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1 Einleitung

1.1 Geschichte der Nierentransplantation

Auf Grund des schlechten Uberlebens von niereninsuffizienten Patienten gab es seit
Beginn des 20. Jahrhunderts Versuche, Nieren zu transplantieren. Diese scheiterten
jedoch allesamt an der Abwehrreaktion des Immunsystems. Die erste
Nierentransplantation, die als erfolgreich bezeichnet werden kann, wurde am 23.12.1954
durch Dr. Joseph Murray in Boston/USA durchgefuhrt (Merrill 1956). Sie erfolgte in Form
einer Lebendspende zwischen eineiigen Zwillingen und gilt als erste Organtransplantation
mit Langzeiterfolg. Wegen der identischen Gewebsmerkmale kam es zu Kkeiner
AbstoBung. Aus diesem Grund wurde in der nachfolgenden Zeit ein besonderes
Augenmerk auf die Unterdrickung der AbstolRungsreaktion gelegt. Hierbei kamen unter
anderem Zytostatika und Bestrahlung zum Einsatz. Die ersten Erfolge bei der
Verhinderung einer AbstolRung wurden in den 60er Jahren mit Azathioprin und Steroiden
erzielt (Barry 2006). Wahrend dieser Zeit konnten J. J. van Rood und Mitarbeiter in
Leiden/Niederlande die entscheidende Bedeutung der HLA (Human Leucocyte Antigen) —
Ubereinstimmung von Spender und Empfanger bei Transplantationen nachweisen (van
Rood 1969). Aus dieser Arbeitsgruppe entstand mit Eurotransplant die erste internationale
Organisation flr Organaustausch. Eurotransplant katalogisiert Spender und Empfanger
auf Grundlage der HLA-Ubereinstimmung und {bernimmt die Koordination und

Vermittlung von Organtransplantationen (van Rood, Freudenberg 1971).

Mit der Entwicklung weiterer immunsuppressiv wirksamer Medikamente wie
Antilymphozytenglobulin und dem Calcineurininhibitor Cyclosporin in den darauf folgenden
Jahrzehnten verbesserte sich das Transplantatiberleben weiter. Insbesondere die seit
Mitte der 90er Jahre verwendeten modernen Kombinationstherapien haben zu einer

deutlichen Verminderung von AbstoRungsreaktionen gefuhrt (Sayegh 2004).



1.2 AbstoRung von Transplantatnieren

1.2.1 Pathophysiologie der Abstof3ungsreaktion

Bei 10-15 % der transplantierten Nieren kommt es trotz immunsuppressiver Medikation
innerhalb des ersten Jahres nach Transplantation zu einer akuten AbstoRungsreaktion
(Segoloni 2006). Die wesentlichen Komponenten einer Absto3ungsreaktion sind die
korpereigene Immunabwehr und fremde Proteine des Spenders, wobei die MHC-
Proteinkomplexe (MHC=major histocompatibility complex, entspricht den o.g. HLASs)
hierbei die groRte Rolle spielen. MHC-Komplexe werden in Klasse | und Il unterschieden.

MHC-I-Komplexe befinden sich als Membranproteine auf allen kernhaltigen Zellen des
Korpers. Dadurch geben sich die Zellen als korpereigen zu erkennen. Fremde oder
veranderte MHC-I-Komplexe werden von den T-Zell-Rezeptoren der zytotoxischen CD8"-
T-Lymphozyten erkannt. Uber einen komplexen Signalweg kommt es schlieflich zu einer
gezielten Abtdtung der fremden Zellen. MHC-II-Komplexe sind hingegen nur auf
antigenprasentierenden Zellen wie B-Lymphozyten, Makrophagen und Langerhans-Zellen
zu finden und haben hier die Aufgabe, ein vorher aufgenommenes Antigen zu
prasentieren. CD4*-T-Lymphozyten koénnen mit diesen MHC-II-Komplexen in Kontakt
treten. Sie produzieren Interleukine, welche die B-Zellen zur Umwandlung in Antikorper-

produzierende Plasmazellen veranlassen (Loffler 2007 [1]).

Bei einer AbstoRungsreaktion handelt es sich um eine immunologische Reaktion, die
primar von T-Zellen vermittelt wird. Der Mechanismus ist in Abbildung 1.1 schematisch
dargestellt. Antigenprasentierende Zellen des Spenders kdnnen von naiven alloreaktiven
T-Zellen erkannt werden. Dies flhrt zu einer Aktivierung von CD8*-T-Lymphozyten, welche
daraufhin im Rahmen einer zellularen Immunantwort das Transplantat "angreifen". Diese
direkte Erkennung erfolgt Uber T-Zell-Rezeptoren, die spezifisch sind fur fremde MHC-
Molekule (Lechler 1982).
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Abb. 1.1: Direkte und indirekte Erkennung fremder Peptide
(Allopeptide) auf MHC-Komplexen durch T-Zellen des
Empfingers (Recipient T Cell). Die Peptide werden entweder
direkt auf Zellen des Spenders (Donor APC) oder indirekt auf
antigenprdsentierenden Zellen des Empfingers (Recipient APC)
erkannt. (Runge 2006)

Ein weiterer Mechanismus ist die indirekte Erkennung: Allogene Proteine des Spenders
werden von antigenprasentierenden Zellen des Empfangers (z. B. Makrophagen)
aufgenommen und zusammen mit eigenen MHC-Komplexen den CD4*-T-Zellen
prasentiert. Wie oben beschrieben, kommt es im weiteren Verlauf dieser humoralen
Immunantwort zur Bildung von Alloantikorpern, die gegen das fremde Antigen gerichtet
sind (Janeway 2002, Lechler 1982).

Fir die akute AbstoRungsreaktion ist vorwiegend die direkte Erkennung verantwortlich
(van Besouw 2005). Der indirekte Mechanismus ist malgeblich an spat auftretendem
Organversagen und chronischer Abstof3ung beteiligt (Vella 1997).



1.2.2 Diagnostik einer Abstof3ungsreaktion

Es existieren klinische Parameter, die auf eine AbstoRung hinweisen. So kdénnen ein
Anstieg von Koérpertemperatur, Korpergewicht und Serumkreatinin sowie eine verminderte

Diurese Anzeichen fur eine akute Abstof3ung sein (Wollenberg 2000).

Die Farbdoppler-Sonografie eignet sich nur bedingt zur Diagnostik einer akuten
AbstoRungsreaktion. Sie kann jedoch ein nitzliches Hilfsmittel sein, um die Indikation zur
Nierenpunktion definitiv stellen zu kdnnen (Salgado 2002). Ein sonografisch feststellbarer
intrarenaler Doppler-Parameter, der erhdhte Widerstandsindex (Resistance Index, RI),
wird in Verbindung mit einer akuten AbstolRungsreaktion gebracht (Wollenberg 2000).
Dupont et al ermittelten fur die Erkennung einer Abstolung bei einem hohen
Schwellenwert (Rl > 0,9) eine Spezifitat von 89 %, wobei die Sensitivitat nur 6 % betrug
(Dupont 2003). Eine Senkung des Schwellenwertes fihrt hingegen zu einem Anstieg der
Sensitivitat und einer Erniedrigung der Spezifitat. Das gleichzeitige Vorliegen einer akuten
tubularen Nekrose besitzt aulerdem einen negativen Einfluss auf die Spezifitdt (Sharma
2004). Ein erhohter Index kann darUber hinaus Anzeichen fur eine Vielzahl von
Nierenerkrankungen sein. So sind auch bei extrarenaler Kompression, postrenaler
Obstruktion oder Nierenarterienstenosen hohe Werte zu finden (Tiefenthaler 2001).

Die sichere Diagnose einer Absto3ung beruht aber auf der histologischen Befundung
durch einen Pathologen. Im Rahmen einer Nierenbiopsie wird dazu ein Stanzzylinder aus

dem transplantierten Organ gewonnen.

Fur die histologische Untersuchung des Biopsates steht die sogenannte Banff-
Klassifikation zur Verfigung. Diese Einteilung wurde auf einem Kongress in Banff/Kanada
im Jahr 1991 beschlossen und seitdem standig Uberarbeitet und weiterentwickelt.
(Racusen 1999, Solez 2008). Sie erfasst sowohl akute als auch chronische
Veranderungen. Im weiteren wird nur auf die akute AbstoRungsreaktion eingegangen.
Diesbezuglich sieht die Klassifikation fur die zelluldre akute AbstoRung (T-Zell-vermittelt)
eine histopathologische Einteilung in drei Grade vor (siehe Tab. 1.1).
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Banff-Grad | histopathologischer Befund
I tubulointerstitielle Absto3ung ohne Arteriitis
IA moderate Tubulitis
1B schwere Tubulitis
II vaskulare AbstoRung
ITA moderate intimale Arteriitis
IIB schwere intimale Arteriitis
111 schwere AbstoRungsreaktion mit transmuraler Arteriitis

Tab. 1.1: Banff-Klassifikation der akuten T-Zell-vermittelten AbstofSungsreaktion
(Kategorie 4).

Eine Borderline-Abstol3ung ist laut Banff-Klassifikation definiert als fokale milde Tubulitis

ohne Vorliegen einer intimalen Arteriitis. Es liegt demnach histologisch eine AbstoRung

Grad IA vor, gleichzeitig bestehen jedoch keine deutlichen klinischen Anzeichen.

Die Nierenpunktion ist als diagnostisches Hilfsmittel zur Verlaufskontrolle ohne klinischen

Hinweis auf eine Abstol3ung anerkannt (Protokollbiopsie). Jedoch ist dieses Verfahren

nicht frei von Komplikationen. Die haufigsten Komplikationen sind arterio-vendse Fisteln,

Hamaturie und perirenale Hamatome (Abb. 1.2). Schwarz et al. fanden bei 1 % der

Punktionen eine "major complication", welche beispielsweise das Transfundieren von

Blutkonserven oder das Legen eines Blasenkatheters notwendig machte (Schwarz 2005).

18-gauge needle

16-gauge needle

n=1222 n =448
Gross hematuria 45 (3.7 %) 13 (2.9%)
Perirenal hematoma 24 (2%) 17 (3.8%)*
Arterio-venous fistula 102 (8%) 20 (4.5%)
Hospitalization 22 (1.8%) 10 (2.2%)
Urinary catheter 11 (0.9%) 1(0.2%)
Blood transfusion 3 (0.2%) 2 (0.4%)

Abb. 1.2: Komplikationen bei Nierenbiopsien (Schwarz 2005)

In einer weiteren Studie, bei der etwas groliere Punktionsnadeln (14 gauge) verwendet

wurden, traten unter 345 transplantierten Patienten 2,7 % "major complications" bei einer

gesamten Komplikationsrate von 8,7 % auf. (Preda 2003).
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1.2.3 Haufigkeit und Verlauf von AbstoRungsreaktionen

Die Haufigkeit einer akuten AbstoRungsreaktion liegt zum jetzigen Zeitpunkt etwa
zwischen 10 und 15 % innerhalb des ersten Jahres nach Transplantation. Vor allem durch
Verbesserung der immunsuppressiven Behandlung konnte die Rate der akuten
AbstoBungsreaktionen in den vergangenen Jahrzehnten drastisch gesenkt werden
(Segoloni 2006). In Abbildung 1.3 ist diese Beobachtung dargestellt.

Year Acute rejection rate (%) References
Ohio State University (3) Other authors

1977-1980 64 (84)

1982-1992 47

1992-1995 49 48 (13)

1995-1998 22.5 16 (83}

1 99E-2000 7.5 6.5 [ H6)

Abb. 1.3: Verbesserung der Abstofsungsrate von 1977-2000 (Segoloni 2006)

Nankivell et al. beobachteten eine AbstoRung vorwiegend in den ersten Monaten nach
einer Transplantation (Abb. 1.4). Darlber hinaus zeigte sich, dass eine durchgemachte
schwere akute Abstoflung das Risiko fur die Entwicklung einer chronischen Allograft-
Nephropathie (CAN) erhoht (Nankivell 2003).
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Abb. 1.4: Punktprdvalenz der Abstoffung von Transplantatnieren
(Nankivell 2003)
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Patienten mit stabiler Organfunktion nach Lebendspende wiesen zu 49 % histologisch
einen Normalbefund auf, zu 37,8 % eine Borderline-AbstoRung, und zu 13,2 % eine akute
AbstoBung (Choi 2005). Dies zeigt, dass auch bei unauffalliger Klinik eine AbstoRung

vorliegen kann.

Des weiteren untersuchten Choi et al. das Organlberleben von 304 nierentransplantierten
Patienten im Verlauf von bis zu 10 Jahren. Es zeigte sich eine Verringerung der
Uberlebensrate auf nur 60 % bei einer erfolgten akuten AbstoRung. Bei Patienten mit
Normalbefund oder Borderline-Veranderungen ergab sich ein signifikant (p<0,05)
besseres Uberleben des Organs (siehe Abb. 1.5).

100% Normal finding
- '

0% 1 “ ; c
3 '\Ilul-inl: BClrdEr"ne dmnge
= 4
- 3
g BWJ"‘Q N :lllll!l!!l!llll'!lt
2 L Sk -
- :
9 T0% 4 ] .
E : Acute rejection
w Eudj‘. il.ltll.lllltll!l..ltl-lil.ll

50% S S e —

0 12 24 36 48 60 72 B84 96 108 120
months

Abb. 1.5: Transplantatiiberleben nach akuter Abstofsung (Choi 2005)

1.2.4 Pravention und Therapie einer Abstol3ungsreaktion

Die Vermeidung einer AbstolRungsreaktion kann prinzipiell an verschiedenen Punkten
ansetzen. Zum einen sollten die MHC-Komplexe von Spender und Empfanger eine grof3e
Ahnlichkeit aufweisen. Besonders bei postmortalen Organspenden sollte auf eine gute
Ubereinstimmung geachtet werden, da groRere Unterschiede zwischen den MHC-
Komplexen (Mismatch) zum haufigeren Auftreten einer akuten AbstoRungsreaktion fuhren
(Choi 2005).
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Auch die Dauer der kalten Ischamiezeit des Organs korreliert positiv mit der Haufigkeit
einer akuten AbstolRung, das Risiko steigt pro Stunde Ischdmiezeit um 4 % an (Mikhalski
2008). Daher sind ein mdglichst schneller Transport des Organs und eine gute

Organisation der Transplantation wichtig.

Andererseits ist eine Immunsuppression noétig, um die Abwehrreaktion gegen das fremde
Organ zu unterdricken. Hier werden Steroide, Cyclosporin A, Tacrolimus und
Mycophenolatmofetil eingesetzt (Kalble 2005). Cyclosporin A hemmt die Freisetzung von
Interleukinen und somit die Aktivierung von T-Lymphozyten. Tacrolimus besitzt eine
ahnliche, allerdings etwas starkere Wirkung (Nijkamp 2005). Mycophenolatmofetil
reduziert unter anderem durch eine Hemmung der Purinsynthese die T-Zell-Proliferation
(Allison 2005).

Sollte es zu einer akuten AbstoBung kommen, stehen zur Therapie vor allem
Corticosteroide und Antithymozytenglobulin zur Verfigung. Corticosteroide sind in
hdéheren Dosen immunsuppressiv wirksam und werden zur Behandlung von leichteren
AbstoBungen als StoRtherapie eingesetzt. Antithymozytenglobulin richtet sich mit seinen
Antikorpern direkt gegen T-Zellen und kann bei einer starkeren AbstoRung verwendet
werden. Bei einer humoralen AbstoRungsreaktion kann eine Plasmapherese helfen, die

gegen das Transplantat gebildeten Antikorper zu entfernen (Marks 2006).

1.3 Eicosanoide

1.3.1 Der Arachidonsaurestoffwechsel

Die Arachidonsaure wird im Korper aus der essentiellen omega-6-Fettsaure Linolsaure
synthetisiert. Chemisch gesehen ist Arachidonsaure eine vierfach ungesattigte Fettsaure
mit 20 C-Atomen. Sie ist die "Muttersubstanz" der sogenannten Eicosanoide, welche im
Organismus verschiedene Aufgaben als Signalstoffe erfullen. Fur die Biosynthese von
Eicosanoiden  wird  Arachidonsaure aus Zellmembran-Phospholipiden  durch
Phospholipasen abgespalten (Loffler 2007 [2]).

