%) 11 (55%) 
 

10 (53%) 2 (67%) 5 (62%) 

Histologisch gesichert 17 (52%) 1 (25%) 15 (75%) 
 

6 (32%) 1 (33%) 3 (38%) 

AAV Anamnese 
       

Patient:innen mit 

Erstmanifestation: n (%) 

17 (52%) 2 (50%) 9 (45%) 
 

11 (58%) 0 5 (62%) 

Anzahl der Relapse: median, (IQR) 0 (0, 2) 0.5 (0, 1.25) 1 (0, 1) 
 

0 (0, 1) 1 (1, 1.5) 0 (0, 1) 

Monate seit der Diagnosestellung: 

Median (IQR) 

2 (0, 52) 9 (4, 136) 46 (35, 69) 
 

1 (0, 48) 174 (105, 

243) 

40 (20, 57) 
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Behandlung vor Gewinnung der 

Proben: n (%) 

       

 keine 16 (48%) 
   

9 (47%) 
  

 Steroid 17 (52%) 
   

10 (53%) 
  

BVAS: Median (IQR) 15 (12, 19) 16 (10, 19) 0 (0, 0) 
 

16 (14, 20) 12 (11, 12) 0 (0, 0) 

BVAS renale Subkategorie: 

Median (IQR) 

10 (10, 12) 0 (0, 0) 0 (0, 0) 
 

12 (10, 12) 0 (0, 0) 0 (0, 0) 

Serum-Kreatinin: [ɛmol/l] Median 

(IQR) 

161 (95, 

300) 

81 (77, 89) 111 (82, 

164) 

 
291 (216, 

382) 

83 (73, 87) 116 (90, 

173) 

CRP [mg/l]: Median (IQR) 20 (6, 46) 17 (6, 30) 3 (2, 6) 
 

12 (6, 27) 15 (9, 28) 4 (2, 7) 

Proteinurie [g/l]: Median (IQR) 1,21 (0,30, 

2,10) 

0,11 (0,09, 

0,14) 

0,18 (0,11, 

0,47) 

 
0,75 (0,40, 

1,29) 

0,13 (0,07, 

0,16) 

0,21 (0,12, 

0,51) 

Erythrozyten Urin-Stix: Median 

(IQR) 

3 (3, 3) 0 (0, 0) 0 (0, 1) 0 (0, 0) 3 (3, 3) 0 (0, 0) 0 (0, 1) 

Mikroskopisch aktives Sediment1: 

n (%) 

11 (33%) 0 0 0 7 (36%) 0 0 

1 Vorhandensein von Akanthozyten im Urin in der Phasenkontrastmikroskopie. AAV, ANCA-assoziierte Vaskulitis; ANCA, anti-Neutrophile cytoplastmatische 
Antikörper; BVAS, Birmingham Vasculitis Activity Score; CRP, C-reaktives Protein; IQR, interquartile range; GPA, Granulomate mit Polyangiitis; HC, healthy 
control; MPA, mikroskopische Polyangiitis; MPO, Myeloperoxidase; nrAAV, nonrenal aktive AAV; PR3, Proteinase 3; rAAV, renal aktive AAV; Rem, Remission, 
modifiziert nach Sonnemann et al., 2023 (55) 
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3.2  T Zellen in Urin und Blut 

In der durchflusszytometrischen Analyse zeigten rAAV Patient:innen distinkte T Zell 

Populationen im Urin. In Abbildung 1 sind diese Populationen exemplarisch im Vergleich 

zu einer gesunden Kontrolle (HC) dargestellt. 

 

Abbildung 1. Exemplarische Dotplots von Urin-T Zell Populationen. Patient:innen mit renal aktiver AAV 
zeigen distinkte T Zell Populationen im Urin, welche bei gesunden Kontrollen nicht vorhanden sind. ANCA-
assoziierte Vaskulitis; rAAV, renal aktive AAV; HC, gesunde Kontrolle, modifiziert nach Sonnemann et al., 
2023 (55) 

 

In der Auswertung der Gruppen war bei rAAV die Anzahl der gesamten CD3+ T Zellen im 

Urin, im Vergleich zu nrAAV, Rem und HC signifikant erhöht. Unter den T Zell 

Subpopulationen fand sich das gleiche Ergebnis für CD4+ Zellen und Treg. Die CD8+ und 

TH17 Zellen waren bei rAAV lediglich im Vergleich zu AAV und HC, nicht jedoch 

gegenüber Rem, signifikant erhöht. TH1 Zellen waren bei rAAV lediglich verglichen mit 

HC signifikant erhöht. In der separaten Validierungskohorte konnte die signifikant höhere 

Urin T Zellzahl bei rAAV im Vergleich zu Rem für alle Subpopulationen außer TH1 

bestätigt werden. Diese Ergebnisse sind in Abbildung 2 dargestellt.(55)  
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Abbildung 2. Boxplots der Urin-T Zellen. A-F) Urin-T Zellen sind bei renal aktiver AAV signifikant erhöht. 
Dargestellt sind Mediane mit Interquartilenabstand, die gestrichelte Linie zeigt den optimalen Grenzwert für 
die Bestimmung der Krankheitsaktivität, Statistik: Kruskal-Wallis mit post-hoc Dunnôs Test, Signifikanz: ns: 
p > 0,05, :z p = 0,05 ï 0,01, ᶻ:z p = 0,01 ï 0,001, ᶻᶻᶻ: p < 0,001; ANCA: anti-Neutrophile cytoplasmatische 
Antikörper, AAV: ANCA-assoziierte Vaskulitis,  rAAV: renal aktive AAV, nrAAV: nicht-renal aktive AAV, 
Rem: Remission, HC: gesunde Kontrolle, Treg: T regulatorische Zelle, TH17: T Helfer 17 Zelle, TH1: T 
Helfer 1 Zelle; modifiziert nach Sonnemann et al., 2023 (55) 

 

Im Blut fanden sich keine signifikanten Unterschiede zwischen den Gruppen außer einer 

erniedrigten Anzahl der CD8+ Zellen beim Vergleich zwischen rAAV und Rem in der 

Validierungskohorte (siehe Abbildung 3).(55) 
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Abbildung 3. Boxplots der T Zellen im Blut. A-F) T Zell Populationen im Blut unterscheiden sich nicht 
signifikant abhängig von der Krankheitsaktivität. Dargestellt sind Mediane mit Interquartilenabstand, 
Statistik: Kruskal-Wallis mit post-hoc Dunnôs Test, Signifikanz: ns: p > 0,05, :z p = 0,05 ï 0,01; ANCA: anti-
Neutrophile cytoplasmatische Antikörper, AAV: ANCA-assoziierte Vaskulitis,  rAAV: renal aktive AAV, 
nrAAV: nicht-renal aktive AAV, Rem: Remission, HC: gesunde Kontrolle, Treg: T regulatorische Zelle, 
TH17: T Helfer 17 Zelle, TH1: T Helfer 1 Zelle; modifiziert nach Sonnemann et al., 2023 (55) 

