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1 Einleitung und Ziel der Dissertation

Die Nierentransplantation ist die erfolgversprechendste Therapieoption fiir Patienten mit chronischer
Niereninsuffizienz im Stadium 5 (1). Sie verbessert im Vergleich zur Dialyse Lebensqualitdt und
Lebenserwartung (2). Trotz der Fortschritte der letzten Jahre bezliglich der Transplantatliberlebenszeit
besteht weiterhin das Risiko, ein Transplantat durch akute oder chronisch vermittelte immunologische
Schadigung vorzeitig zu verlieren (2, 3). Im Rahmen der Betreuung von Patienten nach
Nierentransplantation gilt es, das Transplantat durch den Einsatz von Immunsuppressiva vor
AbstoRungsreaktionen zu schitzen und gleichzeitig das Risiko unerwiinschter Arzneimittelwirkungen
und Infektionen zu minimieren. Bei einer Transplantatfunktionsverschlechterung ist die invasive
Nierenbiopsie aufgrund fehlender Biomarker des peripheren Blutes noch immer Goldstandard der
Diagnostik. Die medizinische Betreuung von Patienten nach Nierentransplantation bleibt somit
weiterhin eine Herausforderung.

Das Ubiquitin-editierende Enzym A20 ist ein zentraler Inhibitor des Transkriptionsfaktors
Nuklearer-Faktor-kB (NFkB) und beeinflusst eine Vielzahl immunologischer Signalkaskaden (4). Dem
Protein A20 wurden vielseitige immunregulatorische und antiinflammatorische Eigenschaften
zugeschrieben, wodurch Zellhomdéostase und Entziindungshemmung sowie Zellzyklus und Apoptose
beeinflusst werden. Verdanderungen der A20-Expression konnten bei Erkrankungen mit
autoinflammatorischer Komponente, wie dem Ischamie- und Reperfusionsschaden und bei
verschiedenen Autoimmunerkrankungen gemessen werden.

Die Funktion von A20 im Kontext der chronischen Niereninsuffizienz, der Dialyse und insbesondere der
Nierentransplantation ist noch unzureichend untersucht. Erste Ergebnisse legen eine Assoziation
zwischen der Funktion und Expression von A20 und dem Ausmall immunologisch-vermittelter
Transplantatschadigung nahe (5).

Die vorliegende Arbeit soll die Rolle von A20 bei Nierentransplantierten und schwerpunktmaRig bei
immunologischer Transplantatschadigung beleuchten. Dazu wird zundchst untersucht, ob sich die
A20-Expression in mononukleédren Zellen des peripheren Blutes (PBMCs) bei Nierentransplantierten,
Dialysepatienten und Gesunden, bei Patienten mit und ohne AbstoRungsreaktion und bei Patienten
mit unterschiedlichen nephrologischen Grunderkrankungen unterscheidet. AnschlieRend sollen
Zusammenhdnge zwischen der gemessenen A20-Expression in PBMCs und klinischen
Transplantationsparametern herausgearbeitet werden. Nachfolgend wird untersucht, ob auch
Unterschiede beziglich der A20-Expression im intrarenalen Gewebe bei Patienten mit und ohne
AbstoRBungsreaktion existieren.

AbschlieBend wird bewertet, ob A20 als diagnostischer und prognostischer Biomarker oder als

Therapietarget im Kontext der Nierentransplantation dienen kdnnte.



2 Literaturdiskussion

2.1 A20-Stand der Forschung

2.1.1 EinfGhrung und historischer Hintergrund

A20 ist ein Ubiquitin-editierendes Enzym und ein zentraler Inhibitor des Transkriptionsfaktors
NFkB (4). Da zahlreiche immunologische Signalkaskaden in der Aktivierung von NFkB miinden, ist A20
ein wichtiges immunregulatorisches und antiinflammatorisches Enzym, das zur Zellhomd&ostase und
Entziindungshemmung beitrdagt und dariiber hinaus den Zellzyklus sowie den Zelltod und das
Uberleben von Zellen beeinflusst.

Im Jahre 1990 wurde von Dixit et al. erstmals die Expression von A20 in Endothelzellen nach
Stimulation mit Tumor-Nekrose-Faktor-a (TNFa), Interleukin-1-B (IL-1B) und Lipopolysacchariden (LPS)
nachgewiesen (6). Die Induktion von A20 durch TNF konnte nachfolgend lber die Wirkung von
kB-Transkriptionsfaktoren erklart werden (7). Weitere Untersuchungen konnten die
NFkB-inhibierende Funktion von A20 belegen (8). Erste Mausmodelle ergaben, dass ein homozygoter
A20-knock-out aller Zellen schwere Entziindungsreaktionen multipler Organe bewirkt und zum Tod
bereits in der Perinatalperiode fiihrt (9).

Diese ersten Untersuchungen wiesen auf die Regulation kritischer Schritte der Immunzellhomd&ostase
durch A20 hin (10). Diese Homoostase gerat aus dem Gleichgewicht bei Erkrankungen mit
autoinflammatorischer Komponente, die mit verstarkter Zytokinproduktion einhergehen, sowie bei
Autoimmunerkrankungen, die durch autoreaktive T-Zellen und Autoantikérper vermittelt werden (10).
Daher wurde eine Dysregulation von A20 mit verschiedenen Erkrankungen mit autoinflammatorischen
und autoimmunen Komponenten in Verbindung gebracht. Insbesondere waren dies
Ischdmie- und Reperfusionsschaden, Systemischer Lupus Erythematodes (SLE), Rheumatoide Arthritis,

Psoriasis und chronisch entziindliche Darmerkrankungen.
2.1.2 Expression und Struktur von A20

Das Ubiquitin-editierende Enzym A20 wird vom
Tumor-Nekrose-Faktor-a-induzierten-Protein-3-Gen (TNFAIP3) kodiert, das in der
Chromosomenregion 6923 liegt und eine Ldnge von 790 Aminosaureresten aufweist (11, 12). A20 ist
ein pleiotrop exprimiertes, zytoplasmatisches Protein (4).

Die basale Expressionsrate von A20 ist in den meisten Zellen relativ gering, da die Expression durch
den Downstream-Regulatory-Element-Antagonist-Modulator (DREAM) supprimiert wird (10, 13).
Ausnahmen bilden bestimmte Immunzellen, wie periphere T-Zellen, Thymozyten und dendritische

Zellen oder Organe deren Zellen gegenliber hohen Antigenmengen exponiert sind, wie beispielsweise



Zellen der Lunge (14). Auf transkriptioneller Ebene wird die Expression von A20 durch Bindung,
beispielsweise  des  Orphan-Rezeptors  Estrogen-Related-Receptor-a  (ERRa), an  zwei
NFkB-Bindungsstellen des TNFAIP3-Promotors eingeleitet (10, 15).

Ubiquitinierung ist ein posttranslationaler Regulationsmechanismus, durch den mono- oder polymere
Ubiquitinmolekiile tiber verschiedene Bindungsarten Lysin- oder Methioninresten von Zielproteinen
angefligt werden (16). Je nach Art der Bindung werden dadurch die Aktivitat oder die Lokalisation der
Zielproteine sowie die Interaktionen verschiedener Proteine untereinander reguliert (16). An der
Ubiquitinierung sind Ubiquitin-aktivierende Enzyme (E1), Ubiquitin-konjugierende Enzyme (E2) und
Ubiquitin-Ligasen (E3) beteiligt (16). Dartiber hinaus spalten Deubiquitinasen (DUB) Ubiquitinmolekiile
von Zielproteinen ab, sodass Ubiquitinierung einen hoch dynamischen und reversiblen Prozess
darstellt (16).

A20 besteht aus zwei unterschiedlichen Domanen, die jeweils unterschiedliche Reaktionen
katalysieren. Am carboxyterminalen Ende enthalt A20 eine Zinkfingerdomane, die sieben Zinkfinger
aufweist (4). Zinkfinger 4 (Zn4) ist einerseits eine E3-Ligase, die K-48-verbundene Polyubiquitinketten
an Zielproteine anflgt, wodurch diese fir den Abbau im Proteasom markiert werden (17). Andererseits
hat Zn4 Ubiquitin-bindende Eigenschaften und férdert dadurch die Bindung von A20 an ubiquitinierte
E2-Enzyme (4, 18). Die Zinkfingerdomane 7 (Zn7) bindet lineare Polyubiquitinketten und kann dadurch
die Aktivierung bestimmter Proteine supprimieren (17). Die Funktionen der fiinf weiteren Zinkfinger
sind noch nicht abschlieBRend geklart (4). Die aminoterminale Ovarialtumordoméane (OTU) von A20
enthalt einen katalytischen Cysteinrest (C103) und vermittelt die Funktion eines deubiquitinierenden
Enzyms (10, 17). Sie spaltet aktivierende, K-63-verbundene Polyubiquitinketten von Zielproteinen ab,
wodurch Ubiquitin-abhangige Signale unterbunden und die Anlagerung nachgeschalteter Proteine

inhibiert werden (4, 17).
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Abbildung 1: Aufbau des TNFAIP3-Genlokus (17)



2.1.3 A20-kontrollierte Signalwege

Weitere Untersuchungen beleuchteten, dass A20 nach Ligandenbindung an verschiedenste
Rezeptoren der angeborenen und erworbenen Immunantwort Uber die Inhibition von NFkB wirkt. Das
konnte einerseits fir Mustererkennungsrezeptoren wie membranstandige Toll-Like-Rezeptoren (TLR)
und zytoplasmatische NOD-Like-Rezeptoren (NOD) belegt werden (4, 19). Andererseits wurde es fir
den zur TNF-Rezeptor-Superfamilie gehdérenden Rezeptor Cluster-of-Differentiation-40 (CD40),
Zytokinrezeptoren wie den Interleukin-1-Rezeptor (IL-1R) oder den IL-17-Rezeptor (IL-17R) sowie die
lymphozytaren T-Zell-Rezeptoren (TCR) und B-Zell-Rezeptoren (BCR) beschrieben (19). Zuletzt gab es
aber immer mehr Hinweise, dass A20 auch eine davon unabhangige Funktion in der Verhinderung des
Zelltods zukommt, die fiir die antiinflammatorische Funktion verantwortlich ist (18). So wurden
NFkB-unabhéangige A20-Funktionen in der Regulation des
NOD-Like-Rezeptor-Protein-3-Inflammasoms  (NLRP3), des Wingless-Signalwegs (Wnt), des

Interferon-Regulierenden-Faktor-Signalwegs (IRF) und der Autophagie beschrieben (10, 19).
2.1.3.1 NFkB-Signalweg

NFkB ist ein zentraler Transkriptionsfaktor, der in nahezu allen menschlichen Zellen exprimiert
wird (20). Er unterstiitzt die Transkription von vielen verschiedenen Genen, unter anderem von
Zytokinen, Chemokinen, Akute-Phase-Proteinen, antiapoptotischen und zellzyklusregulierenden
Proteinen (20). NFkB kann durch den kanonischen oder den nicht-kanonischen Signalweg aktiviert
werden, wobei A20 den kanonischen Signalweg reguliert (19). Insgesamt sind flinf unterschiedliche
NFkB-Molekiile bekannt: RelA, RelB, c-Rel, NFkB1 und NFkB2, die als Homo- oder Heterodimere an
Bindungsstellen auf der DNA binden (10). Der zytosolische Inhibitor von NFkB (ikB) bindet im
Ruhezustand NFkB und verhindert dadurch dessen Translokation in den Nukleus (19). Ein
Schliisselmechanismus des NFkB-Signalwegs ist die Aktivierung des
Inhibitors-von-NFkB-Komplexes (IKK), der im kanonischen Signalweg durch den
Inhibitor-der-NFkB-Untereinheit-a (IKKa), den Inhibitor-der-NFkB-Untereinheit-beta (IKKB) und die
regulatorische Untereinheit NFkB-essenzieller-Modulator (NEMO) gebildet wird (19). Der aktivierte
IKK-Komplex phosphoryliert ikB und markiert diesen damit fiir den Abbau im Proteasom (19). Dadurch
wird NFkB frei und dessen Translokation in den Zellkern ermdoglicht, um dort an NFkB-Bindungsstellen

der Promotoren von Zielgenen als Transkriptionsfaktor zu wirken (19, 21).
2.1.3.2 TNF-Signalweg

Exemplarisch werden hier die Funktionen von A20 im TNF-Signalweg erldutert: Im TNF-Signalweg flhrt
die Bindung von Liganden an den TNF-Rezeptor (TNFR) zur Anlagerung von Adapterproteinen, wie

TNF-Rezeptor-Assoziiertem-Death-Domain-Protein  (TRADD), Rezeptor-Interagierendem-Protein-1
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(RIP1) und TNF-Rezeptor-Assoziiertem-Faktor 2/5 (TRAF2/5), die den TNFR-Komplex bilden (19). Durch
Unterstitzung des E2-Enzyms Ubiquitin-konjugierendes-Enzym-13 (Ubc13) und des E3-Enzyms
Zelluldrer-Inhibitor-des-Apoptoseproteins-1/2 (clAP1/2) erfolgt die K-63-Polyubiquitinierung von
RIP1 (10, 19). Die so entstandene Polyubiquitinkette ermoglicht einerseits die Rekrutierung der
Transforming-Growth-Faktor-B-Aktivierten-Kinase-1 (TAK1), die zusammen mit
TAK1-Bindeprotein 2/3 (TAB2/3) einen Komplex bildet, und andererseits die Anlagerung des
NFkB-Essentiellen-Modulators, der zum IKK-Komplex zahlt (10, 19). Durch die rdumliche Nédhe der
beiden Komplexe kann TAK1 jetzt IKKB phosphorylieren und damit NFkB aktivieren (19). Des Weiteren
wird NEMO durch den Linearen-Ubiquitin-Chain-Assembly-Komplex (LUBAC) phosphoryliert, der zur
Anlagerung des IKK-Komplexes und zur Stabilisierung des IKK/LUBAC-Komplexes fiihrt (10, 19).
Innerhalb dieses Signalwegs hydrolysiert A20 die K63-verbundenen Polyubiquitinketten von RIP1 und
fligt K-48-verbundene Polyubiquitinketten an, um RIP1 fir den Abbau im Proteasom zu
markieren (10, 19). Zudem destabilisiert A20 die Interaktion von Ubc13 und clAP1/2 und markiert
Ubc13 durch K48-Polyubiquitinierung fiir den Abbau (10, 19). Gleichzeitig konkurriert die Zn7-Doméne
von A20 mit NEMO um die Bindung an Ubiquitinketten und destabilisiert dadurch den
IKK/LUBAC-Komplex (10, 19).
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Abbildung 2: Funktionen von A20 im TNF-Signalweg (10)
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2.1.4 Regulation von A20

Die Funktion und Expression von A20 unterliegt verschiedenen transkriptionellen,
post-transkriptionellen und post-translationalen Regulationsmechanismen (10). A20 vermittelt
Feedback-Inhibition, da die TNFAIP3-mRNA direkt durch NFkB induziert wird und A20 gleichzeitig als
negativer Regulator des NFkB-Signalwegs fungiert (17).

Auf transkriptioneller Ebene wirken Glukokortikoide férdernd auf die A20-Expression (21). Uber
Bindung des Glukokortikoidrezeptors an einen intronischen Enhancer des TNFAIP3-Genlokus kann,
eingeleitet durch proinflammatorische Stimuli, eine verlangerte A20-Expression sogar nach Reduktion
von NFkB aufrechterhalten werden (14, 21).

Im Review von Das et al. werden mRNA-bindende-Proteine und Mikro-RNAs (miRNAs), die auf
posttranskriptioneller Ebene die Stabilitat des TNFAIP3 Transkripts regulieren, zusammengefasst (10).
Ring-Finger-and-CCCH-Type-Domains-1 (RC3H1), ein mRNA-bindendes-Protein, destabilisiert die
TNFAIP3-mRNA und verringert dadurch die A20-Expression (10). Im Mausmodell konnte zudem die
Induktion von Autoimmunitat ursachlich auf mutiertes RC3H1 zuriickgefiihrt werden (10). Ebenso
bedingen nicht-kodierende miRNAs, nach Bindung komplementarer RNA-Abschnitte der
3‘-untranslatierten Region (3’UTR), die Inhibition der A20-Expression (22). Dysregulierte
miRNA-Expression von TNFAIP3/A20 scheint daher auch in der Pathogenese bestimmter
Autoimmunerkrankungen oder Tumorerkrankungen relevant zu sein (22, 23). Ebenfalls auf
posttranskriptioneller Ebene unterliegt A20 in humanen Zellen insbesondere nach Aktivierung von
B- und T-Zellen der Proteinspaltung durch das  Translokationsprotein-1  des
Mukosa-assoziierten lymphatischen Gewebes (MALT-1) am zwischen Zinkfinger 1 und Zinkfinger 2
lokalisierten Argininrest 439 (10, 14). Diese Spaltung flhrt letztlich zur Unterbrechung des
NFkB-inhibitorischen Potenzials von A20 (14).

Im Rahmen der posttranslationalen Modifikation konnte in verschiedenen Zellreihen die
Phosphorylierung von A20 am Serinrest 381 (S381) der OTU durch IKKB nach Stimulation mit TNFa und
LPS nachgewiesen werden (24). In inflammatorischer Umgebung wird so durch Férderung der
K63-Polyubiquitinierung und der K48-Polyubiquitinierung auf posttranslationaler Ebene die
A20-Expression verstarkt (10). Inzwischen konnte fir drei A20-OTU-Allele eine abgestufte
Verringerung der A20-Phosphorylierung (C243Y > 1325N > T108A;1207L) nachgewiesen werden (17).
Eine geringe Abnahme der A20-Phosphorylierung scheint die Immunantwort gegeniiber bestimmten
Pathogenen zu verbessern, wohingegen eine deutlich verringerte A20-Phosphorylierung spontane
inflammatorische Erkrankungen bedingt (17). Daher dienen Varianten der OTU, welche die
Phosphorylierung von A20 vermitteln, als abstimmbare genetische Elemente, welche die Balance

zwischen mikrobieller Toleranz und Immunitat beeinflussen (17).



Dariiber hinaus scheinen auch zellextrinsische Faktoren, wie Hyperglykdmien Uber die Inhibition von
A20 zur entzindlich vermittelten Gewebeschadigung beizutragen (10, 25). So fiihrt in glatten
Muskelzellen, die hohen Glukosekonzentrationen ausgesetzt sind, die posttranslationale
O-Glykosylierung zur Ubiquitinierung und zum Abbau von A20 im Proteasom (25).

Die Funktionen von A20 sind dariiber hinaus abhangig von der Bindung an Adapterproteine, die A20
unter anderem in die Nahe von Polyubiquitinketten lokalisieren (10). Wichtige Adapterproteine sind
A20-bindender Inhibitor-der-NFkB-Aktivierung-1/2 (ABIN 1/2) und Tax-1-Bindeprotein-1 (TAX1BP1),
die an der Zinkfingerdomane des C-Terminus von A20 binden, sowie die Itchy-E3-Ubiquitin-Ligase

(ITCH) und Ringfingerprotein-11 (RNF11) (4).
2.1.5 Funktion in T- und B-Zellen

Die Funktion von A20 in T-Zellen wurde von unterschiedlichen Arbeitsgruppen untersucht. Die von
Giordano et al. generierten Knock-out Mause, die doppeltdefizient fiir A20 in reifen konventionellen
T-Zellen waren, wiesen Lymphadenopathie und T-Zell-Infiltrationen in peripheren Organen auf (26). In
vitro reagierten CD8+ Zellen dieses Stamms auf inflammatorische Stimuli mit verstarkter Produktion
proinflammatorischer Zytokine, wie Interferon-y (INFy) und Interleukin-2 (IL-2) (26). Daher scheint A20
in CD8+ Zellen die Freisetzung von INFy und IL-2 zu kontrollieren (10).

Daneben wurden von Onizawa et al. A20-doppeltdefiziente CD4-Knock-out Mause generiert (27). Die
T-Zellen dieses Mausstamms zeigten einerseits verringerte Differenzierung naiver T-Zellen zu Th1- und
Th-17-Zellen, andererseits unterlagen sie verstarkt der Nekroptose, also dem durch die
Rezeptor-interagierende Proteinkinase-3 (RIPK3) vermittelten Zelltod, wodurch sich die Expansion
aktivierter T-Zellen verminderte (10, 27). Daher wird A20 eine Bedeutung in der Inhibition der
Nekroptose und damit eine fordernde Rolle auf die T-Zell-Proliferation zugewiesen (27). Anhand
anderer Untersuchungen an CD4+ Zellen A20-doppeltdefizienter CD4-Knock-out Mause konnte A20
ein fordernder Einfluss auf Autophagie, die einen wichtigen Prozess der Zellerneuerung darstellt,
zugewiesen werden (28). In CD4+ Zellen scheint fir diesen fordernden Einfluss die A20-bedingte
Inhibition des Autophagie-inhibierenden Ziel des Rapamycins im Sdugetier (mTOR)-Signalwegs
verantwortlich zu sein (28).

Zur Klarung der Funktionen von A20 in B-Zellen wurden von verschiedenen Arbeitsgruppen
Mausmodelle mit A20-Defizienz in B-Zellen untersucht. A20-Defizienz in B-Zellen fiihrte bei
Tavares et al. zu einem Anstieg der B-Zellen in den Keimzentren dieser Mause (29). Der Stamm
entwickelte ein autoimmunes Syndrom, das durch Autoantikdrperproduktion und glomerulédre
Immunglobulinablagerungen charakterisiert war (29). Daher wurde A20 eine unterstiitzende Funktion
in der Elimination autoreaktiver B-Zellen im Rahmen der in den Keimzentren stattfindenden negativen

Selektion zugewiesen (29). Ursachlich war einerseits die Resistenz A20-negativer B-Zellen gegeniiber
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FAS-induziertem Zelltod (29). Andererseits scheint A20 das Uberleben aktivierter B-Zellen zu
verhindern, indem es die NFkB-abhdngige Transkription des Proteins B-Cell-Lymphoma-x (Bcl-x)
limitiert (29). Hovelmeyer et al. beobachteten verstarkte B-Zell-Proliferation und einen Anstieg der
Serum-Immunglobuline, der durch Autoantikdrperproduktion verursacht war (30). Als Ursache wurde
ebenfalls die durch A20-Defizienz bedingte ineffiziente B-Zell-Deletion im Keimzentrum
angegeben (30). Chu et al. beobachteten die vermehrte Expression des proinflammatorischen Zytokins
Interleukin-6 (IL-6) sowie eine Expansion myeloischer Zellen, T-Effektorzellen und regulatorischer
T-Zellen (Tregs) (31). Dartiber hinaus zeigten gealterte Mause ein Autoimmunsyndrom, das durch
Splenomegalie, Plasmazellhyperplasie und Autoantikérperproduktion bestimmt war (31). Daher
kontrolliert A20 in B-Zellen die IL-6-Produktion und die Expression des anti-apoptotischen Bcl-x,

wodurch die Bildung autoreaktiver Zellen, die Autoimmunphdnomene bedingen, verhindert wird (10).
2.1.6  A20 und Ischdmie- und Reperfusionsschaden

Durch seine zytoprotektiven und antiinflammatorischen Eigenschaften wurde auch die Bedeutung von
A20 fur den Ischdmie- und Reperfusionsschaden untersucht. Zunachst wiesen Lutz et al. in der
Zellkultur an Endothelzellen, die Hypoxie und Reperfusion ausgesetzt waren, die Induktion von A20
sowie die Suppression von NFkB und proinflammatorischer Molekiile durch Vorbehandlung mit
A20-Adenovirus nach (32). Nachfolgend zeigten sie an Rattennieren, die ebenfalls Ischamie und
Reperfusion ausgesetzt waren, eine Reduktion von akuter Tubulusnekrose und der Expression von
NFkB durch Vorbehandlung mit A20-Adenovirus (32). Daher wurde angenommen, dass A20 den
Ischamie- und Reperfusionsschaden durch Reduktion entziindlicher Gewebeschadigungen und
Apoptose in Endothelzellen und proximalen Tubuluszellen begrenzt und somit zur Aufrechterhaltung
der physiologischen Homdoostase in Nieren beitragt (32). Yang et al. untersuchten, inwiefern Methoden
der Nierenkonservierung die Expression von A20 beeinflussen (33). Verglichen mit Kalteperfusion
zeigte sich bei Nieren von Kaninchen, die nach einer Phase der Ischamie mittels maschineller Perfusion
konserviert wurden, vor allem in den Tubulusepithelzellen eine starkere A20-Expression sowie eine
geringere Expression von NFkB und TNFa (33). Gleichzeitig waren entzlindliche Veranderungen,
Apoptose und Nekroptose in perfundierten Nieren signifikant verringert (33). Die Hemmung der
Nekroptose wurde durch die A20-vermittelte Inhibition der RIPK-3-Expression in den maschinell
perfundierten Nieren erklart (33). Die antiapoptotischen Effekte der renalen Zellen wurden auf die
Regulation des Signalwegs der c-JUN N-terminalen Kinase (JNK) durch A20 zuriickgefiihrt, ein
Mechanismus, der zuvor schon von Won et al. in der Zellkultur beschrieben worden war (33, 34). A20
bindet innerhalb des JNK-Signalwegs die Apoptosesignal-regulierende-Kinase-1 (ASK1), fordert
dadurch die ASK1-Degradation und verringert so die Apoptose (33). Einen neuen Mechanismus, liber

den A20 die Hypoxie-induzierte tubulointerstitielle Inflammation reguliert, zeigten Li et al. auf (35). So
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wird in hypoxischen Tubulusepithelzellen der Hypoxie-induzierte-Faktor-1-a (HIF-1a) exprimiert, der
die Sekretion miRNA23a-beinhaltender Exosomen fordert (35). In Makrophagen fiihrt miRNA23a
wahrscheinlich durch direkte Interaktion mit der 3’UTR von A20/TNFAIP3 mRNA zur verringerten
A20-Expression (35). Umgekehrt begrenzt die Transfektion mit einem miRNA23a-Inhibitor die

tubulointerstitielle Inflammation durch Verstarkung der A20-Expression (35).
2.1.7 A20 und Nierentransplantation

Durch seine zytoprotektiven und antiinflammatorischen Eigenschaften wurde A20 eine Bedeutung in
der Protektion transplantierter Organe gegeniiber Inflammation und AbstoRRungsreaktionen
zugewiesen (32). Dennoch existieren nur wenige Studien, die den Zusammenhang zwischen A20 und
Nierentransplantation beschreiben. Zunéchst untersuchten Avihingsanon et al.
Transplantatnierenbiopsien von Patienten, bei denen der Verdacht auf eine AbstoBungsreaktion
bestand, und konnten dadurch erstmals eine Assoziation zwischen der Expression von A20 in den
Gefdllen des Transplantats und einer TransplantatabstoBung beschreiben (36). A20 war in
Transplantaten ohne AbstoRBungsreaktion nicht nachweisbar, wurde aber als Reaktion auf
immunologische Schadigung durch akute oder chronische AbstoRungsreaktionen induziert (36). Die
Expression von A20 beschrankte sich meist auf Endothelzellen und glatte GefaBmuskelzellen sowie
infiltrierende mononukleédre Zellen (36). Dabei war das Ausmall der Induktion bei chronischen
AbstoRungsreaktionen deutlich geringer als bei akuten (36). Da Biopsien mit Cylcosporintoxizitat im
Gegensatz zu jenen mit TransplantatabstoBung keinerlei A20 exprimierten, ergab sich, dass nicht jede
Form der Transplantatschidigung die A20-Expression verstirkt (36). Ahnliche Ergebnisse legten auch
Bodonyi et al. vor, die ebenfalls die Induktion von A20 in Nierenbiopsien von Patienten mit
AbstoRungsreaktion zeigen konnten (37).

Nachfolgend wiesen Kunter et al. an Nierentransplantaten von Ratten eine Korrelation zwischen der
Expression von A20 in Endothelzellen sowie glatten GefaBRmuskelzellen und der Abwesenheit von
Transplantatarteriosklerose nach (38). Histopathologisch lieBen sich in Organen mit hoher A20
Expression in glatten Gefafmuskelzellen nur moderate Gewebeschaden mit minimalen zelluldren
Infiltraten und erhaltener GefadRintegritat erkennen (38). Umgekehrt war die A20 Expression in
Transplantaten mit eingeschrankter Organfunktion und obstruktiven neointimalen Lasionen verringert
oder fehlte vollstdndig (38). Diese Untersuchung legt daher nahe, dass die Abwesenheit oder
Verminderung von A20 in Endothelzellen und glatten Gefafmuskelzellen proinflammatorische
Prozesse durch NFkB-Aktivierung fordert (38). Das korreliert auch mit den Ergebnissen friherer
Untersuchungen glatter Muskelzellen, die durch A20-vermittelte Blockade des NFkB-Signalwegs ihre
Proliferation drosselten und weniger proinflammatorische Molekile wie

Intrazelluldres-Adhdsionsmolekiil-1 (ICAM-1) und  Chemokin-C-C-Motiv-Ligand-2  (CCL-2)



sezernierten (38). Ebenso fordern auch aktivierte Endothelzellen die transendotheliale entziindliche
Zellmigration  und  Proliferation  glatter = GefidBmuskelzellen  durch  Expression  des
Vaskularen-Zell-Adhasionsproteins-1 (VCAM-1) und ICAM-1 (38). Daher resultiert eine Verringerung
der Expression von A20 in der Reduktion seiner zytoprotektiven Effekte durch unkontrollierte
NFkB-Aktivierung (38). Auch Teng et al. filhrten Untersuchungen an Nierentransplantaten von Ratten
durch, die Zeichen der chronischen AbstoRBung aufwiesen (39). Sie priften, ob A20 die Fahigkeit
verschiedener Immunsuppressiva beeinflusst Transplantatarteriosklerose abzuschwachen (39).
Verglichen mit Cyclosporin war die A20-Expression durch Behandlung mit MMF signifikant hoher (39).
A20 war vor allem in den glatten Muskelzellen der intrarenalen Gefadl3e nachweisbar, wohingegen die
Endothelzellen negativ blieben (39). Zudem konnte A20 in glomeruladren Strukturen und in zelluldren
Infiltraten nachgewiesen werden (39). Erhéhung der A20-Expression konnte daher ein Mechanismus
sein, durch den MMF Transplantatarteriosklerose abschwiécht (39).

