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1. EINLEITUNG 

1.1. Allgemeines 
 
Eine Organtransplantation kann einem Menschen das Leben retten, andere 

dauerhafte Ersatztherapien ersparen und Lebensqualität zurückgeben. Die 

Nierentransplantation gilt heute bei Patienten im Stadium der terminalen 

Niereninsuffizienz im Vergleich zur dauerhaften Dialysetherapie als Mittel der 

Wahl und geht mit einer höheren Lebenserwartung einher (Niemi and 

Mandelbrot, 2014, Tzvetanov et al., 2015, Weidemann A, 2015). Im Jahr 2015 

wurden in Deutschland in dem Zeitraum Januar bis März laut der Deutschen 

Stiftung für Organtransplantation 410 Nieren transplantiert (DSO, 03.06.2015, 

14:36). Im Jahr 2014 waren es laut Eurotransplant in Deutschland 1.384 Organe, 

insgesamt ist ein leichter Rückgang der Anzahl der Nierentransplantationen in 

den letzten Jahren zu verzeichnen (DSO, 03.06.2015, 14:36).  

 

Die Transplantationsmedizin ist ein komplexes Gebiet und es gibt viele 

Mechanismen, die nicht vollständig verstanden sind. Insbesondere der Bereich 

der Transplantationsimmunologie hat eine große Bedeutung, denn bei der 

Implantation eines Spenderorgans in einen neuen Organismus können 

Komplikationen, wie beispielsweise akute Abstoßungsreaktionen, auftreten. 

1.2. Transplantationsimmunologie 

1.2.1. Das HLA (Human Leukocyte Antigen)-System  
 
Es gibt eine Vielzahl von Antigenen, die zu der Abstoßungsreaktion eines 

Transplantats beitragen können. Dazu zählen der MHC (Major Histocompatibility 

Complex, beim Menschen als HLA bezeichnet), der Minor Histocompatibility 

Complex, ABO-Blutgruppenantigene und Antigene auf Endothelzellen (Lee and 

Ozawa, 2007, Takemoto et al., 2004, Farid et al., 2015, Filippone and Farber, 

2015). HLA-Moleküle werden auf fast allen Oberflächen der kernhaltigen Zellen 

des Körpers exprimiert (Mahdi, 2013). Man unterscheidet HLA-Klasse-I und HLA-

Klasse-II-Antigene (Mahdi, 2013). Zu den Klasse-I-Molekülen zählen HLA-A, 

HLA-B, HLA-C, HLA-G, HLA-E und HLA-F während HLA-DR, HLA-DQ, HLA-DP, 

HLA-DM und HLA-DO als Klasse-II-Moleküle bezeichnet werden (Mahdi, 2013, 
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Lefaucheur et al., 2009). Die HLA-Typisierung kann durch verschiedene 

Verfahren wie die Serologie, molekularbiologische Analysen (Sequenz-

spezifische Primer, Sequenz-spezifische Oligonukleotide) und durch Sequen-

zierung erfolgen (Mahdi, 2013, Takemoto et al., 2004).  

 

Die HLA-Kompatibilität zwischen dem Empfänger und Spender eines Organs 

spielt für das Überleben des Transplantats eine wichtige Rolle (Lefaucheur et al., 

2009). Vor der Durchführung einer Nierentransplantation müssen die HLA-Daten 

vom Spender und Empfänger typisiert werden - nur so kann eine möglichst HLA-

kompatible Verteilung der Organe erfolgen. Bei einer Nierentransplantation 

werden dabei vor allem die Moleküle HLA-A, HLA-B und HLA-DR berücksichtigt 

(Kosmoliaptsis et al., 2014). Bei kompletter Übereinstimmung der HLA-Genorte 

HLA-A, HLA-B und HLA-DRB1 kommt es nach der Transplantation zu einem 

besseren Transplantatüberleben als bei einer Transplantation, bei der es HLA-

Unterschiede (HLA-Mismatche) gibt (Lefaucheur et al., 2009, Kosmoliaptsis et 

al., 2014). Im letztgenannten Fall ist die Wahrscheinlichkeit einer 

Abstoßungsreaktion erhöht, da HLA-Moleküle eine starke Immunogenität 

besitzen (Kimball et al., 2011, Markiewicz-Kijewska et al., 2014).  