 

Um zu untersuchen, ob die erhöhte Anzahl der Urin-T Zellen Ausdruck einer 

transglomerulären Blutung war, oder stattdessen spezifisch das renale inflammatorische 

Milieu reflektierte, wurden die Fraktionen der Subpopulationen in Blut und Urin 

verglichen. Hier zeigte sich eine deutlich höhere Treg Frequenz im Urin als im Blut 
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(median: 13,4 % vs. 2,9 %, p < 0,0001, Abbildung 4 A). Dieser statistisch signifikante 

Unterschied lag nur bei rAAV Patient:innen vor (siehe Abbildung 4).(55)  

 

 

Abbildung 4. Vergleich der T Helfer Subpopulationen in Blut und Urin. A) Die Frequenz der T 
regulatorischen Zellen pro CD4+ Zelle ist nur bei renal aktiver AAV im Urin signifikant höher als im Blut. B-
I) Bei extrarenal aktiver oder Remission sowie für T Helfer 17 und T Helfer 1 Zellen fand sich kein 
signifikanter Unterschied. Dargestellt sind mediane mit Interquartilenabstand, Statistik: verbundener 
Wilcoxon-Vorzeichen-Rang Test , Signifikanz: ns: p > 0,05, ᶻᶻᶻᶻ: P < 0,0001; ANCA: anti-Neutrophile 
cytoplasmatische Antikörper, AAV: ANCA-assoziierte Vaskulitis,  rAAV: renal aktive AAV, nrAAV: nicht-
renal aktive AAV, Rem: Remission, HC: gesunde Kontrolle, Treg: T regulatorische Zelle, TH17: T Helfer 17 
Zelle, TH1: T Helfer 1 Zelle; eigene Darstellung. 

 



Ergebnisse 25 

Ebenso zeigte sich bei rAAV ein deutlich erniedrigtes Verhältnis von CD4+ zu CD8+ Zellen 

(0,96 vs. 1,91, p = 0,0008) (siehe Abbildung 5 A).(55) 

 

 

Abbildung 5. Vergleich der CD4+ / CD8+ Ratio in Blut und Urin. A) Bei renal aktiver AAV findet sich im Urin 
eine signifikant niedrigere Ratio als im Blut. Dargestellt sind mediane mit Interquartilenabstand, Statistik: 
verbundener Wilcoxon-Vorzeichen-Rang Test , Signifikanz: ns: p > 0,05, ᶻ:z P < 0,001; ANCA: anti-
Neutrophile cytoplasmatische Antikörper, AAV: ANCA-assoziierte Vaskulitis,  rAAV: renal aktive AAV, 
nrAAV: nicht-renal aktive AAV, Rem: Remission; eigene Darstellung. 

 

In der anschließenden Korrelationsanalyse zwischen Urin T Zellen sowie klinischen und 

laborchemischen Parametern zeigte sich eine starke Korrelation zwischen der CD4+ 

Zellzahl und dem C-reaktiven Protein (CRP) im Serum (Pearsonôs r = 0,72, p = 0,0015). 

Daneben lag eine schwächere Assoziation zwischen dem Treg zu TH17 Verhältnis und der 

Höhe des ANCA-Titers vor (r = 0,60, p = 0,032). Darüber fanden sich keine weiteren 

signifikanten Korrelationen (siehe Abbildung 6).(55) 
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Abbildung 6. Korrelationsmatrix zwischen Urin-T Zellen und Routineparametern. Signifikante Korrelationen 
lagen nur zwischen CD4+ und CRP bzw. Treg / TH17 Ratio und dem ANCA-Titer vor. Darstellung von 
Pearsons r Korrelationskoeffizient, p-Wert Korrektur mit Holmôs Methode, nicht-signifikante Korrelationen 
mit p > 0,05 sind durch ein Kreuz markiert. BVAS: Birmingham Vasculitis Activity Score, CRP: C-reaktives 
Protein, UPCR: Urin Protein pro Kreatinin Ratio [mg / g Crea], Ery Dip: Erythrozyten im Urinstix; Protein 
Dip: Protein im Urinstix; Leuko Dip: Leukozyten im Urinstix; MCP-1: monocyte chemoattractant protein-1, 
sCD163: soluble CD163, C5a: Complement C5a, sCD25: soluble CD25; modifiziert nach Sonnemann et 
al., 2023 (55) 

 

3.3  Biomarkereigenschaften von Urin-T Zellen 

Die Beurteilung der Biomarkereigenschaften für die Bestimmung der renalen 

Krankheitsaktivität mittels Urin T Zellen erfolgte anhand von ROC-Kurven, wobei rAAV 

mit nrAAV und Rem verglichen wurde. Hierbei zeigte die Anzahl der gesamten CD3+ T 
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Zellen und Treg die besten Charakteristika mit einer Ăarea under the curveñ (AUC) von 

0,95 bzw. 0,92. Zunächst wurden optimale Grenzwerte (basierend auf der maximalen 

Summe von Sensitivität und Spezifität) in der Inception Kohorte identifiziert. Für die CD3+ 

Zellen ergab sich ein Wert von 3149 Zellen pro 100 ml Urin, welcher eine Sensitivität und 

Spezifität von 90 % bzw. 92 % aufwies. Für Treg ergab ein Grenzwert von 60 Zellen / 100 

ml Urin Sensitivitäts- und Spezifitätswerte von 74 % und 96 %. Die Grenzwerte aller 

Subpopulationen sind als gestrichelte Linie in Abbildung 2 dargestellt. Weitere 

Charakteristika, sowie die ROC-Werte der anderen T Zell Populationen sind in Tabelle 5 

zusammengefasst. Eine separate Validierungskohorte mit 30 Patient:innen konnte diese 

Ergebnisse bestätigen.  

