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1 Einleitung

Die Transplantation von Nierenspenden ist eine etablierte Methode zur Behandlung von
Patienten mit terminaler Niereninsuffizienz. Im Jahre 2006 wurden in Deutschland bei 8473
Patienten, die auf ein neues Organ warteten, 2254 Leichennierentransplantationen und 522
Lebendnierentransplantationen durchgefiihrt.'”® Auf dem Gebiet der Nierentransplantation
konnten in den letzten Jahren immer bessere Ergebnisse in Bezug auf die Anzahl der
Rejektionen und das Ein-Jahres-Transplantatiberleben erzielt werden. Dies hangt unter
anderem mit der verbesserten immunsuppressiven medikamentdésen Therapie und der
besseren Uberwachung des Nierentransplantatempfangers zusammen.** %’ Ahnliche Erfolge
konnten aber noch nicht in Bezug auf den Langzeiterhalt der Nierentransplantate erzielt
werden.*” " 12 Die Fiinfiahresiiberlebensrate bei Leichennierenspenden liegt bei 71%'%,
eine andere Studie spricht von 88% bei Leichen- und Lebendnierenspenden®. Es bleibt
unklar, warum Patienten mit der gleichen HLA-Kompatibilitdt (HLA = human leucocyte
antigen) und der gleichen immunsuppressiven Therapie eine unterschiedliche Anzahl von
Rejektionen und zeitlich unterschiedliche Transplantatverluste erleben.?® % Wie wichtig die
Vermeidung von Rejektionen ist, zeigt eine Studie von Hariharan et al, die signifikante Unter-
schiede in Bezug auf die erwartete Uberlebenswahrscheinlichkeit eines Leichennieren-
transplantates ohne AbstoRungsreaktion von 17,9 Jahren und mit AbstoRungsreaktion von
8,8 Jahren ermittelte.*’

Die Rolle der immunregulatorischen Molekule bei der Transplantation wurde schon weit
erforscht. Beispiele sind die Untersuchung des Einflusses von Zytokinen und anderen

Faktoren im Transplantationsgeschehen® 77 91 94 105

oder die Erforschung der Gen-
expression in AbstoRungstransplantaten gegentber der in nicht abgestolenen Transplan-
taten®. Dagegen sind die Einfliisse der Polymorphismen der zytokinassoziierten Gene und
die damit verbundene unterschiedliche Expression der Zytokine in Bezug auf den Langzeit-
verlauf nach Nierentransplantation noch weitgehend unklar. Es gibt wenige Studien zu dieser
Fragestellung.®* ®* '°' Die meisten Autoren haben sich allein auf die akute AbstoRungsrate
und nicht auf das Langzeitliberleben der Nierentransplantate konzentriert und zeigen
teilweise widerspriichliche Resultate. So konnten in einigen Studien Wechselwirkungen

76, 83, 88

aufgezeigt werden” , andere Untersuchungen haben keinen Zusammenhang

34, 58, 65, 90, 95 121

feststellen konnen” Die Studien basierten meistens auf kleinen

Patientengruppen.



1.1 Die Rolle von Zytokinen und ihrer Genpolymorphismen bei der
Nierentransplantation

Das Immunsystem wird durch eine Reihe von Zytokinen reguliert, die die Zellaktivierung,
—differenzierung und —funktion beeinflussen. Zytokine werden durch eine Vielzahl von Zellen,
darunter Lymphozyten, antigenprasentierende Zellen, Parenchymzellen und verschiedene
Zellarten der Niere gebildet. Der genaue Mechanismus, der die Zytokinexpression reguliert,
ist noch in Erforschung. Es scheint, dass verschiedene Zellen auf gleiche Stimulierung
unterschiedlich reagieren und dass ihre Antwort abhangig vom Zelltyp und der unmittelbaren

t.13

Umgebung ist.”” Mehrere Studien haben nachweisen kénnen, dass die Anzahl der Zytokine,

die auf einen definierten Reiz hin gebildet werden, durch Genregulierung bestimmt wird.?" 3
%4.98. 12 |n den letzten Jahren haben Genstudien Polymorphismen in Promoterregionen von
Genen des Menschen aufgedeckt, die Schlisselzytokine mit Einfluss auf die
Zytokinproduktion kodieren."” ?"-*" Drei dieser Genpolymorphismen wurden in der vorliegen-

den Studie untersucht.

1.1.1 Interleukin-10

Interleukin-10 (IL-10) gilt als pleiotropes Zytokin, das weitreichende immunmodulatorische
Eigenschaften aufweist. IL-10 bremst im gesunden Kérper Abwehrreaktionen. Produziert
wird es von Ty2-Helferzellen, aktivierten Monozyten und Mastzellen. Anfangs als
,cytokinsynthese-inhibition-factor® (CSIF) bezeichnet, wurde IL-10 spater als Produkt von
Th2-Zellen charakterisiert, das die Bildung von Interferon-y, IL-2, IL-3 und TNF-B durch Th1-
Zellen einschrankt.”® *® Ferner hemmt es die pro-inflammatorischen Zytokine TNF-a., IL-1,
IL-6 und IL-8.%* **IL-10 vermindert die Oberflachen-Expression von MHC Klasse |l Molekiilen
auf einer Vielzahl von antigenprasentierenden Zellen."” ?° All dies filhrt zu einer verminderten
Antigen-induzierten T-Zellproliferation der CD4+ T-Zellen. IL-10 ist ein Protein von 160
Aminosauren Lange. Die Menge an IL-10, die auf einen bestimmten Reiz hin freigesetzt wird,
ist genetisch festgelegt.

Das IL-10-Gen liegt auf dem Chromosom 1. Es wurden bisher drei Punktmutationen des
IL-10-Gens erforscht. Sie liegen auf den Positionen —1082G/A, —819C/T und -592C/A." Die
Punktmutation auf Position —1082 des IL-10 Gens beinhaltet eine Substitution von Guanin
durch Adenosin. Sie konnte in Zusammenhang mit einer niedrigeren IL-10 Produktion in

vitro'® und in vivo®® 192

gebracht werden. Der IL-10 —1082 Genpolymorphismus besteht aus
drei Genotypen mit dazugehoérigen Phanotypen: GG (high producer), GA (middle/low

producer), AA (low producer).



Bei der Herz- und der Lebertransplantation konnte dem IL-10 —1082 A Polymorphismus, dem
so genannten ,low producer® Typ, eine geringere Transplantatiberlebenszeit als dem ,high

producer” IL-10 —1082 G zugeschrieben werden % 198113

1.1.2 Tumornekrosefaktor-a

Der Tumornekrosefaktor-a. (TNF-a) wurde erstmals im Zusammenhang mit seiner Fahigkeit
der Zytotoxizitdt und Zytolyse von Tumorzellen entdeckt. TNF-a, auch Cachektin oder
cytotoxic factor (CF) genannt, ist ein nicht glykosyliertes Protein mit einer Lange von 17 kDa
und 157 Aminosauren. TNF-a wird unter anderem von aktivierten Makrophagen, Monozyten,
T-Zellen und Natural-Killer-Zellen nach Stimulation durch Lipopolysaccharide produziert.
CD4+ T-Zellen produzieren TNF-a, CD8+ T-Zellen nicht oder kaum. Die TNF-o Produktion
hilft bei der Eindammung von lokalen Infektionen, da sie bei einer Entziindungsreaktion friih
aktiviert wird. TNF-a bringt dabei eine Kaskade von weiteren Mediatoren wie Interferon-y,
IL-6 und IL-10 hervor.*® TNF-o hat Einfluss auf die Regulation und Proliferation von T- und B-
Zellen. Er aktiviert Granulozyten und Makrophagen, hat koagulatorische Wirkung auf
Endothelzellen und beeinflusst den Angiogenesefaktor. Weiterhin spielt der Faktor eine Rolle
bei der Hemmung des Fett-, Knorpel- und Leberstoffwechsels. TNF-a hat die Fahigkeit zu
Zytotoxizitat und Zytolyse zahlreicher Tumorzellen und verursacht Fieber.

Das TNF-a Gen hat eine Lange von 3,6 kb. Es liegt in der Klasse Il Region des MHC (major
histocompatibility complex) auf dem kurzen Arm des Chromosom 6 von 6p23 bis 6q12. Die
biologische Aktivitdt von TNF-a. und seine Genlokation im MHC machen ihn interessant
bezuglich Erkrankungen und Prozesse, die in Zusammenhang mit dem MHC und
inflammatorischen Vorgangen stehen.®’

Eine Punktmutation in der Promoterregion des TNF-o auf Position —308 (Austausch von
Guanin durch Adenosin, —308G/A-Polymorphismus) wurde erstmals von Duff et al.
entdeckt.""” Das A-Allel konnte dabei in Zusammenhang mit einer sechs- bis siebenfach

erhdhten Transkriptionsleistung® ' '8 19

und einer erhohten in vitro Ausschittung von
TNF-a.'® gebracht werden. Im TNF-o. —308G/A-Genpolymorphismus gibt es folgende Geno-
und Phanotypen: AA (high producer), GA (high producer) und GG (low producer). Der TNF-a.
—308G/A-Polymorphismus ist die am haufigsten und am weitesten erforschte Genvariation.
Der high producer Typ (GA und AA) konnte mit akuten AbstoRungsreaktionen bei Herz-" 1%

und Lebertransplantationen® in Zusammenhang gebracht werden.



1.1.3 Interleukin-6

Interleukin-6 (IL-6) wird unter anderem von stimulierten Monozyten, Makrophagen, Endo-
thelzellen, glatten Muskelzellen, Lymphozyten und Mastzellen produziert. Es fordert das
Wachstum von Plasmazellen und hat sowohl pro-inflammatorische als auch anti-
inflammatorische und immunsuppressive Eigenschaften. IL-6 beeinflusst inflammatorische
Prozesse durch Eingreifen in die Synthese und Bioaktivitdt der pro-inflammatorischen
Zytokine. Es hat sich gezeigt, dass IL-6 die TNF-a-Synthese unterdriicken kann'?? und die
Freisetzung von IL-1 und TNF-Antagonisten wie IL-1 ra hervorrufen kann.'” Es ist ein aus
184 Aminosauren bestehendes Protein.

Das IL-6-Gen liegt auf dem Gen 7 p21-p14. Der Polymorphismus in der Promoterregion des
IL-6-Gens, der eine Substitution von Cytosin durch Guanin auf Position 5/-174 (-174G/C-
Polymorphismus) beinhaltet, konnte in Zusammenhang mit einer modifizierten in vitro und in
vivo Produktion von IL-6 gebracht werden.?” '** Das C-Allel steht in Zusammenhang mit
einer niedrigeren in vitro und in vivo Produktion von IL-6. Die Ermittlung der mittleren
Produktionsrate ermdéglichte eine Einteilung in eine high producer Gruppe mit dem Genotyp
GG, eine intermedidre Gruppe GC und einen low producer Typ mit dem Genotyp CC.%" In
einer Studie zum IL-6 —174G/C-Genpolymorphismus konnte bei dem low-producer CC und
GC ein protektiver Einfluss auf das Langzeitiiberleben von Nierentransplantaten festgestellt
werden.”® Andere Studien konnten diesen Einfluss nicht bestétigen' 3¢ 4% €58 hzw. kamen

zu einem gegenteiligen Ergebnis®.

1.2 Fragestellung und Zielsetzung

Die vorliegende Studie beschaftigt sich mit dem Einfluss der IL-10 —1082G/A-, TNF-a
—308G/A- und IL-6 —-174G/C-Genpolymorphismen auf den Langzeitverlauf von Nieren-
transplantaten. Dazu untersuchten wir eine Patientengruppe von 224 Patienten, die im
Zeitraum von 1998 bis 2001 in der Heinrich-Heine-Universitatsklinik Dusseldorf ein
Nierentransplantatat erhielten. Es wurde versucht einen mdglichen Zusammenhang
zwischen den Genpolymorphismen und der Haufigkeit von akuten Rejektionen und
chronischen AbstoRungsreaktionen aufzudecken. Durch das Feststellen genetischer
Risikofaktoren konnte in Zukunft ein individuelles Risikoprofil der Patienten erstellt und mit

einer abgestimmten immunsuppressiven Therapie darauf reagiert werden.



