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Abkiirzungsverzeichnis

ABMR antibody-mediated rejection; Antikdrper-vermittelte Rejektion
BL Borderline
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IFN Interferon
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TCMR T-cell-mediated rejection; T-Lymphozyten-vermittelte Rejektion

TCMVR T-cell-mediated vascular rejection; T-Lymphozyten-vermittelte vaskuldre Rejektion



1. Einfiihrung in die Thematik

1.1 Nierentransplantation

Eine gesunde, funktionstiichtige Niere bilanziert u.a. den Wasserhaushalt, kontrolliert den
Saure-Basen- sowie den Elektrolyt-Haushalt, produziert Hormone wie z.B. Erythropoetin und
ist am Vitamin D-Stoffwechsel beteiligt. Vielfaltige Erkrankungen wie Glomerulonephritis,
Pyelonephritis, Diabetes mellitus oder Zystennieren, aber auch Risikofaktoren wie
Ubergewicht, Adipositas und hohe Blutzuckerwerte, kdnnen zu Stérungen der Nierenfunktion
fliihren [1]. Bei terminaler Niereninsuffizienz kann ein Teil der Nierenfunktion durch die Dialyse
ersetzt werden [2]. Diese Nierenersatztherapie kann nicht alle Aufgaben eines gesunden
Organs Ubernehmen, so dass die Patienten unter einer schlechten Stoffwechsellage leiden.
Auch konnen eine geringe Leistungsfahigkeit und Ortsgebundenheit zu den Nachteilen der
Dialyse gezahlt werden [3-6]. Zur Reduzierung der Sterblichkeitsrate und zur Verbesserung der
Lebensqualitdt gegenliber der Dialyse bietet sich alternativ die Transplantation einer
allogenen Niere als Therapie der Wahl an. Laut des Statistischen Reports aus 2017 von
Eurotransplant (www.eurotransplant.org) waren am Ende des Jahres 2017 7620 Patienten auf
der aktiven Warteliste fiir ein Nierentransplantat in Deutschland verzeichnet. Basierend auf
dem Zeitpunkt der Aufnahme auf die Warteliste betrug die statistische Wartezeit auf eine
einzelne Spenderniere fiir 2895 Patienten 0-1 Jahr, fiir 2658 Patienten 2-4 Jahre und fiir 2067
Patienten 5 Jahre und mehr. Nachteilig wirkt sich bei einer soliden Organtransplantation die
notwendige Applikation von immunsuppressiven Medikamenten mit zum Teil erheblichen

Nebenwirkungen aus [7].

Die Gabe von immunsuppressiven Medikamenten nach einer Nierentransplantation ist obligat
und muss dem immunologischen Risiko des Patienten angepasst werden. Nur so kdnnen
Rejektionen des transplantierten Organs verhindert werden. Diese AbstoRungsreaktionen
kénnen T-Lymphoyzyten-vermittelt oder durch Antikérper mediiert sein, wobei Mischformen
auftreten konnen. Immunologische Rejektionsmechanismen sind noch nicht im Detail
aufgeklart, jedoch koénnen drei Schritte identifiziert werden: Nach der Erkennung von
Alloantigen im transplantierten Gewebe kommt es zur Generierung der Alloimmunantwort

und folglich zur Zerstérung des Transplantatgewebes [8].
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1.2 T-Lymphozyten-vermittelte Rejektion (TCMR)

T- Lymphozyten-vermittelte Rejektionen treten am haufigsten auf, sie werden durch die
entziindliche Infiltration der Transplantatniere mit aktivierten mononukledren Zellen wie T-
Lymphozyten, Makrophagen und Natirlichen Killerzellen hervorgerufen [9]. Die T-Helfer-
Lymphozyten werden direkt oder indirekt mit fremden HLA-Mustern konfrontiert, zusatzliche
kostimulatorische Signale tragen zu ihrer Aktivierung und Ausdifferenzierung und damit zur
sukzessiven Sezernierung von Zytokinen bei. Die Produktion von Chemokinen ist ursachlich fir
die selektive Rekrutierung von weiteren T-Lymphozyten und Monozyten zur transplantierten
Niere. Hierbei kann auch eine unspezifische Aktivierung von Makrophagen und Natirlichen
Killerzellen zur Freisetzung von zytotoxischen Molekiilen und damit zum Transplantatschaden
flihren. Zusatzlich schadigen zytotoxische T-Lymphozyten des adaptiven Immunsystems das
Transplantat. Die inflammatorischen Prozesse, die zur Ausbildung einer zelluldr vermittelten
Rejektion flihren, sind hoch komplex und beeintrachtigen hauptsachlich die Tubuluszellen. Sie
sind durch Immunsuppressiva effektiv behandelbar und meist reversibel [10, 11], doch scheint
die akute als auch subklinische zellular vermittelte AbstoRung ein Risikofaktor fiir die Genese

chronischer Rejektionen im spateren Verlauf der Transplantation zu sein [12, 13].

1.3 Antikorper-vermittelte Rejektion (ABMR)

ABMR ist assoziiert mit einer hohen Rate von Funktionsverlusten von Transplantatnieren und
damit mit dem Verlust des Organs [14, 15]. Zirkulierende Antikdrper gegen Gewebsantigene
des Donors sind verantwortlich fiir die (iberwiegend in den Gefdl3en des Organs auftretenden
Entzindungsreaktionen. Speziell donor-spezifische anti-HLA Antikorper (DSA), aber
vermutlich auch MHC class I-related chain A Antikérper [16], Angiotensin Il Typ 1 Rezeptor-
aktivierende Antikdrper [17] und anti-endothelial cell Antikdrper [18] sind in die Entwicklung
von ABMR Episoden involviert [19]. Behandelt werden sie mit Plasmapheresen, intravendsen
Immunglobulinen (IVIG) und immunsuppressiven Medikamenten, die u.a. B-Lymphozyten,
Plasmazellen oder das Komplementsystem zum Ziel haben. Hier fehlen jedoch oftmals
prospektive Studien, Therapeutika werden zulassungsiiberschreitend eingesetzt und sind

kostenintensiv. Das besondere Augenmerk richtete sich in den letzten Jahren auf die
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Reduzierung der DSA-Produktion durch die Depletion von B-Lymphozyten und besonders
Plasmazellen. Als vielversprechend wurde die Anwendung des a-CD20 Antikorpers Rituximab
und des Proteasominhibitors Bortezomib angesehen, jedoch zeigten kirzlich zwei
randomisiert-kontrollierte klinische Studien Ergebnisse, welche eine Anwendung in Patienten
mit ABMR nicht unterstitzen [20, 21]. Eculizumab, ein Inhibitor der terminalen
Komplementaktivierung, wird derzeit auf seine Effizienz bei der Verhinderung von ABMR-

Episoden getestet [22, 23].