Um die Biomarkereigenschaften einzuordnen, erfolgte der Vergleich mit etablierten 

Markern der klinischen Routine und neueren löslichen Markern. Hier zeigte lediglich die 

Hämaturie bessere ROC-Eigenschaften (AUC: 0,98; Grenzwert: 3+; Sensitivität 88 %, 

Spezifität 100 %), als die T Zell Marker. Von den löslichen Markern zeigten MCP-1 und 

sCD163 mit einer AUC von 0,78 bzw. 0,82 vergleichsweise schlechtere Charakteristika. 

Diese Ergebnisse sind in Tabelle 5 zusammengefasst.(55) 

 

Tabelle 5. Zusammenfassung der Biomarkereigenschaften 

Inception Kohorte 

Marker  AUC Grenzwert Sens Spez PPV NPV LR+ LR- 

CD3+  0,95 3149  0,94  0,92  0,94  0,92  11,23  0,07  

CD4+  0,88 664  0,74  0,92  0,92  0,73  8,90  0,28  

CD8+  0,91 1321  0,71  1,00  1,00  0,46  Inf  0,29  

Treg  0,92 60  0,74  0,96  0,96  0,74  17,81  0,27  

TH17  0,73 103  0,48  0,95  0,94  0,54  9,68  0,54  

TH1  0,66 1  0,58  0,75  0,75  0,58  2,32  0,56  

Erys Ustix  0,98 3+  0,88  1,00  1,00  0,87  Inf  0,12  

Prot Ustix 0,81 1+  0,96  0,52  0,71  0,92  2,02  0,07  
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Aktives 

Sediment 

0,89 Ja 0,79  1,00  1,00  0,62  Inf  0,21  

sCD163/Krea  0,78 40,88  0,72  0,83  0,82  0,73  4,14  0,34  

MCP1/Krea 0,82 0,44  0,72  0,92  0,90  0,76  8,64  0,31  

sCD25/Krea 0,54 0,52  0,42  0,77  0,62  0,61  1,85  0,75  

C5a/Krea 0,73 2,93  0,84  0,67  0,72  0,80  2,52  0,24  

Validierungs Kohorte 

   Sens Spez PPV NPV LR+ LR- 

CD3+    0,82  0,89  0,93  0,73  7,41  0,20  

CD4+    0,65  0,89  0,92  0,57  5,82  0,40  

CD8+    0,47  1,00  1,00  0,50  Inf  0,53  

Treg    0,65  0,89  0,92  0,57  5,82  0,40  

TH17    0,47  0,89  0,89  0,47  4,24  0,60  

TH1    0,12  1,00  1,00  0,38  Inf  0,88  

AUC: area under the curve, Sens: Sensitivität, Spez: Spezifität, PPV: positiv prädiktiver Wert, NPV: negativ 
prädiktiver Wert, LR+: positive likelihood ratio, LR-: negative likelihood raio,  Treg: T regulatorische Zelle, 
TH17: T-Helfer 17, TH1: T Helfer 1, Erys Ustix: Erythrozyten im Urinstatus, Prot Ustix: Proteinurie im 
Urinstatus, aktives Sediment: Vorhandensein von Akanthozyten oder Erythrozytenzylindern im 
Urinsediment, sCD163: lösliches CD163 [pg / g Kreatinine], MCP-1: monocyte chemoattractant protein-1 
[pg / g Kreatinine], sCD25: lösliches CD25 [pg / g Kreatinine], C5a: Complement C5a [pg / g Kreatinine], 
modifiziert nach Sonnemann et al., 2023 (55) 

 

3.4  Vergleich zwischen Urin-T Zellen und Histopathologie 

Die histopathologische Aufarbeitung der Nierenbiopsie stellt weiterhin den Goldstandard 

in der Diagnosestellung und Prognoseeinschätzung der AAV dar. Daher erfolgte der 

Vergleich der gemessenen Anzahl der Urin-T Zellen mit dem histopathologischen 

Befund. Von 52 rAAV Patient:innen lagen 21 Nierenbiopsien zur Evaluation und 

Klassifikation nach Berden vor.(28) Die Verteilung der Klassen ist in Tabelle 6 

zusammengefasst.  
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Tabelle 6. Histopathologische Klassifizierung nach Berden 

Klasse: Anzahl, (%) Inception rAAV 
   

Validierung rAAV 

 Crescentic 4 (31%) 
   

0 (0%) 

 Focal 2 (15%) 
   

4 (44%) 

 Mixed 5 (38%) 
   

2 (22%) 

 Sclerotic 0 (0%) 
   

1 (11%) 

 zu wenige Glomeruli 2 (15%) 
   

1 (11%) 

rAAV: renal aktive ANCA-assoziierte Vaskulitis, modifiziert nach Sonnemann et al., 2023 (55) 

Beim Vergleich von Berden Klasse und Urin-T Zellen ergab sich lediglich ein Trend für 

erhöhte Urin-T Zellen bei Patient:innen, welche als Ăcrescenticñ klassifiziert worden waren 

(siehe Abbildung 7 A). Da diese Gruppe als besonders stark betroffen gilt und aufgrund 

der kleinen Gruppengrößen, wurden in einem nächsten Schritt die übrigen Gruppen 

zusammengelegt. Hier zeigten sich im Urin von Ăcrescenticñ Patient:innen signifikant 

höhere Zellzahlen für CD3+ und CD4+ als bei den übrigen Patient:innen (siehe Abbildung 

7 B-C).(55) 

 

 

Abbildung 7. Urin-T Zell Anzahl nach Berden Klassifikation. A) CD3+ Urin-Zellen sind bei Ăcrescenticñ 
klassifizierten Patient:innen nicht-signifikant erhöht. B-C) CD3+ und CD4+ Urin-Zellen sind beim Vergleich 
zwischen Ăcrescenticñ und den zusammengelegten ¿brigen Gruppen signifikant erhºht. Darstellung von 
Medianen und Interquartilenabstand, Statistik: A: Kruskal-Wallis Test, B & C: Wilcoxon-Vorzeichen-Rang-
Test, ns: p > 0,05, *: p = 0,05 ï 0,01; ANCA: anti-Neutrophile cytoplasmatische Antikörper, modifiziert nach 
Sonnemann et al., 2023 (55) 
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3.5  Prognostische Eigenschaften von Urin-T Zellen 

Anhand von klinischen Verlaufsdaten der ersten 6 Monate nach initialer Messung erfolgte 

die Beurteilung der prognostischen Eigenschaften von Urin T Zellen.  

