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Zusammenfassung

1. Zusammenfassung / Summary

1.1 Zusammenfassung

Einleitung:

Die allogene Nierentransplantation stellt gegentiber einer Dialysebehandlung die prognostisch
uberlegenere Therapie fir Patienten mit terminaler Niereninsuffizienz dar. Gegenlber
nierengesunden Menschen haben Patienten nach allogener Nierentransplantation dennoch
eine deutlich erhohte kardiovaskuldre Ereignisrate. Neben Kklassischen kardiovaskulédren
Risikofaktoren tragen zur beschleunigten Atherosklerose und so zur Entstehung
kardiovaskularer Erkrankungen bei nierentransplantierten Patienten weitere, transplantations-
assoziierte Risikofaktoren bei, zu denen insbesondere eine chronische Inflammation mit
Monozytendysfunktion zahlt. Monozyten sind eine heterogene Zellpopulation; innerhalb der
Monozytensubpopulationen (klassische CD14++CD16-, intermedidre CD14++CD16+ und
nicht-klassische CD14+CD16++ Monozyten) wird vor allem den intermediaren Monozyten
eine proinflammatorische Bedeutung zugeschrieben. Praliminare Daten suggerieren, dass

Immunsuppressiva die Verteilung der Monozytensubpopulationen beeinflussen.

In einer Kohortenstudie soll nun Gberpriift werden, inwieweit einerseits die Einnahme von
Steroiden, andererseits die Einnahme von mTOR-Inhibitoren die Verteilung der
Monozytensubpopulationen bei nierentransplantierten Patienten beeinflusst.

Methodik:

Die HOMe Alone Studie (Heterogeneity of Monocytes and Echocardiography among
allograft recipients in nephrology) rekrutierte von Mai 2012 bis Oktober 2013 insgesamt 159
nierentransplantierte Patienten. Alle Patienten waren seit mindestens 12 Monaten
transplantiert. Bei allen Studienteilnehmern wurden klassische und nicht-klassische
kardiovaskuldare Risikofaktoren und Nierenfunktionsparameter bestimmt. Die Messung der
Monozytensubpopulationen erfolgte mittels Durchflusszytometrie.

Ergebnisse:

Patienten unter Steroid-Einnahme wiesen hohere Zellzahlen von Gesamtmonozyten,

klassischen und intermedidaren Monozyten, jedoch geringere Zellzahlen nicht-klassischer


http://www.uniklinikum-saarland.de/de/einrichtungen/kliniken_institute/medizinische_kliniken/innere_medizin_iv/forschung/ag_1/studien/home_alone/
http://www.uniklinikum-saarland.de/de/einrichtungen/kliniken_institute/medizinische_kliniken/innere_medizin_iv/forschung/ag_1/studien/home_alone/

Zusammenfassung

Monozyten auf als Patienten ohne Steroid-Einnahme. Es bestanden keine Unterschiede in den
Zellzahlen der Gesamtmonozyten und der Monozytensubpopulationen zwischen Patienten mit
und ohne Einnahme von mTOR-Inhibitoren. Ebenso lieen sich nach Stratifizierung fir
andere Immunsuppressiva keine Unterschiede der Zellzahlen der Monozytensubpopulationen
feststellen. Nebenbefundlich zeigte sich eine positive Korrelation zwischen den Zellzahlen der
nicht-klassischen Monozyten und dem Body-Mass-Index; Raucher wiesen weniger nicht-
klassische Monozyten auf als Nichtraucher.

Diskussion:

Die Querschnittsanalyse der HOMe ALONE Studie zeigt einen substanzspezifischen Effekt
von Steroiden auf die Verteilung der Monozytensubpopulationen. Insbesondere die hohere
Anzahl von intermedidren Monozyten bei Patienten mit Steroidmedikation kann durch das
proinflammatorische Potential dieser Zellen zur Erhohung der kardiovaskuldren Morbiditat
und Mortalitdt nierentransplantierter Patienten beitragen. Die klinische Relevanz dieser
Beobachtung muss allerdings zunéchst in prospektiven klinischen Studien untersucht werden.



Summary

1.2 Summary

Introduction:

Compared to dialysis treatment, allogenic kidney transplantation is the prognostically superior
therapeutic option for patients with end-stage renal disease. Nevertheless, renal allograft
recipients have significant higher incidences of cardiovascular events, compared to subjects
with intact kidney function. In addition to classical cardiovascular risk factors, several
transplantation-associated cardiovascular risk factors contribute to accelerated atherosclerosis
and thus to the development of cardiovascular disease. Hereby, chronic inflammation with
monocytic dysfunction is of particular importance. Heterogeneity of monocytes is widely
acknowledged, and three monocyte subsets have been defined (classical CD14++CD16+,
intermediate CD14++CD16+ and nonclassical CD14+CD16++ monocytes). Among these,
intermediate monocytes are considered to specifically exert proinflammatory functions.
Preliminary data suggest that immunosuppressive agents can affect the distribution of
monocyte subsets.

A cohort study was conducted to examine to which extent the intake of steroids or of mTOR-
inhibitors, respectively, affects the distribution of monocyte subpopulations in kidney

allograft recipients.
Methods:

From May 2012 to October 2013, the HOMe Alone cohort study (Heterogeneity of
Monocytes and Echocardiography among allograft recipients in nephrology) recruited 159
kidney allograft recipients. All patients have been transplanted at least since 12 months. We
assessed classical and nonclassical cardiovascular risk factors and parameters of renal

function. Monocyte subset measurement was performed flow cytometrically.

Results:

Patients with steroid intake have higher counts of total monocytes, classical monocytes and
intermediate monocyte compared to patients without steroid medication. In contrast, counts of
nonclassical monocytes were lower in patients on steroid treatment. No differences in total
monocyte counts and in monocytes subset counts were found after stratifying patients by
intake of mTOR-inhibitors. Similarly, no differences were found after stratifying patients by

intake of other immunosuppressive drugs. Secondary findings comprise positive correlation


http://www.uniklinikum-saarland.de/de/einrichtungen/kliniken_institute/medizinische_kliniken/innere_medizin_iv/forschung/ag_1/studien/home_alone/
http://www.uniklinikum-saarland.de/de/einrichtungen/kliniken_institute/medizinische_kliniken/innere_medizin_iv/forschung/ag_1/studien/home_alone/

Summary

of nonclassical monocyte counts and body-mass-index; smokers have lower nonclassical

monocyte counts than non-smokers.
Discussion:

These cross-sectional analyses of the HOMe Alone Study point toward a specific effect of
steroids onto the distribution of monocyte subsets. Given their proinflammatory character, an
increase in intermediate monocyte counts among renal allograft recipients on steroid
treatment may contribute to cardiovascular morbidity and mortality. However, the clinical

relevance of this observation has to be examined in further prospective clinical studies.
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Einleitung

2. Einleitung

2.1 Bedeutung der Nierentransplantation

Die Nierentransplantation gilt fir Patienten mit terminaler Niereninsuffizienz als Therapie der
Wahl (4). Gegenuber anderen Nierenersatztherapien wie der H&modialyse und
Peritonealdialyse geht die Nierentransplantation mit einer hdheren Lebensqualitat (165, 131),
einer besseren medizinischen, psychischen und sozialen Rehabilitation (44, 38) und mit
geringeren Gesundheitskosten (107) einher. Daruber hinaus zeigen Kohortenstudien, dass
sogar das Gesamtlberleben terminal nierenkranker Menschen nach Nierentransplantation

besser ist als bei Patienten, die mittels Dialysetherapie behandelt werden (132, 214).

Da die weltweite Pravalenz der chronischen Nierenerkrankung aktuell auf 8 — 16 % (88)
geschatzt wird — und in den letzten Jahren eine Tendenz zu weiterem Anstieg aufwies (4, 24,
172), muss in den ndchsten Jahrzehnten auch mit einer weiterer Zunahme der terminalen
Niereninsuffizienz gerechnet werden, so dass die Nierentransplantation in Zukunft weiter an

Bedeutung gewinnen wird.

Seit der ersten Nierentransplantation in Deutschland im Jahre 1963 wurden bis 2012 Uber
73 000 Nieren transplantiert (80), in den letzten Jahren circa 2500 Nieren pro Jahr (79, 205).
Wegen stagnierender Zahlen von geeigneten Spenderorganen bei gleichzeitig zunehmender
Prévalenz der terminalen Niereninsuffizienz warten aktuell alleine in Deutschland knapp 8000

Menschen auf eine Spenderniere (81, 79).

In den friihen Jahrzehnten der Organtransplantation lag der Fokus wissenschaftlicher
Interessen auf Verbesserungen chirurgischer Techniken (4) und Entwicklungen potenter
immunsuppressiver Therapien (4, 106), um insbesondere die friihe postoperative Phase ohne
Verlust des Transplantates zu Uberstehen (4). Es gelang hierbei eine Verbesserung des Ein-
Jahres-Transplantatiiberlebens bei post-mortem-Spenden von circa 77 % in den Jahren 1985 —
1989 auf circa 90 % in den Jahren 2005 - 2010, bei Lebendspenden in der gleichen Periode
von knapp 90 % auf Uber 95 % (138). Diese Erfolge der postoperativen Phase miindeten aber
nur in einer langsamen, nicht zufriedenstellenden Zunahme der Langzeitprognose (106), so
dass aktuelle Untersuchungen ein Zehn-Jahres-Transplantatiiberleben von nur 63 % bei post-

mortem-Spenden und 77 % bei Lebendspenden aufzeigen (138). Daher fokussierte sich die

11



Einleitung

Transplantationsmedizin in den letzten Jahren insbesondere auf eine Verbesserung des

Langzeiterfolgtes nach Nierentransplantation (142).

2.2 Epidemiologie der kardiovaskularen Erkrankungen bei
nierentransplantierten Patienten

Die h&ufigste Ursache fur einen Transplantatverlust bei allogen nierentransplantierten
Patienten stellt das Versterben des Empfangers mit funktionierendem Transplant dar (112, 55,
150). Dies ist hauptséchlich auf kardiovaskulédre Ereignisse zuriickzufuhren (136, 112). Zwar
weisen nierentransplantierte Patienten ein deutlich geringeres Risiko fir kardiovaskulare
Ereignisse als Dialysepatienten auf, besitzen dennoch ein viel groReres Risiko als die
nierengesunde Allgemeinbevélkerung (172). So zeigten die Daten der groRen PORT-Studie
im Jahre 2010 eine kumulative Inzidenz kardiovaskuldrer  Ereignisse  bei
nierentransplantierten Patienten von 3,1 % im ersten Jahr, 5,2 % nach funf Jahren und 7,6 %
nach zehn Jahren (85). Somit ist die Todesrate durch kardiovaskulare Erkrankungen, speziell
durch Myokardinfarkte und Herzinsuffizienz, um ein Vielfaches hoher als in der

nierengesunden Allgemeinbevolkerung (112, 197).

2.3 Kardiovaskulare Risikofaktoren bei nierentransplantierten Patienten

Aufgrund der erhohten kardiovaskulédren Morbiditdt und Mortalitdt nierentransplantierter
Patienten erscheint es essentiell, die kardiovaskularen Risikofaktoren bei dieser

Patientengruppe genauer zu definieren.

Da bei nierentransplantierten Menschen neben den Kklassischen kardiovaskuldren
Risikofaktoren noch weitere, nicht-klassische Risikofaktoren zur Entstehung und Progression
von GeféRerkrankungen beitragen, wird mit Risikoscores, beispielsweise dem Framingham-
Risikoscore, das kardiovaskulare Risiko dieser Patienten unterschatzt (183, 172). Shirali und
Bia stellten 2008 die Risikofaktoren fiir die Entwicklung einer kardiovaskuldaren Erkrankung
in einem Ubersichtsartikel zusammen (182). Diese sind im Folgenden tabellarisch

zusammengefasst (Tabelle 1).

12



Einleitung

Tabelle 1: Risikofaktoren fir die Entwicklung kardiovaskuldrer Erkrankungen bei

nierentransplantierten Patienten [nach Shirali und Bia (182)]

) Weitere
) - Transplantations- ) )
Klassische Risikofaktoren 5 . nicht-klassische
assoziierte Risikofaktoren o
Risikofaktoren

(Potentiell) modifizierbar: - Immunsuppression (17) - Entzindung:
- Adipositas (31) - Dysfunktion / Versagen Homozystein (39)
- Diabetes mellitus (94) des Organs (118, 46) CRP (39)
- Hypertonie (94) - Proteinurie (47) AGE (67)
- Dyslipidamie (94) - Anémie (153)

- Rauchen (95)

Nicht modifizierbar:
- Geschlecht (87)
- Alter (94)
- Positive
Familienanamnese
(182)

CRP: C-reaktives Protein; AGE: advanced glycation end products

2012 wurde auf der Basis der Ergebnisse der ALERT-Studie ein Kalkulator erstellt (185),
welcher das Risiko fiir kardiovaskuldre Ereignisse anhand von Alter, vorbestehender
koronarer Herzerkrankung, Pravalenz eines Diabetes mellitus, LDL-Cholesterin, Kreatinin,
Anzahl vorheriger Transplantationen und dem Raucherstatus bestimmt; zur Berechnung des
Risikos fur die Gesamtmortalitat werden Alter, koronare Herzerkrankung, Diabetes mellitus,

Kreatinin, Raucherstatus und Dauer der Nierenersatztherapie des Patienten benétigt (185).

Generelle Malinahmen zur Pravention kardiovaskulérer Ereignisse wie Lebensstilanderungen,
welche die Pravention von Ubergewicht, das Beenden von Rauchen (83, 3) und regelmaRige
korperliche Aktivitat (141, 222) umfassen, sowie die optimale Behandlung von arterieller
Hypertonie (139), Dyslipidamie (76) und Diabetes mellitus (96, 213) sollten nach
Transplantation angestrebt werden. Aber auch die Prévention spezieller Risikofaktoren
nierentransplantierter Patienten, wie der Erhalt der Nierenfunktion des transplantierten
Organs, ist essentiell wichtig (118, 46, 120, 129). Dies kann unter Einbeziehung neuer

Immunsuppressiva ermoglicht werden.
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2.4 Monozytendysfunktion als Grundlage der Atheroskleroseentstehung

2.4.1 Atheroskleroseentstehung

Die Atherosklerose ist eine progrediente chronisch-inflammatorische Erkrankung der
GefaBwand (160). Atherosklerotische Geféal3lasionen entstehen in den grofRen und
mittelgrof3en elastischen und muskuldren Arterien und préadisponieren in Abh&ngigkeit von

den erkrankten GefaRsegmenten zu ischdamischen Infarkten in den Endorganen (160, 66).

Der Beginn der Atheroskleroseentstehung liegt in einer Endothelzellen-Aktivierung (220)
durch Risikofaktoren wie Rauchen (6), Diabetes mellitus (206), Hypercholesterindmie (160)
oder Hypertonie (186) mit daraus resultierender endothelialer Dysfunktion (34). Diese fiihrt
uber proinflammatorische Stimuli wie TNFa (14, 111), IL1p (125, 111), oxidiertem LDL-
Cholesterin (14) und Angiotensin Il (63, 101, 7) zu einer Monozytenrekrutierung (224). Nach
Adhasion der Monozyten mittels Adhasionsmolekilen wie dem VCAM-1 (,,vascular cell
adhesion molecule®) (111) und Diapedese in die GeféaRintima (127) differenzieren sich die
Monozyten unter dem Einfluss des Wachstumsfaktors MCSF (,,macrophage colony-
stimulating factor”) zu Makrophagen (66). Mit Hilfe von Scavenger Rezeptoren der Klassen
A und B, einer Untergruppe der Pattern Recognition Rezeptoren, kénnen Makrophagen
oxidiertes LDL-Cholesterin aufnehmen und sich dadurch zu Schaumzellen umwandeln (60,
105, 111), welche durch proinflammatorische Zytokine oder ROS (Reaktive
Sauerstoffspezies) den inflammatorischen Prozess in der Gefalwand weiter beschleunigen
(111). Zudem tragt die Aktivierung von Pattern Recognition Rezeptoren wie der
membrangebundenen Toll-like-Rezeptoren 2 und 4 zu weiteren proinflammatorischen
Antworten bei (33). Eine Aktivierung des intrazellularen NALP3-Inflammasoms nach
Stimulation durch Cholesterinkristalle miindet in einer Bildung und Sekretion von Zytokinen
wie IL1B und 1L18 (40). Uber diesen entziindlichen Prozess werden weitere Immunzellen
vom GeféalBlumen und glatten Muskelzellen von der Media in die Intima gelockt (220). So
entstehen Plaques mit einem nekrotischen Kern und einer Kapsel aus glatten Muskelzellen
und einer kollagenreichen Matrix (66). Wird diese Kapsel schlieBlich durch Proteasen (133)
abgebaut, kann eine Ruptur mit Freilegung prothrombotischen Materials auftreten, welches
das intravaskuldare Gerinnungssystem aktiviert, so dass eine Thrombenbildung und damit ein
Verschluss des GefaRes droht (53, 204). Dies manifestiert sich klinisch — je nach betroffenem
GeféaRsegment — beispielsweise als Apoplex oder akuter Myokardinfarkt (160, 66).

14



Einleitung

2.4.2 Monozytenheterogenitét

Wie dargestellt, sind Monozyten maRgebend am Entstehungsprozess der Atherosklerose
beteiligt. Sie sind als Subgruppe der Leukozyten eine essentielle Komponente des
angeborenen Immunsystems (155). Abstammend von myelo-monozytaren Stammzellen im
Knochenmark entstehen Uber die Zwischenstufe der Myeloblasten die Monozyten, welche
eine Halbwertszeit von 1 - 3 Tagen besitzen (225). Nach Ubertritt ins periphere Blut treten sie
in verschiedene Gewebe ein, um sich dort in Makrophagen und dendritische Zellen
umzuwandeln (225, 152, 11). Bereits 1989 kamen Passlick, Fingerle und Ziegler-Heitbrock
zur Erkenntnis, dass Monozyten keine einheitliche Gruppe bilden, sondern unterschiedliche

Phanotypen und Funktionen besitzen (143).

Phénotypisch werden die Monozytensubpopulationen mit Hilfe der Durchflusszytometrie
durch verschiedene Oberflachenmolekiile differenziert (226), wobei CD14 (der
Lipopolysaccharid-Co-Rezeptor) und CD16 (der Fcylll-Rezeptor) eine wichtige Rolle spielen
(143). Nach aktueller Nomenklatur lassen sich klassische CD14++CD16-, intermediére
CD14++CD16+ und nicht-klassische CD14+CD16++ Monozyten unterscheiden (226). Es
wird vermutet, dass die Monozytenreifung bei den klassischen Monozyten beginnt und diese
sich anschlieBend zu intermediéren und nicht-klassischen Monozyten differenzieren (216).

2.4.3 CD16-positive Monozyten

Innerhalb der Monozytensubpopulationen werden vor allem den CD16-positiven Monozyten,
insbesondere den intermedidren Monozyten, eine groRe proinflammatorische Rolle in der
humanen Atherogenese zugeschrieben (220). Zu den speziellen Eigenschaften der
intermedidren Monozyten zéhlen unter anderem die hohe Produktion von ROS (219), TNFa-
und IL1B (32) sowie eine starke Expression des Chemokinrezeptors CCR5 (156), welcher in
grolRen epidemiologischen Studien als ein Atherosklerosemarker postuliert wurde (128, 58).
Weitere proinflammatorische Mechanismen der CD16-positiven Monozyten bestehen in der
Stimulation der CDA4-T-Zell-Proliferation (219), einer starken Aufnahme von oxidiertem
LDL-Cholesterin (124) und einer hohen aktivierenden Interaktion mit Blutplattchen (189).

Zudem konnten einige epidemiologische Querschnittsstudien die zentrale Rolle der CD16-
positiven Monozyten sowohl in der frihen subklinischen Atherosklerose als auch in der
manifesten kardiovaskuldren Erkrankung bestatigen (220): nachdem Ulrich et al. 2008 eine

signifikante  Korrelation zwischen IMT und nicht-klassischen Monozyten bei
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nierentransplantierten Patienten beobachten konnten (194), bestatigten Rogacev et al. 2010
diesen Zusammenhang auch an gesunden Probanden im Rahmen der | LIKE HOMe Studie
(157).

Der Zusammenhang von Monozytensubpopulationen und manifesten kardiovaskuldren
Erkrankungen wurde in mehreren Studien an Patienten mit koronarer Herzkrankheit
untersucht: Schlitt et al. zeigten 2004, dass in einem heterogenen Kollektiv von Patienten mit
koronarer Herzerkrankung, welches sowohl Patienten mit stabiler KHK als auch Patienten mit
akutem Koronarsyndrom umfasste, hohere Gesamtzahlen von CD16-positiven Zellzahlen
vorlagen (177). Kashiwagi und Imanishi et al. konnten 2010 zeigen, dass eine positive
Korrelation zwischen der Gesamtzahl der CD16-positiven Monozyten und der Vulnerabilitat
eines atherosklerotischen Plaques, gemessen anhand der Dicke der Fibrinkappe, besteht (84,
93).