1.4 Interstitielle Fibrose und Tubulare Atrophie (IFTA)

Trotz der Inzidenzreduktion und adaquater Therapiemoglichkeiten von frithen klinischen und
subklinischen Rejektionsepisoden konnte in den letzten Jahren keine Verlangerung des
Transplantatliberlebens erreicht werden. Das Auftreten von IFTA wird mit einer
eingeschrankten Nierenfunktion im Langzeitverlauf assoziiert [24-27], wobei die fibrotischen
Prozesse haufig langsam sowie subklinisch verlaufen und erst bei letztendlich eingeschrankter
Transplantatfunktion diagnostiziert werden. Therapierbar bzw. aufzuhalten sind die
ausgedehnten Fibrosen des Parenchymgewebes nicht und sind somit irreversibel. Den oftmals
multifaktoriellen Atiologien von IFTA kénnen sowohl immunologische als auch nicht-
immunologische Vorgdnge zugrunde liegen, wobei diese hoch komplex sind und oftmals nicht
identifiziert werden konnen. Unabhdngig von den Ursachen kdnnen die molekularen

Signalwege und Mechanismen, die zu IFTA flihren, identisch sein.

1.5 Diagnose von postoperativen Komplikationen und Rejektionen

Auf eine eingeschrankte Transplantatfunktion hinweisend kdnnen ein steigendes
Serumkreatinin und Proteinurie sein, Rejektionsepisoden und IFTA konnen jedoch auch
asymptomatisch verlaufen. Die genannten Parameter sind allerdings nicht nur unspezifisch,
sondern auch zu einem Zeitpunkt auffallig, an dem meist schon ein signifikanter histologischer
Schaden am Organ nachweisbar ist. Der Goldstandard zur spezifischen Beurteilung des

Transplantats ist die histologische Gewebsuntersuchung nach einer Nierenbiopsie. Mit der
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Einflihrung und stindigen Revision der Konventionen der Banff-Klassifikation wurde ein
Standard zur histologischen Begutachtung und Diagnostik zuganglich [26, 28-34], obwohl im
Besonderen die Kriterien zur Diagnostik der ABMR immer noch Anderungen und

Weiterentwicklungen unterliegen [35].

1.6 Identifizierung nicht-invasiver Biomarker

Die Ausfuhrung der Nadelbiopsie ist nicht nur relativ zeitaufwandig sowie kostenintensiv, sie
erfordert auch einen stationdren Klinikaufenthalt, kann zu Komplikationen fiihren und folglich
nicht in kurzen Intervallen durchgefihrt werden. Auch kann die Interpretation der
histologischen Analysen durchaus variieren [36]. Es wdre deshalb wiinschenswert, Biomarker
im Urin, im Plasma bzw. Serum oder in Zellen des peripheren Blutes zu identifizieren, die
minimal-invasiv analysierbar sowie sensitiv und spezifisch auf die unterschiedlichen Arten und
Schweregrade von Rejektionen und auch IFTA hinweisen [37]. Erganzend kdnnen solche
objektiv gemessenen und bewerteten biologischen Marker Aufschluss liber immer noch nicht
vollstandig aufgeklarte Signalwege und Mechanismen geben, die zum histologischen Bild der
Antikorper-vermittelten bzw. T-Lymphozyten-vermittelten Rejektion, aber auch zu IFTA
fihren. Damit er6ffnen sich nicht nur Mdoglichkeiten zur Entwicklung neuer diagnostischer
Mittel, sondern auch innovativer Monitoring-Strategien und individueller Therapieansatze.
Die schnelle Weiterentwicklung von Hochdurchsatz-Methoden wie der Massenspektrometrie,
Kernspinresonanzspektroskopie, Genchips (Microarrays) und Sequenzierungen erlaubt das
schnelle und kosten-effektive Screening verschiedener Strukturen auf Gen- und Proteinebene

im Kontext verschiedenster Komplikationen nach einer Nierentransplantation.

1.6.1 Metabolomik

Selbst der Goldstandard Histopathologie zur Diagnosestellung von z.B. Rejektionen unterliegt
Limitationen. Strategien, die sich mit der Systembiologie befassen, kénnten helfen, die
komplexen und gleichzeitig multifaktoriellen Prozesse nach einer Organtransplantation

aufzuklaren [38]. Die Analyse des Metaboloms in Blut oder Urin konnte zur Identifizierung von
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Biomarkern fiihren, die sensitiver und spezifischer als die Messung von Serumkreatinin sind
[39]. Serummetabolite wurden bereits in kleineren Studien mit dem Auftreten T-
Lymphozyten-vermittelter Rejektion in Verbindung gebracht [40, 41]. Gleiches gilt fir Studien
mit Urin, die mit akuter Rejektion assoziierte metabolische Muster zu identifizieren suchten
[42-44]. Zum derzeitigen Zeitpunkt stellt die Metabolomik-Technologie einen
vielversprechenden Ansatz zur weiteren Identifizierung von Biomarkern nach
Nierentransplantation dar, jedoch ist sie technisch und bioinformatisch anspruchsvoll sowie
kostenintensiv. Auch ist die tatsachliche Konzentration von Metaboliten in Serum bzw. Plasma
als auch im Urin fluktuierend und hangt von verschiedensten Faktoren wie dem Mikrobiom ab
[45-48]. Es fehlen derzeit valide klinische Studien mit ausreichender Patientenzahl und
Kontrollgruppen wie z.B. Patienten mit ABMR. Allerdings reprdsentieren Analysen des
Metaboloms im Vergleich zu Transkriptom- und Proteom-Untersuchungen moglicherweise

eine realere Darstellung der Immunreaktion [49].