Dabei lag in der rAAV Gruppe der Fokus auf der renalen Krankheitsaktivität, wobei das 

Erreichen einer Subwertung der renalen BVAS Kategorie von 0 als renales Ansprechen 

definiert war. Von insgesamt 30 rAAV Patient:innen lagen Langzeitbeobachtungsdaten 

2, 4, und 6 Monate nach Einschluss in die Studie vor. Von diesen erreichten 29 ein 

renales Ansprechen, bei 18 lag dieses sogar bereits nach 2 Monaten vor (d.h. Ăearly 

responderñ). Es zeigten sich keine statistisch signifikanten Unterschiede in der Anzahl 

der Urin-T Zellen zwischen Ăearlyñ und Ălate respondernñ. In der Kaplan-Meier Analyse 

zeigte sich jedoch ein signifikanter Unterschied für das Erreichen des renalen 

Ansprechens bei höheren Treg und TH17 Zellzahlen im Urin (siehe Abbildung 8).(55) 

Abbildung 8. Klinischen Ansprechen basierend auf Urin Treg und TH17 Zellzahl. Patient:innen mit renal 
aktiver AAV zeigten bei hoher Treg (A) bzw. TH17 (B) Urin-Zellzahl ein schnelleres klinisches Ansprechen 
als solche mit niedriger Zellzahl. Die farbige unterlegte Fläche zeigte das 95 % Konfidenzintervall. Statistik: 
log-rank test. ANCA: anti-Neutrophile cytoplasmatische Antikörper, Treg: T regulatorische Zelle, TH17: T 
Helfer 17 Zelle, modifiziert nach Sonnemann et al., 2023 (55) 
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In der Langzeitbeobachtung von Remissions-Patient:innen entwickelten 3 von 28 

Proband:innen einen renalen Relapse innerhalb der ersten 6 Monate nach Einschluss. In 

der explorativen Analyse zeigten Betroffene eine hohe CD4+ Zellzahl im Urin. 

Interessanterweise wiesen diese eine charakteristische Signatur aus hoher TH17 und 

niedriger Treg Zahl auf. Diese Beobachtung führte zu einem kombinierten Prädiktor für 

renales Relapse bestehend aus mehr als 10 TH17 Zellen im Urin bei gleichzeitigem 

Fehlen von Treg (siehe Abbildung 9). Dieser identifizierte in der vorliegenden Kohorte ein 

renales Relapse mit einem positiv prädiktiven Wert von 50 % und einem negativ 

prädiktiven Wert von 100 %. Zum Vergleich: 5 von 28 Patient:innen zeigten positive 

Hämaturie und von diesen entwickelten 3 einen renalen Relapse, während dies bei 

fehlender Hämaturie nicht vorkam. Daraus ergab sich ein positiv prädiktiver Wert für 

Hämaturie von 60 % und ein negativ prädiktiver Wert von 100 %.(55)  

 

 

Abbildung 9. Relapse Prädiktion anhand der Urin-Treg und TH17. A) Patient:innen in Remission mit einem 
renalen Relapse 6 Monate nach Messung zeigten eine erhöhte Urin-T Helfer 17 Zellzahl bei gleichzeitigem 
Fehlen von T regulatorischen Zellen. B) Diese Patient:innen zeigten ein signifikant erhöhtes Relapse Risiko 
in der Kaplan-Meier Analyse. Der farbig unterlegte Bereich zeigt das 95 % Konfidenzintervall. Statistik: log-
rank test. Treg: T regulatorische Zelle, TH17: T Helfer 17 Zelle, modifiziert nach Sonnemann et al., 2023 (55) 
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4 Diskussion 

4.1  Zusammenfassung und Interpretation 

Ziel dieser Arbeit war, Urin-T Zellen bei AAV als Biomarker für die renale 

Krankheitsaktivität zu explorieren, unter der zentralen Hypothese, dass diese das renal 

inflammatorische Milieu reflektieren. Zu diesem Zweck wurden 95 Patient:innen an 4 

internationalen Zentren rekrutiert und T Zell Populationen in Blut und Urin mittels 

Durchflusszytometrie analysiert. Anschließend erfolgte der Vergleich mit 

Routineparametern, neuartigen löslichen Biomarkern und der histopathologischen 

Klassifizierung der Nierenbiopsie.  

 

Patient:innen mit renal aktiver AAV zeigten deutlich höhere Urin T Zellen als solche in 

Remission oder mit extrarenaler Krankheitsaktivität. Dabei zeigten insbesondere CD3+, 

CD4+ und Treg gute Biomarkereigenschaften für die Bestimmung der renalen 

Krankheitsaktivität. Im Vergleich zeigte insbesondere die Hämaturie ebenfalls hohe 

diagnostische Genauigkeit, allerdings ist hier von einer Verzerrung auszugehen, da diese 

als hoch-gewichtetes Kriterium des BVAS bereits für die initiale Klassifizierung verwendet 

wurde. Proteinurie und die Mikroskopie des Urinsediments zeigten schlechtere ROC-

Eigenschaften als Urin-T Zellen, vor allem bedingt durch niedrige Spezifität bzw. 

Sensitivität.  

Beim Vergleich mit neuartigen löslichen Urin-Markern zeigten MCP-1 und sCD163 

robuste, jedoch vergleichsweise schlechtere Biomarkereigenschaften. Die Messung von 

sCD25 und C5a erbrachte hingegen keinen diagnostischen Mehrwert. Diese Ergebnisse 

konnten in einer zeitlich separaten Validierungskohorte bestätigt werden.(55) 

Neben diesen diagnostischen Eigenschaften besitzen Urin T Zellen prognostischen Wert. 

So zeigten Patient:innen mit renal aktiver AAV und initial hoher TH17 oder Treg Zellzahl 

im Urin ein schnelleres renales Ansprechen im weiteren Verlauf. Bei stabiler Erkrankung 

hingegen zeigte eine charakteristische Signatur von hoher TH17 Zahl bei Fehlen von Treg 

prädiktiven Wert für das Auftreten eines renalen Relapses innerhalb der nächsten 6 

Monate. Zwar zeigte die Hämaturie für renale Relapse ebenfalls hohe prädiktive Werte, 

allerdings fehlten Daten, um zu beurteilen, wie lange diese bereits bestanden hatte. 