Neben diesen Studien, welche die Bedeutung von A20 bei der Nierentransplantation aufzeigen,
wurden weitere Untersuchungen zum Einfluss von A20 auf andere Transplantationen solider Organe
durchgefiihrt, die auch fiir die Nierentransplantation relevant sein kdnnten. Yang et al. untersuchten
in einem Rattenmodell der chronischer Allograftdysfunktion bei allogener Lebertransplantation die
Auswirkungen einer A20-Uberexpression (40). Durch Adenovirus-A20-vermittelten Gentransfer
konnten die Transplantatfunktion verbessert, die Transplantatfibrose abgeschwacht und das
Uberleben von Ratten verldngert werden (40). Souza et al. untersuchten sequenzielle Biopsien von
Herztransplantaten auf A20-mRNA-Expression und immunhistochemisch auf
A20-Proteinexpression (41). A20 wurde zu allen Zeitpunkten exprimiert, war jedoch innerhalb der
ersten zwei Monate niedrig und stieg zehn Monate nach Transplantation signifikant an (41). Anders
als in der oben genannten Studie von Avihingsanon wurde keine signifikante Assoziation zwischen
A20-mRNA-Expression und akuten AbstoBungreaktionen gefunden (41). Die immunhistochemischen
Ergebnisse hingegen waren dhnlich, jedoch aufgrund der geringen Anzahl untersuchter Schnitte nicht
verlasslich (41). Demzufolge scheint A20 weniger mit akuten AbstoBungsreaktion assoziiert zu sein,
sondern eher im Rahmen der chronischen Immunantwort aktiviert zu werden (41). GefaRtransplantate
dienen in Studien als addquate Alternative zur Herztransplantation in Bezug auf die Untersuchung von
Transplantatarteriosklerose (42). Siracuse et al. zeigten an murinen Aorta-auf-Carotis-Transplantaten,
die ein vollstandiges Mismatch enthielten, einen Zusammenhang zwischen
Transplantatarteriosklerose und direkten vaskuloprotektiven Effekten von A20 auf Endothelzellen und
glatte GefiBmuskelzellen. Adenovirus-vermittelte Uberexpression von A20 reduzierte die
Transplantatarteriosklerose durch Verringerung der Inflammation im Transplantat und der Infiltration
durch Makrophagen und Monozyten (42). AuBerdem verstirkte A20-Uberexpression die Expression

der induzierbaren-Stickstoffmonoxid-Synthase (iNOS), wodurch die Apoptose
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Neointima-bildender glatter GefaBmuskelzellen vermittelt wurde (42). Paradox erschienen jedoch
einerseits der Zusammenbruch der immunprivilegierten Media, bedingt durch A20-vermittelte
Inhibition der Indolamin-2,3-Dioxygenase (IDO), und andererseits die verstarkte Infiltration der
Transplantate durch T-Zellen (42). Letzteres konnte durch die verstarkte Priasenz CD25+/FoxP3+ Tregs
erklart werden (42). Daher verhindert A20 das immunvermittelte Remodeling der GefaRtransplantate
durch Verschiebung einer pathogenen Th1/Th1l7-dominierten hin zu einer immunregulatorischen
Antwort (42). Ein dhnliches Studiendesign wahlten auch Moll et al., die vollstdndig misgematchte
murine Aorta-auf-Carotis-Transplantate zwischen einem A20-haploinsuffizienten und einem
Wildtyp-Mausstamm generierten (43). In den A20-haploinsuffizienten Aortentransplantaten waren
Intimahyperplasie als Zeichen einer ausgepragteren Transplantatarteriosklerose und verschiedene
durch NFkB transkribierte Proteine verstarkt nachweisbar (43). Haploinsuffizienz von A20 korrelierte
mit mehr infiltrierenden Nattrlichen Killerzellen (NK-Zellen), INFy-produzierenden Th1-Zellen und die
Apoptose in Endothelzellen fordernden Granzym-B+ CD4+ T-Zellen sowie einer geringeren Anzahl
FoxP3+ Zellen im Transplantat (43). Umgekehrt hatte die A20-Haploinsuffizienz des
Transplantatempfangers keinen Einfluss auf die Transplantatarteriosklerose (43). Diese Erkenntnisse
kénnten klinisch relevant sein, wenn Organspender bedingt durch
Einzelnukleotid-Polymorphismen (SNPs) A20 vermindert exprimieren und diese Organe daher

verstarkt zur Transplantatarteriosklerose neigen (43).
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2.2 Nierentransplantation — Transplantationsimmunologie

2.2.1 EinfUhrung und historischer Hintergrund

Die erste erfolgreiche Nierentransplantation (NTX) wurde im Jahr 1954 von John Murray zwischen
eineiigen Zwillingen vorgenommen (44). Seither hat sich die Nierentransplantation als
erfolgversprechendste Therapieoption fiir Patienten mit chronischer Niereninsuffizienz im Stadium 5
etabliert (1). Sie verbessert im Vergleich zur Dialyse Lebensqualitdt und Lebenserwartung (2).
Gleichzeitig stellt sie auch aus 6konomischer Sicht die effektivste Therapieoption dar (3). Trotz der
Fortschritte der letzten Jahre beziiglich der Transplantatiiberlebenszeit besteht weiterhin das Risiko
einer Verschlechterung der Transplantatfunktion, bedingt durch AbstoRBungsreaktionen, toxische
Nebenwirkungen der Immunsuppressiva oder chronische Transplantatdysfunktion (44). Innerhalb der
letzten Jahre konnte, vor allem durch Fortschritte im Bereich der Immunsuppression, das Risiko fur
akute AbstoRungsreaktionen auf 15 bis 20 % vermindert und das 1-Jahres-Transplantatiiberleben auf
mehr als 95 % gesteigert werden (2, 3). Dagegen gestaltet sich die Verbesserung der Langzeitfunktion
schwieriger (3). So blieb das 10-Jahres-Langzeitiiberleben des Transplantats in den letzten Jahrzehnten
nahezu unverdndert (44). Im Rahmen der Betreuung von Patienten nach Nierentransplantation bleibt
es daher weiterhin herausfordernd, ein Gleichgewicht zwischen
Immuneffektor- und Immunsuppressormechanismen zu erreichen, welches das Transplantat mittels
Immunsuppressiva vor AbstolRungsreaktionen schiitzt und gleichzeitig das Risiko unerwiinschter

Arzneimittelwirkungen und Infektionen minimiert.
2.2.2 Bedeutung der Alloantigene fir die Immunantwort
2.2.2.1 HLA-Antigene

T-Zellen kénnen Antigene nur erkennen, wenn sie ihnen im Komplex mit Molekiilen des
Haupthistokompatibilitatskomplexes (MHC) prasentiert werden. Daher besteht die Funktion des MHCs
in der Bindung von Peptidfragmenten und deren Prasentation auf der Zelloberflache. Die Molekiile des
MHCs werden beim Menschen als Humane Leukozytenantigene (HLA) bezeichnet (45). Von
immunologischer Relevanz ist die Unterscheidung der Molekiile der HLA-Klasse-l von denen der
HLA-Klasse-ll. lhre Gene sind im HLA-Lokus auf Chromosom 6 kodiert und werden kodominant
vererbt (45). Beide HLA-Klassen binden das Peptid im Bereich einer Furche, deren Boden durch eine
beta-Faltblattstruktur und deren beide Seiten durch jeweils eine a-Helix gebildet werden. Der Boden
enthalt Ankerpositionen, an welche Peptidanteile mit bestimmten Aminosauresequenzen binden
kénnen (46). HLA-Klasse-I-Molekiile bestehen aus einer gréReren, membranverankerten polymorphen
a-Kette, die im HLA-Lokus kodiert ist, und einem nicht kovalent angelagerten B2-Mikroglobulin (45).

Die a-Kette besteht aus den drei Doméanen al, a2 und a3. Die al- und a2-Doménen bilden die
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Peptidbindungsfurche, die a3-Domane die CD8-Bindungsstelle (45, 46). Da die Peptidbindungsfurche
an den Enden geschlossen ist, beschrankt sich die Antigenprasentation auf Peptide mit einer GréRe
von 8 bis 12 Aminosauren (46). Unterschieden werden die HLA-Klasse-I-Molekiile HLA A, HLA B und
HLA C, deren a-Ketten differieren (45). HLA-Klasse-I-Molekiile werden auf allen kernhaltigen Zellen
exprimiert, prasentieren zytoplasmatische Antigene (z.B. korpereigen und viral) und werden von
CD8+ T-Zellen erkannt (46).

HLA-Klasse-lI-Molekile bestehen aus je einer membranverankerten a- und B-Kette, die assoziieren
und jeweils zwei Doméanen besitzen (46). Die Peptidbindungsfurche wird von der al- und der
B1l-Domadne gebildet und ist an ihren Enden offen, sodass Peptide mit einer Lange von
12 bis 25 Aminosduren gebunden werden kdnnen (46). Die p2-Domdne dient als
CD4-Bindungsstelle (46). Unterschieden werden die Klasse-1I-HLA-Molekiile HLA-DR, HLA-DP und
HLA-DQ (45). Viele Menschen exprimieren eine zuséatzliche B-Kette des HLA-DR (45, 46). Daher kénnen
aus den drei Gensatzen vier verschiedene Molekile der HLA-Klasse-Il entstehen (45).
HLA-Klasse-llI-Molekile werden auf professionellen antigenprasentierenden Zellen wie dendritischen
Zellen, Makrophagen, Monozyten und B-Zellen exprimiert (46). Sie prasentieren extrazelluldre

Proteine (z.B. kdrpereigen oder bakteriell) und werden von CD4+ T-Zellen erkannt (46).

Struktur des MHC-Locus des Menschen

HLA

DP DOA DM DOB DQ DR
— = = ot
TAPBP B A | A B LMP/TAP | B A BB A HLA-B HLA-C HLA-A
L IL IL ]
T T T
Klasse Il Klasse lll Klasse |

Abbildung 3: Struktur des MHC-Lokus des Menschen (45)

Dass zwei Menschen, bis auf eng verwandte, Gberwiegend unterschiedliche HLA-Merkmale tragen, ist
Ausdruck der HLA-Vielfalt (46). Sie ist sowohl auf der Ebene des Individuums als auch auf jener der
Population ausgepragt und beruht auf Polygenie und Polymorphismus (45).

Durch Polygenie wird die HLA-Vielfalt innerhalb eines Individuums gesichert, indem jeder Mensch
mindestens drei unterschiedliche HLA-Klasse-lI-Molekiile und drei bis vier unterschiedliche
HLA-Klasse-llI-Molekile exprimiert (45). Durch Heterozygotie fir einzelne Gene oder den gesamten
Haplotyp kann sich die HLA-Anzahl bei kodominanter Expression bis auf das Doppelte erhohen (45).
Der Polymorphismus, also die Variabilitdt an einem einzelnen Genlokus, sichert die HLA-Vielfalt auf
Populationsebene (45). Mit Ausnahme des monomorphen HLA-DRa-Genlokus sind alle weiteren
HLA-Genloki diejenigen mit dem hdchsten bekannten Grad an Polymorphismus (45). Er beeinflusst das

Spektrum der Peptide, die gebunden werden, deren Konformation und die direkte Wechselwirkung
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des HLA-Rezeptors mit dem T-Zell-Rezeptor (45). Allelische Varianten betreffen vor allem die
Peptidbindungsregion (45). Die Vielfalt ist derart gro8, dass die meisten Menschen heterozygot fiir die

HLA-Gene sind (45). Eine spezifische Allelkombination wird als Haplotyp vererbt (46).

Polymorphismus Polygenie Polymorphismus und Polygenie
V]
THHF -
TH H F+ 4+ H HEF

Abbildung 4: Polymorphismus und Polygenie der HLA-Molekiile (45)

Die Bezeichnung Haupthistokompatibilitdtskomplex verweist bereits auf die Relevanz des
MHC-Genlokus fir die Gewebevertraglichkeit, also die Akzeptanz oder AbstoBung eines libertragenen
Organs (45, 46). Liegen bei Organempfanger und Organspender unterschiedliche Polymorphismen im
HLA-Lokus vor, konnen T-Zellen des Empfangers Komplexe aus fremden MHC-Allelen mit daran
gebundenen Peptiden als Antigen erkennen, dadurch aktiviert werden und eine Immunantwort
ausldsen (46). Dies wird als Alloreaktivitdt bezeichnet (45). Die Anzahl der Nicht-Ubereinstimmungen
der HLA-Molekile eines Empfanger-Spender-Paares, das sogenannte Mismatch, beeinflusst daher
T- und B-Zell-vermittelte Immunantworten sowie das Langzeitliberleben des Transplantats (47). Im
Rahmen der Nierentransplantation sind Verschiedenheiten in HLA-A, HLA-B und HLA-DR besonders
relevant und werden auch bei der Allokation der Organe bericksichtigt (47). Werden die sechs
moglichen HLA-Molekile eines Empfanger-Spender-Paares verglichen, sind daher null bis sechs

Mismatche moglich (47).
2.2.2.2 Nicht-HLA-Antigene

Selbst bei HLA-identischen Empfanger-Spender-Paaren ist eine Immunsuppression zur Pravention von
AbstoBungsreaktionen zwingend erforderlich, da Polymorphismen in zahlreichen anderen Genen
ebenso eine T-Zell-Reaktion induzieren konnen (45). Peptidfragmente dieser intrazelluldren Proteine
liegen gebunden an HLA-Klasse-I-Molekile vor und werden als Nebenhistokompatibilitatsantigene
bezeichnet, da sie verglichen mit Haupthistokompatibilitdtsantigenen eine AbstoRRungsreaktion
langsamer und in geringerem AusmaR induzieren (45, 48). Nebenhistokompatibilitatsantigene kénnen
auf  Autosomen und auf Gonosomen kodiert sein (45). Die autosomalen
MHC-I-verbundenen Ketten A und B (MIC-A und MIC-B) werden auf Endothelzellen exprimiert und
kénnen antikorpervermittelte AbstoRungen triggern (49). H-Y-Nebenhistokompatibilitdtsantigene sind

auf dem Y-Chromosom lokalisiert und kénnen eine Alloimmunantwort auslésen, wenn ein Organ eines
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mannlichen Spenders einer weiblichen Empfangerin transplantiert wird (49). Zudem scheinen
Loss-of-Function-Mutationen, von denen jeder Mensch circa 20 tragt, eine Immunantwort gegen die
jeweiligen Epitope des Spenders zu triggern, sofern bei dem Spender-Empfanger-Paar ein Mismatch in
den Loss-of-Function-Mutationen besteht (3). Der Nachweis einer zunehmenden Anzahl an
nicht-HLA-Antikorpern (z.B. Angiotensin-Rezeptor-Antikorper, Endothelzell-Antikorper,
Glutathione-S-Transferase-T1-Antikorper, Agrin-Antikérper, Vimentin-Antikorper, LG-3-Antikorper,
polyspezifische Autoantikdrper gegen apoptotische Zellen, Fibronektin-Antikérper und
Kollagen-Typ-4-Antikorper) weist auf die Prdsenz weiterer alloantigener Strukturen hin, deren
Relevanz flr die Nierentransplantation noch nicht abschlieRend geklart ist (2, 49). Insgesamt scheinen
Nebenhistokompatibilitdtsantigene das individuelle Nierentransplantatiiberleben nur marginal zu
beeinflussen (47).

Die nicht-HLA-Antigene des ABO-Blutgruppensystems sind bei der ABO-inkompatiblen
Lebendnierenspende von grundlegender Bedeutung. Da Kohlenhydratstrukturen auf Erythrozyten
bakteriellen Zellwanden dhneln, entstehen gegen diese Strukturen kreuzreagierende Antikorper (46).
Toleranzmechanismen verhindern eine Immunantwort gegen korpereigene Kohlenhydratstrukturen,
sodass lediglich praformierte Isohdmagglutinine gegen die fremden Blutgruppenstrukturen
existieren (46). Da praformierte Antikorper eine hyperakute AbstoRung auslésen wiirden, kann eine
ABO-inkompatible Lebendnierentransplantation heute nach vorheriger Eliminierung der praformierten

Antikorper gegen die Blutgruppenantigene des Spenders durchgefihrt werden (47).
2.2.3 Evaluation des immunologischen Risikos vor NTX

Korperfremde HLA-Molekiile kénnen als Alloantigene wirken und dadurch das Transplantat
schadigen (50). Sensibilisierung bezeichnet die Produktion von Antikérpern gegen fremde
HLA-Molekiile (50). Sie setzt eine Antigenexposition und eine funktionierende Immunantwort
voraus (50). Die Antigenexposition kann durch Transfusion leukozytenkontaminierter
Erythrozyten- oder Thrombozytenkonzentrate, Transplantation mit HLA-Mismatch sowie im Rahmen

der Schwangerschaft erfolgen (51).
2.2.3.1 Immunologisches Labor
2.2.3.1.1 HLA-Typisierung

Zur Beurteilung des immunologischen Risikos von Transplantationskandidaten erfolgt zundchst die
HLA-Typisierung. Die serologische Typisierung wird zunehmend von der molekulargenetischen
Typisierung abgelost, da deren Fehlerrate geringer ist und nicht von einer vollstdndigen
Antigen-Antikorper-Reaktion abhangt (50, 52). Die molekulargenetische Typisierung geschieht heute

hauptsachlich mittels PCR (50). Nachteilig ist jedoch, dass molekulargenetische Methoden nicht die
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tatsachliche HLA-Expression auf der Zelloberflache testen, weshalb bei immunisierten Patienten eine
zusatzliche serologische Typisierung der fir den Crossmatch verwendeten Spenderzellen erfolgen
sollte (52). Friiher wurden lediglich die Genloki von HLA-A, HLA-B, und HLA-DR typisiert (50).
Inzwischen konnte auch das antigene Potenzial der HLA-Cw, HLA-DQ und HLA-DP nachgewiesen
werden (50). Da besonders hochimmunisierte Patienten mit allelspezifischen Antikérpern von
genauerer Typisierung profitieren, werden bei potenziellen Spendern im Rahmen der
High-Resolution-Typisierung  mittels molekulargenetischer  Typisierung, Unterschiede auf
Aminosaurebasis, die vor allem die Peptidbindungsstelle betreffen, untersucht (50, 52).

Die European Renal Best Practice-Leitlinien empfehlen, die Loki HLA-A, HLA-B und HLA-DR zu matchen.
Bei bestehenden Antikérpern gegen HLA-DR, HLA-DQ und HLA-DP soll beim potenziellen Spender eine
zusatzliche Typisierung dieser Loki erfolgen (52). Abzuwagen ist ein genaues Matching, welches das
Risiko einer Immunisierung verringert und daher eine spatere Retransplantation erleichtert, gegen die

langere Wartezeit auf ein Organ (52).
2.2.3.1.2 Antikorperscreening und Identifikation

Um die Transplantation eines Organs, gegen das der Empfanger Antikdrper produziert, zu vermeiden,
erfolgt zuvor ein Antikorperscreening (50). Im Rahmen der Transplantation sind vor allem
donorspezifische Antikorper (DSA) relevant, die durch Immunisierung entstehen. Sie kénnen gegen
HLA- und nicht-HLA-Molekiile  gerichtet,  zytotoxisch  oder nicht-zytotoxisch  und
komplementaktivierend oder nicht-komplementaktivierend sein (47, 53). Da die Rolle von
nicht-HLA-Antikorpern wie MIC-Antikérpern oder Angiotensin-1-Rezeptor-2-Antikérpern noch
unzureichend untersucht ist, wird ihre Bestimmung von den European Renal Best Practice-Leitlinien
nicht empfohlen (52). Zum Nachweis von HLA-DSA stehen zellbasierte oder sensitivere
festphasenbasierte Methoden zur Verfiigung (54). Mithilfe eines komplementabhangigen
Zytotoxizitatstests (CDC), dem éltesten Prinzip zum Nachweis donorspezifischer zytotoxischer
HLA-DSA, konnen Panel-reaktive Antikorper (PRA) bestimmt werden (47, 50). Wird auf ein
Lymphozytenpanel einer Population, die der Spenderpopulation moglichst ahnlich ist,
Empfanger-Serum gegeben, flihrt die Bindung zytotoxischer Empfanger-Antikorper nach Zugabe von
Kaninchenkomplement zur Zelllyse (50). PRA werden in Prozent angegeben und ermoglichen es, die
Wahrscheinlichkeit eines positiven Crossmatches bei einem Organangebot abzuschatzen (47). Im
Bead-basierten Festphasenassay lasst sich heute allein die Bindung der Antikorper an auf Mikrobeads
gebundene rekombinante HLA-Antigene durchflusszytometrisch nachweisen (47, 50). Einerseits
ermoglicht das den Nachweis niedrigtitriger und nicht-zytotoxischer Antikorper, die zwar nicht zur
hyperakuten AbstoRung fiihren, aber das Risiko einer AbstoRungsreaktion erhéhen (47, 50, 54).

Andererseits lasst sich dadurch das individuelle Antikérperrepertoir bestimmen, das zur Berechnung
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der kalkulierten Panel-reaktiven Antikorper (cPRA) verwendet wird (3). Die Bestimmung der cPRA
erfolgt durch den computergestitzten Vergleich der individuellen Antikérperspezifititen des
Transplantationskandidaten mit der Haufigkeit der korrespondierenden HLA-Molekile in einer

Population, die jener der Spenderpopulation maglichst dhnlich ist (50).
2.2.3.1.3 Crossmatch

Das Crossmatch ermittelt die Kompatibilitdit zwischen einem Empfanger-Spender-Paar (52). Im
Unterschied zum Antikorperscreening werden hierbei alle Spender-HLA-Antigene berlicksichtigt,
unabhangig von der Hohe der Antigenpravalenz des Spenders in der Normalbevolkerung (50). Als
Methoden stehen das CDC-Crossmatch, das FACS-Crossmatch und festphasenbasierte Assays zur
Verfiigung (47). Im CDC-Crossmatch werden zytotoxische HLA-Antikorper detektiert, die eine
hyperakute AbstoRBung auslosen kdnnen (51). Nicht-zytotoxische HLA-Antikorper, die nicht
notwendigerweise zur hyperakuten AbstoRung fiihren, aber die Prognose des Transplantats
verschlechtern, konnen per FACS-Crossmatch nachgewiesen werden (47). Indem die im
Bead-basierten Festphasenassay bestimmten HLA-Antikorper des Empfangers und die HLA-Antigene
moglicher Spender in eine Datenbank eingespeist und miteinander verglichen werden, kann heute die

Organallokation durch ein virtuelles Crossmatch verbessert werden (49).
2.2.3.1.4 Immunologisches Risiko

Bereits vor der Transplantation bestehende, praformierte Antikérper und im Verlauf nach
Transplantation entstehende De-novo-Antikorper stellen die Hauptursache von
AbstoBungsreaktionen und Transplantatversagen dar (55). Antikdrperscreenings im Rahmen der
Nachsorge nach Nierentransplantation detektieren bei 13 bis 30 % der Patienten De-novo-DSA (49).
Nicht alle HLA-DSA bergen jedoch das gleiche Risiko (55). Die Beurteilung von Bindungsstarke,
komplementbindender Eigenschaften und der IgG-Subklassen von HLA-DSA hat daher die Vorhersage
von Transplantatschadigung und -versagen verbessert (55). Ob HLA-DSA Komplement binden oder
nicht, wird durch die 1gG-Subklasse bestimmt (55). HLA-Klasse-I-Antikérper gehdren haufiger den
komplementbindenden Subklassen IgG1 und IgG3 an (49, 55). HLA-Klasse-lI-Antikorper sind meist
nicht-komplementbindende Antikérper der Subklassen IgG2 und IgG4 und haufiger persistent (49, 55).
Insbesondere der IgG3-Subklassenstatus von HLA-DSA kann klinische antikdrpervermittelte
AbstoRungen hervorrufen und daher zu einem schlechteren Transplantationsergebnis fiihren (55).
Dagegen fiihren HLA-DSA der IgG4-Subklasse haufiger zu subklinischen antikdrpervermittelten
AbstoRungsreaktionen mit Anzeichen der chronischen Schadigung wie Transplantatglomerulopathie
und interstitieller Fibrose (55). Inzwischen lassen sich auch die komplementbindenden Eigenschaften

der HLA-DSA differenzieren. Clg-bindende HLA-DSA scheinen bereits kurz nach ihrem Auftreten das
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Risiko eines Transplantatverlusts zu erhdohen und daher besonders ungiinstig zu sein (49).
C3d-bindendende HLA-DSA sind noch nicht ausreichend untersucht, kdnnten aber im Vergleich zu
Clg-bindenden Antikorpern ein besserer Pradiktor flr Transplantatverlust sein, da C3d die
vollstandige Aktivierung der Komplementkaskade anzeigt (49).

Die Evaluation des immunologischen Risikos spielt im Zusammenhang mit der Transplantation zu
unterschiedlichen Zeitpunkten eine Rolle (50). Ein niedriges immunologisches Risiko wird einer
Minderheit von circa 30 % der Patienten zugewiesen (53). Diese Patienten weisen weder
HLA-Antikorper noch HLA-DSA, anti-Angiotensin-1-Rezeptor-Antikérper oder einen positiven
Enzyme-Linked-Immuno-Spot-Assay (ELISPOT) auf, der ein MaR fiir die alloantigenspezifische
Reaktivitat der T-Zellen darstellt (53). Einem mittleren immunologischen Risiko unterliegen Patienten
mit negativem oder niedrigem Level an HLA-Antikorpern oder HLA-DSA, niedrigem bis mittlerem Level
an Angiotensin-1-Rezeptor-Antikérpern und einem positiven ELISPOT (53). Liegen HLA-DSA, ein hoher
Level an Angiotensin-1-Rezeptor-Antikérpern und ein positiver ELISPOT vor, besteht ein hohes Risiko
flr eine antikorpervermittelte AbstoRung (53). Unter diesen Bedingungen kann eine Desensibilisierung
zur Elimination der Antikorper oder eine Teilnahme an speziellen Allokationsprogrammen fiir
immunisierte Patienten sinnvoll sein (50). Das Risiko der Entwicklung von HLA-DSA steigt mit der
Anzahl der HLA-Mismatche, bei inaddquater Immunsuppression beziehungsweise mangelnder
Therapieadhdrenz oder im Rahmen von Entziindungsreaktionen, wie viralen Infektionen, zellularen
Rejektionen oder Ischdamien (49). Darlber hinaus bestehen vor der Transplantation weitere
Risikofaktoren fur eine akute AbstoRungsreaktion (53). Das erhhte Risiko bei African-Americans, bei
Jugendlichen, durch PRA von mehr als 0 %, nach Schwangerschaften, erfolgloser Desensibilisierung
und Delayed-Graft-Function ist gut untersucht (53). Weniger einflussreich scheinen ein jlingeres
Empfangeralter, das mit einer starkeren Immunantwort einhergeht und die Positivitdt von
Angiotensin-1-Rezeptor-Antikérpern und T-Zell-ELISPOT zu sein (53). Die Evidenz des Einflusses eines
hoheren Spenderalters, des Geschlechts des Empfangers, langer kalter Ischamiezeiten und vorheriger

Transfusionen ist nur schwach (53).
2.2.4 Allokation

Die Allokation der Organe erfolgt unter Berlicksichtigung immunologischer und nicht-immunologischer
Kriterien (47). Zu den nicht-immunologischen Kriterien zdhlen Wartezeit, Distanz zwischen Spender
und Empféanger und eine Bilanz der Eurotransplant-Lander (47). Die immunologischen Kriterien bilden
der Grad der HLA-Ubereinstimmung in den Loki HLA-A, HLA-B und HLA-DR sowie ein Korrekturfaktor
fir die Wahrscheinlichkeit, ein gutes HLA-Match zu erreichen (47).

Liegen bei einem Empfanger-Spender-Paar sechs gleiche HLA-Allele vor, handelt es sich um einen

Full-House-Match (56). Dieser geht im Vergleich zu einem Organ, das in keinem Merkmal mit dem
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Empfanger Ubereinstimmt mit einer 15 % besseren 10-Jahres-Trasplantatiiberlebensrate einher (47).
Da die Wahrscheinlichkeit im Regelallokationssystem ein negatives Crossmatch zu erzielen bei
hochimmunisierten Patienten besonders gering ist, besteht fiir sie die Moglichkeit einer Teilnahme an
besonderen Programmen (47). Das Acceptable-Mismatch Programm ist fiir Patienten mit einem vPRA
von mindestens 85 % und vorwiegend zytotoxischen HLA-Antikdrpern geeignet (57). Durch genaue
Bestimmung der HLA-Antigene oder Epitope, gegen die der Patient keine Antikdrper bildet, wird so die
Transplantationsrate hochimmunisierter Patienten erhéht bei gleichzeitig guten Ergebnissen (52). Um
hochimmunisierten Patienten eine Lebendnierenspende zu ermdglichen, existieren in wenigen
Landern auch Paired-Exchange-Programme (52).