1.6.2 Proteomanalysen

Proteomanalysen erlauben den systematischen Nachweis und die anschlieffende funktionelle
Analyse von Proteinen in einer bestimmten Matrix [50], d.h. sie erméglichen —dhnlich wie
Metabolom-Untersuchungen- die Aneignung von Wissen Uber die pathophysiologischen
Mechanismen der Immunantwort nach einer Nierentransplantation. lhre Auswertung im
Hinblick auf die Biomarkersuche fir Rejektionen ist sehr komplex und die anfdangliche
Untersuchung des Proteoms in minimal-invasiv zu erhaltenem Material, wie z.B. im Urin,
ergab kontroverse Ergebnisse [51-53], die bis heute nicht zur Entwicklung eines neuen
diagnostischen Mittels flihrten. Dies beruht u.a. auf fehlenden Standards und Abweichungen
in Studiendesign, Durchfiihrung und Analyse sowie fehlenden Validierungen der Daten [54].
Auffallend sind jedoch die Chemokine IP-10 und MIG, die in jlngeren Studien als

vielversprechende Marker gelten [55, 56].



1.6.3 Transkriptom-Analysen

Mit Hilfe von Transkriptom-Analysen kdnnen systemisch die Expressionsstarke von
Transkripten quantifiziert und somit exprimierte aktivierte Gene zum Zeitpunkt der Rejektion
0.a. identifiziert werden. Die Analyse der Expression von Ribonukleinsduren (RNA) kann
aufschlussreiche Implikationen zulassen, wenn die zugehdrigen Proteine eine geringe
Halbwertzeit bzw. geringe Expressionsstarken haben und somit schwierig zu detektieren sind.
Besonders MicroRNAs riicken in den Fokus der Biomarkersuche. Diese kleinen RNAs
kontrollieren post-transkriptionell mannigfaltige biologische Prozesse und sind auch in die B-
und T-Lymphozyten-Differenzierung, die Funktion von regulatorischen T-Lymphozyten und in
Antigen-Signalwege involviert [57-62]. Ihre Expression wird u.a. mit der Entwicklung humaner
Pathologien der Niere und auch transplantierter Organe in Verbindung gebracht [63-67]. Das
kodierende und auch nicht-kodierende Genexpressionsmuster in Serum bzw. Plasma und im
Urin nierentransplantierter Patienten wurde von vielen Gruppen im Kontext von Rejektionen

und Transplantatfehlfunktionen analysiert [50].

Ahnliche Analysen mit Biopsiematerial haben zu Empfehlungen zur Verwendung von
molekularen Markern in der Diagnostik gefiihrt [68, 69], welche zur Verbesserung der
Stratifikation von Patienten mit hohem Risiko eines Transplantatverlustes beitragen kann [70,
71]. Auch wenn eine standardisierte klinische Anwendung von Markern aus Transkriptom-
Analysen in Serum bzw. Plasma oder Urin noch ausbleibt, so konnen die Erfahrungen der
Studien mit Biopsie-Material genutzt und auf die minimal-invasiv gewonnenen

Probenmaterialien Gbertragen werden.

1.7 Zielstellung der eigenen Arbeiten

Ziel der vorliegenden Arbeiten war die Identifizierung und Validierung von
Kandidatenmarkern, die post-operative Komplikationen bei nierentransplantierten Patienten
sensitiv und spezifisch anzeigen und so zukilnftig die derzeitigen Methoden der

Diagnosestellung sowie des Monitorings unterstiitzen konnten. Der besondere Fokus lag auf
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der Bewertung von Markern, die sich in minimal- oder nicht invasiv gewonnenem

Patientenmaterial bestimmen lassen.
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2. Eigene Arbeiten

2.1 IP-10 Expression im Urin bei akuter T-Lymphozyten-vermittelter Rejektion

nach Nierentransplantation

An Immunreaktionen in der transplantierten Niere sind maRgeblich Chemokine und ihre
Rezeptoren beteiligt, z.B. durch die Rekrutierung aktivierter T-Lymphozyten in das Organ. In
Originalarbeit 1 konnte gezeigt werden, dass sowohl die Boten-RNA (mRNA) Expression des
Chemokins IP-10 im Urinsediment als auch die IP-10 Konzentration im Urin bereits vor der
Diagnose einer akuten AbstoBung durch eine histopathologische Untersuchung von
Biopsiematerial deutlich gesteigert und pradiktiv fir die Kurz- und Langzeitfunktion von
Nieren nach einer Transplantation ist. Diese gefundene Hochregulation von IP-10 bei akuten
AbstofRungsepisoden war spezifisch im Vergleich zur stabilen Transplantatfunktion,

Harnwegsinfekten und CMV-Antigenemie.

Der nachfolgende Text entspricht dem Abstrakt der Originalarbeit 1:

Early post-transplant urinary IP-10 expression after kidney transplantation is predictive of
short- and long-term graft function

Kidney International (2006) 69, 1683-1690. https://doi.org/10.1038/s).ki.5000343.

“The early identification of renal transplant recipients at enhanced risk of developing acute
and subclinical rejection would allow individualized adjustment of immunosuppression before
functional graft injury occurs and would exclude these patients from drug-weaning studies.
Protein and reverse transcriptase-polymerase chain reaction-based analyses of candidate
markers in urine open the opportunity to closely monitor kidney-transplanted patients non-
invasively. The chemokine interferon-inducible protein 10 (IP-10; CXCL10) might be an
interesting candidate to uncover ongoing immune processes within the graft. Urine samples
from kidney-transplanted recipients were retrospectively analyzed for IP-10 mRNA and
protein expression. IP-10 levels were correlated with the incidence of acute rejection episodes

proven by histology and long-term graft function assessed by the glomerular filtration rate 6
12



months post transplantation. IP-10 expression in urine identified patients with ongoing acute
rejection episodes several days before a biopsy was indicated by rising serum creatinine levels.
Most importantly, elevated levels of urinary IP-10 protein within the first four postoperative
weeks were predictive of graft function at 6 months even in the absence of acute rejection.
These data reveal a correlation between elevated IP-10 expression in urine at early time points
post-transplantation and intragraft immune activation that leads to acute rejection and

compromised long-term graft function.”
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2.2 MicroRNA Expression in Blutzellen bei schwerer T-Lymphozyten-

vermittelter Rejektion nach Nierentransplantation

MicroRNAs sind kurze, nicht-kodierende RNAs, die in das hoch komplexe System der
Genregulation involviert sind. Originalarbeit 2 beruht auf Microarray-Experimenten zur
Kandidatensuche nach Biomarkern fir T-Lymphozyten-vermittelte Rejektion nach
Nierentransplantation und zeigt, dass die gleichzeitige Messung der Expression von fiinf
MicroRNAs in Blutzellen nierentransplantierter Patienten die sensitive und spezifische

Identifizierung von schweren T-Lymphozyten-vermittelten Rejektionsepisoden ermdoglicht.