2 Patienten und Methoden

2.1. Studiendesign
Aufgabe der vorliegenden Arbeit war die Untersuchung von Nierentransplantatempfangern
auf Genpolymophismen des IL-10-, TNF-a- und IL-6-Gens. Fur jeden Patienten wurden
Stamm- und Verlaufsdaten aus Patientenakten und Arztbriefen erhoben.
Als Stammdaten:

o Alter (zum Zeitpunkt der Transplantation)

e Geschlecht

e Grunderkrankungen vor/nach der Transplantation

¢ Diabetes mellitus (IDDM/NIDDM)

¢ Manifeste kardiovaskulare Erkrankungen

e Zugrundeliegende Nierenerkrankung

e Zeitraum der Dialysetherapie bis zur Transplantation

¢ Art der Dialyse (Hadmodialyse, Peritonealdialyse)

o HLA-Muster von Empfanger und Spender und Anzahl der HLA-mismatches

o Kalt- und Warmischamiezeit des Transplantats

e Anzahl der Transplantationen

Als Verlaufsdaten im Zeitraum von 1, 3, 6, 9, 12, 18, 24, 30, 36, 42, 48, 54, 60, 66 Monaten:

¢ Serumkreatininspiegel, Harnstoff, CRP, Fibrinogen, Gesamteiweil}, Albumin

e Endogene Kreatininclearance (ECC), Proteinurie (Einfachmessung und im 24h-Urin)

e Anzahl und Schweregrad von AbstoRungsreaktionen, steroid-resistent oder steroid-
sensibel

¢ histologische Untersuchung der AbstoRungsreaktion: reversibel oder irreversibel

o Art der Immunsuppression: Cyclosporin A (CsA), Tacrolimus, Mycophenolatmofetil
(MMF), Steroide, Antithymozytenglobulin (ATG)

o Zytomegalievirusinfektion, Immunisierungsstatus bei Transplantation

e Uberlebensdauer des Transplantats, d. h. Dauer bis zur erneuten Dialysepflicht

e Ursache im Falle eines Transplantatverlustes

e Patient verstorben, Ursache

Zum Endpunkt der Datenerfassung wurden eine erneute Dialysepflichtigkeit, der Tod oder

das Ende des Bebachtungszeitraumes (31.12.2003) bestimmt.



Einschlusskriterien der Studie waren eine Funktionsaufnahme der Transplantatniere
innerhalb von drei Monaten nach Transplantation ohne Dialysepflichtigkeit und eine

Datenerfassung Uber einen Zeitraum von mindestens sechs Monaten.

2.2 Patienten
Im Zeitraum vom 01.01.1998 bis 31.12.2001 wurden in der Universitatsklinik Disseldorf 298

Nierentransplantationen durchgefiihrt. Von den 235 Leichennieren- und 63 Lebendspende-
transplantierten wurden n=224 Patienten in die Studie aufgenommen (175 Leichennieren-
und 49 Lebendnierentransplantierte). Von den nicht in die Studie aufgenommenen Patienten
hatten 13 Patienten innerhalb von drei Monaten nach Transplantation keine Funktions-
aufnahme, 15 Patienten waren zum Zeitpunkt der Genotypisierung verstorben, so dass keine
Blutprobe entnommen werden konnte und 46 Patienten waren nicht erfassbar, da sie nicht

mehr in der Nephrologischen Ambulanz der Universitatsklinik Disseldorf betreut wurden.

2.3 Kontrollgruppe

Um Hinweise auf den mdglichen Einfluss bestimmter Genpolymorphismen und damit
veranderter Zytokinexpression schon bei Nierengrunderkrankungen zu erkennen, bedurfte
es einer Kontrollgruppe. Diese Kontrollgruppe setzte sich aus 100 nierengesunden
Freiwilligen, hauptsachlich Mitarbeitern der Universitatsklinik Disseldorf zusammen. Die
Genotypisierung wurde bei 55 Frauen und 45 Mannern durchgefiihrt bei denen

anamnestisch und klinisch eine Nierenerkrankung ausgeschlossen werden konnte.

2.4 Laborbestimmungen

2.4.1 Laborbestimmungen allgemein

Im Nephrologischen Labor wurde mit labortechnischen Standardmethoden das Kreatinin im
Serum und Urin und die Endogene Kreatininclearance (ECC) bestimmt. Die Kreatinin-
bestimmung erfolgte lber die Jaffé-Reaktion ohne Enteiweilung. Die ECC wurde daraus auf
die Korperoberfliche der Patienten bezogen berechnet und in ml/min pro 1,73 m?
angegeben. Da nicht bei allen Patienten die vom Labor berechnete ECC aus 24h-Urin

vorlag, wurde sie zusatzlich durch die Formel nach Cockroft und Gault berechnet:

Endogene Kreatininclearance (ml/min) _ (140 -Alter) x Kérpergewicht (kg)
fur Manner

72 x Kreatinin im Serum (mg/dl)

Endogene Kreatininclearance (ml/min)
fur Frauen

(140 -Alter) x Koérpergewicht (kg)
72 x Kreatinin im Serum (mg/dl)

= 0,85 x



2.4.2 Materialgewinnung

Den teilnehmenden Patienten der Studie wurde vendses Blut abgenommen und mit ACD

(Acid Citrat Dextrose; Acidum citricum purum 2,5%, Dextrose 2,5%, Natrium citricum 2,16%,

BD Vacutainer Systems, UK) versetzt. Die so behandelten Proben wurden steril bei -20°C

tiefgefroren.

2.4.3 DNA-Praparation

Mit Hilfe des QUlIamp DNA-Blood Mini-Kit 09/2001 (QUIAGEN, Hilden) konnte die DNA aus

dem ACD-Vollblut extrahiert werden. Die Praparation setzte sich aus mehreren Schritten

Zusammen.

1.

Im ersten Schritt, der Lyse, wurde in 1,5 ml Eppendorf Pipetten 200ul aufgetautes
ACD-Vollblut mit 20l aufgeloster Protease und 200ul Puffer AL versetzt. Diese
Mischung wurde sofort fur 15 Sekunden auf dem Vortexer vermischt und an-
schlielend bei 56°C im Wasserbad inkubiert. Nach kurzem Anzentrifugieren wurden

200pl Ethanol zugegeben und abermals mit Hilfe des Vortexer bearbeitet.

In einem zweiten Schritt erfolgte eine Reinigung der DNA. Hierzu wurde das Gemisch
vorsichtig auf Saulen pipettiert und eine Minute bei 8000rpm (6000 x g) Raum-
temperatur zentrifugiert (Eppendorf 5417 R, Hamburg). Durch die vorbereitende
Pufferung im Lyseschritt konnte die DNA an der QUlamp-Silicagel Membran in den
Saulen binden. Proteine und andere Stoérfaktoren durchliefen die Membran und

wurden mit dem Filtrat verworfen.

In zwei weiteren Reinigungsschritten wurde die an der QUlamp Membran gebundene
DNA mit zwei verschiedenen Puffern (AW 1 und AW 2) gewaschen, um noch
vorhandene Kontaminationen zu beseitigen. Dazu wurde jeweils 500l Puffer auf die
Saulen gegeben und anschliefend bei 8000rpm (6000 x g) Raumtemperatur
zentrifugiert und das Filtrat verworfen. Eine weitere Zentrifugation der S&ulen bei
14000 rpm (20000 x g) Raumtemperatur fir zwei Minuten vermied die Bildung von

Flussigkeitsresten.

Es folgte eine Inkubationszeit von funf Minuten. Dazu wurden die Saulen in eine 1,5

ml Eppendorf Pipette gesetzt und mit 50ul Puffer AE zur Elution der DNA versetzt.

Die folgende Zentrifugation von 8000 rpm (6000 x g) Raumtemperatur ermdglichte
den Ubertritt der gelésten DNA in das Eluat. Die S&ulen wurden anschlieend

entsorgt.



6. Zur Kontrolle der DNA-Konzentration und der DNA-Reinheit wurden die Proben im
Spektrophotometer (Gene Quant, Pharmacia Biotech, Cambridge, England) ge-
messen. Fur die Messung musste die DNA mit Aqua dest. verdinnt und gegen einen
Leerwert bei 260 und 280 nm Wellenlange gemessen werden. Die DNA-
Konzentration konnte aus der Absorption bei 260 nm berechnet werden.
Durchschnittlich 8ug DNA (3-24ug) konnten aus 200ul Vollblut gewonnen werden.
Die DNA-Reinheit wurde durch die Relation Az zu Aggo Nachgewiesen.

7. Die Lagerung der DNA erfolgte kurzfristig bei +4°C und langfristig bei -20°C.

2.4.4 Genpolymorphismen

2.4.4.1 Interleukin-10 —1082G/A-Genpolymorphismus

Laborbestimmung

Fur die Bestimmung des IL-10 —1082-Genpolymorphismus wurden zwei Fragmente aus 258
Basenpaaren mittels PCR vervielfaltigt.2> Dazu wurden die beiden Allele durch jeweils eigene
PCR Amplifikationen einzeln bestimmt.

Als Primer wurden bendtigt: antisense: 5° CAGTGCCAACTGAGAATTTGG 3" und sense
primer: G-Allel spezifische PCR: 5° CTACTAA GGCTTCTTGGGAG 3°, A-Allel spezifische
PCR: 5" ACTACTAAGGCTTCTTGGGAA 3" (MWG Biotech AG, Ebersberg).

PCR-Protokoll

Das Reaktionsgemisch bestand aus:

DNA: 2ul Extraktionsprodukt (durchschnittlich 0,02 ug DNA)
10fach PCR-Puffer: 5ul

MgCl,: 2,2 mmol

dNTP: 0,2 mmol

sense-Primer B-Aktin: 1,5pmol

antisense-Primer B-Aktin: 1,5 pmol

sense-Primer 1082 G : 20pmol

antisense-Primer 1082: 20pmol

Platinum Taq Polymerase 1082 (invitrogen, USA): 1,2 Units
H,O-DEPC



Die anschlieRende Bearbeitung im Thermocycler beinhaltete:

Vordenaturierung: 5 min bei 94°C
Und anschlielend 30 Zyklen von:

1. Schritt: Denaturierung: 30 sec bei 95°C

2. Schritt: Hybridisierung (Primeranlagerung): 40 sec bei 65°C

3. Schritt:  Amplifikation (Polymerisierung): 1 min 10 sec bei 72°C
Endamplifikation: 7 min bei 72°C

Zur internen Kontrolle wurde gleichzeitig in jeder Probe eine 661 bp lange Sequenz von

B-Aktin polymerisiert.

Gelelektrophorese

Die kombinierte Agarose Gelelektrophorese beider PCR Produkte ermdglichte die
Bestimmung der —1082G/A Genotypen. Dazu wurden 15 uyl des PCR-Produkts mit 3 pl
Orange G zum Anfarben vermischt und in ein 1,5% Agarose-Gel (versetzt mit Ethidium-
bromid) gegeben. Die Elektrophorese erfolgte in 50fach verdinntem TAE-Puffer (0,04M Tris
(FW 121,1) + 0,02M Essigsaure 100% + 0,5M EDTA pH 8,0 ad 1000ml Aqua dest.).

Mit UV-Licht wurden die Banden sichtbar gemacht und fotografisch festgehalten. Die Lange
der Fragmente konnte im Vergleich mit einem Langenstandard Marker VIII (19-1114bp,
Roche Diagnostics, Mannheim) festgelegt werden. G- und A-Allel hatten je eine Bande bei
258 Basenpaaren (Abb. 1).

} -— 1114 bp
G-Allel — e —— S — — — — — — — _"—692bp
spezifische PCR = = . 320bp
ey ~Tore - R — - - - —~— 242 bp
258 bp
A-Allel ——————-—-—-—_-——_————— prd

spezifische PCR = e - —

AA GA GG neg Marker

Abb. 1: IL-10 —1082G/A-Polymorphismus: PCR-Produkte in der Elektrophorese, G-Allel bei 258bp oben,
A-Allel bei 258bp unten; interne Kontrolle mit B-Aktin 661 bp.



2.4.4.2 Tumornekrosefaktor-o —308G/A-Genpolymorphismus

Laborbestimmung

Der Genpolymorphismus wurde durch Amplifikation eines 107 Basenpaare langen
Fragments des TNFa-Gens mittels Polymerasekettenreaktion (PCR) bestimmt.?°

Als primer dienten 30 pmol sense-primer 5’ AGGCAATAGGTTTTGAGGGCCAT3’ und
antisense-primer 5 TCCTCCCTGCTCCGATTCCG3" (MWG Biotech AG, Ebersberg,
Deutschland).