2.5 Immunsuppressive Medikation nach Transplantation

Die Erfolgsgeschichte der Nierentransplantationstherapie, insbesondere in der friihen Phase
nach allogener Nierentransplantation ist grof3tenteils auf die Entwicklung und die klinische
Etablierung einer potenten immunsuppressiven Therapie zurlickzufiihren (149, 190), welche
seit den achtziger Jahren des zwanzigsten Jahrhunderts zumeist aus der Kombination eines
Calcineurininhibitors, eines Antimetaboliten (initial Azathioprin, spater Mykophenolat-
Mofetil) und eines Steroids besteht (149, 190, 24).

Das verfugbare Repertoire der immunsuppressiven Medikamente blieb nachfolgend Gber
mehr als zehn Jahre konstant, doch in den letzten 15 Jahren kamen zahlreiche neuere
Medikamente auf den Markt (24) und erlaubten durch gréRere Auswahl und
Kombinationsmdglichkeiten (149) eine individualisierte Immunsuppression. So kommen
heute neben den etablierten Immunsuppressiva (Steroid, Mykophenolat-Mofetil /
Mykophenolséure, Cyclosporin A, Tacrolimus und Azathioprin) auch neuere Medikamente
wie mTOR-Inhibitoren Sirolimus und Everolimus zum Einsatz (149). Man erhoffte sich von
diesen neueren Immunsuppressiva insbesondere das Langzeit-Uberleben zu verbessern, da sie

eine geringere Nephrotoxizitét besitzen (21).
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Prinzipiell haben immunsuppressive Medikamente drei Effekte:

e den erwiinschten therapeutischen Effekt (Unterdriickung der AbstolRungsreaktion) (65)

e (zumeist substanzunspezifische) unerwiinschte Folgen der Immunsuppression (erhhte
Gefahr von Infektionen und verringerte Abwehr maligner Zellen mit erhohter Inzidenz
von Malignomen) (65) und

e substanzspezifische Nebenwirkungen jenseits der eigentlichen immunsuppressiven
Wirkung (65).

Ein  ausgepragtes  Wissen  Uber  Wirkmechanismen,  Nebenwirkungen  und
Medikamenteninteraktionen ist essentiell (24). Dabei sollten vor allem neuere Medikamente,
von denen wenig Erfahrung  hinsichtlich  immunsuppressiver ~ Potenz  und

Nebenwirkungsspektren vorhanden sind, im Fokus neuer Studien stehen (166).

2.6 Hypothese: Einfluss der Immunsuppressiva auf die \erteilung der
Monozytensubpopulationen

Die Detektion und Minimierung atherosklerotischer Risikofaktoren stellt die wichtigste
Herausforderung fir die Sicherung eines langen Patienteniiberlebens nach allogener
Nierentransplantation dar (136). Da einerseits intermedidre Monozyten aufgrund ihrer
proinflammatorischen Charakteristika zur Entstehung atherosklerotischer Plaques beitragen
und somit als nicht-traditioneller kardiovaskuldrer Risikofaktor betrachtet werden missen,
andererseits immunsuppressive Medikamente direkt auf eine Beeinflussung zirkulierender
Immunzellen abzielen, ist es von besonderem Interesse, Interaktionen zwischen
immunsuppressiver Medikation und Verteilung der Monozytensubpopulationen zu erkennen
und zu beschreiben. Daher ist es das Ziel dieser Arbeit, den Einfluss bestimmter
immunsuppressiver Medikamente auf die Zellzahlen der Monozytensubpopulationen,

insbesondere der proinflammatorischen intermedidren Monozyten, darzustellen.
a) Hypothese 1:

Bereits 1998 zeigten Fingerle-Rowson et al. bei Patienten mit Multipler Sklerose, dass
Steroide die Zellzahlen der Monozytensubpopulationen beeinflussen: wéhrend die Zellzahlen
der klassischen Monozyten unter Steroideinnahme erhoht waren, fiel die Zellzahl CD16-
positiver Monozyten drastisch ab (48). Die intermedidren Monozyten wurden aufgrund
fehlender Kenntnis Uber die Dreiteilung der Monozytenpopulation damals noch nicht

gemessen. Entscheidende Kenntnisse Uber den Mechanismus der steroidinduzierten
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Reduktion von CD16-positiven Monozyten lieferten Dayyani et al. 2003 mittels in vivo und in
vitro Untersuchungen. Diese zeigten auf, dass die Ursache des Zellzahlabfalls CD16-positiver
Monozyten eine induzierte, Caspase-vermittelte, Apoptose der CD16-positiven Monozyten ist

(35). Auch diese Arbeit untersuchte intermedidre Monozyten nicht separat.

Vorarbeiten unserer Arbeitsgruppen gaben erstmals Hinweise auf den Einfluss von Steroiden
auf die Monozytenheterogenitat nach allogener Nierentransplantation (194): Ulrich et al.
zeigten, dass sich unter Steroideinnahme die Zellzahl nicht-klassischer Monozyten verringert,
wogegen die intermedidren Monozyten weitgehend unbeeinflusst waren. Allerdings
fokussierte die Studie auf relative Verschiebungen der Monozytensubpopulationen und nicht

auf die — biologisch relevanteren — absoluten Zellzahlen der Subpopulationen.

Wir stellen nun die Hypothese auf, dass unter Steroideinnahme die Gesamtzahl der
klassischen Monozyten erhoht ist, die Zellzahl intermedidrer Monozyten unverandert
ist, und die Zellzahl der nicht-klassischen Monozyten erniedrigt ist.

b) Hypothese 2:

Trotz der immunsuppressiven Wirkung von mTOR-Inhibitoren wurden in den letzten Jahren
Hinweise auf vermeintlich paradoxe proinflammatorische Wirkungen auf Monozyten
berichtet (166). So wurde beschrieben, dass mTOR-Inhibitoren Uber die Aktivierung von
NF-kB die Ausschittung proinflammatorischer Zytokine wie IL-12, 1L-23 oder IL-6 von
Monozyten und myeloiden dendritischen Zellen erh6hen (116, 211). Woltman et al. Zeigten,
dass mTOR-Inhibitoren zwar eine Apoptose von dendritischen Zellen, aber nicht von
Monozyten, verursachen und in vitro tendenziell sogar zum Anstieg der
Monozytenpopulation flihren (215). Inwieweit diese potentiell proinflammatorischen Effekte
von mTOR-Inhibitoren Verénderungen der Zellzahlen von Monozytensubpopulationen

induzieren, ist unbekannt.

Hiermit stellen wir die Hypothese auf, dass unter mTOR-Inhibitor-Einnahme die
Zellzahl der der intermediaren Monozyten, erhoht ist.
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3. Material und Methoden

3.1 Probanden und Studienmodell

3.1.1 Auswahl der Probanden

Die HOMe Alone Studie (Heterogeneity of Monocytes and Echocardiography among
allograft recipients in nephrology) rekrutierte von Mai 2012 bis Oktober 2013
nierentransplantierte Patienten, die sich zu einer Routinekontrolle in der Ambulanz der Klinik
flr Innere Medizin 1V — Nieren- und Hochdruckkrankheiten — des Universitatsklinikums des
Saarlandes in Homburg vorstellten. In dem genannten Zeitraum wurden insgesamt 162

Patienten in die Studie eingeschlossen.

Die Patienten wurden sowohl wahrend eines Arztgespréches durch den jeweils behandelnden
Nephrologen bei der vorherigen Routineuntersuchung als auch telefonisch von der
Verfasserin dieser Dissertationsschrift am Vortag des geplanten Studieneinschlusses tber den
Ablauf der Studie informiert. Nach Vorliegen einer schriftlichen Einverstdndniserklarung
erfolgte die Untersuchung zum vereinbarten Termin. Das Untersuchungsprotokoll wurde von

der Ethikkommission der Arztekammer des Saarlandes gepriift und genehmigt.

3.1.2 Ein- und Ausschlusskriterien

Als Einschlusskriterium galt eine vor mindestens 12 Monaten stattgefundene allogene Nieren-
transplantation, unabhéngig von der Transplantatfunktion.

Ausschlusskriterien waren

o ein zum Untersuchungszeitpunkt vorliegender klinisch apparenter fieberhafter bzw.
antibiotikapflichtiger Infekt

o eine HIV-Infektion

o ein aktives Malignom / hamatologische Systemerkrankung

o Schwangerschaft

o CRP >50mg/l

o eine akute Nierenschadigung (Kreatininanstieg um > 50% innerhalb von 4 Wochen

vor der Vorstellung)
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3.2 Untersuchungsablauf

3.2.1 Blut- und Urindiagnostik

Nach Asservation von mindestens 15 ml Spontanurin (Mittelstrahlurin) wurden circa 10 ml in
einer Urin-Monovette an das Zentrallabor des Universitatsklinikums des Saarlandes gesandt
und daraus die in der Tabelle 2 zusammengestellten Urinparameter bestimmt.

Tabelle 2: Verwendetes Urinrohrchen und daraus bestimmte Urinparameter

Urinréhrchen Bestimmte Urinparameter

urin o Status, Sediment

(10 ml Urin- o Natrium, Kalium, Kalzium, Phosphat
Monovette) o Albumin, Mikroglobulin, Eiweil3, Transferrin,

Immunglobulin G

o Kreatinin

Die Blutentnahme erfolgte am nichternen Patienten (> 8 h). Nach einer funfminltigen
Ruhephase im Sitzen erfolgte die Punktion einer geeigneten Armvene mit Blutentnahme von
35,5 ml Vollblut in insgesamt sieben Blutréhrchen. Davon wurden vier Blutréhrchen (zwei
2,7 ml EDTA-Monovetten, eine 4,7 ml Plasma-Monovette und eine 4,7 ml Serum-Monovette)
an das Zentrallabor des Universitatsklinikums des Saarlandes weitergeleitet, um daraus die in

Tabelle 3 aufgefuhrten Laborparameter zu bestimmen.

Weitere zwei Blutproben (eine 9 ml EDTA-Monovette und eine 9 ml Serum-Monovette)
sowie funf Urinproben in Urin-Monovetten (jeweils 1,8 ml) wurden an das Labor der Klinik
fir Innere Medizin 1V weitergeleitet, wo eine Zentrifugation der Blutproben erfolgte. EDTA-
Plasma, Serum und Urin wurden in Aliquots eingefroren und bei -80 °C gelagert, um eine

spatere Nachbestimmung von Blut- oder Urinparametern zu erlauben.

Eine weitere Blutprobe (eine 2,7 ml EDTA-Monovette) wurde zur Bestimmung der
Monozytensubpopulationen verwendet, deren Ablauf unter 3.2.2 genauer geschildert ist. Die
Monozytenmessungen wurden von einer erfahrenen MTA im immunologischen Labor der

Klinik fur Innere Medizin IV durchgefiihrt.
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Tabelle 3: Verwendete Blutréhrchen und daraus bestimmte Blutparameter

Blutréhrchen Bestimmte Blutparameter
EDTA - Blut Kleines Blutbild:

(2,7 ml EDTA- - Hb, MCH

Monovette) - Leukozyten, Thrombozyten

Differentialblutbild:

- Granulozyten (neutrophile, eosinophile, basophile)

- Lymphozyten

- Monozyten
EDTA - Blut Spiegel des jeweiligen Immunsuppressivums:
(2,7 ml EDTA- o Tacrolimus
Monovette) o Sirolimus

o Everolimus

o Cyclosporin A

Plasma o Natrium, Kalium, Kalzium, Phosphat
(4,7 ml Lithium- o Kreatinin, Harnstoff, Harnsdure, Glukose, ASAT, ALAT,
Heparin- v-GT, Alkalische Phosphatase, LDH
Monovette) o Lipoproteindiagnostik (Gesamt-Cholesterin, HDL-Cholesterin,

LDL-Cholesterin, Triglyceride)
o Eiweil}, Albumin

o Eisen, CRP, Ferritin, Troponin T

o Cystatin C
Serum o Apolipoprotein A, Apolipoprotein B, Insulin, Parathormon
(4,7 ml Serum- (intakt), NT-pro-BNP, 25-Hydroxy-Vitamin D3

Monovette)

3.2.2 Bestimmung von Monozytensubpopulationen

Die Differenzierung der Zellen des peripheren Blutes wird durch unterschiedliche Grole,
Granularitit und  spezifische = Oberfachenantigene  ermdglicht.  Die  gesamte
Monozytenpopulation exprimiert das Antigen CD86, welches Monozyten mit Hilfe von
panmonozytédren anti-CD86-Antikdrpern von Lymphozyten und Granulozyten, die kein CD86

exprimieren, zu separieren erlaubt. Die Monozytenpopulation ihrerseits weist eine

21



Material und Methoden

unterschiedliche Expressionsstarke des Lipopolysaccharid-Rezeptors CD14 und des Fcylll-
Rezeptors CD16 auf, sodass sie mit Hilfe von anti-CD14 und anti-CD16 Antikdrpern in

verschiedene Subpopulationen unterteilt werden kdnnen.

Die  Analyse der  Monozytensubpopulationen  erfolgt  standardmaBig  mittels
Durchflusszytometrie, welches ein geeignetes Verfahren zur Quantifizierung und
Differenzierung unterschiedlicher Zellen darstellt. Dabei werden die einzelnen Zellen — je
nach GroRe, Gestalt und Anfarbung — durch charakteristische Licht- und Fluoreszenzsignale

gemessen.

Hierfir werden die Zellen einzeln in eine FACS-integrierte Kapillare gesaugt. Danach
passieren die Zellen einen Laserstrahl und streuen somit Licht. Dieses Streulicht stellt sich als
Vorwarts- (FSC: Forward Scatter) oder Seitwartsstreulicht (SSC: Side Scatter) dar, wobei das
Vorwartsstreulicht abhéngig von der ZellgréRe durch Lichtbeugung, das Seitwértsstreulicht
abhéangig von Struktur und Granularitat der Zelle durch Lichtbrechung entsteht. Zusétzlich
konnen Antikorper-gekoppelte Fluorophore, welche an Antigene der Oberflache binden,
erkannt werden. Das Fluoreszenzsignal ist je nach Expressionsdichte der Antigene unter-
schiedlich stark ausgepragt und zeigt je nach spezifischem Antikorper unterschiedliche
Emissionsspektren. Gemeinsame Messungen von Licht- und Fluoreszenzsignal werden im
Dot Plot dargestellt und ermdglichen die Differenzierung von Lymphozyten, Granulozyten

und Monozyten.

Die Monozytenfarbung erfolgte nach der im immunologischen Labor der Klinik fir Innere
Medizin IV etablierten Standardmethode: Zunachst wurden 100 ul Vollblut aus der 2,7 ml
EDTA-Monovette in ein FACS-Rohrchen pipettiert, um es danach mit 2 ml FACS-Puffer
(PBS + 5% FCS + 0,5 % BSA + 0,02 % EDTA + 0,07 % NaNs) zu waschen. AnschlieRend
wurde die Suspension 7 Minuten bei 1300 rpm zentrifugiert, der Uberstand abgesaugt und die

Antikdrper (Tabelle 4) hinzugegeben.

Tabelle 4: Zur Vollblutfarbung verwendete Mengen der Antikdrper

Antikorper Menge
anti-CD86-PE (BD Biosciences, Heidelberg, Deutschland) 5ul
Fanti-CD14-PerCP (BD Biosciences, Heidelberg, Deutschland) 4 ul
anti-CD16-PeCy7 (Beckmann Coulter, Krefeld, Deutschland) 0,5 ul
FACS-Puffer ad 70 pl
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Danach wurde die Mischung kurz mittels VVortexer gemischt und anschlieend fir 30 min bei
4 °C in Dunkelheit inkubiert. Um eine Erythrozytenlyse herbeizufiihren, erfolgte die Zugabe
von 2 ml Lysepuffer (BD Lysing-Solution + Aqua dest. [1:10]), ein kurzes Mischen und eine
anschlieBende Inkubation Uber 10 min bei Raumtemperatur im Dunkeln. Nach 7-mindtiger
Zentrifugation bei 1300 rpm wurde der Uberstand entfernt. Nach wiederholtem Waschen mit
2 ml FACS-Puffer folgte eine Zentrifugation Gber 7 min bei 1300 rpm mit anschlieendem
Entfernen des Uberstands. Durch Zugabe von 250 pl 1 %-igem Paraformaldehyd wurde die
Losung fixiert und nach Resuspendierung bis zur Messung bei 4 °C im Kihlschrank

aufbewahrt.

Die Messung der Monozytensubpopulationen erfolgte durchflusszytometrisch am
BD FACSCanto™ II (BD Biosciences, Heidelberg, Germany). Die Auswertung erfolgte mit
der BD FACSDiva™ Software (BD Biosciences).

Zur Auswertung der Monozytensubpopulationen wurde die im Labor der Klinik fir Innere
Medizin 1V etablierte und validierte Gatingstrategie (219) eingesetzt, welche in Abbildung 1

schematisch dargestellt ist.

Hierbei erfolgte zundchst die Abgrenzung (,,gating”) von CDS86-positiven Zellen im
SSC/CD86 Dot Plot (A), welche anschlieBend in einem FSC/SSC Dot Plot dargestellt und
abgegrenzt wurden (B, C). Letztendlich erfolgte die Differenzierung der Monozyten (D)
aufgrund  ihrer  charakteristischen ~ CD14- und  CD16-Expression in  die

Monozytensubpopulationen:

o CD14++CD16- Monozyten: klassische Monozyten
o CD14++CD16+ Monozyten: intermedidre Monozyten
o CD14+CD16++ Monozyten: nicht-klassische Monozyten
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Abbildung 1: Verwendete Gatingstrategie zur Bestimmung von Monozytensubpopulationen
[Modifiziert nach Zawada (220)]:
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Nach Anfarben des Vollblutes mit anti-CD86-, anti-CD14- und anti-CD16-Antikrpern
wurden in einem SSC/CD86 Dot Plot (A) innerhalb aller Leukozyten CD86 positive Zellen als

Gate | definiert. Als nachstes wurden die Leukozyten in einem FSC/SSC Dot Plot dargestellt

(B: nur Darstellung von CD86 positiven Zellen [Gate 1], C: Darstellung aller Leukozyten),

und Zellen mit Monozyten-charakteristischen Streulichteigenschaften als Gate Il definiert.

Die Schnittmenge von Gate | und Gate Il bildeten die Gesamtmonozyten. Nach Darstellung
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dieser in Gate | und Gate Il definierten Gesamtmonozyten gemaR ihrer spezifischen CD14-
und CD16-Eigenschaften (D) wurden die drei Monozytensubpopulationen differenziert:
klassische  CD14++CD16-, intermediare CD14++CD16+ und nicht-klassische
CD14+CD16++ Monozyten (D).

3.2.3 Daten- und Anamneseerhebung mittels Fragebogen

Mittels standardisiertem WHO-Fragebogen (s. Anhang, S. 108) wurden anamnestische Daten

zu Komorbiditat, kardiovaskularem Risikoprofil und Medikation erhoben (159):

Zunachst erfolgte die Erfragung von Kklinischen Symptomen einer koronaren Herzerkrankung
und einer peripheren arteriellen Verschlusserkrankung (159). Nachfolgend wurden pravalente
kardiovaskulare, onkologische und chronisch-inflammatorische Erkrankungen erfragt. Zuletzt
erfolgte die Befragung des Patienten nach klassischen kardiovaskuldren Risikofaktoren,

sportlicher Aktivitat, Alkohol- und Fernsehkonsum und aktueller Medikation.

Préavalente kardiovaskuldre Ereignisse wurden definiert als Vorliegen einer koronaren
Herzerkrankung, zerebrovaskuldren Erkrankung und / oder einer peripheren arteriellen

Verschlusskrankheit. Diese waren folgendermafRen definiert:

o koronare Herzkrankheit [KHK]: stattgehabter Myokardinfarkt, chirurgische und / oder
interventionelle Koronarrevaskularisation

o Zerebrovaskuldare Erkrankung: stattgehabter Apoplex [definiert nach Capildeo,
Haberman und Rose mit neurologischen Beschwerden > 24 h (26)]; chirurgische
(Thrombarteriektomie) oder interventionelle (Stentung) Revaskularisation der Arteriae
carotides

o Periphere arterielle Verschlusskrankheit [PAVK]: nicht-traumatische
Extremitatenamputation oberhalb des Sprunggelenks und / oder stattgehabte
interventionelle (Angioplastie oder  Stenteinsatz) oder  chirurgische
(Thrombendatherektomie / Bypass) Revaskularisation der Becken- / Beinarterien

Die klassischen kardiovaskularen Risikofaktoren wurden folgendermalen definiert:

o Positive Familienanamnese vorzeitiger kardiovaskuldrer  Ereignisse: akuter
Myokardinfarkt und / oder Apoplex bei Verwandten ersten Grades (Eltern und

Geschwister) vor dem 60. Lebensjahr
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o pravalenter Diabetes mellitus: Nuchtern-Blutzucker > 126 mg/dl, vom Patienten
anamnestisch berichteter oder arztlich vordiagnostizierter Diabetes mellitus und / oder
eine antidiabetische Medikation

o Nikotinkonsum: Konsum von mindestens einer Zigarette in den vergangenen

28 Tagen vor Studieneinschluss

Alle Angaben wurden mit dem aktuellsten Arztbrief verglichen. Bei Unstimmigkeiten wurden
die Patienten nochmals telefonisch kontaktiert sowie die anamnestischen Angaben mit
Originalbefunden von Hausarzten, vom Universitétsklinikum des Saarlandes und / oder von

anderen Krankenh&usern abgeglichen.