2.2.5 Initiation der Immunantwort durch Aktivierung der angeborenen Immunabwehr

Jedes Spenderorgan wird im Rahmen der Transplantation durch Ischdmie und Reperfusion geschadigt.
Daher stellt der Ischdmie- und Reperfusionsschaden eine Hauptursache der Transplantatschadigung
dar (51). Je langer die Ischamiezeiten sind, desto hoher ist das Risiko fir Delayed-Graft-Function und
AbstoBungsreaktionen (52). Einerseits bedingt die Ischamie die Umstellung auf einen anaeroben
Stoffwechsel, wodurch der pH-Wert sinkt und das Komplementsystem aktiviert wird (51). Andererseits
flhrt sie zum Zusammenbruch der Glykokalix von Endothelzellen, die glinstige antithrombotische und
komplementinhibierende Faktoren vermittelt (51). Die schnelle Reoxygenierung im Rahmen der
Reperfusion begilinstigt die Entstehung reaktiver Sauerstoffspezies und verstirkt zudem die
Komplementaktivierung (51).

Die durch den Ischamie- und Reperfusionsschaden freigesetzten
Schaden-assoziierten molekularen Muster (DAMPs) wie beispielsweise Interleukin-33 (IL-33),
Interleukin-1la (IL-1a), Hitzeschockproteine und Adenosintriphosphat (ATP) werden von
Mustererkennungsrezeptoren (PRR) erkannt (47). PRRs, wie C1g, Mannose-bindendes Lektin (MBL)
und C3b, werden von Zellen des angeborenen Immunsystems, wie Monozyten, dendritischen Zellen
und NK-Zellen exprimiert und verstarken die Schadigung des Transplantats (47, 51).

Dariliber hinaus triggert der Ischdamie- und Reperfusionsschaden sowohl zellvermittelte Rejektionen als
auch die Bildung donorspezifischer Antikdrper (47). Werden normalerweise kryptische Antigene im
Rahmen des Ischamie- und Reperfusionsschadens exponiert, kbnnen praexistierende IgM-Antikérper
binden und zytotoxische Effekte einleiten (2). Daher kommt der Gewebeschadigung bei der

Beschleunigung der antikdrpervermittelten AbstoRung eine bedeutende Rolle zu (2).
2.2.6 Von der angeborenen Immunabwehr zur adaptiven Immunantwort

Die Aktivierung der adaptiven Immunantwort setzt die Pradsentation eines Antigens gegeniber
B- und T-Zellen voraus. Die Prasentation der Antigene erfolgt direkt und indirekt (45). Im Rahmen der

direkten Antigenprasentation wandern dendritische Zellen des Spenders, sogenannte
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Passagierleukozyten, liber das Blut in die sekunddren Lymphorgane des Empfangers und prasentieren
den dortigen T-Zellen fremde Antigene im fremden HLA-Molekil (45, 47). Die indirekte
Antigenprasentation erfolgt durch unreife antigenprasentierende Zellen des Empféangers, die in das
Transplantat migrieren und kérperfremde Antigene im Komplex mit dem kérpereigenen HLA-Molekil
prasentieren (47). Die direkte Prasentation ist besonders in den ersten Wochen nach der
Transplantation wesentlich und verliert mit dem Absterben der antigenprasentierenden Zellen des
Spenders an Relevanz (47). Die Prdsentation eines passenden Antigens gegentiber T-Zellen fiihrt zu
deren Aktivierung. Uber Thl-Zellen wird die T-Zell-Antwort initiiert, die eine zelluldre Rejektion
bedingen kann (47). Die Aktivierung von Th2-Zellen fiihrt Gber die B-Zell-Hilfe zu einer B-Zell-Antwort,
die eine antikorpervermittelte Rejektion auslosen kann (47). Einen Gegenpol zu den
proinflammatorischen Th1- und Th2-Zellen bilden die Tregs. Einerseits entstehen Tregs im Thymus,
andererseits kann ihre Entwicklung in der Peripherie aus naiven T-Zellen vor allem bei kontinuierlicher
Stimulation mit geringen Antigendosen induziert werden (58). Sie konnen durch Produktion des
Transforming-Growth-Faktors-B (TGF-B) und Interleukin-10 (IL-10) die Immunantwort begrenzen
sowie die Funktionen von CD4+ und CD8+ T-Effektorzellen, B-Zellen, Makrophagen und dendritischen
Zellen supprimieren (47, 59). Die Akzeptanz eines Organs ist ein aktiver Prozess und wird mafigeblich
durch Tregs beeinflusst (59). Daher wird ein Treg-Verhéltnis von mindestens 30 % der T-Effektorzellen
als glinstig angesehen und kdnnte ein positiver Pradiktor fiir ein gutes Transplantations-Outcome sein,
insbesondere bei Patienten mit Zeichen der subklinischen Rejektion (58, 59). Die Erhéhung der Anzahl
der Tregs, sowohl durch niedrigdosierte IL-2-Applikation als auch durch Zelltherapie ist Gegenstand
aktueller Forschung (58, 59). Toleranz, also ein Status in welchem das Immunsystem des Empfangers
keine Antigene des Spenders angreift, tritt nur bei wenigen Nierentransplantierten nach

komplikations- oder nicht-Adharenz bedingtem Absetzen der Immunsuppressiva ein (3, 59).
2.2.7 AbstolBungsreaktionen

AbstolRungsreaktionen sind von herausragender klinischer Bedeutung, da sie zur
Transplantatglomerulopathie fiihren und langfristig die Hauptursache des Transplantatverlustes
darstellen (47, 51). In der Regel sind T- und B-Zell-vermittelte Immunantworten gemeinsam am

Versagen eines Transplantats beteiligt und kdnnen auch zeitgleich auftreten (47).
2.2.7.1 Antikérpervermittelte AbstoRungsreaktionen

Antikorpervermittelte AbstoBungen kdnnen zu unterschiedlichen Zeitpunkten auftreten sowie durch
drei unterschiedliche Mechanismen (komplementvermittelte Zytotoxizitat, antikOrperabhingige

zellulare Zytotoxizitdt und direkte Endothelzellschadigung) vermittelt werden (49).
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DSA sind bei der Pathogenese der antikérpervermittelten AbstoBung von groRer Bedeutung. Sie
erhohen das Risiko eine antikorpervermittelte Abstofung zu erleiden und kdénnen nach einer
Transplantation neu auftreten (de-novo-DSA), persistieren oder nach Verschwinden erneut
nachweisbar sein (60). Bei 10 bis 35 % der Patienten entstehen innerhalb des ersten Jahres nach
Transplantation de-novo-HLA-DSA (3). Die Hélfte dieser Patienten weist histologische Zeichen der
antikérpervermittelten AbstoRung auf (3). Das Auftreten antikérpervermittelter AbstoRungen in
Abwesenheit von DSA wird Uber die Absorption der DSA durch das Transplantat erklart (2). Bei der
Mehrzahl der Patienten mit antikorpervermittelter AbstoBung sind HLA-DSA nachweisbar (2). Selten
kénnen auch nicht-HLA-DSA antikorpervermittelte AbstoRBungen bedingen (60). Die Eigenschaften der
DSA bestimmen den Mechanismus der Schadigung.

HLA-DSA der IgG1- und IgG3-Subklassen binden an HLA-Klasse-I-Molekiile auf Endothelzellen und
vermitteln die komplementvermittelte Zytotoxizitdit (49). Die DSA werden von der
Komplementkomponente Clg gebunden, woraufhin die Komplementkaskade unter Bildung des
Komplementspaltprodukts C4d ablauft und der Membranangriffskomplex (MAC) entsteht (47). Der
MAC bedingt den Untergang der Zelle durch extrazellular getriggerte Nekrose und Apoptose, die
Induktion der Zytokinexpression und die Rekrutierung von CD4+ Zellen Uber die Aktivierung des
nicht-kanonischen  NFkB-Signalwegs (51). Clg-bindende DSA vermitteln eine schwerere
Transplantatschadigung und einen frilheren Transplantatverlust als nicht-Clg-bindende DSA (49). Die
komplementvermittelte Zytotoxizitdat ist vor allem bei akuten AbstoRungsreaktionen von
Bedeutung (49). Als morphologisches Korrelat der Aktivierung des klassischen Weges der
Komplementkaskade zeigt sich in der Fluoreszenzmikroskopie die C4d-Positivitat peritubuldrer
Kapillaren, also die kovalente Bindung von C4d an die endotheliale Basalmembran (47, 51).

DSA der Subklassen 1gG2 sind nur schwach und DSA der Subklassen 1gG4
nicht-komplementaktivierend. Sie binden an HLA-Klasse-1l-Antigene auf Endothelzellen und vermitteln
die antikorperabhangige zelluldre Zytotoxizitdt (49). Die Bindung von Zellen des angeborenen
Immunsystems wie Makrophagen, NK-Zellen und Neutrophiler an den Fc-Rezeptor der DSA triggern
die Degranulation und die Ausschittung lytischer Enzyme, wodurch Gewebeschadigung und Zelltod
vermittelt werden (49). Sie sind vor allem fiir subklinische und chronische AbstoRungen relevant (49).
Die direkte Endothelzellschadigung geschieht durch nicht-komplementbindende Antikorper, die
Endothelzellen aktivieren (49). Es kommt zur vermehrten Expression von HLA-Molekilen, der
Sekretion von  Zytokinen, der Produktion von VEGF, der Hochregulation von
Fibroblasten-Wachstumsfaktor-Rezeptoren und ihrer Ligandenbindung (47, 49). Dies fihrt zur
Endothelialitis und zur Proliferation der Endothelzellen (47, 49).

Eine antikdrpervermittelte AbstoRung mit massiver Endothelschadigung fihrt zur Anheftung von

Thrombozyten und einer thrombotischen Mikroangiopathie mit Fragmentozyten, Thrombopenie und
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akutem Funktionsverlust des Transplantats (47). Zudem kommt es zu Ablagerungen in der
extrazellularen Matrix, einem Schlisselprozess in der Entstehung von Fibrose (3).
Antikorpervermittelte AbstoRungen lassen sich in hyperakut, beschleunigt, aktiv, chronisch aktiv und
C4d-Positivitat ohne Hinweis auf eine Rejektion einteilen.

Die hyperakute AbstoRung tritt innerhalb von Minuten bis 24 Stunden nach Transplantation bei
Vorliegen hoher Titer praformierter HLA-Antikérper, ABO-Antikérper oder nicht-HLA-Antikorper, die
gegen das Transplantat gerichtet sind, ein (45, 46, 49). Sie fUhrt zu einer komplementabhangigen,
irreversiblen vaskularen Rejektion, Transplantatthrombose und -nekrose sodass meist eine
Transplantatnephrektomie indiziert ist (45, 49). Eine hyperakute AbstoBung ldsst sich durch die
praoperative Bestimmung der DSA im CDC-Crossmatch vermeiden (45). Die beschleunigte AbstofRung
tritt innerhalb von 24 Stunden bis mehrere Tage nach Nierentransplantation ein und wird durch die
Immunantwort der B-Gedachtniszellen ausgel6st, welche Antikorper im Rahmen der Memory-Antwort
produzieren (47, 49). Ein CDC-Crossmatch kann diese Form der AbstoRung nicht vollstindig
ausschlieBen (49). Neuerdings besteht die Moglichkeit, zirkulierende B-Gedachtniszellen, welche
HLA-DSA produzieren, im B-Zell-ELISPOT nachzuweisen (49).

Die histologischen Veranderungen des Nierentransplantats werden nach der BANFF-Klassifikation
beurteilt (47). Seit der letzten Revision der Klassifikation im Jahr 2017 kénnen Patienten, bei welchen
sich DSA nicht nachweisen lassen, die aber eine C4d-Positivitdt oder positive molekulare Assays
aufweisen, die Diagnosekriterien der antikorpermittelten AbstoRung erfiillen (60). Diese molekularen
Assays weisen die verstarkte Transkription antikorpervermittelter gewebeschaden-assoziierter Gene
nach (60).

Eine aktive antikorpervermittelte AbstoBung beruht meist auf der Bildung neuer, gegen die
HLA-Molekiile des Transplantats gerichteter HLA-DSA (46, 47). Sie liegt vor, wenn ein akuter
Gewebeschaden sowie der Nachweis einer bestehenden oder kiirzlich zurlickliegenden
Antikorperinteraktion mit dem vaskuldaren Endothel des Transplantats bestehen, jedoch ohne
morphologischen Nachweis eines chronischen GefaRschadens (61). Dartber hinaus missen DSA, die
C4d-Positivitat peritubularer Kapillaren oder positive molekulare Assays vorliegen (60). Definiert wird
der akute Gewebeschaden durch mikrovaskuldre Inflammation charakterisiert durch Glomerulitis oder
peritubulare Kapillaritis, Arteriitis, akute thrombotische Mikroangiopathie oder akuten
Tubulusschaden, jeweils unter Ausschluss anderer potenzieller Ursachen (60, 61).

Die chronische antikorpervermittelte AbstoBung ist eine immunologisch vermittelte, langsame
Funktionsverschlechterung des Nierentransplantats, die mit Proteinurie und Hypertonie einher
geht (44). Ursachlich scheinen sowohl komplementvermittelte als auch komplementunabhéingige
Prozesse zu sein (49). Pradiktiv sind akute und unbehandelte subklinische antikorpervermittelte

AbstoBungen (49). Sie liegt vor, wenn ein chronischer Gewebeschaden sowie der Nachweis einer
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bestehenden oder kiirzlich zuriickliegenden Antikorperinteraktion mit dem vaskuldren Endothel des
Transplantats bestehen und zudem DSA, CA4d-Positivitdit oder positive molekulare Assays
vorliegen (60). Definiert wird der chronische Gewebeschaden durch Duplikatur der glomeruladren
Basalmembran (Transplantatglomerulopathie), eine Multilamellierung der Basalmembran
peritubuldrer Kapillaren oder eine neu aufgetretene arterielle Intimafibrose (60, 62). Sie ist meist
irreversibel und im Vergleich zur akuten antikdrpervermittelten AbstoBung nur schwer
behandelbar (49).

Die C4d-Positivitdt ohne Nachweis einer Rejektion liegt vor, wenn die peritubuldren Kapillaren eine
C4d-Positivitat zeigen, jedoch die Kriterien einer akuten oder chronischen Gewebeschadigung, wie sie
fir die Diagnose der aktiven oder chronisch aktiven AbstoBung noétig sind, nicht erfillt werden (60).
Dariiber hinaus diirfen weder ein positiver molekularer Assay noch eine T-Zell-vermittelte AbstoRung

oder Borderline-Verdnderungen nachweisbar sein (60).
2.2.7.2 T-Zell-vermittelte AbstoRungsreaktionen

Im  Gegensatz zu  antikOrpervermittelten = AbstoRBungsreaktionen ist der  Einfluss
T-Zell-vermittelter AbstoBungen auf den Transplantatverlust gering (60). Werden naive T-Zellen durch
Prasentation eines passenden Antigens in den sekundaren lymphatischen Organen aktiviert,
differenzieren sie zu T-Effektorzellen und erwerben die Fahigkeit, Kapillaren zu verlassen (46, 47). Die
T-Zellen rezirkulieren und werden durch die Entzlindungssituation im Transplantat angelockt,
woraufhin Gber Mechanismen des Homings die Extravasation vermittelt wird (46, 47). Zunachst rollen
die T-Zellen, vermittelt durch Selektine und ihre Liganden, am Endothel peritubuldrer Kapillaren
entlang (46). Erfolgt wahrenddessen eine Aktivierung durch Chemokine, kommt es zu einer
Konformationsanderung der Integrine (46). Diese Konformationsdnderung bedingt eine verstérkte
Adhasion der T-Zelle am Endothel, welche Voraussetzung fir die Diapedese ins Interstitium ist (46).
Diese antigenspezifischen T-Zellen rekrutieren nicht-antigenspezifische, INFy-produzierende T-Zellen
und mononukledre Zellen wie Monozyten und Makrophagen, welche die weitere Immunantwort
vermitteln (47). T-Zell-vermittelte AbstoRungen werden durch CD4+ und CD8+ T-Zellen vermittelt (47).
T-Zell-vermittelte AbstoBungen kénnen sich sowohl im tubulointerstitiellen Gewebe als auch an den
GefalRen manifestieren (60). Allerdings sind interstitielle Inflammation und Tubulitis keine spezifischen
Merkmale einer T-Zell-vermittelten AbstoRung, da sie unter anderem auch bei der BK-Nephropathie
und Pyelonephritiden bestehen (62). Dagegen ist die erst spater auftretende vaskuldre Rejektion mit
Endothelialitis pathognomonisch (62).

Histologisch werden Borderline-Veranderungen, akute und chronisch aktive

T-Zell-vermittelte Rejektionen unterschieden (60).
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Borderline-Veranderungen, charakterisiert durch milde Tubulitis mit interstitieller Inflammation ohne
Arteriitis, sind verdachtig flr eine T-Zell-vermittelte AbstoRung (60, 62). Ihre klinische Bedeutung ist
noch nicht abschlieRend geklart (62).

Akute T-Zell-vermittelte AbstolRungen treten bei 10 bis 15 % der Patienten innerhalb weniger Monate
nach Nierentransplantation auf wund flihren behandelt nur selten zum unmittelbaren
Transplantatverlust (3). Ob akute T-Zell-vermittelte AbstoRungen einen unabhangigen Risikofaktor fur
den langfristigen Transplantatverlust darstellen, ist hingegen noch unzureichend untersucht (3). Akute
T-Zell-vermittelte AbstoBungen lassen sich in Grad | bis Ill einteilen (60). Grad | geht mit einer
interstitiellen Inflammation im nichtsklerotischen kortikalen Parenchym und Tubulitis einher (60).
AbstoBungen vom Grad Il sind charakterisiert durch eine Arteriitis der Intima, jene vom Grad Il durch
eine transmurale Arteriitis und/oder eine fibrinoide Nekrose der glatten GefalRmuskulatur von Arterien
und Arteriitis der Intima mit Infiltration mononuklearer Zellen (60).

Die chronisch aktive T-Zell-vermittelte Abstofung vom Grad | geht mit einer interstitiellen
Inflammation im sklerotischen Parenchym und Tubulitis einher (60). Die chronische
Transplantatarteriopathie stellt Grad Il dar und ist durch arterielle Intimafibrose mit Infiltration

mononukledrer Zellen und die Bildung einer Neointima charakterisiert (60).
2.2.8 Einfluss der Immunantwort auf die Transplantatfunktion

Das Einjahresiiberleben nach Nierentransplantation ist innerhalb der letzten 25 Jahre deutlich
gestiegen und liegt heute bei nahezu 100 % (3, 63). Der Anteil langfristiger Transplantatverluste ist
jedoch relativ konstant geblieben, sodass nach Nierentransplantation weiterhin circa 5 % der Organe
jahrlich verloren werden (3). Insgesamt liegt der Median der kumulativen Halbwertszeit bei 9 Jahren
nach Leichennierentransplantation und 12 Jahren nach Lebendnierenspende (3). Hauptursachlich fur
den Organverlust ist die Fibrosierung, die im Rahmen einer kontinuierlichen Immunantwort stetig
voranschreitet (3). Darauf folgt die Rekurrenz der Grunderkrankung, wobei vor allem
Komplementdefekte und Glomerulonephritiden relevant zu sein scheinen (3). Circa ein Drittel der
Transplantatverluste sind auf mangelnde Therapieadhdrenz zuriickzufiihren, welche durch hohe
intraindividuelle Talspiegel die Bildung von de-novo-DSA begiinstigt (3). Die meisten Patienten
versterben jedoch mit funktionierendem Transplantat, weshalb kardiovaskuldre Ereignisse und
maligne Erkrankungen weiterhin die wichtigsten Ursachen der Mortalitdt nach Nierentransplantation
darstellen (47).

Fehlende und verzogerte Funktionsaufnahme stellen Formen des akuten Nierenversagens nach
Nierentransplantation dar (47). Eine fehlende Funktionsaufnahme erleiden 1 bis 2 % der
Patienten (47). Die verzégerte Funktionsaufnahme ist charakterisiert durch ein akutes Nierenversagen,

das innerhalb der ersten Woche nach Transplantation die Dialyse erfordert (3). Die Inzidenz wird in
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US-amerikanischen Transplantationszentren auf durchschnittlich 31 % beziffert, wobei sie nach
Leichennierentransplantationen deutlich hoher ist als nach Lebendnierenspenden (47, 64).
Pathogenetisch bedeutend sind sowohl spender- als auch empfangerspezifische Faktoren (64). Der
Hirntod des Spenders, Ischdamie und Reperfusion bedingen einen proinflammatorischen Status mit
Freisetzung von DAMPs und darauffolgender Aktivierung der angeborenen und erworbenen
Immunitat (47, 64). Dies fuhrt unmittelbar zu einem signifikanten Parenchymverlust durch eine
regulierte Nekrose von Tubuluszellen, wodurch die funktionelle Reserve des Transplantats vermindert
wird (47). Ein erhohtes Risiko fiir eine verzogerte Funktionsaufnahme stellen daher die
Leichennierentransplantation, ein hoheres Spenderalter, lange kalte Ischamiezeiten und ein akutes
Nierenversagen des Spenders dar, wohingegen das Risiko nach Erhalt einer jlingeren Spenderniere
niedrigerist (62). Daher ist die verzégerte Funktionsaufnahme mit einem geringeren Ausgangswert der
Nierenfunktion, vermehrten AbstolRungsreaktionen und einem geringeren Transplantatiiberleben
assoziiert (64).

Die chronische Transplantatschadigung kann immunologisch oder nicht-immunologisch bedingt
sein (65). Immunologische Ursachen sind wiederholte akute sowie chronische AbstoRBungsreaktionen,
wobei antikorpervermittelten AbstoRungen eine deutlich gréRere Bedeutung zukommt als
T-Zell-vermittelten Rejektionen (45, 65). Die Transplantatglomerulopathie als Zeichen der chronischen
antikérpervermittelten Rejektion zeigt sich bei 10 bis 15 % der Patienten mit
Transplantatfunktionsverschlechterung oder Transplantatversagen (65). Nicht-immunologisch
bedingte Ursachen kénnen durch Calcineurininhibitortoxizitdit, Rekurrenz  glomeruladrer
Grunderkrankungen oder BK-Nephropathie bedingt sein (65). Bei Patienten mit progressivem
Transplantatversagen sind interstitielle Fibrose und Tubulusatrophie, als Zeichen einer chronischen
Schadigung, die haufigsten histologisch diagnostizierten Verdanderungen (65). Daher gestaltet es sich
oftmals schwer festzustellen, inwiefern die chronische Transplantatschadigung durch spezifische
Immunalloreaktivitat, durch nicht-immunologisch bedingte Schadigungsmechanismen oder aber die

Kombination beider Faktoren vermittelt wird (45).
2.2.9 Immunsuppression

Im Rahmen der Nierentransplantation eingesetzte immunsuppressive Therapieschemata
unterscheiden zwischen Desensibilisierung, Induktions- und Erhaltungstherapie sowie der Therapie bei
TransplantatabstoBung.

Desensibilisierungsprogramme werden vor Transplantation angewendet, um praformierte DSA und
ABO-Antikorper aus der Zirkulation zu entfernen (52). Der monoklonale CD20-Antikérper Rituximab
bindet Pra-B- und reife B-Zellen und wirkt (ber komplementabhdngige Zytotoxizitdt,

antikérperabhangige zelluldre Zytotoxizitdit und durch Apoptose vermittelten Zelltod
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depletierend (66).  Auch  mittels  Plasmapherese  mit  nachfolgender  Verabreichung
intravendser Immunglobuline (IVIGs) kann die Reduktion praformierter Antikorper erreicht
werden (52). IVIGs kompensieren einerseits den Verlust schiitzender Antikorper, andererseits wirken
sie neutralisierend auf DSA sowie durch immunmodulatorische Eigenschaften komplementinhibierend
und der Produktion von DSA entgegen (49, 52).

Die Induktionstherapie wird vor oder zum Zeitpunkt der Nierentransplantation begonnen (1).
Eingesetzt werden verschiedene depletierende und nicht-depletierende Biologicals, die
T-Zell-Antworten zum Zeitpunkt der Antigenprasentation reduzieren (1). Aktuell glltige Leitlinien der
KDIGO stammen aus dem Jahr 2010. Fiir Patienten der immunologischen Niedrigrisikogruppe wird der
Einsatz eines IL-2-Rezeptor-Antagonisten empfohlen (1). Etabliert hat sich daflr der
nicht-depletierende Antikorper Basiliximab, der gegen die a-Kette des IL-2-Rezeptors gerichtet ist,
welcher auf der Oberflache von T-Zellen nach Antigenstimulation exprimiert wird (1, 44, 67). Fur
Patienten der immunologischen Hochrisikogruppe werden hingegen lymphozytendepletierende
Medikamente vorgeschlagen, die verglichen mit IL-2-Rezeptor-Antagonisten AbstoBungsreaktionen
starker reduzieren, allerdings das Risiko fiir Infektionen und maligne Erkrankungen erhéhen (1).
Eingesetzt werden beispielsweise Anti-Thymozyten-Globuline (ATG) und Alemtuzumab. ATG werden
durch Immunisierung von Kaninchen gegen humane T-Zellen hergestellt, wodurch sich polyklonale
Immunglobulinpraparate gegen diese Zellen gewinnen lassen (45). ATG binden unter anderem CD2,
CD3, CD4 sowie CD8 und scheinen durch komplementabhangige Zytotoxizitdt, antikorperabhangige
zellulare Zytotoxizitdt und aktivierungsinduzierten Zelltod zur Depletion von T-Zellen zu
fihren (68, 69). Darilber hinaus scheinen sie das Verhialtnis von T-Effektorzellen zu
regulatorischen T-Zellen glinstig zu beeinflussen (59). Da ATG aber nichthumane Antikorper enthalten,
sind sie sehr immunogen und kdnnen Anaphylaxie oder Serumkrankheit induzieren (45). Der
monoklonale Antikérper Alemtuzumab bindet CD52, welches in hohen Konzentrationen auf CD3+ und
CD19+ Zellen vorhanden ist und in geringen Konzentrationen auf NK-Zellen, Monozyten und
Makrophagen (70). Durch antikérperabhéangige zelluldre sowie komplementabhangige Zytotoxizitat
wirkt er depletierend (45, 70). Im Vergleich zu ATG wurde jedoch ein hoheres Risiko der Bildung von
de-novo-DSA beobachtet (54).

Zur Erhaltungstherapie nach Nierentransplantation wird eine Kombination aus Calcineurininhibitor
und Proliferationshemmer mit oder ohne Steroide empfohlen (1). Da innerhalb der ersten drei Monate
das Risiko akuter AbstoRungsreaktionen am groBten ist, werden Immunsuppressiva nach
Transplantation schrittweise reduziert, bis zwei bis vier Monate nach Transplantation die niedrigste
Erhaltungsdosis erreicht ist (1).

Calcineurininhibitoren werden vor oder wahrend der Nierentransplantation begonnen und wirken vor

allem auf T-Zellen, aber auch auf B-Zellen und Granulozyten (1, 45). Die Bindung von Ciclosporin oder
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Tacrolimus an ein zytoplasmatisches Immunophilin fiihrt zu einem Komplex, der die Aktivierung von
Calcineurin durch Calmodulin blockiert, sodass der nukledre Faktor aktivierter T-Zellen (NFAT) nicht
dephosphoryliert wird und nicht in den Zellkern translozieren kann, um dort als Transkriptionsfaktor
wirken zu kénnen (45). Dadurch wird die Expression verschiedener Entziindungsmediatoren, wie
IL-2, IL-3, IL-4, TNFa und des Granulozyten-Monozyten-Kolonie-stimulierenden-Faktors (GM-CSF)
gehemmt (45). Da die Calcineurin-Konzentration in T-Zellen im Vergleich zu anderen Zellen geringer
ist, wirken Calcineurininhibitoren besonders auf T-Zellen (45). Die verringerte IL-2-Produktion hemmt
die T-Zell-Proliferation (45). Darliber hinaus wird durch die verminderte Produktion an Zytokinen auch
die B-Zell-Hilfe gehemmt, die B-Zell-Proliferation verringert und ihre Apoptose geférdert (45). Uber die
Verringerung der Calcium-abhadngigen Exozytose granulaassoziierter Serinesterasen erfolgt zudem
eine Hemmung der Granulozyten (45). Heutzutage ist Tacrolimus Medikament der ersten Wahl, da
verglichen mit Ciclosporin akute AbstoRungsreaktionen seltener auftreten und das
Transplantatiiberleben innerhalb des ersten Jahres nach Transplantation héher liegt (1). Mit Sirolimus
steht ein weiteres Immunsuppressivum zur Verfligung, das nach Bindung eines Immunophilins die
Aktivierung von mTOR hemmt (45). Dadurch werden T-Zellen in der G1-Phase arretiert und damit ihre
Proliferation verhindert, die Differenzierung der T-Effektorzellen vermindert und ihre Apoptose
gefordert (45). Darlber hinaus steigt die Anzahl an regulatorischen T-Zellen und
T-Gedachtniszellen (45).