PCR-Protokoll

Das Reaktionsgemisch bestand aus:

DNA: 1ul Extraktionsprodukt (durchschnittlich 8 ug DNA)
10fach PCR-Puffer: 5ml

MgCl,: 1,5 mmol

dNTP: 0,2 mmol

(Mischung aus den Desoxynukleotidtriphoshaten dTTP, dCTP, dGTP, dATP, Roche Diagnostics, Mannheim)
sense-Primer: 30 pmol

antisense-Primer: 30 pmol
Hot Star Taq Quiagen 1,2 Units

(thermostabile DNA-Polymerase gewonnen aus dem Thermus aquaticus, Quiagen, Hilden)

H,O-DEPC

Die anschlieRende Bearbeitung im Thermocycler beinhaltete:

Vordenaturierung 15 min bei 95°C
Und anschlieRend 30 Zyklen von:
1. Schritt: Denaturierung: 40 sec bei 95°C
2. Schritt: Hybridisierung (Primeranlagerung): 40 sec bei 65°C
3. Schritt: Amplifikation (Polymerisierung): 40 sec bei 72°C
Endamplifikation: 5 min bei 72°C

Durch eine anschlieRende Restriktion mit Endonuklease NCO | wurde das 107 bp lange
PCR-Produkt bei Anwesenheit des TNF 2-Allels in zwei Fragmente von 87bp und 20 bp
geschnitten.

PCR-Produkt: 254l

NE-Puffer 4: 0,5ul NCO |

H.O

Restriktion: 3h bei 37°C im Hybridofen bzw. Thermocycler
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Gelelektrophorese

Zur elektrophoretischen Auftrennung der Amplifikate wurden 15 pl des Restriktions-
Produktes mit 3 pl Orange G zum Anfarben versetzt. Danach wurden sie in ein 2%
Metaphor-Gel gegeben, das mit Ethidiumbromid (Roche Diagnostics, Mannheim, 0.05 ug/ml
pro Gel) versetzt war. Ethidiumbromid ist ein Fluoreszenzfarbstoff, der unter UV-Anregung
sichtbar gemacht wird. Die Elektrophorese erfolgte in TBE-Puffer 10fach verdinnt [(89mM
Tris-vorate pH 8,3, 108g TRISMA Base FW 121,1) + 2mM Na,EDTA (7,4g EDTA-dissodium
FW 372,3 ad 1000ml Aqua dest.)]. Nach Abschluss der Auftrennung wurden die Banden
mittels UV-Licht (312 nm, Herolab, Wiesloch) sichtbar gemacht und fotografisch
dokumentiert. Die Lange der produzierten Fragmente (G-Allel: 20 bp + 87 bp, A-Allel: 107
bp) lieRen sich durch Vergleich mit einem ebenfalls aufgetragenen Langenstandard (25 bp
DNA-Leiter, invitrogen Cat. 10597-011) bestimmen (Abb. 2).

107 bp
87bp l
150 bp—» l
100 bp—s _:::: :.--::::--:---------.-------—
Shp—
50 bp—> GG GA AA neg
Marker

Abb. 2: TNF-a —308G/A-Genpolymorphismus: PCR-Produkte in der Elektrophorese, G-Allel bei 20+87bp, A-Allel
bei 107 Basenpaaren.
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2.4.4.3 Interleukin 6 —174G/C-Genpolymorphismus

Laborbestimmung

Der IL-6 —174-Genpolymorphismus wurde bestimmt mittels PCR zur Amplifikation und
anschlieRender Restriktion mit der Endonuklease Lwe 1.2°
sense-primer 5-CAGAAGAACTCAGATGACTGG-3 und 5-GCTGGGCTCCTGGAGGGG-3’

antisense-primer (MWG Biotech AG, Ebersberg, Deutschland).

An Primern wurden dazu benétigt:

PCR-Protokoll

Das Reaktionsgemisch bestand aus:

DNA: 2ul Extraktionsprodukt (durchschnittlich 0,02 ug DNA)
10fach PCR-Puffer incl. MgCl, 1,5mmol: 5 pl

MgCl,: 2,2 mmol
dNTP: 0,2 mmol
3’ Primer: 20pmol
5’ Primer: 20pmol
Quiagen Hot Star Polymerase: 0,2 ul
H,O-DEPC

Die abschlieRende Bearbeitung im Thermocycler beinhaltete:

Vordenaturierung 15 min bei 95°C
AnschlieRend 37 Zyklen mit:

1. Schritt: Denaturierung: 45 sec bei 94°C

2. Schritt: Hybridisierung (Primeranlagerung): 45 sec bei 60°C

3. Schritt:  Amplifikation (Polymerisierung): 1 min 30 sec bei 72°C
Endamplifikation: 10 min bei 72°C

Anschlieend wurden je 25 yl des PCR-Produkts mit 4 pl Puffer Y’Tango (33mM Tris-acetat,
10 mM Magnesiumacetat, 66 mM Potassiumacetat, 0,1 mg/ml BSA (pH 7,9 at 37°C),
Fermentas GmbH, St. Leon-Rot, Deutschland), H,O und 2 Units Endonuklease Lwe |
(Fermentas GmbH) versetzt und 3 h bei 37°C in den Hybridofen gestellt. Nach 1,5 h bei 37°C
kamen abermals 1 Unit Lwe | pro Probe hinzu. Durch die Endonuklease wurde in den Fallen,
in denen das G-Allel vorlag, der 651 bp lange amplifizierte Genabschnitt in zwei Abschnitte

von 367 und 243 bp Lange geschnitten.
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Gelelektrophorese

Mittels Gelelektrophorese erfolgte die Bestimmung der IL-6—174G/C-Polymorphismen. Dazu
wurden 20 ul des Restriktionsprodukts mit 4 ul Orange G zum Anfarben vermischt und in ein
2% Agarose-Gel (versetzt mit Ethidiumbromid) gegeben. Die Elektrophorese wurde mit
50fach verdiinntem TAE-Puffer (0,04M Tris (FW 121,1) + 0,02M Essigsaure 100% + 0,5M
EDTA pH 8,0 ad 1000ml Aqua dest.) durchgefiihrt. Mit UV-Licht wurden die Banden sichtbar
gemacht und fotografisch festgehalten. Die Lange der Fragmente konnte im Vergleich mit
einer 100bp DNA-Leiter (peglab) bestimmt werden: G-Allel 367bp + 243bp, C-Allel 610 bp
(Abb. 3).

610 bp
' -"1* 367 bp
650 bp—» 1 ;' — l —_—
400 bp— e —
300 bp—=
243 bp
Marker CC GG GC neg

Abb. 3: IL-6—174G/C-Polymorphismus: PCR-Produkte in der Elektrophorese, C-Allel bei 610 bp, G-Allel bei 367bp
und 243bp.

2.4.5 Qualitatssicherung

Um bei den verschiedenen Bearbeitungsschritten eine Kontamination mit Fremd-DNA zu
verhindern, kamen mehrere Malhahmen zum Tragen. Nach grindlicher Hautdesinfektion
erfolgte das Asservieren Uber das Vacutainer System. Es herrschte wahrend der
Blutentnahme und aller weiterer Bearbeitungsschritte Handschuhpflicht. Zur weiteren
Prophylaxe trugen unterschiedliche Arbeitsplatze fir die DNA-Extraktion, die DNA-Messung
und die Verdiinnung, fur die PCR und fir die Elektrophorese bei. Die Pipettenspitzen waren
steril und gefiltert (Biozym, Oldendorf), auRer beim letzten Schritt der Elektrophorese. Um
eine Kontamination zu erkennen, gab es bei jeder PCR Negativ-Kontrollen. Zusatzlich
erfolgten parallel bei jeder Untersuchungsreihe interne Kontrollen mit allen
Allelkombinationen. Die Elektrophoresebilder wurden von zwei Untersuchern bewertet und

im Zweifelsfall wurde die Probe erneut bestimmt.
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2.5 Immunsuppressive Therapie nach Nierentransplantation

Die fur die Transplantation erforderliche Immunsuppression wurde in Protokollen festgelegt.
Die Protokolle sahen eine Basisimmunsuppression bei Leichennierentransplantation (Nicht-
Risikoempfanger und Hoch-Risikoempfanger), Lebendnierentransplantation (Nicht-Risiko-
empfanger/Verwandtentransplantation,  Nicht-Verwandtentransplantation,  HLA-Uberein-
stimmung <50% bzw. Hochrisiko-Lebendempfanger) und bei Transplantationen im Rahmen
des Eurotransplant-Senior-Programm vor. Hoch-Risikoempfanger wurden definiert als
Patienten mit Zweit- oder Mehrfachtransplantation und gesichertem vorangegangenem
immunologischen Transplantatverlust innerhalb der ersten sechs Monate nach Trans-
plantation und/oder Patienten mit praformierten zytotoxischen Antikérpern. Unabhangig von
der Basisimmunsuppression gab es ein Protokoll fir die Rejektionstherapie.

1. Leichennierentransplantation:

Die Therapie fir Nicht-Risikoempfanger setzte sich aus Steroiden, Cyclosporin A und
Mycophenolatmofetil zusammen.

Fir Hoch-Risikoempfanger wurde Antithymocytenglobulin zu einer Quadrupel-
Therapie erganzt.

2. Lebendnierentransplantation:

Die Therapie war identisch mit der Therapie bei Leichennierentransplantation,
begann jedoch bereits vor der Transplantation.

Zur Vierfachtherapie bei Risikokonstellation wurden IL-2-Rezeptor—Antikérper
gegeben.

3. Eurotransplant-Senior-Programm

Vierfachtherapie mit Steroiden, Cyclosporin A, Mycophenolatmofetil und IL-2-
Rezeptor—Antikorper.

4. Rejektionstherapie

Die erste Rejektion wurde unabhangig von der Basisimmunsuppression mit einer
Steroidstol3therapie behandelt, eine wiederholte Rejektion entweder mit Steroiden
oder in Einzelfallen bei Hinweisen auf eine vaskuldre Rejektion mit monoklonalen

Antikérpern OKT3 oder mit einer Umstellungstherapie auf Tacrolimus.
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2.6 Eurotransplant-Senior-Programm

Vor dem Hintergrund der zunehmenden Anzahl alterer Spender und Empfanger startete
Eurotransplant in Leiden 1999 das Eurotransplant-Senior-Programm (ESP). Das sogenannte
,Old for Old“-Programm ist ein Transplantationsprogramm speziell fir altere Menschen. Es
werden Organe von uber 65-jahrigen Spendern bevorzugt an Gber 65-jahrige Empfanger aus
derselben Region vermittelt. Diese regionale Organverteilung ermdglicht, dass der Nachteil
des alteren Organs durch die kurze Ischamiezeit, also die Zeit zwischen Organentnahme
und Transplantation, ausgeglichen wird. Ziele des ESP sind sowohl die Wartezeit fur die
alteren Menschen zu verringern, als auch eine effiziente Verwendung von alteren

Spenderorganen zu gewéhrleisten.’"°

2.7 Kalt- und Warmischamiezeit

Die Nierenspenden sind nach der Explantation unter anderem durch Odembildung,
intrazellulare Azidose und O,-Radikale gefahrdet. Dies versucht man zu verhindern, indem
man die Organspenden in speziellen Konservierungsldsungen bei 4°C lagert. Diese Zeit wird
als Kaltischamiezeit bezeichnet. Die Ischamietoleranz reicht bei Nieren bis zu 36 Stunden.
Die Zeitspanne zwischen der Abtrennung der Niere von der Durchblutung bis zum
Durchspllen mit der Konservierungslésung plus die Operationszeit bis zur Anlage der

Anastomose im Empfanger wird als Warmischamiezeit bezeichnet.