Wie in Abbildung 1.6 beschrieben, werden Uber Cyclooxygenasen die Prostanoide
(Prostaglandine und Thromboxane) gebildet. Lipoxygenasen flhren zur Entstehung von
Leukotrienen und verschiedenen Hydroxyeicosatetraensauren (HETEs). Die Bildung von

Epoxyeicosatriensauren erfolgt Uber die Cytochrom P-450 Epoxygenasen (Smith 1989).
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Arachidonic acid

PGG/H synthase 20, 5-,12-, or 15- 02 Cytochrome P-450 0,
(cyclo-oxygenase) | 5 - Lipoxygenase epoxygenases NADPH

Prostaglandin Hydroperoxyeicosatetraenoic acids
endoperoxide H, (HPETEs)
(PGH,) Ze’)/ Lipoxygenase 5,6-,8,9-, 11,12, or 14,15-
/ / \\ Hydroxyeicosatetraenoic Dihydroxy Ep(og(g?k;osatrienoic acids
i acids (HETEs eicosatetraenoic s
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(Prostaglandins and thromboxanes )

PGD,, PGE,, PGF,, PGl,, TxA, Leukotriene A,

Glutathione HZNl:ygenases
Lipoxins

Peptido
leukotrienes
(LTC,, LTD,, LTE,)

Abb. 1.6: Stoffwechselwege der Arachidonsdure (Smith 1989)

Leukotriene B,

1.3.2 Eicosanoide und Abstoliung von transplantierten Nieren

Es existieren Hinweise auf eine Bedeutung von Eicosanoiden fur die AbstoRung von
Nierentransplantaten. So konnte im Tierversuch eine erhdohte Produktion von Leukotrien
B, in abgestoRenen Nieren gezeigt werden (Spurney 1994). Neueren Untersuchungen
zufolge flhrte hingegen das Ausschalten der 5-Lipoxygenase (Bildung von Leukotrien B)
bei Mausen - anders als erwartet - zu einer beschleunigten AbstoRungsreaktion (Goulet
2001). Diese kontroversen Beobachtungen verdeutlichen, dass die Bedeutung der
5-Lipoxygenase noch unklar ist. Eine Untersuchung der Ausscheidung von Leukotrien B4
wahrend einer AbstoRungsreaktion erscheint somit lohnenswert.

Klrzlich konnte die Verteilung bestimmter Lipoxygenasen und Leukotrien-Rezeptoren in
der Niere ermittelt werden. Es stellte sich dabei eine besonders starke Expression von
Leukotrien B4-Rezeptoren und von Cysteinyl-Leukotrien-Rezeptoren Typ 1 im Glomerulus
heraus. Weiterhin konnte mRNA der 15-Lipoxygenase (15-LOX) vor allem im Sammelrohr
gefunden werden (Reinhold 2006). 15-LOX ist fur eine Umwandlung der Arachidonsaure
zu 15-HETE verantwortlich. Bei Uberexpression der 15-Lipoxygenase konnte im
Tierversuch ein antiinflammatorischer Effekt festgestellt werden (Serhan 2003). Im
Zusammenhang mit einer Absto3ung kann vermutet werden, dass der protektive Effekt

der 15-Lipoxygenase fehlt und somit weniger 15-HETE mit dem Urin ausgeschieden wird.

12-Lipoxygenase (12-LOX) flhrt zur Bildung von 12-HETE und wurde innerhalb der Niere
ausschlieRlich im Glomerulum gefunden (Reinhold 2006). Mangino et al. konnten bereits

frher in der Rinde von abgestoRenen Nierentransplantaten bei Hunden eine deutlich
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erhohte Produktion von 12-HETE finden. Die gefundenen Werte korrelierten positiv mit
dem Grad der Gewebszerstérung (Mangino 1987). Dies lasst die Hypothese zu, dass bei

der AbstolRung humaner Nierentransplantate 12-HETE vermehrt ausgeschieden wird.

Auch fur die Expression von Cyclooxygenasen (COX) konnte ein Zusammenhang mit
AbstolRungsreaktionen ermittelt werden. Mit Hilfe immunhistochemischer Untersuchungen
wurde in den Biopsaten von akut abgesto3enen Nieren eine erhdhte Expression von COX-
1 und COX-2 festgestellt (Hoffmann 2006). Somit ist eine erhdhte Ausscheidung von
Prostaglandinen bei AbstoRung denkbar.

1.4 Arachidonsaurestoffwechselprodukte als AbstoRungsmarker?

Vor dem Hintergrund der standig steigenden Zahl dialysepflichtig niereninsuffizienter
Patienten auf der Warteliste zur Nierentransplantation ist eine optimale Nachsorge der
transplantierten Patienten oberstes Gebot. Die erwahnte Protokollbiopsie kann eine
AbstoRungsreaktion erkennen und beweisen. Wie beschrieben ist dieses Verfahren jedoch
nicht frei von Risiken. Daher erscheint es sinnvoll, das Augenmerk auf die Entwicklung
nicht-invasiver Kontrollmethoden zu richten. Auch wenn solche Methoden eine Biopsie
vielleicht nicht in allen Fragestellungen vollstandig ersetzen konnen, so stellen sie

madglicherweise eine sinnvolle und vor allem schonende Erganzung dar.

Neue Moglichkeiten der Diagnostik bei Nierentransplantierten konnten sich aus der
Messung von Stoffwechselprodukten aus dem Urin ergeben. Bei anderen
Krankheitsbildern wurden bereits veranderte Ausscheidungen von
Arachidonsaurestoffwechselprodukten nachgewiesen. So konnte beispielsweise bei
Patienten mit Asthma eine vermehrte Konzentration von Leukotrien E4 im Urin gemessen
werden (Asano 1995). Patienten mit essentieller Hypertonie zeigten héhere Werte von
12(S)-HETE im Urin (Gonzalez-Nunez 2001). Eine vermehrte Ausscheidung von
12-HETE, 15-HETE sowie von Leukotrien B, wurde bei Vorliegen eines Zellweger-
Syndroms (Peroxisomen-Defizienz) beobachtet (Mayatepek, Lehmann 1996; Mayatepek,
Flock 1999).

Ziel dieser Arbeit ist es daher, einen mdglichen Zusammenhang zwischen der

Urinausscheidung von  Arachidonsaurestoffwechselprodukten und einer akuten

AbstoRRungsreaktion zu ermitteln.
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Bezlglich der Produktion von 12-HETE, 15-HETE und Leukotrien B, existieren Hinweise
fir einen Zusammenhang mit einer Abstof3ungsreaktion (siehe Kapitel 1.3). Da auf3erdem
fur die Urinausscheidung von HETEs und Leukotrienen bei einer AbstoRungsreaktion

keine Daten in der Literatur vorhanden sind, wurde diese Reihe um Leukotrien E4 erganzt.

Da die Expression von Cyclooxygenasen ebenfalls eine Rolle bei der AbstoBung zu
spielen scheint (siehe Kapitel 1.3), wurden auch die Konzentrationen von Prostaglandin E
Metaboliten (erfasst alle Metaboliten von Prostaglandin E;) sowie 6-keto Prostaglandin F 14
(der direkte Metabolit von Prostacyclin = Prostaglandin I,) bestimmt. Fur die Messung der
beiden Prostaglandin-Derivate wurde von vorn herein eine orientierende Messung mit
etwas kleinerer Zahl festgelegt. Auch das Durchfuhren einer aufwandigen Aufreinigung

limitierte die verwendete Probenzahl.

In dieser Arbeit soll die Urin-Konzentrationen dieser Eicosanoide bei nierentransplantierten
Patienten mit histologisch gesicherter Absto3ung ermittelt werden. Es erfolgt ein Vergleich
mit Proben vor oder nach erfolgter AbstoRung sowie mit einer Kontrollgruppe ohne
AbstoRung.
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2 Material und Methoden

2.1 Beschreibung des Patientenkollektivs

Es wurden im Zeitraum von Juli 2003 bis Dezember 2006 im Rahmen der ReForM C
Studie ,Funktionsverlust von Nierentransplantaten: Bedeutung immunologischer und nicht-
immunologischer Faktoren“ am Klinikum der Universitat Regensburg Urinproben von
nierentransplantierten Patienten gesammelt. Samtliche Proben wurden innerhalb einer
Stunde nach Asservierung bei —20° C gefroren. Die Probennahme erfolgte am Tag der
Nierenpunktion. Die dabei gewonnenen Biopsate wurden anschlielend auf eine mogliche

AbstoRungsreaktion untersucht.

Es wurden drei Gruppen von Patienten untersucht. In Gruppe A sind die Proben von
9 Patienten (3 weiblich, 6 mannlich) zusammengefasst, welche in der Protokollbiopsie
14 Tage nach Transplantation keine AbstoRung zeigten, bei denen es jedoch im Verlauf
der folgenden 3 Monate zu einer AbstoBung kam (A: Abstoflung NEIN-JA). Bei den
8 Patienten der Gruppe B (3 weiblich, 5 mannlich) bestand bereits zum Zeitpunkt der
ersten Probe eine AbstoRungsreaktion, die zweite Probe reprasentiert hingegen den
Zeitpunkt nach Therapie einer histologisch gesicherten Abstol3ung (B: AbstoRung JA-
NEIN). Demgegenuber stehen in Gruppe C die Urinproben von 17 Patienten (7 weiblich,
10 mannlich), die sowohl in der ersten Protokollbiopsie 14 Tage nach Transplantation als
auch in der 3-Monats-Protokollbiopsie keinerlei Anzeichen fiir eine AbstolRungsreaktion
zeigten (C: Kontrolle NEIN-NEIN).

Das Alter der untersuchten Patienten zum Zeitpunkt der Transplantation betrug im Mittel
47,9 Jahre bei einer Standardabweichung von 13,9. Die immunsuppressive Behandlung
der Patienten erfolgte in der Regel mit einer Kombination aus Tacrolimus und

Mycophenolatmofetil. 5 Patienten wurden mit Cyclosporin A behandelt.

Nach Ausschluss von fehlerhaften Messungen ergaben sich fir die einzelnen Parameter

die in Tabelle 2.1 zusammengefassten Probandenzahlen.
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A: AbstoRung B: AbstoRung C: Kontrolle

NEIN-JA JA-NEIN NEIN-NEIN
12(S)-HETE 7 8 13
15(S)-HETE 9 8 17
Leukotrien B, 9 8 17
Leukotrien E4 9 8 17
Prostaglandin E Metaboliten 5 5 10
6-keto-Prostaglandin F1q4 4 4 7

Tab. 2.1: Eingesetzte Probanden bei den verschiedenen Messparametern

Samtliche Urinproben wurden zum Einfrieren in 10 mL-Urinmonovetten abgefullt. Um die
Messung aller Parameter unter gleichen Bedingungen durchfihren zu kénnen, wurden die
Proben beim ersten Auftauen auf 1,5-mL-Reagiergefalle aliquotiert und anschlief’end

noch einmal eingefroren.

Aulerdem wurde unmittelbar nach dem Auftauen von jeder Probe ein Aliquot in das Labor
fur klinische Chemie am Universitatsklinikum Regensburg geschickt, um dort mit einer

Doppelbestimmung die Konzentration von Kreatinin zu ermitteln.

2.2 Verwendete Enzyme Immunoassay Kits und sonstige Materialien

Die Messungen wurden mit Enzyme Immunoassay Kits (EIA Kits) von Cayman Chemical
und Assay Designs durchgefuhrt. Eine genaue Aufstellung aller verwendeten Materialien

und Gerate ist im Anhang 8.1 zusammengefasst.

2.3 Prinzip des Enzyme Immunoassay

Der Enyzme Immunoassay (EIA) ermoglicht die Messung der Konzentration eines
bestimmten Stoffes mit Hilfe eines Spektrometers, welches die Intensitat von Licht

bestimmter Wellenlange ermitteln kann.

Dazu wird eine Platte mit insgesamt 96 Reagiergefallen (Wells) verwendet, die mit
monoklonalen Antikérpern beschichtet sind. Diese IgG-Antikbrper wurden aus Mausen
gewonnen und sind gegen Kaninchenserum gerichtet. Dieses Antiserum besitzt wiederum
spezielle Antikdrper, die sowohl an den zu messenden Stoff als auch an den ebenfalls

zugegebenen spezifischen Tracer binden. Dieser Tracer besteht aus dem Stoff selbst, ist
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jedoch mit dem Enzym Acetylcholinesterase verbunden. Stoff und Tracer konkurrieren
somit um eine begrenzte Anzahl von Bindungsstellen des Antiserums. Die auf diese Weise

entstehenden Komplexe binden daraufhin an die Antikdrperbeschichtung.

Samtliche ungebundenen Stoffe werden anschlieRend in einem Waschvorgang entfernt.
Im letzten Arbeitsschritt wird ein Entwicklungsreagenz zugegeben. Dieses enthalt das
entsprechende Substrat flr Acetylcholin. Das Produkt der nun folgenden enzymatischen
Reaktion ist farbig und absorbiert Licht einer bestimmten Wellenlange. Mit einem

Spektrometer kann die Intensitat dieser Farbe bestimmt werden.

Da nur die mit Tracer gebundenen Komplexe farbig reagieren, ist die Intensitat um so
starker, je weniger vom gesuchten Stoff vorhanden ist. Liegt umgekehrt eine grol3e Menge
des Stoffes vor, fallt die Lichtreaktion entsprechend schwacher aus, da der Tracer

kompetitiv von den Antiserum-Bindungsstellen verdrangt wird.

Um die Konzentration des Stoffes berechnen zu kdénnen, wird zugleich mit den Proben
unter gleichen Bedingungen ein Standard gemessen. Dieser besitzt eine bekannte
Konzentration des gewulnschten Stoffes und wird in einer Verdlinnungsreihe mit
absteigender Konzentration angesetzt. Wie bei samtlichen Messungen wird auch beim
Standard jeweils eine Doppelbestimmung durchgeflhrt. So entsteht eine Standardkurve,
an Hand derer die Konzentration der Proben mit unbekannter Menge bestimmt werden

kann.

Fir eine zuverlassige Auswertung der Ergebnisse sowie zum Ausschluss von Fehlern
werden aufler dem Standard und den Proben noch weitere Wells verwendet. "Blank” (BIk)
bleibt leer und wird nur im letzten Schritt mit Entwicklungsreagenz geflllt. Der gemessene
Absorptionswert gilt als Nullwert und wird bei der Auswertung von allen anderen
Ergebnissen abgezogen.

"Total Activity" (TA) soll die maximal mogliche Farbreaktion ermitteln und die Funktion des
Tracers testen. Diese Wells bleiben ebenfalls leer, ihnen wird zusammen mit dem
Entwicklungsreagenz noch Tracer zugegeben, was eine direkte und starke Farbreaktion

hervorruft.

Mittels "Non-Specific-Binding" (NSB) kann herausgefunden werden, ob andere Stoffe
auller dem Antiserum an die Antikérperbeschichtung binden. Dazu wird die auch zum

Verdinnen der Proben verwendete Pufferlosung und der Tracer zugegeben. Da das
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Antiserum fehlt, durfte in diesen Wells keine Farbreaktion zu messen sein. So lasst sich
unter anderem feststellen, ob die verwendete Verdinnungslésung sauber ist.

Die "Bo"-Wells werden im Prinzip genauso behandelt wie die anderen Proben und der
Standard. Da sich jedoch kein zu messender Stoff darin befindet, muss die Farbreaktion
stark ausfallen. Hierbei wird die maximale Farbreaktion des gebundenen Tracers bestimmt
(Antoine 1991, Pradelles 1985).

2.4 Testen und Etablieren der Methode

Bevor in groRerem Umfang Proben gemessen werden konnten, wurden einige
Probemessungen durchgefiihrt. Sie sollten zum einen mit der Methode vertraut machen

und zum anderen helfen, moglichst zuverlassige und genaue Messungen zu ermdglichen.

Wahrend weiter unten die genaue Ausflhrung der letztlich durchgefiihrten Messungen
beschrieben ist, soll dieser Teil lediglich einige Uberlegungen und Vorgehensweisen bei

dieser Arbeit verdeutlichen.

Zum Testen der Methode wurden Urinproben sowohl eines nierentransplantierten
Patienten (P1) sowie auch von Patienten mit Asthma (P2) und pulmonaler Hypertonie (P3)
verwendet. Letztere sollten als Positivkontrolle dienen, da speziell bei Asthma bereits

erhohte Leukotrien Es-Werte gemessen wurden (siehe 1.4).