Der nachfolgende Text entspricht dem Abstrakt der Originalarbeit 2:

Identification of T Cell-Mediated Vascular Rejection After Kidney Transplantation by the
Combined Measurement of 5 Specific MicroRNAs in Blood

Transplantation. 2016 Apr;100(4):898-907. http://doi.org/10.1097/tp.0000000000000873.
»,Background. MicroRNAs (miRNAs, miR) hold important roles in the posttranscriptional
regulation of gene expression. Their function has been correlated with kidney disease, and
they might represent a new class of biomarkers for frequent evaluation of renal graft status.
We analyzed their potential in identifying severe T cell-mediated vascular rejection (TCMVR)
(Banff 4-1I/1ll) in kidney transplanted patients. Methods. Microarray experiments and
semiquantitative real-time reverse transcription polymerase chain reaction were performed
with total RNA isolated from blood cells of kidney graft recipients. Initial microarray analysis
revealed 23 differentially expressed miRNAs distinguishing patients with TCMVR from patients
with stable grafts. From these, we validated and further determined the expression of 6
differentially expressed miRNAs and 2 control miRNAs in 161 samples from patients with T
cell-mediated rejection (Banff 3-Borderline, Banff 4-1/11/1ll), Banff-2 antibody-mediated
rejection, Banff-5 interstitial fibrosis/ tubular atrophy, in samples from stable patients and in
samples from patients with urinary tract infection using real-time reverse transcription
polymerase chain reaction. Results. Expression levels of all 6 candidate miRNAs were
significantly downregulated in blood of TCMVR patients compared to the other groups and

displayed high sensitivities and specificities for diagnosing TCMVR. The combination of 5
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miRNAs, identified by an unbiased multivariate logistic regression followed by cross validation,
enhanced the sensitivity and specificity for the diagnosis of TCMVR after renal transplantation.
Conclusions. The combined measurement of miRNA-15B, miRNA-16, miRNA-103A, miRNA-
106A, and miRNA-107 may help to better identify TCMVR after renal transplantation in a

precise and clinically applicable way.”

23



2.3 MicroRNA Expression in Plasma bei T-Lymphozyten-vermittelter Rejektion

nach Nierentransplantation

In dieser Arbeit sollte gepriift werden, ob die in Originalarbeit 2 in Blutzellen identifizierten
MicroRNAs in freier Form im Plasma nierentransplantierter Patienten ebenso sensitiv und
spezifisch fir die Diagnose von T-Zell-vermittelten Rejektionsepisoden sind. Die Messung der
Kandidatenexpression im Plasma ergab einen signifikanten Unterschied zwischen Patienten
mit stabiler Transplantatfunktion und T-Lymphozyten-vermittelter AbstoRung. Es konnte
jedoch kein deutlicher Unterschied zu Patienten mit Infekten, IFTA bzw. ABMR gefunden
werden. Die Messung der in Originalarbeit 2 gefundenen Kandidatengene in Blutzellen hat

folglich einen hoheren diagnostischen Wert als die Messung der freien Form im Plasma.

Der nachfolgende Text entspricht dem Abstrakt der Originalarbeit 3:

Free microRNA levels in plasma distinguish T-cell mediated rejection from stable graft
function after kidney transplantation

Transpl Immunol. 2016 Nov;39:52-59. https://doi.org/10.1016/j.trim.2016.09.001.

,The potential diagnostic value of circulating free miRNAs in plasma compared to miRNA
expression in blood cells for rejection processes after kidney transplantation is largely
unknown, but offers the potential for better and timely diagnosis of acute rejection. Free
microRNA expression of specific blood cell markers was measured in 160 plasma samples from
kidney transplant patients under standard immunosuppressive therapy (steroids *
mycophenolic acid + calcineurin inhibitor) with stable graft function, urinary tract infection,
interstitial fibrosis and tubular atrophy, antibody-mediated rejection (ABMR), Borderline
(Banff3), tubulo-interstitial (Banff4-1) and vascular rejection (Banff4-11/111) applying RT-PCR.
The expression levels of specific microRNAs miR-15B, miR-103A and miR-106A discriminated
patients with stable graft function significantly (p-values 0.001996, 0.0054 and 0.0019 resp.)
from patients with T-cell mediated rejection (TCMR) and from patients with urinary tract
infection (p-values 0.0001, <0.0001 and 0.0001, resp.). A combined measurement of several
microRNAs after multivariate logistic regression improved the diagnostic value supported by

subsequent cross-validation. In conclusion, the measurement of circulating microRNAs in
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plasma from patients with renal transplants distinguishes TCMR and urinary tract infection
from stable graft function. In contrast to miRNA expression measurement in blood cells it does

not allow a discrimination from ABMR or interstitial fibrosis and tubular atrophy.”
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2.4 MRNA Expression in Blutzellen bei ABMR nach Nierentransplantation

Parallel zu den Hochdurchsatzsequenzierungen fir kurze RNAs (MicroRNAs) aus Originalarbeit
5 wurden mit den Blutproben der gleichen Patienten Sequenzierungen fiir mRNAs
durchgefiihrt und analysiert, um potentielle Biomarker-Kandidaten fiir ABMR nach
Nierentransplantation zu identifizieren. Auffallig war eine Gensignatur von Interferon (IFN)
Typ | assoziierten Genen. Die Validierung und Bestimmung geeigneter Marker in einer grof3en

Patientenkohorte ergab eine flir ABMR spezifische Regulation von ETV7 und RSAD2.

Der nachfolgende Text entspricht dem Abstrakt der Originalarbeit 4:

The Regulation of IFN Type | Pathway Related Genes RSAD2 and ETV7 Specifically Indicate
Antibody-Mediated Rejection After Kidney Transplantation.
Clin Transplant. 2018 Oct 20:e13429. https://doi.org/10.1111/ctr.13429.

“Context: Antibody-mediated rejection (ABMR) after kidney transplantation (KTx) remains the
crucial obstacle to successful long-term graft function. The identification of gene signatures
involved in ABMR could grant the basis for better prevention and treatment strategies.
Objective: The identification of gene signatures in whole blood cells specific for ABMR after
KTx.