Unter den zur Immunsuppression nach Nierentransplantation eingesetzten Proliferationshemmern,
kommt heute dem Zytostatikum Mycophenolat-Mofetil (MMF) die bedeutendste Rolle zu. Es stort die
Purin-Synthese und betrifft daher die Proliferation sich teilender Zellen, darunter auch
Lymphozyten (45). MMF wird zu Mycophenolsdure umgesetzt, welche als Inhibitor der
Inosinmonophosphatdehydrogenase die Synthese von Guanosinmonophosphat inhibiert (45).
Steroide werden zum Zeitpunkt der Transplantation hochkonzentriert verabreicht und danach
schrittweise reduziert (1). Ob auf Steroide im Verlauf vollstéandig verzichtet werden kann, wird aktuell
diskutiert (1, 71, 72). Steroide haben eine breite antiinflammatorische Wirkung und regulieren
circa 20 % der in Leukozyten exprimierten Proteine (45, 46). Sie passieren die Zellmembran und binden
an zytoplasmatische Rezeptoren, die daraufhin in den Zellkern translozieren, um lber die Bindung an
Glukokortikoid-Response-Elemente die Transkription vieler verschiedener Gene zu fordern (45).
Einerseits verringern Glukokortikoide die Produktion von Entziindungsmediatoren, wie Zytokinen
(z.B.IL-1, IL-3, IL-4, IL-5, TNFa, GM-CSF, CXCL8) Prostaglandinen, Leukotrienen sowie
Stickstoffmonoxid und inhibieren dadurch die proinflammatorische Wirkung von Makrophagen,
Monozyten, Neutrophilen, NK-Zellen und T-Zellen (45, 46). Andererseits reduzieren Glukokortikoide

die Emigration von Immunzellen aus der Zirkulation an den Ort der Entziindung durch Inhibition dafir
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benotigter Adhdsionsmolekiile (45, 46). Darliber hinaus induzieren Glukokortikoide in Lymphozyten
und Eosinophilen die Apoptose (45).

Zur Therapie akuter zelluldrer AbstoRungsreaktionen werden Steroide und lymphozytendepletierende
Antikorper eingesetzt (1). Akute antikdrpervermittelte AbstoRBungsreaktionen werden mit
Plasmapherese oder Immunadsorption, IVIGs, CD20-Antikérpern, lymphozytendepletierenden
Antikorpern, Bortezomib einzeln oder in Kombination behandelt (1). Der Proteasomeninhibitor
Bortezomib aktiviert in Plasmazellen die Apoptose und tragt dadurch zur Reduktion von DSA bei (49).
Dariiber hinaus bestehen Ansatze, therapeutisch mittels C1-Esteraseinhibitor oder dem monoklonalen

Anti-C5-Antikorper Eculizumab die Komplementaktivierung einzuschrénken (49, 51).
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3 Material und Methoden

3.1 Material

Fir die experimentellen Untersuchungen wurden die Raumlichkeiten der Arbeitsgruppen
AG Weinmann-Menke und AG Schwarting der |. Medizinischen Klinik und Poliklinik der
Universitatsmedizin Mainz genutzt. Die im Rahmen dieser Arbeit eingesetzten Laborgeréte,
Verbrauchsartikel, Reagenzien, Primer, Antikorper etc. werden im Anhang aufgefiihrt. Dort werden

auch alle verwendeten Lésungen und Puffer aufgelistet.
3.2 Methoden

3.2.1 Register: Klinischer Verlauf vor und nach Nierentransplantation
3.2.1.1 Patientenkollektiv

Das Patientenkollektiv besteht aus 48 Patienten, die in der Universitatsmedizin Mainz im Zeitraum von
2014 bis 2017 nierentransplantiert wurden. Im Rahmen dieser Studie wurde der klinische Verlauf
dieser Patienten vor und nach Nierentransplantation systematisch in einem Register der

I. Medizinischen Klinik der Universitatsmedizin Mainz erfasst.
3.2.1.2  Struktur des Registers

Das Register ermoglicht die kontinuierliche und fortlaufende Dateneingabe. Es bietet daher eine
Datengrundlage fiir unterschiedliche Untersuchungen und ermdoglicht die Evaluation der Therapie
sowie Rickschliisse auf praventive und rehabilitative MaBnahmen.

Grundlage des Registers ist das Datenbankmanagementsystem PostgreSQL fiir relationale
Datenbanksysteme in der Version 6.0.0 bis 8.2.2. Durch die graphische Benutzeroberflache
(Datenbank-Front-End) kénnen in entsprechenden Formularen standardisiert Daten eingegeben
werden, wobei Kategorisierung und Validierung der Daten erfolgen. Zuséatzlich besteht die Moglichkeit

erganzende patientenbezogene Informationen per Freitext einzugeben.
3.2.1.3 Datenerfassung

Die in den Dokumentationssystemen der Universitatsmedizin Mainz erhobenen Befunde der Patienten
werden in das Register Gberfiihrt und somit retrospektiv erfasst. Erfasst werden Daten vor und nach
Nierentransplantation. Die eingeschlossenen Patienten sind regelmaRig an die nephrologische
Ambulanz der Universitaitsmedizin Mainz angebunden, wobei sich die Vorstellungsintervalle an dem

zeitlichen Abstand und dem klinischen Verlauf nach Nierentransplantation orientieren. Jeder Besuch
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in der Ambulanz beinhaltet die standardisierte und detaillierte Erhebung des aktuellen

Gesundheitszustands.
3.2.1.4 Patientenliste

Uber die Patientenliste lassen sich die erhobenen Befunde in unterschiedliche Eingabemasken
eintragen und somit erfassen. Eingabemasken, die zur Verfiigung stehen, sind nachfolgend aufgelistet:
e Patientenstammdaten
o Geburtsdatum, ggf. Todesdatum, Geschlecht, pseudonymisierter Patientencode
e Nebendiagnosen
e Sonstige Medikation
o Erfassung aller Medikamente (aulRer Immunsuppressiva) mit Einnahmezeitraum und
Dosis
e Datum der Nierentransplantation
e HLA und Blutgruppe
e Laborparameter
o u.a. Blutbild, Elektrolyte, Entziindungsparameter, Gerinnungsstatus,
Nierenretentionsparameter, Infektionsserologie
e Immunsuppressive Medikation
o Erfassung der Immunsuppressiva mit Einnahmezeitraum und Dosis
e Klinischer Verlauf

o Korpergewicht, Blutdruck

3.2.1.5 Transplantationsliste

Uber die Transplantationsliste besteht die Mdoglichkeit, empfinger- und spenderbezogene Daten zu
erfassen. Dazu stehen folgende Eingabemasken zur Verfligung:
e Nierentransplantation
o Datum der NTX, Leichen- oder Lebendspende, Korpergrofle und -gewicht,
nephrologische Vorerkrankungen, Dialysedauer, Restdiurese, Outcome (AbstoRung,
Reoperation)
e NTX Operation
o Ischamiezeiten (kalt, warm, gesamt), Leichen- oder Lebendspende, Seitenlokalisation
des Spenderorgans, Anzahl der Arterien/Venen/Ureteren, Implantation rechts oder

links, GroRe des Spenderorgans
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e NTX Spendervariablen
o Geschlecht, Alter, Todesdatum, Todesursache, GréBe, Gewicht, Blutgruppe, HLA,
Diurese der letzten 24 Stunden, Diurese der letzten Stunde, Blutdruck, Herzfrequenz,
Reanimation, Herzstillstand, Katecholamine
o Medizinische Vorgeschichte (arterielle Hypertonie, Diabetes, Rauchen, Drogenabusus,

Alkoholabusus, Herzinsuffizienz, Malignom, GFR, Erythrozyturie, Proteinurie)

Beispielhaft sollen hier die Eingabemasken zur Erfassung der Nierentransplantation und der NTX

Spendervariablen dargestellt werden.

#° Nierentransplantation E‘ g
Patient
NTX Nephrologische Vererkrankungen
Datum [¥]31072018 ~ Typ -l
3
GroBe [cm] Gewicht [kg] | Diagnose Al
ECOG [ - .

Restdiurese [ml] |
Dialysedauer [Menate] |

Qutcome
Datum 09102018 ToDe: Control mit Dialysezeiten
| -
[] AbsteBung || Re-Operation
[
Datum Klassifikation |
Notiz
ral Erfassen | Abbrechen J

R ———————————————————————

Abbildung 5: Eingabemaske , Nierentransplantation” des Registers
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# NTX Spendervariablen = =
NTX
Donor Klinische Parameter
Donor Identity Geschlecht [ v- Diurese [mil] | letzte [h] [
Donor Geb.datum ] 00.10.2018 = Alter Diurese letzte Stunde [ml]
Donor Todesdaturr  [] 00.10.2018 = 00:00 |5 RR [mmHg] / Herzfrequenz
Todesursache [ =) Herzstillstand Dopamin Epinephrin
GriBe [em] Gewicht [kg] Reanimation Dobutamin Norepinephrin
Blutgruppe [ = | -] Medizinische Vorgeschichte
HLA Typ ' — - art Hypertonie [ =] FIMalignom [ ]G [ -]
Diabetes - Herzinsuff, = | Proteinurie -
Rauchen [ = Erythrozyturie [ |
Drogenabiisus [ +| ) Alkoholabusus [ v]_
=]}
| 0
Motiz
77 (fesen ) [ Abbreen]

Abbildung 6: Eingabemaske ,,NTX Spendervariablen” des Registers

3.2.1.6  Komplikationen nach Nierentransplantation

Komplikationen nach Nierentransplantation wurden ebenfalls erfasst. Die dokumentierten Daten
beinhalten:

o praformierte Antikorper vor NTX, donorspezifische Antikdrper nach NTX, Notwendigkeit der
Dialyse nach  NTX, AbstoRungsreaktionen  (Biopsieergebnisse nach  BANFF),
Lymphozelen/Urinome/Reflux/Nierenarterienstenosen/Harnleiterstenosen mit konservativer
oder operativer Sanierung, fehlende Transplantatfunktion, Revisionsoperationen,

CMV-Viramie/Erkrankung, BK-Viramie/Nephropathie, Transplantatnephrektomie
3.2.1.7 Auswertung

Eine hohe Datenqualitat wird gewahrleistet durch manuelle Prifung der im SAP vorhandenen
Patientenakten und Datenbankabfragen zur Uberpriifung auf Vollstindigkeit. Die statistische
Auswertung der erhobenen Daten erfolgt datenbankintern durch  Abfragen in
SQL (Structured Query Language). Zur statistischen Auswertung werden die Daten in GraphPad Prism

in den Versionen 8.3.0 bis 9.1.1. und SPSS der Version 23 exportiert.
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3.2.2 FACS-Analyse: A20-Expression in PBMCs vor und im Verlauf nach NTX
3221 Patientenkollektiv

Das Patientenkollektiv besteht aus 48 Patienten, die in der Universitatsmedizin Mainz im Zeitraum von
2014 bis 2017 nierentransplantiert wurden und deren klinische Transplantationsparameter im Register
gemall den Erlduterungen in Abschnitt 3.2.1 erfasst wurden. Dariber hinaus bestanden keine

Ein- und Ausschlusskriterien.

3.2.2.2  Kontrollkollektiv

Das Kontrollkollektiv besteht aus 16 gesunden Probanden. Die Probanden wurden lber Ablauf, Ziel
und Zweck der Studie informiert. Alle Probanden haben sich nach umfassender Aufklarung freiwillig
zur Entnahme und Verarbeitung der Vollblutproben bereiterklart. Es wurde auf die Anonymitat der
Daten, Schweigepflicht und den Datenschutz hingewiesen und eine schriftliche
Einverstdndniserklarung zur Verwendung der Daten im Rahmen anonymisierter wissenschaftlicher
Studien eingeholt. Im Screening-Interview wurde die Eignung des Probanden fiir die Teilnahme an der
Studie gepriift.

Um eine Vergleichbarkeit zwischen Patientenkollektiv und Kontrollkollektiv zu gewahrleisten, wurde
bei der Auswahl der Kontrollprobanden auf Einflussfaktoren geachtet. Die Gleichverteilung von Alter
und Geschlecht innerhalb der beiden Kollektive wurde angestrebt.

Als Ausschlusskriterien wurden eine vorbestehende Immunsuppression, Autoimmunerkrankungen

und akute Infektionen definiert.
3.2.2.3 Probengewinnung

Dem Patientenkollektiv wurde zu drei unterschiedlichen Zeitpunkten jeweils 30 ml Blut in géangiger
Venenpunktionstechnik in EDTA-R6hrchen entnommen. Die Zeitpunkte der Probeentnahme sind
nachfolgend aufgelistet:

1. Probe

Bei der stationdaren Aufnahme zur Nierentransplantation und vor Beginn der
Immunsuppression

2. Probe

4 - 7 Tage nach Nierentransplantation im Rahmen des stationdren Aufenthaltes nach
Nierentransplantation

3. Probe

2 - 6 Monate nach Nierentransplantation im Rahmen der Nachsorge in der
Nierentransplantationsambulanz der Universitdtsmedizin Mainz

Bei 39 Patienten wurden Probe 1 - 3 entnommen und untersucht. Bei 9 Patienten wurden nur Probe 1

und Probe 2 enthnommen und untersucht.
33



Den Kontrollprobanden wurden einmalig 20 ml Blut in gangiger Venenpunktionstechnik in

EDTA-R6hrchen entnommen.
3.2.2.4 Isolation mononukledrer Zellen des peripheren Blutes (PBMCs)

Die Isolation mononukledrer Zellen des peripheren Blutes erfolgte innerhalb von 24 Stunden nach

Blutentnahme, um die Lebensfahigkeit der im Blut enthaltenen Zellen zu gewahrleisten.
3.2.2.4.1 Prinzip

Periphere Blutlymphozyten kénnen aus EDTA-Blut isoliert werden. Die Isolation basiert auf dem Prinzip
der Dichtegradientenzentrifugation. Dabei werden die Zellen durch Zentrifugation durch das
hydrophile Kolloid Ficoll® entsprechend ihrer Dichte aufgetrennt. Da das Trennmedium eine Dichte
von 1,078 g/ml aufweist, sammeln sich Zellen mit einer Dichte unterhalb dieses Wertes, wie
Monozyten und Lymphozyten, oberhalb des Trennmediums. Liegt die Dichte von Zellen hingegen
oberhalb von 1,078 g/ml, wie dies bei Erythrozyten und Granulozyten der Fall ist, sammeln sich diese
unterhalb des Trennmediums. Auf diese Weise lassen sich die unterschiedlichen Zellsorten der
Vollblutprobe voneinander trennen. Nach der Zentrifugation ldsst sich die milchige Zellschicht
oberhalb des Trennmediums, bestehend aus Monozyten und Lymphozyten, mit der Pipette

aufnehmen (45).

: o e
verdiinntes ‘ 0 mononucleére
Blut Zellen des
0000QQ| herpheren
. ‘ —I\ Blutes
O Zentrifugation
Ficoll- N
Hypaque™
(spezifische

A o [o) rote Blut-

i k

B 0o G lomerhen
oo cyten

Abbildung 7: Isolation von PBMCs mittels Ficoll®-Dichtegradientenzentrifugation (45)

3.2.2.4.2  Durchfihrung

Die Isolation der PBMCs wird im sterilen Umfeld durchgefiihrt. Das entnommene EDTA-Blut wird in ein
50 ml Zentrifugenréhrchen tberfiihrt und mit der gleichen Menge PBS verdiinnt. Die bendtigte Menge
Ficoll® wird in einem 50 ml Testtube vorgelegt. Darauf wird das mit PBS verdiinnte Blut langsam

aufgeschichtet. Nach 35-mindtiger Zentrifugation ohne Bremse bei 2500 rpm sammeln sich die PBMCs
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in der Grenzschicht zwischen Plasma und Ficoll®. Erythrozyten und Granulozyten befinden sich
unterhalb des Trennmediums. Der Plasmatiiberstand wird abpipettiert und verworfen. Die Schicht der
PBMCs wird mit der Pipette aufgenommen und in ein separates 50 ml Zentrifugenréhrchen gegeben.
Dieses wird bis auf 50 ml mit PBS aufgefiillt und fiinf Minuten bei 1500 rpm zentrifugiert. AnschlieRend
wird der Uberstand abgekippt. Danach werden die Zellen fiinf Minuten lang mit 5 ml ACK-Lyse-Puffer
inkubiert, um die Lyse eventuell verbliebener Erythrozyten zu bewirken. Dann wird das
Zentrifugenréhrchen erneut bis auf 50 ml mit PBS aufgefiillt und fiinf Minuten bei 1500 rpm
zentrifugiert. Nachfolgend wird ein Waschgang durchgefiihrt. Dazu wird der Uberstand abgekippt, das
Zentrifugenrdéhrchen bis auf 50 ml mit PBS gefiillt und 5 Minuten bei 1500 rpm zentrifugiert. Nach
Abkippen des Uberstandes werden die Zellen in 2 ml Gefriermedium, bestehend aus RPMI, 10 % FCS
und 10 % DMSO, aufgenommen. Je ein Milliliter dieser Suspension wird in ein Gefrierréhrchen

Uberfihrt und bei -80 °C eingefroren.
3.2.2.5 FACS-Analyse: A20-Expression in PBMCs

3.2.2.5.1 Prinzip

Mittels Durchflusszytometrie konnen Zellen anhand ihrer GréBe, ihrer Granularitdt und ihrer
Fluoreszenz unterschieden werden (73). Die FACS-Analyse (Fluorescence-activated Cell Sorting)
erlaubt zusatzlich das Sortieren und Zahlen von Zellen (45).

Zunachst werden bestimmte oberflachliche oder innere Proteine von Zellen mittels
fluoreszenzmarkierter  Antikorper markiert (73). Im  Durchflusszytometer werden die
immunfluoreszenzmarkierten Zellen dann durch eine Kapillare gepresst, wodurch sich die Zellen
hintereinander anordnen (45). Im néachsten Schritt passieren die Zellen nacheinander einen
Laserstrahl (45). Die Passage einer Zelle durch diesen Strahl fiihrt zum einen zur Streuung des Lichts,
zum anderen zur Anregung des Fluoreszenzfarbstoffs (73). Das Mal der Ablenkung des Laserlichts
sowie des emittierten Lichts wird von Detektoren wahrgenommen und im zugehoérigen Computer in
elektrische  Spannung  lbersetzt  (45). Das  Vorwartsstreulicht  wird mit  dem
Forward Scatter Detektor (FCS) wahrgenommen und ist proportional zur ZellgroRe. Das
Seitwartsstreulicht wird mit dem Sideward Scatter Detektor (SSC) wahrgenommen und ist proportional
zur Granularitat und Komplexitat einer Zelle (73). Das von Fluoreszenzfarbstoffen emittierte Licht wird
ebenfalls von Detektoren wahrgenommen (73). Sollen in einer Zelle mehrere Proteine untersucht
werden, so wird jedes dieser Proteine mit einem anderen Fluoreszenzfarbstoff markiert (45, 73). Da
jeder Detektor fiir eine bestimmte Wellenlange sensibel ist, konnen hierdurch in einem Vorgang
unterschiedliche Proteine sichtbar gemacht werden (45, 73). Mithilfe verschiedener Diagramme lassen
sich anschlieBend die Fluoreszenzsignale der markierten Strukturen gegeneinander auftragen und

auswerten (45).
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Abbildung 8: Schema einer FACS-Analyse (45)
3.2.2.5.2 Vorbereitung der PBMCs fiir die Durchflusszytometrie

Die Vorbereitung der konservierten Proben erfolgt im sterilen Umfeld. Jede Probe wird aufgetaut und
in ein 50 ml Zentrifugenrohrchen mit 10 ml RPMI und 10 % FCS (berfihrt. Danach werden die
Zentrifugenrdhrchen fiir finf Minuten bei 1500 rpm zentrifugiert und der Uberstand verworfen.
AnschlieBend werden die Zentrifugenréhrchen nochmals mit RPMI und 10 % FCS gefiillt, flinf Minuten
bei 1500 rpm zentrifugiert und der Uberstand verworfen. Dann wird das Zellpellet in 800 ul RPMI und
10 % FCS aufgenommen. Fiir die Stimulation der Zellen werden 700 ul in ein Well einer 12-Well-Platte
gegeben. Dazu werden jeweils 300 ul RPMI und das Stimulationsmedium, bestehend aus 0,5 ul PMA,
1 ul lonomycin und 0,6 pl Golgi-Stop, gegeben. Die verbliebenen 100 ul fir Mix 2 werden ebenfalls in
ein Well einer 12-Well-Platte gegeben, bleiben allerdings unstimuliert und werden daher nur mit
jeweils 900 pl RPMI und 10 % FCS verdiinnt. Die Zellen werden vier Stunden bei 37 Grad und 5 % CO
im Brutschank inkubiert.

Nach vier Stunden werden die Zellen aus dem Brutschank genommen, in RPMI aufgenommen und in
ein 15 ml Zentrifugenréhrchen liberfiihrt. Danach werden die Zentrifugenréhrchen fiinf Minuten bei

1500 rpm zentrifugiert und der Uberstand verworfen. Nachfolgend werden die stimulierten Zellen fiir
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die Mixe 1, 3, 3b, 4, 4b, 5 und 6 in 700 ul FACS-Puffer aufgenommen. Auf jedes Mixwell stimulierter
Zellen werden dann 100 pl Zellen gegeben. Die unstimulierten Zellen fir Mix 2 werden in 100 pl
FACS-Puffer aufgenommen und in das entsprechende Well gegeben. Die verbliebenen Zellen werden
fiir die Einzelfarbungen verwendet und dazu auf 13 Wells verteilt. Pro Patientenprobe entspricht die

Anzahl der zu fiillenden Wells der Anzahl der Farbungen beziehungsweise Mixe.
3.2.2.5.3 FACS-Farbung

Mixe und Verdiinnung der Antikorper
Zunéachst miissen die Mixe mit den verdiinnten Antikdrpern hergestellt werden. Nachfolgend sind die

Mixe mit ihren Antikorpern in ihrer jeweiligen Verdiinnung dargestellt.

Einzelfdrbungen

Ungefarbte Zellen

CD4-FITC 1:5
CD11b-APC 1:5
CD19-APC 1:5
CD206-APC 1:5
CD4-APC 1:5
CD16-FITC 1:10
CD14-PE 1:10
CD11b-PE 1:10
CD3-PerCP 1:20
A20-FITC 1:20
IL-10-PE 1:5

Sek. AK (Isotyp FITC)  1:20

Mix 1 Verdiinnung
CD4-FITC 1:5
CD11b-APC 1:5
IL-10-PE 1:5

Mix 2 (unstimulierte Zellen) Verdinnung

CD16-FITC 1:10
CD14-PE 1:10
CD206-APC 1:5
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Mix 3 Verdinnung
CD11b-PE 1:10
CD4-APC 1.5
A20-FITC 1:20

Sek. AK (Isotyp FITC) 1:20

Mix 3b Verdiinnung
CD11b-PE 1:10
CD4-APC 1:5

Sek. AK (Isotyp FITC) 1:20

Mix 4 Verdiinnung
CD14-PE 1:10
CD3-PerCP 1:20
CD19-APC 1:5
A20-FITC 1:20

Sek. AK (Isotyp FITC) 1:20

Mix 4b Verdiinnung
CD14-PE 1:10
CD3-PerCP 1:20
CD19-APC 1:5

Sek. AK (Isotyp FITC) 1:20

Ready to use Mix Th1/Th2/Th17
CD4-PerCP

IL-17A-PE

IFN-GMA-FITC

IL-4-APC

Ready to use Mix Th17/Treg
CD4-PerCP

FoxP3-APC

IL-17A-PE

Tabelle 1: Mixe und Verdlinnungen der Antikorper der FACS-Analyse

Intrazelluldre Antikérper sind kursiv geschrieben, extrazellulare normal. Die extrazelluldaren Antikérper
werden mit FACS-Puffer verdinnt, die intrazellularen mit Saponin-Puffer.
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Mixfarbungen

Zuerst wird die extrazelluldre Farbung durchgefiihrt. Dazu werden die Zellsuspensionen in allen Wells
drei Minuten bei 3000 rpm zentrifugiert. Dann werden 100 ul FC-Block in alle Wells gegeben und
10 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Nach dreiminiitiger Zentrifugation bei 3000 rpm und
Abkippen des Uberstandes werden je 50 pl des extrazelluldren Antikérpermixes (beziehungsweise bei
den Einzelfarbungen ein einzelner Antikorper) auf die Zellen der entsprechenden Wells gegeben.
AnschlieBend werden die Zellsuspensionen 30 Minuten bei 4 Grad inkubiert, dann drei Minuten bei
3000 rpm zentrifugiert und der Uberstand verworfen. Danach erfolgt ein Waschgang mit FACS-Puffer
und die dreiminiitige Zentrifugation bei 3000 rpm. Nach Abkippen des Uberstandes wird das Zellpellet
in 100 pl Fix/Perm resuspendiert und Gber Nacht bei 4 °C inkubiert.

Am nachsten Tag wird die intrazellulare Farbung durchgefiihrt. Dazu werden die Zellen nach
Zentrifugation und Verwerfen des Uberstands mit Saponinpuffer gewaschen, zentrifugiert und der
Uberstand verworfen. Dann werden zu den Zelllésungen der Mixe 1, 3, 4 und zu den Einzelfarbungen
IL-10-PE und A20-FITC je 50 ul des jeweiligen intrazelluldren Antikdrpermixes gegeben, auf alle
anderen Wells (alle restlichen Einzelfarbungen sowie Mixe 2, 3b, 4b) werden 50 pl Saponin gegeben.
Die Zelllésungen werden anschlieBend 30 Minuten bei 4 Grad inkubiert. Nachfolgend werden die
Platten zentrifugiert und der Uberstand verworfen. Dann werden zu den Zellsuspensionen der Mixe
3b und 4b sowie zu der Einzelfarbung Sek. AK je 50 ul des jeweiligen intrazellularen Antikorpermixes
gegeben, auf alle anderen Wells Saponinpuffer. Die Zellen werden danach 30 Minuten bei 4 Grad
inkubiert, dann zentrifugiert und der Uberstand verworfen. Nach zweimaligem Waschen der Zellen mit

FACS-Puffer werden sie in 300 ul PFA 1 % resuspendiert und direkt in die FACS-R6hrchen gegeben.

Th1/Th2/Th17-Farbung

Fir diese Farbung wird der fertige ,,Human Th1/Th2/Th17 Phenotyping Kit“ mit den oben aufgefiihrten
Antikorpern verwendet. Die Well-Platten werden fiinf Minuten bei 3000 rpm zentrifugiert und der
Uberstand verworfen. Nachfolgend werden die Zellen in den Wells in 100 pl Cytofix Fixationspuffer
resuspendiert und 15 Minuten bei Raumtemperatur im Dunkeln inkubiert. AnschlieBend folgt die
Zentrifugation der Zellldsung und der Uberstand wird verworfen. Danach wird die Zellsuspension
zweimal mit FACS-Puffer gewaschen und jedes Pellet in je 100 pl Perm/Wash Puffer, der im Kit
enthalten ist, resuspendiert und 15 Minuten bei Raumtemperatur im Dunkeln inkubiert. Nach
Zentrifugation der Zellldsung wird auch hier der Uberstand verworfen. Dann wird zu den
Zellsuspensionen der zuvor mit Perm/Wash Puffer verdinnte Antikérper (1:4) gegeben und 30
Minuten bei Raumtemperatur im Dunkeln inkubiert. AnschlieSend wird die Zelll6sung mit FACS-Puffer
gewaschen, zentrifugiert und der Uberstand wird verworfen. Die Zellen werden in je 100 pl 1 % PFA

resuspendiert und im FACS-Rohrchen bei 4 °C im Kihlschrank gelagert.
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Th17/Treg-Firbung

Man verwendet flr diese Farbung den fertigen ,,Human Th17/Treg Phenotyping Kit“, welcher die oben
aufgefihrten Antikorper enthalt. Die Zellsuspension wird in den Well-Platten finf Minuten bei
3000 rpm zentrifugiert und der Uberstand verworfen. Dann wird das Pellet in je 100 pl Puffer A, der
zuvor mit FACS-Puffer verdinnt wurde (1:10), resuspendiert und 15 Minuten bei Raumtemperatur im
Dunkeln inkubiert. Nach Zentrifugieren der Zellsuspension wird der Uberstand verworfen.
AnschlieBend werden die Zellen zweimal mit FACS-Puffer gewaschen. Zum Permeabilisieren wird jedes
Pellet mit je 100 pl Puffer C, bestehend aus FACS Puffer + im Kit enthaltenem Puffer B (1:50), fir
30 Minuten im Dunkeln inkubiert. Nachfolgend werden die Zellen zentrifugiert und mit FACS-Puffer
gewaschen. Der Uberstand wird verworfen. Dann werden die Wells mit je 10 pl
Th17/Treg Phenotyping Cocktail/FACS-Puffer (1:5) fir 30 Minuten bei Raumtemperatur im Dunkeln
inkubiert und anschlieRend mit FACS-Puffer gewaschen. Nachfolgend werden die Proben in je 300 ul

1 % PFA resuspendiert und im FACS-Rohrchen bei 4 °C im Kihlschrank gelagert.
3.2.2.5.4 Durchfihrung der FACS-Analyse

Flr jede Probe werden im Durchflusszytometer das Vorwartsstreulicht, das Seitwartsstreulicht und die
Fluoreszenz erfasst. Dabei werden pro Probe 10 000 Zellen gemessen. Da viele Zellpopulationen selbst
in ungefarbtem Zustand aufgrund ihrer chemischen Eigenschaften eine Autofluoreszenz aufweisen,
wird zur Bestimmung des AusmaRes der Autofluoreszenz eine Isotypenkontrolle mitgefiihrt. Zudem

werden als Kontrollen ungefarbte Zellen analysiert.
3.2.2.5.5 Statistische Auswertung

Die statistische Auswertung erfolgt mithilfe der Software GraphPad Prism in den Versionen 8.3.0 bis

9.1.1.
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3.2.3 RT-gPCR und IHC: A20-Expression im Transplantatnierengewebe
3.2.3.1 RT-gPCR: A20-Gesamt-mRNA-Expression im Transplantatnierengewebe
3.2.3.1.1 Transplantatnierengewebe

Flr die RT-gPCR wurde Gewebe aus 15 Transplantatnierenbiopsien verwendet. Diese wurden in der
Abteilung fur Nephrologie der |. Medizinischen Klinik der Universitatsmedizin Mainz im Rahmen der
diagnostischen und therapeutischen Betreuung von Patienten nach Nierentransplantation
durchgefihrt. Das in dieser Studie verwendete Gewebe wurde demnach nicht direkt fiir diese Arbeit
entnommen. Konserviert und zu Paraffinschnitten weiterverarbeitet wurde das Material in der
Abteilung fir Nephropathologie des Universitatsklinikums Erlangen. Die bereits fertig konservierten

Paraffinschnitte werden fiir diese Arbeit weiterverwendet.
3.2.3.1.2 Entparaffinierung und Isolation von mRNA aus Transplantatnierengewebe

Die 10 um dicken formalinfixierten, paraffin-eingebetteten Schnitte werden zunachst entparaffiniert.
Dazu wird die Deparaffinization Solution der Firma Qiagen verwendet. Die Entparaffinierung erfolgt
gemal’ den Vorgaben des Herstellers.