Eine Fragestellung war, ob die Proben eines Patienten bei verschiedenen Verdinnungen
hochgerechnet ahnliche Werte erbringen bzw. mit welchen Verdinnungen die
Konzentrationen uberhaupt im Messbereich der Standardkurve liegen. Dabei stellte sich
heraus, dass die verwendeten Kits teilweise Messschwankungen produzierten. Durch die
Verwendung von UltraPure Water konnten diese Schwankungen reduziert werden. Eine
Aufreinigung der Proben brachte nur bei Prostaglandin Fi, eine deutliche Besserung der
Werte, weshalb bei allen anderen Eicosanoiden darauf verzichtet werden konnte. Im
Allgemeinen wurde festgestellt, dass Verdunnungen, die beide im linearen Bereich der
Standardkurve liegen, auch vergleichbare Werte erbringen. Dieses Verhalten zeigt
Abbildung 2.1 exemplarisch fir Leukotrien B4. Der hier zu erkennende nicht unerhebliche
Unterschied zwischen den Verdinnungen von P1 Iasst sich dadurch erklaren, dass der im
Vergleich zu P2 und P3 niedrigere Messwert in der Verdlinnung 1:10 bereits den linearen

Bereich verlasst.
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Abb. 2.1: Vergleich von unverdiinnten mit 1:10 verdiinnten Proben (hochgerechnet, P1-3 =
Patient 1-3)

Sobald der lineare Bereich ganzlich verlassen wurde, berechnete die Software z. T.
allerdings starke Abweichungen. Durch das Ansetzen von 4 Verdunnungen pro Urinprobe
konnte fur jedes Eicosanoid der zu erwartende Messbereich ermittelt werden. So konnte
sichergestellt werden, dass flr jede Probe mindestens eine Verdinnung verlassliche
Messwerte im Bereich der Standardkurve erzielte. Besonders bei 12(S)-HETE und
15(S)-HETE zeigte sich hierbei ein besonders enger Messbereich, der trotz einer

sorgfaltigen Auswahl der eingesetzten Verdinnungen Schwankungen aufwies.

Des Weiteren sollte ermittelt werden, ob sich das Einfrieren der Proben auf die Messung
von Eicosanoiden auswirkt. Daher wurden die ausgewahlten Proben direkt nach

Asservierung gemessen und anschlieend bei -20° C eingefroren.
Nach 14 Tagen wurden die Proben aufgetaut und erneut gemessen. Die Abbildung 2.2

zeigt am Beispiel von Leukotrien E4, dass hierbei héchstens Anderungen um 30 %

auftraten.
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Abb. 2.2: Vergleich von frischen mit gefrorenen Proben (P1-3 = Patient 1-3)

Gerade unter dem Aspekt, dass zwischen Messungen mit verschiedenen EIA Kits geringe
Schwankungen auftraten, ist dieses Ergebnis zufriedenstellend. Ebenfalls erwahnenswert
ist die ermittelte hohe Leukotrien Es-Konzentration bei der Urinprobe des Asthmapatienten
(P2). So konnte der in der Fachliteratur vorbeschriebene Zusammenhang (siehe 1.4)

eindrucksvoll bestatigt werden (Asano 1995).
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2.5 Messung ausgewahlter Arachidonsaurestoffwechselprodukte

2.5.1 12(S)-HETE

Die Messung von 12(S)-HETE wurde mit dem 12(S)-HETE EIA Kit der Firma Assay
Designs (Catalog No. 900-050) durchgefuhrt. In den Vormessungen hatte sich das
Einsetzen von unverdunnten sowie 1:2 verdunnten Proben bewahrt. Daher musste als
erstes die Verdunnung aller Proben erfolgen. Dazu wurde - in mit Probennummern
beschriftete Reagiergefalle (1,5 mL) - jeweils 300 yL des mitgelieferten Assay Buffer
vorgelegt. Anschlieend wurden die Urinproben fir 10 Sekunden gevortext, jeweils 300 uL
davon in die vorbereiteten Gefalte gegeben und diese wiederum fir 10 Sekunden mit dem

Vortexer gemischt.

Die Vorbereitung des Standards erforderte 5 Reagiergefal’e (1,5 mL), die mit den Ziffern
1-5 beschriftet wurden. Gefal® 1 wurde mit 1 mL, die Gefalle 2-5 mit jeweils 750 yL Assay
Buffer geflllt. Aus Gefal® 1 wurden jedoch wieder 100 pL entnommen, um anschlielend
100 pL des mitgelieferten Standards (500000 pg/mL) einzuflllen. Diese Mischung wurde
fur 10 Sekunden gevortext. Danach wurden 250 yL aus Gefall 1 in Gefald 2 transferiert
und ebenfalls 10 Sekunden gemischt. Diese Prozedur wurde mit den Gefalten 2 und 3
sowie mit 4 und 5 wiederholt. Besonders wichtig flir eine gute Standardkurve war das
grundliche Vortexen. Auf diese Weise wurden die GefalRe mit folgenden 12(S)-HETE-
Konzentrationen versehen: 1: 50000 pg/mL, 2: 12500 pg/mL, 3: 3125 pg/mL, 4: 781 pg/mL
und 5: 195 pg/mL.

Das aufgetaute und auf Zimmertemperatur gewarmte 12(S)-HETE Conjugate wurde nun
fur die Messung der totalen Aktivitat des Tracers (siehe 2.3) 1:10 verdinnt, indem 50 pL
davon in einem 1,5-mL-Reagiergefald mit 450 uL Assay Buffer gemischt und wieder fir 10

Sekunden gevortext wurden.

Fir die Zubereitung des Waschpuffers wurden mit Hilfe einer serologischen Pipette 5 mL
des mitgelieferten Waschpufferkonzentrates in ein geeichtes 100 mL Glasgefal® gegeben
und anschlielend mit 95 mL Ultra Pure Water der Firma Cayman Chemical (Cat. No.
400000) aufgefullt.

Nun erfolgte das Beflllen der mitgelieferten 96-Well-Platte. Alle Messungen erfolgten
doppelt, je Probe wurden also 2 Wells bendtigt. Tabelle 2.2 (s. u.) zeigt exemplarisch
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einen Teil der Plattenbelegung. AuRerdem wurden sowohl der Standard als auch die
Proben kurz vor dem Pipettieren nochmals fir 5 Sekunden gevortext, um eine
gleichmafige Verteilung des Messsubstrates in den Proben zu erzielen. Jeweils 100 uL
Assay Buffer wurden in die Wells fir NSB (Non-Specific-Binding) und B, (maximale
Farbreaktion des gebundenen Tracers, siehe 2.3) gegeben, im Beispiel sind dies die Wells
E1, F1 (NSB) sowie G1 und H1 (Bo). Aus den Gefallen 1-5 der zuvor erstellten
Standardverdinnungsreihe wurden ebenso jeweils 100 yL in die entsprechenden Wells
der Reihen 2 und 3 auf der Platte pipettiert. Die Bezeichnung S1 in der Tabelle entspricht
dabei dem Gefal® 1. AnschlieBend konnten die restlichen Wells mit jeweils 100 pyL der
Proben beflllt werden. So wurden zum Beispiel jeweils 100 pyL der unverdinnten Probe 1
(1:1(1)) in die Wells A4 und A5 pipettiert und die Verdlinnung der gleichen Probe in die
Wells B4 und B5 gegeben. Analog dazu wurde die gesamte Platte mit weiteren Proben
und deren Verdinnungen befullt. In die NSB-Wells wurden weitere 50 pyL Assay Buffer
gegeben. Nun wurden jeweils 50 pyL des bereits erwahnten 12(S)-HETE Conjugate mit
Hilfe einer Wiederholungspipette in alle Wells aulter TA (Total Activity) und Blk (Blank)
pipettiert. Zum Schluss wurden noch jeweils 50 pL des mitgelieferten 12(S)-HETE-
Antikorpers in alle Wells aul3er Blk, TA und NSB gefllt.

1 2 3 4 5 6 7

A Blk S1 S5 | 1:1(1) | 1:1(1) | 1:15) | 1:1(5)
B Blk S1 S5 | 1:2(1) | 1:22(1) | 1:2(5) | 1:2(5)
Cc TA S2 1:12) | 1:112) | 1:16) | 1:1(6)
D TA S2 1:2(2) | 1:22) | 1:2(6) | 1:2(6)
E NSB | S3 1:1(3) | 1:113) | 1:1(7) | 1:1(7)
F NSB | S3 1:2(3) | 1:2(3) | 1:2(7) | 1:2(7)
G Bo S4 1:1(4) | 1:114) | 1:18) | 1:1(8)
H Bo sS4 1:2(4) | 1:2(4) | 1:2(8) | 1:2(8)

Tab. 2.2: Plattensetup bei 12(S)-HETE (Auszug)
Nach dem Beflillen der Platte wurde diese mit der mitgelieferten Klebefolie abgedeckt und

bei Zimmertemperatur 2 Stunden lang auf einem Plattenmischgerat bei ca. 500 rpm
inkubiert.
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Nach Ablauf der Inkubationszeit wurden die Wells Uber einem Waschbecken ausgeleert
und auf einem Stapel Papierhandtiicher vorsichtig ausgeklopft. Nun wurde ein Teil des
zubereiteten Waschpuffers in ein passendes Schiffchen geftillt und mit Hilfe einer 8-Fach-
Pipette wurden in jedes Well 400 pyL davon gegeben. Danach erfolgte erneut ein
Ausklopfen. Dieser Waschvorgang wurde zwei Mal wiederholt. Nach dem dritten und
letzten Waschgang mussten die Wells so lange ausgeklopft werden, bis kein Waschpuffer

mehr zu sehen war.

Im nachsten Schritt wurden jeweils 5 pL des verdunnten 12(S)-HETE-Conjugate in die
TA-Wells gegeben. AnschlieBend wurden 200 pyL des mitgelieferten para-Nitrophenyl
Phosphate Substrate (pNpp Substrate) wieder mit Hilfe der 8-fach-Pipette in jedes Well
pipettiert und die Platte mit Klebefolie abgedeckt. Darauf folgte nochmals eine Inkubation

der Platte, diesmal allerdings fur 3 Stunden bei 37° C ohne Mischgerat.

Wahrend der Inkubationszeit verfarbte sich der Inhalt der Wells je nach 12(S)-HETE-
Konzentration mehr oder weniger stark gelb. Nach Ablauf der 3 Stunden musste noch die
mitgelieferte Stop Solution zugegeben werden, um die Reaktion zu beenden. Dazu
wurden nach Abziehen der Folie in jedes Well noch 50 uL Stop Solution pipettiert.

Unmittelbar danach musste mit einem Plattenlesegerat die optische Dichte der Proben bei
einer Wellenlange von 405 nm bestimmt werden. Das Lesegerat wurde uber einen PC mit
der Software SOFTMAX® von Molecular Devices gesteuert. Dieses Programm erstellt eine
Standardkurve und berechnet daraus die Konzentrationen der Proben. Da dieser Vorgang
der Auswertung fur alle gemessenen Stoffwechselprodukte identisch ist, wird dieser weiter

unten ausfuhrlich behandelt (siehe 2.6).

2.5.2 15(S)-HETE

FUr die Messung von 15(S)-HETE wurde der 15(S)-HETE Enzyme Immunoassay Kit der
Firma Assay Designs (Catalog No. 900-051) verwendet. Bei gleichen Arbeitsschritten wird

in der folgenden Beschreibung auf den ahnlich aufgebauten 12(S)-HETE-Kit verwiesen.

In den Vormessungen wurden mit 1:2 sowie 1:5 verdunnten Urinproben die besten
Ergebnisse erzielt. Daher mussten auch hier als erstes alle Proben verdunnt werden.
Dazu wurde fur die 1:2 Verdinnung in mit Probennummern beschriftete

1,5-mL-Reagiergefalle jeweils 300 uL des mitgelieferten Assay Buffer vorgelegt.
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AnschlieRend wurden jeweils 300 pyL des zuvor 10 Sekunden gevortexten Urins hinzu
gegeben. Nach dem SchlielRen der Gefalke erfolgte wieder ein 10-sekindiges Mischen mit
dem Vortexer. Die 1:5 Verdunnung wurde analog dazu vorgenommen, jedoch mit 400 yL
Assay Buffer und 100 pL Urin.

Die Vorbereitung von Waschpuffer und Standard entsprach genau dem Vorgehen bei der
Messung von 12(S)-HETE (siehe 2.5.1). Durch den Einsatz des 15(S)-HETE Standard
(200000 pg/mL) ergab sich hier allerdings eine Verdlinnungsreihe mit folgenden
Konzentrationen von 15(S)-HETE: 1: 20000 pg/mL, 2: 5000 pg/mL, 3: 1250 pg/mL,
4: 312,5 pg/mL und 5: 78,12 pg/mL.

Die Befullung der 96-Well-Platte konnte - unter Verwendung von entsprechendem
15(S)-HETE-Antikorper und 15(S)-HETE-Conjugate - ebenfalls analog zu Kapitel 2.5.1
durchgeflhrt werden (siehe Tab. 2.3).

1 2 3 4 5 6 7

A Blk S1 S5 | 1:2(1) | 1:2(1) | 1:2(5) | 1:2(5)
B Blk S1 S5 | 1:5(1) | 1:5(1) | 1:5(5) | 1:5(5)
Cc TA S2 1:2(2) | 1:22) | 1:2(6) | 1:2(6)
D TA S2 1:5(2) | 1:5(2) | 1:5(6) | 1:5(6)
E NSB | S3 1:2(3) | 1:2(3) | 1:2(7) | 1:2(7)
F NSB | S3 1:5(3) | 1:5(3) | 1:5(7) | 1:5(7)
G Bo sS4 1:2(4) | 1:2(4) | 1:2(8) | 1:2(8)
H Bo sS4 1:5(4) | 1:5(4) | 1:5(8) | 1:5(8)

Tab. 2.3: Plattensetup bei 15(S)-HETE (Auszug)

Nach dem Beflllen der Platte wurde diese mit der mitgelieferten Klebefolie abgedeckt und
bei einer Temperatur von 4° C fur 18-24 Stunden inkubiert.

Der anschlieBende Waschvorgang konnte nach Ablauf der langeren Inkubationszeit
wiederum genau wie in Kapitel 2.5.1 beschrieben durchgefuhrt werden.
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Danach wurden jeweils 5 L 15(S)-HETE-Conjugate unverdunnt in die TA-Wells gegeben.
Mit dem anschlieRenden Pipettieren von 200 yL des mitgelieferten pNpp Substrate in
jedes Well mit der 8-fach-Pipette wurde die Farbreaktion gestartet. Nach Abdecken der
Platte mit Klebefolie erfolgte eine weitere Inkubation fur 1 Stunde bei einer Temperatur
von 37° C.

Nach Ablauf der 60 Minuten und Abziehen der Folie wurde mit dem Zugeben von 50 pL
der mitgelieferten Stop Solution die Reaktion beendet.

Unmittelbar danach musste - analog zur Messung von 12(S)-HETE (siehe 2.5.1) - mit
einem Plattenlesegerat die optische Dichte der Proben bei einer Wellenlange von 405 nm

bestimmt werden. Weitere Einzelheiten zur Messung finden sich in Kapitel 2.6.

2.5.3 Leukotrien B4

Bei der Ermittlung von Leukotrien B4 in den Urinproben kam der Leukotriene B4 EIA Kit der
Firma Cayman Chemical (Catalog No. 520111) zum Einsatz. Mit unverdinnten Proben
wurden meist gute Ergebnisse erzielt. Um jedoch auch bei hoheren Konzentrationen

zuverlassige Werte zu messen, wurde zusatzlich eine 1:5 Verdunnung erstellt.

Bevor die Verdunnung hergestellt werden konnte, wurden alle fur den Kit bendtigten Puffer
zubereitet. Zur Herstellung des EIA Buffer wurde der Inhalt des mitgelieferten EIA Buffer
Concentrate (10 mL) mit 90 mL UltraPure Water (Cayman Chemical, Catalog No. 400000)
mit Hilfe einer serologischen Pipette verdunnt. Um von dem kristallinen Puffer-Konzentrat
nichts zu verlieren, wurde das Originalgefal® noch mit dem zur Verdinnung verwendeten

Wasser ausgespult.

Zur Waschpuffer-Zubereitung wurde ein geeichtes 500 mL-Glasgefall bendtigt. Mit einer
1000 pL-Pipette wurden 1,25 mL des im Kit enthaltenen Wash Buffer Concentrate in das
Glasgefal® gegeben und anschlieBend mit UltraPure Water bis zur 500 mL-Markierung

aufgeflllt. Zuletzt wurden noch 250 pL des mitgelieferten Tween 20 hinzugeflgt.