2.8 Statistik

Alle Daten wurden in Prozentsatzen oder Mittelwerten + Standardabweichung angegeben.
Daten der Gruppen wurden durch den Chi-Quadrat Test nach Pearson oder wo es angezeigt
war durch den exakten Test nach Fisher verglichen. Unterschiede in normalverteilten
Variablen wurden durch den Students T-Test oder den nichtparametrischen U-Test nach
Mann-Whitney berechnet. Die Variablen wurden in jeder Gruppe mit dem Kolmogorov-
Smirnov-Test fiur eine Stichprobe auf Normalverteilung getestet. Die beobachteten
Genotypverteilungen in der Patienten- und Kontrollgruppe wurden zum Ausschluss einer
Selektion mit den anhand des Hardy-Weinberg-Gesetzesi erwarteten Frequenzen verglichen.
Das Organlberleben der Nierentransplantate wurde nach Kaplan-Meier analysiert. Die
statistischen Analysen wurden mittels SPSS 11.0 (Statistical Package for Social Sciences,
SSPS GmbH, Minchen) durchgefiihrt. Alle Tests waren doppelseitig und

Wahrscheinlichkeitswerte p<0.05 wurden als signifikant erachtet.

iHardy GH. Mendelian proportions in a mixed population. Science 1908; 28:49-50
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2.9 Ethische Aspekte und Datenschutz

Die Patienten wurden vor Aufnahme in die Studie genau Uber das Studiendesign aufgeklart
und eine Blutentnahme erfolgte nach mandlicher Einverstandniserklarung des Patienten. Die
Patienten konnten auf Wunsch jederzeit aus der Studie austreten. Die erhobenen Daten und
Befunde wurden in anonymisierter Form elektronisch gespeichert und ausgewertet. Die
Bestimmungen des Datenschutzgesetzes wurden dabei eingehalten. Nach Abschluss der
Studie wurden die patientenbezogenen Daten geldscht.

Die Studie wurde von der lokalen Ethikkommission genehmigt (Nr. 2609/2005).
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3 Ergebnisse

3.1 Allgemeine Patientendaten

Die Studie umfasste 224 Patienten (91 Frauen und 133 Manner), die von 1998 bis 2001 in
der Heinrich-Heine-Universitatsklinik Dusseldorf nierentransplantiert wurden. Bei den
Studienteilnehmern lag innerhalb von drei Monaten nach Transplantation eine Funktions-
aufnahme der Transplantatniere vor und die Daten konnten tGber mindestens sechs Monate

nachvollzogen werden.

3.1.1 Nierengrunderkrankung und Dialysepflichtigkeit
Zu den haufigsten Ursachen der Niereninsuffizienz zahlten die Glomerulonephritis, die IgA-

Nephropathie und die polyzystische Nierendegeneration (Tabelle 1).

Tabelle 1: Nierengrunderkrankung und Ursache der terminalen Niereninsuffizienz, n=224.

Nierengrunderkrankung Haufigkeit %
Glomerulonephritis 47 21
IgA-Nephropathie 28 12,5
Polyzystische Nierendegeneration 27 12,1
Diabetische Nephropathie 12 54
Benigne Nephrosklerose 10 4,5
Nephritis 9 4
Andere (u.a. Alport Syndrom, Maligne Nephrosklerose) 41 18,3
Unbekannt 50 22,3

Vor der Nierentransplantation fuhrten 191 Patienten (85%) ein Hamodialyseverfahren durch,
28 Patienten (13%) eine Peritonealdialyse und vier Patienten (2%) wurden vor Einleitung der
Dialyse praemptiv transplantiert. Die durchschnittliche Dialysepflichtigkeit bis zur
Nierentransplantation betrug 5,0 £ 3,8 Jahre mit einer Spanne von unter einem Jahr bis zu
17 Jahren.

Um einen moglichen Einfluss von Begleiterkrankungen wie arterielle Hypertonie, Diabetes
mellitus oder Koronare Herzkrankheit, die bereits vor der Nierentransplantation bestanden,
auf Transplantatverlust oder Morbiditat und Mortalitadt nach der Transplantation zu erkennen,

wurden diese bei der Datenaufnahme erfasst (Tabelle 2).



Tabelle 2: Begleiterkrankungen (bereits vor Transplantation bestehend), n=224.

Begleiterkrankungen vor Transplantation Haufigkeit %
Diabetes mellitus
Typ 1 6 2,7
Typ 2 11 49
Myokardinfarkt 7 3.1
PTCA / Bypass-Operation 18 8
pAVK Stadium Il oder IV 9 4
Apoplex, TIA 2 0,9
Tachyarrhythmia absoluta 10 4,5
Arterielle Hypertonie 186 83
Herzvitium 14 6,3
KHK 33 14,7

3.1.2 Transplantationsdaten

Das Durchschnittsalter zum Zeitpunkt der Transplantation lag bei 48 + 13 Jahren (Spanne:
15-70 Jahre). Von den 224 untersuchten Patienten erhielten 192 Patienten (86%) zum
ersten Mal eine Spenderniere. Leichennierentransplantate wurden bei 175 Patienten
verwendet und 49 Patienten erhielten eine Lebendnierenspende durch einen Verwandten
oder den Ehepartner (Tabelle 3). Von den Leichennierenspenden erhielten 20 Patienten

(9%) eine Spenderniere im Rahmen des Eurotransplant-Senior-Programmes.

Tabelle 3: Geschlechtsspezifische Angaben zur Anzahl der Leichen- und Lebendnierentransplantationen.

Patienten Frauen Manner Gesamt
n=91 n=133 n=224
Leichennierentransplantation 74 (33 %) 101 (45,1%) 175 (78,1%)
Lebendnierentransplantation 17 (7,6%) 32 (14,3%) 49 (21,9%)

Bei jeder Transplantation wird durch HLA-Muster-Bestimmung des Transplantierten und
seines Spenders die bestmdgliche Ubereinstimmung angestrebt. Dieses komplexe vererbte
System von Gewebsantigenen, das auf den Zellen fast aller Gewebe mit quantitativen
Unterschieden vorkommt, I&sst sich besonders gut auf Leukozyten nachweisen. In 36 Fallen
(16,1%) wurde die bestmégliche Ubereinstimmung des HLA-Musters mit keinem mismatch
erreicht. Bei 23 Patienten (10,3%) lag in einem Punkt ein Abweichen des HLA-Musters, d.h.

ein mismatch vor, bei 41 (18,3%) bzw. 59 (26,3%) Patienten lagen zwei oder drei mis-
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matches vor. Die maximale Anzahl von sechs HLA-mismatches gab es in zehn Fallen
(4,5%). Diese Falle waren uUberwiegend Lebendspenden, insbesondere von Ehepartnern
(Abb. 4).

30 A

20

10

Prozent

0 1 2 3 4 5 6

Anzahl HLA-mismatches

Abb. 4: Anzahl der HLA-mismatches des gesamten Patientengutes (%), n=224.

Im Vergleich von Leichen- und Lebendnierenspende ergaben sich bei den Leichen-
nierenspenden bei 32 Spender/Empfanger-Konstellationen (18,3%) kein HLA-mismatch und
ein HLA-mismatch bei 17 Patienten (9,7%). Am haufigsten lag eine Konstellation von drei
mismatches bei insgesamt 46 Patienten (26,3%) vor. Die Kombination von sechs HLA-
mismatches gab es bei sechs Patienten (3,4%). Von den 20 Transplantationen im Rahmen
des Eurotransplantant-Senior-Programmes hatten 40% der Patienten finf oder sechs HLA-
mismatches. Die Anzahl von vier HLA-mismatches hatten 30% und zwei oder drei
mismatches hatten insgesamt 30% der old-for-old Empfanger.

Die Lebendnierenspender hatten in vier Fallen (8,2%) mit keinem HLA-mismatch eine
optimale Ubereinstimmung mit dem Empfanger. Ein HLA-mismatch gab es bei sechs
Patienten (12,2 %). Die meisten Spender/Empfanger-Konstellationen, namlich 13 Patienten
(26,5%) hatten drei HLA-mismatches. Sechs HLA-mismatches lagen in vier Fallen (8,2%)
vor. Ein Vergleich der HLA-Muster-Verteilung der Leichennieren- und Lebendnierenspender

ergab einen nahezu signifikanten Unterschied (p= 0.052).
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3.2 Patienten-Verlaufsdaten

Die Patienten nach Nierentransplantation hatten eine mittlere Beobachtungszeit von 34,3 +
16,1 Monaten (Spanne: 6-66 Monate). Eine Beobachtungszeit von einem Jahr lag bei 207
Patienten vor, zwei Jahre bei 165 Patienten und drei und vier Jahre bei 115 und 56
Transplantierten. 23 Patienten konnten flinf Jahre beobachtet werden und 12 Patienten tber
66 Monate.

3.2.1 Transplantatfunktion im Verlauf

Bei 151 Patienten (67%) nahm die Spenderniere sofort ihre Funktion auf. Mindestens eine
biopsiegesicherte AbstoRungsreaktion wurde bei 115 Transplantatempfangern (51%)
nachgewiesen. Wahrend der Beobachtungsphase verloren n=27 Patienten (12,1%) ihr
Transplantat, vier Patienten davon nach Lebendnierenspende. Der Transplantatverlust war
in neun Fallen (4%) immunologisch bedingt, bei vier Patienten (1,8%) war eine Infektion der
Grund und vier Patienten (1,8%) hatten ein Rezidiv der vorbestehenden Erkrankung.

Anhand der Transplantatverluste lie3 sich durch die Kaplan-Meier Analyse eine

Transplantatuberlebensquote von 84% 36 Monate nach Transplantation ermitteln (Abb. 5).
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Abb. 5: Kumulative Transplantatiiberlebensquote nach Kaplan-Meier, gesamtes Kollektiv n=224.
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Beim Vergleich zwischen Lebend- und Leichennierentransplantation zeigte sich ein
tendenzieller, aber kein signifikanter Unterschied der kumulativen Transplantatiiberlebens-
zeit nach Kaplan-Meier (Abb. 6).
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Abb. 6: Transplantatiiberleben nach Kaplan-Meier: Lebend- (n=49) gegeniber Leichennierenspende (n=175).
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3.2.2 Rejektionen

Im Verlauf konnten bei 115 Patienten akute AbstoRRungsreaktionen durch Stanzbiopsie
nachgewiesen werden. Bei 70 Patienten trat eine akute AbstoRungsreaktion des
Transplantates auf, bei 32 Patienten konnte die akute AbstoRung zweimal nachgewiesen
werden. Drei und mehr akute Rejektionen hatten 13 Patienten (Abb. 7).
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Abb. 7: Anzahl der Rejektionen pro Transplantat nach Nierentransplantation, n=224.

In Gber 85% der Falle traten diese akuten Rejektionen im Zeitraum von sechs Monaten nach
der Nierentransplantation auf, 71% bereits in den ersten drei Monaten.
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3.2.3 Patientenuberleben

In der Beobachtungszeit verstarben funf Patienten (2,2%) mit intaktem Transplantat aufgrund
eines kardiovaskularen Ereignisses. Nach Kaplan-Meier betragt das kumulative Uberleben
der Patienten nach 36 Monaten 97% (Abb. 8).
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Abb. 8: Kumulative Patientenliberlebenszeit des Kollektivs nach Kaplan-Meier, n=224.

3.3 Allgemeine Spenderdaten
Insgesamt waren 113 Spender mannlichen und 109 weiblichen Geschlechts. Bei zwei
Spendern fehlten die Angaben zum Geschlecht. Der Hauptteil der Spender lag in der

Altersgruppe von 40 bis zu 59 Jahren und in der Altersgruppe von 65 bis 69 Jahren.

3.3.1 Leichennierenspende
Von den untersuchten 224 Nierentransplantatempfangern erhielten 175 ihr Transplantat tber
eine Leichennierenspende. Der grofite Anteil der Spender gehorte der Altersgruppe von 40

bis 59 Jahren (82 Spender) und der Altersgruppe von 65 bis 69 Jahren (22 Patienten) an.