Darauf folgt die RNA-Isolation mittels ,,RNeasy FFPE-Kit” der Firma Qiagen, ebenfalls wie im Protokoll
des Herstellers angegeben.

Das Prinzip sieht nach Freisetzung von RNA durch Hinzufligen von Proteinase K eine Inkubationsphase
bei hoheren Temperaturen zur partiellen Aufhebung der Quervernetzung zwischen den freigesetzten
Nukleinsduren vor. Danach wird DNAse zur Entfernung von DNA hinzugegeben. Ein spezielles
Puffersystem und das Hinzufligen von Ethanol fliihren zu einer Anreicherung von mRNA und besseren
Bindungseigenschaften dieser mRNA an das nachfolgend verwendete Membransystem. Nach
Auftragen des Lysats auf eine Silikon-Gel-Membran wird die darin geléste mRNA selektiv an die
Membran gebunden. Danach werden Kontaminationen abgewaschen. AbschlieRend wird die mRNA in

RNAse freiem Wasser eluiert (74).
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Abbildung 9: Prinzip der Entparaffinierung und mRNA-Isolation mittels Qiagen-Kits (74)

3.2.3.1.3 RT-gPCR: A20-Gesamt-mRNA-Expression im Transplantatnierengewebe
3.2.3.1.4 Prinzip

Die RT-qPCR ermoglicht den quantitativen mRNA-Nachweis in Echtzeit. Zunachst wird dazu die
enthaltene mRNA unter Verwendung einer reversen Transkriptase in cDNA umgeschrieben. Danach
erfolgt die Amplifikation der cDNA im Thermocycler, der die temperaturabhangigen Schritte der PCR
vollautomatisiert durchfiihrt. Wahrend der Denaturierung bei (ca. 95 °C) wird die als Doppelstrang
vorliegende cDNA-Matrize in ihre Einzelstrange aufgetrennt. Darauf folgt das Annealing bei ca. 55°C.
Hierbei flankieren spezifische Oligonukleotide (Primer) den zu replizierenden einzelstrangigen
Nukleinsdureabschnitt und bieten mit ihrem 3’OH-Ende der im nachsten Schritt verwendeten
DNA-Polymerase einen Startpunkt. Zuletzt folgt die Elongation, bei der die Synthese eines
komplementaren DNA Strangs unter Verwendung einer DNA-Polymerase erfolgt. Die Anzahl der Zyklen
kann individuell festgelegt werden (75).

Wird diese Methode um die Verwendung fluoreszenzmarkierter DNA-Sonden erweitert, ermdglicht
dies den quantitativen cDNA-Nachweis in Echtzeit. Dadurch kommt diese Methode ohne auf die PCR
folgende Nachweismethoden wie beispielsweise die Agarosegelelektrophorese aus. Wir verwendeten
den interkalierenden Farbstoff SYBR Green |, der nach Bindung an doppelstrangige DNA und Anregung
mit blauem Licht deutlich starker griin fluoresziert, als im ungebundenen Zustand (Absorption 494 nm,
Emission 521 nm). Mit fortschreitender PCR-Reaktion kommt es daher zu einem Fluoreszenzanstieg,
der proportional zur amplifizierten DNA ist. Mittels Schmelzkurvenanalyse ldsst sich anschlieRend die
Menge der in den Proben initial vorhandenen mRNA bestimmen (75, 76).
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3.2.3.1.5 Durchflhrung

Zur Durchfiihrung werden der ,,Quantitect SYBR Green RT-PCR-Kit” sowie die QuantiTect Primer Kits
,humanes beta-Actin” und ,humanes N2A” der Firma Qiagen verwendet. Die RT-gPCR erfolgt gemaR
den Angaben des Herstellers. Dazu wird nach Bestimmung der mRNA-Konzentration mittels
NanoDrop™ ein Mastermix mit einem Gesamtvolumen von 20 pl angesetzt, der sich wie unten
aufgefihrt zusammensetzt. Zur relativen Quantifizierung wird das Housekeeping-Gen Beta-2-Aktin
verwendet. Es wird konstant exprimiert und dient somit als Referenzgen der Normierung der
Expressionsanalyse. Als Negativkontrolle werden RNAse freies Wasser und als Positivkontrolle RNA aus

HK2-Zellen und humanen Tubulusepithelzellen mitgefihrt.

SYBR Green (2x) 10 ul
RT Mix 0,2 ul
Primer Mix 2 ul
RNAse freies H,0 2,8 ul
Probe (100 ngin 5 ul) 5ul

Tabelle 2: Zusammensetzung des Master Mix

Flr den PCR-Lauf dient nachfolgend dargestelltes Standardprotokoll. Es werden 40 Zyklen

durchfihrt.
Step Time Temp Ramp Rate

1) Reverse 20 min 50 °C 20°C/sec
Transkription

2) PCRinitiale 15 min 95°C 20°C/sec
Aktivierung

3) Denaturierung | 15 sec 94°C 20°C/sec

4) Annealing 20 sec 55°C 20°C/sec

5) Extension 20 sec 72 °C 2°C/sec

6) Cycling 40 Zyklen
(Schritte 3 - 4)

7) Datenerhebung | 5 sec 20°C/sec

Tabelle 3: Standardprotokoll fiir den PCR-Lauf
3.2.3.1.6 Statistische Auswertung

Zur statistischen Auswertung wird zur Normalisierung die relative A20-Gesamt-mRNA-Expression
mithilfe des delta-CP-Werts berechnet. Dazu wird als Housekeeping Gen Beta-2-Aktin verwendet. Die
statistischen Tests und Grafiken werden mittels GraphPad Prism in den Versionen 8.3.0 bis 9.1.1

erstellt.

43



3.2.3.2 Immunhistochemie: A20-Expression im Transplantatnierengewebe
3.2.3.2.1 Transplantatnierengewebe

Fir die Immunhistochemie wurde Gewebe aus 38 Transplantatnierenbiopsien verwendet. Diese
wurden in der Abteilung fir Nephrologie der I. Medizinischen Klinik der Universitdtsmedizin Mainz im
Rahmen der diagnostischen und therapeutischen Betreuung von Patienten nach
Nierentransplantation durchgefiihrt. Das in dieser Studie verwendete Gewebe wurde demnach nicht
direkt flr diese Arbeit entnommen. Konserviert und zu Paraffinschnitten weiterverarbeitet wurde das
Material in der Abteilung fiir Nephropathologie des Universitatsklinikums Erlangen. Die bereits fertig

konservierten Paraffinschnitte werden fir diese Arbeit weiterverwendet.

3.2.3.2.2 Prinzip der Immunhistochemie (ABC-Methode)

Die Immunbhistochemie (IHC) ist eine Methode zur Darstellung spezifischer Antigene innerhalb eines
Gewebes mithilfe markierter Antikorper. Man unterscheidet die direkte und die indirekte Methode.
Bei der direkten Methode ist der priméare Antikorper direkt an das Amplifikationssystem gebunden.
Verglichen mit der indirekten Immunhistochemie sind bei dieser Methode weniger Farbeschritte notig.
Zudem geht sie mit einer geringeren Hintergrundfarbung einher. Allerdings wird stets ein spezifisch
markierter primarer Antikorper bendtigt.

Bei der indirekten Methode bindet der primare Antikorper an das Antigen. Der sekundare Antikorper,
ein Anti-Immunglobulin gegen die artspezifische Region des Primarantikorpers, ist an ein
Amplifikationssystem gekoppelt. Voraussetzung ist, dass das Antigen sowie der primare und der
sekundare Antikoérper aus verschiedenen Tierspezies stammen. Da der sekundare Antikorper an alle
artspezifischen Regionen des Primarantikorpers bindet, wird bei der indirekten Immunhistochemie
kein primarer, direkt an das Amplifikationssystem gekoppelter Antikdrper benétigt. Im Vergleich zur
direkten Immunhistochemie ist diese Methode sensitiver und vielseitiger, da unterschiedlichste
Antikorper aus der Tierspezies des primaren Antikdrpers mit dem gleichen sekundaren Antikoérper aus
der Tierspezies des sekundaren Antikoérpers gekoppelt werden konnen. Zudem wird durch tertidre
Anteile, die an den Sekundarantikérper binden und der Signalverstarkung dienen, eine hdhere
Sensitivitat erreicht, was insbesondere bei geringen Antigenmengen von Vorteil ist.

Bei der Avidin-Biotin-Komplex-Methode (ABC-Methode), einer haufig angewandten Methode der
indirekten Immunhistochemie, wird ein biotinylierter sekundarer Antikérper verwendet. Das
Glykoprotein Avidin besitzt eine hohe Affinitdt zu Biotin und kann daher den biotinylierten sekundaren
Antikorper binden. Wird Avidin mit dem Amplifikator Peroxidase markiert, kann das Substrat
Diaminobenzidin (DAB) in ein braunliches, unldsliches Prazipitat umgesetzt werden. Dadurch ldsst sich

das Antigen sichtbarmachen.
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Fir immunhistochemische Farbungen eignen sich Paraffinschnitte. Diese Praparate zeichnen sich
durch gut erhaltene Strukturen aus. Daher bleiben auch antigene Strukturen erhalten, die vom
Primarantikorper erkannt werden. Zur Vermeidung von Zell- und Gewebelberlagerung sollte die

Schnittdicke maximal 4 um betragen (77, 78).
3.2.3.2.3 Durchflihrung

Die Paraffinschnitte werden (iber Nacht bei 42 °C oder 2h bei 56 °C im Warmeschrank erwarmt. Dann
werden die Schnitte in Xylol und in einer absteigenden Alkoholreihe in Glaskiivetten entparaffiniert

und anschlieBend bis zum Farben fiir maximal 2 Tage bei 4 °C in Aqua dest. gelagert.

Xylol 1l 10 min
Xylol Il 10 min
Xylol | 10 min
Ethanol 100 % 10 min
Ethanol 95 % 10 min
Ethanol 70 % 10 min
Aqgua dest.

Zur Rickgewinnung antigener Strukturen werden die entparaffinierten Schnitte fir 60 Minuten in
einem Behalter mit 0,01 molarem Citratpuffer, der sich im 95°C warmen Wasserbad befindet,
inkubiert. Danach werden die Schnitte mit Waschpuffer in der Glaskiivette gewaschen. Anschliefend
lasst man sie fir 30 Minuten abkihlen. Das Blocken der endogenen Peroxidase erfolgt in einer
Methanolldsung, die 3 % H,0, enthalt, fir 30 Minuten bei Raumtemperatur. Dadurch wird beim
nachfolgenden enzymatischen Nachweis (ber peroxidasemarkierte Sekundarantikorper die
Hintergrundfarbung durch endogene Peroxidase reduziert. Dann werden die Schnitte 5 Minuten lang
gewaschen. Im nachsten Schritt werden Avidin und Biotin 1:2 mit Waschpuffer verdiinnt. Anschliefend
werden zundchst 50 - 100 pl Avidin auf die Schnitte pipettiert und diese 20 Minuten bei
Raumtemperatur inkubiert. Nach einem Waschvorgang von 5 Minuten werden 50 - 100 pl Biotin auf
die Schnitte pipettiert, gefolgt von einer Inkubation bei Raumtemperatur Gber 20 Minuten. Nach
einem weiteren Waschvorgang von 5 Minuten werden die Schnitte mit Blocking-Lésung
(5 % Rabbit Serum (Normal), 10 % BSA in 1 x PBS) fiir 30 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Dies
dient der Blockade unspezifischer Bindungsstellen und der Reduktion der Hintergrundfarbung.
SchlieBlich wird der Primarantikérper anti-human-A20 im Verhéltnis 1:50 mit 0,1 % BSA in 1 x PBS
aufgetragen und lber Nacht bei 4 °C inkubiert. Am nachsten Tag werden die Schnitte fir 5 Minuten
gewaschen. Dann werden die Objekttrager mit dem Sekundarantikdrper Biotinylated rabbit anti-goat

im Verhaltnis 1:200 fir 1h bei Raumtemperatur inkubiert. Wahrend der Inkubationszeit und
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30 Minuten vor Verwendung wird die ABC-Komplexlésung angesetzt
(10 pl Avidin, 10 pl Biotin in 1000 pl PBS). Nach einem Waschvorgang von 5 Minuten werden die
Objekttrager mit der ABC-Komplexlosung fir 1h bei Raumtemperatur inkubiert. Dann erfolgt ein
weiterer Waschgang von 5 Minuten. Unter mikroskopischer Beobachtung wird dann durch Zugabe von
DAB-L6sung (2 Tropfen DAB, 1 Tropfen H,0,, 1 Tropfen Puffer in 2500 pl destilliertem Wasser) die
Immunreaktion sichtbar gemacht. Sobald eine ausreichende Farbung der Zellen beobachtet werden
kann, wird die Reaktion durch Zugabe von Leitungswasser gestoppt. Dann werden die Schnitte in
Hamalaun fur 15 - 60 Sekunden gegengefarbt. Zuletzt werden die Schnitte in einer Entwadsserungsreihe
dehydriert. Dazu werden sie jeweils 10 Minuten nachfolgend in 70 % Ethanol, 90 % Ethanol und
100 % Ethanol sowie 3 x 10 Minuten in Xylol gestellt. Um die Gewebeschnitte aufzubewahren werden

sie mit Permount Eindeckmedium und Deckglasern fixiert.
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4 Ergebnisse

4.1 Register: Klinischer Verlauf vor und nach Nierentransplantation

Das Patientenkollektiv umfasst insgesamt 48 Patienten, die in den Jahren 2014 bis 2017 an der
Universitatsmedizin Mainz nierentransplantiert und fir diese Studie rekrutiert wurden. Die
Auswertung beschrankt sich auf den Zeitraum des ersten Jahres nach Transplantation. Das gesunde
Kontrollkollektiv umfasst 16 Patienten. Aufgrund der geringen Fallzahl erfolgt die statistische

Auswertung der Daten rein deskriptiv. Nachfolgende Tabelle fasst die Charakteristika der Kollektive

Zzusammen.
Charakteristikum Patientenkollektiv  Kontrollkollektiv
n=48 n=16
Alter (in Jahren)
Mittelwert 51,73 52,63
25% Perzentile 42,50 39,25
Median 56,50 56,00
75% Perzentile 61,75 64,75
Alter 2 65, abs. (%) 10(20,8) 4 (25)
Weiblich, abs. (%) 17 (35,4) 8 (50)
Maénnlich, abs. (%) 31 (64,6) 8 (50)
Leichennierentransplantationen, abs. (%) 39 (81,2)
Lebendnierenspenden, abs. (%) 9 (18,8)

Nephrologische
Grunderkrankung, abs. (%)

Glomeruldre Krankheiten 17 (35,4)

Zystische Nierenkrankheit 9(18,8)
Vorerkrankungen, abs. (%)

Arterielle Hypertonie 37(77,1)

Diabetes mellitus 8(16,7)
Ischdmiezeiten (Mittelwert in Minuten)

Kalte Ischdmiezeit 756,6
Warme Ischimiezeit 39,4
Nierenbiopsien, abs. (%) 11(22,9)

AbstoBungsreaktionen, abs. (%)
Zellular 6(12,5)
Humoral 1(2,1)
Andere Komplikationen, abs. (%)
Polyoma
Virdmie 11 (22,9)
Polyomanephropathie 3(6,3)
CMV
Virdmie 13(27,1)
CMV-Erkrankung 3(6,3)
Postoperatives Himatom 6(12,5)
Konservative Therapie 5(10,4)
Operative Therapie 1(2,1)
Lymphozele 3(6,3)
Konservative Therapie 2(4,2)
Operative Therapie 1(2,1)
Verstorbene 0(0)

Tabelle 4: Charakteristika der Kollektive
Bei den angegebenen Werten handelt es sich um Mittelwert +/- Standardabweichung. Die
prozentualen Werte addieren sich aufgrund von Rundung ggf. nicht zu 100.
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4.1.1 Alters- und Geschlechterverteilung der Kollektive

Das Patientenkollektiv setzt sich aus 31 Mannern (64,6 %) und 17 Frauen (35,4 %) zusammen. Das
Patientenalter lag zwischen 18 und 74 Jahren. Ein Anteil von 50 % der Patienten war zum Zeitpunkt
der Transplantation zwischen 42 und 61 Jahre alt. Insgesamt scheint die Altersverteilung in der Gruppe
der Frauen ungefahr einer Normalverteilung zu entsprechen, wohingegen sich in der Gruppe der
Manner zusatzlich jeweils ein weiterer Peak im Bereich der (berdurchschnittlich alten
beziehungsweise jungen Patienten abzeichnet.

Im gesunden Kontrollkollektiv ist die Geschlechterverteilung mit acht weiblichen und acht mannlichen

Probanden identisch. Mittelwert und Median sind bei Patienten und Gesunden vergleichbar.

Patienten Gesunde
a0 a0 €0 50
704 70 77 70
60 &0 60 60
_ 50 e s 7 2
H g 3 g

40 40 404 a0
304 [~30 301 =30
204 [~20 204 20
104 10 101 =10

& s 4 3 2 1 0 1 2 3 & 5 & 3 ) 1 0 i 2 3

Hiufigkeit
Hiufigkeit
N Gilltig 16 N Giiltig 48
Fehlend 0 Fehlend 0

Mittelwert 52,63 Mittelwert 51,73

Median 56,00 Median 56,50

Minimum 22 Minimum 18

Maximum 76 Maximum 74

Perzentile 25 39,25 Perzentile 25 42,50

75 64,75 75 61,75

Abbildung 10: Alters- und Geschlechterverteilung der Kollektive
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4.1.2 Verhaéltnis von Leichennierentransplantationen zu Lebendnierenspenden

Das Patientenkollektiv besteht aus 39 Leichennierentransplantationen und 9 Lebendnierenspenden,

von denen 5 ABO-inkompatibel durchgefiihrt wurden. Drei Patienten erhielten ihr zweites

Nierentransplantat.

ABO-inkompatibel

Lebendnierenspenden == ABO-kompatibel

Leichennierentransplantationen

| LI LA N N N (NN B N N B N BN N LN |

0 10 20 30 40 50
Anzahl

Abbildung 11: Anteil von Leichennierentransplantationen und Lebendnierenspenden
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4.1.3 Nephrologische Grunderkrankungen

Die Auswertung der Daten zur nephrologischen Grunderkrankung beziehungsweise der Ursache des
Nierenversagens ist nachfolgend dargestellt. Mit 35,42 % der Patienten (n = 17) waren glomerulare
Erkrankungen die haufigste Ursache der terminalen Niereninsuffizienz. In 18,75 % (n = 9) waren
zystische Nierenerkrankungen ursachlich. Vaskulitiden, eine diabetische Nephropathie, chronisches
Transplantatversagen bzw. ein Alport-Syndrom lagen bei jeweils 6,25 % (n = 3) vor. Ein Anteil von
20,83 % (n = 10) wies andere Ursachen des Nierenversagens auf (Refluxnephropathie, Schrumpfnieren
unklarer Genese, retroperitoneale Fibrose, toxisches Nierenversagen, Nephrosklerose,

Nierenhypoplasie, Nierenbecken-Karzinom).

M glomeruldre Krankheiten
M andere

1 zystische Mierenkrankheit
W v askulitis

W digbetische Nephropathie

O chraonisches
Transplantatversagen

[ Alport-Syndrom

Abbildung 12: Nephrologische Grunderkrankungen
Bei den angegebenen Werten handelt es sich um die absoluten Haufigkeiten der jeweiligen
Erkrankung.
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4.1.4 Kardiovaskulare Risikofaktoren

Bei der Auswertung wurden Vorerkrankungen der Patienten beriicksichtigt, die das kardiovaskulare
Risiko erhohen. Am haufigsten lag bei 77 % der Patienten eine arterielle Hypertonie vor. Einen Diabetes
mellitus wiesen 16 % der Patienten auf. Die Pravalenzen weiterer kardiovaskularer Risikofaktoren wie

KHK mit 2 % und pAVK mit 6 % waren deutlich niedriger.

Kardiovaskulare Risikofaktoren

vk [ ] T Ceieredorvomanden
== Risikofaktor abwesend
Diabetes J
Hypertonie ¥ n

I T T T T 1
0 10 20 30 40 50

Patienten

Abbildung 13: Kardiovaskulare Risikofaktoren
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4.1.5
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Abbildung 14: Verteilung der Ischamiezeiten
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4.1.6 Kreatinin, CRP und Leukozytenzahl

Nachfolgend werden CRP, Kreatinin und Leukozytenzahl unmittelbar vor Nierentransplantation
(1. Probe), innerhalb Tag 4 bis 7 nach Nierentransplantation (2. Probe) und 2 bis 6 Monate nach
Nierentransplantation (3. Probe) dargestellt. Die Unterschiede zwischen den Gruppen wurden mittels
des nichtparametrischen Kruskal-Wallis-Tests auf statistische Signifikanz untersucht.

Der CRP-Verlauf zeigte einen signifikanten Anstieg des CRP-Werts unmittelbar nach
Nierentransplantation, der zum Zeitpunkt 3 wieder signifikant ricklaufig war.

Der Kreatininwert wies unmittelbar vor Nierentransplantation eine groRe Streuung auf und fiel nach
Nierentransplantation signifikant ab.

Die Leukozytenzahl wies vor und im Verlauf nach Nierentransplantation keine signifikanten

Unterschiede auf.

CRP Kreatinin Leukozyten
ns
‘ * % % % % % Ak Kk ns
o ok %k ok % ok ok |ns ns
80= I | 20 = I 20—
: % ok % %k .
60 S 15+ .l : BELE B
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S04 | = ] :
2 3

1. Probe 2. Probe 3. Probe 1. Proebe 2. Probe 3. Probe 1. Probe 2. Probe 3. Probe
n=47 n=48 n=40 n=47 n=48 n=40 n=47 n=48 n=40

Abbildung 15: Verlauf von CRP, Kreatinin und Leukozytenzahl vor und nach NTX
Aufgrund fehlender Werte variiert die Stichprobenzahl in den einzelnen Gruppen.
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4.1.7 Komplikationen nach NTX

Nierenbiopsien

Der klinische Verlauf von 11 Patienten machte innerhalb des ersten Jahres nach Nierentransplantation
eine Nierenbiopsie erforderlich. Drei dieser Patienten wurden zweimalig biopsiert. Sieben Patienten
hatten eine Leichenniere erhalten, vier eine Lebendnierenspende. Damit war der Anteil der Biopsien
in der Gruppe der Lebendnierenspenden mit 44,4 % groRer als in der Gruppe der
Leichennierentransplantationen (17,9 %). Von den vier Biopsien in der Gruppe der
Lebendnierenspenden wurden drei bei ABO-inkompatibel Transplantierten und eine bei

ABO-kompatibler Transplantation durchgefihrt.

AbstoBungsreaktionen

Zelluldre AbstoRungsreaktionen lieRen sich in der ersten Nierenbiopsie bei 6 Patienten nachweisen.
Ein Patient dieser Gruppe zeigte gleichzeitig eine humorale AbstoBung.

Eine zweite Biopsie (n = 3) erhielten Patienten, deren erste Biopsie bereits eine zellulare Rejektion
gezeigt hatte. Bei zwei Patienten war weiterhin eine zelluldre AbstoRungsreaktion nachweisbar, bei

einem Patienten war keine erkennbar.

W keine AbstoBung & keine Polyomavirus-Nephropathie
m Polyomavirus-Nephropathie

Polyomavirus-Nephropathie,
humorale & zelluldre AbstoRBung

1 Polyomavirus-Nephropathie & zelluldre Abstof3ung

W zellulére AbstoRung

Abbildung 16: Histologie der ersten Nierenbiopsie nach Nierentransplantation
Bei den angegebenen Werten handelt es sich um die absoluten Haufigkeiten der jeweiligen
Histologie
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AbstoBungsreaktionen und Matchbefund

Nachfolgend wird die Anzahl der Mismatche bei Patienten mit und ohne AbstoRungsreaktion im
Verlauf des ersten Jahres nach Nierentransplantation dargestellt. Insgesamt besteht ein Trend zu mehr
Mismatchen bei Patienten, die eine AbstoRungsreaktion entwickelten (Mittelwert 3,833) im Vergleich
zu Patienten, die keine AbstoRungsreaktion entwickelten (Mittelwert 3,143). Im Mann-Whitney-U-

Test erreichen die Unterschiede dennoch keine statistische Signifikanz (p = 0,3371).

Anzahl der Mismatche
bei Patienten mit und ohne AbstoRung
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Abbildung 17: Anzahl der Mismatche bei Patienten mit und ohne AbstofSungsreaktion innerhalb des
ersten Jahres nach Nierentransplantation

Infektionen

Innerhalb des ersten Jahres nach Nierentransplantation entwickelten 13 Patienten eine CMV-Viramie.
Im Verlauf kam es bei drei dieser Patienten zu einer manifesten CMV-Erkrankung. Ein Patient
entwickelte isolierte gastrointestinale Symptome, einer eine Pneumonie und der dritte Patient wies
sowohl| gastrointestinale Symptome als auch eine Pneumonie, eine Leukopenie sowie eine
Funktionsverschlechterung des Nierentransplantats auf.

Eine BK-Viramie war bei 11 Patienten innerhalb des ersten Jahres nach Nierentransplantation

nachweisbar. Eine histologisch gesicherte BK-Nephropathie entwickelten drei dieser Patienten.
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Vaskulare Komplikationen
Vaskuldare Komplikationen im Sinne eines postoperativen Hamatoms zeigten sich bei insgesamt

6 Patienten. Bei 5 Patienten war ein konservatives Procedere ausreichend, ein Patient wurde operativ

saniert.

Urologische Komplikationen
Eine Lymphozele wurde bei drei Patienten festgestellt. Eine konservative Therapie war bei zwei dieser
Patienten ausreichend, eine operative Sanierung war bei einem Patienten notwendig.

Harnleiterstenosen, Urinome, einen Reflux oder einen Harnstau entwickelte keiner der Patienten.

Anteil Verstorbener

Innerhalb des ersten Jahres nach Nierentransplantation ist keiner der 48 Patienten verstorben.

Komplikationen nach NTX

Lymphozele _ - CMV-Erkrankung/BK-Nephropathie/Hamatom

operativ/Lymphozele operativ
) nur CMV-Viramie/nur BK-Viramie/Hamatom
Hamatom _ konservativ/ILymphozele konservativ

mm CMV - /BKV - /kein Hamatom/keine Lymphozele

BV I

o L
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Anzahl|

Abbildung 18: Komplikationen nach Nierentransplantation
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4.2  FACS-Analyse: A20-Proteinexpression in PBMCs vor und im Verlauf nach NTX

4.2.1 Nachweis von A20 in zirkulierenden CD4+, CD3+, CD19+ und CD11b+ Zellen

Mittels FACS-Analyse konnte das Protein A20 in CD4+, CD3+, CD19+ und CD11b+ Zellen aus PBMCs
erfolgreich nachgewiesen werden. Es wurden die prozentualen Anteile der A20-positiven Zellen in den
jeweiligen Zellreihen ermittelt. Nachfolgend sind exemplarisch die FACS-Farbungen der CD4+ Zellen

als Dotplots mit und ohne A20-Antikorper dargestellt.
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Abbildung 19: FACS-Farbung der CD4+ Zellen
ohne (Isotypenkontrolle links) und mit (rechts) A20-Antikdrper
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4.2.2 Anteil A20-positiver Zellen bei Gesunden, Dialysepatienten und Transplantierten

In der FACS-Analyse wurden die prozentualen Anteile der A20-positiven Zellen in den Populationen
der CD3+, CD4+, CD19+ und CD11b+ Zellen in PBMCs bei Gesunden, Dialysepatienten und
Transplantierten bestimmt. Die Probenanzahl nin den jeweiligen Gruppen variiert, da einzelne Proben
aufgrund eines zu geringen Zellpellets oder eines fehlerbehafteten Farbeprozesses von der
Auswertung ausgeschlossen wurden. Die Unterschiede zwischen den Gruppen wurden mittels des
nichtparametrischen Kruskal-Wallis-Tests auf statistische Signifikanz untersucht. Das Signifikanzniveau

wurde auf p < 0,05 festgesetzt.