Material and Methods: Total RNA from blood cells of 16 kidney transplanted patients with
ABMR, stable graft function (SGF) and with T-cell mediated rejection (TCMR) was isolated.
Gene expression was determined by high-throughput sequencing followed by validation and
analyses of differentially expressed candidates on mRNA level and on protein level in a large
patient cohort (n=185) in patients with SGF, urinary tract infection (UTI), borderline rejection
(BL), TCMR, ABMR and interstitial fibrosis and tubular atrophy (IFTA).

Results: From the 570 genes detected, 111 discriminated ABMR from SGF and TCMR. A
distinct enrichment of IFN type | and type |l signature gene set was observed. The expression
of candidate genes IFIT1, ETV7 and RSAD2 distinguished ABMR patients from patients with
SGF and also TCMR, whereas ETV7 and RSAD2 differentiated ABMR also from BL.

Conclusion: The IFN-inducible genes (IFIGs) ETV7 and RSADZ2 represent specific biomarkers for
ABMR episodes after KTx. ”
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2.5 MicroRNA Expression in Blutzellen bei ABMR nach Nierentransplantation

In Anlehnung an Originalarbeit 2 sollte analysiert werden, ob fiir ABMR dhnlich sensitive und
spezifische Kandidaten MicroRNAs in Blutzellen von nierentransplantierten Patienten
gefunden werden kénnen. Auf der Grundlage von Hochdurchsatzsequenzierungen wurden
Kandidaten identifiziert, die in einer groflen Patientenkohorte mit verschiedenen
Kontrollgruppen verifiziert werden sollten. Die gefundenen Marker konnten nicht als
hochspezifisch fiir ABMR bestatigt werden, jedoch stellte sich miR-145-5p als IFTA spezifische

MicroRNA in Blutzellen heraus.

Der nachfolgende Text entspricht dem Abstrakt der Originalarbeit 5:

MicroRNA regulation in blood cells of renal transplanted patients with interstitial
fibrosis/tubular atrophy and antibody-mediated rejection.

PLoS One. 2018 Aug 13;13(8):€0201925. https://doi.org/10.1371/journal.pone.0201925.

»Interstitial fibrosis/tubular atrophy (IFTA) is associated with reduced allograft survival,
whereas antibody-mediated rejection (ABMR) is the major cause for renal allograft failure. To
identify specific microRNAs and their regulation involved in these processes, total RNA from
blood cells of 16 kidney transplanted (KTx) patients with ABMR, stable graft function (SGF)
and with T-cell mediated rejection (TCMR) was isolated. MicroRNA expression was
determined by high-throughput sequencing. Differentially expressed candidate microRNAs
were analyzed with RT-PCR in patients with SGF (n = 53), urinary tract infection (UTI) (n = 17),
borderline rejection (BL) (n = 19), TCMR (n = 40), ABMR (n = 22) and IFTA (n = 30). From the
301 detected microRNAs, 64 were significantly regulated between the three cohorts. Selected
candidate microRNAs miR-223-3p, miR-424-3p and miR-145-5p distinguished TCMR and
ABMR from SGF, but not from other pathologies. Most importantly, miR-145-5p expression in
IFTA patients was significantly downregulated and displayed a high diagnostic accuracy
compared to SGF alone (AUC=0.891) and compared to SGF, UTI, BL, TCMR and ABMR patients
combined (AUC = 0.835), which was verified by cross-validation. The identification of miR-145-
5p as IFTA specific marker in blood constitutes the basis for evaluating this potentially
diagnostic microRNA as biomarker in studies including high numbers of patients and different
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pathologies and also the further analysis of fibrosis causing etiologies after kidney

transplantation.”
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2.6 MRNA Expression in Blutzellen bei IFTA nach Nierentransplantation

In friheren Publikationen vorgeschlagene Kandidatenmarker sollten in einer groRen
Patientenkohorte mit verschiedenen Pathologien nach Nierentransplantation auf mRNA- und
auch auf Proteinebene validiert werden. Besonders die Expression von IL-8 mRNA in Blutzellen
von Patienten mit IFTA konnte als deutlich abweichend von den Expressionsgraden in
Blutzellen von Patienten mit Rejektionen unterschiedlichen Typs und auch mit stabiler
Transplantatfunktion gezeigt werden. Dieses Ergebnis konnte nicht auf die Proteinebene im

Serum Ubertragen werden.

Der nachfolgende Text entspricht dem Abstrakt der Originalarbeit 6:

The selective biomarker IL-8 identifies IFTA after kidney transplantation in blood cells.

Transplant Immunology 39 (2016) 18-24. https://doi.org/0.1016/j.trim.2016.09.003.

“Cellular and antibody-mediated rejection processes and also interstitial fibrosis/tubular
atrophy (IFTA) lead to allograft dysfunction and loss. The search for accurate, specific and non-
invasive diagnostic tools is still ongoing and essential for successful treatment of renal
transplanted patients. Molecular markers in blood cells and serum may serve as diagnostic
tools but studies with high patient numbers and differential groups are rare. We validated the
potential value of several markers on mRNA level in blood cells and serum protein level in 166
samples from kidney transplanted patients under standard immunosuppressive therapy
(steroidstmycophenolic acid+calcineurin inhibitor) with stable graft function, urinary tract
infection (UTI), IFTA, antibody-mediated rejection (ABMR), and T-cell-mediated rejection
(TCMR) applying RT-PCR and ELISA. The mRNA expression of RANTES, granulysin, granzyme-
B, IP-10, Mic-A and Interferon-y in blood cells did not distinguish specifically between the
different pathologies. We furthermore discovered that the mRNA expression of the
chemokine IL-8 is significantly lower in samples from IFTA patients than in samples from
patients with stable graft function (p < 0.001), ABMR (p < 0.001), Borderline (BL) TCMR (p <
0.001), tubulo-interstitial TCMR (p < 0.001) and vascular TCMR (p < 0.01), but not with UTI.
Serum protein concentrations of granzyme-B, Interferon-y and IL-8 did not differ between the
patient groups, RANTES concentration was significantly different when comparing UTI and
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ABMR (p < 0.01), whereas granulysin, Mic-A and IP-10 measurement differentiated ongoing
rejection or IFTA processes from stable graft function but not from each other. The
measurement of IL-8 mRNA in blood cells distinguishes clearly between IFTA and other
complication after kidney transplantation and could easily be used as diagnostic tool in the