Nun konnte die Verdinnung der Proben erfolgen. Dazu wurden entsprechend beschriftete
1,5-mL-Reagiergefale mit jeweils 400 yL EIA Buffer befiillt. Nach Zugabe von jeweils
100 uL der zuvor 10 Sekunden gevortexten Proben wurden alle Gefalde geschlossen und

nochmals 10 Sekunden mit dem Vortexer gemischt.
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Zur Vorbereitung des Standards wurden 8 Reagiergefalle (1,5 mL) mit den Ziffern 1-8
beschriftet und ein weiteres mit dem Buchstaben S markiert. Vor dem Start der
Verdunnungsreihe wurde ein sogenannter Bulk Standard erstellt. Dafur wurde eine
200-pL-Pipettenspitze in 100% Ethanol equilibriert, indem 3 mal 100 uL Ethanol
aufgezogen und wieder abgelassen wurden. Anschlieliend konnten mit der leeren Spitze
100 pL des mitgelieferten LTB4 Standard (50 ng/mL) in das Gefall S transferiert werden.
Dieses Gefall wurde danach mit 900 pyL UltraPure Water aufgeflllt. Auf diese Weise
wurde eine Konzentration von 5 ng/mL erreicht. Nun wurden die Gefal’e 1-8 mit EIA Buffer
befullt: 900 pL in das Gefal 1 und 500 uL in die GefalRe 2-8. Jetzt wurden 100 uL aus
Gefal ,S* in Gefall 1 gegeben und flr 10 Sekunden gevortext. Um die Verdlinnungsreihe
zu erstellen, wurden 500 pL aus Gefall 1 genommen und in Gefaly 2 gefullt und
anschlielfend fur 10 Sekunden gevortext. Danach wurden 500 pyL von Gefal® 2 nach
Gefaly 3 transferiert und ebenfalls 10 Sekunden gevortext. Dieses Vorgehen wurde fir die
GefalRe 4-8 wiederholt. So ergab sich folgende Verdlnnungsreihe: 1: 500 pg/mL,
2: 250 pg/mL, 3: 125 pg/mL, 4: 62,5 pg/mL, 5: 31,3 pg/mL, 6: 15,6 pg/mL, 7: 7,8 pg/mL,
8: 3,9 pg/mL.

Bevor Standard und Proben auf die Platte pipettiert werden konnten, mussten noch Tracer
und Antiserum zubereitet werden. Mit Hilfe einer 10 mL fassenden serologischen Pipette
wurden 6 mL EIA Buffer in das kleine Glasgefald des mitgelieferten 100 dtn LTB4 Tracer
geflllt. Um diesem farblosen Gemisch eine Farbe als Pipettierhilfe zu verleihen, wurden
noch 60 pL des ebenfalls mitgelieferten Tracer Dye hinzugefligt. Analog dazu wurde das
100 dtn LTB4 Antiserum mit 6 mL EIA Buffer aufgeflllt und anschlieRend mit 60 pL
Antiserum Dye versehen. So entstanden ein rot gefarbter Tracer und ein blau gefarbtes

Antiserum.

Die nachfolgende Belegung der Platte erfolgte nach dem unten stehenden Schema
(Tab. 2.4). Auf Grund der niedrigen Menge (50 pL) wurde bei jeder neuen Probe vor dem
eigentlichen Pipettieren zwei mal die Pipettiermenge aufgezogen und wieder abgelassen,
um bei den Doppelbestimmungen moglichst genau gleiche Mengen zu pipettieren.
Aulerdem wurden alle Reagiergefal’e kurz vor dem Pipettieren nochmals fur 5 Sekunden
gevortext. Zuerst wurden jeweils 100 uL EIA Buffer in die NSB-Wells und 50 uL EIA Buffer
in die Bo-Wells gegeben. Beim nachfolgenden Pipettieren des Standards wurde fir alle
Verdunnungen die gleiche Pipettenspitze verwendet. Beginnend mit der niedrigsten

LTBs-Konzentration (Gefals 8) und jeweils mit der nachsthdoheren Konzentration
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fortfahrend, wurden hierbei 50 pL in jedes Well gefullt und so die Platze S1-S8 belegt.
Beim anschlielRenden Einflillen der unverdinnten und 1:5 verdinnten Proben wurde
ebenso die Menge von 50 pL je Well pipettiert und somit die entsprechend
gekennzeichneten Wells (z. B. 1:1(1) = Probe 1 unverdinnt) gefullt. Danach wurden mit
Hilfe einer Wiederholungspipette jeweils 50 uL des zuvor bereiteten Tracers in alle Wells
aulBer Blk und TA gegeben. Zuletzt kamen weitere 50 pyL des blauen Antiserums hinzu,

welches in samtliche Wells mit Ausnahme von Blk, TA und NSB pipettiert wurde.

1 2 3 4 5 6 7
A Blk S1 S1 | 1:1(1) | 1111 | 1:15) | 1:1(5)
B Blk S2 S2 | 1:5(1) | 1:5(1) | 1:5(5) | 1:5(5)
Cc NSB | S3 S3 | 1:112) | 1:112) | 1:16) | 1:1(6)
D NSB | sS4 S4 | 155(2) | 1:5(2) | 1:5(6) | 1:5(6)
E Bo S5 S5 | 1:13) | 111(3) | 1:1(7) | 1:11(7)
F Bo S6 S6 | 1:5(3) | 1:5(3) | 1:5(7) | 1:5(7)
G TA s7 S7 | 1:114) | 1:1(4) | 1:18) | 1:1(8)
H TA S8 S8 | 1:5(4) | 1:5(4) | 1:5(8) | 1:5(8)

Tab. 2.4: Plattensetup bei Leukotrien B, (Auszug)

Nach diesem Vorgang wurde die Platte mit der enthaltenen Klebefolie abgedeckt und flr
18 Stunden bei einer Temperatur von 4° C inkubiert. Fir den anschlieRenden
Waschvorgang wurde nach Ablauf der Inkubationszeit ein Teil des vorbereiteten
Waschpuffers in ein passendes Schiffchen gefullt. Nach dem Ausleeren des
Platteninhaltes wurden zum Auswaschen mit Hilfe einer 8-fach-Pipette jeweils 400 pL
Waschpuffer in jedes Well gefullt. Danach erfolgte ein erneutes Ausleeren und danach ein
vorsichtiges Ausklopfen der Platte auf einem Stapel Papierhandticher. Dieser
Waschvorgang wurde 4 weitere Male wiederholt. Nach dem letzten Waschen musste die
Platte grundlich ausgeklopft werden, um den Waschpuffer komplett aus den Wells zu

entfernen.

Far den letzten Schritt der Entwicklung musste das so genannte Eliman’s Reagent
zubereitet werden. Dazu musste der Inhalt des mitgelieferten 100 dtn Gefa® mit Ellman’s

Reagent in 20 mL UltraPure Water aufgelost werden. Mit einer 10 mL fassenden
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serologischen Pipette wurden ca. 5 mL des Wassers in dieses Gefall gegeben und nach
kurzem Schitteln in ein 50-mL-Reagiergefall gegeben. Um sicher zu gehen, dass sich der
gesamte Inhalt auflost, wurde dieser Vorgang insgesamt dreimal wiederholt und das noch
fehlende Wasser in das Reagiergefal® gegeben. Nach dem Umflllen in ein Schiffchen
konnten mit der 8-fach-Pipette alle Wells mit jeweils 200 pL davon beflllt werden.
AuRerdem wurden zusatzlich jeweils 5 pL des Tracers in die beiden TA-Wells gegeben.
AnschlieBend wurde die Platte wieder mit Klebefolie bedeckt und lichtdicht in
Aluminiumfolie eingepackt. Jetzt folgte eine weitere Inkubation fur 90 Minuten, wobei die

Platte auf einem Mischgerat bei 500 rpm installiert war.

Nach Ablauf von 90 Minuten wurde nach Abziehen der Klebefolie der Plattenboden mit
einem Papiertuch von evtl. entstandenen Fingerabdricken gereinigt und mit einem
Plattenlesegerat bei einer Wellenlange von 405 nm ausgelesen. Sofern der Bo-Wert (mit
bereits abgezogenem Blank-Wert) fir die optische Dichte bei unter 0,3 lag, wurde die
Platte flir weitere 15 Minuten lichtdicht verpackt auf das Mischgerat gestellt und spater

erneut ausgelesen. Der Vorgang der Messung ist im Kapitel 2.6 ausflhrlich beschrieben.

2.5.4 Leukotrien E4

Fir die Ermittlung von Leukotrien E4 in den Urinproben wurde der Leukotriene E,4 EIA Kit
der Firma Cayman Chemical (Catalog No. 520411) verwendet. Da 1:2 und 1:5 verdunnte
Proben bei den Testmessungen die zuverlassigsten Ergebnisse erzielten, wurden diese
beiden Verdunnungen hergestellt. Da viele Arbeitsschritte identisch mit der Messung von

Leukotrien B, waren, wird auf das entsprechende Kapitel verwiesen.

Die zu Beginn erfolgte Herstellung des EIA Buffer und des Waschpuffers entsprach genau

dem Vorgehen bei der Messung von Leukotrien B4 (siehe 2.5.3).

Far die 1:2 Verdunnung wurden entsprechend beschriftete 1,5-mL-Reagiergefalie mit
jeweils 300 uL EIA Buffer befullt. Nach Zugabe von jeweils 300 pyL der bereits zuvor
10 Sekunden gevortexten Proben wurden alle Gefalte geschlossen und nochmals
10 Sekunden mit dem Vortexer gemischt. Die 1:5 Verdlinnung entstand analog dazu mit
400 pL EIA Buffer und 100 uL Urin.

Auch die Vorbereitung von Standard, Tracer und Antiserum erfolgte analog zur Messung
von Leukotrien By (siehe 2.5.3). Hierfir wurde der mitgelieferte LTE4 Standard (100 ng/mL)
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verwendet, woraus sich bei ansonsten identischem Vorgehen folgende Verdunnungsreihe
ergab: 1: 1000 pg/mL, 2: 500 pg/mL, 3: 250 pg/mL, 4: 125 pg/mL, 5: 62,5 pg/mL,
6: 31,3 pg/mL, 7: 15,6 pg/mL, 8: 7,8 pg/mL. Entsprechend wurde fir die anderen
Reagenzien LTE4 Tracer und LTE, Antiserum eingesetzt.

Bis auf das Einsetzen anderer Verdinnungen (1:2 und 1:5) erfolgte auch die Belegung der
Platte auf die gleiche Art und Weise wie in Kapitel 2.5.3 bereits beschrieben. So ergibt sich
die in Tabelle 2.5 dargestellte Einteilung.

1 2 3 4 5 6 7

A Blk S1 S1 | 1:2(1) | 1:22(1) | 1:2(5) | 1:2(5)
B Blk S2 S2 | 1:5(1) | 1:5(1) | 1:5(5) | 1:5(5)
Cc NSB | S3 S3 | 1:22) | 1:2(2) | 1:2(6) | 1:2(6)
D NSB | sS4 S4 | 155(2) | 1:5(2) | 1:5(6) | 1:5(6)
E Bo S5 S5 | 1:22(3) | 1:2(3) | 1:2(7) | 1:27)
F Bo S6 S6 | 1:5(3) | 1:5(3) | 1:5(7) | 1:5(7)
G TA S7 S7 | 1:224) | 1:2(4) | 1:2(8) | 1:2(8)
H TA S8 S8 | 1:5(4) | 1:5(4) | 1:5(8) | 1:5(8)

Tab. 2.5: Plattensetup bei Leukotrien E, (Auszug)

Die folgende Schritte (Inkubation, Auswaschen der Platte, Zubereitung und Einsatz von
Ellman's Reagent sowie die Messung) waren im Wesentlichen ebenfalls mit dem
Vorgehen bei Leukotrien B, identisch (siehe 2.5.3). Es bestanden nur folgende
Unterschiede: Die erste Inkubation erfolgte 18 Stunden bei Raumtemperatur, aul’erdem

wurde nach Anwendung von Ellman's Reagent nur fur weitere 60 Minuten inkubiert.

2.5.5 Prostaglandin E Metaboliten

Die Messung von Prostaglandin E, erforderte den entsprechenden Prostaglandin E
Metabolite EIA Kit der Firma Cayman Chemical (Catalog No. 514531). Die Verwendung

von unverdiunnten sowie 1:10 verdinnten Proben hatte sich im Vorfeld als sinnvoll

erwiesen. Auf Grund der chemischen Instabilitat der Endmetaboliten von Prostaglandin E.
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mussten diese vor der Messung in ein stabiles Produkt Uberfuhrt werden. Dazu wurde eine
Derivatisierung durchgefuhrt.

Zuvor wurden jedoch alle flr den Kit bendtigten Puffer zubereitet. Zur Herstellung des EIA
Buffer wurde der Inhalt des mitgelieferten EIA Buffer Concentrate (10 mL) mit 90 mL
UltraPure Water (Cayman Chemical, Catalog No. 400000) verdunnt (siehe auch 2.5.3).

Auf die gleiche Art und Weise wurde auch der bendtigte 1 M Phosphate Buffer hergestellt.
Dafur wurde der Inhalt des mitgelieferten 100 dtn Phosphate Buffer in 30 mL UltraPure
Water in einem weiteren Glasgefald aufgeldst. So entstand schliel3lich auch noch der 1 M
Carbonate Buffer, hierfir wurden die 100 dtn Carbonate Buffer in 25 mL UltraPure Water
aufgeldst. Die Glasgefalte wurden nun geschlossen und so lange geschwenkt, bis die

Kristalle vollstandig aufgelost waren.

Aus den bisher zubereiteten Puffern wurden nun 20 mL des sogenannten PGEM Assay
Buffer hergestellt. Hierzu wurden mit jeweils frischen serologischen Pipetten 13 mL EIA
Buffer, 3 mL Carbonate Buffer und 4 mL Phosphate Buffer in einem Glasgefal®

zusammengefihrt.

Die aullerdem notige Zubereitung eines Waschpuffers wurde bereits im Kapitel 2.5.3

beschrieben.

Nun konnte die Derivatisierung von Standard und Proben erfolgen. Nach dem
Equilibrieren einer 200 uL Pipettenspitze in 100% Ethanol (3x aufziehen und wieder
ablassen) wurden mit dieser Spitze 100 pL des im Kit enthaltenen PGEM Standard in ein
1,5-mL-Reagiergefal} Ubertragen. AnschlieBend wurden 900 pL UltraPure Water
hinzugefligt. Von diesem so entstandenen Bulk Standard mit der Konzentration von 40
ng/mL wurden 50 pL in ein mit dem Buchstaben S beschriftetes 2-mL-Reagiergefal®
ubertragen. In dieses Gefall "S" wurden nun noch 950 pyL EIA Buffer sowie 300 pL
Carbonate Buffer pipettiert. Diese Standard-Losung musste nun flr 18 Stunden bei einer
Temperatur von 37° C inkubiert werden. Nach Ablauf dieser Zeit kamen noch 400 uL
Phosphate Buffer und 300 uL EIA Buffer hinzu, wodurch im Gefal3 S eine Konzentration
von 1000 pg/mL entstand.

Zur Derivatisierung der Proben mussten jeweils 500 uL Urin in entsprechend beschriftete

1,5-mL-Reagiergefalle gefullt werden. Dazu wurden noch jeweils 150 yL Carbonate Buffer
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pipettiert, anschlielend musste dieses Gemisch ebenfalls fur 18 Stunden bei 37° C
inkubiert werden. Es war darauf zu achten, dass Standard und Proben fiir die gleiche
Zeitdauer inkubiert wurden. Nach Ablauf der 18 Stunden wurden noch jeweils 200 uL
Phosphate Buffer und 150 pL EIA Buffer hinzugefugt. Jetzt konnte auch die 1:10
Verdinnung der nun derivatisierten Proben erfolgen. Dazu wurden jeweils 450 pL des
PGEM Assay Buffer in beschriftete 1,5-mL-Reagiergefalle gefillt. Anschlieliend wurden
jeweils 50 pL des derivatisierten Urins hinzugefligt und diese Mischung flr 10 Sekunden

mit dem Vortexer gemischt.

Far die Herstellung der Standardverdinnungsreihe wurden 8 Reagiergefal’e (1,5 mL) mit
den Ziffern 1-8 beschriftet. Diese Gefalte wurden wie folgt mit PGEM Assay Buffer befillt:
950 pL in das Gefall 1 und 500 pL in die GefalRe 2-8. Jetzt wurden 50 uyL aus dem
derivatisierten Gefal® "S" in Gefal® 1 gegeben und fur 10 Sekunden gevortext. Um die
Verdinnungsreihe zu erstellen, wurden nun 500 yL aus Gefall 1 genommen und in Gefaly
2 gefillt und anschlief3end flr 10 Sekunden gevortext. Danach wurden 500 uL von Gefal
2 nach Gefal 3 transferiert und ebenfalls 10 Sekunden gevortext. Dieses Vorgehen wurde
fur die Gefalle 4-8 wiederholt. So entstand folgende Verdunnungsreihe: 1: 50 pg/mL,
2: 25 pg/mL, 3: 12,5 pg/mL, 4: 6,25 pg/mL, 5: 3,1,3 pg/mL, 6: 1,56 pg/mL, 7: 0,78 pg/mL,
8: 0,39 pg/mL.