Der individuelle Vergleich von T Zell Populationen in Blut und Urin zeigte diskordante 

CD4+, CD8+ und Treg Proportionen bei renal aktiver AAV. Eine solche Verschiebung 
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erscheint bei einer Blutung implausibel. Daher ist es naheliegend, dass Urin T Zellen nicht 

das schlichte Produkt einer Leckage aus inflammatorisch zerstörten glomerulären oder 

peritubulären Kapillaren, sondern Ausdruck eines selektiven Prozesses sind und diesen 

reflektieren. Analog zeigte der Vergleich der Urin T Zellzahlen mit der 

histopathologischen Beurteilung der Krankheitsaktivität, dass Patient:innen mit hoher 

Aktivität deutlich höhere CD3+ und CD4+ Zellzahlen aufwiesen.(55)  

 

Diese Arbeit zeigt somit, dass die durchflusszytometrische Untersuchung von Urin-T 

Zellen einen vielversprechenden Biomarker für die Bestimmung der renalen 

Krankheitsaktivität und die weitere Prognose darstellt. Zusätzlich liegt nahe, dass Urin T 

Zellen das lokal inflammatorische Milieu reflektieren und der Urin als ĂFenster in die 

Niereñ genutzt werden kann.  

Darüber hinaus werfen die Ergebnisse weitere interessante Fragen auf. So zeigten einige 

Remissions-Patient:innen eine deutlich erhöhte Urin Zellzahl bei Einschluss, ohne dass 

diese einen negativen Verlauf wie z.B. Relapse oder Verschlechterung der 

Nierenfunktion aufwiesen. Aufgrund der kleinen Anzahl von Betroffenen konnte die 

Bedeutung dieser Beobachtung nicht endgültig geklärt werden. Allerdings erlauben die 

Ergebnisse zur Relapse Prädiktion die Vermutung, dass dies Ausdruck einer okkulten 

Inflammation sein könnte, welche mit bisherigen Methoden nicht erfasst wird. Dies 

müsste in größeren prospektiven Studien untersucht werden, da sich hieraus für die 

Betroffenen evtl. therapeutische Konsequenzen und damit verbunden eine Verbesserung 

der renalen Prognose ergeben könnte.  

Auch in die Pathogenese der AAV gibt diese Arbeit trotz ihrer explorativen und 

beschreibenden Natur einige weitere Einblicke. Bisherige Methoden wie z.B. die 

Urinanalyse oder die Messung von Serummarkern wie z.B. CRP bilden lediglich 

Epiphänomene der zugrundeliegenden Entzündung ab. Diese Methoden zeigten 

durchweg schlechtere Biomarkereigenschaften und es fehlte die prognostische 

Aussagekraft. Zwar kann die Frage der Kausalität im Rahmen einer Beobachtungsstudie 

nicht geklärt werden, trotzdem scheint die Untersuchung der Urin T Zellen zumindest 

einen Schritt näher an die zugrundeliegenden entzündlichen Prozesse zu gelangen als 

bisherige Methoden. Somit unterstreichen diese Ergebnisse die zunehmend evidente 

Rolle der T Zellen in der Pathogenese der AAV.  

Darüber hinaus zeigten sich in dieser Arbeit scheinbar widersprüchliche Ergebnisse zur 

Rolle der CD4+ Subpopulationen. Während eine hohe Anzahl von Treg und TH17 im Urin 
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bei renal aktiver Erkrankung prognostisch von Vorteil war, galt dies bei stabiler 

Erkrankung nur für Treg während TH17 Zellen mit einer negativen Prognose assoziiert 

waren.  Daher könnte die explorative Analyse von Urin T Zellen den Ausgangspunkt für 

zukünftige mechanistische Untersuchungen in die Rolle bestimmter Subpopulationen 

darstellen. 

 

4.2  Einbettung in den bisherigen Forschungsstand 

Die Phänotypisierung und Quantifizierung von Urin-Leukozyten wird zunehmend als 

nicht-invasiver Biomarker im Sinne einer Ăliquid biopsyñ bei inflammatorischen 

Nierenerkrankungen wie z.B. Lupusnephritis und Transplantatrejektion 

verwendet.(47,56) Dennoch liegen laut aktuellem Stand bisher lediglich 3 Arbeiten vor, 

welche Leukozyten im Urin bei AAV charakterisiert haben. Sakatsume et al. waren die 

ersten, die demonstrieren konnten, dass T Zellen und Makrophagen, welche beide eine 

prominente Rolle in der Pathogenese der AAV einnehmen, bei AAV im Urin nachweisbar 

sind. Sie beschrieben CD3+ T Zellen mit vorwiegendem Effektor Phänotypen (CD45RA-, 

CD45RO+, CD62L-), welcher so auch in Nierenbiopsien nachweisbar war. Darüber hinaus 

korrelierte die Anzahl der Zellen mit dem Grad der histologischen Veränderungen.(50) 

Abdulahad und Kollegen konnten diese Ergebnisse bestätigen und zeigten darüber 

hinaus, dass es sich bei diesen T Zellen vor allem um CD4+ Effektor Zellen handelte. 

Zudem konnten die Autoren eine deutliche Zunahme der Zellen bei renal aktiver 

Erkrankung im Vergleich zu extrarenal aktiver oder stabiler AAV zeigen.(51) de-Souza et 

al. konnten bei der Untersuchung löslicher Biomarker wie u.a. MCP-1 den vorwiegenden 

T Zell Phänotypen bestätigen und fanden Korrelationen der Zellen mit löslichen Markern, 

ohne dabei die Biomarkereigenschaften der T Zellen selbst zu beschreiben.(52)  

Diese Arbeit bestätigt die vorhergehenden Ergebnisse weitgehend. In der vorliegenden 

Kohorte fanden sich ebenfalls deutlich erhöhte Urin-T Zellen bei renal aktiver AAV. Auch 

bestand eine Assoziation mit dem histologischen Aktivitätsgrad der Erkrankung. Anders 

als die vorhergehenden Arbeiten lag der Fokus jedoch auf anderen phänotypischen 

Markern, daher konnten erstmalig Treg und TH17 Zellen im Urin bei AAV beschrieben 

werden. Auch liefert diese Arbeit die erste detaillierte Beschreibung der 

Biomarkereigenschaften der untersuchten T Zellen und bestätigt somit die zunehmende 
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Evidenz für die Verwendung von Urin Leukozyten als nicht-invasiven Biomarker renaler 

Erkrankungen. 

 

Um die Etablierung neuer, vergleichsweise aufwändiger Biomarker, wie der 

Durchflusszytometrie, zu rechtfertigen ist der Vergleich mit Alternativen notwendig. 