clinic.”
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3. Diskussion

Die Verwendung des derzeitig zur Verfligung stehenden Portfolios immunsuppressiver
Medikamente erlaubt die effektive Behandlung T-Lymphozyten-vermittelter Rejektionen nach
Nierentransplantation mit anschlieRender guter Langzeitfunktion. Gleichwohl kdnnte die
Identifizierung spezifischer und sensitiver Marker dazu beitragen, die Weiterentwicklung
individualisierter Therapien zu fordern und somit eine Optimierung des Verhaltnisses ihrer
Kosten, Nutzen und des entsprechenden Risikos zu erlauben. Speziell die T-Lymphozyten-
mediierten Rejektionen mit vaskuldarer Komponente (TCMVR), d.h. nach Banff-Klassifikation
Typ Il und I, sollten moglichst frihzeitig erkannt werden, da Patienten mit dieser Form im
Vergleich zum tubular-interstitiellen Typ ein vermindertes Transplantatiiberleben aufzeigen
[72, 73]. Auch scheint die Wahrscheinlichkeit des Ansprechens auf die Anti-Rejektions-
Therapie mit dem Schweregrad der vaskuldren Rejektion zu sinken [68]. Basierend auf
Microarray-Experimenten konnten im Rahmen einer der vorgelegten Arbeiten Kandidaten-
MicroRNAs identifiziert und validiert werden, welche in Kombination Patienten mit schwerer
TCMVR von Patienten mit Harnwegsinfekten, IFTA, ABMR, Borderline (BL)-Rejektion und
tubular-interstitieller Rejektion differenzieren [74]. Dieses Ergebnis birgt nach umfassender
Validierung durchaus das Potential, die diagnostischen Moglichkeiten zu erganzen und eine
zeitnahe Therapie der vaskuldren Rejektion einzuleiten. Als labortechnisch weniger aufwendig
und 6konomischer zeigt sich die Messung der Expression freier MicroRNA in Serum und
Plasma, auch sind die Molekiile in dieser Umgebung sehr stabil und trotz der hohen RNAse-
Konzentration verldsslich messbar [75]. Zusatzlich interessiert der Expressionsvergleich und
damit die Bewertung des Potentials von Kandidaten in Blutzellen und in freier Form. In einer
vorgelegten Arbeit wurde dieser Sachverhalt durch die Messung der fiir die Diagnosestellung
von TCMVR Uberzeugenden Kandidaten-MicroRNAs durch ihre Messung in Plasma bzw.
Serum geprift [76]. Die Messung der Kandidaten-Marker in freier Form erlaubte die
Diskriminierung von TCMVR und Harnwegsinfekten und auch stabiler Transplantatfunktion.
Jedoch unterschied sich die Expressionsstarke nicht signifikant gegentiber ABMR bzw. IFTA.
Obwohl Blutzellen eine Quelle fiir zirkulierende MicroRNAs darstellen [77], konnte in unseren
Studien nicht gezeigt werden, dass die Expression in Blutzellen und in freier Form korreliert.
Ergebnisse von Markerstudien in Blutzellen lassen sich folglich nicht auf Serum bzw. Plasma
Ubertragen. Grundsatzlich wurden jedoch besonders in der Krebsforschung [78-80], aber auch

80



in Studien zu Nierenerkrankungen [81-83], freie bzw. zirkulierende MicroRNAs als mogliche
Biomarker fiir die Diagnosestellung, Prognose oder auch das Therapieansprechen postuliert.
Die hochinteressante Frage des Ursprungs von freien bzw. zirkulierenden MicroRNAs wird
derzeit kontrovers diskutiert. Sie bildet die Basis fiir ein weites Forschungsfeld, denn freie
MicroRNAs werden in einer Vielzahl von Korperflissigkeiten gefunden. Nicht nurin Serum und
Plasma konnte ein Nachweis erfolgen, sondern beispielweise auch in Urin, Speichel,
Tranenfllssigkeit, Muttermilch, Kolostrum und Peritonealflissigkeit [84]. Aufgrund von
gefundenen Expressionsmustern wird vermutet, dass MicroRNAs nicht nur passiv von Zellen
abgegeben, sondern selektiv sezerniert werden konnen [85]. Tatsadchlich kénnen nicht-
kodierende RNAs wie MicroRNAs Funktionen auch auBerhalb ihrer Ursprungszellen ausiiben
und sogar aus den Korperflissigkeiten von anderen Zellen aufgenommen werden [86]. Diese
Vorgange sollten im Kontext der Transplantation im Detail untersucht werden. Im Unterschied
zu Transplantationen anderer Organe waren nach Nierentransplantation Untersuchungen der

Zusammenhange im Urin besonders aufschlussreich.

Neben der bereits diskutierten TCMR mit positiver Prognose kann nach Nierentransplantation
weiterhin die ABMR auftreten. Die erreichte gute Langzeitfunktion nach einer TCMR kann
nach einer ABMR und im Besonderen bei Auftreten ihrer chronischen Form nicht beobachtet
werden. Die Diagnose ABMR geht haufig mit einem Langzeitversagen des Transplantats einher
[87-90]. Es steht sowohl keine standardisierte, wirkungsreiche Therapie zur Verfligung als
auch keine Moglichkeit, Patienten mit einem hohen ABMR Risiko friihzeitig zu identifizieren.
Weiterhin ist die effektive Pravention von DSA und HLA-Antikdrper-Konstituierung derzeit
nicht erreicht. Dies ist auch im Kontext von potentiellen zukiinftigen Transplantationen nach
Verlust des ersten Transplantats zu beachten, da ein stark sensibilisiertes Immunsystem mit
praformierten DSA den Erfolg wiederholter Eingriffe gefahrdet. Die Suche nach nicht-invasiv
messbaren Biomarkern wird als besonders dringlich empfunden, da die Antikorper-
vermittelten Prozesse, die zum histologischen Bild ABMR und damit zu einer schlechten
Prognose fiihren, oftmals subklinisch, sehr langsam und indolent verlaufen. Zwei der
vorgestellten Studien beruhen auf Hochdurchsatz-Sequenzierungen von kurzen und langen
RNAs aus Blutzellen von Patienten mit ABMR im Vergleich zu TCMR sowie stabiler
Transplantatfunktion. Im Rahmen der Validierung von Kandidaten durch die Untersuchung der