Die Zubereitung von PGEM Tracer und Antiserum erfolgte analog zum Vorgehen bei der

Messung von Leukotrien B, (siehe 2.5.3).

Die nachfolgende Belegung der Platte erfolgte nach dem unten stehenden Schema
(Tab. 2.6). Auf Grund der niedrigen Menge (50 pL) wurde bei jeder neuen Probe vor dem
eigentlichen Pipettieren 2 mal die Pipettiermenge aufgezogen und wieder abgelassen, um
bei den Doppelbestimmungen mdglichst genau gleiche Mengen zu pipettieren. AuRerdem
wurden alle Reagiergefal’e kurz vor dem Pipettieren nochmals fur 5 Sekunden gevortext.
Zuerst wurden jeweils 50 pL EIA Buffer und 50 yL PGEM Assay Buffer in die NSB-Wells
sowie 50 uyL PGEM Assay Buffer in die Bo-Wells gegeben. Beim nachfolgenden Pipettieren
des Standards wurde fur alle Verdinnungen die gleiche Pipettenspitze verwendet.
Beginnend mit der niedrigsten PGEM-Konzentration (Gefa® 8) und jeweils mit der
nachsthéheren Konzentration fortfahrend, wurden hierbei 50 pL in jedes Well gefullt und
so die Platze S1-S8 belegt. Beim anschlielienden Einflillen der unverdinnten und 1:10
verdunnten Proben wurde ebenso die Menge von 50 uL je Well pipettiert und somit die

entsprechend gekennzeichneten Wells (z. B. 1:1(1) = Probe 1 unverdinnt) gefullt. Danach
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wurden mit Hilfe einer Wiederholungspipette jeweils 50 uL des zuvor bereiteten Tracers in
alle Wells aulder Blk und TA gegeben. Zuletzt kamen weitere 50 uL des blauen Antiserums

hinzu, dieses wurde in samtliche Wells mit Ausnahme von Blk, TA und NSB pipettiert.

1 2 3 4 5 6 7

A Blk S1 S1 | 1:1(1) | 11110 | 1:15) | 1:1(5)
B Blk S2 S2 | 1:10(1) | 1:10(1) | 1:10(5) | 1:10(5)
Cc NSB | S3 S3 | 1:1(2) | 1:1(2) | 1:16) | 1:1(6)
D NSB | sS4 S4 | 1:10(2) | 1:10(2) | 1:10(6) | 1:10(6)
E Bo S5 S5 | 1:13) | 111(3) | 1:1(7) | 1:11(7)
F Bo S6 S6 | 1:10(3) | 1:10(3) | 1:10(7) | 1:10(7)
G TA s7 S7 | 1:114) | 1:1(4) | 1:18) | 1:1(8)
H TA S8 S8 | 1:10(4) | 1:10(4) | 1:10(8) | 1:10(8)

Tab. 2.6: Plattensetup bei Prostaglandin E Metaboliten (Auszug)

Nach diesem Vorgang wurde die Platte mit der enthaltenen Klebefolie abgedeckt und flr

18 Stunden bei Raumtemperatur inkubiert.

Der anschlieliende Waschvorgang sowie Zubereitung und Anwendung von Ellman's
Reagent wurden genau wie in Kapitel 2.5.3 beschrieben durchgefihrt.

Nach dem Pipettieren von Ellman's Reagent und PGEM-Tracer (Total Activity) wurde die
Platte wieder mit Klebefolie bedeckt und lichtdicht in Aluminiumfolie eingepackt. Es folgte
eine weitere Inkubation fur 60 Minuten auf einem Mischgerat bei 500 rpm.

Nach Ablauf von 60 Minuten erfolgte die Messung wie in 2.5.3 und 2.6 beschrieben.
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2.5.6 6-keto Prostaglandin Fq

2.5.6.1 Aufreinigung

Die Messung von 6-keto Prostaglandin Fi,erfolgte mit dem 6-keto Prostaglandin Fi, EIA
Kit (Cayman Chemical, Catalog Nr. 515211). In den Probemessungen zeigte sich, dass
zuvor aufgereinigte Proben geringere Abweichungen zwischen verschiedenen
Verdunnungen aufwiesen. Aus diesem Grund wurde das von Cayman Chemical
vorgeschlagene Aufreinigungsprotokoll fur alle Proben durchgefihrt. Zur Messung der
resuspendierten Proben erbrachten Verdiunnungen von 1:10 und 1:50 die besten

Ergebnisse.

Die Zubereitung von EIA Buffer und Waschpuffer erfolgte wie in Kapitel 2.5.3 beschrieben.

Vor Beginn der Aufreinigung wurde von jeder Urinprobe ein 1,5-mL-Reagiergefal® mit
jeweils 250 pL Inhalt erstellt. Da nur eine Vergleichsmessung durchgefuhrt wurde, war die
Mitflhrung eines so genannten Spike (Standard + Probe) zur Ermittlung des
Substratverlustes bei Aufreinigung nicht nétig. Fur die spatere Verwendung wurden noch
500 mL gesattigte Kochsalzlésung (ca. 28 %) sowie ein Gemisch aus 500 mL Ethylacetat
und 167 mL Aceton (75:25) hergestellt.

Im ersten Schritt wurden zu den 250 uL der Probe 1 mL Aceton gegeben, das Gefal
verschlossen und zwei Mal fur jeweils 10 Sekunden gevortext. AnschlieBend erfolgte eine
Inkubation bei 4° C fur 5 Minuten. Danach wurde die Probe bei 3000 g fur 10 Minuten
zentrifugiert, um ausgefallte Proteine zu entfernen. Der Uberstand konnte nun in ein
1,5-mL-Reagiergefall umgefillt werden. Danach wurde dieses Gefall in eine
Vakuumzentrifuge gestellt um das Aceton abzusaugen. Dieser Vorgang konnte beendet
werden, sobald das Gefal} ausgetrocknet war (ca. 2,5 Stunden). Jetzt wurde die Probe in
1 mL gesattigter NaCl-Losung (ca. 28 %) resuspendiert und flr 10 Sekunden gevortext.
Fir die weiteren Schritte musste diese Losung noch in ein 15-mL-Reagiergefald umgefuillt

werden.
Um ein Verbleiben von Probenmaterial im 1,5-mL-Reagiergefal® zu vermeiden, wurde

dieses mit 1 mL von einem Gemisch aus Ethylacetat und Aceton (75:25) gespult, und

diese Menge ebenfalls in das grofiere Gefald umgefillt. Als nachstes wurden weitere
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4 mL Ethylacetat/Aceton mit Hilfe einer serologischen Pipette in das 15-mL-Reagiergefal}
gegeben. Nach dem Verschlielten des Gefalies erfolgte ein Vortexen fir 10 Sekunden.
Von den nun sichtbaren zwei Phasen konnte die obere Phase mit einer serologischen
Pipette vorsichtig abgezogen und in ein weiteres 15-mL-Reagiergefal} Ubertragen werden.
AnschlieBend wurden nochmals 5 mL Ethylacetat/Aceton in das erste 15-mL-
Reagiergefald gefillt und nach 10 Sekunden vortexen die obere Phase erneut in das
zweite Gefall Uberfuhrt. Nach diesem Schritt konnten die Proben fur bis zu 4 Wochen bei
-20° C aufbewahrt werden, um direkt vor der Messung das Ethylacetat/Aceton unter dem
Abzug vollstandig verdampfen zu lassen. Im Anschluss an diesen Prozess wurde die
Probe in 500 pL EIA Buffer resuspendiert und fir 10 Sekunden gevortext.

Far die 1:10 Verdinnung wurden entsprechend beschriftete 1,5-mL-Reagiergefalie mit
jeweils 900 pL EIA Buffer beflllt. Nach Zugabe von jeweils 100 yL der resuspendierten
Proben wurden alle GefalRe geschlossen und 10 Sekunden mit dem Vortexer gemischt.
Die 1:50 Verdunnung entstand durch eine Weiterverdinnung. Wiederum wurden
1,5-mL-Reagiergefalle beschriftet und mit 400 uL EIA Buffer beflllt. Nun erfolgte durch
Zugabe von 100 pL der 1:10 Verdunnung die Herstellung einer 1:50 Losung.

2.5.6.2 Messung

Die Vorbereitung des Standards konnte analog zur Messung von Leukotrien Bs
durchgefuhrt werden (siehe 2.5.3). Mit dem Einsatz des mitgelieferten 6-keto

Prostaglandin Fi,Standard (50 ng/mL) ergaben sich folgende Konzentrationen: 1: 500

pg/mL, 2: 250 pg/mL, 3: 125 pg/mL, 4: 62,5 pg/mL, 5: 31,3 pg/mL, 6: 15,6 pg/mL,

7: 7,8 pg/mL, 8: 3,9 pg/mL.

Auch die Zubereitung von Tracer und Antiserum sowie das Befullen der Platte (siehe Tab.
2.7) erfolgte wie in Kapitel 2.5.3 beschreiben. Es wurden lediglich 6-keto Prostaglandin

Fi« Tracer und Antiserum sowie die entsprechenden Verdlinnungen der zu messenden

Proben eingesetzt.
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1 2 3 4 5 6 7
A Blk S1 S1 | 1:10(1) | 1:10(1) | 1:10(5) | 1:10(5)
B Blk S2 S2 | 1:50(1) | 1:50(1) | 1:50(5) | 1:50(5)
c NSB | S3 S3 | 1:10(2) | 1:10(2) | 1:10(6) | 1:10(6)
D NSB | sS4 S4 | 1:50(2) | 1:50(2) | 1:50(6) | 1:50(6)
E Bo S5 S5 | 1:10(3) | 1:10(3) | 1:10(7) | 1:10(7)
F Bo S6 S6 | 1:50(3) | 1:50(3) | 1:50(7) | 1:50(7)
G TA s7 S7 | 1:10(4) | 1:10(4) | 1:10(8) | 1:10(8)
H TA S8 S8 | 1:50(4) | 1:50(4) | 1:50(8) | 1:50(8)

Tab. 2.7: Plattensetup bei 6-keto Prostaglandin F1, (Auszug)

Die darauf folgende Inkubation (18 Stunden bei 4° C), das Auswaschen der Platte, die
Zubereitung und Anwendung von Ellman's Reagent sowie die Messung nach weiteren 90
Minuten 2.5.3 bereits beschrieben

Inkubationszeit wurden genau wie in Kapitel

durchgefuhrt.

2.6 Messung der optischen Dichte

Alle fertigen Platten wurden mit dem Plattenlesegerat "E max precison microplate reader"
(Molecular Devices) bei einer Wellenlange von 405 nm ausgelesen. Fur jedes Well wurde
dabei die optische Dichte (OD) ermittelt. Das Lesegerat war an einen PC angeschlossen.
Uber die dort installierte Software SOFTMAX® (Version 2.34, Molecular Devices) konnte
der Auslesevorgang gesteuert werden. In der Setup-Einstellung "Instrument" wurden
folgende Einstellungen vorgenommen: Mode Endpoint L1; Wavelength L1 405; Automix
Off; Auto Calibrate On. Mit der Einstellung "Template" wurde das Fenster mit der
Plattenbelegung aufgerufen. Hier wurde analog zu oben stehenden Tabellen die Belegung
eingetragen. Fir die Werte "Blank" und "Standard" waren vom Programm entsprechende
Schaltknopf
Standardverdinnungsreihe eingetragen werden. Das Programm bendtigte lediglich die

Eintrage vorgesehen. Hier konnte Uber den "Series"  die

Startkonzentration und den Multiplikationsfaktor. Alle anderen Wells wurden mit
"Unknown" bezeichnet, allerdings wurde jedem Well der entsprechende Name bzw. die
Probennummer sowie die Verdiunnung eindeutig zugeordnet. Auf diese Weise erhielt die

Software die nétigen Informationen fur eine Berechnung der Probenkonzentrationen. Nun
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konnte die von Fingerabdriicken gereinigte Platte den Markierungen entsprechend in das
Gerat eingesetzt werden. Mit dem Befehl "Read Plate" im Menu "Control" wurde der
Auslesevorgang gestartet. Im Menupunkt "Display" konnten danach sowohl die Rohdaten
der Messung als auch berechnete Daten angezeigt werden. Ausdrucke wurden von
folgenden Daten erstellt: Raw Data Plate (Rohdaten der OD-Werte fur jedes einzelne
Well), Analyzed Curve (graphische Darstellung der Standardkurve, Curve Fit:
4-Parameter) und Analyzed Report (Ausgabe der errechneten Konzentrationen der

jeweiligen Proben).

2.7 Datenverarbeitung

Die auf diese Weise gewonnenen Messwerte wurden anschlieBend auf ihre
Zuverlassigkeit Uberpruft, indem eine Zuordnung zum linearen Bereich der Standardkurve
erfolgte. Unzuverlassig einzustufende Werte wurden ggf. aus der Wertung genommen.
Von den verlasslichen Werten wurde nun fir jede Probe der Mittelwert errechnet und in
eine Excel-Tabelle Ubertragen, die eine Zuordnung zum jeweiligen Patienten ermdglichte.
Um die Messergebnisse untereinander vergleichbar zu machen, mussten diese noch auf
die Kreatininkonzentration im Urin bezogen werden. Daflr wurde der erhaltene Messwert
durch den zuvor ermittelten Kreatininwert dividiert. Um anschauliche Zahlen zu
bekommen, wurde das Ergebnis bei Leukotrien B4 und Leukotrien E4 noch mit dem Faktor
100 multipliziert und die Einheit entsprechend verandert. Fur die Auswertung und
Darstellung der Ergebnisse wurden anschlie®end die Programme Excel® und SPSS®
verwendet. Auf diese Weise konnten Tabellen und Diagramme erstellt sowie Signifikanzen

und Korrelationen berechnet werden.

Fir die Darstellung der Ergebnisse werden unter anderem Boxplot-Grafiken verwendet.
Der Median ist der Messwert, der in der Mitte von allen gemessenen Werten liegt, wenn
die Ergebnisse der GrofRe nach sortiert werden. In der "Box" befinden sich 50% aller
nachstgelegenen Messwerte, die um den Median (Quartil Q2) nach oben und nach unten
abweichen. Die Grenzen der Box werden demnach als oberes (Quartil Q1) und unteres
(Quartil Q3) Quartil bezeichnet. Die Linien auflerhalb der "Box" stehen fur die Ubrigen
starker abweichenden Werte. AusreiRer, die um mehr als das 1,5-fache des
Interquartilabstandes vom Median abweichen, werden als Einzelwerte dargestellt und sind
den Probennummern entsprechend bezeichnet.
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Auf Grund der relativ kleinen Fallzahlen beim Vergleich der Gruppen wurden bei der
Signifikanztestung nicht-parametrische Tests verwendet. Beim direkten Vergleich von
Verlaufswerten kam der Wilcoxon-Test zum Einsatz. Fiur den Vergleich verschiedener

Gruppen wurde hingegen der U-Test nach Mann-Whitney herangezogen.

Bei der Berechnung der Korrelationen mit klinischen Parametern wurden alle gemessenen
Proben verwendet. Da zugleich von einer Normalverteilung der Werte ausgegangen
wurde, erschien die Verwendung der Korrelation nach Pearson sinnvoll (Zofel 2003). Als
Signifikanzniveau (zweiseitig) fur alle Tests wurde p < 0,05 festgelegt. Ab einer Korrelation
> 0,2 kann ein Zusammenhang vermutet werden.

2.8 Erhebung der klinischen Daten

Um die gemessenen Werte auf klinische Parameter beziehen zu kénnen, wurden aus den
Krankenakten der Patienten gezielt Daten ausgewahlt. Diese Suche erfolgte im Archiv des
Universitatsklinikums Regensburg. Hierzu wurden zum Zeitpunkt der jeweiligen Urinprobe
folgende Daten ebenfalls erhoben: Korpertemperatur, systolischer Blutdruck, diastolischer
Blutdruck, Gewicht, Einfuhr/Ausfuhr, Cytomegalievirus(CMV)-Status, Decoyzellen im Urin,
Resistance-Indices bei Sonographie, Immunsuppressiva sowie die Art der Therapie bei
einer AbstoRungsreaktion.