Signifikant vermehrte A20-Expression bei Dialysepatienten im Vergleich zu Gesunden

In allen 4 Zellreihen ergab sich bei Dialysepatienten eine deutlich vermehrte A20-Expression in
CD4+, CD3+, CD19+ und CD11b+ Zellen im Vergleich zu Gesunden. Die statistische Testung erreichte
fir jede Zellreihe ein p < 0,0001. Damit exprimieren Dialysepatienten hochsignifikant mehr A20 in

PBMCs als Gesunde.

Signifikant vermehrte A20-Expression bei Transplantierten im Vergleich zu Gesunden

In allen 4 Zellreihen ergab sich bei Transplantierten eine deutlich vermehrte A20-Expression in
CD4+, CD3+, CD19+ und CD11b+ Zellen im Vergleich zu Gesunden. Die statistische Testung erreichte
fir jede Zellreihe ein p < 0,0001. Damit exprimieren Transplantierte hochsignifikant mehr A20 in

PBMCs als Gesunde.

Kein signifikanter Unterschied in der A20-Expression zwischen Dialysepatienten und
Transplantierten

In allen 4 Zellreihen ergab der Vergleich der A20-Expression in PBMCs von Dialysepatienten und
Transplantierten in CD4+, CD3+, CD19+ und CD11b+ Zellen bei einem p-Wert von jeweils p > 0,9999

keine signifikanten Unterschiede.
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Abbildung 20: Anteil A20-positiver Zellen bei Gesunden, Dialysepatienten und Transplantiertenin
CDA4+, CD3+, CD19+ und CD11b+ PBMCs (n = Probenanzahl)
Signifikant (jeweils p < 0,0001) vermehrter Anteil A20-positiver Zellen bei Dialysepatienten im
Vergleich zu Gesunden sowie Transplantierten. Kein signifikanter Unterschied zwischen
Dialysepatienten und Transplantierten (p > 0,9999).
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4.2.3 Anteil A20-positiver Zellen bei Transplantierten mit und ohne AbstoRungsreaktion

Zusatzlich wurde das Patientenkollektiv bezlglich der Entwicklung von AbstoRungsreaktionen
innerhalb des ersten Jahres nach Transplantation unterteilt. In die Gruppe der Patienten ohne
AbstoRungsreaktion gehen die Proben 1 bis 3 aller Patienten ein, die transplantiert wurden und
innerhalb des ersten Jahres nach Transplantation keine AbstoRBungsreaktion entwickelten. In der
Gruppe der Patienten mit AbstoRungsreaktion werden die Proben 1 bis 3 aller Patienten erfasst, die
transplantiert wurden und innerhalb des ersten Jahres nach Transplantation eine bioptisch gesicherte
AbstoRungsreaktion entwickelten. Nachfolgend wird die FACS-Analyse mit den prozentualen Anteilen
der A20-positiven Zellen in den Populationen der CD3+, CD4+, CD19+ und CD11b+ Zellen dargestellt.
Die Probenanzahl n in den jeweiligen Gruppen variiert, da einzelne Proben aufgrund eines zu geringen
Zellpellets oder eines fehlerbehafteten Farbeprozesses von der Auswertung ausgeschlossen wurden.
Die Unterschiede zwischen den Gruppen wurden mittels des nichtparametrischen
Mann-Whitney-U-Tests auf statistische Signifikanz untersucht. Das Signifikanzniveau wurde auf
p < 0,05 festgesetzt.

Es zeigte sich eine signifikant vermehrte A20-Expression in CD4+ Zellen bei Patienten, die innerhalb
des ersten Jahres nach Transplantation eine AbstoRungsreaktion entwickelten im Vergleich zu
Patienten ohne AbstoRBungsreaktion (p = 0,0240).

AulRerdem bestand ein Trend zu einer vermehrten A20-Expression in CD3+ Zellen bei Patienten, die
innerhalb des ersten Jahres nach Transplantation eine AbstoRungsreaktion entwickelten im Vergleich
zu Patienten ohne AbstoRRungsreaktion (p = 0,0804).

Es fand sich kein signifikanter Unterschied der A20-Expression in CD19+ (p =0,3371) und CD11b+ Zellen
(p = 0,3025) bei Patienten, die innerhalb des ersten Jahres nach Transplantation eine

AbstoBungsreaktion entwickelten im Vergleich zu Patienten ohne AbstolRungsreaktion.
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Abbildung 21: Anteil A20-positiver Zellen bei Patienten mit und ohne AbstoRungsreaktion im Verlauf
des ersten Jahres nach Nierentransplantation (n = Probenanzahl).

Signifikant vermehrte A20-Expression in CD4+ Zellen (p = 0,0240) und Trend zu vermehrter
A20-Expression in CD3+ Zellen (p = 0,0804) bei Patienten mit AbstoBungsreaktion.
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4.2.4 Anteil A20-positiver Zellen — Nephrologische Grunderkrankungen im Vergleich

Im Rahmen dieser Studie wurden die nephrologischen Grunderkrankungen der Patienten erfasst und
die jeweiligen Anteile bereits in Abschnitt 4.1.3 dargestellt. Nachfolgend wird die prozentuale
A20-Expression in den Populationen der CD3+, CD4+, CD19+ und CD11b+ Zellen in Bezug zur
nephrologischen Grunderkrankung dargestellt. In die Subgruppen gehen jeweils die Proben 1 bis 3 ein.
Die Unterschiede zwischen den Gruppen wurden mittels des nichtparametrischen Kruskal-Wallis-Tests
auf statistische Signifikanz untersucht. Das Signifikanzniveau wurde auf p < 0,05 festgesetzt. Insgesamt
zeigten Patienten mit verschiedenen nephrologischen Grunderkrankungen unterschiedliche
Expressionsmuster in den diversen Zellpopulationen. Der Anteil A20+ Zellen war bei Patienten mit
diabetischer Nephropathie in allen 4 Zellreihen im Vergleich zur Subgruppe mit der hochsten

A20-Expression signifikant vermindert.
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Abbildung 22: Anteil A20-positiver Zellen - Nephrologische Grunderkrankungen im Vergleich
Signifikant verminderte A20-Expression bei Patienten mit diabetischer Nephropathie in CD4+ Zellen
(p =0,0083), CD3+ Zellen (p = 0,0038), CD19+ Zellen (p = 0,00343) und CD11b+ Zellen (p = 0,0412).
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4.2.5 Korrelation des Anteils A20-positiver Zellen mit klinischen Parametern

Untersucht wurde zudem der Zusammenhang zwischen verschiedenen klinischen Parametern und der
prozentualen A20-Positivitat in zirkulierenden CD4+, CD3+, CD19+ und CD11b+ Zellen. Als statistisches
Mittel wurde der nichtparametrische Korrelationskoeffizient nach Spearman berechnet. Sofern nicht
anders angegeben werden die einzelnen Parameter im Verhaltnis zur A20-Positivitdat unabhangig des
Abnahmezeitpunktes dargestellt. Das Signifikanzniveau wurde jeweils auf p < 0,05 festgesetzt. Das
Patientenalter korreliert bei einem p = 0,0231 und einem Spearman r = 0,2127 schwach positiv mit der
A20-Positivitat in CD3+ Zellen.

Zwischen der warmen Ischamiezeit und der A20-Positivitat in CD4+ Zellen ergab sich bei einem
p =0,0481 und einem Spearman r =0,1717 eine sehr schwache positive Korrelation. Bezliglich des
Hamoglobinwerts zeigte sich bei einem p = 0,0285 und einem Spearman r = - 0,1945 eine schwach
negative Korrelation in Bezug auf die A20-Expression in CD19+ Zellen. Die Thrombozytenzahl erreichte
bei einem p = 0,0199 und einem Spearman r = 0,2018 hingegen eine schwach positive Korrelation in
Bezug auf die A20-Positivitit in CD4+ Zellen. Der innerhalb der ersten 4 - 7 Tage nach
Nierentransplantation erfasste Kreatininwert zeigte bei einem p = 0,0499 und einem Spearman
r = 0,3289 eine schwach positive Korrelation bezliglich der A20-Expression in CD3+ Zellen. Signifikante
Zusammenhange zwischen der Dialysedauer, dem Matchbefund sowie dem CRP-Wert und der
A20-Positivitat in den jeweiligen Zellreihen fanden sich in der Korrelationsanalyse nicht.
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Abbildung 23: Korrelation der A20-Expression mit klinischen Transplantationsparametern
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4.2.6 Zytokine in CD4+ Zellen bei Gesunden, Dialysepatienten und Transplantierten

In der FACS-Analyse wurden die prozentualen Anteile IL-4+, FoxP3+, IL-17+, IL-10+ und IFNy+ Zellen in
der Population der CD4+ Zellen in PBMCs bei Gesunden, Dialysepatienten und Transplantierten
bestimmt. Die Probenanzahl n in den jeweiligen Gruppen variiert, da einzelne Proben aufgrund eines
zu geringen Zellpellets oder eines fehlerbehafteten Farbeprozesses von der Auswertung
ausgeschlossen wurden. Die Unterschiede zwischen den Gruppen wurden mittels des
nichtparametrischen Kruskal-Wallis-Tests auf statistische Signifikanz untersucht. Das Signifikanzniveau
wurde auf p < 0,05 festgesetzt.

Es ergab sich eine signifikant vermehrte IL-4-Expression in CD4+ Zellen bei Dialysepatienten
(p=0,0132) und Transplantierten (p = 0,0125) im Vergleich zu Gesunden. Der Unterschied zwischen
Dialysepatienten und Transplantierten erreichte in der statistischen Testung keine Signifikanz
(p >0,9999).

Dialysepatienten exprimierten zudem signifikant mehr FoxP3 in CD4+ Zellen als Gesunde (p = 0,0316).
Die Unterschiede zwischen Dialysepatienten und Transplantierten (p > 0,9999) sowie Gesunden und
Transplantierten (p = 0,1876) erreichten in der statistischen Testung keine Signifikanz.
Dialysepatienten und Transplantierte exprimierten in CD4+ Zellen signifikant mehr IL-17 als Gesunde
(jeweils p < 0,0001). Die Unterschiede zwischen Dialysepatienten und Transplantierten erreichten in
der statistischen Testung keine Signifikanz (p > 0,9999).

Dialysepatienten (p = 0,0392) und Transplantierte (p = 0,0030) exprimierten signifikant mehr IL-10 in
CD4+ Zellen als Gesunde. Die Unterschiede zwischen Dialysepatienten und Transplantierten erreichten
in der statistischen Testung keine Signifikanz (p > 0,9999).

Transplantierte exprimierten in CD4+ Zellen signifikant mehr IFNy als Gesunde (p = 0,0467). Die
Unterschiede zwischen Gesunden und Dialysepatienten (p = 0,4310) sowie Dialysepatienten und

Transplantierten (p > 0,9999) erreichten in der statistischen Testung keine Signifikanz.
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Abbildung 24: Zytokine in CD4+ Zellen bei Gesunden, Dialysepatienten und Transplantierten
Dargestellt wird der Anteil IL-4/FoxP3/IL-17/IL-10/INFy positiver Zellen in der Population der
CD4+ Zellen (n = Probenanzahl).
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4.2.7 Zytokine in CD4+ Zellen bei Transplantierten mit und ohne AbstolRungsreaktion

Zusatzlich wurde das Patientenkollektiv. nochmals beziglich der Entwicklung von
AbstoRBungsreaktionen innerhalb des ersten Jahres nach Transplantation unterteilt. In die Gruppe der
Patienten ohne AbstoRBungsreaktion gehen die Proben 1 bis 3 aller Patienten ein, die transplantiert
wurden und innerhalb des ersten Jahres nach Transplantation keine AbstoBungsreaktion entwickelten.
In der Gruppe der Patienten mit AbstoRungsreaktion werden die Proben 1 bis 3 aller Patienten erfasst,
die transplantiert wurden und innerhalb des ersten Jahres nach Transplantation eine bioptisch
gesicherte AbstolRungsreaktion entwickelten. Nachfolgend wird die FACS-Analyse mit den
prozentualen Anteilen der IL-4/FoxP3/IL-17/IL-10/INFy positiven Zellen in der Population der
CD4+ Zellen dargestellt. Die Probenanzahl n in den jeweiligen Gruppen variiert, da einzelne Proben
aufgrund eines zu geringen Zellpellets oder eines fehlerbehafteten Farbeprozesses von der
Auswertung ausgeschlossen wurden. Die Unterschiede zwischen den Gruppen wurden mittels des
nichtparametrischen Mann-Whitney-U-Tests auf statistische Signifikanz untersucht. Keiner der Tests

konnte das Signifikanzniveau von p < 0,05 erreichen.
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Abbildung 25: Zytokine in CD4+ Zellen bei Transplantierten mit und ohne AbstoRungsreaktion
Dargestellt wird der Anteil IL-4/FoxP3/IL-17/IL-10/IFNy-positiver Zellen in der Population der
CD4+ Zellen bei Patienten ohne und mit AbstolRungsreaktion im Verlauf des ersten Jahres nach
Nierentransplantation. Es zeigten sich keine signifikanten Unterschiede (n = Probenanzahl).

66



4.2.8 Korrelation des Anteils A20-positiver Zellen mit der Zytokinexpression

AbschlieBend wurden Zusammenhdnge zwischen den Anteilen A20-positiver Zellen in den
Populationen der CD3+, CD4+, CD19+ und CD1lb+ Zellen und den prozentualen Anteilen
IL-10+, INFy+, IL-17+, IL-4+ und FoxP3+ Zellen in der Population der CD4+ Zellen untersucht. Es sollten
mogliche Unterschiede zwischen Gesunden, Dialysepatienten und Transplantierten beleuchtet
werden. Als statistisches Mittel wurde der nichtparametrische Korrelationskoeffizient r nach
Spearman berechnet. Das Signifikanzniveau wurde jeweils auf p < 0,05 festgesetzt.

Nachfolgende Tabelle fiihrt die Ergebnisse der Korrelationsanalyse mit den jeweils erreichten
p-Werten und den jeweiligen Korrelationskoeffizienten in den drei verschiedenen Gruppen auf.
Hinsichtlich der proinflammatorischen Zytokine korrelierte die IL-17-Expression in CD4+ Zellen bei
Transplantierten in allen vier untersuchten Zellreihen deutlich mit der A20-Expression. Bei
Dialysepatienten zeigte sich ein solcher Zusammenhang nur in Bezug auf CD11b+ Zellen. Bei Gesunden
bestand keinerlei Korrelation.

In Bezug auf die Expression von INFy und A20 zeigten sich in der Korrelationsanalyse keine oder nur
schwache Signifikanzen, die auch keinem einheitlichen Muster zuordenbar waren.

Beziiglich der antiinflammatorischen Zytokine konnte in der Analyse bei Dialysepatienten und
Transplantierten eine deutliche positive Korrelation zwischen der IL-10-Expression in CD4+ Zellen und
der A20-Expression in allen vier untersuchten Zellreihen aufgezeigt werden. Im Gegensatz dazu fand
sich bei Gesunden nur in Bezug auf die A20-Expression in T-Zellen eine signifikante Korrelation.

Die IL-4-Expression in CD4+ Zellen korrelierte bei Transplantierten mit der A20-Expression in T-Zellen
und CD11b+ positiven Zellen. Bei Dialysepatienten konnte nur in Bezug auf die A20-Expression in
CD11b+ Zellen eine Korrelation gefunden werden. Bei Gesunden zeigten sich in der
Korrelationsanalyse keine Zusammenhange.

Die FoxP3-Expression in CD4+ Zellen korrelierte, auBer in CD11b+ Zellen von Transplantierten, nicht

mit der A20-Expression in den untersuchten Zellreihen.
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Gesunde

A20+ CD4+IL17+ | CD4+IFNy+ | CD4+IL-10+ | CD4+IL4+ CD4+FoxP3+
CD3+ +
ns ns p =0,0208 ns ns
r=0,5784
CD4+ - +
ns p =0,0368 p=0,0193 ns ns
r=-0,5298 r=0,5839
CD19+ =
ns p =0,0327 ns ns ns
r=-0,5412
CD11b+ 5
ns p =0,0425 ns ns ns
r=-0,5166
Dialysepatienten
A20+ CD4+IL17+ | CD4+IFNy+ | CD4+IL-10+ | CD4+IL4+ CD4+FoxP3+
CD3+ ++++
ns ns p <0,0001 ns ns
r=0,6762
CD4+ - ++++
ns p=0,0478 p <0,0001 ns ns
r=-0,3072 r=0,6238
CD19+ ++
ns ns p =0,0019 ns ns
r=0,4595
CD11b+ + ++++ +
p=0,0154 ns p <0,0001 p=0,0338 ns
r=0,3717 r=0,5742 r=0,3282
Transplantierte
A20+ CD4+IL17+ | CD4+IFNy+ | CD4+IL-10+ | CD4+IL4+ CD4+FoxP3+
CD3+ ++++ ++++ +++
p <0,0001 ns p <0,0001 p =0,0002 ns
r=0,4736 r=0,7334 r=0,4493
CD4+ + ++++ ++
p=0,0118 ns p <0,0001 p=0,0016 ns
r=0,2802 r=0,6910 r=0,3472
CD19+ + + ++
p=0,0102 p=0,0118 p =0,0010 ns ns
r=0,2929 r=0,2873 r=0,3567
CD11b+ ++++ ++++ +++ +
p <0,0001 ns p<0,0001 | p=0,0001 p=0,0162
r=0,4532 r=0,5899 r=0,4112 r=0,2681
Tabelle 5. Korrelation des Anteils A20-positiver Zellen mit der Zytokinexpression

Aufgefiihrt sind die jeweils erreichten p-Werte (p) und die Korrelationskoeffizienten nach
Spearman (r). Nicht-signifikante Testungen werden mit ns gekennzeichnet. Proinflammatorische
Zytokine sind rot, antiinflammatorische griin hinterlegt.
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4.3 RT-gPCR und IHC: A20-Expression im Transplantatnierengewebe

4.3.1 RT-gPCR: A20-Gesamt-mRNA-Expression im Transplantatnierengewebe

In allen 15 Proben konnte die intrarenale Gesamtexpression von A20 mittels RT-qPCR nachgewiesen
werden. Histopathologisch war in 8 Proben keine AbstoBungsreaktion zu sehen. Bei 4 Patienten lag
eine AbstoRBungsreaktion vor. Drei Proben stammen von Patienten, die vormals eine
AbstoRBungsreaktion hatten, die in dem von uns untersuchten Gewebe aber nicht mehr nachweisbar
war (post-AbstoRRung).

Nachfolgende Grafik stellt die anhand der delta CP-Werte gemessene relative
A20-Gesamt-mRNA-Expression innerhalb der drei Gruppen dar. Zur Normalisierung wurde das

nicht-regulierte Housekeeping-Gen beta-2-Aktin verwendet.

Intrarenale A20-Expression auf mRNA-Ebene (RT-qPCR)

ns ns

0.05 |
0.04-

0.03

0.02-

relative mRNA-Expression

0.01-

0.00 - .

keine Abstollung  Abstoflung  post-Abstoflung
n=8 n=4 n=3

Abbildung 26: A20-mRNA-Gesamtexpression im Transplantatnierengewebe (RT-qPCR)

Es zeichnet sich eine reduzierte Gesamtexpression von A20 mRNA in Transplantatnierenbiopsien bei
Vorliegen einer AbstofRungsreaktion ab. Nach einer stattgehabten AbstoBungsreaktion scheint zudem
die A20 mRNA-Expression wieder anzusteigen.

Die Unterscheide zwischen den Gruppen wurden mithilfe des nichtparametrischen
Mann-Whitney-U-Tests auf statistische Signifikanz untersucht. Es wurde ein Signifikanzniveau von
p < 0,05 festgelegt. Sowohl beim Vergleich der Gruppen AbstolRung vs. keine AbstofRung als auch

AbstoBung vs. post-AbstoBung erreichten die Unterschiede jedoch keine statistische Signifikanz.
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4.3.2 IHC: A20-Proteinexpression im Transplantatnierengewebe

In 37 der 38 verwendeten Transplantatnierenbiopsien konnte A20 immunhistochemisch erfolgreich
nachgewiesen werden. Beurteilt wurde die A20-Expression in den Tubulusepithelzellen und in
intrarenalen Infiltraten. Differenziert wurde zudem, ob in der Biopsie eine AbstoRungsreaktion
nachweisbar war oder nicht.

In 14 Biopsien war eine AbstoRungsreaktion nachweisbar, in 24 Biopsien war keine
AbstoRungsreaktion nachweisbar.

Es zeichnet sich eine vermehrte Expression von A20 auf Proteinebene in Transplantatnierenbiopsien
von Patienten bei Vorliegen einer AbstoBungsreaktion sowohl in den Tubulusepithelzellen als auch in
den intrarenalen Infiltraten ab.

Die Unterschiede zwischen den Gruppen wurden mithilfe des nichtparametrischen
Mann-Whitney-U-Tests auf statistische Signifikanz untersucht. Es wurde ein Signifikanzniveau von
p < 0,05 festgelegt. Die A20-Expression in den Tubulusepithelzellen zwischen den Gruppen mit und
ohne AbstoRungsreaktion war im Mann-Whitney-U-Test nicht signifikant verschieden. Allerdings
unterschied sich die A20-Expression in den intrarenalen Infiltraten zwischen den Gruppen mit und

ohne AbstoRungsreaktion signifikant (p < 0,05).

70



Intrarenale A20-Expression auf Proteinebene

80+
e « AbstoRung

+ Keine AbstoRung

i "
3 409 :
r 1 ‘.1_. .
204 [
] . o~
i
o- soe sesss
Tubulusepithelzellen intrarenale Infiltrate

AbstoRung

Keine AbstoRung

Abbildung 27: Immunhistochemie — Intrarenale A20-Expression auf Proteinebene
Signifikant vermehrte A20-Expression in intrarenalen Infiltraten bei Patienten mit
AbstoRBungsreaktion im Vergleich zu Patienten ohne AbstoRungsreaktion.
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5 Diskussion

Die Nierentransplantation ist die erfolgversprechendste Therapieoption fir Patienten mit chronischer
Niereninsuffizienz im Stadium 5 (1). Sie verbessert im Vergleich zur Dialyse Lebensqualitat und
Lebenserwartung (2). Trotz der Fortschritte der letzten Jahre bezliglich der Transplantatliberlebenszeit
besteht weiterhin das Risiko, ein Transplantat durch akute oder chronisch vermittelte immunologische
Schadigung vorzeitig zu verlieren (2, 3). Kommt es zu einer Transplantatfunktionsverschlechterung
bleibt die invasive Nierenbiopsie aufgrund fehlender Biomarker des peripheren Blutes noch immer
Goldstandard der Diagnostik.

Das Protein A20 beeinflusst als zentraler Inhibitor des Transkriptionsfaktors NFkB eine Vielzahl
immunologischer Signalkaskaden. Die Funktion von A20 im Kontext der chronischen
Niereninsuffizienz, der Dialyse und der Nierentransplantation ist jedoch noch unzureichend
untersucht. Erste Studien legen eine Assoziation zwischen der Funktion und Expression von A20 und
dem Ausmal immunologisch-vermittelter Transplantatschadigung nahe.

Die im Rahmen dieser Arbeit anhand eines reprasentativen Studienkollektivs durchgefiihrten
Untersuchungen der A20-Expression in der Zirkulation stlitzen die Hypothese, dass A20 in
zirkulierenden CD4+ Zellen von Patienten, die eine AbstolRungsreaktionen entwickeln, verstarkt
exprimiert wird. Auch in der Korrelationsanalyse fanden sich Hinweise darauf, dass eine verstarkte
A20-Expression in T-Zellen einen Risikofaktor fiir eine TransplantatabstoBung darstellt. Unsere am
intrarenalen Transplantatnierengewebe durchgefiihrten Untersuchungen untermauern die
Hypothese, dass A20 intrarenal im Rahmen von AbstoRungsreaktion induziert wird.

Im Folgenden werden Vorziige und Limitationen dieser Arbeit dargestellt, die vorliegenden Ergebnisse

in Bezug zur aktuellen Literatur gesetzt und abschliefend bewertet.
5.1 Register: Klinischer Verlauf vor und nach Nierentransplantation

Zunachst sollte ein Studienkollektiv gebildet werden, das in Bezug auf Alter, Geschlecht, den Anteil an
Leichennierentransplantationen und Lebendnierenspenden, die nephrologische Grunderkrankung,
kardiovaskulare Risikofaktoren, die Ischamiezeiten, die Nierenfunktion nach Nierentransplantation,
AbstoRungsreaktionen, Matchbefund und Komplikationen nach Nierentransplantation reprasentativ
fir das Gesamtkollektiv der Nierentransplantierten ist. Inwiefern das gelungen ist, wird nachfolgend

dargestellt. Zunachst wird die Methodik, dann werden die Ergebnisse diskutiert.
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5.1.1 Diskussion der Methoden

Dieser Arbeit gingen erste Studien unserer Arbeitsgruppe voraus, die ebenfalls Zusammenhange
zwischen der A20-Expression bei Nierentransplantierten und klinischen Transplantationsparametern
anhand eines kleineren Studienkollektivs untersuchten (5). Die vorliegende Studie behandelt eine
dhnliche Fragestellung, erweitert jedoch um eine mehr als doppelt so groBe Studienpopulation und
ergdnzt um eine gesunde Kontrollgruppe. Als glinstig an dem hier gewahlten Studiendesign erwies
sich, dass alle eingeschlossenen Patienten in der nephrologischen Ambulanz der Universitatsmedizin
Mainz nachbetreut wurden und die Dokumentation der Daten somit einheitlich und fir alle Patienten
nach dem gleichen Muster erfolgte. Als Nachteil ist die retrospektive Erfassung der klinischen Daten

anzusehen.
5.1.2 Diskussion der Ergebnisse
5.1.2.1 Vergleich von Patienten- und Kontrollkollektiv

Zur besseren Vergleichbarkeit der A20-Expression von Patienten- und Kontrollkollektiv wurde bei der
Zusammenstellung der Kontrollgruppe auf eine ahnliche Verteilung von Alter und Geschlecht geachtet.
Mit einem medianen Patientenalter von 56,50 Jahren im Patientenkollektiv und 56,00 Jahren im
Kontrollkollektiv ist das in Bezug auf das Alter gut gelungen. Da das Patientenkollektiv zu 64,6 % aus
Mannern und 35,4 % aus Frauen und das Kontrollkollektiv jeweils zur Halfte aus Mannern und Frauen
bestand, ist die Vergleichbarkeit der Kollektive in Bezug auf das Geschlecht eingeschrankt. Der noch
unzureichend beleuchtete Einfluss des Geschlechts auf die A20-Expression ldsst aktuell keine

Beurteilung der Auswirkungen dieser unterschiedlichen Verteilung auf die vorliegenden Ergebnisse zu.
5.1.2.2 Alter

In dieser Studie wiesen 50 % der Patienten ein Alter von 0 bis 55 Jahren auf, 29 % der Patienten waren
zwischen 56 und 64 Jahre alt und 21 % der Patienten 65 Jahre alt oder alter. Im Gesamtkollektiv der
2019 in Deutschland Nierentransplantierten lag das Patientenalter bei 56 % der Patienten zwischen
0 und 55 Jahren, 23 % der Patienten waren zwischen 56 und 64 Jahren alt und 21 % der Patienten
65 Jahre alt oder alter (79).