3.2.4 Erfassung anthropometrischer Daten

KorperqgroRe, Kérpergewicht, Body-Mass-Index

Die Messung von Korpergewicht erfolgte nicht-entkleidet auf einer geeichten digitalen
Korperwaage. Die KorpergroBe wurde barful mithilfe einer an der Wand befestigten
Messlatte gemessen. Aus den Daten von Korpergewicht und —groRe wurde der BMI (Body-
Mass-Index) berechnet:

Korpergewicht (k
BMI = perg (kg)

Korpergréle (m?)

Huft- und Taillenumfang, Hift-Taillen-Quotient

Die Messung des Huft- und Taillenumfangs wurde mit einem flexiblen MalRband
durchgefuhrt. Die Messung des Huftumfangs erfolgte auf Hohe der Trochanter majores, die
des Taillenumfangs in Exspiration mittig zwischen unterem Rippenbogen und Crista iliaca.

Mit Hilfe dieser Werte erfolgte die Berechnung des Huft-Taillen-Quotienten:

Hiftumfang (cm)

Huft-Taillen-Umfang =
Taillenumfang (cm)
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3.2.5 Erfassung des kardiovaskularen Risikos

Blutdruckmessung

Bei allen Patienten erfolgte eine standardisierte Blutdruckmessung mit einem automatischen
Blutdruckmessgerat (Dinamap V100; Anandic medical systems AG/SA, Diessenhofen,
Schweiz).

Nach einer finfmindtigen Ruheperiode wurden an beiden Armen (auler bei Patienten mit
offener AV-Fistel: Messung nur an dem fistelfreien Arm) sowohl der systolische und
diastolische Blutdruck als auch die Pulsfrequenz gemessen. Nach einem zweiminitigen
Intervall erfolgte eine erneute Blutdruckmessung im Sitzen. Zur Erfassung einer
orthostatischen Dysfunktion wurde der Patient gebeten aufzustehen und der Blutdruck wurde

erneut nach einer und nach fiinf Minuten gemessen.

Knochel-Arm-Index

Nach finfmindtiger Ruhephase im Liegen erfolgte die Messung und Berechnung des ABI
(,,ankle-brachial index*): zundchst wurde an beiden Armen mit einer handelsiiblichen
Blutdruckmanschette und einer Ultraschall-Stiftsonde (ELCAT Handydop, Wolfratshausen,
Deutschland) der systolische Blutdruckwert beider Arteriae brachiales gemessen. Bei
Vorhandensein einer funktionsfahigen AV-Fistel erfolgte die Blutdruckmessung nur am
fistelfreien Arm. Im Anschluss erfolgte die Messung der Perfusionsdriicke der beiden
FuRarterien (Arteriae tibiales posteriores und Arteriae dorsales pedes) zunachst am rechten,

dann am linken FuR.

Aus den oben genannten Werten erfolgte die Berechnung des Kndchel-Arm-Index (61):

Systolischer Blutdruck Bein (mmHg)
ABI =

Systolischer Blutdruck Arm (mmHg)

Es wurde jeweils der hohere Blutdruckwert der beiden Fularterien eines Beines sowie der
hohere Wert der Arme verwendet. Als Normwert gilt ein Index zwischen 0,9 und 1,4 (2). Bei
nicht komprimierbaren Arterien bis zu einem Wert von > 240 mmHg wurde die Untersuchung

abgebrochen und die Arterie als ,,nicht komprimierbar* bewertet.
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3.3 Dokumentation und statistische Untersuchungen

Die erhobenen Daten wurden mit Microsoft® Excel verwaltet (Microsoft, Seattle,
Washington, USA).

Die statistischen Analysen wurden mit der Statistik-Software SPSS (,,Statistical Product and

Service Solutions*; Version 17.0 Chicago, Illinois, USA) durchgefiihrt.

Kontinuierliche Variablen wurden als Mittelwerte * Standardabweichung oder bei
Abweichung der Normalverteilung als Median [25. und 75. Perzentile] angegeben. Der
Vergleich erfolgte bei normalverteilten Werten mittels ungepaartem T-Test, bei nicht

normalverteilten Werten durch den Mann-Whitney-U-Test.

Kategoriale Variablen wurden als Absolutwerte (Prozent am Gesamtkollektiv) angegeben und

mittels Chi-Quadrat-Test (x>-Test) oder Fisher-Test verglichen.

Der Korrelationskoeffizient von zwei kontinuierlichen Variablen wurde mit dem Spearman-

Test berechnet.

Eine Irrtumswahrscheinlichkeit von p < 0,05 wurde als statistisch signifikant definiert.
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4. Ergebnisse

4.1 Charakteristik der Kohorte

4.1.1 Allgemein

Im Zeitraum von Mai 2012 bis Oktober 2013 wurden insgesamt 162 nierentransplantierte
Patienten untersucht. Der Transplantationszeitpunkt lag bei allen Patienten mindestens

12 Monate vor der Untersuchung.

Aufgrund der Ausschlusskriterien wurden drei Patienten von der Analyse ausgeschlossen (ein
Patient mit CRP-Anstieg > 50 mg/l; ein Patient mit fehlenden echokardiographischen Werten;
ein Patient, der nicht niichtern zur Untersuchung erschien), so dass Daten von 159 Patienten

in die Auswertung aufgenommen wurden.

Die sonographischen und anthropometrischen Messungen wurden von der Verfasserin dieser
Dissertationsarbeit durchgefuhrt. Die Monozytenmessungen wurden von einer erfahrenen
MTA im Labor der Klinik fir Innere Medizin IV durchgefihrt, welche gegeniiber den
klinischen Charakteristika der Patienten geblindet war.

4.1.2 Patientencharakterisika

Das vorliegende Untersuchungskollektiv umfasst insgesamt 159 Patienten, darunter 57 Frauen
(35,8 %) und 102 Manner (64,2 %), die zum Untersuchungszeitpunkt seit 7,3 + 6,3 Jahren
transplantiert waren. Das Durchschnittsalter der Patienten lag bei 56,3 + 12,1 Jahren. 10,7 %
der Patienten waren Raucher, 29,6 % der Patienten hatten Diabetes mellitus und bei 24,5 %
der Patienten lag eine préavalente kardiovaskuldre Erkrankung (CVD) vor. Die geschatzte
glomerulére Filtrationsrate lag bei 46,6 + 17,0 ml/min/1,73 m?, die mittleren Kreatinin-Werte
bei 1,6 £ 0,6 mg/dl. 76,1 % der Patienten nahmen Calcineurininhibitoren ein, 71,7 % Steroide,
67,3 % MMF / MPA, 17,0 % mTOR-Inhibitoren und 2,5 % Azathioprin. Die eingenommenen

Medikamentenkombinationen aller Patienten sind im Anhang als Tabelle 17 zusammenfasst.

Patienten unter Steroideinnahme hatten im Vergleich zu denjenigen Patienten, die keine
Steroide einnahmen, ein signifikant niedrigeres Gewicht und konsekutiv einen niedrigeren
BMI. Im Blutbild zeigten sich unter Steroideinnahme hohere Leukozytenzahlen,

laborchemisch zeigte sich hoheres Plasma-Cystatin C (sowie eine Tendenz zu hdéherem
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Kreatinin), -Gesamt-Cholesterin und -HDL-Cholesterin sowie niedrigere Werte fir Plasma-
Glukose, -Eiweil3 und -Albumin. Patienten unter Steroidmedikation hatten haufiger mTOR-
Inhibitoren und seltener CNI und MMF / MPA als Co-Immunsuppression im Vergleich zu

Patienten ohne Steroidmedikation.

Patienten unter mTOR-Inhibitor-Einnahme zeigten hohere systolische Blutdruckwerte als
Patienten ohne mTOR-Inhibitoren. Laborchemisch wiesen Patienten, die mTOR-Inhibitoren
einnehmen, hohere Plasma-Gesamt-Cholesterinwerte (mit tendenziell héherem HDL-
Cholesterin, LDL-Cholesterin und hoheren Triglyceridwerten), hohere Retentionsparameter
(Plasma-Kreatinin und Plasma-Cystatin C) mit resultierend niedriger eGFR und hoherer
Albuminurie mit konsekutiv vermindertem Plasma-Albumin auf als Patienten ohne mTOR-
Inhibitoren. Nur 17 % der Patienten nahmen mTOR-Inhibitoren ein, zumeist in Kombination
mit Steroiden, wahrend MMF / MPA und Calcineurininhibitoren von Patienten mit mTOR-
Inhibitoren seltener eingenommen werden als von Patienten ohne mTOR-Inhibitoren.

Tabelle 5 fasst weitere Charakteristika sowohl der Gesamtkohorte, als auch der nach

Einnahme von Steroiden und von mTOR-Inhibitoren stratifizierten Patienten zusammen.
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Tabelle 5: Patientencharakteristika der Gesamtkohorte und Vergleich von Patientengruppen mit und ohne Steroid-Einnahme, bzw. mit und ohne

MTOR-Inhibitor-Einnahme

Charakteristik Gesamt Steroid-Ei_nnahme mTOR-Inhibi.tor-Einnahme
(n =159) Ja (n=114) Nein (n = 45) p Ja (n=27) Nein (n = 132) p
Alter (Jahre) 56,3+ 12,1 56,0 12,0 569125 | 0667 | 580%136 559+118 | 0411
Geschlecht (weiblich) 57 (35,8 %) 38 (33,3 %) 19 (422%) | 0,359 8 (29,6 %) 49 (37,1 %) 0,516
Zeit seit TX (Jahre) 7,3+6,3 7,0£6,7 8,1+52 0,286 78+74 72+6,1 0,700
Gewicht (kg) 78,2+ 19,0 75,9+19,3 84,0+174 0,016 80,0 + 21,7 77,8+ 18,5 0,599
KorpergroRe (cm) 169 + 10 169 £ 11 170 £ 10 0,591 169 + 8 169 + 11 0,838
BMI (kg/m?) 27,3+5,7 26,6 59 29,0+4,8 0,014 278+71 272+55 0,589
WHR 0,95+ 0,08 0,95 + 0,07 0,96 + 0,08 0,802 0,95 + 0,07 0,95 + 0,08 0,628
Raucher (ja) 17 (10,7 %) 15 (13,2 %) 2 (4,4 %) 0,155 1 (3,7 %) 16 (12,1 %) 0,309
Diabetes mellitus (ja) 47 (29,6 %) 34 (29,8 %) 13 (28,9 %) 1,000 7 (25,9 %) 40 (30,3 %) 0,818
Herzfrequenz (pro min) 68 + 13 68 + 14 68 + 10 0,797 66 + 11 68 + 13 0,321
RR systolisch (mmHg) 145+ 21 145 + 21 145 + 21 0,911 154 + 21 143 + 21 0,020
RR diastolisch (mmHg) 85+ 11 85+ 11 849 0,374 88+9 84 + 11 0,109
Prévalente CVD 39 (24,5 %) 27 (23,7 %) 12 (26,7 %) 0,687 8 (29,6 %) 31 (23,5 %) 0,473
eGFR (ml/min/1,73 m?) 46,6 +17,0 46,0 + 18,0 48,0 + 14,2 0,470 40,4 + 16,3 47,8 + 16,9 0,039
Serum Kreatinin (mg/dl) 1606 16+06 15+04 0,077 1,8+0,6 15+05 0,019
Cystatin C (mg/l) 2,0+0,7 2,1+0,7 1,8+0,5 0,008 23+0,7 1,9+0,7 0,018
Albuminurie (mg/g) 4_8,4 4_8,5 4_0’7 0,830 2010 S0 <0,001
(11,5; 188,8) (10,9; 203,6) (15,8; 137,4) (39.4: 348.5) (10,2: 133.1)
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gl Gesamt Steroid-Ei_nnahme mTOR-Inhibi_tor-Einnahme
(n =159) Ja(n=114) Nein (n = 45) p Ja (n=27) Nein (n = 132) p
Hb (g/dI) 131+16 131417 132+12 0,510 126+11 132417 0,079
Leukozyten (Zellen/nl) 7,623 80+23 65+1,7 <0,001 75+15 7,6+24 0,810
CRP (mg/l) 2,4 (1,0;5,8) 2,2(0,9;57) 2,7(1,3;7,8) 0,622 2,0(1,2:7,1) 2,4 (0,9; 5,8) 0,633
Harnstoff (mg/dl) 65,9 + 33,9 67,6 + 35,5 61,4 + 29,3 0,302 754 + 28.9 63,9 + 34.6 0,107
Glukose (mg/dl) 105,4 + 27,9 101,7 + 25,1 1148+ 32,4 0,018 98,9+17,6 106,7 + 29,4 0,185
Plasma-EiweiR (g/l) 70,8 £4,8 70,1+5,0 725+4]1 0,004 71,7+55 70,6 + 4,7 0,291
Plasma-Albumin (g/1) 436+29 432129 44,427 0,018 424+31 438 +2,8 0,022
Gesam(trh%;lcﬂl)esterin 197,7+ 37,6 201,9+3738 186,7+351 | 0022 | 2176+388 1935+361 | 0,002
HDL-Cholesterin (mg/dl) | 58.1+18,1 603+17.9 52,4 £17,6 0,014 62,4 19,6 57,2+17,8 0,187
LDL-Cholesterin (mg/dl) | 1130 £31,5 114,7+ 31,9 108,5+304 | 0275 123,8 +32,9 110,8 + 30,9 0,054
Triglyceride (mg/dl) 1?9'0 14_4’0 1?2’5 0,473 1710 1365 0,087
(96,5; 197,0) (108,0; 196,0) (86,3; 198,5) (117,0; 261,0) (95,5; 193,5)

Qtééﬁ?fti%t%;) > (34.6%) 39 (342%) 16(3569%) | 1,000 | 10370%) | 45(341%) | 0826
ACE-Hemmer (ja) 49 (30,8 %) 37 (32,5 %) 12 (26,7 %) 0,569 9 (33,3 %) 40 (30,3 %) 0,820
Statine (ja) 114 (71,7 %) 84 (73,7 %) 30 (66,7 %) 0,435 18 (66,7 %) 96 (72,7 %) 0,639
Natives Vitamin D (ja) | 123 (77,4 %) 87 (76,3 %) 36 (80,0%) | 0679 | 18 (66,7 %) 105 (79,5%) 0,205
Aktives Vitamin D (ja) 63 (39,6 %) 49 (43,0 %) 14 (31,1 %) 0,209 10 (37,0 %) 53 (40,2 %) 0,831
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Charakteristik

Gesamt

Steroid-Einnahme

MTOR-Inhibitor-Einnahme

Ja(n=114) Nein (n = 45) p Ja (n =27) Nein (n = 132) p
Azathioprin (ja) 4(2,5%) 2 (1,8 %) 2 (4,4 %) 0,318 0 4 (3,0 %) 1,000
Steroide (ja) 114 (71,7 %) 114 (100 %) 0 24 (88,9 %) 90 (68,2 %) 0,034
mTOR-Inhibitoren (ja) 27 (17,0 %) 24 (21,1 %) 3(6,7 %) 0,034 27 (100 %) 0
Calcineurzjnei)nhibimfen 121 (76,1 %) 79 (69,3 %) 42(933%) | 0,001 1(3,7 %) 120 (90,9%) | <0,001
MMF / MPA (ja) 107 (67,3 %) 68 (59,6 %) 39 (86,7 %) 0,001 11 (40,7 %) 96 (72,7 %) 0,003

TX: Transplantation; BMI: Body-Mass-Index; WHR: waist-to-hip ratio; RR systolisch / diastolisch: systolischer / diastolischer Blutdruckwert;

CVD: Kardiovaskuldre Erkrankungen (,, cardiovascular disease*); eGFR: geschdtzte (,, estimated ) glomerulére Filtrationsrate; Hb: Hamoglobin;
CRP: C-reaktives Protein; HDL: high-density Lipoprotein; LDL: low-density Lipoprotein; MMF / MPA: Mykophenolat-Mofetil / Mykophenolsaure

Aufgeflihrt sind Mittelwerte + Standardabweichung, Median (Interquartilsabstand) oder Anzahl (Prozent).
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4.2 Zusammenhang von Monozyten und kardiovaskularen Risikofaktoren /
pravalenten kardiovaskularen Ereignissen

Wir untersuchten zunachst, in welchem MaRe die Zellzahl der Gesamtmonozyten und der
einzelnen  Monozytensubpopulationen  mit  traditionellen und  nicht-traditionellen

kardiovaskularen Risikofaktoren sowie mit Nierenfunktionsparametern korrelieren.

Wie in Tabelle 6 dargestellt, besteht bei der Gesamtkohorte eine positive Korrelation
zwischen der Zellzahl der nicht-klassischen Monozyten und dem BMI, wahrend die Zellzahl
von Gesamtmonozyten, von klassischen und von intermedidren Monozyten mit Cystatin C
(nicht jedoch mit der glomerulédren Filtrationsrate) korreliert. Die Auswertungen wurden auch
getrennt flr Patienten mit und ohne Steroideinnahme durchgefihrt und sind gesondert im

Anhang als Tabellen 20 und 21 aufgelistet.

Tabelle 6: Korrelation von Zellzahlen der Gesamtmonozyten und Monozytensubpopulationen
mit traditionellen und nicht-traditionellen Risikofaktoren sowie mit
Nierenfunktionsparametern bei der Gesamtkohorte

Gesamte Klassische Intermediare Nicht-klassische
Monozyten Monozyten Monozyten Monozyten
r p r p r p r p
BMI -0,125 0,124 -0,149 0,065 -0,106 0,189 0,218 0,007

RR systolisch 0,058 0,476 0,069 0,396 | -0,057 | 0,485 | -0,009 | 0,910

RR diastolisch 0,001 0,986 0,024 0,764 | -0,121 | 0,136 | -0,112 | 0,168

eGFR -0,062 | 0,447 -0,066 0,415 | -0,147 0,069 0,024 0,769

CRP 0,119 0,142 0,103 0,204 | -0,145 | 0,073 0,097 0,233

Cholesterin 0,064 0,434 0,096 0,240 | -0,062 | 0,449 | -0,072 | 0,376

Triglyceride 0,026 0,753 0,037 0,649 | -0,068 | 0,404 | -0,036 0,660

LDL-Cholesterin | 0,004 0,961 0,019 0,822 | -0,071 | 0,390 0,073 0,373

HDL-Cholesterin | 0,107 0,192 0,124 0,130 0,099 0,230 | -0,106 | 0,198

Albuminurie 0,007 0,933 0,002 0,980 0,015 0,853 -0,040 0,626

pro-BNP 0,139 0,091 0,142 0,085 0,127 0,125 | -0,039 | 0,639

Cystatin C 0,173 0,036 0,164 0,047 0,209 0,011 0,072 0,385
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BMI: Body-Mass-Index; eGFR: geschditzte (,, estimated ) glomeruldire Filtrationsrate; CRP:
C-reaktives Protein; LDL: low-density Lipoprotein; HDL: high-density Lipoprotein; pro-
BNP: pro-brain-natriuretic-peptide

Aufgefuhrt sind Korrelationskoeffizienten (r) und Signifikanz (p). Diese Daten beziehen sich

wegen fehlenden Differentialblutbilds bei flnf Patienten auf 154 Patienten.

Desweiteren Uberpriften wir, ob ein Zusammenhang zwischen den Zellzahlen der
Gesamtmonozyten und der Monozytensubpopulationen mit den klassischen Risikofaktoren
Rauchen und Diabetes mellitus sowie mit pravalenten kardiovaskuléren Erkrankungen

vorliegt.

Wie in Tabelle 7 dargestellt, haben Raucher weniger nicht-klassische Monozyten als
Nichtraucher, wogegen sich die Zellzahlen der Gesamtmonozyten, der klassischen und der
intermedidren Monozyten nicht unterscheiden. Weder bei Vergleich von Diabetikern und
Nicht-Diabetikern, noch bei Vergleich von Patienten mit und ohne préavalente kardiovaskulare
Ereignisse zeigen sich Unterschiede in den Zellzahlen der Gesamtmonozyten und der
Monozytensubpopulationen. Tabelle 7 bezieht sich auf die Daten der Gesamtkohorte,
Auswertungen mit oder ohne Steroideinnahme sind gesondert als Tabellen 22 und 23 im

Anhang aufgelistet.