 

Abbildung 1 zeigt, welche Vorgänge beim Aufeinandertreffen von einer fremden 

Spenderzelle auf T-Zellen des Empfängers ablaufen wenn es beispielsweise zu 

einer akuten Abstoßungsreaktion kommt.  
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Abb.1: Sensibilisierungs- und Effektorphase einer akuten Transplantat-

Abstoßung: trifft eine APC des Organspenders auf eine Zelle des 

Organempfängers (in diesem Fall ein T-Lymphozyt) kommt es zu einer 

Interaktion der beiden Zellen bei der das fremde Antigen des Spenders von dem 

T-Lymphozyten des Empfängers erkannt wird, dies führt zur Proliferation von 

Lymphozyten im Empfängerorganismus welche die Lyse der Spenderzellen (in 

diesem Fall die Spenderniere) initiieren (http://www.scheffel.og.bw.schule.de, 

29.06.2014, 14:26) 

 

Die Präsentation von spenderspezifischen Alloantigenen erfolgt überwiegend 

durch antigenpräsentierende Zellen des Spenders aus dem Transplantat (Guo et 

al., 2001, Le Moine et al., 2002). Diese Zellen tragen die HLA-Klasse-I und HLA-

Klasse-II-Moleküle des Donors, welche von ruhenden CD4+- und CD8+-

alloreaktiven T-Zellen erkannt werden (Guo et al., 2001).  

 

CD4+-T-Zellen erkennen Peptide, die über HLA-Klasse-II-Moleküle präsentiert 

werden und spielen eine Rolle bei der Entstehung von Autoimmunerkrankungen, 

allergischen Reaktionen und Tumoren (Geginat et al., 2014, Dorhoi et al., 2012, 

Zhu et al., 2012). Es existieren fünf verschiedene Subtypen von CD4+-T-Zellen: 

TH1-, TH2-, TH17-, regulatorische- und follikuläre T-Zellen (Prezzemolo et al., 

2014, Zhu et al., 2012). Die Immunantwort wird über TH1-Zellen im Sinne einer 

Produktion von IFN-γ, TNF-α und IL-2 ausgelöst, wodurch Monozyten und 

Granulozyten rekrutiert werden (Geginat et al., 2003, Walzl et al., 2011, Rozot et 
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al., 2013, Geginat et al., 2014). TH2-Zellen produzieren hingegen vor allem IL-4, 

IL-5 und IL-13, TH17-Zellen hauptsächlich IL-17A, IL-17F und IL-22 (Zhu et al., 

2012, Geginat et al., 2014). Wenn ein Individuum Kontakt zu einem Antigen hat, 

bildet der Körper parallel zu den oben beschriebenen Mechanismen zusätzlich T-

Gedächtniszellen aus, die im Falle eines erneuten Kontakts mit genau 

demselben Antigen schneller und effektiver eine Immunantwort auslösen können 

(Prezzemolo et al., 2014, Zhu et al., 2012).  Durch die Produktion von IL-2 durch 

TH1-Zellen wird die Aktivierung von CD8+-T-Zellen verstärkt und es bilden sich 

zytotoxische CD8+-T-Effektorzellen, die gegen die HLA-Klasse-I-Moleküle auf 

dem Transplantat gerichtet sind (Denton et al., 1999, D'Elios et al., 1997, Ganji 

and Broumand, 2007, Guo et al., 2001, Le Moine et al., 2002). Diese zerstören 

dann mithilfe von Perforinen, Granzymen und über die Aktivierung des Fas-

Liganden die Zellen des Transplantats, indem die Apoptose eingeleitet wird 

(Strehlau et al., 1997, Guo et al., 2001).  