3.3.2 Lebendnierenspende

Die 49 Lebendnierenspenden setzten sich zusammen aus Verwandtennierenspenden und
Spenden durch den Ehepartner. Die Geschlechtsverteilung der Spender lag bei 17 Frauen
(34,7%) und 32 Mannern (65,3%). Der Altersschwerpunkt bewegte sich im Bereich von 50
bis 59 Jahren (20 Patienten = 40,8 %).
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3.4 Immunsuppressive Therapie

3.4.1 Verteilung der Immunsuppressiven Medikation auf das Patientengut

Die immunsuppressive Therapie bei Nierentransplantation war in Protokollen festgelegt (vgl.
Kapitel 2.5). Als Schwerpunkt wurde in dieser Arbeit die Immunsuppressive Therapie mit
Cyclosporin A (CsA) mit der Gabe von Tacrolimus verglichen (Abb. 9). Der Hauptteil der
Patienten wurde mit CsA behandelt. Aufgrund von AbstoRungsreaktionen erfolgte im ersten
Jahr nach der Transplantation in 62 Fallen eine Umstellung der Immunsuppression von CsA
auf Tacrolimus, im zweiten Jahr in 16 Fallen und im dritten Jahr noch in funf Fallen.
Insgesamt waren es 88 Falle wahrend des Beobachtungszeitraumes. Eine Umstellung
aufgrund von Unvertraglichkeit eines oder mehrerer Medikamente war im ersten Jahr in 15
Fallen, im zweiten Jahr in vier und im dritten Jahr in zwei Fallen erforderlich. Bei 23
Patienten erfolgte insgesamt die Umstellung bei Unvertraglichkeit und bei sieben Patienten

war der Grund nicht bekannt.
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Abb. 9: Gegenlberstellung des Anteils der Immunsuppressiven Therapie in Kombination mit Cyclosporin A (CsA)
und der in Kombination mit Tacrolimus an der Anzahl der Patienten, n=224 zum Zeitpunkt O der Entlassung.
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3.4.2 Einfluss der Immunsuppression auf den Langzeitverlauf nach Nieren-
transplantation am Beispiel der Serumkreatininspiegel

Der Serumkreatininspiegel wurde herangezogen, um eine Aussage Uber den Einfluss der
Immunsuppression auf den Langzeitverlauf von Nierentransplantaten zu verfolgen. Der
Vergleich einer Therapie in Kombination mit Cyclosporin A gegenlber einer mit Tacrolimus
zeigte in den ersten 30 Monaten nach Transplantation signifikante Unterschiede (Abb. 10).
Der Serumkreatininspiegel lag bei den mit Tacrolimus therapierten Patienten durchschnittlich
héher als in der mit CsA therapierten Gruppe. Die Umstellung der Immunsuppression von
CsA auf Tacrolimus erfolgte erst bei wiederholten Abstollungsreaktionen oder bei

Unvertraglichkeit von CsA.
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Abb. 10: Mittlere Kreatininwerte der Patienten mit CsA-immunsuppressiver Therapie im Vergleich zu den mit
Tacrolimus therapierten Patienten (zum Zeitpunkt 0: n = 224).
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3.5 Einfluss der Genpolymorphismen nach Nierentransplantation

3.5.1 Interleukin-10 —1082G/A-Genpolymorphismus

3.5.1.1 Genotypfrequenzen

Es wurden n=224 Patienten auf den Genpolymorphismus IL-10 —1082G/A untersucht. Die
Genotypverteilung von high producer (Genotyp GG) und low producer (Genotyp GA und AA)
war vergleichbar mit der Kontrollgruppe und entsprach der durch das Hardy-Weinberg-

Gesetz berechneten erwarteten Haufigkeit (Abb. 11).
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Abb. 11: Genotypverteilung (%) von Patientenkollektiv (n=224) und Kontrollgruppe (n=100) des IL-10 —1082G/A-
Polymorphismus: high producer (Genotyp GG) 21% / 22,8%, low producer (Genotyp GA und AA) 79% / 77,2%.

Der Vergleich der Genpolymorphismen des Patientengutes mit denen der nierengesunden
Kontrollgruppe zeigte, dass kein Unterschied und damit kein Zusammenhang zwischen der
die Niereninsuffizienz verursachenden Grunderkrankung und den Genpolymorphismen
bestanden.

Das durchschnittliche Empfangeralter in den Genotypgruppen GG und GA/AA unterschied
sich nicht. Es lag bei 48+13 Jahren (ns). Das Spenderalter lag bei GG bei 46116 Jahren und
in der Gruppe GA und AA insgesamt bei 491+15 Jahren (ns). Weiter unterschied sich die
Anzahl der HLA-mismatches in beiden Gruppen mit durchschnittlich 2,5+1,5 (GG) und
2,6+1,7 (GA und AA) nicht signifikant. Die kalte Ischamiezeit betrug sowohl in der high
producer Gruppe GG als auch in der low producer Gruppe GA und AA 1510 Stunden (ns).
Die Warmischamiezeit lag bei 27+10 Minuten und 25£11 Minuten (Tabelle 7, S. 42, ns).
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3.5.1.2 Einfluss des Interleukin-10 —1082G/A-Genpolymorphismus auf den
Verlauf nach Nierentransplantation

Rejektionen
Die beiden Gruppen der high und low producer wurden in Bezug auf das Auftreten von
AbstoRungsreaktionen miteinander verglichen. Es konnten dabei keine signifikanten

Unterschiede der beiden Genotypen festgestellt werden (Abb. 12).
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Abb. 12: Rejektion(en): IL-10 —1082G/A Genotypen, high und low producer im Vergleich. Prozentualer Anteil an
der Gesamtzahl der Rejektionen, n=121, drei Angaben fehlend.
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Nierenfunktion im Verlauf

Eine weitere Vergleichsmoglichkeit der high producer (GG) und low producer (GA/AA)
Genotypen stellte der Verlauf der gemittelten Kreatininwerte Uber die Beobachtungszeit dar.
Dieser Vergleich zeigte ebenfalls keinen signifikanten Unterschied (Abb. 13).
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Abb. 13: Kreatinmittelwert + Standardabweichung im Verlauf des Beobachtungszeitraumes von 60 Monaten: IL-
10 —1082G/A high und low producer Genotypen im Vergleich,

Transplantatiiberleben

Bei der Gegenuberstellung der high (GG) und low producer (GA und AA) Genotypen stellten
sich bezogen auf den Transplantatverlust und das kumulative Transplantatiiberleben keine
Unterschiede beim Genpolymorphismus IL-10 —1082G/A heraus (Abb. 14 und 15, ns).
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Abb. 14: Transplantatverlust: IL-10 —1082G/A Genotypen, high und low producer im Vergleich, ns.
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Abb. 15: Kumulatives Transplantatiiberleben nach Kaplan-Meier: IL-10 —1082G/A high und low producer
Genotypen im Vergleich, ns.

CRP-Verlauf
Beim Vergleich der CRP-Werte im Serum zeigte sich Uber den Verlauf von 60 Monaten
einmalig zum Zeitpunkt von 18 Monaten ein signifikanter Unterschied zwischen dem high

producer (GG) und den low producer Typen (GA und AA), p < 0,01, (Abb. 16).
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Legende: **= p<0.01

Abb. 16: CRP-Verlauf nach Transplantation bezogen auf den IL-10 —1082G/A-Genpolymorphismus: high
producer (GG) und low producer (GA und AA).
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3.5.2 Tumornekrosefaktor-a —308G/A-Polymorphismus

3.5.2.1 Genotypfrequenzen

Es wurden n=224 Patienten auf den Genpolymorphismus TNF-a —308G/A-Polymorphismus
untersucht. Die Genotypverteilung der Typen high producer (Genotyp GA/AA) und low
producer (Genotyp GG) war vergleichbar mit der Kontrollgruppe und entsprach der durch
das Hardy-Weinberg-Gesetz berechneten erwarteten Haufigkeit (Abb. 17, ns).

Damit konnte ein Einfluss des Polymorphismus auf die Nierengrunderkrankungen und somit

auf die Zusammenstellung des Patientenkollektivs ausgeschlossen werden.
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Abb.17: Genotypverteilung (%) von Patientenkollektiv (n=224) und Kontrollgruppe (n=100) des TNF-o. —308G/A-
Polymorphismus: high producer (Genotyp GA und AA) 29% / 33%, low producer (Genotyp GG) 71% / 67 %.

Das durchschnittliche Empfangeralter lag beim low producer Typ GG bei 47+13 Jahren und
in der high producer Gruppe GA/AA bei 50£13 Jahren. Das Spenderalter lag bei GG bei
49+14 Jahren und bei GA/AA bei 49+16 Jahren, ns. Weiter unterschieden sich die Anzahl
der HLA-mismatches in beiden Gruppen mit 2,7£1,7 (GG) und 2,3%1,6 (GA/AA) nicht
signifikant. Die Kaltischamiezeit betrug in der low producer Gruppe 14+10 Stunden und in
der high producer Gruppe 16+10 Stunden. Die Warmischamiezeit lag bei 2512 und bei
25+10 Minuten (Tabelle 7, S. 42).
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3.5.2.2 Einfluss des TNF-a —308G/A-Polymorphismus auf den Verlauf nach
Nierentransplantation

Rejektionen

Das Auftreten von mindestens einer biopsiebelegten Rejektion nach Nierentransplantation

wurde in den Gruppen der high (GA/AA) und low producer (GG) miteinander verglichen. Es

konnten dabei keine signifikanten Unterschiede festgestellt werden (Abb. 18).
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Abb. 18: Rejektion(en): TNF-a —308G/A-Polymorphismus Genotypen, high und low producer im Vergleich.
Prozentualer Anteil an der Gesamtzahl der Rejektionen, n=221.
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Nierenfunktion im Verlauf

Die Darstellung der gemittelten Kreatininwerte Uber den Beobachtungszeitraum von 60
Monaten lasst ebenfalls keine signifikanten Unterschiede der beiden untersuchten
Genotypen des TNF-a erkennen (Abb. 19).
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Abb. 19: Kreatinmittelwert + Standardabweichung im Verlauf des Beobachtungszeitraumes von 60 Monaten:
TNF-a —308G/A-Polymorphismus high und low producer Genotypen im Vergleich

Transplantatiiberleben

Eine abschlieRende Untersuchung bezogen auf die Anzahl der Transplantatverluste und das
kumulative Transplantatiberleben nach Kaplan-Meier konnte keine Unterschiede der high
und low producer Genotypen des TNF-a Gens —308G/A feststellen (Abb. 20 und 21).
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Abb. 20: Transplantatverlust: TNF-a —308G/A Genotypen, high und low producer im Vergleich, ns.

32



1 o
\_\_\_\_\—‘ n=74

0.81
c n=150
[}]
S
— 061
Q
2
2 TNF-o. —308G/A
N -
T 044 -Polymorphismus
o
% = high producer (GA oder AA)
[ ns
© low producer (GG)
= 024

0 10 20 30 40 50 60 70

Monate nach Nierentransplantation

Abb. 21: Kumulatives Transplantatliberleben nach Kaplan-Meier: TNF-o. —308G/A high und low producer
Genotypen im Vergleich, ns.

CRP-Verlauf
Beim Vergleich der CRP-Werte im Serum zeigte sich kein signifikanter Unterschied zwischen

den Typen high producer (GA/AA) und low producer (GG) (Abb. 22).
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Abb. 22: CRP-Verlauf (mg/dl) nach Transplantation bezogen auf den TNF-o. —308G/A-Polymorphismus: high
producer (GA und AA) und low producer (GG), ns.
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3.5.3 Interleukin 6 —174G/C-Genpolymorphismus

3.5.3.1 Genotypfrequenzen

Das Patientengut von n=224 Patienten wurde ebenfalls auf den —174G/C-Genpolymor-
phismus des IL-6 Gens untersucht. Die Genotypverteilung der high producer (GG) und low
producer (GC und CC) war vergleichbar mit der Kontrollgruppe und der durch das Hardy-
Weinberg-Gesetz bestimmten erwarteten Haufigkeit (Abb. 23).
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Abb. 23: Genotypverteilung (%) von Patientenkollektiv (n=224) und Kontrollgruppe (n=100) des —174G/C-
Genpolymorphismus: high producer (GG Genotyp) 40,6% / 32%, low producer (GC/CC Genotyp) 59,4% / 68 %.

Ein Zusammenhang zwischen der Genpolymorphismusverteilung und einer Nierengrund-
erkrankung konnte durch einen Vergleich der Verteilung im Patientenkollektiv mit der in der
Kontrollgruppe ausgeschlossen werden.