Tabelle 7: Zellzahlen der Gesamtmonozyten und Monozytensubpopulationen in Abhangigkeit
von Raucherstatus, prévalentem Diabetes mellitus und pravalenten kardiovaskuldren

Erkrankungen bei der Gesamtkohorte

) ) Nicht-
Gesamte Klassische Intermediére )
klassische
Monozyten Monozyten Monozyten
Monozyten
[Zellen / ul] [Zellen / ul] [Zellen / ul]
[Zellen / ul]
Ja (n =16) 690 £ 169 618 £ 159 25+ 11 47 + 35
Rauchen Nein (n = 138) 686 + 244 585 + 217 36+ 21 65 + 33
p 0,942 0,557 0,065 0,039
Ja(n=47) 716 + 255 613 + 217 36 +25 67 + 39
Diabetes _
) Nein (n = 107) 673 + 229 578 + 209 34+19 62 + 31
mellitus
p 0,299 0,335 0,564 0,411
Ja (n=238) 688 £ 219 585 + 185 35+ 22 68 + 41
Prévalente i
oD Nein (n = 116) 686 + 244 590 + 220 34+21 62 + 30
p 0,963 0,897 0,742 0,344
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CVD: kardiovaskulire Erkrankungen (,, cardiovascular disease )

Aufgefuhrt sind Mittelwerte + Standardabweichung. Diese Daten beziehen sich wegen
fehlendem Differentialblutbild bei funf Patienten auf 154 Patienten.

4.3 Monozyten und immunsuppressive Medikamente

4.3.1 Monozyten unter Steroiden bzw. mTOR-Inhibitoren

Zur Uberpriifung der eigentlichen Studienhypothese untersuchten wir nachfolgend, ob die
Einnahme einzelner immunsuppressiver Medikamente mit Veranderungen der Zellzahlen

assoziiert ist.

Unter Steroideinnahme (Abbildung 2) zeigen sich deutlich hohere Zellzahlen von
Gesamtmonozyten, klassischen und intermedidren Monozyten, wogegen die Zellzahlen nicht-
klassischer Monozyten unter Steroideinnahme signifikant niedriger sind. Ein reprasentatives
Beispiel einer Verteilung der Monozytensubpopulationen bei jeweils einem Patienten mit und
ohne Steroideinnahme ist in Abbildung 4 dargestellt, wobei dort deutlich zu erkennen ist, dass
der Patient unter Steroideinnahme insgesamt mehr Monozyten, mehr klassische und
intermedidre Monozyten, aber weniger nicht-klassische Monozyten als ein Patient ohne

Steroideinnahme aufweist.

Unter Einnahme von mTOR-Inhibitoren (Abbildung 3) unterscheiden sich weder die
Gesamtzahlen ~ der  Monozyten noch  die  Zellzahlen  der  verschiedenen

Monozytensubpopulationen.
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Abbildung 2: Gesamtmonozyten und Monozytensubpopulationen bei Patienten mit und ohne Steroideinnahme
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Zellzahlen der Gesamtmonozyten und der Monozytensubpopulationen bei Patienten mit Steroideinnahme und Patienten ohne Steroideinnahme

(dargestellt sind Mittelwert + Standardabweichung). Diese Daten beziehen sich wegen fehlendem Differentialblutbild bei fliinf Patienten auf 154
Patienten.
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Abbildung 3: Gesamtmonozyten und Monozytensubpopulationen bei Patienten mit und ohne mTOR-Inhibitor-Einnahme
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Zellzahlen der Gesamtmonozyten und der Monozytensubpopulationen bei Patienten mit Einnahme von mTOR-Inhibitoren und Patienten ohne
Einnahme von mTOR-Inhibitoren (dargestellt sind Mittelwert + Standardabweichung). Diese Daten beziehen sich wegen fehlendem
Differentialblutbild bei flinf Patienten auf 154 Patienten.
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Abbildung 4: Reprasentatives Beispiel der Verteilung der Monozytensubpopulationen bei
jeweils einem Patienten mit (Abb. 4a) und ohne (Abb. 4b) Steroideinnahme
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Desweiteren verglichen wir jeweils zwei Gruppen miteinander:

1) Nierentransplantierte Patienten der HOMe Alone Studie mit Steroideinnahme vs. gesunde

Probanden der | Like HOMe Studie (gesunde Personen der Allgemeinbevélkerung).

2) Nierentransplantierte Patienten der HOMe Alone Studie ohne Steroideinnahme vs. gesunde
Probanden der | Like HOMe Studie (gesunde Personen der Allgemeinbevélkerung).

Dafir wurden passende Matchpartner hinsichtlich des Alters, Geschlechts und Nikotinstatus
ausgewahlt, um ihre Patientencharakteristika sowie Zellzahlen von Gesamtmonozyten und
Monozytensubpopulationen innerhalb der Gruppen zu vergleichen. Die Ergebnisse sind in

Tabelle 8 zusammengefasst.

Transplantierte Patienten unter Steroideinnahme weisen signifikant niedrigere Werte sowohl
fir Korpergrofle als auch fir Korpergewicht auf, sodass der aus diesen beiden Variablen
errechnete BMI ahnlich wie bei gesunden Probanden ist. Patienten unter Steroideinnahme
weisen auBerdem signifikant niedrigere diastolische Blutdruckwerte, schlechtere
Nierenfunktionsparameter (niedrigere eGFR, hoheres Kreatinin, hthere Albuminurie), hohere
Entziindungsparameter (hoheres CRP und hohere Leukozyten-Zellzahlen) sowie verdnderte
Lipidparameter (niedrigeres LDL-Cholesterin und hdhere Triglyceridspiegel) als gesunde

Probanden auf. Die Zellzahlen der Gesamtmonozyten, klassischer und intermediérer

39



Ergebnisse

Monozyten sind bei transplantierten Patienten unter Steroideinnahme héher als bei gesunden
Probanden, wogegen sich die Zellzahlen der nicht-klassischen Monozyten zwischen den
beiden Gruppen nicht unterscheiden.

Nierentransplantierte ohne Steroideinnahme weisen im Vergleich zu gesunden Probanden der
I Like HOMe Studie ebenfalls niedrigere diastolische Blutdruckwerte, schlechtere
Nierenfunktionsparameter  (niedrigere eGFR und hoheres Kreatinin), signifikant
unterschiedliche Lipidspiegel (niedrigeres Gesamt-, HDL- und LDL-Cholesterin, hohere
Triglyceride), und erhohte Entziindungswerte (h6heres CRP und hohere Zellzahlen von
Leukozyten) auf. Hinsichtlich der Monozytenzellzahlen kann man bis auf tendenziell héhere
nicht-klassische ~ Monozyten  keine  signifikanten  Unterschiede  zwischen  den

nierentransplantierten Patienten ohne Steroideinnahme und gesunden Probanden erkennen.
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Tabelle 8: Patientencharakteristika und Vergleich von Monozyten-Zellzahlen bei gesunden Probanden (I Like Home) und nierentransplantierten
Patienten mit (HOMe Alone, Steroid: Ja) bzw. ohne (HOMe Alone, Steroid: Nein) Steroideinnahme

Nierentransplantierte unter Steroideinnahme vs. Nierentransplantierte ohne Steroideinnahme vs.
Gesunde Probanden (n = 69) Gesunde Probanden (n = 28)
HOMe Alone . HOMe Alone .
I Like Home p I Like Home p
(Steroid: Ja) (Steroid: Nein)
Alter (Jahre) 49,0+9,3 489 + 8,8 0,475 49,9 + 10,0 49,8 +8,9 0,951
. 22 /69 22 /69 14128 14128
Geschlecht (weiblich) ) 3
(31,9 %) (31,9 %) (50 %) (50 %)
KorpergrofRe (cm) 170 + 12 174 + 10 0,007 170+ 11 171+8 0,452
Korpergewicht (kg) 77,3+ 20,2 83,4+ 15,6 0,027 85,2+ 20,0 82,7+ 14,8 0,504
BMI (kg/m?) 26,5+6,3 27,3+4,2 0,329 29,3+5,6 28,2+5,2 0,403
) ) . 16/69 2/69 6/28 3/28
Diabetes mellitus (ja) 0,413 0,530
(23,2 %) (2,9 %) (21,4 %) (10,7 %)
Nikotin (ja) 12/69 12/69 - 2128 2/28 -
RR systolisch (mmHg) 143 +21 143 + 20 0,869 143 + 19 148 + 23 0,296

41



Ergebnisse

Nierentransplantierte unter Steroideinnahme vs.
Gesunde Probanden (n = 69)

Nierentransplantierte ohne Steroideinnahme vs.

Gesunde Probanden (n = 28)

HOMe Alone ) HOMe Alone .
I Like Home p | Like Home p
(Steroid: Ja) (Steroid: Nein)
RR diastolisch (mmHg) 86+9 93+ 14 < 0,001 85+8 92+11 0,022
Herzfrequenz (pro min) 70+ 14 70+£11 0,833 70+ 10 68+ 9 0,450
GFR (ml/min/1,73 m?) 47,9 +19,6 83,1+12,7 < 0,001 52,9+ 13,2 83,1+12,2 < 0,001
Serum-Kreatinin (mg/dl) 1,67 + 0,67 0,91+0,16 < 0,001 1,33+ 0,37 0,86 + 0,13 < 0,001
. 34,2 3,7 40,7 3,6
Albuminurie (mg/g) <0,001 0,114
(10,1; 153,0) (2,5; 5,6) (18,7 ;101,4) (2,1;7,5)
Gesamtcholesterin (mg/dl) 203,0 £ 38,0 213,5+37,8 0,104 187,9 + 33,8 227,0 £ 38,5 0,001
HDL-Cholesterin (mg/dl) 58,3+16,9 57,4 +16,2 0,753 51,6 +17,7 60,5+ 12,6 0,002
LDL-Cholesterin (mg/dl) 117,2+ 34,0 136,0 + 30,4 0,001 108,4 + 28,7 146,4 + 36,6 0,001
Triglyceride (mg/dl) 146,0 110,0 0,004 146,5 126,0 0,027
2,1 1,1 2,2 0,8
CRP (mg/l) 0,005 0,035
(0,8; 5,6) (0,7; 2,6) (0,9; 3,6) (0,4;2,2)
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Nierentransplantierte unter Steroideinnahme vs. Nierentransplantierte ohne Steroideinnahme vs.
Gesunde Probanden (n = 69) Gesunde Probanden (n = 28)
HOMe Alone . HOMe Alone .
I Like Home p | Like Home p
(Steroid: Ja) (Steroid: Nein)
Leukozyten (Zellen/nl) 8224 6,3+2,0 <0,001 6,7+18 57x15 0,043
Gesamtmonozyten
732 + 232 505 + 183 < 0,001 532 + 205 461 + 141 0,160
(Zellen/ul)
Klassische Monozyten
640 + 206 425 £ 165 < 0,001 441 + 182 382 + 128 0,174
(Zellen/pl)
Intermedidare Monozyten
35+20 27+ 15 0,010 23+10 26 + 14 0,438
(Zellen/ul)
Nichtklassische Monozyten
57 27 53+ 24 0,368 68 £ 36 53+ 27 0,077
(Zellen/pl)

BMI: Body-Mass-lndex; RR systolisch / diastolisch: systolischer / diastolischer Blutdruckwert; eGFR: geschitzte (, estimated”) glomeruldre
Filtrationsrate; HDL: high-density Lipoprotein; LDL: low-density Lipoprotein; CRP: C-reaktives Protein.

Aufgefihrt sind Mittelwerte + Standardabweichung, Median (Interquartilsabstand) oder Anzahl (Prozent).
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4.3.2 Monozyten unter MMFE / MPA bzw. CNI

Untersucht wurde ebenfalls der Einfluss weiterer immunsuppressiver Medikamente - MMF /
MPA und Calcineurininhibitoren (CNI; beinhalten Cyclosporin A und Tacrolimus) - auf die
Monozytensubpopulationen. Auf die Auswertung mit Azathioprin wurde wegen
ungeniigender Patientenzahl verzichtet (4 Patienten; 2,5 % der Gesamtkohorte). Wie in
Tabelle 9 dargestellt, unterscheiden sich zusammenfassend die Zellzahlen von
Gesamtmonozyten und von Subpopulationen der Monozyten weder zwischen Patienten mit

und ohne Einnahme von MMF / MPA, noch zwischen Patienten mit und ohne CNI Einnahme.

Tabelle 9: Gesamtmonozyten und Monozytensubpopulationen unter MMF / MPA respektive
CNI

) ) Nicht-
Gesamte Klassische Intermediére )
klassische
Monozyten Monozyten Monozyten
Monozyten
[Zellen / ul] [Zellen / ul] [Zellen / ul]
[Zellen / pl]
Ja (n = 105) 675 + 242 574 + 211 35+23 66 + 36
MMF / .
MPA Nein (n = 49) 709 + 229 620 + 212 33+16 56 + 26
p 0,408 0,208 0,546 0,082
Ja (n=117) 677 + 245 581 + 219 3321 63+ 35
CNI Nein (n = 37) 714 + 210 612 + 185 38+19 64 + 30
p 0,413 0,431 0,232 0,930

MMF / MPA: Mykophenolat-Mofetil / Mykophenolsaure; CNI: Calcineurininhibitoren

Aufgefuhrt sind Mittelwerte + Standardabweichung. Diese Daten beziehen sich wegen
fehlendem Differentialblutbild bei  funf  Patienten auf 154 Patienten.
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5. Diskussion

5.1 Erhoéhte Mortalitat aufgrund kardiovaskularer Erkrankungen bei
nierentransplantierten Patienten

Die allogene Nierentransplantation gilt als Therapie der Wahl fir terminal niereninsuffiziente
Patienten (4). Sie bietet den Patienten nicht nur eine hohere Lebensqualitat aufgrund besserer
medizinischer, psychischer und sozialer Rehabilitation (165, 131, 44, 38), sondern erbringt
gegenuber der Dialysetherapie fur terminal nierenkranke Patienten auch einen signifikanten
Uberlebensvorteil (179, 137, 41, 132, 214). Exemplarisch zeigten Wolfe et al., dass die
jahrliche Todesrate von US-amerikanischen Dialysepatienten, die sich auf der Warteliste fur
eine Transplantation befinden, nahezu doppelt so hoch ist wie die Mortalitdt von

Transplantatempfangern (214).

Dennoch ist gegenuber gleichaltrigen Personen der Allgemeinbevolkerung die
Lebenserwartung nierentransplantierter Patienten signifikant erniedrigt, was sich in einer
niederlandischen epidemiologischen Studie in einer 15-fach erhdhten Gesamtmortalitat
nierentransplantierter Patienten im ersten Jahr und einer 4-fach erhéhten Gesamtmortalitét in

den darauf folgenden Jahren im Vergleich zur Allgemeinbevolkerung widerspiegelte (10).

Diese deutlich erhohte Mortalitat nach allogener Nierentransplantation beruhte in den friihen
Jahren der Transplantationsmedizin vor allem auf Infektionserkrankungen (136), wogegen
heute kardiovaskulédre Ereignisse die haufigste Todesursache des Empféngers darstellen (45,
170, 1, 136, 55, 145, 75). Exemplarisch zeigten Aakhus et al., dass im Gegensatz zu
gleichaltrigen Personen der Allgemeinbevolkerung nierentransplantierte Patienten zwischen
70 und 79 Jahren ein 4-fach erhdhtes Risiko haben, aufgrund kardiovaskularer Erkrankungen
zu versterben; Patienten zwischen 40 wund 49 Jahren weisen gegenlber der

Allgemeinbevolkerung sogar ein 46-fach héheres Risiko auf (1).

Die hohe kardiovaskuldre Komorbiditdt resultiert einerseits aus vorbestehenden
atherosklerotischen Geféaliveranderungen, die sich bereits vor allogener Nierentransplantation
aufgrund der langjahrigen chronischen Nierenerkrankung entwickelten (140) und andererseits
aus einer Progredienz dieser vorbestehenden Geféaliveranderungen sowie dem Neuauftreten

atherosklerotischer L&sionen nach allogener Nierentransplantation, die insbesondere auf das
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persistierende  Einwirken kardiovaskulérer  Risikofaktoren unter Einnahme einer

immunsuppressiven Therapie zuriickgefihrt wird (122).

Die hohe kardiovaskuldre Komorbiditdt von Dialysepatienten vor Nierentransplantation
reflektiert sich klinisch in gesteigerten Inzidenzen von koronarer Herzkrankheit,
Myokardinfarkt, chronischer Myokardinsuffizienz, zerebrovaskuldren Erkrankungen,
Vorhofflimmern, pAVK und malignen Herzrhythmusstérungen (71). Diese resultieren
pathophysiologisch vor allem aus einer beschleunigten Entstehung atherosklerotischer
Geféaldlasionen sowohl aufgrund der hohen Pravalenz Kklassischer kardiovaskulérer
Risikofaktoren wie Hypertonie, Diabetes mellitus oder Dyslipidamie bei chronisch
nierenkranken Menschen als auch aufgrund dem Einwirken CKD-spezifischer Risikofaktoren
wie Volumeniberladung, chronischer Inflammation oder Stérungen des Kalzium-Phosphat-
Haushalts (36). Diese akzelerierte Atherosklerose mundet in einer gegeniiber der
Allgemeinbevolkerung mehr als zehnfach hdheren kardiovaskuldren Mortalitdt von

Dialysepatienten (36).

Nach Transplantation persistieren die klassischen kardiovaskularen Risikofaktoren zumindest
partiell und es treten &hnlich wie bereits wahrend der Dialysepflichtigkeit nicht-klassische,
teilweise transplantationsassoziierte Risikofaktoren hinzu (182), innerhalb derer die
chronische Inflammation eine zentrale Bedeutung besitzt (146).

In der internistischen Betreuung der betroffenen Patienten erscheint es relevant, dass
immunsuppressive Medikamente selbst zum kardiovaskuldren Risiko beitragen kénnen (17),
indem sie einerseits klassische kardiovaskuldare Risikofaktoren — insbesondere arterielle
Hypertonie, Hyperglykdmie und Dyslipiddmie — induzieren (122), andererseits aber auch
nicht-klassische Risikofaktoren — insbesondere die chronische Inflammation — modifizieren
(181).

Die Auswahl der immunsuppressiven Medikamente fur die Therapie nach Transplantation
sollte daher sorgféltig je nach individuellem Risiko flir Rejektionen, Infektionen und

kardiovaskuldre Ereignisse getroffen werden.
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5.2 Immunsuppressive Therapie nierentransplantierter Patienten

5.2.1 Grundprinzipien der immunsuppressiven Therapie nach Transplantation

Das Ziel der immunsuppressiven Therapie nach Organtransplantation ist die Verhinderung
einer AbstoRungsreaktion, ohne gleichzeitig intolerable unerwiinschte substanzspezifische
oder -unspezifische Nebenwirkungen zu induzieren (15, 190). Somit besteht die ideale
immunsuppressive Therapie eines transplantierten Patienten in einem individuellen Mittelmal3
zwischen einer zwar nebenwirkungsarmen, aber immunologisch zu insuffizienten, und einer
zu nebenwirkungsreichen, jedoch dann immunologisch potenten Immunsuppression (190,
50). Unspezifische Nebenwirkungen, welche von allen Immunsuppressiva verursacht werden,
bestehen in einem erhdhten Risiko fur Infektionen durch Bakterien, Pilze, Mykobakterien
oder Viren (190, 65, 91) [vor allem Cytomegalievirus (20) oder Polyomavirus (74, 65)] und
fur  Malignome (190, 65, 91), insbesondere fiur Hauttumore (113) und
transplantationsassoziierten ~ lymphoproliferativen ~ Erkrankungen  (PTLD;  ,,Post-
Transplantation Lymphoproliferative Disease”) (5, 65). Neben diesen unspezifischen
Nebenwirkungen kdénnen alle eingesetzten Pharmaka substanzspezifische Nebenwirkungen

induzieren, welche im Folgenden dargestellt werden.

5.2.2 Wichtigste Vertreter der Immunsuppressiva nach Nierentransplantation

Die wichtigsten Vertreter der immunsuppressiven Medikamente, ihre Wirkmechanismen und
Nebenwirkungsspektren sind in Tabelle 10 zusammengestellt. Darin ist erkennbar, dass das
verfiigbare Repertoire der Immunsuppressiva in der Transplantationsmedizin Uber langere
Zeit zunéchst konstant war, vor allem in den letzten zwei Dekaden aber viele neue
Immunsuppressiva entwickelt und fiir den Einsatz nach Transplantation zugelassen wurden.
Ebenso wird deutlich, dass mehrere Medikamentengruppen, die jeweils auf einem anderen

intrazellularen Wirkmechanismus basieren, zur Verfligung stehen.