Folgende Labordaten wurden freundlicherweise vom Institut fir klinische Chemie am
Universitatsklinikum Regensburg uUbermittelt: Serumkonzentrationen von Kreatinin, C-
reaktivem Protein (CRP), Leukozytenzahl, Immunsuppressivaspiegel sowie der Urinstatus
(Bilirubin, Dichte, Eiweiss, Ketonkorper, Leukozyten, Nitrit, pH, Urobilinogen).

Dankenswerterweise stellte das Institut flir Pathologie am Universitatsklinikum
Regensburg die jeweils den Proben entsprechenden Biopsiebefunde zur Verfugung. So
konnte eine Aussage Uber Vorliegen und Ausmald einer Abstolungsreaktion gewonnen
werden.
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3 Ergebnisse

3.1 12(S)-HETE

3.1.1 Beziehung zu einer AbstoRung

Wie in der folgenden Boxplot-Darstellung (Abb. 3.1.1) zu sehen ist, liegen die Werte der
Gruppe A vor einer AbstoRung auf einem etwas hoheren Niveau als wahrend einer
histologisch gesicherten Rejektion, es besteht allerdings keine Signifikanz (p=0,48). Nach
erfolgter Abstof3ung in Gruppe B ist ein leichter Anstieg der 12(S)-HETE-Konzentration zu
erkennen. Der Unterschied zwischen diesen Werten ist jedoch ebenfalls nicht signifikant
(p=0,67). Die Vergleiche zwischen AbstoRungswerten und zeitlich entsprechenden
Kontrollgruppenwerten zeigen keine signifikanten Unterschiede (Gruppe A: p=0,50;
Gruppe B: p=0,31).

IYIXE B-14d c-14d YW B-3m C-3m
Quartil Q1 | 1166 125,8 109,8 59,0 125,1 1183
Median 184.8 216,2 150,1 92,9 2437 150,1
Quartil Q3 | 264,3 274.9 219,5 3345 303,1 2774

Tab. 3.1.1: Wertetabelle 12(S)-HETE, Konzentration in ng/10mg Kreatinin (entsprechend Abb.
3.1.1)
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Abb. 3.1.1: 12(S)-HETE-Urinkonzentration in Beziehung zur Transplantatabstofsjung. Dargestellt
sind die Abstoffungsgruppen A und B mit Abstoffung zu verschiedenen Zeitpunkten sowie die

r
5’
7
4 ——
1 1 7 |
| I I I [ I
A ohne B mit Abstoliung  C Kontrolle A mit AbstolRung B ohne C Kontrolle
Abstoliung Abstolung
14 Tage 3 Monate

Kontrollgruppe C ohne Abstofung im zeitlichen Verlauf nach Nierentransplantation. Die
einzelnen Punkte mit Zahlen entsprechen den Probennummern der jeweiligen AusreifSer.

3.1.2 Auswertung klinischer Daten

Ein Zusammenhang von essentieller Hypertonie und der Ausscheidung von 12-HETE

konnte bereits gezeigt werden (Gonzalez-Nunez 2001). Vergleicht man nun die

gewonnenen Messwerte aller (Abb. 3.1.2) und

diastolischen (Abb. 3.1.3) Blutdruckwerten zum Zeitpunkt der Probengewinnung, so ist

Patienten mit den systolischen

eine verwertbare Korrelation nicht feststellbar (p=0,60 bzw. p=0,91, Tab. 3.1.2).
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Abb. 3.1.2: Urinkonzentration von 12(S)-HETE und systolische Blutdruckwerte mit
eingezeichneter Regressionsgerade
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Abb. 3.1.3: Urinkonzentration von 12(S)-HETE und diastolische Blutdruckwerte mit
eingezeichneter Regressionsgerade

Aufgrund einer positiven Korrelation von Resistance-Indices mit einem erhohten Pulsdruck
(Tublin 2003) kommt auch ein Zusammenhang mit 12-HETE in Frage. Die Untersuchung
der Resistance-Indices bei Duplexsonographie in Bezug auf die 12(S)-HETE-
Konzentration (Abb. 3.1.4) zeigt einen Anstieg der RI-Werte bei niedrigeren
Konzentrationen von 12(S)-HETE. Die Berechnung der Korrelationen nach Pearson zeigt
eine negative Korrelation (-0,13), jedoch keinen signifikanten Zusammenhang (p=0,36,
Tab. 3.1.2).
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Abb. 3.1.4: Urinkonzentration von 12(S)-HETE und Resistance-Indices mit eingezeichneter

Regressionsgerade
Parameter Korrelation nach Pearson p-Wert
Blutdruck systolisch 0,064 0,60
Blutdruck diastolisch 0,014 0,91
Resistance Indices -0,13 0,36

Tab. 3.1.2: Korrelation von klinischen Parametern mit der Urinkonzentration von 12(S)-HETE in
Ergdnzung zu den Abbildungen 3.1.2-3.1.4. Korrelationen nach Pearson, signifikante zweiseitige

Korrelation ab p<0,05

Die Testung auf signifikante Korrelationen zeigte auRerdem eine positive Korrelation mit
Serumkreatinin (Korrelation 0,273, p=0,02).
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3.2 15(S)-HETE

3.2.1 Beziehung zu einer Abstol3ung

Wie in Abbildung 3.2.1 erkennbar, liegen die Werte in Gruppe A vor einer AbstoRung auf
einem hoheren Niveau als zum Zeitpunkt der AbstoRung, der Unterschied ist jedoch nicht
signifikant (p=0,20). Nach einer erfolgten AbstoRung steigen die Werte in Gurppe B etwas
an (p=0,55). Betrachtet man die Messwerte der Kontrollgruppe sowohl 14 Tage als auch 3
Monate nach Transplantation, so muss man feststellen, dass hier eine grol3e Streubreite
vorliegt. Insgesamt liegen die Werte jedoch niedriger als in der AbstoRungsgruppe. Die
Vergleiche zwischen AbstoRungswerten und zeitlich entsprechenden
Kontrollgruppenwerten zeigen jedoch keine signifikanten Unterschiede (Gruppe A: p=0,41;

Gruppe B: p=1,00).

IYIXE B-14d c-14d JIYECM B-3m  C-3m
Quartil Q1 70,8 53,8 66,6 59,3 67,1 31,8
Median 161,6 95,8 97,4 86,9 104,4 51,8
Quartil Q3 | 2359 212,2 114,1 136,3 229, 128,6

Tab. 3.2.1: Wertetabelle 15(S)-HETE, Konzentration in ng/10mg Kreatinin (entsprechend Abb.
3.2.1)

46




00

Y|

500

400 o
29 G
Q

43

3007

15(S)-HETE ng/M0mg Kreatinin

7
200 %
) T T
/ = 7,
1007
% %
Il T
0 | T | T T |
A ohne B mit Abstofung  C Kontrolle A mit AbstolRung B ohne C Kontrolle
AbstolZung Abstolung
14 Tage 3 Monate

Abb. 3.2.1: 15(S)-HETE-Urinkonzentration in Beziehung zur Transplantatabstofsjung. Dargestellt
sind die Abstoffungsgruppen A und B mit Abstoffung zu verschiedenen Zeitpunkten sowie die
Kontrollgruppe C ohne Abstofung im zeitlichen Verlauf nach Nierentransplantation. Die
einzelnen Punkte mit Zahlen entsprechen den Probennummern der jeweiligen AusreifSer.

Eine genauere Betrachtung der einzelnen Messwerte im Verlauf zeigt, dass die Werte vor
AbstoRung zum Zeitpunkt wahrend der Abstof3ung hin sinken (Abb. 3.2.2). Abgesehen von
einem gegenlaufigen Messwertepaar sind die Werte wahrend Abstolung auf einem

niedrigeren Level oder zeigen allenfalls einen sehr diskreten Anstieg. Dieses Verhalten

weist jedoch keine Signifikanz auf (p=0,17).
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Die Gruppe der Patienten, von denen Proben wahrend und nach Abstollung gemessen
wurden, zeigt ein ahnliches Bild (Abb. 3.2.3). Im Verlauf nach einer AbstoRung steigen die

Werte in den meisten Fallen an (p=0,48).

AbstoRBung Z-Wert p-Wert
vor - wahrend -1,36 0,17
wahrend - nach -0,7 0,48

Tab. 3.2.2: Wilcoxon-Test, Vergleich der Messwerte von 15(S)-HETE im zeitlichen Verlauf. Der p-
Wert wird aus dem Z-Wert berechnet. Zweiseitiger Signifikanztest, Signifikanz ab p<0,05.

3.2.2 Auswertung klinischer Daten

Beim Vergleich der Messwerte von 15(S)-HETE mit den klinischen Parametern fallt eine
Korrelation mit Serumkreatinin auf (Abb. 3.2.4). So zeigen sich bei hoheren
Serumkreatinin-Werten auch erhdhte 15(S)-HETE-Konzentrationen. Diese Erscheinung
zeigt eine signifikante Korrelation (p=0,014, Tab. 3.2.3). Fir diese Beziehung wurden die

Messwerte aller Patienten verwendet.
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Abb. 3.2.4: 15(S)-HETE und Serumkreatinin mit eingezeichneter Regressionsgerade

Vergleich Korrelation nach Pearson p-Wert
15(S)-HETE - Serumkreatinin 0,255 0,014*

Tab. 3.2.3: Korrelation nach Pearson, *signifikant mit p<0,05
3.3 Leukotrien B,
3.3.1 Beziehung zu einer Abstol3ung

Wie in Abbildung 3.3.1 zu sehen ist, liegen die Werte aller Gruppen bei teils starken
Streubreiten auf einem ahnlichen Niveau. Die hochsten Werte werden in Gruppe B mit
initialer AbstoBung gemessen. Beim Vergleich mit der Kontrollgruppe nach 3 Monaten
zeigt sich ein signifikanter Unterschied (p=0,027). Wahrend der Abstol3ung selbst nach 14
Tagen ist der Unterschied zur Kontrollgruppe jedoch nicht signifikant (p=0,32). Fir Gruppe
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A kann wahrend der AbstoBung ebenfalls kein signifikanter Unterschied mit der

Kontrollgruppe ermittelt werden (p=0,65).

B-14d | c-14d Y B-3m C-3m
Quartil Q1 4,5 7,1 6,4 4,1 10,4 4.8
Median 6,8 14,9 7,7 6,6 14,0 6,7
Quartil Q3 13,5 25,5 242 10,3 18,8 9,1

Tab. 3.3.1: Wertetabelle LTB4, Konzentration in ng/100mg Kreatinin (entsprechend Abb. 3.3.1)
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Abb. 3.3.1: Leukotrien-B,-Urinkonzentration in Beziehung zur TransplantatabstofSung.
Dargestellt sind die Abstofsungsgruppen A und B mit Abstofsung zu verschiedenen Zeitpunkten
sowie die Kontrollgruppe C ohne Abstofsung im zeitlichen Verlauf nach Nierentransplantation.
Die einzelnen Punkte mit Zahlen entsprechen den Probennummern der jeweiligen AusreifSer.
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3.3.2 Auswertung klinischer Daten

Es erfolgte ein Abgleich mit klinischen Parametern. Beim Vergleich aller ermittelten
Leukotrien-Bs-Konzentrationen mit der jeweiligen Korpertemperatur zum Zeitpunkt der
Probengewinnung (Abb. 3.3.2) kann festgestellt werden, dass bei hoheren
Korpertemperaturen hohere Leukotrien-Bs.-Werte gemessen werden. Diese Korrelation
zeigt eine hohe Signifikanz nach Pearson (p=0,003, Tab. 3.3.2). Ein Zusammenhang mit
Entzindungsparametern (Leukozytenzahlen im Blutbild, CRP) konnte allerdings nicht

gefunden werden (p=0,55 bzw. p=0,59).
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Abb. 3.3.2: Leukotrien B, und Korpertemperatur mit eingezeichneter Regressionsgerade

Vergleich Korrelation nach Pearson p-Wert

Leukotrien B4 - Kdrpertemperatur 0,33 0,003**

Tab. 3.3.2: Korrelation nach Pearson, **hoch signifikant mit p<0,01
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3.4 Leukotrien E4

3.4.1 Beziehung zu einer Abstol3ung

Die Darstellung der Messwerte von Leukotrien E. in Bezug auf eine AbstoRungsreaktion

zeigt eine groRRe Streubreite der Konzentrationen bei Messung vor einer AbstoRung

(Gruppe A, Abb. 3.4.1). Insgesamt scheinen die Werte zwar auf einem héheren Niveau zu

liegen als wahrend einer AbstoRung, dieser Unterschied ist jedoch nicht signifikant

(p=0,35). Auch der Vergleich der Werte nach erfolgter AbstolRung in Gruppe B zeigt keine

eindeutige Tendenz (p=0,35). Es bestehen keine statistisch signifikanten Unterschiede

zwischen den Abstollungswerten und der zeitlich entsprechenden Kontrollgruppe (Gruppe
A: p=0,85; Gruppe B: p=0,72).

WYYl B-14d c-14d IWYEIIM B-3m C-3m
Quartil Q1 14,6 9,6 15,3 8,4 8,6 12,1
Median 16,4 21,5 22,4 14,6 36,2 16,2
Quartil Q3 132,2 38,2 31,5 59,6 82,8 35,2

Tab. 3.4.1: Wertetabelle LTE4, Konzentration in ng/100mg Kreatinin (entsprechend Abb. 3.4.1)
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Abb. 3.4.1: Leukotrien-E,-Urinkonzentration in Beziehung zur TransplantatabstofSung.
Dargestellt sind die Abstofsungsgruppen A und B mit Abstoffung zu verschiedenen Zeitpunkten
sowie die Kontrollgruppe C ohne Abstofung im zeitlichen Verlauf nach Nierentransplantation.
Die einzelnen Punkte mit Zahlen entsprechen den Probennummern der jeweiligen Ausreifer.

3.4.2 Auswertung klinischer Daten

Da bei Cyclosporin-A-bedingter Nephrotoxizitat eine erhdhte Ausscheidung von Leukotrien
E. festgestellt werden konnte (Butterly 2000), war dieser Vergleich von besonderem
Interesse. Der Vergleich der Proben von Patienten unter Cyclosporin-A-Therapie mit
denen von Tacrolimus zeigt ganz deutlich (p=0,00) erhéhte Messwerte in der Cyclosporin-
Gruppe (Abb. 3.3.3). Eine direkte Korrelation mit Serumspiegeln von Tacrolimus (p=0,71)

konnte jedoch nicht festgestellt werden.
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Abb. 3.4.2: Unterschied der Urinkonzentrationen von Leukotrien E4 in ng/100mg Kreatinin bei
Behandlung mit verschiedenen Immunsuppressiva. *** Es besteht ein hochsignifikanter
Unterschied mit p<0,001 im Mann-Whitney-U-Test.

Mittelwert LTE; | Standardabweichung
Tacrolimus (n=79) 22,4 16,7
Cyclosporin A (n=11) 96,3 54,1

Tab. 3.4.2: Vergleich der Mittelwerte von Leukotrien E4 in ng/100mg Kreatinin bei Patienten mit
verschiedenen Immunsuppressiva. Einbezogen wurden alle gemessenen Proben.
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3.5 Prostaglandin E Metaboliten

3.5.1 Beziehung zu einer Abstol3ung

Wie in Abbildung 3.5.1 ersichtlich, befinden sich die Konzentrationen in beiden
AbstolRungsgruppen (A und B) sowohl wahrend als auch vor bzw. nach Abstolung auf
einem hoheren Niveau als in beiden Kontrollgruppen. Bei der Testung auf signifikante
Unterschiede mit Hilfe des U-Tests nach Mann und Whitney zeigten sich beim Vergleich
der AbstoRungsgruppen mit der Kontrollgruppe nach 14 Tagen z. T. hochsignifikante
Unterschiede (Gruppe A: p=0,037; Gruppe B: p=0,005). Auch nach 3 Monaten liegen die
AbstoBungsgruppen auf einem deutlich héheren Niveau, auch wenn diese Unterschiede
nicht signifikant sind (Gruppe A: p=0,06; Gruppe B: p=0,22). Wahrend in Gruppe A keine
bedeutende Veranderung der Werte im zeitlichen Verlauf zu sehen ist (p=0,92), liegen die

Werte von Gruppe B nach erfolgter und therapierter Abstolung auf einem etwas
niedrigeren Level (p=0,17).