Beim Empfangeralter wie auch beim Spenderalter konnten keine signifikanten Unterschiede
festgestellt werden. Das Empfangeralter lag in der high producer Gruppe GG bei 49+12 und
in der low producer Gruppe GC/CC bei 47+13 Jahren. Das durchschnittliche Spenderalter
betrug 48+15 und 49+15 Jahre. Bei der GG-Variation gab es 2,5+1,6 und bei der GC/CC-
Gruppe 2,7+1,7 HLA-mismatches. Als weiteren mdglichen Einflussfaktor verglichen wir die
Kalt- und Warmischamiezeit. Die Kaltischamiezeit betrug in der high- und low producer
Gruppe 16110 und 1510 Stunden und bei der Warmischamiezeit 26£11 und 24111
Minuten, ns (Tabelle 7, S. 42).
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3.5.3.2 Einfluss des Interleukin 6 —174G/C-Genpolymorphismus auf den Verlauf
nach Nierentransplantation

Rejektionen

Die high (GG) und low producer (GC/CC) Genotypen wurden in Bezug auf das Auftreten

mindestens einer biopsiegesicherten AbstoRungsreaktion untersucht. Hierbei kamen keine

signifikanten Unterschiede der beiden Gruppen zum Vorschein (Abb. 24).
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Abb. 24: Rejektion(en): IL-6 —174G/C Genotypen, high und low producer im Vergleich. Prozentualer Anteil an der
Gesamtzahl der Rejektionen, n=221, drei fehlende Angaben.
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Nierenfunktion im Verlauf

Die Darstellung der gemittelten Kreatininwerte Uber den Beobachtungszeitraum von 60
Monaten lasst ebenfalls keine signifikanten Unterschiede der beiden untersuchten
Genotypen des IL-6 Gens erkennen (Abb. 25).
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Abb. 25: Kreatinmittelwert + Standardabweichung im Verlauf des Beobachtungszeitraumes von 60 Monaten:
IL-6 —174G/C high und low producer Genotypen im Vergleich.

Transplantatiiberleben
Die Ermittlung von mdéglichen Unterschieden der high und low producer Genotypen des IL-6
Gens in Bezug auf die Anzahl von Transplantatverlusten und das kumulative Transplantat-

Uberleben nach Kaplan-Meier ergab keine signifikanten Ergebnisse (Abb. 26 und 27).
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Abb. 26: Transplantatverlust: IL-6 —174G/C Genotypen, high und low producer im Vergleich.
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Abb. 27: Kumulatives Transplantatiiberleben nach Kaplan-Meier: IL-6 —174G/C high und low producer
Genotypen im Vergleich.

CRP-Verlauf
Beim Vergleich der CRP-Werte im Serum zeigte sich kein signifikanter Unterschied zwischen

dem high producer (GG) und dem low producer Typ (GC und CC) (Abb. 28).
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Abb. 28: CRP-Verlauf (mg/dl) nach Transplantation bezogen auf den IL-6 —174G/C-Polymorphismus: high
producer (GG) und low producer (GC und CC), ns.
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3.5.4 Vergleich der Genotypen unter Zusatzbedingungen

3.5.4.1 Akutes Nierenversagen

Die jeweiligen Genpolymorphismen wurden bezuglich des Auftretens von akutem
Nierenversagen (ANV) gegenuber spontaner sofortiger Funktionsaufnahme nach Trans-
plantation verglichen.

Beim IL-10 —1082G/A Genpolymorphismus trat ein akutes Nierenversagen beim GG-Typ in
17 Fallen (33,2%) innerhalb von drei Monaten nach Transplantation und in einem Fall (2%)
nach mehr als 12 Monaten auf. Im Vergleich dazu zeigte sich beim GA/AA-Typ bei 37
Patienten (21,4%) ein akutes Nierenversagen innerhalb von drei Monaten und bei einem
Patienten (0,6%) nach mehr als 12 Monaten.

Der untersuchte TNF-a —308G/A Gen-polymorphismus zeigte beim low producer GG bei 41
Patienten (27,3%) ein ANV innerhalb von drei Monaten und in einem Fall (0,7%) ein
Versagen nach Uber 12 Monaten. Beim high producer GA/AA konnte bei 13 Patienten
(17,6%) ein ANV innerhalb von drei Monaten und bei einem Patienten (1,4%) nach uber 12
Monaten verzeichnet werden.

Im Falle des IL-6 —-174G/C Genpolymorphismus trat beim GG-Typ bei 21 Nieren-
transplantierten (23,1%) ein akutes Nierenversagen innerhalb von drei Monaten und bei
einem Patienten (1,1%) ein ANV nach uber 12 Monaten auf. Der GA/AA-Typ wies in 33
Fallen (24,8%) ein akutes Nierenversagen innerhalb von drei Monaten und ein ANV (0,8%)
nach dber 12 Monaten auf.

Es zeigten sich hierbei insgesamt keine signifikanten Unterschiede.

3.5.4.2 HLA-DR mismatch

Die Analyse wurde ferner anhand einer Kombination der untersuchten Genpolymorphismen
mit der Anzahl von HLA-DR mismatches durchgefihrt. Es konnte kein signifikanter
Unterschied der jeweiligen high oder low producer Genotypen in Kombination mit HLA-DR
mismatches in Bezug auf das Auftreten von AbstoRungsreaktionen (Tabelle 4, 5 und 6) oder

von Transplantatverlust (data not shown, ns) gefunden werden.
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Tabelle 4 : Vergleich des Auftretens von Rejektionen bei den IL-10 —1082G/A Genotypen in Kombination
mit dem Auftreten von ein oder zwei HLA-DR mismatches, ns.

% von o o
18,6% 27,6%

% von o
Rejektion 76,0%

Tabelle 5 : Vergleich des Auftretens von Rejektionen bei den TNF-a —308G/A Genotypen in Kombination
mit dem Auftreten von ein oder zwei HLA-DR mismatches, ns.

% von
o2.7% o

% von
Rejektion

Tabelle 6 : Vergleich des Auftretens von Rejektionen bei den IL-6 —174G/C Genotypen in Kombination
mit dem Auftreten von ein oder zwei HLA-DR mismatches, ns.

% von
10.7% 29,1%

% von
Rejektion
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3.5.4.3 Alternative Gruppeneinteilung des Interleukin-6 —174G/C-
Polymorphismus
Die Untersuchung der Rejektionsanzahl und des Transplantatverlustes wurde auch in der

Zuordnung der intermediaren Gruppe GC zur high producer Gruppe GG durchgefiihrt.

Rejektionen
Die alternativen high (GG und GC) und low producer (CC) Genotypen wurden in Bezug auf
das Auftreten mindestens einer biopsiegesicherten AbstoRungsreaktion untersucht. Hierbei

kamen keine signifikanten Unterschiede der beiden Gruppen zum Vorschein (Abb. 29).
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Abb. 29: Rejektion(en): Alternative IL-6 —174G/C Genotypen, high und low producer im Vergleich. Prozentualer
Anteil an der Gesamtzahl der Rejektionen, n=221, drei fehlende Angaben.
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Transplantatverlust
Beim Vergleich der beiden alternativen IL-6 Produktionsgruppen GG/GC und CC wurde kein
signifikanter Unterschied im Auftreten von Transplantatverlusten offensichtlich (Abb. 30).
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Abb. 30: Transplantatverlust in den alternativen Genotypen high und low producer des IL-6 —174G/C-
Polymorphismus. Prozentualer Anteil an der Gesamtzahl der Transplantatverluste, n=224.
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474

Tabelle 7: IL-10, TNF-a und IL-6-Genpolymorphismen im Vergleich bezogen auf das Alter des Empfangers, des Spenders, die Anzahl der HLA-mismatches und die Kalt- und

Warmischamiezeit, ns.

IL-10-Genpolymorphismus

TNF-a-Genpolymorphismus

IL-6-Genpolymorphismus

WarmisChamiezeit| 57,15 | 25411 | 24211 | 25211

(min)

GG GA AA GA/AA GG GA AA GA/AA GG GC CcC GC/CC GC/GG

alternativ

A'ter(fg‘f;"ger 48+13 | 48+13 | 4713 | 4813 47+13 | 49+13 | 50+14 50413 | 4912 | 47#13 | 47413 | 47#13 48+13

A'te(zgﬁg;der 46+16 | 51#14 | 4615 | 4915 49+14 | 49+16 | 43+17 49+16 48+15 | 49415 | 48+16 | 49+15 49+15

Anzahl HLA-= ) o 5u15 | 27517 | 24617 | 26617 | 27417 | 245617 | 21615 | 23416 | 25216 | 27417 | 25617 | 27417 | 26#17
mismatches

Kaltischamiezeit (h)| 1510 | 15:10 | 15£11 | 15£10 16+10 | 14%11 1547 14+10 16410 | 16+10 | 16210 | 15%10 1610

26+11 | 24410 | 24+11 | 24+11 25411




4 Diskussion

Wir haben in unserer Studie den moglichen Einfluss von immunregulierenden Zytokinen am
Beispiel von IL-10, TNF-a und IL-6 und ihrer durch Genpolymorphismen bedingten quantitativ
unterschiedlichen Produktion auf den Langzeitverlauf von Nierentransplantaten untersucht. Ziel
war es einen moglichen Zusammenhang zwischen dem Transplantatuberleben und der
genetisch geregelten individuellen Immunabwehr des Empfangers herzustellen. Hintergrund
dieser Uberlegungen waren unter anderem Studien, die gezeigt haben, dass die
Transplantatiberlebenszeit entscheidend mit dem Auftreten von AbstoRungsreaktionen im

ersten Jahr nach der Transplantation zusammenhangt.3® 38 40.43. 44,100

4.1 Funktion der untersuchten Zytokine in der Transplantationsmedizin
4.1.1 Interleukin-10

IL-10 wird von T-Helferzellen vom Typ 2 (Th 2), B-Zellen, Monozyten, Makrophagen und
Keratinozyten produziert. Es hemmt eine Reihe von Immunantworten, einschlieBlich der Th1-
Lymphozyten Zytokinproduktion, der Antigenprasentation und der antigen-spezifischen T-Zell-
proliferation.*® "2 Zusétzlich zu diesen anti-inflammatorischen Eigenschaften sorgt IL-10 fiir eine
B-Zell-Aktivierung, fiir die Regulierung der Immunglobulin-Produktion'” und es unterstiitzt die B-
Zellen bei der Verhinderung von Apoptose’®. IL-10 scheint wichtig zu sein bei der
Immunregulation bezogen auf die Kontrolle des Gleichgewichts zwischen humoraler und
inflammatorischer Antwort."”” Es ist involviert in Autoimmunsprozesse.'® 2* 8 Wahrend akuter
AbstoRungsreaktionen konnten hohe IL-10 Mengen in Nierentransplantaten'® und im Serum'®
nachgewiesen werden. Eine andere Studie stellte fest, dass Patienten, bei denen vor der
Transplantation eine erhoéhte IL-10 Reaktion getestet wurde, eine erhdhte Anzahl an
AbstoRungsreaktionen nach Transplantation hatten.'”® Ein geringe Ausschiittung von IL-10 hat
eine permissive Wirkung fir chronische Entziindungsprozesse, die zu mikrovaskularen
Veranderungen im Transplantat filhren.?’

Die von uns untersuchte Punktmutation auf Position —1082 des IL-10 Gens beinhaltet eine
Substitution von Guanin durch Adenosin. Das A-Allel geht einher mit einer geringeren IL-10

60, 102

Produktion in vitro'® und in vivo , SO dass sich eine Genotypeinteilung nach der Produktion

in wenig (AA) und viel produzierend (GA und GG) vornehmen lasst.