Hierzu wurden die Urin-T Zell Populationen mit traditionellen Routineparametern und 

neuen Biomarkern verglichen. Traditionelle Marker wie z.B. die Hämaturie waren bereits 

Teil der initialen Beschreibungen der AAV, helfen weiterhin bei der Diagnosestellung und 

sind essenzieller Bestandteil des BVAS. Die vorliegenden Ergebnisse konnten 

insbesondere für die Hämaturie gute Biomarkereigenschaften für die Bestimmung der 

Krankheitsaktivität bestätigen. Allerdings ist davon auszugehen, dass diese Ergebnisse 

aufgrund der zugrundeliegenden Klassifizierung der Krankheitsaktivität verzerrt waren. 

Auch für die Prädiktion eines renalen Relapse zeigten sich gute prädiktive Eigenschaften. 

Die Proteinurie hingegen zeigte für die Aktivitätsbestimmung und Relapse-Prädiktion 

deutlich schlechtere Werte.  

Im Vergleich mit der vorliegenden Literatur ergibt sich in diesem Punkt ein kontroverses 

Bild. Die Proteinurie gilt gemeinhin als etablierter prognostischer Marker für Überleben 

und Progress bei chronischen Nierenerkrankungen, so auch bei AAV. Dagegen zeigt sich 

kein Nutzen zur Prädiktion von Relapsen.(57,58) Die Bedeutung der Hämaturie bleibt 

jedoch trotz zahlreicher Studien umstritten. So zeigen bis zu 40 % der Patient:innen trotz 

klinisch stabiler Erkrankung über Monate bis Jahre eine persistierende Hämaturie.(42,59) 

Eine kleine Fallserie mit 6 solcher Patient:innen zog aufgrund fehlender histologischer 

Aktivitätszeichen den Schluss, dass es sich hierbei um die Folge glomerulärer ĂNarbenñ 

handeln müsse.(60) Größere Studien konnten jedoch wiederholt beschreiben, dass diese 

Patient:innen ein signifikant erhöhtes Relapse Risiko aufwiesen.(42) So demonstrierte 

zuletzt eine Meta-Analyse aus 5 randomisierten kontrollierten europäischen AAV-

Studien, dass persistierende Hämaturie nach erfolgreicher Remissionsinduktion zwar 

nicht mit Mortalität und Dialyse-freiem Überleben, aber dem Auftreten von renalen 

Relapsen assoziiert war.(58) Allerdings lag in allen diesen Arbeiten das mittlere Auftreten 

des Relapses zwischen 22 und 28 Monaten nach initialer Biomarkermessung.(42,58) Aus 

diesem Grund ergibt sich bei der Verwendung der Hämaturie für einen großen Anteil der 

Patient:innen ein Dilemma. Zwar ist Hämaturie ohne klinisch apparente 

Krankheitsaktivität ein negatives prognostisches Zeichen, aber die Auswahl der 

Patient:innen, die von einer Therapieeskalation profitieren könnten, ist bisher unmöglich. 
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Auch ist die Wahl des richtigen Zeitpunktes einer Eskalation ausschließlich anhand der 

Hämaturie nicht möglich. Hier könnte die Analyse der Urin T Zellen helfen, vaskulitische 

ĂNarbenñ von aktiver Erkrankung zu unterscheiden.(55) 

Eine weitere etablierte Untersuchung ist die Mikroskopie des Urinsediments mit 

Nachweis von dysmorphen Erythrozyten, sogenannten Akanthozyten. Bei positivem 

Nachweis wird dies als Ăaktives Urinsedimentñ bezeichnet und als pathognomonisch für 

aktive Glomerulonephritiden betrachtet. In unserer Kohorte zeigten sich robuste aber 

geringfügig schlechtere Biomarkereigenschaften für die Aktivitätsbestimmung, mit einer 

Sensitivität von 79 % und einer Spezifität von 100 %. Allerdings existieren in der Literatur 

unterschiedliche Definitionen des aktiven Sediments bezüglich des Anteils dysmorpher 

Erythrozyten, die eine weite Spanne für Sensitivität von 50 ï 100 % und Spezifität von 73 

ï 100 % bedingen.(61ï63) Durch diese uneinheitlichen Definitionen und die 

erfahrungsabhängige, subjektive und schlecht standardisierbare Beurteilung des 

Urinsediments ergeben sich Einschränkungen für ein serielles Monitoring. 

 

Gegenüber diesen etablierten Markern werden seit einigen Jahren zunehmend lösliche 

Marker (insb. MCP-1 und sCD163) als Biomarker der aktiven AAV beschrieben. Beide 

zeigen hohe Werte für Sensitivität (MCP-1: 75 ï 100 %, sCD163: 72 ï 96%) und Spezifität 

(MCP-1: 75 ï 94 %, sCD163: 94 ï 98 %) und somit gute Biomarkereigenschaften.(44,64ï

66) Weitere Marker wie Komplementfaktor C5a (65) und lösliches CD25 (sCD25) (66) 

wurden ebenfalls beschrieben, bieten jedoch nach aktuellem Stand keinen Mehrwert 

gegenüber ersteren. In dieser Arbeit erfolgte der Vergleich der Biomarkereigenschaften 

von Urin T Zellen mit diesen 4 löslichen Urinmarkern. Dabei konnten die guten 

Biomarkereigenschaften von MCP-1 und sCD163 bestätigt werden, während sCD25 und 

C5a deutlich schlechtere Eigenschaften zeigten. Allerdings erbrachten Urin T Zellen im 

Vergleich bessere Charakteristika bezüglich der Klassifizierung der Krankheitsaktivität. 

Darüber hatten diese Marker prognostischen Wert für die Prädiktion des klinischen 

Ansprechens und das Auftreten eines renalen Relapses. Dies war anhand von MCP-1 

und sCD163 nicht möglich. Zwar ist insbesondere sCD163 bereits für die 

Diagnosestellung von renalen Relapsen sowie als Marker des therapeutischen 

Ansprechens beschrieben, für die Prädiktion eines renalen Relapses im weiteren Verlauf 

liegen jedoch nur spärliche Daten vor. So wies 3 Monate vor klinisch apparentem Relapse 

lediglich 1 / 5 Patient:innen erhöhte sCD163 Werte auf.(67) Auch für MCP-1 konnte ein 

schwaches, statistisch nicht-signifikantes Signal für Relapse Prädiktion gezeigt 
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werden.(68) Alle diese Studien, inklusive der vorliegenden Arbeit, waren jedoch nicht 

prospektiv ausgelegt und es fehlte eine ausreichende statistische Power um den Nutzen 

für Relapse Prädiktion eindeutig zu beweisen. Somit gliedert sich das schwache 

prädiktive Signal der vorliegenden Arbeit in die bisherige Literatur ein.  