IYIXE B-14d c-14d IIYECM B-3m | C-3m
Quartil Q1 20,9 32,2 10,5 19,0 16,7 9,5
Median 35,5 35,9 17,4 41,6 29,9 19,4
Quartil Q3 73,5 62,6 28,3 75,0 47,5 27,0

Tab. 3.5.1: Wertetabelle PGEM, Konzentration in ng/100mg Kreatinin (entsprechend Abb. 3.5.1)
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Abb. 3.5.1: Prostaglandin-E-Metaboliten-Urinkonzentration in Beziehung zur
Transplantatabstofsung. Dargestellt sind die Abstoffungsgruppen A und B mit Abstoffung zu
verschiedenen Zeitpunkten sowie die Kontrollgruppe C ohne Abstoffung im zeitlichen Verlauf
nach Nierentransplantation. Der einzelne nummerierte Punkt entspricht der Probennummer des
Ausreiflers. Signifikante Unterschiede zwischen zwei Gruppen sind mit einer Klammer und den
jeweiligen p-Werten gekennzeichnet.

3.5.2 Auswertung klinischer Daten

Der Vergleich von Prostaglandin E Metaboliten mit klinischen Parametern ergab keine
signifikanten Resultate fur die Korrelation mit Serumkreatinin (p=0,88), CRP (p=0,45),
Leukozytenzahl im Blutbild (p=0,57), Blutdruckwerten (p=0,70), Resistance Indices
(p=0,56) und Korpertemperatur (p=0,41).
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3.6 6-keto Prostaglandin F 1,4

3.6.1 Beziehung zu einer AbstoRung

Die Ergebnisse fur Prostaglandin Fi, zeigen keine signifikante Zusammenhange zwischen
AbstoBungswerten und zeitlich entsprechenden Kontrollgruppenwerten (Gruppe A:
p=1,00; Gruppe B: p=0,39). Auf Grund der geringen Probenzahl (siehe Tab. 2.1) wird in

Abbildung 3.6.1 an Stelle der Boxplot-Darstellung ein Punktdiagramm verwendet.
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Abb. 3.6.1: 6-keto-Prostaglandin-F I .-Urinkonzentration in Beziehung zur
Transplantatabstofpung als Punktdiagramm. Dargestellt sind die Abstoffungsgruppen A und B mit
Abstoflung zu verschiedenen Zeitpunkten sowie die Kontrollgruppe C ohne AbstofSung im
zeitlichen Verlauf nach Nierentransplantation.
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3.6.2 Auswertung klinischer Daten

Ein Zusammenhang zwischen Tacrolimus-Behandlung und einer verminderten Expression
der Cyclooxygenase-2 konnte bereits gezeigt werden (Hocherl 2002). Bei hoheren

Serumspiegeln von Tacrolimus wurde nun eine niedrigere Konzentration von

Prostaglandin F1, im Urin gemessen. (Abb. 3.6.2).

2 Beobachtet
200 — Linear

6-keto PGF1a, Konzentration in ngM00mg Kreatinin

30,0
Serum-Tacrolimusspiegel in pgll
Abb. 3.6.2: 6-keto Prostaglandin F1, und Serumspiegel von Tacrolimus mit eingezeichneter

Regressionsgerade. Trotz des hohen Korrelationswertes (0,41) ist dieser Zusammenhang bei
zweiseitiger Priifung knapp nicht signifikant (p=0,073, Tab. 3.6.2).

Vergleich Korrelation nach Pearson p-Wert

6-keto PGF1, - Tacrolimus 0,41 0,073

Tab. 3.6.2: Korrelation nach Pearson, zweiseitige Signifikanz ab p<0,05
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4 Diskussion

In der Fachliteratur gibt es bisher keine Daten uUber einen Zusammenhang zwischen der
Ausscheidung von Leukotrienen und HETEs mit einer erfolgten TransplantatabstoRung.
Eine mdogliche Beziehung zwischen der Prostaglandin Ej-Ausscheidung und einer
AbstolRungsreaktion konnte friiher bereits gezeigt werden (Ladefoged 1987). Im folgenden
sollen nun die gewonnenen Ergebnisse bewertet und ein Bezug zu bereits durchgefiihrten
Untersuchungen hergestellt werden. Zu Beginn der Ausfluhrung erfolgt eine kritische

Betrachtung der angewendeten Methodik.

4.1 Methodik

4 1.1 Patientenkollektiv und Proben

Die ausgewahlten Proben wurden innerhalb eines Zeitraums von drei Jahren gesammelt.
Das Verhaltnis der Geschlechter ist ausgewogen, wenngleich etwas mehr Proben von
mannlichen Patienten gemessen wurden (21 mannlich, 13 weiblich). Eine kurzlich
verOffentlichte Studie zeigte eine hdhere Pravalenz von Nierentransplantationen bei
Mannern in Wales (van Woerden 2007). Eine altere Untersuchung aus dem
Eurotransplant-Land Belgien zeigt ebenfalls eine deutliche Uberzahl (m=452, w=289) von
mannlichen Transplantatempfangern (Vereerstraeten 1999). Auch der Vergleich mehrerer
Studien vorwiegend aus dem anglo-amerikanischen Raum bestatigt durchweg eine hdhere

Transplantationsrate bei Mannern (Jindal 2005).

Das Durchschnittsalter unserer Patienten (47,9 + 13,9) ist ebenfalls mit Werten aus
groRen Kollektiven vergleichbar. Im Zeitraum zwischen 1997-2006 betrug beispielsweise
in Kanada das mittlere Alter der Empfanger bei Lebendspenden 454 + 13,1 und bei
postmortalen Spenden 51,9 + 12,7 (Canadian Institute for Health Information 2008).

Auch die immunsuppressive Behandlung, die vorwiegend mit einer Kombination aus
Tacrolimus und Mycophenolatmofetil erfolgte, entspricht dem momentan gangigen
Vorgehen. Daten aus den USA zufolge kamen bei der immunsuppressiven Therapie
nierentransplantierter Patienten im Jahr 2005 insbesondere Tacrolimus (78,7 %) und
Mycophenolatmofetil (81,8 %) zum Einsatz, wahrend Cyclosporin A mit 14,9 % einen
deutlichen geringeren Anteil hatte (OPTN/SRTR 2006).
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Somit kann in unserer Untersuchung durchaus von einer reprasentativen Stichprobe

ausgegangen werden.

Die Zahl der Proben ist vor allem von der Anzahl der erfolgten AbstoRungsreaktionen mit
zugleich vorliegenden Urinproben abhangig. Trotz dieser Einschrankung konnten jedoch
fur die Abstollungsgruppe Proben von 17 Patienten jeweils mit und ohne AbstoRRung
gesammelt werden, sowie eine Kontrollgruppe mit ebenfalls 17 Probanden. Vergleicht
man diese Zahl mit veroffentlichten Messungen bei ahnlichen Fragestellungen, so zeigt
sich, dass die Probenzahl durchaus adaquat ist. So untersuchten Asano et al. bei der
Messung von Leukotrien Es im Urin bei Asthma acht Asthmapatienten und funf
Kontrollpersonen (Asano 1995). Auch bei Erkrankungen mit hoher Pravalenz kamen
ahnliche Probenzahlen zum Einsatz. Fur die Bestimmung der Urinkonzentrationen von
12(S)-HETE wurden Proben von 19 Patienten mit essentiellem Hypertonus und von
9 Kontrollpersonen untersucht (Gonzalez-Nunez 2001).

4.1.2 Messungen

Der Enzyme Immunoassay wurde Anfang der 70er Jahre entwickelt (van Weemen 1971),
und hat sich seitdem als Methode zur Messung verschiedener Substanzen etabliert. So
wurde der EIA schon bald als sensitive Messmethode fur die Erkennung des Hepatitis-B-
Oberflachen-Antigens entdeckt (Wolters 1976). Auch fur die Messung von Eicosanoiden
wurden Enzyme Immunoassays entwickelt, die sich im Vergleich zum damals schon
etablierten Radioimmunoassay bei gleicher bis besserer Sensitivitdt als gute nicht-
radioaktive Alternative erwiesen (Pradelles 1985). Die Arbeitsschritte konnten im Laufe der
Zeit weiter vereinfacht werden. So zeigte sich bei der Bestimmung von Leukotrien E4 im
Urin eine Ubereinstimmung der Messergebnisse von unbehandelten im Vergleich zu davor
aufgereinigten Proben (Kumlin 1995), so dass eine Aufreinigung keine Voraussetzung fur
genaue Ergebnisse ist. Leukotrien E4 scheint sich darlUber hinaus ohne Zugabe von
Konservierungsstoffen bei einer Temperatur von -20° C stabil zu verhalten (Kumlin 1995).
Somit Iasst sich vermuten, dass keine lagerungsbedingten Messschwankungen vorliegen
diurften. Bei unseren Messungen stellte in einzelnen Fallen ein enger Messbereich der
Standardkurve eine Limitation dar, die jedoch durch die Auswahl entsprechender
Verdinnungen in den Griff zu bekommen war. Dies wurde im Abschnitt 2.4 ausfuhrlich
erlautert.
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4.2 Ergebnisse

4.2.1 12(S)-HETE

Bei der Untersuchung von abgestolenen Fremdnieren im Tierversuch konnte in der
Nierenrinde eine groRere Menge 12-HETE als in entsprechenden Autotransplantaten
gefunden werden (Mangino 1987). Desweiteren konnte spater die Expression von 12-
Lipoxygenase im Glomerulum der Niere gezeigt werden (Reinhold 2006). Somit lasst sich
die Hypothese aufstellen, dass bei einer AbstoRungsreaktion 12-HETE auch vermehrt im
Urin ausgeschieden wird. Dies konnte durch unsere Messungen allerdings nicht bestatigt
werden, da wahrend einer AbstoRungsreaktion dhnliche 12(S)-HETE-Konzentrationen wie
in den Gruppen ohne AbstoRung vorliegen bzw. eher eine niedrigere Konzentration
wahrend einer Abstof3ung (siehe 3.1). Interessant ist jedoch, dass der in Abbildung 3.1.1
gezeigte Messwert in der AbstoRungsgruppe (Nr. 70) die Probe eines Patienten mit
schwerer Abstol3ungsreaktion (Banff Ila) reprasentiert, der nach Transplantation einen
schwierigen klinischen Verlauf mit starker Protein- und Erythrozyturie, massiv erhohtem
Kreatininwert (10,47 mg/dl) und eine tagliche Ausscheidung von nur 90 mL Urin zeigte.
Somit lasst sich vermuten, dass bei entsprechend schwerer Klinik auch ein messbarer
12(S)-HETE-Anstieg vorliegen konnte.

Ein Zusammenhang zwischen der Urinkonzentration von 12(S)-HETE und Bluthochdruck
konnte bereits gezeigt werden. So wurden bei Patienten mit essentiellem Hypertonus
erhohte Urinkonzentrationen von 12(S)-HETE gemessen (Gonzalez-Nunez 2001). Der
Vergleich der 12(S)-HETE-Konzentrationen sowohl mit systolischen als auch mit
diastolischen Blutdruckwerten zum Zeitpunkt der Messung zeigte jedoch keine
Korrelationen (Tab. 3.1.2). Dies lasst sich dadurch erklaren, dass in unserer Untersuchung
kein Vergleich zwischen Hypertoniepatienten und gesunden Probanden durchgefuhrt
wurde. Somit lasst sich festhalten, dass fir isoliert gemessene Blutdruckwerte eine
Korrelation mit 12(S)-HETE-Konzentrationen im Urin nicht gegeben ist.

Die Ermittlung des renalen Resistance Index (Widerstandsindex, RI) beruht auf der
Messung der systolischen und enddiastolischen Flussgeschwindigkeiten in den
Nierenarterien (Tublin 2003). Da laut Tublin et al. ein erhdhter Pulsdruck (Differenz
zwischen systolischem und diastolischem Blutdruck) positiv korreliert mit RI-Werten, kame
auch ein Zusammenhang mit 12(S)-HETE in Frage. Der Vergleich (Abb. 3.1.4) zeigt
allenfalls eine angedeutete negative Korrelation. Dies wirde allerdings der Vermutung
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widersprechen, dass bei hohen Widerstanden auch groRere Mengen von 12(S)-HETE
ausgeschieden werden. Auffallend ist jedoch, dass der h6chste Messwert von 12(S)-HETE
auch einem der hochsten Resistance-Indices zugeordnet wird. Insgesamt lassen sich aus
dieser Untersuchung keine eindeutigen Schllisse ziehen, eine signifikante Korrelation
konnte nicht gezeigt werden. Die positive signifikante Korrelation mit Serumkreatinin passt
zu der Beobachtung einer erhdhten 12(S)-HETE-Ausscheidung bei Patienten mit
diabetischer Nephropathie (Antonipillai 1996).

4.2.2 15(S)-HETE

Den Produkten der 15-Lipoxygenase, zu denen auch 15(S)-HETE gehort, wird ein
antiinflammatorischer Effekt zugeschrieben (Serhan 2003). Schon friher konnte gezeigt
werden, dass 15(S)-HETE die proinflammatorischen Effekte von Leukotrien B
antagonisiert und zugleich die glomerulare Synthese von Leukotrien B4 hemmt (Fischer
1992). Zusammen mit der nachgewiesenen starken Expresssion der 15-Lipoxygenase im
Sammelrohr der Niere (Reinhold 2006) stellte sich die Frage einer verminderten
Ausscheidung im Urin bei einer AbstoRung. Der sichtbare, jedoch nicht signifikante Abfall
der 15(S)-HETE-Konzentrationen wahrend einer AbstoRungsreaktion (siehe Abb. 3.2.1,
3.2.2 u. 3.2.3) passt zu der Annahme eines entzindungshemmenden, protektiven Effektes
von 15(S)-HETE (Serhan 2003). Dies lasst die Hypothese zu, dass bei geringen
Konzentrationen ein mdglicher Schutz vor AbstoRung durch 15(S)-HETE fehlt. Im
Gegensatz dazu sticht wie schon bei 12(S)-HETE (siehe 4.2.1) Probe Nr. 70 (klinisch
schwieriger Verlauf, AbstoRung Banff lla) mit einem besonders hohen Wert bei Absto3ung
hervor. Bei Probe Nr. 43 lag ebenfalls eine mit Banff lla klassifizierte Abstof3ung vor. Auch
die groRRe Streubreite der Kontrollgruppen-Messwerte bei insgesamt eher niedrigen
Konzentrationen passt nicht zu der oben genannten Vermutung. Eine erhohte
Ausscheidung von 15(S)-HETE als Gegenspieler zu Entzindungsmediatoren (Fischer
1992) bei einer Aktivierung des Immunsystems stellt eine weitere mogliche Interpretation
der gefundenen Ergebnisse dar. Ein Zusammenhang zwischen der 15(S)-HETE-
Ausscheidung und einer immunsuppressiven Medikation wurde bislang nicht untersucht.
Mdglicherweise  konnten  Immunsuppressiva jedoch einen Einfluss auf die
antiinflammatorische Wirkung von 15-HETE besitzen.Das Verhalten der Werte vor und
wahrend Abstoung im Verlauf (Abb. 3.2.2) kann trotz eines fehlenden statistischen
Zusammenhangs als interessante Beobachtung gewertet werden. Hier konnten weitere

Untersuchungen mit groReren Probenzahlen weitere Erkenntnisse liefern.
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Eine signifikante Korrelation besteht zwischen 15(S)-HETE-Urinkonzentrationen und
Serumkreatininwerten (Tab. 3.2.3). Fur die Ausscheidung von 15(S)-HETE gibt es in der
Fachliteratur bisher keine Hinweise flr eine Korrelation mit Retentionswerten im Serum, so
dass dieser Zusammenhang hier erstmals gezeigt werden konnte. Bei Diabetikern mit
Nephropathie wurde hingegen eine erhohte Konzentration von 12(S)-HETE im Urin
gefunden (Antonipillai 1996). Im Tierversuch zeigte sich bei Cyclosporin-A-induzierter
Nephrotoxizitat eine erhdhte Ausscheidung von 20-HETE im Urin (Seki 2005).