4.1.2 Tumornekrosefaktor-a

TNF-o. wird von aktivierten Makrophagen, Monozyten, T-Zellen und Natural-Killer-Zellen
produziert. Er ist ein pro-inflammatorisches Zytokin vom T-Helferzell-1-Typ mit vielfaltigen
immunologischen Funktionen, die die Aktivierung und das Uberleben der T-Zellen und

antigenprasentierenden Zellen regulieren. Aulierdem beeinflusst der Faktor die Zytokin- und
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Chemokinproduktion.® ** TNF-a ist an vielen Autoimmunerkrankungen, entziindlichen und
Krebserkrankungen beteiligt."'® ' Bei der akuten AbstoRungsreaktion von Transplantaten
wurden gesteigerte Werte von TNF-o. gemessen.” "®

Wir untersuchten den TNF-a —308G/A-Polymorphismus, da in einigen Studien bei Nieren-
transplantationen eine Beziehung zwischen den viel TNF-a produzierenden Genotypen AA und
GA und akuten AbstoRungsreaktionen nachgewiesen werden konnte.'? 8% 8 Der Polymorphis-
mus geht auf eine Punktmutation in der Promoterregion des TNF-a-Gens auf Position —308 mit
einem Austausch von Guanin durch Adenosin zurick. Dem A-Allel konnte eine erhdhte

54, 117

Transkriptionsleistung und eine erhdhte in vitro Ausschiittung'® zugeordnet werden, obwohl

dies noch kontrovers diskutiert wird® & '* %152,

4.1.3 Interleukin-6

IL-6 ist ein vielfaltiges Zytokin, das durch ein weites Spektrum von Zellen wie Makrophagen und
Lymphozyten produziert wird. Es spielt eine wichtige Rolle bei der Induktion der Akute-Phase-
Reaktion und der Immunantwort.*® *** % |n der Niere wird es sowohl von stationéren als auch
von eingewanderten Zellen gebildet?" % 4 Abgesehen von seiner pro-inflammatorischen
Aktivitat, wie Differenzierung und Aktivierung der Makrophagen, der B- und T-Zellen, hat IL-6
auch anti-inflammatorische und immunsuppressive Eigenschaften gezeigt. IL-6 steht in
Zusammenhang mit dem Fortschreiten des Septischen Schocks, mit Autoimmunerkrankungen
und mit akuten AbstoRBungsreaktionen bei den meisten Organtransplantationen?' Bei der
Nierentransplantation korrelieren die renale Expression und die Exkretion von IL-6 Uber den
Urin mit dem AusmaR an tubulointestinalem Schaden und mesangialer Proliferation - 2 4% 62 80.
93,19 |n den Nierentransplantaten wurden ferner wahrend akuter AbstoRungsreaktionen und bei
akutem Tubulusschaden hohe Produktionsraten an IL-6 sowohl durch die ortstandigen als auch
durch die infiltrierenden Zellen nachgewiesen.?'

In der Promoterregion des IL-6 Gens wurde auf Position —174 ein Polymorphismus
nachgewiesen, der eine Substitution von Cytosin durch Guanin beinhaltet. Dieser geht mit einer
Beeinflussung der in vitro und in vivo Produktion von IL-6 einher.?” Die quantitative Einteilung
der Produktion des Zytokins erfolgte in den Studien unterschiedlich. Eine Arbeitsgruppe teilte in
einen viel produzierenden Genotyp (GG) und einen wenig produzierenden Genotyp (GC und
CC) ein.”® Andere Studien fassten die intermedidre Gruppe GC zur Gruppe der high producer
GG.?" 3 % Wiederum von anderen Autoren wurde die intermedidre Gruppe GC einzeln

betrachtet' *° oder unter dem Aspekt ,non G und ,non C* untersucht.®
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4.2 Zytokin-Genpolymorphismen und ihr Einfluss auf den Verlauf nach
Nierentransplantation

4.2.1 Akute AbstoBungsreaktionen

Akute AbstoRRungsreaktionen verursachen langfristig betrachtet einen Funktionsverlust des
Transplantats. Die akute AbstoRungsreaktion wird von aktivierten T-Lymphozyten generiert
und spricht fur eine T-Zell-gesteuerte humorale Immunantwort. Daher liegt es nahe, dass
Zytokine, die die Interaktion zwischen T-Zellen und antigenprasentierenden B-Zellen

koordinieren, die akute AbstoRungsreaktion beeinflussen.®®

Interleukin-10 —1082G/A

Eine Studie konnte dem high producer Genotyp (GA und GG) des IL-10 —1082 eine erhohte
Anzahl von Rejektionen nachweisen.®® Eine andere Studie untersuchte die drei
Genpolymorphismen des IL-10 (-1082, —-819, —592) und konnte diese Verbindung ebenfalls
bestatigen.” Eine Verbindung des 1-10 high producer Typs G mit einer erhdhten
AbstoRRungsrate konnte eine andere Gruppe nur bei gleichzeitigem Vorliegen von HLA-DR
mismatches finden.”®> Andere Untersuchungen konnten einen Zusammenhang des IL-10 —
1082-Genpolymorphismus mit Rejektionen nur bei afro-amerikanischen Patienten
nachweisen. Diese beiden Studien kamen aber zu widersprichlichen Ergebnissen:
Hutchings® stellte beim Genotyp AA weniger Rejektionen fest. Im Gegensatz dazu fand
McDaniel® eine Verbindung des Genotyps GG/GA zu einer geringeren Anzahl von

Rejektionen.

TNF-o —308G/A

Zwei Studien konnten einen Zusammenhang zwischen dem TNF-a high producer Typ
(Genotypen AA und GA) und dem erhdhten Risiko einer akuten AbstoRungsreaktion
beobachten.?® % Eine erhdhte AbstoRungsrate beim TNF-a high producer Genotyp wurde
auch von anderen Autoren beobachtet, aber nur in einer Untergruppe von Patienten mit
gleichzeitigem HLA-DR mismatch.** % Diese Ergebnisse wurden wiederum in gréReren

Studien angezweifelt.”® ** *°

Interleukin-6 —174G/C

Mehrere Arbeiten konnten keinen Zusammenhang zwischen dem IL-6 -174G/C-
Genpolymorphismus und akuten AbstoRungsreaktionen bei Nierentransplantaten

nachweisen.15’ 34, 45, 64, 88, 114
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Ein Einfluss der vermuteten unterschiedlichen Zytokinexpression der verschiedenen Gen-
polymorphismen auf die Anzahl der akuten AbstoBungsreaktionen wurde in unserer Studie
nicht bestatigt. Unsere Ergebnissen korrelieren mit denen der oben genannten Studien, die

keinen Einfluss der IL-10 —1082G/A-"> 34 4. 64.76.83.90.95 ' TNF_g|pha —308G/A- % 34 45. 98, 64. 76,

90, 95, 114, 121 15, 34, 45, 64, 88, 114

und IL-6 —174G/C-Genpolymorphismen
beobachten konnten (Tabelle 8, S. 50-51).

in univariater Analyse

4.2.2 Einfluss auf das Langzeitliberleben

Unser Hauptaugenmerk legten wir auf das Langzeitiiberleben von Nierentransplantaten, da
es bisher nur wenige Studien zu diesem Thema gibt. Als Parameter fiir den Langzeitverlauf
eignet sich die Ermittlung des mittleren Serum-Kreatininwertes (ber die Beobachtungszeit
und die Dauer des Transplantatiiberlebens. Dem Serum-Kreatininspiegel bei Entlassung
konnte ein hoher Aussagewert fiir das Langzeitiiberleben nachgewiesen werden.'® Ebenso
zeigten andere Studien, dass zum Zeitpunkt von sechs und zwdlf Monaten ein Serum-
Kreatininspiegel von >1.5mg/dl mit einer niedrigeren Transplantatiberlebenszeit

einhergeht.%% 408

Interleukin-10 —1082G/A

Wir konnten zu keinem Zeitpunkt der Datenerfassung einen signifikanten Zusammenhang
zwischen Genotypverteilung und Serumkreatininwert feststellen. Ferner lieR sich in
Ubereinstimmung mit zwei vorhergehenden Studien kein Einfluss des IL-10 —1082G/A-
Polymorphismus auf das Transplantatiiberleben feststellen.”” "® Andere Studien konnten
einen protektiven Effekt im Langzeitverlauf, aber weniger bei den akuten Rejektionen

nachweisen.’? %5 108

TNF-a -308G/A

Auch beim TNF-a —308G/A-Polymorphismus gelang kein Nachweis eines Zusammen-
hanges, weder in Bezug auf den Serumkreatininspiegel noch auf die Lange des

Transplantatiiberlebens.”® '’

Interleukin-6 —174G/C

Wir konnten den in einer Studie berichteten Zusammenhang zwischen dem IL-6 —174G/C-
Genpolymorphismus und dem Langzeit-Transplantatverlauf nicht nachweisen’®, obwohl wir die
gleiche ethnische Gruppe und ein ahnliches immunsuppressives Protokoll und Studiendesign

hatten. Auch bei einer Zuordnung der intermediaren Gruppe GC zur high producer Gruppe GG
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wie sie in anderen Studien erfolgte?” 3* °® konnte von uns kein Zusammenhang zwischen

Genpolymorphismus und Abstoliungsreaktionen bzw. Transplantatverlust erwiesen werden.

4.2.3 HLA-DR-mismatch

Unter dem zusatzlichen Aspekt der HLA-DR-mismatches in Kombination mit den untersuchten
Genpolymorphismen, konnte in unserer Studie ebenfalls kein Zusammenhang gesehen werden.
Andere Studien konnten bei der kombinierten Betrachtung ein unterschiedliches AbstoRRungs-

verhalten feststellen.3* %

4.3 Interpretation der Ergebnisse

Die Ergebnisse der vorliegenden Untersuchung, die durch vorherige Studien bestatigt wurden,
schlieRen eine bedeutende Rolle der TNF-o. —308G/A-, IL-10 —1082G/A- und IL-6 —174G/C-
Genpolymorphismen als signifikante unabhangige Vorhersagewerte von AbstolRungsreaktionen
bei der Nierentransplantation aus. Weiter liefert die Studie Beweise flr einen fehlenden Einfluss
auf das Langzeit-Transplantatiiberleben. Trotz der zentralen Rolle der Zytokine in der
Regulierung der Immunantwort und trotz des Einflusses der untersuchten Polymorphismen auf
die Produktion dieser Zytokine, scheinen diese Genpolymorphismen keine Relevanz als
Vorhersagewert fir den Verlauf nach Nierentransplantation haben.

Es gibt mdgliche Erklarungen fiir diese Diskrepanzen. Erstens kénnten positive
Zusammenhange in Studien mit kleinen Untergruppen und vielfachen Vergleichen sich durch
sehr sorgfaltige statistische Analysen (z. B. mit der Bonferroni-Korrektur) als falsch
genau/positiv und nicht-signifikant herausstellen. Eine andere Uberlegung ist, dass es bei dem
komplexen Apparat der immunologischen und nicht-immunologischen Faktoren, die in das
Geschehen der akuten AbstolRung und des chronischen Transplantatversagens involviert sind,
die genetische Komponente moglicherweise wenig Einfluss auf den klinischen Verlauf hat. Der
Einfluss der Genpolymorphismen kdnnte im Vergleich zu anderen entscheidenden Faktoren bei
der Nierentransplantation so schwach sein, dass er maskiert und nur von einem kleinen Anteil
der Studien entdeckt wird. Zum Beispiel wird der Einfluss der Polymorphismen auf die
Plasmaspiegel von IL-6 und TNF-alpha auch durch das Geschlecht, das Alter und den body
mass index (BMI) beeinflusst.*®

Auler Acht lassen sollte man nicht, dass mehrere IL-10 Haplotypen identifiziert wurden, die die

Menge der Produktion von IL-10 nach Stimulation bestimmen* '**

, SO dass moglicherweise
nicht nur der Genpolymorphismus IL-10 —1082 ausschlaggebend ist.

Einen sehr starken Faktor stellt sicher das unterschiedliche Studiendesign dar. Ein Beispiel
hierfur ist die Definition von Rejektionen. Sie wurden teilweise nicht durch eine Biopsie

abgesichert, sondern am klinischen Bild festgemacht® ® oder wie in der Studie von Poole®
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unterteilt in eine Gruppe mit einer oder weniger Rejektion und in eine andere Gruppe mit mehr
als einer Rejektion. Ebenfalls nicht zu unterschatzen ist der Einfluss der unterschiedlichen und
eventuell fehlenden Standardisierung der Untersuchungsmethoden bei molekulargenetischen
Analysen.®

Das immunsuppressive Protokoll war in den Studien ebenfalls nicht standardisiert. Die
Patienten bekamen teilweise eine Monotherapie®™ oder Zweifachtherapie®®. In der friihen Phase
nach der Transplantation bewirkt die hochdosierte Immunsuppression mit CsA eine Hemmung
und einen Ruckgang der inflammatorischen Th1 Zytokine. Dies konnte durch Hemmung der
Transkription im TNF-o. Gen eine Beeinflussung der TNF-o. Produktion verursachen.® In
unserer Studie erfolgte die Umstellung der Immunsuppression von CsA auf Tacrolimus erst bei
wiederholten AbstoRungsreaktionen oder bei Unvertraglichkeit von CsA. Dies ist sehr
wahrscheinlich auch die Erklarung fir den signifikanten Unterschied der mittleren
Serumkreatininwerte der beiden Medikamentengruppen in den ersten beiden Jahren nach
Transplantation. In diesen zwei Jahren flie3t der erhéhte Kreatininwert der Patienten mit
wiederholten Rejektionen ein, die daraufhin auf Tacrolimus umgestellt wurden.