Das Standardregime nach Transplantation besteht aus einer Kombination verschiedener
Substanzklassen. Durch eine Kombination von Medikamenten unterschiedlicher
Wirkmechanismen werden mehrere Reaktionswege inhibiert, sodass die Dosierungen der

Einzelsubstanzen erniedrigt und dadurch Nebenwirkungen minimiert werden koénnen (15).
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Tabelle 10: Wirkmechanismus und unerwinschte Nebenwirkungen der wichtigsten Vertreter immunsuppressiver Medikamente nach
Nierentransplantation (15, 65, 190, 91, 102, 201)

Medikamentengruppen

Wirkmechanismus

Unerwunschte Nebenwirkungen

Glukokortikosteroide (1961):
Prednisolon

Methylprednisolon

Breite anti-inflammatorische Wirkung,
u. a. Hemmung der Antigenprasentation,
Zytokinfreisetzung und Proliferation von

Lymphozyten

Hyperglykamie, Hyperlipidamie, Appetitzunahme
Stammadipositas, Vollmondgesicht, Striae
Flussigkeitsretention, Hypokalidmie, Hypertonie
Nebennierenrindensuppression / -atrophie
Psychosen, Katarakt, Glaukomanfall, Osteoporose,
Femurkopfnekrose, Wundheilungsstérung

MTOR-Inhibitoren:
Sirolimus (1999)
Everolimus (2003)

Bindung an FKBP12 mit konsekutiver
mTOR-Inhibition und Blockade der IL-2-abhdngigen
T-Zell-Proliferation

Nephrotoxititat (geringer als bei CNI), Proteinurie
Leukopenie, Thrombopenie, Anédmie

Verzogerte Wundheilung, Lymphozelen
Hyperlipiddmie, Hyperglykdmie

Stomatitis, Pneumonitis

DNA-Synthese-Hemmer
(Antimetabolite):

Azathioprin (1959)
Mykophenolat-Mofetil (MMF;
1997)

Mykophenolséure (MPA; 2004)

Proliferationshemmung von B- und T-Lymphozyten:
MMEF / MPA: Blockade der Inosinmonophosphat-
Dehydrogenase - Hemmung der Purinsynthese
AZA: a) Hemmung der DNA-Replikation

b) Hemmung der de novo Purinsynthese

¢) Interferenz mit CD28-Kostimulation von T-Zellen

Knochenmarksuppression: Leukopenie, Anamie
MMEF / MPA: Gastrointestinale Nebenwirkungen:
Diarrh6, Ubelkeit, Bauchschmerzen

AZA: Lebertoxizitat
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Medikamentengruppen

Wirkmechanismus

Unerwuinschte Nebenwirkungen

Calcineurininhibitoren:
Ciclosporin A (1983)
Tacrolimus (1993)

Bindung von Tacrolimus an FKBP12 und von
Ciclosporin A an Cyclophilin = Inhibition der
Calcineurinphosphatase - Hemmung der T-Zell-

Aktivierung

Nephrotoxizitat

Hé&molytisch-urdmisches Syndrom

Hypertonie, Hyperlipidamie

Hypomagnesiamie, Hyperkalidamie

Tacrolimus: Alopezie, Tremor, Glukoseintoleranz,
Posttransplantationsdiabetes

Ciclosporin A: Gingivahyperplasie, Hypertrichose

selektiver T-Zell-
Kostimulationsblocker:
Belatacept (2011)

Selektive Blockade der T-Zell-Kostimulation durch
Inhibition von CD80 / CD86 auf antigen-
prasentierenden Zellen > T-Zell-Aktivierung |,
T-Zell-Anergie / T-Zell Apoptose 1

Erhohtes Risiko fir Posttransplantationslymphom
bei Epstein-Barr-Virus-seronegativen Empfangern;
Tuberkulose (bei hoher Tuberkulosepravalenz)

Progressive multifokale Leukenzephalopathie

Monoklonale Antikdrper
Basiliximab (1998)

Nichtdepletierender chimarer monoklonaler

Antikorper; IL-2-Rezeptor-Antagonist

Nebenwirkungsspektrum vergleichbar mit Placebo

Klassischer polyklonaler AK:
Antithymozytenglobulin (1995)

Depletierender polyklonaler Antikorper, blockiert
Membranproteine der T-Zelle (u.a. CD2, CD3,

CD45), T-Zell-Lyse und anhaltende T-Zell-Depletion

Zytokinfreisetzungssyndrom

MMF / MPA: Mykophenolat-Mofetil / Mykophenolsaure; AZA: Azathioprin; FKBP: FK506 binding protein; Klassischer polyklonaler AK:
Klassischer polyklonaler Antikorper
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5.2.3 Wichtige Faktoren zur Auswahl immunsuppressiver Medikamente

Die Auswahl des immunsuppressiven Regimes ist fur jeden einzelnen Patienten von vielen
individuellen Faktoren abhdngig, wie dem Alter des Spenders, der Histokompatibilitat
zwischen Spender und Empfanger, dem Alter und der Ethnizitat des Empféangers, dem
Ausmall der Vorimmunisierung, der Anzahl der vorherigen Transplantationen und der

individuellen Toleranz fiir die immunsuppressive Therapie (50).

Zeitlich unterscheidet man drei Phasen nach Transplantation: die Induktionstherapie, die
frihe Erhaltungstherapie und die langfristige Erhaltungstherapie (15, 65, 91). In der
Induktionsphase, welche die erste Woche nach Transplantation umfasst, soll ein intensives
immunsuppressives Regime wahrend des initialen Kontaktes zwischen dem Immunsystem
des Empfangers und dem Spendergewebe hochpotent akute Rejektionen verhindern (91).
Dieses immunsuppressive Regime fiir die Induktionstherapie umfasst in den meisten Fallen
neben einer hochdosierten Steroidtherapie einen CNI und einen DNA-Synthese-Hemmer
inklusive entweder nicht-depletierender I1L-2-Rezeptor-Antikorper oder depletierender
polyklonaler Antikdrper. Wahrend der friilhen Erhaltungstherapie, die bis zu 90 Tage nach
Transplantation andauern kann, wird versucht, das zu diesem Zeitpunkt noch sehr hohe
Abstollungsrisiko weiterhin zu minimieren (68), ohne unakzeptable toxische Nebenwirkungen
durch die Medikamente zu induzieren (91). In der langfristigen Erhaltungsphase, welche nach
etwa 90 Tagen beginnt, wird versucht, die Immunsuppression stetig zu reduzieren, um
aufgrund des jetzt vermindertem Risikos einer Rejektion eine nebenwirkungsarme
Medikation zu erlauben (91).

5.2.4 Immunsuppressive Standardtherapie

Die meisten immunsuppressiven Regimes basieren seit drei Jahrzehnten auf der Kombination
eines Calcineurininhibitors [zunachst vorwiegend Cyclosporin, welches aber vermehrt durch
Tacrolimus abgel6st wurde (103)] mit einem DNA-Synthese-Hemmer [zunachst Azathioprin,
welches mittlerweile beinahe komplett durch Mykophenolat-Mofetil und Mykophenolsaure
ersetzt wurde (103)] und einem Steroid (149).

Diese Konversion der Immusuppressiva von Cyclosporin und Azathioprin auf die potentere
immunsuppressive Kombination aus Tacrolimus und MMF / MPA erfolgte mit dem Ziel,

durch Reduktion der Inzidenz akuter Rejektionen die Ein-Jahres-Uberlebensrate zu
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verbessern. Das Langzeitliberleben von Transplantat und Patient besserte sich jedoch nur
méRig (103).

Daher wurde in den letzten Jahren einerseits angestrebt, mittels weiterer Modifikationen der
Immunsuppression das Langzeitliberleben der Transplantate zu verbessern (23). Andererseits
wurde versucht, durch Modifikation der immunsuppressiven Medikation das kardiovaskulare
Risiko der Patienten zu vermindern, indem bei der individuellen Wahl der
immunsuppressiven Therapie Wirkstoffklassen mit ungunstigem Einfluss auf kardiovaskulare
Risikofaktoren in moglichst geringer Dosis eingesetzt oder komplett gemieden werden (218).

Das Ziel einer Verbesserung des Transplantatiiberlebens wird insbesondere von neueren, auf
mTOR-Inhibitor-Einnahme basierenden, immunsuppressiven Regimen erhofft und wird im
folgenden Kapitel diskutiert. Uberlegungen zur Verminderung des kardiovaskularen Risikos
nierentransplantierter Patienten resultierten im Einsatz steroidfreier Therapieregime, welche

detaillierter im Gbernéchsten Kapitel dargestellt sind.

5.2.5 CNI-freie, mTOR-Inhibitor-basierte Immunsuppression

CNI als Standard-Immunsuppressiva in der Transplantationsmedizin sind effektiv, um den
frihen Transplantatverlust durch akute AbstoBungsreaktionen zu verhindern, doch eine lange
Einnahme von CNI kann nephrotoxisch wirken (9) und in einer chronischen Transplantat-
Nephropathie munden, so dass paradoxerweise ein Transplantatverlust droht (110). Zudem
sind CNI an der Entstehung von Hypertonie, Hyperlipiddmie und Diabetes mellitus beteiligt
(208). Um die renale Schadigung und die Steigerung des kardiovaskuldaren Risikoprofils
durch CNI zu umgehen und damit das Langzeitiiberleben zu verbessern, wurde nach
alternativen nicht-nephrotoxischen, aber dennoch effektiven immunsuppressiven Strategien
gesucht (23).

mTOR-Inhibitoren, die eine geringere Nephrotoxizitat als CNI, aber dennoch eine gute
immunsuppressive Potenz besitzen (22, 149, 164), gerieten hierbei in das Zentrum des
Interesses. Initiale Studien untersuchten zundchst eine Kombination von CNI und mTOR-
Inhibitoren, welche jedoch mit einem Abfall der glomeruldren Fitrationsrate einhergeht (90,
114, 57), verursacht durch eine potenzierte Nephrotoxizitat beider Medikamente (126). Daher
wurde eine CNI-reduzierte / -freie, mTOR-Inhibitor-basierte Immunsuppression angestrebt
(23) und ihre Effektivitat und Sicherheit in klinischen Studien untersucht. Diese Studien sind

in Tabelle 11 dargestellt und zeigen zusammenfassend, dass sich zwar die
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Transplantatfunktion nach Umstellung von einem Calcineurininhibitor auf einen mTOR-
Inhibitor verbessert (164), bei Patienten unter mTOR-Inhibitor-Einnahme jedoch h&ufiger als
bei Patienten unter CNI-Therapie unerwiinschte Nebenwirkungen auftreten und daher ofter zu
Therapieabbrichen fihren (51, 121, 109). Diejenigen Patienten, die die Nebenwirkungen der
mTOR-Inhibitoren tolerieren kénnen, profitieren von der verbesserten Transplantatfunktion
(164).

Allerdings konnten die meisten dieser Studien aufgrund zu geringer StudiengréfRen und zu
kurzen Nachbeobachtungszeitraumen nicht hinreichend belegen, ob diese verbesserte
Transplantatfunktion auch langfristig in einem verbesserten Transplantatiiberleben mindet.

In jedem Falle kann angenommen werden, dass mTOR-Inhibitoren aufgrund ihres
postulierten Profits auf die Transplantatfunktion eine immer gréRere Rolle in der
Transplantationsmedizin einnehmen werden. lhre starken Nebenwirkungen und deren
klinische Folgen sind jedoch noch nicht ganzlich untersucht, so dass sie Anstol3 zu weiteren
Untersuchungen geben sollten. Im gleichen Kontext sollten zukunftige Studien priifen,
inwieweit eine mTOR-Inhibitor-basierte, CNI-freie Immunsuppression das Auftreten und die
Progredienz von kardiovaskularen Erkrankungen glnstig beeinflussen kann, nachdem
momentan widerspriichliche — teilweise positive, teilweise negative — Effekte auf
kardiovaskuldre Risikofaktoren und auf die Pathophysiologie der Atherosklerose berichtet

werden.

Erlauterungen zu Tabellen 11 und 12:

AE: adverse effects (je nach Studienprotokoll Anamie, Wundheilungsstérungen,
Hyperlipidamie, Malignome, verzbégerte Transplantatfunktion, Protein-Kreatinin-Ratio im
Urin); AL-AB: Antilymphocyte Antibody; Aza: Azathioprin; BAS: Basiliximab; BCAR:
biopsy-confirmed acute rejections; CGF: Cockcroft-Gault-Formel; CsA: Cyclosporin A; CV-
Risiko: kardiovaskulares Risiko; DAC: Daclizumab; DM: Diabetes mellitus; GFR:
glomerulare  Filtrationsrate;  IU:  lothalamat-Urinclearance; = KHK:  Koronare
Herzerkrankung; LD: Low-Dose; MDRD: Formel zur Berechnung der eGFR nach
,, Modifikation of Diet in Renal Disease”; MMF: Mykophenolat-Mofetil; MPA:
Mykophenolsdure; n: Anzahl der Studienteilnehmer; NF: Nankivell-Formel; RR: arterieller
Blutdruck; SD: Standard-Dose; SRL: Sirolimus; ST: Steroid; TAC: Tacrolimus; TX:

Transplantation / Transplantat
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Tabelle 11: Randomisierte klinische Interventionsstudien zur Effektivitat und Sicherheit der mTOR-Inhibitoren nach Nierentransplantation

Studie n Medikamentengruppen Endpunkte Ergebnisse
RMR 525 | Nach TX: SRL + CsA + ST Primar: Nicht-Unterlegenheit des B vs. A: Blutdruck |,
(134) 3 Monate nach TX: Randomisierung - | Transplantattiberlebens Nierenfunktion 1 und TX-
A: SRL + CsA + ST Sekundar: TX- / Patienten-Uberleben, akute | Uberleben 1
B: SRL + ST Abstoliung, Nierenfunktion
ORION | 443 | Direkt nach TX Randomisierung - Primar: eGFR (12. Monat; NF) A/Bvs.C: AE 1;
(51) A: SRL+TAC Sekundar: BCAR, AE, Kreatinin, eGFR (24. | B: BCAR 1;
B: SRL + MMF Monat; NF), TX- / Patienten-Uberleben A/ B/ C: TX-Funktion + TX-/
C: TAC + MMF Patienteniiberleben gleich
Sym- 1645 | Direkt nach TX Randomisierung - Primér: eGFR (12. Monat; CGF) B: Beste Ergebnisse fir eGFR /
phony A: SD CsA + SD MMF + ST Sekundar: eGFR-Verlauf, mGFR (12. TX-Uberleben (1), BCAR ()
(42) B: DAC + MMF + ST + LD CsA Monat; Sammelurin-Methode), akute D: Schlechteste Ergebnisse fiir
C: DAC + MMF + ST + LD TAC AbstoRung, TX- / Patienten-Uberleben (6. + eGFR (]), BCAR (1) und AE
D: DAC + MMF + ST + LD SRL 12. Monat), verzogerte TX-Funktion 1)
Convert |[830 | Mind.12 Wochen vor Randomisierung: | Primér: eGFR (12. Monat; NF) A vs. B bei eGFR > 40
(173) TAC/CsA + ST + Aza/ MMF Sekundar: eGFR der Gruppe A (24. Monat; ml/min/1,73m?: exzellentes

Nach Randomisierung:
A: SRL + ST + Aza/ MMF
B: TAC/CsA + ST + Aza/ MMF

NF); BCAR; TX- / Patienten-Uberleben;
Therapieabbriiche; Blutdruck

TX- / Patienten-Uberleben,

Proteinurie 17, Malignome |

53




Diskussion

Studie n Medikamentengruppen Endpunkte Ergebnisse

Concept |192 | Nach TX: DAC + MMF + ST + CsA Primér: eGFR (52. Woche; CGF) B vs. A:
(109) 12. Woche: Sekundar: TX- / Patienten-Uberleben, AE + Therapieabbrtiche 1,

A: DAC + MMF + ST + CsA BCAR, eGFR (MDRD) Nierenfunktion 1

B: DAC + MMF + ST + SRL
Post- 162 | siehe Concept-Studie Primar: eGFR (48. Monat; MDRD und NF) | B vs. A: Nierenfunktion 1
concept (Langzeit-Nachuntersuchungen nach Sekundar: TX- / Patienten-Uberleben,
(108) vier Jahren) BCAR; eGFR-Verlauf; AE
Spare- 299 | Nach TX: MMF + TAC / CsA Primér: eGFR (12. Monat; 1U) B vs. A: dhnliche eGFR,
the- Umstellung nach 4 Monaten: Sekundar: eGFR (24. Monat; 1U), eGFR (12. | Todesfille |, BCAR | und
Nephron A: MMF + TAC / CsA / 24. Monat NF; CGF) BCAR; TX-/ Transplantatversagen |
(212) B: MMF + SRL Patienten-Uberleben
ZEUS 300 | Nach TX: BAS + CsA + MPA + ST Primar: eGFR (12. Monat; NF) B vs. A: Nierenfunktion 1 nach
(23) 4,5 Monate nach TX: Sekundar: eGFR (12. Monat; MDRD / CGF), | einem Jahr bei gleicher

A: CsA + MPA + ST BCAR, TX-Verlust, Tod, Therapieversagen, Effektivitat und Sicherheit

B: SRL + MPA + ST Vertraglichkeit, Anderungen im CV-Risiko
Central 202 | Nach TX: BAS + MPA + ST + CsA Primar: eGFR-Anderung (Woche 7 < Monat | B vs. A: Nierenfunktion 1 nach
(121) 7 Wochen nach TX: 12; CGF) einem Jahr; Therapieabbriiche +

A: MPA + ST + CsA
B: MPA + ST + Everolimus

Sekundar: TX- / Patienten-Uberleben;
BCAR; AE; Therapieabbrtiche

BCAR 1
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5.2.6 Steroidfreie Immunsuppression

Schon in den frihen Jahren der Nierentransplantation wurde deutlich, dass eine langfristige
Erhaltungstherapie mit Steroiden fur einen relevanten Teil der Morbiditat der Patienten
verantwortlich war (12). Zu den unerwinschten Effekten der Steroide zé&hlen erhohte
Infektanfalligkeit,  Gewichtszunahme  bis  zum  Cushing-Syndrom, Katarakte,
Glukoseintoleranz, Myopathie, Natriumretention mit Ausbildung von Odemen und
Hypertonie, Hyperlipiddmie und eine Reihe skelettaler Effekte wie Osteopenie, aseptische
Femurkopfnekrosen und bei Kindern und Jugendlichen vermindertes Kérperwachstum (12),
welche eine groBe physische und psychische Belastung fiir den betroffenen Patienten
darstellen (148). Viele dieser steroidinduzierten Nebenwirkungen, die auch bei niedrigen
Steroiddosen auftreten konnen, tragen zur erhohten kardiovaskuldren Morbiditat und
Mortalitat bei (171).

Die Idee einer steroidfreien Immunsuppression wurde mit dem Ziel der Verminderung dieser
Nebenwirkungen postuliert (100). Diese konnte wiederum in einer verbesserten
Lebensqualitat (43) und einer erhdhten Compliance minden, welche ihrerseits zu einem
niedrigeren Risiko fiir akute und chronische Abstoflungen sowie fiir Transplantatverluste
fihren kdnnten (72). Gleichzeitig erhofft man sich, dass die Verminderung kardiovaskularer
Nebenwirkungen (100) die kardiovaskuldre Morbiditat und Mortalitat reduziert (171).