Expressionsunterschiede von MicroRNAs zwischen verschiedenen Patientengruppen wurde
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ein Uberraschendes Ergebnis gefunden. Die Kandidaten-MicroRNA miR-145-5p erwies sich
nicht als spezifisch flir ABMR, sondern als hochspezifisch flir IFTA nach Nierentransplantation
[91]. Der deskriptive Term IFTA wird seit 2005 herangezogen [30], um interstitielle Fibrose und
tubuldre Atrophie der transplantierten Niere zu beschreiben, wenn die Atiologie der
zugrundeliegenden nicht-immunologischen bzw. immunologischen Prozesse nicht
bestimmbar ist. Ergebnisse wie das o.g. zeigen deutlich auf, wie essentiell die Analyse von
Kandidatenmarkern in einer Vielzahl von Patientengruppen mit den verschiedensten
Pathologien nach Nierentransplantation ist. ABMR wird in der Banff-Klassifikation u.a. auch
durch fibrotische Vorgdnge beschrieben und verschiedene Studien bringen miR-145-5p mit
Fibrose in Verbindung [92, 93]. Durchaus gerechtfertigt ware folglich die Hypothese, dass es
nach der lIdentifizierung der miR-145-5p Ursprungszellen im Blut moglich ware, die
Mechanismen einer moglichen Rekrutierung dieser Zellen zur transplantierten Niere und die
Beteiligung an fibrotischen Verdanderungen bei IFTA, aber auch ABMR zu beleuchten.
Grundsatzlich bildet also die Feststellung der Ursprungszellen von spezifischen Markern und
besonders der in dieser Hinsicht noch nicht im Detail untersuchten MicroRNAs die Grundlage
fur weiterfihrende Studien. Nur solche Analysen werden schlussendlich die Aufschlisselung
von molekularen Mechanismen erlauben, welche zur Identifizierung von Therapiezielen sowie

zur Entwicklung von prognostischen und diagnostischen Tests fiir ABMR flihren kénnen.

Die Hochdurchsatz-Sequenzierungen von langen, kodierenden mRNAs in Blutzellen von
nierentransplantierten Patienten mit ABMR filihrten zur Identifizierung von Kandidaten, die
interessanterweise zu einem Cluster von Genen gehoren, die IFN-induzierbar sind. Besonders
die Signalwege, in die IFN Typ | involviert ist, sind fir den Crosstalk zwischen angeborener und
adaptiver Immunitdt nach Transplantation relevant [94, 95], wobei die Toll-like-Rezeptoren
(TLR) eine zentrale Rolle zu spielen scheinen [96-99]. Interferon Signalwege und damit auch
Interferon-induzierbare Gene (IFIGs) scheinen in Patienten mit Autoimmunerkrankungen
reguliert zu sein [100]. Diese Erkenntnis flihrte tatsachlich zur Entwicklung eines
therapeutischen Ansatzes flir Patienten mit systemischem Lupus erythematodes (SLE) [101,
102]. Als besonders interessant sind diese Entwicklungen zu beurteilen, da &hnliche
Mechanismen der Pathogenesen von SLE und ABMR vermutet werden, die IFN sowie IFIGs
beinhalten [103]. Die vorgestellte Studie bestatigt die Regulation von IFIGs in ABMR und

erweitert damit die Analysen von Rascio et al. [104]. Eine solide Grundlage fiir weitere Studien
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zur Expression und Bedeutung von IFIGs nach Nierentransplantation ist somit geschaffen,
wobei zu bemerken ist, dass sich die Ergebnisse der mRNA Analysen in Blutzellen nicht auf die

Proteinebene in Serum sowie Plasma Ubertragen lieRen [104].

Aufgrund des geringeren Aufwands flr Zeit, Methodik und Kosten ist aber gerade die Messung
der Proteinexpression in Korperflissigkeiten wie Serum, Plasma und Urin nach einer
Nierentransplantation bei der Suche nach nicht-invasiv messbaren Biomarkern attraktiver als
die Messung der mRNA Expression. Zahlreiche Marker wurden im Rahmen der in den letzten
Jahren von verschiedenen Arbeitsgruppen durchgefiihrten Proteomanalysen vorgeschlagen.
Zwei der hier vorgestellten Studien beschaftigen sich mit diesen interessanten Kandidaten und
analysierten ihre Expression in Patienten mit den verschiedensten Pathologien nach
Nierentransplantation [105, 106]. Bereits mehrfach wurde die Expression des Chemokins IP-
10 im Serum mit verschiedenen Autoimmunerkrankungen in Verbindung gebracht [107]. Auch
sein Vorkommen im Urin lieR sich mit pathologischen Vorkommnissen nach
Nierentransplantation korrelieren [108-110]. Diese Ergebnisse konnten durch die Studie
bestatigt und erheblich erweitert werden. Es konnte gezeigt werden, dass die nicht-invasive
Messung der Proteinkonzentration im Urin nicht ausschlielich diagnostischen, sondern
ebenfalls prognostischen Wert aufwies, bevor ein Anstieg des Serumkreatinins eine
eingeschrankte Nierenfunktion anzeigte [105], wobei diese Ergebnisse nicht auf Messungen
im Serum Ubertragen werden konnten. Die beschriebenen Analysen liegen bereits (iber ein
Jahrzehnt zurick und zahlreiche weitere Studien zu IP-10 als nicht-invasivem
Biomarkerkandidaten sind durchgefiihrt worden [111-116]. Auch wenn dieser Marker nicht
Ubergreifend in den Klinikbetrieb als unterstiitzendes diagnostisches Mittel integriert wurde,
wird seine Messung in Patientenseren doch z.B. vom Institut fir Medizinische Diagnostik
Berlin-Potsdam GbR zum Nachweis einer T-zellular-induzierten Immunaktivierung sowie zur

Verlaufskontrolle und Monitoring immunmodulierender Therapien angeboten.