4.2 .3 Leukotrien B,

Erhdhte Urinkonzentrationen von Leukotrien B4 konnten bisher bei einigen Erbkrankheiten
nachgewiesen werden. Sowohl beim Zellweger-Syndrom (Peroxisomen-Defizienz)
(Mayatepek, Flock 1999) als auch beim Sjogren-Larssen-Syndrom (Gendefekt der
Fettaldehyddehydrogenase) (Willemsen 2001) ist der Leukotrien-B4-Stoffwechsel gestort
und Leukotrien B4 sammelt sich an, was schlieRlich zu einer erhéhten Ausscheidung fuhrt.
Aulerdem konnte im Tierversuch eine deutlich erhdhte Produktion von Leukotrien B4 in
abgestolienen Nierentransplantaten festgestellt werden (Spurney 1994). Somit ware am
ehesten eine erhdhte Ausscheidung von Leukotrien B. bei AbstoRung zu erwarten. Eine
signifikant erhdhte Ausscheidung im Vergleich zur Kontrollgruppe zeigte sich in unserer
Untersuchung lediglich in der Gruppe B nach erfolgter und therapierter AbstoRung. Hier
ware auch ein Zusammenhang mit der AbstoRungstherapie denkbar. Dieses Ergebnis
zeigt, dass die Ergebnisse von Spurney et al. nicht direkt auf die Ausscheidung von
Leukotrien B, bei der AbstoBung menschlicher Nieren Ubertragbar sind. Interessante
Nebenbefunde konnten jedoch die beiden hohen Messwerte in den AbstoRungsgruppen
darstellen. Einzig auffalliger klinischer Parameter ist beim Patienten von Probe Nr. 37 eine
etwas erhdhte Leukozytenzahl (12,1/nl). Fur den stark erhéhten Wert von Probe Nr. 78 ist
eine sinnvolle Erklarung nicht zu finden. Eine Kontrolle konnte aufgrund nicht
ausreichenden Probenmaterials nicht durchgefuhrt werden. Die Messwerte der gleichen
Patienten zu anderen Zeitpunkten liegen nicht auf diesem hohen Niveau, daher dirfte eine

chronische Erkrankung als moéglicher Grund fir diese Messwerte ausscheiden.

Ein eindeutiger Zusammenhang besteht allerdings zwischen der Urinkonzentration von
Leukotrien B4 und der Korpertemperatur (Abb. 3.3.2). So ist bei hdheren Temperaturen
auch eine entsprechend hohere Urinkonzentration von Leukotrien B4 gemessen worden.
FUr diesen Zusammenhang besteht eine hoch signifikante Korrelation nach Pearson (Tab.
3.3.2). Dieses Ergebnis passt auch zur Beobachtung, dass im Tierversuch bei der
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Injektion von Leukotrien Bs eine Erhdohung der Korpertemperatur festgestellt werden
konnte (Mashburn 1986). Leukotrien B, scheint demnach als Entziindungsmediator
mitverantwortlich fir eine Temperaturerhhung zu sein. Wir konnten nun zeigen, dass
umgekehrt bei hohen Temperaturen vermehrt Leukotrien B, mit dem Urin ausgeschieden

wird.

4 2.4 Leukotrien E,4

Leukotrien E. dirfte das popularste im Urin gemessene Eicosanoid sein. AulRer der bereits
erwahnten Konzentrationserhdhung bei Patienten mit Asthma (Asano 1995) wurden z. B.
auch bei Vaskulitiden (Higashi 2004) sowie kurzlich bei chronisch entzindlichen
Darmerkrankungen  (Stanke-Labesque 2008) erhohte Urinkonzentrationen von
Leukotrien E4 gemessen. Unseren Ergebnissen zufolge (siehe Abb. 3.4.1) kann ein
Zusammenhang zwischen Leukotrien Es und TranplantatabstoBung nicht hergestellt
werden. Bezuglich einer Abstollungsreaktion scheint Leukotrien Es somit ein

unspezifischer Parameter zu sein.

Auffallend ist jedoch die Tatsache, dass die Spitzenwerte in allen Gruppen (Nr. 17, 18, 81
sowie die restlichen nicht bezifferten Maximalwerte) von Patienten stammen, die mit
Cyclosporin A immunsuppressiv behandelt wurden. Im direkten Vergleich zeigt sich eine
hochsignifikant erhdhte Ausscheidung von Leukotrien E4 bei Patienten mit Cyclosporin A
im Vergleich zu Patienten, die mit Tacrolimus und Mycophenolatmofetil behandelt wurden
(siehe Abb. 3.4.2). Diese Beobachtung passt zu bereits nachgewiesenen erhohten
Urinkonzentrationen von Leukotrien E4 bei Cyclosporin-A-bedingter Nephrotoxizitat im
Tierversuch (Butterly 2000). Somit lasst sich festhalten, dass die immunsuppressive
Behandlung mit Cyclosporin A auch zu einer erhdhten Leukotrien-Es-Ausscheidung bei
Transplantationspatienten fuhrt. Eine Korrelation der Leukotrien-Es-Konzentrationen mit
Entzindungsparametern wie Leukozytenzahl oder CRP (Stanke-Labesque 2008) ware zu
erwarten gewesen, konnte jedoch bei unserer Untersuchung nicht festgestellt werden.

4.2.5 Prostaglandin E Metaboliten

Bereits vor Uber 25 Jahren wurde eine erhdhte Ausscheidung von Prostaglandin E. bei
chronischen Nierenerkrankungen nachgewiesen (Suzuki 1980). Spater wurden weitere
renale Funktionen von Prostaglandin E. entdeckt. Prostaglandin E: stimuliert die
Ausschittung von Renin und hemmt die NaCl-Absorption in der Henle'schen Schleife

(Breyer 2000). Prostaglandine entstehen aus Arachidonsdure mit Hilfe der
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Cyclooxygenasen. Eine Hemmung der Cyclooxygenase 2 (COX-2) fuhrt unter anderem zu
einer verminderten Ausscheidung von Prostaglandin E. (Kramer 2004). Des Weiteren
wurde immunhistochemisch eine deutlich erhéhte Expression von COX-1 sowie von COX-
2 in den Biopsien von akut abgestol3enen Nieren festgestellt (Hoffmann 2006). Die
demnach zu erwartende Erhohung einer Ausscheidung von Prostaglandin E, bei
AbstoRung konnten wir durch die Messung der Prostaglandin E Metaboliten zeigen
(siehe 3.5). Insbesondere die Werte wahrend einer initialen Abstol3ung unterscheiden sich
hoch signifikant von denen der Kontrollgruppe. Doch auch vor einer AbstoRung konnten
bereits signifikant erhdhte Werte gefunden werden. Somit kann angenommen werden,
dass die Messung von Prostaglandin E Metaboliten im Urin einen pradiktiven Wert
hinsichtlich der Entwicklung einer AbstoRungsreaktion besitzt. Insbesondere trifft dies fir

ersten 14 Tage nach Transplantation zu.

Eine frihere Untersuchung zeigte bereits erhdhte Ausscheidungsmengen von
Prostaglandin E. bei Abstol3ung (Ladefoged 1987), hierbei wurden jedoch die Messungen
nicht auf die jeweiligen Kreatininkonzentrationen im Urin bezogen. Somit wird in dieser
Studie zum ersten Mal eine signifikant hohere Ausscheidung von Prostaglandin E: bei
AbstoRungspatienten gegenuber Transplantationspatienten ohne Absto3ung - bei zugleich

ausgeschlossenem volumenbedingtem Konzentrationsunterschied - festgestellt.

4.2.6 6-keto Prostaglandin F,

6-keto Prostaglandin F4,ist der Hauptmetabolit von Prostacyclin (PGl;), dessen Produktion
in der Niere hauptsachlich von der Cyclooxygenase-2 (COX-2) abhangt. PGl, fuhrt Gber
eine Relaxation der glatten GefaBmuskulatur zur Vasodilatation und hemmt die
Thrombozytenaggregation (Bunting 1976). Kurzlich wurde eine anti-apoptotische und
zytoprotektive Wirkung von PGl; in den Tubuluszellen der Niere festgestellt (Chen 2006).
Eine COX-Hemmung bei Endotoxinamie im Tierversuch flhrte zu einem Abfall der 6-keto
Prostaglandin Fi,-Konzentration im Urin und zugleich zu einer renalen Funktionsstorung
(Wang 2007). Die Hypothese, dass eine Abstolung mit niedrigeren Werten von 6-keto
Prostaglandin F, einhergehen kénnte, wurde durch unsere Messung nicht bestatigt (siehe
3.6). Die gefundene negative Korrelation der 6-keto Prostaglandin F 1,-Konzentrationen mit
den Serumspiegeln von Tacrolimus (Abb. 3.6.2) bestatigt die Beobachtung, dass die

Behandlung mit Tacrolimus im Tierversuch zu einer verminderten Expression von COX-2
in der Niere fuhrt (Hocherl 2002).
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5 Zusammenfassung

Uber die Ausscheidung von durch Lipoxygenasen gebildeten Arachidonséurederivaten
(Leukotriene, HETEs) bei AbstoRungsreaktion nach humanen Nierentransplantationen
existieren bisher keine Veroffentlichungen. Aus diesem Grund wurde in dieser Arbeit die
Urinausscheidung von12(S)-HETE, 15(S)-HETE, Leukotrien B4, Leukotrien E4 sowie von
Prostaglandin-E, und 6-keto Prostaglandin F1, bei Patienten mit einer AbstoRungsreaktion
ermittelt und mit den Werten einer Kontrollgruppe ohne Absto3ung verglichen. Es erfolgte
aulRerdem eine Zuordnung der Messwerte zu klinischen Parametern, Laborwerten und

immunsuppressiver Medikation.

Unseren Ergebnissen zufolge lasst sich festhalten, dass die Hohe der Ausscheidung von
12(S)-HETE, Leukotrien B4 sowie Leukotrien E4 im Urin nicht im Zusammenhang mit einer
AbstoRBungsreaktion stehen durfte. Eine vermutete Beziehung zwischen 12(S)-HETE-
Ausscheidung und Blutdruckwerten oder renalen Resistance-Indices konnte in unserer
Untersuchung nicht bestatigt werden. Interessante Befunde waren jedoch eine positive
Korrelation der Leukotrien Bs-Konzentration mit der Korpertemperatur sowie deutlich

erhohte Werte von Leukotrien E4 bei Patienten die mit Cyclosporin behandelt wurden.

Die Messungen von 15(S)-HETE zeigten unserer Hypothese entsprechend einen Trend zu
niedrigeren Werten bei AbstoBung, ein signifikanter Unterschied konnte jedoch nicht
festgestellt werden. Dieses Ergebnis sollte in weiteren Untersuchungen bestatigt werden.
Auffallend war eine signifikante Korrelation der Messwerte mit Serumkreatininwerten.

Fir die Messung von Prostanoiden im Urin im Zusammenhang mit einer AbstoRung nach
Nierentransplantation gibt es in der Literatur nur wenige, bereits langer zurtckliegende
Belege. So wurde Thromboxan B; als friher Indikator einer renalen Absto3ung diskutiert
(Foegh 1981, Steinhauer 1985), eine regelmalige Kontrolle dieses Wertes nach

Transplantation hat jedoch keine klinische Relevanz erlangen kénnen.
Die Urinkonzentration von 6-keto Prostaglandin Fi, scheint unserer Untersuchung nach

unabhangig von einer Transplantatabstol3ung zu sein. Auffallig war bei der Messung
dieses Wertes jedoch eine negative Korrelation mit den Serumspiegeln von Tacrolimus.
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Die Beobachtung einer erhohten Prostaglandin-Ex-Urinkonzentration bei AbstolRung
(Ladefoged 1987) hatte bisher keine Konsequenzen fir die Nachsorge von
nierentransplantierten Patienten. Nun konnte die Untersuchung von Ladefoged mit
neueren Methoden bestatigt werden und darlber hinaus eine hoch signifikante
Veranderung gegenuber der Kontrollgruppe festgestellt werden. Besonders interessant ist
hierbei die Tatsache, dass die signifikanten Unterschiede innerhalb der ersten 14 Tage
nach Transplantation auftraten. Aus diesem Grund kénnte die Messung von Prostaglandin
E Metaboliten eine wertvolle Erganzung zu den heute Ublichen Malinahmen zur
Frahdiagnostik einer AbstoBung bei Nierentransplantierten darstellen. Eine prospektive
Untersuchung, die z. B. auch die Werte vor Transplantation erfasst, kénnte hiertber
weitere Informationen liefern.
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8 Anhang

8.1 Materialien und Laborgerate

12(S)-HETE Enzyme Immunoassay Kit (Cat. No. 901-050)

15(S)-HETE Enzyme Immunoassay Kit (Cat. No. 900-051)

6-keto Prostaglandin F1, EIA Kit (Cat. No. 515211)

Aceton >99,5% zur Synthese

Einmalhandschuhe "Peha-soft powderfree"

Essigsaureethylester (Ethylacetat) Rotisolv HPLC

Glasgefa "Duran" 50 ml, 100 ml, 500 ml und 1000 ml

Konisches Rohrchen 15 ml und 50 ml

Leukotriene B4 EIA Kit (Cat. No. 520111)

Leukotriene E4 EIA Kit (Cat. No. 520411)

Mehrfachpipette "Transferpette-8" 20-200 pl

Natriumchlorid >99,8 %

Papierticher "Kitchen Roll Extra Absorbent"

PC-Software "Excel 2003", "Word 2003"

PC-Software "Softmax"

PC-Software "SPSS 15.0"
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Assay Designs

Assay Designs

Cayman Chemical

Roth

Hartmann

Roth

Schott

Falcon

Cayman Chemical

Cayman Chemical

Brand

Roth

Tork

Microsoft

Molecular Devices

SPSS Inc.



Pipettiergerat "pipetman" P10, P100, P200 und P1000

Pipettierhilfe "pipetus"

Pipettierhilfe "Multipette plus"

Pipettenspitze "Combitips plus" 0,5 ml und 5 ml

Pipettenspitze 200 pl (gelb) und 1000 pl (blau)

Pipettenspitze "SafeSeal-Tips" 10 pl

Plattenlesegerat "E max precison microplate reader"”

Plattenmischgerat "IKA MTS 2/4 digital"

Prostaglandin E Metabolite EIA Kit (Cat. No. 514531)

Reagiergefald 1,5 ml und 2 ml

Schiffchen mit Deckel No. 703459

Serologische Pipette 5 ml, 10 ml und 25 mll

Standard-Pasteurpipette, ungraduiert

UltraPure Water

Vakuumzentrifuge "Alpha RVC/Alpha 1-4"

Vortexer "REAX 2000"

Waage "Sartorius PT1200"

Zentrifuge "Heraeus Biofuge fresco"
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Gilson

Hirschmann

Eppendorf

Eppendorf

Sarstedt

Biozym

Molecular Devices

IKA-Werke

Cayman Chemical

Sarstedt

Brand

Sarstedt

Roth

Cayman Chemical

Christ

Heidolph

Sartorius

Kendro



8.2 Ubersichtstabellen

In der folgenden Tabelle sind die p-Werte der verschiedenen Gruppenvergleiche

zusammengefasst:

12HETE | 15HETE LTB4 LTE,4 PGEM PGF,
A14T-A3M 0,482 0,200 0,757 0,354 0,917 0,564
B14T-B3M 0,674 0,600 0,916 0,345 0,175 0,564
C14T-C3M 0,817 0,121 0,221 0,502 0,762 0,564
A14T-C14T 0,663 0,280 0,247 0,726 0,037* 0,149
B14T-C14T 0,311 1,000 0,322 0,727 0,005** 0,386
A3M-C3M 0,501 0,411 0,647 0,850 0,066 1,000
B3M-C3M 0,385 0,107 0,027 0,600 0,221 0,773

Tab. 8.2.1: Ubersicht der p-Werte bei den Gruppenvergleichen. Testung auf signifikante

Unterschiede mit dem Mann-Whitney-U-Test. Getestet wurden jeweils die Gruppen im zeitlichen

Verlauf sowie der Unterschied zwischen den Gruppen zum gleichen Zeitpunkt. A: ohne Abstofsung
bei 14 T, mit AbstofSung bei 3 M; B: mit AbstofSung bei 14 T, ohne Abstoffung bei 3 M; C: ohne
Abstoffung bei 14 T und 3 M.. *signifikant mit p<0,05 **signifikant mit p<0,01

Eine weitere Ubersicht stellt die Korrelationen der gemessenen Werte mit den jeweils

zugehdrigen klinischen Parametern und Laborwerten dar:

12HETE | 15HETE LTB. LTE, PGEM PGF i,
Korpertemperatur 0,008 -0,110 0,327** 0,020 0,120 0,003
RR systolisch 0,064 0,064 -0,152 0,014 0,055 -0,254
RR diastolisch 0,014 -0,086 -0,169 -0,199 0,055 -0,193
Resistance Index | -0,131 -0,019 0,064 0,072 -0,095 0,229
Leukozytenzahl -0,173 -0,086 0,064 0,099 0,078 -0,301
CRP 0,005 -0,017 0,057 -0,001 -0,106 -0,211
Serumkreatinin 0,273* 0,255* 0,059 -0,143 0,022 0,028
Tacrolimusspiegel| 0,058 -0,005 -0,045 -0,043 -0,140 -0,409

Tab. 8.2.2: Korrelationen nach Pearson zwischen Messwerten und klinischen Parametern.

*zweiseitige signifikante Korrelation mit p<0,05, **zweiseitige signifikante Korrelation mit p<0,01
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