Zur Uberpriifung dieser erhofften positiven Effekte untersuchten mehrere klinische Studien,
inwieweit eine entweder komplett steroidfreie Therapie oder ein protokollgemaRes Absetzen
der Steroide nach Nierentransplantation in einer Minimierung steroidinduzierter
Nebenwirkungen miindet, ohne zu einer inakzeptablen Erhéhung des AbstoRungsrisikos zu
fihren (100). Wie in Tabelle 12 zusammengefasst, erkannten diese Studien in ihrer Mehrzahl,
dass bei einer steroidfreien Immunsuppression das Risiko flr eine akute Abstoflung zwar
erhoht ist, ohne dass jedoch langfristig eine Beeintrachtigung des mittleren Patienten- oder

des Transplantatiiberlebens resultiert (148).
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Tabelle 12: Randomisierte klinische Interventionsstudien zur Effektivitat und Sicherheit steroidfreier Therapieregime nach Nierentransplantation

Studie n Medikamentengruppen Endpunkte Ergebnisse
Kramer | 451 | Direkt nach TX: Randomisierung - Wirksamkeit: BCAR, TX-/ Patienten- | A+ Bvs. C: BCAR 1, aber
etal., A: TAC + BAS uberleben, GFR (3. Jahr, MDRD) gleiche(s) TX- / Patienten-
2012 B: TAC + MMF Sicherheit: AE, Co-Medikation, Uberleben / Nierenfunktion
(104) C: TAC + MMF + ST Anderungen in Laborparametern / A: geringstes CV-Risiko

Vitalzeichen

Vincenti | 83 |4 Tage lang nach TX: Primédr: BCAR A vs. B: keine Unterschiede in
etal., BAS + CsA + MMF + ST Sekundar: TX- / Patiententberleben, BCAR, TX-Funktion, AE,
2003 ab 5. Tag - Randomisierung Histologiebefund und Anzahl der Infektionen
(202) A: CsA + MMF behandlungsbedirftigen AbstoRungen

B: CsA + MMF + ST
Vincenti | 336 | Randomisierung direkt nach TX: Wirksamkeit: GFR (12. Monat, NF), A/B/C: gleiche GFR
etal., A: MPA + BAS + CsA TX- / Patientenuberleben, BCAR, Anzahl | A> B > C: BCAR, TX-Verlust,
2008 B: MPA + BAS + CsA + ST bis 7. Tag der Patienten mit steroidfreier Versterben des Patienten
(203) post-TX Immunsuppression nach 12 Monaten A + B vs. C: bendtigte Co-

C: MPA + BAS + CsA +SD ST

Sicherheit: AE, RR, Laborparameter
(Lipide, Glukose), Knochendichte

Mediation |
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Studie n Medikamentengruppen Endpunkte Ergebnisse
Pelletier | 120 | Erhaltungstherapie mit MMF + CsA + ST | Primér: Akute / chronische AbstoRung, | A vs. B: keine Unterschiede in
etal., Nach ca. 450 Tagen > Randomisierung TX-Verlust, Kreatinin, Proteinurie TX- / Patiententiberleben, TX-
2005 A: MMF + CsA Sekundér: Gewicht, RR, Cholesterin, Funktion, Abstol3ungsrate, aber
(144) B: MMF + CsA + ST Triglyceride, P-Glukose, Knochendichte | steroid-induzierte AE |
Woodle | 386 | Direkt nach TX - Randomisierung Primér: Kombination aus Tod, TX- A vs. B: BCAR 1, aber gleiches
etal., Antikorper-Induktion + ST + MMF + TAC | Verlust, milde / ernste akute AbstoBung, | Langzeit-TX-Uberleben und
2008 A: MMF + TAC,; ST-Absetzen ab 7. Tag eine AL-AB-Behandlung erforderliche gleiche TX-Funktion; niedrigeres
(217) post-TX Abstollung CV-Risiko

B: MMF + TAC; ST-Reduktion - ab 6.
Monat post-TX LD ST

Sekundar: TX- / Patiententberleben,
Beenden der Studienmedikation,
Framingham-KHK-Risiko, akute
AbstoRung, CV-Risiko, Gewicht,
Infektion, GFR (5. Jahr, CGF), AE,

Leukopenie, Malignome
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5.2.7 Vergleich der HOMe Alone Studie mit VVoruntersuchungen

Die Patientendaten der HOMe Alone Studie spiegeln das medikamentdse Standardregime der
Klinik far Innere Medizin IV des Universitatsklinikums des Saarlandes bei stabilen
Transplantatempfangern im Jahr 2012 / 2013 wider. Eine Dreifachkombination, welche
insbesondere fur die friihe Erhaltungstherapie typisch ist, nahmen zum Untersuchungszeitpunkt
37,1 % der Patienten ein, wogegen bei 60,4 % der Patienten die Medikation auf zwei
Immunsuppressiva reduziert worden war (s. Anhang, Tabelle 19, S. 116). Die haufigste
Medikamentenkombination stellt eine Dreifachtherapie aus Steroid, Tacrolimus und MMF dar,
welche jeder vierte Patient erhielt (s. Anhang, Tabelle 18, S. 116).

Ein Vergleich mit einer Querschnittsanalyse aus dem gleichen Transplantationszentrum, welche
2003 / 2004 bei transplantierten Patienten erhoben wurde (194), reflektiert die deutliche
Verénderung der immunsuppressiven Medikation im letzten Jahrzehnt (Tabelle 13). So ist die
Hé&ufigkeit eines steroidfreien Therapieregimes von 19 % auf 28 % gestiegen. Ebenso l&sst sich
der Trend zum Einsatz neuerer Immunsuppressiva erkennen: Wéhrend 2003 / 2004 noch 32 %
der Patienten Azathioprin und nur 5 % der Patienten MMF erhielten, nehmen nur noch 3 %
Patienten der HOMe Alone Studie Azathioprin und 67 % MMF / MPA ein; 2003 / 2004 erhielten
60 % der Patienten Cyclosporin A und 38 % Tacrolimus, in der HOMe Alone Studie nur 13 %
Cyclosporin A, aber 63 % Tacrolimus. Im Gegensatz zu 2003 / 2004, als noch kein einziger
nierentransplantierter Patienten des Universitatsklinikums des Saarlandes mit mTOR-Inhibitoren
(Sirolimus oder Everolimus) therapiert wurde, erhielten 17 % der Patienten der HOMe Alone
Studie mTOR-Inhibitoren.
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Tabelle 13: Vergleich der eingesetzten Immunsuppressiva bei nierentransplantierten Patienten
des Universitatsklinikums des Saarlandes im Jahr 2003 / 2004 [modifiziert nach (194)] und im
Jahr 2012 / 2013 (HOMe Alone Studie)

Ulrich et al. (n = 95): 2003 / 2004 HOMe Alone (n = 159): 2012 / 2013
Kein ) Kein )
) Steroid ) Steroid
Steroid Gesamt Steroid Gesamt
77195 114 /159
18795 45/159
(81 %) (72 %)
(19 %) (28 %)
CoA 17/95 40/ 95 57/95 8/159 13/159 21/ 159
S
(19 %) (42 %) (60 %) (5 %) (8 %) (13 %)
TAC 1/95 35/95 36/95 34 /159 66 /159 100/ 159
(1 %) (37 %) (38 %) (21 %) (42 %) (63 %)
_ 2/95 2195 3/159 35/159 38/ 159
Kein CNI 0
(2 %) (2 %) (2 %) (22 %) (24 %)
AZA 6/95 24195 30/95 21159 2/159 4/159
(6 %) (25 %) (32 %) (1 %) (1 %) (3 %)
1/95 495 5/95 39/159 68 /159 107/ 159
MMF *
(1 %) (4 %) (5 %) (25 %) (43 %) (67 %)
3/159 241159 27/ 159
MTOR-I 0 0 0
(2 %) (15 %) (17 %)

Angaben in Absolutzahlen (Prozent aller Patienten). * Marktzulassung von MPA erst 2004,

somit bei Patienten 2003 / 2004 nur MMF, bei HOMe ALONE MMF / MPA

CsA: Cyclosporin A; TAC: Tacrolimus; CNI: Calcineurininhibitor; AZA: Azathioprin; MMF:

Mykophenolat-Mofetil; MPA: Mykophenolsdure; mTOR-I: mTOR-Inhibitor
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Innerhalb von HOMe Alone zeigt ein Vergleich von Patienten mit und ohne Steroideinnahme
respektive mit und ohne mTOR-Inhibitor-Einnahme relevante Unterschiede in klassischen und
transplantationsassoziierten kardiovaskuldren Risikofaktoren: So reflektiert auch die HOMe
Alone Studie den unerwiinschten Effekt der mTOR-Inhibitoren auf den Lipidmetabolismus
(190), indem  Patienten  unter ~ mTOR-Inhibitor-Einnahme  signifikant ~ hohere
Gesamtcholesterinwerte und tendenziell hohere HDL- / LDL-Cholesterin- und Triglycerid-Werte
aufwiesen. Patienten der HOMe Alone Studie hatten signifikant hohere systolische und
tendenziell auch hohere diastolische Blutdruckwerte unter mTOR-Inhibitor-Einnahme als
Patienten ohne mTOR-Inhibitor-Einnahme. Diese unerwiinschte Nebenwirkung von mTOR-
Inhibitoren auf den Blutdruck wurde bisher - mit Ausnahme der RMR-Studie (134), bei der
durch Weglassen von Calcineurininhibitoren mit fortgesetzter Sirolimus-Einnahme eine
Verbesserung des Blutdruckes erreicht werden konnte - nur in kombinierter Gabe mit
Calcineurininhibitoren beschrieben (65). In der HOMe Alone Studie nahm lediglich ein Patient
gleichzeitig einen Calcineurininhibitor und einen mTOR-Inhibitor ein, sodass dieser Unterschied
nicht auf den Effekt der Kombination beider Medikamente zurickzufuhren ist. Auffallig ist
jedoch, dass von den 27 Patienten mit mTOR-Inhibitor-Einnahme 24 Patienten gleichzeitig
Steroide einnahmen, wogegen nur 3 Patienten eine steroidfreie, mTOR-Inhibitor-basierte
Medikation aufwiesen. Dies lasst vermuten, dass der blutdruckerhohende Effekt auf die Co-
Medikation mit Steroiden, welche einen bekannten blutdruckerhthenden Effekt haben,
zurlckzufuhren ist. Eine weitere Erklarung fir den héheren Blutdruck unter mTOR-Inhibitor-
Einnahme liegt im nicht-interventionellen Studiendesign, da eine Konversion auf mTOR-
Inhibitoren vorzugsweise bei Patienten mit schlechterer Nierenfunktion erfolgte, bei denen man
sich eine gunstige Wirkung auf die Transplantatfunktion erhoffte. Somit kénnte der hohere
Blutdruck nicht kausal auf die immunsuppressive Medikation zuriickgefiihrt werden, sondern
konnte auch durch die schlechte Nierenfunktion dieser Patienten mit konsekutiv hoéheren
Blutdruckwerten zu erkléren sein. Ein Effekt von mTOR-Inhibitoren auf die Entstehung von
Diabetes mellitus ist bekannt (15), doch die Patienten der HOMe Alone Studie unter mTOR-
Inhibitor-Einnahme wiesen keine erhdhte Frequenz einer Hyperglykdamie oder eines Diabetes
mellitus auf. Eventuell ist die Anzahl von Patienten unter mTOR-Inhibitor-Einnahme zu gering,
um diesen unerwinschten Nebeneffekt zu erkennen. Alternativ konnte die Konversion auf
mTOR-Inhibitoren préferentiell bei Patienten ohne Risiko fur einen spateren Diabetes mellitus

erfolgt sein.

mTOR-Inhibitoren  beeinflussen ~ auch  nicht-klassische,  transplantations-assoziierte

kardiovaskulare Risikofaktoren: Bei Patienten unter mTOR-Inhibitor-Einnahme besteht eine

60



Diskussion

Tendenz zu niedrigerem Hamoglobin als bei Patienten ohne mTOR-Inhibitor. Einerseits kdnnte
dies durch den beschriebenen suppressiven Effekt von mTOR-Inhibitoren auf das Knochenmark
bis hin zu Anamie erklart werden, andererseits besteht auch hier die Uberlegung, dass die
Medikation von Patienten mit schlechter Nierenfunktion auf einen mTOR-Inhibitor umgestellt
wird, sodass der niedrigere Hamoglobinwert nicht nur durch die Einnahme von mTOR-
Inhibitoren entsteht, sondern auch die geringere Nierenfunktion dieser Patienten reflektiert.
Unter mTOR-Inhibitor-Einnahme weisen die Patienten signifikant niedrigere GFR-Werte mit
konsekutiv erhohtem Plasma-Kreatinin und Cystatin C, sowie eine hohere Albuminurie auf. Der
proteinurische Effekt von mTOR-Inhibitoren wurde bereits im Rahmen einiger Studien
nachgewiesen (65, 221, 92) und kann mit unseren Daten bestétigt werden. Patienten mit
niedriger GFR und hohem Kreatinin / Cystatin C werden bewusst mTOR-Inhibitoren
verabreicht, da sie eine geringere Nephrotoxizitét als Calcineurininhibitoren aufweisen und somit
eine Verringerung der CNI-vermittelten Nephrotoxizitat erhofft wird (29). Die schlechteren
Nierenfunktionsparameter weisen also nicht auf die nierenschadliche Wirkung von mTOR-
Inhibitoren hin, sondern auf die bereits vorbestehende schlechtere Nierenfunktion dieser

Patienten.

Ebenso konnen die bekannten Einflusse der Steroidmedikation auf das kardiovaskulére
Risikoprofil im Querschnittsdesign von HOMe ALONE nur eingeschrénkt berpruft werden. So
weisen Patienten unter Steroideinnahme paradoxerweise im Gegensatz zu Patienten ohne
Steroideinnahmen niedrigere Plasma-Glukosewerte, geringeres Gewicht und somit geringeren
BMI, dhnliche ,,Waist-to-hip-ratio“ (welches aufgrund des gleichzeitig geringerem BMI auf eine
Verschiebung der Korperfettverteilung mit Stammadipositas hinweist), dhnliche Pravalenz von
Diabetes mellitus sowie ahnliche Blutdruckwerte auf. Dieser vermeintliche Widerspruch erklart
sich aus einem Selektionsbias, indem bei Patienten, deren kardiovaskuldres Risikoprofil
entweder bereits vor Transplantation oder nach Beginn der Steroidtherapie nach Transplantation
erhoht ist, praferentiell ein steroidfreies immunsuppressives Regime angewendet wird. Jedoch
sind die Unterschiede im Lipidstoffwechsel erwartungsgemal (15): Patienten unter
Steroideinnahme haben ein signifikant hoheres Gesamtcholesterin und HDL-Cholesterin sowie
tendenziell hohere LDL-Cholesterin- und Triglycerid-Werte als Patienten ohne Steroideinnahme.
ErwartungsgemaR ist ebenso, dass bei ahnlichem Plasma-Kreatinin und &hnlicher (Kreatinin-
basierter) geschatzter GFR unter Steroideinnahme ein hoheres Cystatin C als bei Patienten ohne
Steroideinnahme beobachtetet wird, da Steroide héhere Cystatin C Werte induzieren kénnen
(82).
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5.3 Bedeutung der Monozytensubpopulationen in der Atherogenese

Epidemiologische Studien beschrieben eine Assoziation von héheren Gesamtmonozytenzahlen
im peripheren Blut sowohl mit subklinischer Atherosklerose (28, 89) als auch mit klinisch
manifesten kardiovaskuldaren Ereignissen (89, 28, 130) in Kohortenstudien bei nierengesunden
Menschen der Allgemeinbevolkerung (28, 89) und bei zumeist nierengesunden Patienten mit
erhdhtem kardiovaskularen Risiko (78, 37). Andere Studien konnten dies allerdings nicht
bestatigen (151, 56, 187).

Aufgrund dieser Diskrepanzen erscheint es notwendig, die Heterogenitdit von Monozyten
einzubeziehen und die jeweiligen Monozytensubpopulationen hinsichtlich ihres Beitrages zum

kardiovaskularen Risikos zu untersuchen (73).

1989 zeigten Passlick et al.,, dass Monozyten durchflusszytometrisch in CD16-negative
(klassische CD14++CD16- Monozyten) und CD16-positive Zellen unterteilt werden kodnnen
(143). Ancuta et al. teilten 2003 die CD16-positiven Monozyten nochmals in intermediére
CD14++CD16+ und nicht-klassische CD14+CD16++ Monozyten auf (8). Diese Einteilung
wurde 2010 in einem Konsensus-Manuskript von Ziegler-Heitbrock et al. (226) aufgenommen.
Altere Studien bis 2009 bezogen sich aufgrund der bis dahin nicht einheitlichen Nomenklatur
zumeist auf die Untersuchung von CD16-positiven Monozyten als Gesamtheit der intermediéren
und nicht-klassischen  Monozyten, waéhrend eine getrennte  Untersuchung dieser

Monozytensubpopulationen erst in den darauffolgenden Jahren schrittweise etabliert wurde.

Epidemiologische Studien zeigen, dass die Zellzahl intermedidarer und nicht-klassischer
Monozyten sowohl bei akuten [Sepsis: (49)] als auch bei chronischen und entzindlichen
Erkrankungen wie HIV, Thc, Erysipel, Leishmaniose, Rheumatoider Arthritis, Kawasaki-
Krankheit, chronischen Darmerkrankungen und Malignomen erhoht sind (192, 198, 77, 184,
161, 99, 97, 62, 169, 167, 155).

Experimentelle  Arbeiten  lieferten  Erklarungen  zur  spezifischen  Rolle  von
Monozytensubpopulationen in der Atherogenese. So zeigten Weber et al., dass intermediédre und
nicht-klassische Monozyten eine hohe endotheliale Affinitdt durch Oberflachenexpression von
Chemokin-Rezeptoren und Adhasionsmolekiilen wie CX3CR1 und CCR5 aufweisen (207), von
welchen besonders CCR5 die Migration der Zellen aus der Zirkulation in atherosklerotische

Lasionen fordert (19, 223, 156). Neben der vermehrten Expression von Chemokin-Rezeptoren
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(119) und der erhdhten Adhdsion an Endothelzellen (119) besteht das proinflammatorische
Potential CD16-positiver Monozyten auch in gesteigerter Produktion proinflammatorischer
Zytokine (119) wie I1L-12 (188) und TNFo (177, 52, 188) bei gleichzeitig verminderter
Produktion des anti-inflammatorischen Interleukins 1L-10 (16, 52, 188). Mosig et al. zeigten an
einer Gruppe von Patienten mit Hypercholesterindmie, dass CD16-positive Monozyten Uber
CD36 vermehrt oxidiertes LDL aufnehmen, nach Stimulation mit oxidiertem LDL die Adhé&renz
an aktivierte Endothelzellen zunimmt und dass CD16-positive Zellen an ihrer Oberflache mehr
CD68, Stabilin-1 und CD11c exprimieren (124). Ulrich et al. zeigten, dass Dialysepatienten
insbesondere mit hochgradigen atherosklerotischen Verédnderungen der Karotiden (196) sowie
mit vorbestehenden kardiovaskuléren Erkrankungen (193) eine verstarkte Expression von ACE
(ACE = angiotensin converting enzyme) auf der Oberflache von Monozyten, darunter

insbesondere von intermediaren Monozyten (196), aufweisen.

5.4 Zusammenhang von Monozytensubpopulationen und kardiovaskuldren
Risikofaktoren / Erkrankungen

Aufgrund der zentralen Rolle von Monozyten in der Entstehung der Atherosklerose wurden
Monozytensubpopulationen im Kontext kardiovaskulérer Erkrankungen in den letzten Jahren
intensiv untersucht (220, 86, 54). So hat unsere Arbeitsgruppe in funf Kollektiven
nierengesunder und chronisch nierenkranker Menschen die Assoziationen zwischen Zellzahlen
der Gesamtmonozyten, Kklassischen, intermedidren und nicht-klassischen Monozyten,
traditionellen und nicht-traditionellen Risikofaktoren sowie kardiovaskuléren Ereignissen

untersucht:

e | Like HOMe: gesunde Probanden der Allgemeinbevolkerung

e HOM Sweet HOMe: Kkardiovaskuldre Risikopatienten vor elektiver
Koronarangiographie

e CARE for HOMe: chronisch nierenkranke, nicht-dialysepflichtige Patienten
(CKD G2 - G4)

e DIAL HOMe: Dialysepatienten

o HOMe Alone: Patienten nach allogener Nierentransplantation

Tabelle 14 fasst die Ergebnisse dieser Kohortenstudien zusammen. Darin ist zu erkennen, dass
gesunde Probanden die niedrigsten und nierentransplantierte Patienten die hdchsten Zellzahlen
an Gesamtmonozyten aufweisen. Innerhalb der CARE for HOMe und der HOMe ALONE
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Studien zeigt sich die Tendenz zu hoéheren Zellzahlen der Gesamtmonozyten mit zunehmend

schlechterer Nierenfunktion.

Ebenso zeigt Tabelle 14, dass die Zellzahl intermedidrer Monozyten am niedrigsten bei gesunden
Probanden und am hochsten bei kardiovaskuldren Risikopatienten vor elektiver
Koronarangiographie sowie bei Patienten mit fortgeschrittener chronischer Nierenerkrankung
und bei Patienten mit eingeschrénkter Transplantatfunktion ist, interessanterweise aber nicht bei
Dialysepatienten. Eine mogliche Erklarung dieses vermeintlich paradoxen Befundes kdnnte sein,
dass der urdmische Status mittels Dialysebehandlung verbessert wird und daher die Zellzahl
intermedidrer Monozyten abnimmt. Im Gegensatz zur relativ geringen Zellzahl an intermedidren

Monozyten haben Dialysepatienten jedoch die hdchste Zellzahl nicht-klassischer Monozyten.

Wahrend | Like HOMe und DIAL HOMe Querschnittsstudien sind, erfolgte innerhalb der CARE
for HOMe und HOM sweet HOMe eine strukturierte Nachuntersuchung der Studienteilnehmer.
Hierbei konnte HOM sweet HOMe als erste Ldangsschnittstudie aufzeigen, dass bei
kardiovaskuldren Risikopatienten die Zellzahlen der intermedidren Monozyten unabhéngige
Pradiktoren spaterer kardiovaskuldrer  Ereignisse sind  (154). Vorherige, Kleinere
Kohortenstudien bei Dialysepatienten konnten ebenfalls Assoziationen zwischen hohen
Zellzahlen intermedidrer Monozyten und hoheren Raten kardiovaskuldrer Ereignisse und
Todesfallen zeigen (70, 195, 158).