Damit ist das Studienkollektiv in Bezug auf das Alter zum Zeitpunkt der Transplantation gut
vergleichbar mit dem Gesamtkollektiv der Nierentransplantierten in Deutschland mit einer Tendenz zu
einem minimal geringeren Anteil an Patienten unter 56 Jahren und einem etwas hoéheren Anteil an

Patienten zwischen 56 und 64 Jahren.
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5.1.2.3 Geschlecht

Das Studienkollektiv war zu 64,6 % mannlich und zu 34,4 % weiblich. In Deutschland waren im
Jahr 2019 63 % der Nierentransplantatempfianger Méanner und 37 % Frauen (79). Somit wird im
Patientenkollektiv in Bezug auf das Empfangergeschlecht das Gesamtkollektiv der deutschlandweit

Nierentransplantierten gut abgebildet.
5.1.2.4 Lebendnierenspenden und Leichennierentransplantationen

Von den Teilnehmern dieser Studie hatten 18,8 % eine Lebendnierenspende und 81,3 % eine
Leichennierenspende erhalten. In Deutschland wurden im Jahr 2020 23,6 % Lebendnierenspenden und
76,4 % Leichennierentransplantationen berichtet (80). Es zeigt sich eine Tendenz zu einem etwas
geringeren Anteil an Lebendnierenspenden im Studienkollektiv. Insgesamt bleibt das Studienkollektiv
aber vergleichbar mit dem gesamtdeutschen Kollektiv in Bezug auf den Anteil von

Lebendnierenspenden und Leichennierentransplantationen.
5.1.2.5 Nephrologische Grunderkrankung

Im Studienkollektiv flihrten primar glomeruldare Erkrankungen gefolgt von zystischen
Nierenerkrankungen zur Indikation einer Nierentransplantation. In Gesamtdeutschland hingegen
wurden zystische Nierenerkrankungen als haufigste zur Nierentransplantation fiihrende Diagnosen
dokumentiert, gefolgt vom chronischen nephritischen Syndrom (80). Glomeruldre Erkrankungen
werden im gesamtdeutschen Kollektiv nicht als eigenstandige Hauptdiagnose aufgefiihrt. In der
vorliegenden Arbeit und im Bericht der DSO wurden einzelne Diagnosen zu differierenden
Ubergeordneten Gruppen zusammengefasst. Dadurch wird ein direkter Vergleich der Ergebnisse dieser
Arbeit mit dem gesamtdeutschen Kollektiv erschwert. Zusammenfassend sind zystische

Nierenerkrankungen deutschlandweit haufige Ursachen, die eine Nierentransplantation indizieren.
5.1.2.6  Kardiovaskuldre Risikofaktoren

Patienten, die ein Nierentransplantat erhalten haben, unterliegen im Vergleich zu Dialysepatienten
einem geringeren Risiko kardiovaskulare Ereignisse zu erleiden. Dennoch bleibt ihr Risiko im Vergleich
zu Gesunden erhoéht (81). So sind 50 % der Todesfdlle nach Nierentransplantation durch
kardiovaskulare Ereignisse bedingt (82). Daher interessierte uns, wie kardiovaskulare Risikofaktoren in
unserem Studienkollektiv verteilt sind. Die Pravalenz der arteriellen Hypertonie lag im Studienkollektiv
bei 87 %, die der KHK bei 29 % und jene der pAVK bei 8,3 %. Im Review von Neale et al. wurde die
Pravalenz der arteriellen Hypertonie bei Patienten mit chronischer Niereninsuffizienz auf 85 %
beziffert (81). Jene von Nierentransplantierten lag zwischen 55 und 93 % (81). Die Pravalenz der KHK

bei sich in Evaluation fiir eine Nierentransplantation befindlichen Patienten belief sich auf 33 % und
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die 10-Jahres kumulative Inzidenz von pAVK bei Nierentransplantierten auf 6 % (81). Damit
entsprechen die Pravalenzen von arterieller Hypertonie, KHK und pAVK in unserem Studienkollektiv
denen der internationalen Fachliteratur.

Im Patientenkollektiv. wurden 3 Patienten aufgrund einer diabetischen Nephropathie
nierentransplantiert. Innerhalb des Erhebungszeitraums konnte jedoch bei 10 Patienten ein Diabetes
mellitus nachgewiesen werden. Daher ist davon auszugehen, dass bis zu 7 Patienten, entsprechend
ca. 15 % der Patienten, einen Posttransplantationsdiabetes entwickelten. Diese Zahlen kénnen auch
durch die internationale Fachliteratur gestitzt werden, in der die Haufigkeit eines

Posttransplantationsdiabetes auf 4 bis 30 % beziffert wird (81, 82).
5.1.2.7 Ischdmiezeiten

Im Patientenkollektiv lag die mediane kalte Ischamiezeit bei 12 Stunden und die mediane warme
Ischdmiezeit bei 37 Minuten. Deutschlandweit wurde die kalte Ischdmiezeit im Zeitraum von
2005 bis 2009 auf 13,4 Stunden beziffert (83). Da in den vergangenen Jahren eine Reduktion der kalten
Ischamiezeit im Zeitverlauf auffiel und unsere Studie Nierentransplantationen der Jahre 2014 bis 2017
einschloss, ist die von uns ermittelte kalte Ischamiezeit mit dem gesamtdeutschen Kollektiv der
Nierentransplantierten gut vergleichbar. Bezliglich der warmen Ischdmiezeit existieren unseres
Wissens keine offiziellen Zahlen fir Deutschland. In einer niederlandischen Studie, die
Transplantationen der Jahre 1999 bis 2007 einschloss, lag die warme Ischamiezeit bei einem
Mittelwert von 35 Minuten (83). Eine Mainzer Registerstudie, die Transplantationen der Jahre
2005 bis 2007 einschloss, bezifferte den Median der warmen Ischdmiezeit auf 45 Minuten (84). In
Bezug zu diesen Studien verhdlt sich die in der vorliegenden Arbeit ermittelte warme Ischamiezeit

somit in etwa ahnlich.
5.1.2.8 Kreatinin und CRP

Kreatinin und CRP gelten als wichtige klinische Verlaufsparameter nach Nierentransplantation. Im
Patientenkollektiv lag der Kreatininwert unmittelbar vor Nierentransplantation im Mittel bei 7,2 mg/dl|
und fiel nach Transplantation signifikant ab auf 4,3 mg/dl innerhalb der Tage 4 bis 7 und auf 1,8 mg/dI
innerhalb des Zeitraums von 2 bis 6 Monaten. Die deutliche Streuung des Kreatinins vor
Nierentransplantation kann durch Unterschiede im seit der letzten Dialyse vergangenen Zeitintervall
erklart werden. Auch bei Ramos-Barron et al. kam es 7 Tage nach Nierentransplantation zu einem
Abfall des Kreatininwerts auf 3,8 mg/dl (85). Dieser liegt damit niedriger als jener in unserem
Studienkollektiv. Aufgrund der unterschiedlichen Studiendesigns — im Rahmen unserer Studie wurden
auch Kreatininwerte der Tage 4 bis 6 nach Transplantation erfasst — bleibt ein direkter Vergleich aber

erschwert. Drei Monate nach Nierentransplantation werden in der Literatur Kreatininwerte von
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1,6 bis 1,8 mg/dl berichtet (85, 86). Der von uns ermittelte Wert 2 bis 6 Monate nach
Nierentransplantation entspricht somit gut den in der internationalen Literatur dokumentierten
Werten.

Im Patientenkollektiv lag der Mittelwert des CRPs vor Nierentransplantation bei 8,1 mg/dl und stieg
innerhalb der Tage 4 bis 7 nach Nierentransplantation signifikant an auf 17,6 mg/dl. 2 bis 6 Monate
nach Nierentransplantation bestand mit einem CRP von 4,8 mg/dl ein Trend hin zu einem Abfall des
CRPs. Auch Cueto-Manzano et al. registrierten vor Nierentransplantation ein CRP von 5 mg/dl und
6 Monate nach der Transplantation einen signifikanten Abfall des CRPs auf 3 mg/dl (87). Somit scheint
die Nierentransplantation zu einer Besserung der bei Niereninsuffizienz vorliegenden chronischen
Entziindungsreaktion zu flihren (87). Dass sich in unserer Studie lediglich ein Trend hin zu einem Abfall
des CRPs unterhalb des Ausgangsniveaus zeigte, ist moglicherweise durch den von uns zu breit
gewadhlten Zeitpunkt der 3. Probennahme von 2 bis 6 Monaten nach NTX bedingt. Zukiinftig sollten die

Zeitrdume der Probennahme zur besseren Ergebnisinterpretation enger gewahlt werden.
5.1.2.9 AbstoRungsreaktionen

Im Studienkollektiv entwickelten 12,5 % der Transplantierten innerhalb des ersten Jahres eine
AbstoRungsreaktion. Bei all diesen Patienten war eine zelluldare AbstoRung nachweisbar. Bei einem
Patienten (2,1 %) wurde zusatzlich eine humorale AbstoBung diagnostiziert. Insgesamt werden in der
Literatur AbstoBungsreaktionen bei 10 bis 35 % der Patienten innerhalb des ersten Jahres nach
Nierentransplantation dokumentiert (88). Zudem zeigten mehrere Studien eine kontinuierliche
Reduktion der AbstoRBungsraten innerhalb des ersten Jahres nach Nierentransplantation (88). Gemal
eines Cochrane-Reviews scheinen sich die AbstoRungsraten innerhalb des ersten Jahres nach
Nierentransplantation aktuell auf ca. 10 % zu stabilisieren (88). Demnach entspricht die von uns

ermittelte AbstofRungsrate gut den Angaben der aktuellen Literatur.
5.1.2.10 Matchbefund

Im Rahmen dieser Studie zeigte sich ein Trend hin zu mehr Mismatchen bei Patienten, die eine
AbstoBungsreaktion erlitten im Vergleich zu Patienten ohne AbstoBungsreaktion. Die Ergebnisse
erreichten jedoch keine statistische Signifikanz. Innerhalb des ersten Jahres nach
Nierentransplantation steigen die Risiken der Entwicklung donorspezifischer Antikdrper sowie eines
Transplantatverlusts proportional mit der Anzahl der Mismatche an (89, 90). Daher kénnte das
Nichterreichen einer statistischen Signifikanz in unserer Studie durch das kleine Studienkollektiv
bedingt sein, in welchem lediglich 6 Patienten innerhalb des ersten Jahres nach Nierentransplantation

eine AbstoRungsreaktion entwickelten.
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5.1.2.11 CMV und BKV

Das Zytomegalievirus (CMV) bleibt im Rahmen der Nierentransplantation trotz medikamentdser
Prophylaxe das Virus hochster Relevanz (91). Infektionen treten aufgrund der hohen
Immunsuppression iberwiegend innerhalb der ersten 100 Tage nach Transplantation auf (91). Im
Patientenkollektiv entwickelten innerhalb des ersten Jahres nach Nierentransplantation 27,1 % der
Patienten eine CMV-Virdmie und 6,25 % eine manifeste CMV-Erkrankung. In der Literatur werden
Pravalenzen einer CMV-Infektion von 17 bis 92 % und einer CMV-Erkrankung von bis zu 37 %
beschrieben (91). Somit decken sich unsere Ergebnisse mit denen der Literatur.

Auch die durch das BK-Virus (BKV) verursachte Polyomavirus-Nephropathie stellt im Zusammenhang
mit der Nierentransplantation eine gefiirchtete Komplikation dar und tritt iberwiegend innerhalb der
ersten 2 Jahre nach Nierentransplantation auf (1). Sie geht mit einer schleichenden
Funktionsverschlechterung des Transplantats und zum Teil mit einem vollstiandigen Verlust der
Transplantatfunktion einher (92). In unserem Patientenkollektiv war bei 6,25 % der Transplantierten
innerhalb des ersten Jahres nach Nierentransplantation eine Polyomavirusnephropathie nachweisbar.
In der Literatur werden Haufigkeiten von 1 bis 10 % dokumentiert (92, 93). Auch hier stiitzen unsere

Ergebnisse die der Fachliteratur.
5.1.2.12 Urologische und chirurgische Komplikationen

Neben den immunologischen und infektiologischen Komplikationen sind auch urologische und
chirurgische Komplikationen nach Nierentransplantation von Relevanz. In unserem Studienkollektiv
war bei 12,5 % der Patienten ein postoperatives Himatom nachweisbar. 83,3 % der Hamatome
konnten konservativ behandelt werden. 16,7 % der Himatome — entsprechend 1 Himatom — also
2,1 % des Patientenkollektivs wurden operativ versorgt. In der Fachliteratur weist die Haufigkeit
postoperativer Himatome aufgrund einer uneinheitlichen Definition des Hamatoms eine grofle
Schwankungsbreite auf (94). Es werden Pravalenzen zwischen 0,2 und 14 % dokumentiert (94). Auch
in unserer Studie wurden die Kriterien eines postoperativen Himatoms nicht eindeutig formuliert. Eine
der groBten Studien definierte das postoperative Himatom als einen Abfall des Himoglobinwerts um
2 g/dl innerhalb von 24 Stunden wéhrend der ersten 3 Tage nach Transplantation bei Vorhandensein
eines Hamatoms von mindestens 33,2 cm?® (94). In dieser Studie war bei 4,9 % der Patienten ein
Hamatom nachweisbar, das bei 0,6 % der Studienpopulation operativ saniert werden musste (94).
Insgesamt bleibt ein Vergleich unserer Daten mit denen der gegenwartigen Literatur aufgrund der
uneinheitlichen Definition des postoperativen Himatoms erschwert.

Lymphozelen stellen die haufigste perirenale Flissigkeitsansammlung nach Nierentransplantation dar
und treten meist innerhalb der ersten 12 Wochen nach Nierentransplantation auf (95). In unserer
Studie war bei 6,25 % der Patienten eine Lymphozele nachweisbar. 33 % der Lymphozelen mussten
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operativ versorgt werden. Auch in Bezug auf die Lymphozele schwanken die Prdvalenzen in der
Literatur stark aufgrund uneinheitlicher Definition und diagnostischer Kriterien (95). Die berichteten
Haufigkeiten liegen zwischen 0,6 % und 51 %. Somit sind unsere Ergebnisse im unteren Viertel dieses
Schwankungsbereichs einzuordnen. Da ein GroRteil der Lymphozelen asymptomatisch bleibt und viele
Lymphozelen lediglich inzidentell diagnostiziert werden, ist davon auszugehen, dass in unserer Studie

Lymphozelen nur erfasst wurden, sofern sie klinisch symptomatisch wurden (95).

Zusammenfassend weist das Patientenkollektiv dieser Studie groRe Ahnlichkeit mit dem deutschen
beziehungsweise internationalen Gesamtkollektiv an Nierentransplantierten auf. Insofern lassen sich
die Ergebnisse der FACS-Farbung gut auf das Gesamtkollektiv der Nierentransplantierten {ibertragen
und dirften fiir eine grofRe Patientengruppe von Relevanz sein. Aufgrund der relativ begrenzten
Fallzahl von n = 48 kann das Studienkollektiv zwar keinen Anspruch auf Reprasentativitat erheben. Es
stimmt jedoch in den wesentlichen Charakteristika gut mit dem deutschen beziehungsweise
internationalen Gesamtkollektiv an Nierentransplantierten Uberein. Darliber hinaus bietet die

gesunde Kontrollgruppe durch eine passende Altersverteilung eine wertvolle Vergleichsgrundlage.
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5.2 FACS-Analyse: A20-Expression in PBMCs vor und im Verlauf nach NTX

Um die Funktion von A20 in der Zirkulation ndaher zu beleuchten und zu bewerten, ob A20 als
potenzieller Biomarker fir Transplantatschadigung oder AbstoBungsreaktionen dienen kann, wurde
im nachsten Schritt mittels FACS-Analyse die A20-Expression auf Proteinebene in
CD4+, CD3+, CD11b+ und CD19+ Zellen des peripheren Blutes untersucht. AnschlieBend wurden
Zusammenhange zwischen der gemessenen A20-Expression und klinischen
Transplantationsparametern sowie dem Zytokinexpressionsmuster herausgearbeitet. Nachfolgend
werden Starken und Schwachen der von uns verwendeten Methodik erldutert und unsere Ergebnisse

in Bezug zu dhnlichen Untersuchungen gesetzt und bewertet.
5.2.1 Diskussion der Methoden

Im Rahmen einer Pilotstudie unserer Arbeitsgruppe konnten bereits erste Erkenntnisse zur
A20-Expression in PBMCs von Nierentransplantierten gewonnen werden (5). Methodisch wird in der
vorliegenden Studie um ein gréReres Kollektiv und eine Kontrollgruppe erweitert. Mit dem von uns
konzipierten Studiendesign wird zudem, unseres Wissens erstmalig, die A20-Expression in PBMCs von
Nierentransplantierten, mit der von Dialysepatienten und Gesunden verglichen.

Erfreulich war, dass trotz starker Immunsuppression unmittelbar nach Nierentransplantation
ausreichend Zellmaterial zur Durchfiihrung von FACS-Farbungen zur Verfligung stand.

Als Nachteil in Bezug auf die von uns verwendete Methodik ist trotz eines gréBeren Kollektivs im
Vergleich zu der Pilotstudie unserer Arbeitsgruppe die noch immer relativ geringe Fallzahl von n = 48
zu nennen. Die geringe KollektivgroBe bedingt eine nochmals niedrigere Fallzahl in den jeweiligen
Subgruppen, sodass in der Gruppe der Patienten mit AbstoBungsreaktion lediglich eine Fallzahl von
n = 6 erreicht werden konnte, wodurch die Reliabilitdt der Ergebnisse eingeschrankt bleibt. Zudem
erschwerte die geringe KollektivgroRe eine Darstellung der Unterschiede zwischen den einzelnen
Subgruppen der nephrologischen Grunderkrankungen.

Da sich die Transplantierten von den Dialysepatienten nicht nur durch den Erhalt eines
Nierentransplantats, sondern auch durch den Beginn einer Immunsuppression unterscheiden, kénnen
Verschiedenheiten zwischen den einzelnen Subgruppen nicht eindeutig der Transplantation
zugeordnet werden, sondern kénnten auch durch den Beginn einer Immunsuppression bedingt sein.
Weiterhin von Nachteil war, dass keine PBMCs direkt wahrend einer AbstoBungsreaktion gewonnen
wurden. Studien, welche die A20-Expression vor, wahrend und nach einer AbstoRungstherapie
untersuchen, kénnten die Funktion von A20 in Bezug auf AbstoRungsreaktionen besser beleuchten

und bleiben abzuwarten.
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5.2.2 Diskussion der Ergebnisse

5.2.2.1 Anteil A20-positiver Zellen bei Gesunden, Dialysepatienten und Transplantierten

A20 lieR sich in der FACS-Analyse in CD4+, CD3+, CD19+ und CD11b+ Zellen von Gesunden,
Dialysepatienten und Transplantierten erfolgreich nachweisen. In allen 4 Zellreihen war der Anteil
A20-positiver Zellen bei Transplantierten und Dialysepatienten signifikant héher als bei Gesunden.
Signifikante Unterschiede zwischen Dialysepatienten und Transplantierten waren nicht nachweisbar.
Die chronische Niereninsuffizienz und die Dialysetherapie gehen oftmals mit einer erhéhten
entziindlichen Aktivitdt einher (96). Da A20 ein NFkB-induziertes Protein ist, erscheint der erhdéhte
Anteil A20-positiver Zellen bei Dialysepatienten und Transplantierten im Vergleich zu Gesunden gut
erklarbar. Unterschiede zwischen dem Anteil A20-positiver Zellen bei Dialysepatienten und
Transplantierten konnten, moglicherweise aufgrund der zu geringen KollektivgroRe, nicht

herausgearbeitet werden. Hierzu bleiben grofRere Studien abzuwarten.
5.2.2.2 Anteil A20-positiver Zellen bei Transplantierten mit und ohne AbstoBungsreaktion

Unsere Untersuchungen ergaben bei Patienten, die innerhalb des ersten Jahres nach
Nierentransplantation eine AbstoRungsreaktion entwickelten, eine signifikant vermehrte
A20-Expression in CD4+ Zellen und einen Trend zu einer vermehrten A20-Expression in CD3+ Zellen,
im Vergleich zu Patienten ohne AbstolRungsreaktion.

In der Pilotstudie unserer Arbeitsgruppen prasentierte sich die A20-Expression moglicherweise
aufgrund der geringen Kohortenstarke sehr variabel (5). Allerdings konnte bereits anhand einer
kleineren, der Gesamtpopulation entnommenen, Subpopulation ein Hinweis fir eine vermehrte
A20-Expression in CD4+ Zellen bei Patienten mit AbstoRungsreaktion gefunden werden (5). Die
vorliegende Studie bestatigt diese ersten Erkenntnisse anhand eines groReren Patientenkollektivs und
weist daher eine bessere Reliabilitat auf.

Da A20 ein NFkB-induziertes Protein ist, konnte die Induktion der A20-Expression in T-Zellen im
Rahmen von AbstoRungsreaktionen Ausdruck der mit einer AbstoBungsreaktion einhergehenden
verstarkten Immunantwort sein. Auch kdnnte eine verstarkte Expression von A20 in T-Zellen im
Rahmen von AbstoRungsreaktionen durch die antiinflammatorischen Eigenschaften des Proteins eine
Transplantatschadigung begrenzen. Um diese zwei Aspekte besser zu beleuchten, bietet es sich an, die
CD4+ Zellen naher zu charakterisieren.

In der vorliegenden Studie erbrachte der Vergleich der Zytokinexpression von IL-4, IL-10, IL-17 und IFNy
in CD4+ Zellen bei Patienten mit und ohne AbstoRungsreaktion innerhalb des ersten Jahres nach
Nierentransplantation keine signifikanten Unterschiede. Lediglich beziiglich der Expression von FoxP3

zeigte sich ein Trend zu einer starkeren Expression bei Patienten mit AbstoRungsreaktion. Generell
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gelten FoxP3+ Zellen als Immunsuppressoren und scheinen im Kontext der Nierentransplantation eine
tolerogene Immunantwort zu fordern (58). Dennoch besteht keine einfache Korrelation zwischen der
Pravalenz von AbstoBungsreaktionen und der Menge an FoxP3+ Zellen (58). Vielmehr hdngt die
tolerogene Immunantwort von weiteren Faktoren, wie dem Verhéltnis von Tregs zu T-Effektorzellen
ab (58). Daher lasst der von uns registrierte Trend keine direkten Rlckschlisse darauf zu, ob die
verstarkte A20-Expression in T-Zellen bei AbstoRBungsreaktionen eine tolerogene Immunantwort
fordert. Zukinftige Untersuchungen, welche die A20-Expression in weiteren T-Zell-Subgruppen

analysieren, kdnnten neue Erkenntnisse zu dieser Thematik liefern.
5.2.2.3 Korrelation des Anteils A20-positiver Zellen mit der Zytokinexpression

Im nachsten Schritt wurden Zusammenhange zwischen der A20-Expression und dem
Zytokinexpressionsmuster von CD4+ Zellen untersucht.

Insgesamt waren die Ergebnisse dieser Korrelationsanalyse sehr heterogen. Dennoch zeigten sich
Unterschiede in der Starke der Zusammenhénge bei den drei untersuchten Gruppen und den funf
untersuchten Zytokinen. Die Zusammenhange waren bei Transplantierten am starksten ausgepragt,
gefolgt von Dialysepatienten. Am geringsten waren sie bei Gesunden.

Die Korrelationsanalyse der proinflammatorischen Zytokine lieR zwischen INFy und A20 keine
Zusammenhange erkennen. Die IL-17-Expression hingegen korrelierte bei Transplantierten in allen vier
Zellreihen mit der A20-Expression. Bei Dialysepatienten zeigte sich eine Korrelation nur in Bezug auf
die A20-Expression in CD11b+ Zellen. Bei Gesunden fand sich keinerlei Zusammenhang. IL-17 werden
im Kontext der Nierentransplantation proinflammatorische Effekte zugeschrieben. Dies betrifft
insbesondere AbstoRungsreaktionen und die Vermittlung von Niereninflammation als Reaktion auf
Ischamie- und Reperfusionsschaden (97). Die Korrelation und die verstarkte Expression von IL-17 und
A20 bei Transplantierten legen nahe, dass A20 im Rahmen von Entziindungsreaktionen induziert wird,
um eine ibermaRige Inflammation zu begrenzen.

In Bezug auf die antiinflammatorischen Zytokine waren zwischen der Expression von FoxP3 und A20
keine Korrelationen nachweisbar. Daflir zeigten sich Zusammenhange zwischen der Expression von
IL-10 und A20. Bei Dialysepatienten und Transplantierten ging eine verstarkte IL-10-Expression in
CD4+ Zellen mit einer verstarkten A20-Expression in allen vier untersuchten Zellreihen einher. Bei
Gesunden war eine solche Korrelation nur in T-Zellen zu finden. IL-10 ist, wie A20 auch, ein
NFkB-Inhibitor und wird hauptsachlich von Monozyten und Lymphozyten exprimiert (98). Es gilt als
antiinflammatorisches Zytokin, das mit einer gewissen Latenz auf proinflammatorische Stimuli folgt,
um Entziindungsreaktionen zu begrenzen (98). Mechanismen wie die Komplementaktivierung im
Rahmen der Bioinkompatibilitdit wahrend der Dialyse sind typische Stimuli fir die Sekretion von

IL-10 (98). Auch Urdmie und eine verringerte glomerulare Filtrationsrate (GFR) bedingen erhohte
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IL-10-Level (98). Dies konnten Erklarungen fir die verstarkte Expression von A20 und IL-10 bei
Dialysepatienten sein. Die Korrelation zwischen der Expression von A20 und IL-10 beziehungsweise die
verstdarkte Expression dieser beiden Proteine bei Transplantierten kénnten einerseits durch die meist
weiterhin reduzierte GFR und andererseits durch die chronische Immunreaktion gegen das
Transplantat bedingt sein.

Positive Korrelationen zwischen der IL-4-Expression und der Expression von A20 in den vier
untersuchten Populationen zeigten sich bei Transplantierten in Bezug auf
CD3+, CD4+ und CD11b+ Zellen. Bei Dialysepatienten war eine Korrelation nur bei den CD11b+ Zellen
nachweisbar. Bei Gesunden bestand diesbeziiglich kein Zusammenhang. IL-4, ein Zytokin, das
bevorzugt humorale Immunantworten kontrolliert, werden protektive Eigenschaften auf die
Transplantatfunktion und das Transplantatiiberleben zugeschrieben (99, 100). Die positive Korrelation
von IL-4 und A20 bei Transplantierten kdnnte somit Ausdruck eines Versuchs sein, gegen das
Transplantat gerichtete Inmunreaktionen zu begrenzen.

Zusammenfassend korreliert bei Transplantierten die A20-Expression positiv mit der Expression des
proinflammatorischen Zytokins IL-17 und der antiinflammatorischen Zytokine IL-4 und IL-10. Die
Ergebnisse der Korrelationsanalyse stiitzen die Hypothese, dass A20 eine protektive Funktion

gegenliber Transplantatschadigung zukommt.
5.2.2.4 Anteil A20-positiver Zellen: Nephrologische Grunderkrankungen im Vergleich

In der Literatur befassen sich einige Studien mit der A20-Expression in PBMCs bei unterschiedlichen
Grunderkrankungen (101-105). Darin finden sich Hinweise darauf, dass der Anteil A20-positiver Zellen
in PBMCs je nach vorliegender Grunderkrankung variiert. Jedoch existieren unseres Wissens noch
keine Studien, welche die A20-Expression bei Patienten mit Niereninsuffizienz beleuchten. Im Wissen
um diesen Aspekt fragten auch wir uns, ob sich der Anteil A20-positiver Zellen bei den verschiedenen
nephrologischen Grunderkrankungen unterscheidet.

In der vorliegenden Studie zeigte sich der Anteil A20-positiver Zellen bei Patienten mit diabetischer
Nephropathie in allen 4 Zellreihen im Vergleich zur Subgruppe mit der hochsten A20-Expression
signifikant vermindert. Einschrankend ist auch hier auf die geringe Fallzahl von n =5 - 8 in der
Subgruppe der Patienten mit Diabetes mellitus zu verweisen.

Auch Cheng et al. bestimmten die A20-Expression in PBMCs von Patienten mit unterschiedlichen
Formen des Diabetes mellitus und verglichen diese mit jener von Gesunden (102). Sowohl auf
transkriptioneller als auch auf Proteinebene war die A20-Expression bei Patienten mit Diabetes
mellitus im Vergleich zu Gesunden signifikant verringert (102). Dadurch wurde einer verminderten
A20-Expression in PBMCs eine mogliche Rolle in der Pathogenese des Diabetes mellitus

zugewiesen (102). Da Dysregulationen im NFkB-Signalweg bekanntermaRen Fehlfunktionen von
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pankreatischen Betazellen mitbedingen, konnte A20 (iber diesen molekularen Mechanismus eine Rolle
in der Pathogenese des Diabetes mellitus zukommen (102). Ein direkter Vergleich der Ergebnisse der
vorliegenden Studie mit denen von Cheng et al. ist aufgrund der verschiedenen Studiendesigns jedoch
nur begrenzt moglich. Da Cheng et al. die A20-Expression in der Gesamtheit der PBMCs bei Patienten
mit Diabetes mellitus und Gesunden verglichen, wir hingegen diese in verschiedenen
PBMC-Subpopulationen bei Patienten mit Diabetes mellitus der von Patienten mit Niereninsuffizienz
anderer Genese gegenlberstellten, ist ein direkter Vergleich dieser zwei Studien nur begrenzt
zielfiihrend. Dennoch sprechen auch unsere Ergebnisse fiir eine eher erniedrigte A20-Expression bei
Patienten mit Diabetes mellitus.

Bezliglich anderer nephrologischer Grunderkrankung lieRen sich der vorliegenden Studie keine
weiteren spezifischen Muster der A20-Expression entnehmen. In der Literatur finden sich Hinweise auf
eine Reduktion der A20-Expression in PBMCs bei Patienten mit Autoimmunerkrankungen (101, 104).
So wiesen Li et al. eine reduzierte A20-mRNA-Expression in PBMCs bei Patienten mit SLE im Vergleich
zu Gesunden nach (101). Zudem exprimierten Patienten mit Lupusnephritis signifikant weniger
A20-mRNA in PBMCs als Patienten ohne Lupusnephritis (101). Da in dem Kollektiv der vorliegenden
Studie der Anteil an Patienten mit Lupusnephritis zu gering war, konnten wir mit unserer Studie keine
weiteren Erkenntnisse gewinnen, die diesen Aspekt ndher beleuchten.

Insgesamt bestatigt die vorliegende Studie, dass die A20-Expression in PBMCs abhéangig ist von der
vorliegenden Grunderkrankung und bei Diabetes mellitus im Vergleich zu Patienten mit

Niereninsuffizienz anderer Genese reduziert ist.
5.2.2.5 Korrelation des Anteils A20-positiver Zellen mit klinischen Parametern

Um weitere Erkenntnisse zur Funktion von A20 in der Zirkulation im Verlauf nach
Nierentransplantation zu gewinnen, sollte im letzten Schritt untersucht werden, inwiefern
Zusammenhdnge zwischen dem Anteil A20-positiver Zellen und klinischen
Transplantationsparametern bestehen.