Als signifikantere Einflussfaktoren auf das Kurz- und Langzeitiberleben der Nieren-
transplantate, wurde zum Beispiel die HLA-Kompatibilitit in Studien nachgewiesen.'* 8" 1% |n
unserer Studie konnten wir bei den Lebendnierenspenden im Vergleich zu den
Leichennierenspenden eine groRere Anzahl von HLA-mismatches feststellen (p=0,027). Dies ist
auf die Tatsache begrindet, dass nicht nur Verwandte, sondern auch ,HLA-unglnstigere®
Ehepartner ihre Organe spendeten. Ein signifikanter Unterschied im Transplantatiberleben
bezogen auf HLA-Kompatibilitdt resultierte in unserer Studie nicht, so dass wir auch dieses
Ergebnis nicht bestatigen konnen.

Die Abhangigkeit der Zytokinexpression von Genpolymorphismen wurde im Zusammenhang
vieler Studien untersucht. Die verschiedenen Ergebnisse sind moglicherweise durch
unterschiedliche Studienprotokolle bedingt.'® Untersucht wurde sowohl Vollblut als auch
isolierte Monozyten oder PBMC (peripheral blood mononuclear cells). Unterschiedlich verlief
auch das Inkubationsprotokoll."'? Einige Studien konnten gar keinen Zusammenhang zwischen
den IL-10 —1082, TNF-o. —308 und IL-6 —174 Genpolymorphismen und der Zytokinexpression in
mitogenstimulierten Kulturen oder gemixten Lymphozytenkulturen feststellen.'

Die untersuchten Zytokine IL-10, TNF-a und IL-6 sind multifunktional und haben nicht rein pro-
oder anti-inflammatorische Eigenschaften. Ihre Aktionen kdnnen in Abhangigkeit der
immunologischen Mechanismen, die durch den jeweiligen Fall aktiviert wurden, unterschiedlich
sein. Zytokine arbeiten nicht alleine, sie regulieren sich selbst und andere durch Aufbauen eines
komplexen Netzwerks an interagierenden Mediatoren. Diese Tatsachen sollte man im
Hinterkopf behalten, wenn der Einfluss der Zytokine auf komplexe biologische Phanomene, wie

auch AbstoRung oder Immunsuppression, und ihre klinische Bedeutung interpretiert werden.
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Nichtimmunologische Einflussfaktoren des Transplantatiiberlebens

Weitere Einflussfaktoren bei akuten und chronischen Abstollungsreaktionen sind das Alter und
das Geschlecht des Empfangers.*® Nicht anders sieht es bei den Organen &lterer Spender aus.
Sie haben ein geringeres Transplantatiiberleben.” ** Weiterhin wurde in Studien gezeigt, dass
eine langere Dialysepflichtigkeit einen negativen Einfluss auf das Transplantat- und
Patienteniiberleben hat.®® ¢°

Der nach sechs und zwdlf Monaten gemessene Kreatininspiegel korreliert mit dem
Langzeitiiberleben der Transplantate.*” *° Zu bedenken ist dabei, dass das Serumkreatinin als
Marker fir das Langzeitiiberleben dahingehend limitiert ist, dass es auch abhangig von Alter,
Kérpergewicht und Geschlecht ist.*° Es ist aber anzunehmen, dass die nicht-immunologischen

Einflussfaktoren in allen Studien zu gleichen Teilen bewertet wurden.

4.4 Schlussfolgerung

Zusammenfassend sprechen unsere Ergebnisse gegen einen wesentlichen Einfluss der
untersuchten Genpolymorphismen IL-10 —1082G/A, TNF-a. —308G/A und IL-6 —174G/C auf das
AbstoRungsverhalten und den Langzeitverlauf nach Nierentransplantation. Wir konnten keinen
Zusammenhang zwischen den Genpolymorphismen und dem Langzeitiiberleben nach
Nierentransplantation feststellen. Weder der gemittelte Kreatininwert im Verlauf noch die Anzahl
der AbstoRRungen, die Transplantatiberlebenszeit oder ein Vergleich der Entziindungswerte
erbrachten signifikante Unterschiede wie sie in wenigen anderen Studien gesehen wurden.

Eine Bestimmung der Genotypen der transplantierten Patienten, um zum Beispiel ein
individuelles immunsuppressives Konzept fir den einzelnen Transplantierten zu erlangen,
scheint nach dem Durchfiihren dieser Studie wenig aussichtsreich.*’ Sicher ist dabei zu
beachten, dass unsere Studie retrospektiv angelegt wurde. Dies bedeutet, dass die Patienten
nicht gleich behandelt wurden, sowohl in der immunsuppressiven Therapie als auch in der
AbstoRungstherapie und in der Behandlung der Begleiterkrankungen.

Es stellt sich die Frage, ob es nicht sinnvoll ist prospektive Multicenter-Studien in
Zusammenarbeit zu gestalten, um die These eines Einflusses der auch von uns untersuchten
Genpolymorphismen zu hinterlegen. Durch die gleichen Studienbedingungen kénnte man die
genannten zusatzlichen Faktoren, die den Transplantatverlauf beeinflussen, herausfiltern.
Hierdurch wirde die klinische Bedeutung der untersuchten Polymorphismen eingegrenzt

werden.
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Tabelle 8: Univariate Analyse: Zusammenhang mit Rejektionen (Rej.): ja (+) / nein(-) / nicht untersucht (&)

Sankaran D et al *° 1999 88
(Kidney International) | (6 Monate)
Marshall SE et al * 2000 209
(Transplantation) (30 Tage)
Poli F et al 2000
169
(Transpl Proc) (3 Monate)
Cartwright NH et al 15 2000
(Transplant 49
Immunology) (1 Jahr)
Pelletier R et al % 2000 82
(Transplantation) (Zeit?)
Asderakis A et al ’ 2001 83
(Transplantation) (5 Jahre)
34
Hahn AB et al 2001 120
(Transplantation) (bis 6 Jahre)




LS

Poole KL et al

2001

(Transplant (1 Jahr) 120
Immunology)
Muller-Steinhardt M
76 2002
etal 158
(3 Jahre)
(Kidney International)
Hutchings A et al 4 2002
(Pediatric (1 Mon—18 105
Transplantation) Jahre)
. 66
McDaniel DO et al
2003 77 Afro-
(Transplant (1-6 Jahre) Amerikaner
Immunology)
Lee Hetal *® 2004 297
(J Clin Pathol) (1 Jahr)
Wramner LG et al %' 2004 157
(Transplantation) (5-12 Jahre)
Eigene Ergebnisse 2007 294

(Clin Transplant)

(0,5-6 Jahre)




5 Zusammenfassung

Auf dem Gebiet der Nierentransplantation konnten in den letzten Jahren immer bessere
Ergebnisse in Bezug auf die Anzahl von akuten AbstoRungsreaktionen und das Ein-Jahres-
Transplantatiberleben erzielt werden. Dies hangt unter anderem mit der verbesserten
immunsuppressiven medikamentésen Therapie und der besseren Uberwachung des
Transplantates zusammen. Die gleichen Erfolge konnten aber noch nicht in Bezug auf das
Langzeituberleben der Nierentransplantate erzielt werden. Es bleibt unklar, warum Patienten
mit der gleichen HLA-Kompatibilitdt und der gleichen immunsuppressiven Therapie eine
unterschiedliche Anzahl von Rejektionen und einen unterschiedlichen zeitlichen
Transplantatverlust haben. In der vorliegenden Studie wurde in diesem Zusammenhang der
Einfluss der Polymorphismen der zytokinassoziierten Gene und die damit verbundene
unterschiedliche Expression der Zytokine in Bezug auf den Langzeitverlauf nach

Nierentransplantation untersucht.

In das Kollektiv wurden n=224 Patienten eingeschlossen, die im Transplantationszentrum
Disseldorf im Zeitraum von 1998 bis Ende 2001 nierentransplantiert wurden. Die Studie
umfasste 175 Leichennieren- und 49 Lebendnierentransplantationen. Als Kontrollgruppe
diente eine Gruppe von 100 nierengesunden Freiwilligen. Die Teilnehmer der Studie wurden

uber einen Zeitraum von 34,3 + 16,1 Monate (Spanne: 6-66 Monate) beobachtet.

Wir verglichen die Anzahl und den Schweregrad der akuten Abstoliungsreaktionen, den
Serum-Kreatininverlauf und die Transplantatiberlebenszeit, das heilt die Dauer bis zur

erneuten Dialysepflichtigkeit.

Bestimmt wurden die drei Genpolymorphismen IL-10 —1082G/A, TNF-a —308G/A und IL-6 —
174G/C mittels DNA-Praparation und anschlieiender PCR. Diese Polymorphismen konnten
in einigen Arbeiten mit unterschiedlichem AbstoRungsverhalten nach Nierentransplantation
in Zusammenhang gebracht werden. Der IL-10 —1082A-Polymorphismus mit einer
niedrigeren Produktion von IL-10 wird in der Literatur als protektiv fir das Transplantat-
uberleben beschrieben. Der TNF-a —308A-Polymorphismus geht mit einer hoheren TNF-a
Produktion einher. Diese konnte in einigen Arbeiten mit einer erhéhten Absto3ungsreaktion
von Nierentransplantaten in Verbindung gebracht werden. Beim IL-6 -174G/C
Polymorphismus konnte in einer Studie den low producer Genotypen GG und GC ein
protektiver Effekt auf das Langzeitiberleben nach Nierentransplantation nachgewiesen

werden.
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Die Genotypverteilung der untersuchten Polymorphismen war in der Patienten- und
Kontrollgruppe vergleichbar (ns). Das Spender- und Empfangeralter, die Anzahl der HLA-
mismatches und die Kalt- und Warmischamiezeit unterschieden sich nicht in den Gruppen

der unterschiedlichen Genotypen (ns).

In unserer Studie konnte kein Zusammenhang zwischen den Zytokinpolymorphismen und
dem Auftreten von akuten Abstolungsreaktionen festgestellt werden (ns). Der Zytokin-
Genotyp korrelierte zu keinem Zeitpunkt der Beobachtung mit dem mittleren
Serumkreatininwert. AuRerdem ergab sich kein signifikanter Unterschied von den Genotypen
zu der Haufigkeit von Transplantatverlusten in ihren Gruppen. Die Patienten der
unterschiedlichen Zytokin-Genpolymorphismen zeigten ahnliche Verlaufe in der Kaplan-
Meier Analyse der Transplantatiiberlebenszeiten (ns). AbschlielRend konnten wir auch keinen
Einfluss der Zytokin-Polymorphismen auf akute AbstolRungsreaktion oder den
Transplantatverlauf in der Untergruppe der Transplantate mit schlechterer HLA-DR

Ubereinstimmung nachweisen (ns).

Zusammenfassend sprechen unsere Ergebnisse gegen einen wesentlichen Einfluss der
untersuchten Genpolymorphismen auf das AbstoRBungsverhalten und den Langzeitverlauf
nach Nierentransplantation. Sicherlich ist noch zu beachten, dass unsere Studie retrospektiv
angelegt wurde. Dies bedeutet, dass die Patienten nicht gleich behandelt wurden, sowohl in
der immunsuppressiven als auch in der AbstoRRungs-Therapie und in der Therapie der
Begleiterkrankungen. Dieses uneinheitliche Bild der Studie lasst sich ebenfalls bei anderen
Studien Uber die Genpolymorphismen finden. Ferner hatte unsere Studie eine
moglicherweise zu kurze Nachbetrachtungszeit, um abschlieliende Aussagen treffen zu
koénnen. Es ist sicher sinnvoll eine prospektive Multicenter-Studie durchzufiihren, damit durch
eine groRere Patientenzahl ein mdglicherweise geringer Einfluss nachgewiesen oder

abschlieRend widerlegt werden kann.
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