Bisherige Untersuchungen anderer Arbeitsgruppen zur Monozytenheterogenitat waren
weitgehend auf Querschnittsanalysen limitiert, und differenzierten zumeist nicht zwischen
intermedi&ren und nicht-klassischen Monozyten (220):

So zeigten Scherberich et al. als erste Arbeitsgruppe, dass Hamodialyse- (176, 175) und
nierentransplantiere Patienten (175) eine hohere relative Zellzahl CD16-positiver Monozyten
(prozentualer Anteil der jeweiligen Monozytensubpopulation an der Gesamtpopulation der
Monozyten) aufweisen als gesunde Kontrollpersonen. Die Beobachtung wurde von
verschiedenen Arbeitsgruppen bestétigt [(18, 27, 98, 180), zusammengefasst bei Zawada et al
(220)], aber zumeist nicht im Kontext der erhdhten kardiovaskularen Morbiditat nierenkranker

Menschen diskutiert.

Ulrich et al. verglichen zudem Zellzahlen intermedidrer und nicht-klassischer Monozyten von
H&modialyse- und nierentransplantierten Patienten und stellten fest, dass Transplantierte unter
Steroidtherapie gegenuiber Dialysepatienten bei gleichen relativen Zellzahlen intermediarer

Monozyten geringere relative Zellzahlen nicht-klassischer Monozyten aufwiesen (194). Ebenso
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verglichen sie die relativen Zellzahlen intermediédrer und nicht-klassischer Monozyten von
Transplantierten mit und ohne Steroid: Patienten mit Steroideinnahme wiesen bei gleicher
relativer Zellzahl intermedidrer Monozyten weniger nicht-klassische Monozyten auf (194). Im
Gegensatz dazu zeigen transplantierte Patienten der HOMe Alone Studie unter Steroidtherapie
bei hoheren absoluten Zellzahlen intermedidrer Monozyten geringere absolute Zellzahlen von
nicht-klassischen Monozyten. Die Diskrepanz der Zellzahlen intermediarer Monozyten kénnte
sich durch die unterschiedliche Art der Zellzahl-Angabe ergeben (Ulrich: relative Zellzahl,
HOMe Alone: absolute Zellzahlen).

Im Einklang hiermit zeigt sich ein deutlicher Unterschied bei Betrachtung von relativen und
absoluten Zellzahlen in der Studie von Vereyken et al (199): Sie verglichen relative und absolute
Monozyten-Zellzahlen nierentransplantierter Patienten unter Tripeltherapie (CNI, MMF und
Steroide, welche bis zum 4. Monat ausgeschlichen wurden) und gesunden Kontrollpersonen.
Wahrend zum Zeitpunkt der Transplantation sowohl absolute als auch relative Zellzahlen der
intermedidren und nicht-klassischen Monozyten bei transplantierten Patienten héher waren als
bei gesunden Kontrollpersonen, waren absolute Zellzahlen der klassischen Monozyten bei
transplantierten Patienten und Gesunden gleich und relative Zellzahlen der klassischen
Monozyten bei transplantierten Patienten niedriger als bei Gesunden. 3 bzw. 6 Monate nach der
Transplantation waren sowohl absolute als auch relative Zellzahlen der klassischen Monozyten
bei Transplantierten niedriger als bei Gesunden, wobei absolute Zellzahlen der intermedidren
und nicht-klassischen Monozyten transplantierter Patienten dhnlich waren wie bei Gesunden und
die relativen Zellzahlen der intermedidaren und nicht-klassischen Monozyten bei transplantierten

Patienten héher waren als bei Gesunden.

Auch auBerhalb des nephrologischen Fachbereichs erkannten mehrere klinische
Querschnittsstudien eine Assoziation zwischen CD16-positiven Monozyten und pravalenten
kardiovaskuldren Erkrankungen. So berichteten Schlitt et al. einen Zusammenhang CD16-
positiver Monozyten und prévalenter koronarer Herzerkrankung bei Patienten mit stabiler
Angina pectoris und bei Patienten mit akutem Koronarsyndrom (177). Weitere zwei Studien
untersuchten bei Patienten mit koronarer Herzerkrankung den Zusammenhang von
Monozytensubpopulationen und morphologischen Charakteristika koronarer Plaques. Dabei
konnte eine positive Korrelation zwischen CD16-positiven Monozyten und der
Plaquevulnerabilitat (93) sowie ein negative Korrelation von CD16-positiven Monozyten und

der (prasumtiv protektiven) Kappendicke von Plaques (84) gesehen werden.
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Tabelle 14: Zellzahlen von Gesamt-, klassischen, intermedidren und nicht-klassischen Monozyten in den verschiedenen Kohorten des HOMe

Studienprojektes

Gesamt- Klassische Intermediare Nicht-klassische
monozyten Monozyten Monozyten Monozyten
[Zellen / pl] [Zellen / pl] [Zellen / pl] [Zellen / pl]

I Like HOMe (n = 418)

488 £ 167 412 £ 150 2716 48 + 24
gesunde Probanden
HOM sweet HOMe (n = 951)
] ] ) ] 583 £ 211 470 £ 179 42 + 24 71+ 37
Patienten vor elektiver Koronarangiographie
G2 559 + 193 466 + 167 31+18 61 + 31
CARE for HOMe (n = 438)
_ ) G3 555 + 208 456 £ 177 34+21 65 + 33
Patienten mit CKD G2 — G4

G4 580 + 197 479 £ 172 39+25 62 + 28

DIAL HOMe (n = 44)
) ) 562 + 322 426 + 281 33+24 103 £ 59

Dialyse-Patienten

G1l/2 671 +234 579 + 206 34+25 59+31

HOMe Alone (n = 154)
_ G3 686 + 249 587 + 222 3319 66 = 36

TX-Patienten
G4/5 706 + 205 605 + 187 41 +21 60 28

TX-Patienten: Nierentransplantierte-Patienten; G 1 - 5: Stadien der Nierenfunktion nach geschdtzter glomerulire Filtrationsrate: G 1: > 90
ml/min/1,73 m?; G 2: 60 — 89 ml/min/1,73 m?; G 3: 30 — 59 ml/min/1,73 m?; G 4: 15 — 29 ml/min/1,73 m?; G 5: < 15 ml/min/1,73 m?
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Aufgrund dieser epidemiologischen Studien zur kardiovaskuldren Bedeutung von
Monozytensubpopulationen wurden in zahlreichen Untersuchungen traditionelle und nicht-
traditionelle kardiovaskularen Risikofaktoren im Kontext der Monozytenheterogenitét

untersucht.

Tabelle 15 zeigt Korrelationen ausgewéhlter kardiovaskulérer Risikofaktoren mit Zellzahlen
von Gesamtmonozyten und Klassischen, intermedidren und nicht-klassischen Monozyten
innerhalb der Kohorten des HOMe Studienprojektes. Die deutlichsten Assoziationen zeigen
sich zwischen Body-Mass-Index sowie bestimmten Lipidparametern (HDL-Cholesterin /
Triglyceride) und der Anzahl nicht-klassischer Monozyten sowie zwischen einer niedrigen
glomerulédren Filtrationsrate und der Anzahl intermediarer Monozyten: So waren erhéhtes
Korpergewicht, hohe Triglyceride und niedriges HDL-Cholesterin mit hohen Zellzahlen der
nicht-klassischen Monozyten und eine verminderte exkretorische Nierenfunktion mit hohen

Zahlen intermediarer Monozyten assoziiert.

AuRerhalb des HOMe Studienprojektes bestatigten Cottam et al. eine positive Korrelation
zwischen Adipositas und CD16-positiven Monozyten; dariiber hinaus erkannten Cottam et al.,
dass die Zellzahlen intermedidrer und nicht-klassischer Monozyten nach Gewichtsabnahme
abfallen (30). Daten von Poitou zeigten uber die positive Korrelation von intermedidren und
nicht-klassischen Monozyten mit  dem BMI eine  Assoziation dieser
Monozytensubpopulationen mit DXA-bestimmten Korperfett (Dual-Rontgen-
Absorptiometrie), Glukosetoleranz, Insulinsensitivitat und Entziindungsmarkern wie dem C-
reaktiven Protein (147). Rothe et al. erkannten bei Patienten mit Hypercholesterinamie eine
negative Korrelation zwischen der Anzahl nicht-klassischer Monozyten und HDL-Cholesterin
(162) sowie eine positive Korrelation zwischen der Anzahl nicht-klassischer Monozyten und
Triglyceriden (163). In einem Kollektiv von Patienten mit instabiler Angina pectoris konnte
die Korrelation zwischen nicht-klassischen Monozyten und Markern des Lipidmetabolismus
(LDL, LDL / HDL-Ratio) nicht bestatigt werden, was maglicherweise auf Veranderungen des
Lipidmetabolismus und der Monozytenentwicklung im akuten Koronarsyndrom

zuriickgefihrt werden kann (84).
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Tabelle 15: Korrelation der Monozyten mit BMI, eGFR, Gesamt- und HDL-Cholesterin sowie Triglyceriden in den verschiedenen Kohorten des

HOMe Studienprojektes

Gesamt- Klassische Intermediare Nicht-klassische
monozyten Monozyten Monozyten Monozyten
[Zellen / pl] [Zellen / pl] [Zellen / pl] [Zellen / pl]
r Y r p r p r p
BMI 0,136 0,006 0,076 0,124 0,166 0,001 0,327 | <0,001
| like HOMe eGFR 0,121 0,013 0,128 0,009 0,054 0,268 0,046 0,352
(Gesunde Probanden) Gesamtcholesterin | -0,051 0,303 -0,054 0,266 -0,021 0,670 -0,009 0,849
n=418 HDL-Cholesterin -0,109 0,026 -0,097 0,048 -0,105 0,033 -0,103 0,036
Triglyceride 0,159 0,001 0,141 0,004 0,104 0,033 0,166 0,001
BMI 0,047 0,150 0,011 0,728 0,064 0,049 0,164 | <0,001
HOM sweet HOMe
) _ eGFR -0,022 0,506 0,011 0,724 -0,148 | <0,001 | -0,092 0,004
(Patienten vor elektiver )
_ _ Gesamtcholesterin | -0,048 0,136 -0,051 0,116 -0,045 0,163 -0,007 0,838
Koronarangiographie) )
051 HDL-Cholesterin -0,150 | <0,001 | -0,248 | <0,001 [ -0,131 | <0,001 | -0,052 0,112
n=
Triglyceride 0,078 0,016 0,057 0,077 0,069 0,035 0,104 0,001
Care for HOMe BMI 0,107 0,025 0,091 0,057 0,063 0,190 0,155 0,001
(Patienten mit CKD G2 — G4) eGFR -0,064 0,184 -0,045 0,351 -0,148 0,002 -0,080 0,094
n =438 Gesamtcholesterin | -0,079 0,097 -0,080 0,095 -0,040 0,408 -0,035 0,468
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Gesamt- Klassische Intermedidre Nicht-klassische
monozyten Monozyten Monozyten Monozyten
[Zellen / pl] [Zellen / pl] [Zellen / pl] [Zellen / pl]
r Y r p r p r p
HDL-Cholesterin -0,084 0,079 -0,063 0,186 -0,123 0,010 -0,125 0,009
Triglyceride 0,049 0,303 0,034 0,475 0,072 0,134 0,095 0,047
BMI 0,280 0,069 0,253 0,101 0,132 0,399 0,187 0,229
DIAL HOMe eGFR * * * * * * * *
(Dialyse-Patienten) Gesamtcholesterin * * * * * * * *
n=144 HDL-Cholesterin * * * * * * * *
Triglyceride * * * * * * * *
BMI -0,125 0,124 -0,149 0,065 -0,106 0,189 0,218 0,007
HOMe Alone eGFR -0,062 0,447 -0,066 0,415 -0,147 0,069 0,024 0,769
(TX-Patienten) Gesamtcholesterin | 0,064 0,434 0,096 0,240 -0,062 0,449 -0,072 0,376
n =159 HDL-Cholesterin 0,107 0,192 0,124 0,130 0,099 0,230 -0,106 0,198
Triglyceride 0,026 0,753 0,037 0,649 -0,068 0,404 -0,036 0,660

r = Korrelationskoeffizient; p = Signifikanzniveau; KHK = Koronare Herzkrankheit; CKD = chronische Nierenerkrankung (‘“‘chronic kidney
disease “); TX-Patient = Nierentransplantierter Patient; BMI = Body-Mass-Index; eGFR = geschatzte (,, estimated ) glomerulare Filtrationsrate;

HDL = high-density Lipoprotein
* Diese Werte wurden nicht erfasst
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5.5 Einfluss immunsuppressiver Medikamente auf die Verteilung der
Monozytensubpopulationen

Aufgrund der hohen kardiovaskularen Morbiditat und Mortalitdt nierentransplantierter
Patienten und der zentralen Bedeutung intermediarer Monozyten in der Atherogenese wurde
im Rahmen der HOMe Alone Studie der potentielle Einfluss immunsuppressiver
Medikamente auf die Verteilung der Monozytensubpopulationen bei nierentransplantierten
Patienten untersucht. Hierbei wird zun&chst der Einfluss von Steroiden, nachfolgend der
Einfluss von mTOR-Inhibitoren, auf die Verteilung der Monozytensubpopulationen bei

nierentransplantierten Patienten diskutiert.

5.5.1 Einfluss von Steroiden auf die Monozytensubpopulationen

Obgleich mehrere Arbeiten den Einfluss von Steroiden auf klassische und CD16-positive
Monozyten untersuchten, wurde innerhalb der CD16-positiven Monozyten zumeist nicht
zwischen intermedidren und nicht-klassischen Monozyten differenziert. Zudem wurden in
bisherigen Arbeiten hdufig nicht die absoluten Zellzahlen (Zellen / pl), sondern lediglich die

relativen Zellzahlen der Monozytensubpopulationen berichtet.

So zeigten Fingerle-Rowson et al. an einer kleinen Kohorte von 10 Patienten mit Multipler
Sklerose und 3 gesunden Probanden, dass nach Einnahme hoher Steroiddosen die absolute
Zellzahl der Gesamt- und klassischen Monozyten ansteigt und die der CD16-positiven
Monozyten abnimmt (48). Auch Scherberich et al. wiesen sowohl bei Patienten mit akuter
Vaskulitis (176) als auch bei Patienten mit entziindlichen und septischen Komplikationen
(174) nach, dass die relative Zellzahl CD16-positiver Monozyten unter Steroidtherapie
zunachst minimiert wird, jedoch wahrend Infektionen oder nicht infektiosen entzindlichen

Komplikationen erneut ansteigt (176).

2003 bestatigten Dayyani et al. an einer Kohorte gesunder Ménner, dass unter Einfluss hoher
Steroiddosen die absolute Zellzahl klassischer Monozyten steigt, wogegen sowohl die
absolute als auch die relative Zellzahl CD16-positiver Monozyten innerhalb von 5 Tagen um
95 % des Ausgangswertes sinkt (35). Hierbei wies die Arbeitsgruppe in vitro nach, dass
Steroide Uber Caspase-abhéngige Signalwege zur Apoptose von CD16-positiven Monozyten
fihren (35). Die hohe Sensitivitat der CD16-positiven Monozyten gegeniber Steroiden
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erklarten sie mit der vermehrten Expression von Glukokortikoid-Rezeptoren auf ihrer
Oberflache, welche CD16-positive Zellen anfélliger fir Apoptose mache als klassische
Monozyten (35).

Es folgten Untersuchungen zum Einfluss von Steroiden auf die Verteilung der
Monozytensubpopulationen bei nierentransplantierten Patienten. Hierbei wiesen Ulrich et al.
nach, dass nierentransplantierte Patienten mit Steroid-Einnahme eine signifikant niedrigere
relative Zellzahl CD16-positiver Monozyten besitzen als transplantierte Patienten ohne
Steroid-Einnahme, wobei diese Differenz nach separater Messung von intermediaren und
nicht-klassischen Monozyten alleine auf die Verminderung der relativen Zellzahl nicht-
klassischer Monozyten bei Steroid-Einnahme zuriickzufuhren ist (194). Sie konnten auch
zeigen, dass die Initilierung einer Steroidtherapie, welche am Operationstag 750 mg
Methylprednisolon umfasste und innerhalb der ersten 90 Tage nach Transplantation graduell
auf 2 — 4 mg gesenkt wurde, zu einer wahrend des gesamten Untersuchungsintervalls
signifikanten Reduktion des prozentualen Anteils nicht-klassischer Monozyten im Vergleich

zu der praoperativen Verteilung von Monozytensubpopulationen fiihrte (194).

Erste  Untersuchungen zum Einfluss von Steroiden auf die Verteilung der
Monozytensubpopulationen wurden mittels Hochdosis-Steroidtherapien (250 — 500 mg)
durchgefihrt (48, 35). Weitere Untersuchungen von Schmidt et al. gaben erste Hinweise, dass
Steroide zeit- und dosisabhangig eine Apoptose humaner Monozyten auslésen (178). Auch
Heimbeck et al. bestdtigten den dosisabhéngigen Effekt von Steroiden auf die
Monozytensubpopulationen, indem sie 6 Tage lang entweder 500, 90-45 oder 40 mg
Prednisolon taglich verabreichten und dabei sehen konnten, dass auch in niedrigeren Dosen
die absolute Zellzahl CD16-positiver Zellen verringert werden kann (69). Ulrich et al.
dagegen berichten, dass im Langzeitverlauf bei sowohl hohen (750 mg) als auch sehr
niedrigen Steroiddosen (2 - 4 mg) die Zellzahlen der nicht-klassischen Monozyten
erwartungsgemaR sinken, die Zellzahlen der intermedidren Monozyten jedoch unverandert
bleiben (194). Die Tatsache, dass bei Ulrich et al. die relative Zellzahl intermediarer
Monozyten unter Steroidtherapie nicht signifikant verandert wurde, aber die absolute Zellzahl
intermedidrer Monozyten im Rahmen der HOMe Alone Studie hoher war, kann durch die
unterschiedliche Angabe der Zellzahlen erklart werden.

Eine steroidfreie Immunsuppression, welche aufgrund der belastenden Nebenwirkungen von
Steroiden immer Ofter bei nierentransplantierten Patienten in Erwdgung gezogen wird,

erscheint somit hinsichtlich des Einflusses auf die Verteilung der Monozytensubpopulationen
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mit Reduktion der intermedidren Monozyten vorteilhaft. Die klinische Relevanz dieses

Befundes muss jedoch zuné&chst in prospektiven Studien untersucht werden.

5.5.2 Einfluss von mTOR-Inhibitoren auf die Monozytensubpopulationen

Préliminare Daten zeigen Auswirkungen von mTOR-Inhibitoren auf die Monozytenfunktion
auf, welche in Tabelle 16 zusammenfassend dargestellt sind. Dabei konnten experimentelle
Arbeiten sowohl pro- als auch anti-inflammatorische monozytare Effekte nachweisen (215,
21, 123); allerdings Dberlcksichtigten diese Untersuchungen zumeist nicht die

Monozytenheterogenitét.

Vor dem Hintergrund einer erhohten Sekretion proinflammatorischer Zytokine durch
Monozyten nach Stimulation mit mTOR-Inhibitoren postulierten wir, dass Patienten unter

Einnahme von mTOR-Inhibitoren vermehrt intermedidre Monozyten aufweisen.

Entgegen unserer Hypothese unterschieden sich in unserer HOMe Alone Studie die
Zellzahlen der Gesamtmonozyten und der Monozytensubpopulationen zwischen

nierentransplantierten Patienten mit und ohne Einnahme von mTOR-Inhibitoren nicht.
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Tabelle 16: Potentielle pro- und anti-inflammatorische Auswirkungen von mTOR-Inhibitoren auf Monozyten und Makrophagen

Potentiell proinflammatorische Effekte von mTOR-Inhibitoren auf

Monozyten und Makrophagen

Potentiell anti-inflammatorische Effekte von mTOR-Inhibitoren

auf Monozyten und Makrophagen

» Hochregulierung proinflammatorischer Signalkaskaden (RAS-
Signalweg, Zytokin- und Chemokin-Signalwege, MAPK-
Signalweg) (21)

» TLR-induzierte Aktivierung des proinflammatorischen
Transkriptionsfaktors NF-kB (166, 135, 64)

» Aktivierung des Transkriptionsfaktors STAT3 (209)

» Vermehrte Sekretion proinflammatorischer Zytokine (IL-12,
IL-6, IL-23 und TNFa) (209, 25, 191)

» Verminderte Sekretion anti-inflammatorischer Zytokine (IL-10)
(209)

» Vermehrte Bildung proinflammatorischer Chemokine (MCP-1,
MCP-5, Rantes) (116)

» Aufhebung der Steroid-induzierten Hemmung der NF-kB- und
JNK-AKktivitat (210, 211)

» Verminderte Lipidakkumulation in Makrophagen durch
Hochregulierung  von  Efflux-Genen  (ABCAl1) und
Herunterregulierung von Influx-Genen (Scavenger-Rezeptoren
der Klasse A) (117)

» Verminderte Expression des proinflammatorischen Chemokins
MCP-1 in der Arterienwand mit prasumtiv verminderter
Adhésion und Migration von Monozyten (168)

» Verminderte Expression von Hyaluronsdure in glatten
Muskelzellen der Arterienwand mit prasumtiv verminderter
Adhasion von Monozyten (59)

» Verminderte Chemotaxis von Monozyten (13)

» Induktion von Autophagozytose von Makrophagen innerhalb der
Plaques - Stabilisierung der Plaques (200, 115)

» Verminderter Makrophagengehalt innerhalb atherosklerotischer

Lasionen mit verminderter IMT (13)
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5.6 Limitationen

Bei der vorgelegten Dissertationsschrift handelt es sich um eine erste Querschnittsanalyse der
epidemiologischen HOMe Alone Studie. Wie in jeder anderen epidemiologischen Studie
erlaubt das Studiendesign somit nur das Aufzeigen von Assoziationen, aber nicht von
Kausalitaten. Da die Dissertationsschrift auf eine Querschnittsanalyse fokussiert, kénnen
keine Aussagen zur Assoziation zwischen immunologischen Parametern und Transplantat-
oder Patientenuberleben getroffen werden. Zudem kann nicht direkt aufgezeigt werden, in
welchem AusmaRe Anderungen der Medikation — zum Beispiel die Konversion von
Calcineurininhibitoren auf mTOR-Inhibitoren — die Zellzahlen der

Monozytensubpopulationen beeinflussen.