Die Korrelationsanalyse erbrachte in Bezug auf die T-Zellen positive Korrelationen zwischen der
A20-Positivitat in CD3+ Zellen und dem Patientenalter sowie der A20-Positivitdt in CD3+ Zellen
4 bis 7 Tage nach Transplantation und dem Kreatininwert. In der Subpopulation der CD4+ Zellen war
der Anteil A20-positiver Zellen positiv mit der warmen Ischamiezeit und der Thrombozytenzahl
korreliert. Bezliglich der A20-Positivitat in B-Zellen und dem Hamoglobinwert bestand eine negative
Korrelation. Insgesamt handelte es sich bei den aufgefiihrten Korrelationen nur um schwach positive
beziehungsweise negative Zusammenhange.

In der Literatur finden sich Berichte etlicher Arbeitsgruppen, welche die Zusammenhange zwischen

der  A20-Expression in  PBMCs mit krankheitsassoziierten  klinischen  Parametern
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korrelierten (5, 101, 103-105). Jiang et al. zeigten negative Korrelationen zwischen der
A20-mRNA-Expression in PBMCs und den Krankheitsaktivitatsscores der Psoriasis wie
Psoriasis Area Severity Index (PASI) und Body Surface Area (BSA) (104). Bezlglich des SLEs konnten
Zhang et al. negative Korrelationen zwischen der A20-mRNA-Expression in PBMCs und dem
SLE-Disease Activity Index (SLEDAI) sowie der Blutsenkungsgeschwindigkeit ausmachen (101).
Zhang et al. untersuchten Zusammenhdnge zwischen der A20-Proteinexpression in verschiedenen
Subpopulationen der Monozyten von Patienten mit rheumatoider Arthritis (103). In deren Studie
korrelierte die A20-Expression in intermedidren Monozyten, denen eine proinflammatorische Rolle
zugeschrieben wird, negativ mit der Hohe der CCP-Antikoérper und jene in nichtklassischen Monozyten,
die eher antiinflammatorische Eigenschaften aufweisen, positiv mit dem
modifizierten Sharp-Gesamtscore (mTSS) (103). Auch in PBMCs von Patienten mit Hepatitis B und ihren
Komplikationen wurde die A20-mRNA-Expression bestimmt (105). Bei Patienten mit Leberzirrhose
korrelierte die A20-Expression positiv mit GOT und GPT sowie negativ mit Albumin, dem
Hamoglobinwert und der Thrombozytenzahl. Patienten mit Komplikationen der Leberzirrhose, wie
Varizenblutungen und Aszites, wiesen zudem hohere A20-Expressionsraten auf als Patienten mit
kompensierter Leberzirrhose (105).

Insgesamt zeigt die aktuelle Literatur demnach kein einheitliches Muster, wie sich das MaR der
A20-Expression in PBMCs und die Krankheitsaktivitat zueinander verhalten. Bei Patienten mit SLE und
Psoriasis scheint eine verminderte A20-Expression in PBMCs mit einem schwereren
Erkrankungsverlauf assoziiert zu sein. Bei der rheumatoiden Arthritis ist kein einheitliches Muster
erkennbar. Bei der Hepatitis B und ihren Komplikationen korreliert umgekehrt eine verstarkte
A20-Expression in PBMCs mit einer hoheren Krankheitsaktivitat (101, 103-105).

Zusammenhdnge zwischen der A20-Expression in PBMCs und Nierenerkrankungen oder
Nierentransplantation sind noch unzureichend untersucht. Hierzu konnten bisher nur Dietrich et al.
aus unserer Arbeitsgruppe erste Erkenntnisse gewinnen. In Bezug auf die A20-Expression in T-Zellen
zeigte sich bei Dietrich et al. eine positive Korrelation zwischen der A20-Expression in CD4+ Zellen und
dem Kreatininwert (5). Diese Korrelation konnte in der vorliegenden Studie jedoch nicht bestatigt
werden. Die in der vorliegenden Studie gefundenen Korrelationen in Bezug auf die A20-Expression in
T-Zellen lassen folgenden Schluss zu: Zunehmendes Patientenalter, steigende Kreatininwerte und
lange Ischamiezeiten gelten als Risikofaktoren fiir die Entwicklung von AbstoRRungsreaktionen und
Transplantatdysfunktion (89). Demnach sind die positiven Korrelationen dieser klinischen Parameter
mit der A20-Expression in T-Zellen Ausdruck eines erhohten Risikos fir eine Transplantatschadigung.
Somit kdnnte A20 als potenzieller Biomarker einer Transplantatschadigung dienen.

In der vorliegenden Studie korrelierte die A20-Expression in CD19+ Zellen negativ mit dem

Hamoglobinwert. Im Mausmodell ist die Defizienz von A20 in B-Zellen mit der Bildung autoreaktiver
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Zellen assoziiert und flihrt zu einer verstarkten Sekretion proinflammatorischer Zytokine (10, 29).
Daher wurden A20 in B-Zellen protektive Effekte gegenliber der Ausbildung von
Autoimmunphinomenen sowie der Bildung autoreaktiver Zellen zugewiesen (10, 29). Uber diesen
Mechanismus konnte A20 in B-Zellen die Alloreaktivitdt begrenzen. Die von uns beschriebene
Korrelation zwischen der Expression von A20 in B-Zellen und dem Hamoglobinwert kdnnte dadurch
bedingt sein, dass AbstoRungsreaktionen zu einer Verschlechterung der Transplantatfunktion fiihren
und diese wiederum oftmals mit einer Anamie einhergeht. Daher lassen unsere Ergebnisse den Schluss
zu, dass A20 in B-Zellen eine protektive Funktion auf die Transplantatfunktion zukommt.

Die Ursache der in der vorliegenden Studie beobachteten positiven Korrelation zwischen der
Thrombozytenzahl und der A20-Expression in CD4+ Zellen lasst sich nicht abschlieRend klaren. In der
Literatur existieren nur wenige Studien, welche die Funktion von Thrombozyten bei
Nierentransplantierten untersuchten oder einen Zusammenhang zwischen der Thrombozytenzahl und
der A20-Expression beleuchteten. Zwar ist eine Beeintrachtigung des hamostatischen Systems bei
Patienten mit chronischer Niereninsuffizienz allgemeiner Konsens, beziglich der absoluten
Thrombozytenzahl und der Prognose der chronischen Niereninsuffizienz besteht jedoch kein
eindeutiger Zusammenhang (106, 107). Ob ein kausaler Zusammenhang bei der von uns gefundenen
Korrelation besteht, oder es sich hierbei lediglich um einen inzidentellen Zusammenhang handelt, lasst

sich nicht abschlieBend beurteilen. Hierzu bleiben weitere Untersuchungen abzuwarten.

Zusammenfassend zeigen die Ergebnisse der FACS-Analyse eine verstdrkte A20-Expression in
CD4+ Zellen bei Patienten, die eine AbstolRungsreaktion entwickeln. Auch in der Korrelationsanalyse
mit klinischen Transplantationsparametern fanden sich Hinweise darauf, dass eine verstarkte
A20-Expression in T-Zellen einen Risikofaktor fiir eine Transplantatschadigung darstellt. Ein Anstieg der
A20-Expression in zirkulierenden T-Zellen kdnnte daher ein Kompensationsmechanismus sein, der
abstoBungsbedingte Gewebeschadigung begrenzt.

Dariber hinaus finden sich in dieser Studie Hinweise auf eine Abhangigkeit der A20-Expression von der
vorliegenden nephrologischen Grunderkrankung. Insbesondere Patienten mit Diabetes mellitus
scheinen A20 in zirkulierenden PBMCs reduziert zu exprimieren.

Insgesamt stellt sich die A20-Expression in der vorliegenden Studie nicht als unabhangiger Parameter
einer AbstoRungsreaktion dar. Um die A20-Expression in zirkulierenden CD4+ Zellen als sicheren
Biomarker einer AbstoRungsreaktion nutzen zu kdnnen, missten zunachst Effekte weiterer

Einflussfaktoren auf die A20-Expression untersucht werden.
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5.3 RT-gPCR und IHC: A20-Expression im Transplantatnierengewebe

Um den direkten Einfluss der A20-Expression auf das Transplantatnierengewebe naher zu beschreiben,
untersuchten wir abschlieRend die intrarenale A20-Expression auf transkriptioneller und auf
Proteinebene. Im Folgenden werden zunachst Stirken und Schwachen der von uns verwendeten

Methodik erortert, bevor die Ergebnisse in Bezug zu dhnlichen Studien gesetzt werden.
5.3.1 Diskussion der Methoden
5.3.1.1 RT-gPCR: A20-Gesamt-mRNA-Expression im Transplantatnierengewebe

Diese Untersuchung sollte klaren, ob Unterschiede der intrarenalen A20-Gesamt-mRNA-Expression bei
Patienten ohne, mit und nach einer stattgehabten AbstofRungsreaktion bestehen. In allen
3 Subgruppen konnte A20 mRNA erfolgreich nachgewiesen werden. Es bestanden Trends zu einer
verringerten A20-Gesamt-mRNA-Expression bei Patienten wahrend einer AbstoBungsreaktion und zu
einem Wiederanstieg der A20-Gesamt-mRNA-Expression nach stattgehabter AbstoRungsreaktion. Die
Unterschiede zwischen den Subgruppen erreichten jedoch keine statistische Signifikanz.
Die Vorziige der von uns gewahlten RT-qPCR-Methode liegen in der hohen Sensitivitat der Methode.
Demnach zeigen die Ergebnisse zuverldssig an, dass A20-mRNA im Nierengewebe in allen
3 Subgruppen exprimiert wird. Die relative Quantifizierung reduziert zudem die Varianz der
Expressionsanalyse (108). Einschrankungen der Aussagekraft ergeben sich allerdings durch die geringe
KollektivgroRe von n = 15 und die nochmals niedrigeren Fallzahlen von n =3, 4 und 8 in den jeweiligen
Subgruppen. Die Ergebnisse lassen daher nur eine deskriptive Bewertung zu. AuBerdem kénnte es im
Rahmen des Entparaffinierungsprozesses zu einem mRNA-Verlust gekommen sein, wodurch die
mRNA-Expression in unserer Studie eher falsch erniedrigt, als falsch erhoht ausfiele. Auch bleibt durch
Bestimmung der Gesamt-mRNA-Expression letztlich unklar, aus welchen Zellen die mRNA stammt. Es
ware winschenswert, wenn zukiinftige Untersuchungen unterschieden, ob die mRNA von
Tubulusepithelzellen, glomeruldren Infiltraten, intrarenalen Infiltraten oder Endothelzellen exprimiert

wurde.
5.3.1.2 IHC: A20-Proteinexpression im Transplantatnierengewebe

Im nachsten Schritt sollte die Frage geklart werden, ob signifikante Unterschiede in der intrarenalen
A20-Expression auf Proteinebene bei Patienten mit und ohne AbstoRungsreaktion bestehen. Einerseits
war das Protein A20 in Tubulusepithelzellen nachweisbar. Andererseits zeigte sich die A20-Expression
auf Proteinebene in intrarenalen Infiltraten bei Patienten mit AbstoRungsreaktion signifikant erhéht
im Vergleich zu Patienten ohne AbstolRungsreaktion.

Im Gegensatz zu den Ergebnissen der RT-qPCR ermoglichte es uns die Immunhistochemie, das Protein
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A20 im analysierten Gewebeabschnitt genau zu lokalisieren. So war eine unterschiedliche Verteilung
in intrarenalen Infiltraten und Tubulusepithelzellen auszumachen. Zudem ist unsere Studie mit einer
KollektivgroRe von n = 38 die bisher groRte im Vergleich zu weiteren Studien, welche die
A20-Expression immunhistochemisch im humanen Nierengewebe bestimmten (5, 36). Als Nachteile
dieser Methode sind die Abhangigkeit der Ergebnisse von der Untersucherkompetenz sowie die nicht
auszuschlielende Beeinflussung durch unkontrollierte Faktoren wie Belichtung und den ausgewahlten

Praparateausschnitt zu nennen.
5.3.2 Diskussion der Ergebnisse

Insgesamt existieren nur wenige Studien, welche die A20-Expression am humanen
Transplantatnierengewebe untersuchten.

Die immunhistochemischen Ergebnisse der vorliegenden Studie stitzen die Erkenntnisse der
Pilotstudie unserer Arbeitsgruppe, in der ebenfalls eine signifikant vermehrte A20-Expression in
intrarenalen Infiltraten bei Patienten mit AbstoRungsreaktion nachweisbar war (5). Sie ergdnzt um ein
groReres Kollektiv, wodurch die Reliabilitat der Ergebnisse verbessert wird. Auch Avihingsanon et al.
wahlten einen dhnlichen Versuchsaufbau, indem sie Transplantatnierenbiopsien bei Patienten mit und
ohne AbstoRungsreaktion auf A20-Gesamt-mRNA-Expression und immunhistochemisch auf
A20-Proteinexpression untersuchten (36). Im Gegensatz zu unseren Ergebnissen, deckten sich bei
Avihingsanon et al. die Ergebnisse auf transkriptioneller und auf Proteinebene. Weder auf mRNA- noch
auf Proteinebene war A20 bei Abwesenheit einer AbstoBungsreaktion nachweisbar. Im Falle einer
AbstolRungsreaktion kam es jedoch zu einem Anstieg der Expression, die bei akuten
AbstoRBungsreaktionen signifikant starker ausgepragt war als bei chronischen (36). Beziglich der
Diskrepanz zwischen der A20-Expression auf transkriptioneller und auf Proteinebene in der
vorliegenden Studie ist daher nochmals auf die geringe KollektivgroRe des zur PCR verwendeten
Materials zu verweisen, wodurch unsere PCR-Ergebnisse weniger zuverlassig sind. Eine Folgestudie am
humanen Transplantatnierengewebe von Avihingsanon sollte untersuchen, ob Zusammenhidnge
zwischen der A20-Gesamt-mRNA-Expression im Transplantatnierengewebe 15 Minuten nach
Nierentransplantation und der Entwicklung einer verzégerten Transplantatfunktion oder einer
AbstoRungsreaktionen bestehen (109). Mit zunehmender A20-mRNA-Expression stieg das Risiko einer
verzogerten Transplantatfunktion, nicht jedoch das einer AbstoBungsreaktion (109). In der
Zusammenschau weisen all diese Ergebnisse auf eine kurzfristige protektive Induktion von A20 als
Ausdruck akuter Transplantatschadigung unterschiedlichster Genese hin und sprechen fiir einen

unmittelbaren Anstieg der A20-Expression im Rahmen akuter AbstoRungsreaktionen.
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Zusammenfassend untermauern die Ergebnisse der Untersuchungen am Transplantatnierengewebe
die Hypothese, dass A20 im Rahmen von AbstoRungsreaktionen im humanen
Transplantatnierengewebe verstarkt exprimiert wird, um eine Inhibition der inflammatorischen
Signalwege zu verstarken. Zur genaueren Beurteilung der Funktion und Expression von A20 im Rahmen

anderer Formen der renalen Gewebeschadigung bleiben weitere Studien abzuwarten.
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6 Zusammenfassung

Die Nierentransplantation ist die erfolgversprechendste Therapieoption fir Patienten mit chronischer
Niereninsuffizienz im Stadium 5. Dennoch besteht nach Transplantation ein Risiko, das Transplantat
durch akute oder chronisch vermittelte immunologische Schadigung vorzeitig zu verlieren (2, 3).
Das Protein A20, ein zentraler Inhibitor des Transkriptionsfaktors NFkB, beeinflusst eine Vielzahl
immunologischer Signalkaskaden (4). Erste Untersuchung legen eine Assoziation zwischen der
Expression von A20 und dem AusmaR immunologischer Transplantatschadigung nahe (5). Dennoch ist
die Funktion von A20 im Kontext der chronischen Niereninsuffizienz, der Dialyse und der
Nierentransplantation noch weitgehend unklar. Ziel dieser Studie war es daher, die Funktion des
Proteins A20 vor und im Verlauf nach Nierentransplantation in zirkulierenden und intrarenalen Zellen
anhand eines reprasentativen Studienkollektivs ndher zu beleuchten.

Insgesamt wies das Studienkollektiv in Bezug auf die Alters- und Geschlechterverteilung, das Verhaltnis
von Leichennierentransplantationen und Lebendnierenspenden, die nephrologische
Grunderkrankung, kardiovaskuldre Risikofaktoren, Ischdamiezeiten und Komplikationen nach
Nierentransplantation groRe Ahnlichkeit mit der Gesamtheit der Nierentransplantierten in
Deutschland auf. In der FACS-Analyse zeigte sich eine signifikant vermehrte A20-Expression in
CD3+, CD4+, CD19+ und CD11b+ Zellen von Transplantierten und Dialysepatienten im Vergleich zu
Gesunden. Patienten, die innerhalb des ersten Jahres nach Nierentransplantation eine
AbstolRungsreaktion erlitten, exprimierten signifikant vermehrt A20 in CD4+ Zellen verglichen mit
Patienten ohne AbstoRungsreaktion. In Bezug auf die nephrologische Grunderkrankung war die
A20-Expression bei Patienten mit diabetischer Nephropathie in allen 4 Zellreihen signifikant
vermindertim Vergleich zur Subgruppe mit der héchsten A20-Expressionsrate. Die Korrelationsanalyse
erbrachte in Bezug auf die T-Zellen positive Korrelationen zwischen der A20-Positivitat in CD3+ Zellen
und dem Patientenalter sowie der A20-Positivitatin CD3+ Zellen 4 bis 7 Tage nach Transplantation und
dem Kreatininwert. In der Subpopulation der CD4+ Zellen war die A20-Positivitdt positiv mit der
warmen Ischamiezeit sowie der Thrombozytenzahl korreliert. Bezliglich der A20-Positivitat in B-Zellen
und dem  Hamoglobinwert bestand eine negative Korrelation. Im intrarenalen
Transplantatnierengewebe konnte A20 sowohl auf mMRNA-Ebene als auch auf Proteinebene erfolgreich
nachgewiesen werden. Die A20-mRNA-Gesamtexpression wies keine signifikanten Unterschiede bei
Patienten mit, ohne und nach stattgehabter AbstoRungsreaktion auf. Immunhistochemisch war A20
sowohl in Tubulusepithelzellen als auch in intrarenalen Infiltraten nachweisbar. Auf Proteinebene
zeigte sich die A20-Expression in intrarenalen Infiltraten bei Vorliegen einer AbstoBungsreaktion

signifikant vermehrt im Vergleich zu Patienten ohne AbstoRungsreaktion.
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Die Ergebnisse legen nahe, dass eine verstarkte A20-Expression in zirkulierenden T-Zellen auf ein
erhohtes AbstoRBungsrisiko hindeutet. Auch in intrarenalen Infiltraten wird A20 bei
AbstoRungsreaktionen induziert. Eine Induktion von A20 in diesen intrarenalen und zirkulierenden
Zellen bei drohenden oder vorliegenden Abstofungsreaktionen konnte daher ein
Kompensationsmechanismus sein, durch den abstoBungsbedingte Gewebeschadigung begrenzt wird.
A20 kann daher weiterhin als moglicher Biomarker einer AbstoRungsreaktion betrachtet werden.
Bevor A20 als sicherer und unabhangiger Biomarker einer AbstoRBungsreaktion in der klinischen
Betreuung von Patienten nach Nierentransplantation eingesetzt werden kann, missen zunachst
jedoch  Einflisse der nephrologischen  Grunderkrankung und nicht-immunologischer
Transplantatschadigungsmechanismen auf die A20-Expression geklart werden. Hierzu bleiben weitere

Studien abzuwarten.
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8 Anhang

8.1 Auflistung der verwendeten Materialien

8.1.1 Verwendete Laborgerate

Laborgerat Firma

Brutschrank Thermo Fisher Scientific Inc., USA
HERAcell 150i CO; Incubator

Einkanal-Pipetten Eppendorf AG, D
»Research” 0,5 - 10 ul
»Research” 10 - 100 ul
»Research” 100 - 1000 ul

FACSCalibur Becton-Dickinson, USA

Gefriertruhen Thermo Fisher Scientific Inc., USA
-80°C

Kihlschranke Liebherr Premium, D

Kihl-Gefrier Kombi Gerat

Mikroskop Carl Zeiss Microscopy GmbH, D
Axiophot mit ICS-Optik
Kamera: Aciocam MRC

NanoDrop™ Thermo Fisher Scientific Inc., USA

pH-Meter Wissenschaft-Technische Werkstatten
GmbH & Co KG, D
Modell inoLab pH Level

Pipetus® Hirschmann Laborgerate, D

Sterilbank Thermo Fisher Scientific Inc., USA
MSC Advantage

Thermocycler Roche Holding, CH

LightCycler 480/2, Software 1.5.1

Vortexer Heidolph Instruments GmbH & Co. KG, D
Modell Reax control

Waage Ohaus Europe GmbH, CH
ANALYTICAL Plus

Wasserbad LAUDA Dr. R. Wobser GmbH & Co. KG
Aqualine AL5

Zentrifugen Thermo Fisher Scientific Inc., USA

103



8.1.2 Verwendete Verbrauchsartikel

Artikel
Safety-Kaniile
Combitips
Deckglaser
EDTA-Monovetten
FACS Rohrchen
Gefrierréhrchen
Glaskivetten
Handschuhe
Hautantiseptikum

Mehrwegpipetten

Parafilm®

Pipettenspitzen

ReaktionsgefaRe
Serologische Pipetten
Stauschlauch

Tupfer (unsteril)

Zentrifugenrdhrchen
Multiwell-Platte

Multiwell-Platte

Art

21G

2,5ml

18 x 14,24 x 32,24 x50
9 ml

5ml

2 ml

Latex Einmalhandschuhe
alkoholisch

Research plus 0,5 -10 pl,
10 - 100 pl, 100 -1000 pl
“M” 4 in X 125 Ft. Roll
1000 pl blau, 200 pl gelb,
0,5 - 20 pl weiB
Safe-Lock Tubes, 0,5ml
5ml, 10 ml, 25 ml
autoklavierbar

4 x 5cm

15 ml, 50 ml
6 - Well
12 - Well

8.1.3 Verwendete Chemikalien und Reagenzien

Chemikalie/Reagenz
ABC-Complex Standard
Avidin/Biotin Blocking Kit
Aqgua dest.

BSA

DAB-Farbelosung

Deparaffinization Solution

Firma

Firma

SARSTEDT AG & Co. KG, D
Eppendorf AG, D
Menzel-Glaser, D
SARSTEDT AG & Co. KG, D
SARSTEDT AG & Co. KG, D
Greiner Bio-One GmbH, D
DWK Life Science GmbH, D
Carl Roth GmBH & Co. K, D
Schiilke & Mayr GmbH, D
Eppendorf AG, D

Pechiney Plastic Packaging Inc., USA

Sarstedt AG & Co., D
Eppendorf AG, D
Eppendorf AG, D

Greiner Bio-One GmbH, D
Prameta GmbH & Co. KG, D
Lohmann & Rauscher
GmbH & Co. KG, D

Greiner Bio-One GmbH, D
Greiner Bio-One GmbH, D
Greiner Bio-One GmbH, D

Vector Laboratories Inc., USA

Vector Laboratories Inc., USA
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Fresenius Kabi GmbH, D

Bovine Serum Albumine,

Serva Elektrophoresis GmbH, D

3,3‘-Diaminobenzidin,

Vector Laboratories Inc., USA

Qiagen, D, Kat.-Nr. 19093



Desinfektion Schiilke & Mayr GmbH, D

DMSO Dimethyl Sulfoxide, Sigma-Aldrich Co., D
Ethanol Honeywell Inc., USA

FC-Block (Human TruStain FcX) BiolLegend, D

FCS Fetales Kadlberserum, Pan - Biotech GmbH, D
Ficoll® GE Healthcare, USA

H,0; Carl Roth GmbH & Co. K, D

NaNj; Merck KGaA, D

Natriumcitrat Merck KGaA, D

KHCO3 Merck KGaA, D

Na,EDTA GERBU Biotechnik GmbH, D

NH.CI Merck KGaA, D

Mayer’s Hamalaunl6sung AppliChem GmbH, D

Methanol Carl Roth GmbH & Co. KG, D

Permount Mounting Media Fisher Scientific Inc., USA

PBS Dulbecco’s Phosphate Buffered Saline

Sigma-Aldrich, USA

QuantiTect SYBR Green RT-PCR-Kit Qiagen, Kat.-Nr. 204245

Rabbit Serum (Normal) DAKO Corporation, USA
RNeasy-FFPE-Kit Qiagen, D, Kat.-Nr. 73504
RPMI-Medium Roswell Park Memorial Institute (RPMI)-

Medium Gibco™ Invitrogen Corporation, USA

RNase freies Wasser Qiagen, D
Saponin Sigma-Aldrich Co., D
Xylol Carl Roth GmbH & Co. KG, D
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8.1.4 Verwendete Puffer und Lésungen

Puffer/Losung
ACK-Lyse Puffer

Blocking Solution

Blocking Solution

Citrat-Puffer

DAB-Farbel6sung

FACS-Puffer

Fix/Perm Puffer

Zusammensetzung

Ammoniumchlorid-Kalium Lysepuffer

8,29 g NH4CI (0,15 M)

1 g KHCO3 (10 mM)

37,2 g Na,EDTA (0,1 mM)

Die hier angegebene Menge der Salze wird abgewogen. Dann wird
durch Titration mit 0,1 molarer HCl der pH-Wert der Losung auf
7,2 - 7,4 eingestellt. Danach wird die Losung bis zu einem Volumen
von 1000 ml mit destilliertem Wasser aufgefiillt und unter dem
sterilen Abzug durch einen 0,2 um Filter filtriert. Die Losung wird bei
Raumtemperatur verstaut.

Methanol

3 % H,0,

5 % Rabbit Serum (Normal)

10 % BSA

in1xPBS

2,94 g Natriumcitrat

1000 ml Aqua dest.

Der pH-Wert wird auf 6,0 eingestellt mit 1 molarer HCI

2 Tropfen 3,3‘-Diaminobenzidin (DAB)

1 Tropfen H,0,;

1 Tropfen Puffer

in 2500 ul Aqua dest.

5 % Fetales Kalberserum (FCS)

0,09 % NaNs

in PBS (1x)

206,25 ml PBS

12,5 ml 5 % FCS (Fetales Kalberserum)

0,25 g NaN3 (0,09 %)

Zu dieser Fix/Perm Losung werden 31,25 ml von folgender, bereits
vorbereiteter Losung, gegeben: 32 g Paraformaldehyde (4 % weiRes
Pulver, nur bei 56°C I6slich) in 100 ml PBS, was sich nach

1 - 2 Stunden bei 56 - 60°C auf dem Warmeschittler 16st.

AbschlieBend werden noch 1,25 g Saponin (0,5 %) dazu gegeben.
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Gefriermedium

PFA1 %

Saponin Puffer

Waschpuffer

Roswell Park Memorial Institute (RPMI)-Medium

10 % FCS

10 % DMSO

Unter dem sterilen Abzug werden zu dem RPMI-Medium 10 % FCS
und 10 % DMSO gegeben. Die Lésung wird bei 4°C gelagert.

1g Paraformaldehyd in 100 ml PBS I6sen. Dafiir wird die Losung
mithilfe eines Rihrfisches fir 3 - 4h auf der Heizplatte bei 60°C
vermischt bis sie klar wird. Dann lasst man die Lésung abkihlen und
stellt sie auf einen pH von 7,4 ein.

237,5 ml PBS (1x)

1,25 g Saponin

12,5 ml FCS

0,25 g NaN3

1000 ml PBS

1gBSA
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8.1.5 Verwendete Primer

Primer

QuantiTect Primer Kit ,humanes beta-Actin“

QuantiTect Primer Kit ,humanes N2A“

8.1.6 Verwendete Antikorper

FACS

IHC

Antikorper
CD4 FITC
CD11b APC
CD19 APC
CD206 APC
CD4 APC
CD16 FITC
CD14 PE
CD11b PE
CD3 PerCP
A20 FITC (TNFAIP3)

Isotyp FITC/sek. AK (goat anti rabbit IgG Dylight 488)

IL-10 PE (rat anti-human)

Human Th1/Th2/Th17 Phenotyping Kit

Human Th17/Treg Phenotyping Kit
goat anti-human-TNFAIP3 (A20)

Biotinylated rabbit anti-goat
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Firma
Qiagen, D, Kat.-Nr. QT01680476
Qiagen, D, Kat.-Nr. QT00041853

Firma

BD Biosciences, USA, Kat.-Nr. 555346
BD Biosciences, USA, Kat.-Nr. 550019
BD Biosciences, USA, Kat.-Nr. 555415
BD Biosciences, USA, Kat.-Nr. 550889
BD Biosciences, USA, Kat.-Nr. 555349
BD Biosciences, USA, Kat.-Nr. 555406
BD Biosciences, USA, Kat.-Nr. 555398
BioLegend, D, Kat.-Nr. 101208

BD Biosciences, USA, Kat.-Nr. 563887
Abcam®, USA, Kat.-Nr. ab 92324
Abcam®, USA Kat.-Nr. ab 96899

BD Biosciences, USA, Kat.-Nr. 559330
BD Biosciences, USA, Kat.-Nr. 560751
BD Biosciences, USA, c 560762
Abcam®, USA, Kat.-Nr. 111192
Vector Laboratories Inc., USA

Kat.-Nr. BA-5000
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