 

4.3  Limitationen der Studie 

Für diese Studie wurden über einen Zeitraum von 2 Jahren alle geeigneten AAV 

Patient:innen an 4 Zentren eingeschlossen und in 2 zeitlich separate Kohorten aufgeteilt. 

Die Rekrutierung erfolgte überwiegend in nephrologisch ausgerichteten Zentren. 

Letztendlich standen 95 Proband:innen, davon 87 mit AAV, zur finalen Auswertung zur 

Verfügung. 

Durch dieses Studiendesign konnte, trotz der charakteristischen niedrigen Inzidenz der 

AAV, eine ausreichende Kohortengröße erreicht werden. Allerdings ergaben sich 

hierdurch sehr unterschiedliche Gruppengrößen. So konnten z.B. nur insgesamt 7 

Patient:innen mit extrarenal aktiver AAV rekrutiert werden. Daher ist insbesondere die 

Unterscheidung zwischen renal und anderweitig aktiver AAV anhand der vorliegenden 

Daten nur begrenzt möglich. Auch können durch die zeitlich und örtlich versetzten 

Messungen  unerkannte Störgrößen entstanden sein. Allerdings spiegelt dieses 

Vorgehen die klinische Anwendung und bildet somit den Nutzen in einer solchen Situation 

besser ab.  

Ebenfalls bedingt durch dieses Design konnte nicht sichergestellt werden, dass die 

klinischen und demographischen Charakteristika zwischen den Gruppen vergleichbar 

waren. Deswegen ist es möglich, dass hierdurch Störgrößen wie z.B. das höhere Alter 

der rAAV Patient:innen im Vergleich zu den Kontrollen, einen Einfluss hatten. 

Darüber hinaus besteht die Möglichkeit, dass die angewendeten Ein- und 

Ausschlusskriterien die tatsächliche Krankheitsaktivität nicht adäquat reflektieren. Da die 

Nierenbiopsie als aktueller Goldstandard zum Nachweis der renalen Vaskulitisaktivität 

nur selten wiederholt durchgeführt wird, erfolgte die Einteilung der Gruppen insbesondere 

anhand des BVAS, welcher eine subjektive Beurteilung erfordert. Dadurch ist es 

einerseits möglich, dass Patient:innen falsch klassifiziert wurden und daher die 

Biomarkereigenschaften verzerrten. Andererseits ist es möglich, dass der BVAS selbst 

bei korrekter Anwendung die tatsächliche Krankheitsaktivität nicht adäquat abbildet. So 
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erfasst der Score z.B. persistierende Hämaturie nicht als renale Krankheitsaktivität, 

obwohl diese mit einer negativen Prognose assoziiert ist. Daher besteht die Gefahr, dass 

bisher nicht erfasste Phänomene wie z.B. okkulte Inflammation übersehen wurden.  

Eine weitere Limitation ergibt sich durch die geringe Anzahl der vorhandenen 

Nierenbiopsien. Von 52 Patient:innen mit renal aktiver AAV lagen lediglich 21 

Nierenbiopsien vor. Dies begründet sich vor allem durch den hohen Anteil von Relapsen 

in der vorliegenden Kohorte, da die Nierenbiopsie aufgrund ihrer invasiven Natur meist 

nur zur initialen Diagnosestellung indiziert ist und angewendet wird. So ergaben sich für 

die einzelnen Klassen der Berden Klassifikation Gruppengrößen zwischen 1 und 7. Bei 

dieser Größe erreichten die beobachteten Unterschiede erst nach Zusammenlegen der 

Gruppen statistische Signifikanz. Dies schwächt jedoch die Aussagekraft dieser 

Ergebnisse deutlich ab und anhand der vorliegenden Daten ist keine Aussage bezüglich 

der Eignung als Ăliquid biopsyñ möglich. Allerdings konnte dieser Zusammenhang 

zwischen renaler Histologie und Urin Leukozyten bereits im Rahmen anderer Studien 

gezeigt werden.(50,56)  

Ähnlich limitiert sind die Ergebnisse bezüglich der Relapse Prädiktion. Hier zeigten sich 

bei 28 Proband:innen in Remission in den ersten 6 Monaten nach Messung lediglich 3 

Schübe. Daher kann über einen prognostischen Nutzen nur spekuliert werden. Allerdings 

stellt dies dennoch ein interessantes Signal dieser explorativen Analyse dar, 

insbesondere da für andere Marker bisher nur vergleichbar limitierte Ergebnisse 

veröffentlicht wurden. Diese Hinweise sollten in einer prospektiven Studie mit 

ausreichender Power bestätigt werden.  

Eine weitere Limitation dieser Arbeit stellt die Art der Probengewinnung und -verarbeitung 

dar. Da die AAV ein großes klinisches Spektrum von geringer Symptomlast bis zu akuter 

Lebensgefahr bildet, ist unsere Kohorte sehr heterogen und die Urinproben wurden nicht 

unter standardisierten Bedingungen gewonnen. Es ist daher möglich, dass Unterschiede 

wie z.B. die Gewinnung in einer Ambulanz oder auf einer Intensivstation und dadurch 

bedingt unterschiedliche Transportwege Störgrößen darstellten. Gleichzeitig ergibt sich 

dadurch jedoch auch eine Stärke dieser Arbeit, da robuste Biomarkereigenschaften unter 

Ăechtenñ klinischen Bedingungen vorlagen und diese trotz potenzieller Störgrößen stabil 

waren.   

Analog besteht die Gefahr von Fehlern oder Störfaktoren bei der Sammlung der 

klinischen Daten. Aufgrund einer fehlenden systematischen und standardisierten 

Erfassung sämtlicher klinischer Daten, erfolgte diese retrospektiv und manuell. Dadurch 
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sind zum einen Übertragungsfehler möglich und zum anderen wurden Parameter 

vorausgewählt und dadurch zuvor nicht-berücksichtigte oder unbekannte Störgrößen wie 

z.B. Therapieänderungen, nicht erfasst. 