Da das Transplantationszentrum Homburg aus geographischen Griinden einen relativ kleinen
Einzugsbereich hat, ist die Studiengréfle mit 159 Patienten relativ gering. Insbesondere
resultieren nach Stratifikation fur die Einnahme von immunsuppressiven Wirkklassen relativ
kleine Gruppen von Patienten. So nahmen nur 27 Patienten (17 % der Gesamtkohorte)
mTOR-Inhibitoren ein, sodass eine weitere Differenzierung der verschiedenen mTOR-
Inhibitoren (Sirolimus und Everolimus) nicht moglich war und die Ergebnisse der Patienten
unter Azathioprin-Einnahme (4 Patienten, 2,5 % der Gesamtkohorte) nicht repréasentativ
waren. Zudem wurden in der HOMe Alone Studie Uberwiegend Kaukasier rekrutiert,

wodurch die Ergebnisse nicht unkritisch auf andere Ethnizitaten Ubertragen werden kdnnen.

5.7 Zusammenfassung und Ausblick

In der vorgelegten Dissertationsarbeit konnte aufgezeigt werden, dass nierentransplantierte
Patienten unter Steroideinnahme mehr klassische und intermediare Monozyten aufweisen als
Patienten ohne Steroideinnahme, wahrend die Anzahl der nicht-klassischen Monozyten
vermindert ist. Insbesondere der Anstieg von Zellzahlen der proinflammatorischen
intermedidren Monozyten erlangt hier eine grolRe Bedeutung, da sie prasumtiv zur Erhéhung
der kardiovaskuldaren Morbiditat und Mortalitat nierentransplantierter Patienten beitragen.
Diese epidemiologische Arbeit steht im Einklang mit andern — sowohl experimentellen als
auch Kklinischen — Daten, welche aufzeigten, dass unter Steroideinfluss die Zellzahlen der
Gesamt- und klassischen Monozyten erhoht und die der nicht-klassischen Monozyten

erniedrigt sind. Bisherige Arbeiten fokussierten jedoch nicht auf Zellzahlen
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proinflammatorischer intermedidrer Monozyten, wodurch unsere Daten die Erkenntnisse

anderer Arbeiten erweitern.

Entgegen der Hypothese, dass mTOR-Inhibitoren die Zellzahl intermedidrer Monozyten
erhohten, zeigen die Daten der HOMe Alone Studie, dass nierentransplantierte Patienten unter
mTOR-Inhibitor-Einnahme bei tendenziell héheren Zellzahlen nicht-klassischer Monozyten
ahnliche Zellzahlen Klassischer und intermediarer Monozyten aufweisen als Patienten ohne
mTOR-Inhibitor-Einnahme.

Prospektive Kklinische Studien mussen nachweisen, ob insbesondere die Zellzahlerhbhung
intermedidrer Monozyten unter Steroideinnahme tatsachlich in einer Steigerung der
kardiovaskuldaren Morbiditdt und Mortalitdt nierentransplantierter Patienten resultiert. Ein
solcher direkter Nachweis der klinischen Relevanz unserer Beobachtungen verdeutlichte die
Notwendigkeit, nebenwirkungsérmere immunsuppressive Substanzen und
Medikamentenkombinationen zu entwickeln, um ein rascheres Ausschleichen der
Steroidmedikation nach allogener Nierentransplantation zu erlauben.
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12. Anhang

12.1 Datenerhebungsbogen

Untersuchungsdatum

Proband Geburtsdatum Geschlecht

1. Hatten Sie jemals Schmerzen oder Beschwerden in IThrem Brustkorb?

o Ja

o Nein (falls Nein, bitte Fragen 2-9 tiberspringen, weiter mit 10)

2. Bekommen Sie diese Schmerzen oder Beschwerden beim Bergangehen oder raschen

Gehen?

o Ja
o Nein (falls Nein, weiter mit 9)

o Ich gehe nicht bergan und gehe nicht rasch.

3. Bekommen Sie diese Schmerzen oder Beschwerden beim Gehen in normalem Tempo in

der Ebene?

o Ja

o Nein
4. Was machen Sie, wenn Sie diese Schmerzen oder Beschwerden beim Gehen bekommen?

o Ich halte an oder laufe langsamer

o lch laufe weiter (weiter mit Frage 9)
Bei Benutzung von Nitrospray: ,,Ich halte an oder laufe langsamer** ankreuzen.
5. Wenn Sie anhalten, was passiert mit diesen Schmerzen oder diesen Beschwerden?

o Es kommt zu einer Erleichterung

o Es kommt zu keiner Erleichterung (weiter mit Frage 9)
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6. Wie rasch?

o Innerhalb von 10 Minuten.

o Nicht innerhalb von 10 Minuten (weiter mit Frage 9)

7. Zeigen Sie mir bitte, wo diese Schmerzen oder die Beschwerden lokalisiert sind (alle
Angaben notieren)

o Sternum (oberes oder mittleres Drittel)
o Sternum (unteres Drittel)
o Linksseitige vordere Brustwand

o Linker Arm
8. Haben Sie diese Schmerzen oder Beschwerden sonstwo?

o Ja (Notieren wo )

o Nein

9. Hatten Sie jemals einen schweren Schmerz Uber der VVorderseite Ihres Brustkorbes, der

uber dreiig Minuten oder langer anhielt?

o Ja

o Nein
10. Bekommen Sie Schmerzen beim Gehen in einem oder beiden Beinen?

o Ja

o Nein (falls nein, weiter mit Frage 19)
11. Begann dieser Schmerz jemals beim Stehen in Ruhe oder beim Sitzen?

o Ja(falls ja, weiter mit Frage 19)

o Nein
12. Wo im Bein empfinden Sie diesen Schmerz?

o Der Schmerz bezieht den oder die Unterschenkel ein.
o Der Schmerz bezieht den oder die Unterschenkel nicht ein. (weiter mit Frage 19)

13. Bekommen Sie diesen Schmerz beim Bergangehen oder raschen Gehen?

o Ja
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o Nein (falls nein, weiter mit Frage 19)

o Ich gehe nicht bergan und gehe nicht rasch.
14. Bekommen Sie diesen Schmerz beim Gehen in normalem Tempo in der Ebene?

o Ja

o Nein
15. Ist der Schmerz jemals wéhrend des Gehens verschwunden?

o Ja(falls ja, weiter mit Frage 19)

o Nein
16. Was machen Sie, wenn Sie diese Schmerzen oder Beschwerden beim Gehen bekommen?

o Ich halte an oder laufe langsamer.
o Ich laufe weiter. (weiter mit Frage 19)

17. Wenn Sie anhalten, was passiert mit diesen Schmerzen oder diesen Beschwerden?

o Es kommt zu einer Erleichterung.

o Es kommt zu keiner Erleichterung. (weiter mit Frage 19)
18. Wie rasch?

o Innerhalb von 10 Minuten.

o Nicht innerhalb von 10 Minuten.

19. Hatten Sie jemals einen Herzinfarkt, eine Bypass-OP oder eine Aufdehnung von

Herzkranzgefalien?

o Ja Details

o Nein

20. Hatten Sie jemals einen Schlaganfall mit Beschwerden, die langer als 24 Stunden

angehalten haben?

o Ja Details

o Nein

21. Hatten Sie jemals einen Schlaganfall mit Beschwerden, die kiirzer als 24 Stunden
angehalten haben, oder plétzlichen Sehverlust Gber weniger als 24 Stunden?
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o Ja Details

o Nein
22. Sind Ihre Halsschlagadern operiert oder mittels Katheter aufgedehnt worden?

o Ja Details

o Nein

23. Sind Ihre Becken- oder Beinschlagadern mittels Bypass operiert oder aufgedehnt worden

(dies umfasst keine Krampfadern-OP)?

o Ja Details

o Nein

24. Ist bei Ihnen eine bdsartige Tumorerkrankung oder eine chronische
Entzindungskrankheit, etwa eine chronische Darmentziindung oder eine chronische

Leberentziindung bekannt?

o Ja Details

o Nein
25. Hatten Sie in den letzten funf Tagen einen akuten Infekt?

o Ja, ohne Fieber > 38,5°C Details
o Ja, mit Fieber > 38,5°C Details

o Nein
26. Haben Sie jemals geraucht?

o Ja

o Nein (weiter mit Frage 31)
27. Rauchen Sie aktuell?

o Ja (weiter mit Frage 29)

o Nein

28. Wann haben Sie die letzte Zigarette geraucht?

29. Wie viele Jahre haben Sie insgesamt geraucht?

30. Wie viele Packchen haben Sie durchschnittlich am Tag tber all diese Jahre geraucht?
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31. Haben Ihr Vater oder Ihre Mutter einen Herzinfarkt oder einen Schlaganfall vor dem 60.

Lebensjahr erlitten?

o Ja

o Nein

32. Hat eines oder mehrere lhrer Geschwister einen Herzinfarkt oder einen Schlaganfall vor

dem 60. Lebensjahr erlitten?

o Ja

o Nein
33. Ist bei Ihnen Diabetes mellitus bekannt?

o Ja

o Nein (weiter mit Frage 35)
34. Wie ist der Diabetes mellitus behandelt?

o Insulin
o Blutzuckersenkende Tabletten
o Diat

35. An wie vielen Tagen der Woche betatigen Sie sich mind. 30 min sportlich in einem

Ausmal, dass Sie ins Schwitzen kommen? (falls ,, 0, weiter mit Frage 37)

36. Welche Sportarten betrieben Sie hierbei mindestens einmal pro Woche?

37a. Wie viele Stunden taglich schauen Sie unter der Woche (werktags, Mo-Fr) fern?

37b. Wie viele Stunden téglich schauen Sie am Wochenende (Sa-So) fern?

38a. Waren Sie zum Zeitpunkt der Blutentnahme tber mindestens acht Stunden ntichtern

(ntichtern schliet Nahrung und Kaffee aus)?

o Ja

o Nein
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38b. Waren Sie zum Zeitpunkt der Ultraschalluntersuchung tiber mindestens acht Stunden

nichtern?

o Ja

o Nein

39. Seit wann ist bei Ihnen eine Nierenerkrankung bekannt?

40. Wenn Sie das letzte Jahr betrachten, wie viele Glaser Alkohol haben Sie durchschnittlich
pro Woche, also von Montag bis Sonntag, getrunken? Wir betrachten 0,35 | Bier, 0,120 | (ein
»Achtel) Wein oder 45 ml Spirituosen als ein Glas Alkohol.

o Gesamt Glaser
o Bier Glaser
o Rotwein Glaser
o Weildwein Glaser
o Spirituosen Glaser

41. Welche Medikamente nehmen Sie ein?

42. Dirfen wir in einem, drei und finf Jahren mit Ihnen, Ihren Angehdrigen und / oder Ihrem
Hausarzt telefonisch Kontakt aufnehmen, um uns nach lhrem Gesundheitszustand zu

erkundigen?

Mit Patient Ja Telefonnummer
Nein
Mit Angehdrigen Ja Name

Telefonnummer

Nein
Mit Hausarzt Ja Name
Telefonnummer
Nein

113



Anhang

12.2 Detaillierte Darstellung der immunsuppressiven Medikation

Gluko- ) o
o CNI Antimetabolite MTOR-Inhibitoren
kortikoid Anzahl der

_ Cyclosporin _ L o ) Patienten
Steroid A Tacrolimus | Azathioprin MMF MPA Sirolimus Everolimus

Tabelle 17: Anzahl der Patienten unter jeweiliger Medikamentenkombination

7 (4,4 %)

6 (3,8 %)

22 (13,8 %)

1 (0,6 %)

39 (24,5 %)

3 (1,9 %)

1 (0,6 %)

1 (0,6 %)

10 (6,3 %)

9 (5,7 %)
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Gluko-
kortikoid

CNI

Antimetabolite

mMTOR-Inhibitoren

Steroid

Cyclosporin
A

Tacrolimus

Azathioprin

MMF

MPA

Sirolimus Everolimus

Anzahl der
Patienten

1(0,6 %)

13 (8,2 %)

1 (0,6 %)

3 (1,9 %)

1 (0,6 %)

3 (1,9 %)

1 (0,6 %)

1 (0,6 %)

28 (17,6 %)

5(3,1%)

1 (0,6 %)

1 (0,6 %)

1 (0,6 %)
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Tabelle 18: Die drei haufigsten Medikamentenkombinationen der Gesamtkohorte

Anzahl der Patienten
(% innerhalb der Gesamtkohorte)

Medikamentenkombination

39 (24,5 %)

Steroid, Tacrolimus, MMF

28 (17,6 %)

Tacrolimus, MMF

22 (13,8 %)

Steroid, Tacrolimus

Tabelle 19: Anteil der verwendeten medikamenttsen Einfach- oder Mehrfachkombinationen

innerhalb der Gesamtkohorte

Verwendete immunsuppressive

Medikamente in Kombination

Anzahl (% innerhalb der Gesamtkohorte)

1 4 (2,5 %)
2 96 (60,4 %)
3 59 (37,1 %)
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12.3 Monozytenzahlen, kardiovaskulare Risikofaktoren und pravalente

kardiovaskulare Ereignisse: Subgruppenanalysen von Patienten mit und

ohne Steroidmedikation

Tabelle 20:

Korrelation

von

Zellzahlen

der Gesamtmonozyten und

Monozytensubpopulationen mit traditionellen und nicht-traditionellen Risikofaktoren sowie

mit Nierenfunktionsparametern (Patienten ohne Steroid-Einnahme)

) _ Nicht-
Gesamte Klassische Intermediare _
klassische
Monozyten Monozyten Monozyten
Monozyten
r p r p r p r p
BMI -0,159 | 0,303 | -0,108 | 0,484 | -0,252 | 0,098 | -0,173 | 0,262
RR systolisch | 0,079 | 0,610 | 0,083 | 0,590 | -0,101 | 0,513 | -0,047 | 0,760
RR diastolisch | 0,197 | 0,201 | 0,208 | 0,176 | -0,084 | 0,588 | -0,103 | 0,505
eGFR -0,065 | 0,676 | -0,075 | 0,629 | -0,003 | 0,983 | -0,016 | 0,918
CRP 0,255 | 0,094 | 0,256 | 0,093 | 0,227 | 0,138 | -0,036 | 0,815
Cholesterin -0,206 | 0,185 | -0,232 | 0,134 | -0,075 | 0,634 | -0,047 | 0,766
Triglyceride | -0,006 | 0,969 | 0,061 | 0,699 | -0,175 | 0,263 | -0,242 | 0,117
LDL-
_ -0,181 | 0,252 | -0,222 | 0,157 | 0,071 | 0,654 | 0,009 | 0,953
Cholesterin
HDL-
_ 0,111 | 0,485 | 0,068 | 0,667 | 0,177 | 0,261 | 0,254 | 0,104
Cholesterin
Albuminurie | -0,324 | 0,036 | -0,332 | 0,032 | -0,141 | 0,374 | -0,101 | 0,524
pro-BNP 0,301 | 0,056 | 0,288 | 0,068 | 0,142 | 0,376 | 0,183 | 0,252
Cystatin C 0,338 | 0,029 | 0,343 | 0,026 | 0,198 | 0,210 | 0,169 | 0,285
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Tabelle 21:

Korrelation

von

Zellzahlen

der Gesamtmonozyten und

Monozytensubpopulationen mit traditionellen und nicht-traditionellen Risikofaktoren sowie

mit Nierenfunktionsparametern (Patienten mit Steroid-Einnahme)

) _ Nicht-
Gesamte Klassische Intermediare _
klassische
Monozyten Monozyten Monozyten
Monozyten
r p r p r Y r Y
BMI -0,011 | 0,905 | -0,031 | 0,746 | -0,026 | 0,788 | 0,260 | 0,006
RR systolisch | 0,039 | 0,685 | 0,048 | 0,620 | -0,069 | 0,477 | -0,009 | 0,929
RR diastolisch | -0,101 | 0,291 | -0,076 | 0,428 | -0,144 | 0,132 | -0,098 | 0,306
eGFR 0,002 | 0,984 | 0,004 | 0,969 | -0,134 | 0,164 | 0,019 | 0,842
CRP 0,095 | 0,323 | 0,064 | 0,505 | 0,134 | 0,164 | 0,136 | 0,157
Cholesterin 0,093 | 0,338 | 0,132 | 0,170 | -0,117 | 0,226 | -0,054 | 0,579
Triglyceride | -0,023 | 0,810 | -0,030 | 0,754 | -0,047 | 0,626 | 0,051 | 0,596
LDL-
_ 0,062 | 0,527 | 0,083 | 0,395 | -0,125 | 0,198 | 0,104 | 0,282
Cholesterin
HDL-
_ 0,020 | 0,834 | 0,046 | 0,638 | 0,015 | 0,875 | -0,190 | 0,049
Cholesterin
Albuminurie | 0,122 | 0,211 | 0,124 | 0,204 | 0,090 | 0,357 | -0,031 | 0,753
pro-BNP -0,034 | 0,731 | -0,042 | 0,670 | 0,038 | 0,696 | -0,064 | 0,511
Cystatin C 0,026 | 0,796 | 0,003 | 0,976 | 0,145 | 0,240 | 0,092 | 0,351
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Tabelle 22: Zellzahlen der Gesamtmonozyten und Monozytensubpopulationen in Abhangigkeit von Raucherstatus, pravalentem Diabetes mellitus

und pravalenten kardiovaskuldaren Erkrankungen (Patienten ohne Steroid-Einnahme)

Gesamte Klassische Intermediare Nicht-klassische
Monozyten Monozyten Monozyten Monozyten
[Zellen / pl] [Zellen / pl] [Zellen / pl] [Zellen / pl]
Ja(n=2) 587 + 275 474 £192 32+2 80+ 81
Rauchen Nein (n = 42) 564 + 214 461 + 183 27 + 16 76 + 40
p 0,885 0,922 0,670 0,875
Ja(n=13) 613 £ 249 506 * 187 29 £ 22 77 £53
Diabetes )
_ Nein (n = 31) 545 + 198 443 + 178 27 +13 75 + 36
mellitus
p 0,342 0,291 0,679 0,899
Ja(n=11) 674 + 244 548 + 182 33+23 92 +58
Pravalente )
Nein (n =33) 528 £ 193 432 £ 174 26 £ 12 70 £33
CVvD
p 0,049 0,065 0,313 0,261
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Tabelle 23: Zellzahlen der Gesamtmonozyten und Monozytensubpopulationen in Abhangigkeit von Raucherstatus, pravalentem Diabetes mellitus

und pravalenten kardiovaskularen Erkrankungen (Patienten mit Steroid-Einnahme)

Gesamte Klassische Intermediare Nicht-klassische
Monozyten Monozyten Monozyten Monozyten
[Zellen / pl] [Zellen / pl] [Zellen / pl] [Zellen / pl]
Ja(n=14) 705 + 159 639 + 150 24 £12 42 + 26
Rauchen Nein (n = 96) 739 £ 239 639 + 209 39+23 61 + 28
p 0,608 0,988 0,019 0,024
Ja(n=234) 756 + 250 654 + 216 39 + 26 63 £33
Diabetes )
_ Nein (n = 76) 725 + 221 633 £ 196 37+20 56 + 26
mellitus
p 0,522 0,606 0,676 0,275
Ja(n=27) 693 + 213 599 + 188 36 + 22 58 + 28
Pravalente )
Nein (n =83) 748 £234 652 £ 206 37+22 58 + 29
CVvD
p 0,284 0,238 0,809 0,922
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