Zahlreiche Forschergruppen haben auf Genchips (Microarray) bzw.
Hochdurchsatzsequenzierungen basierte Studien zur Biomarkersuche nach
Nierentransplantation durchgefiihrt und publiziert. Es konnten fiir die verschiedenen Arten

von Rejektion [69, 117-125] oder Transplantatdysfunktion [69, 126-129] spezifische Marker
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oder Markersignaturen in Biopsiematerial oder weniger invasiv im Blut bzw. Urin gefunden
werden. Es muss jedoch angemerkt werden, dass diese Untersuchungen fast ausschlielich an
einzelnen Zentren mit relativ geringen Patientenzahlen und nicht ausreichenden
Kontrollgruppen durchgefiihrt wurden. Eine Validierung der Ergebnisse durch Multi-Center-
Studien mit grofRen Patientenkohorten steht noch aus, um einen tatsachlichen diagnostischen
oder sogar prognostischen Wert zu bestimmen. Zusatzlich muss bei der Betrachtung
biologischer Proben wie Blut oder Urin deren heterogene Zusammensetzung berlicksichtigt
werden. Regulatorische Molekiile wie z.B. MicroRNAs kénnen mehrere Ziel-Gene haben,
kommen in den verschiedensten Geweben vor und ,verhalten” sich folglich dynamisch. Auch
die Zusammensetzung der Zellen im Blut bzw. des Zellsedimentes im Urin kann variieren.
Deshalb sind parallel zu den Markermessungen durchgefiuhrte Analysen zur Zellularitat zur
Interpretation von Expressionsmustern und —Regulation eigentlich unumganglich, werden
jedoch selten durchgefiihrt. In einer der vorgestellten Arbeiten konnte so eine detailreiche

Teilstudie zur Zellverteilung im Blut prasentiert werden [74].

Qualitativ.  hochwertig durchgefiihrte Studien, die auf Discovery-Analysen von
Hochdurchsatzsequenzierungen bzw. Genchipexperimenten beruhen, konnen als wertvolle
Grundlage fiir mechanistische Studien dienen, die langfristig zur Entwicklung neuer
therapeutischer Ansatze flihren kénnten. Besonders im Kontext der ABMR miissen die sehr
variablen Formen ihres Auftretens und damit die Komplexitat ihrer Ursachen beachtet und
untersucht werden [130]. Dazu gehoéren die Aufklarung genetischer Polymorphismen, welche
die B-Lymphozyten-Funktionen beeinflussen, aber auch der individuellen Effektorfunktionen
von Antikorpern. Weiterhin treten oftmals Mischformen von ABMR und TCMR auf, die ein
komplexes Behandlungsschema erfordern. Sowohl die Identifizierung nicht-invasiver
Biomarker nach Nierentransplantation als auch ihre Applikation in mechanistischen
Untersuchungen soll letztendlich die Entwicklung individualisierter Therapien der
nierentransplantierten Patienten fordern und damit das Langzeitiiberleben sowie die

Langzeitfunktion des Transplantats sichern.

Ganz sicher muss der Ansatz gewahlt und weitergefiihrt werden, dass dem
Rejektionsgeschehen, im Besonderen den Antikorper-vermittelten Mechanismen, ein hoch

komplexes System aus Signalen und Vernetzungen zwischen verschiedenen Immunzellen,
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Geweben und Molekiilen zugrunde liegt. Die gleichen molekularen Signalwege kénnen an der
Entstehung differenter Krankheitsbilder nach einer Nierentransplantation beteiligt sein, auch
kénnen unterschiedliche Mechanismen zu identischen klinischen Beschwerden fiihren. Es
erscheint demnach hochst unwahrscheinlich, dass ein einzelner Biomarker bzw. Parameter
zur sensitiven und spezifischen Feststellung der mannigfaltigen Formen und damit auch
Ursachen der Rejektion und Dysfunktion einer Transplantatniere zu identifizieren sein wird.
Vermutlich wird vielmehr eine praktikable, standardisierte und kosteneffektive Kombination
mehrerer Parameter dazu beitragen, in der Zukunft das Monitoring, die Diagnosestellung und
damit die individualisierte Therapie von nierentransplantierten Patienten zu reformieren und

zu verbessern.
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4. Zusammenfassung

Die Transplantation einer gesunden Spenderniere ist die etablierte Behandlungsmethode der
Wahl bei terminaler Niereninsuffizienz. Trotz hervorragender Kurzzeit-Uberlebensraten des
Transplantats, die durch Weiter- und Neuentwicklungen immunsuppressiver
Therapieschemata sowie eine gute Typisierungsqualitdt und Patientenversorgung erreicht
werden konnten, gefdhrdet doch jede Rejektionsepisode den Transplantationserfolg. Neben
der T-Lymphozyten-vermittelten Rejektion sowie der Interstitiellen Fibrose/Tubulédren
Atrophie ist besonders die durch Antikorper mediierte Rejektion als Hauptrisikofaktor fir
Transplantatschadigung und —Verlust zu nennen. Eine moglichst friihe spezifische, sensitive
und wenig invasive Diagnose dieser Komplikationen nach einer Nierentransplantation ware
folglich von groflem Interesse fiir die Klinik. Die Identifizierung kodierender RNAs und ihrer
Translationsprodukte, aber auch nichtkodierender RNAs, die in Rejektionsmechanismen
involviert und infolgedessen reguliert sind, konnte zur Entwicklung neuer

Monitoringstrategien und Moglichkeiten zur Diagnostik beitragen.

Basierend auf Genchip-Experimenten sowie Hochdurchsatzsequenzierungen konnten in
Studien mit groflen Kohorten von Patienten mit verschiedenen Pathologien nach
Nierentransplantation Kandidatenmarker in Zellen des peripheren Blutes identifiziert und
validiert werden, deren Expressionsregulierung hinweisend fiir Antikorper-vermittelte
Rejektion, T-Lymphozyten-vermittelte Rejektion und Interstitielle Fibrose/Tubulédre Atrophie
sein kann. Hierbei wurden sowohl kodierende RNAs als auch nicht-kodierende MicroRNAs
analysiert. Weiterhin wurde die Expression der MicroRNA-Kandidaten in freier Form sowie
die Translationsprodukte der mRNA-Kandidaten in Serum bzw. Plasma und auch im Urin
untersucht. Der besondere Fokus lag dabei auf dem Vergleich von differierenden
Komplikationen nach einer Nierentransplantation mit entsprechend voneinander
abweichenden Therapieschemata, um eine spezifische und sensitive Diagnosestellung zu
erlauben. Um die Méglichkeiten zur Translation der Ergebnisse in die Klinik zu bewerten, sind
Folgestudien unter Einbindung mehrerer Transplantationszentren und damit einer hohen

Patientenzahl zwingend notwendig.
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Wiinschenswert sind weiterhin mechanistische Studien, die Uber die Identifizierung von
Biomarkern fiir Komplikationen nach Nierentransplantation hinausgehen. Ein tieferes
Verstindnis der Pathologien von Antikorper-vermittelten Rejektion, T-Lymphozyten-
vermittelten Rejektion und Interstitieller Fibrose/Tubuldrer Atrophie kénnte die
Weiterentwicklung von individualisierten Behandlungsmoglichkeiten der

nierentransplantierten Patienten férdern.
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