 

Neben diesen intrinsischen Limitationen ergeben sich aus dem Design dieser Studie 

einige relevante Punkte für die Übertragbarkeit der Ergebnisse auf die Gesamtpopulation 

der AAV-Patient:innen. Einerseits ist es gelungen mit insgesamt 87 AAV-Proband:innen 

eine große Kohorte für eine seltene Erkrankung zusammenzustellen. Zum Vergleich, die 

Erstbeschreibung von MCP-1 und sCD163 erfolgte anhand von 52 bzw. 167 Fällen, 

wobei hier die Anzahl der renal Aktiven mit 14 und 26 deutlich geringer war als in dieser 

Studie mit insgesamt 52 Patient:innen.(43,44) In der vorliegenden Kohorte lag das 

mediane Alter bei 59 Jahren (IQR: 51 ï 69), 62% waren männlich, 58 % anti-PR3 positiv 

und 63 % hatten die klinische Diagnose einer GPA. Dies reflektiert nordeuropäische AAV 

Kohorten.(20) Bedingt durch die Rekrutierung in vorwiegend nephrologischen Zentren 

konnten jedoch nur insgesamt 7 Patient:innen mit extrarenaler AAV eingeschlossen 

werden und somit nicht das volle Spektrum der Erkrankung abgebildet werden. 

Durch die Rekrutierung über einen Zeitraum von 2 Jahren und an insgesamt 4 

internationalen Zentren besteht die zwar Gefahr, dass Störgrößen entstanden, 

andererseits ist durch die multizentrische Rekrutierung die Generalisierbarkeit dieser 

Ergebnisse gestärkt. 

Eine weitere Limitation der Biomarkereigenschaften besteht in der retrospektiven 

Datenanalyse. Da die Bestimmung der Biomarkereigenschaften und die Festlegung der 

optimalen Grenzwerte erst nach Abschluss der Rekrutierung erfolgte, besteht hier die 

Gefahr des Ăoverfittingsñ, d.h. dass die Ergebnisse nur die verwendete Kohorte abbilden, 

aber nicht übertragbar sind. Zwar konnte diese Gefahr durch die Verwendung einer 

separaten Validierungskohorte reduziert werden, dennoch ist eine prospektive Studie mit 

vorheriger Festlegung der Grenzwerte für eine sichere Bestätigung dieser Werte 

erforderlich. 

 

4.4  Zukünftige Forschung und Anwendung 

Diese explorative Arbeit konnte zeigen, dass Urin T Zellen das renal inflammatorische 

Milieu reflektieren, mit hoher diagnostischer Sicherheit die Krankheitsaktivität bestimmen 
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können und potenziell prognostischen Wert besitzen. Die Ergebnisse bestätigen 

Untersuchungen anderer renaler Erkrankungen bezüglich der Nutzung von Urin 

Leukozyten als Biomarker. Daraus ergeben sich unterschiedliche potenzielle 

Anwendungsszenarien.  

Aktuell gibt es keine eindeutige singuläre Untersuchung zur Bestimmung der 

Krankheitsaktivität, sondern dies geschieht in der Zusammenschau von Anamnese, Klinik 

und Labor. Dadurch entsteht eine diagnostische Unsicherheit und eine hohe 

Interobserver Variabilität. Bei Patient:innen mit etablierter AAV könnte daher bei Verdacht 

auf einen erneuten Krankheitsschub, neben der routinemäßigen Urinanalyse, eine 

zusätzliche durchflusszytometrische Untersuchung der Urinleukozyten durchgeführt 

werden. Dies könnte insbesondere in klinisch schwierig interpretierbaren Situationen, wie 

z.B. persistierender Hämaturie oder systemischer Infektion, die diagnostische Sicherheit 

erhöhen und eine zielgerichtetere Therapie ermöglichen.  

Aufgrund der limitierten Aussagekraft der vorliegenden Ergebnisse bezüglich des 

prognostischen Nutzens sind die weiteren Anwendungsszenarien zunächst spekulativ 

und erfordern eine weitere Validierung in geeigneten Studien. Eine charakteristische 

zelluläre Signatur bei der initialen Messung im Schub konnte das klinische Ansprechen 

vorhersagen. Dies könnte zur Abschätzung der Prognose und darauf basierend zur 

ĂDosierungñ der Therapieregime genutzt werden. Analog könnte möglicherweise, 

abhängig von der zellulären Signatur, eine individuelle zielgerichtete Therapie z.B. IL-17 

Blockade abhängig von der TH17 Zellzahl gewählt werden. 

Weitere potenzielle Anwendungsszenarien ergeben sich in der Nachsorge von AAV 

Patient:innen. Einerseits könnte serielles Monitoring von Urin Leukozyten erneute 

Krankheitsschübe frühzeitig erkennen und eine frühzeitige Therapieeskalation 

ermöglichen. Dies könnte lebensbedrohliche Situationen vermeiden und eine reduzierte 

Therapie aufgrund der begrenzten Inflammation ermöglichen. Andererseits könnte bei 

erhöhtem Relapse Risiko eine engmaschigere Nachsorge oder eine präemptive 

Therapieeskalation erfolgen. Um die limitierten Ergebnisse bezüglich der Relapse 

Prädiktion zu bestätigen und ein solches Anwendungsszenario zu ermöglichen, wurde 

basierend auf dieser Arbeit die prospektive PRE-FLARED Studie (NCT04428398) 

durchgeführt.(69) Hier konnten 112 AAV-Proband:innen in stabiler Remission 

eingeschlossen und nach Quantifizierung der Urin T Zellen über 6 Monate 

nachbeobachtet werden. Die Ergebnisse sind zum Zeitpunkt der Einreichung dieser 

Arbeit jedoch noch nicht veröffentlicht. 



Schlussfolgerungen 41 

5 Schlussfolgerungen  

Die AAV ist trotz großer diagnostischer und therapeutischer Fortschritte weiterhin mit 

hoher Morbidität und Mortalität, insbesondere bedingt durch Nebenwirkungen der 

Therapie, verbunden. Diese Arbeit zeigt, dass die durchflusszytometrische 

Quantifizierung von Urin-T Zellen einen vielversprechenden Biomarker für die 

Einschätzung der Krankheitsaktivität darstellt. Neben robusten Biomarkereigenschaften 

könnte diese Methode möglicherweise als erster Biomarker für prognostische und 

prädiktive Anwendungen verwendet werden und eine individuelle Therapiesteuerung 

ermöglichen. Um eine solche Anwendung zu ermöglichen, könnte die auf dieser Arbeit 

aufbauende prospektive PRE-FLARED Studie zur Relapse Prädiktion ein erster Schritt 

sein. 
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