 

Der zweite wichtige Prozess, welcher durch CD4+-T-Zellen getriggert wird, ist 

nach der Aktivierung von zytotoxischen CD8+-T-Effektorzellen die Produktion von 

Antikörpern durch aktivierte B-Zellen (=Plasmazellen) (Ganji and Broumand, 

2007, Le Moine et al., 2002, Geginat et al., 2014).  

 

Der dritte CD4+-T-Zell getriggerte Prozess ist die Bildung von autoreaktiven 

Plasmazellklonen. Abbildung 2 zeigt, dass fremde Antigene (aus dem Spender-

organ) mithilfe von HLA-Klasse-II-Molekülen auf der Oberfläche von B-Zellen 

präsentiert werden können und darüber in Kontakt zu follikulären CD4+-T-

Helferzellen treten. Dieser Aktivierungsvorgang führt zur Differenzierung der B-

Zelle zu einer Plasmazelle mit der Fähigkeit zur Antikörperproduktion gegen das 

zuvor erkannte donorspezifische Antigen (Zhu et al., 2012, Geginat et al., 2014).  

 

 



 

 5

 

 
 

Abb. 2: B-Zellaktivierung: eine APC des Organempfängers (z.b. eine B-Zelle) 

präsentiert über ihr HLA-Klasse-II-Molekül ein Peptid des zuvor aufgenommenen 

Antigens des Organspenders, dies führt zur Interaktion mit einer CD4+-T- 

follikulären T-Helferzelle, anschließend erfolgt die Differenzierung in 

Plasmazellen, welche Antikörpern gegen das zuvor aufgenommene Antigen 

produzieren können (Pleyer and Ritter, 2003) 

 

Vorangegangene Sensibilisierungsereignisse wie Schwangerschaften, 

Bluttransfusionen und frühere Transplantationen können zur Ausbildung von 

präformierten Anti-HLA-Antikörpern gegen fremde HLA-Moleküle führen 

(Halloran, 2003, Terasaki and Cai, 2005). Man nennt diese Antikörper, wenn sie 

sich gegen Spendermoleküle richten, Donorspezifische Antikörper (DSA) 

(Hanajiri et al., 2015). Sie können sowohl zu einer hyperakuten als auch zu einer 

späten Abstoßungsreaktion führen (Lefaucheur et al., 2009, Burns et al., 2008, 

Ferrari-Lacraz et al., 2012).  

1.2.2. Formen der Abstoßung  
 
Die Banff-Klassifikation teilt die akuten und chronischen antikörpervermittelten 

Abstoßungsreaktionen bei nierentransplantierten Patienten ein (Haas, 2014, 

Solez et al., 1993). Die Einteilung enthält histologische, immunhistologische und 

serologische Kriterien, welche die Diagnose einer Abstoßungsreaktion erlauben 

(Haas, 2014, Solez et al., 1993). Anhand des Biopsieergebnisses ergeben sich 

spezifische Empfehlungen zum Therapieverfahren (Weidemann A, 2015). Die 

letzte Aktualisierung des Schemas erfolgte im Jahr 2013 bei der Banff-Konferenz 

in Brasilien (Haas, 2014). Neu hinzugefügt wurde die C4d-negative akute 
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antikörpervermittelte Abstoßungsreaktion und die antikörpervermittelte 

Intimaarteriitis  (Haas, 2014). Die Version von 2013 enthält für die Definition der 

T-Zell-vermittelten Abstoßungsreaktion keine Neuerungen, sodass in diesem Fall 

die Version aus dem Jahr 2009 herangezogen werden kann (Weidemann A, 

2015). 

 

Banff-Klassifikation von 2009 (Weidemann A, 2015): 

1. Unauffälliger Befund 

2. Antikörpervermittelte Abstoßung (C4d+, zirkulierende donorspezifische 

Antikörper und pathologische Veränderungen des Transplantats – akute 

und chronische antikörpervermittelte Abstoßung) 

3. Borderline-Veränderungen: Verdacht auf akute T-Zell-vermittelte 

Abstoßung 

4. Akute und chronisch aktive T-Zell-vermittelte Abstoßung 

5. Interstitielle Fibrose und tubuläre Atrophie ohne Hinweis auf spezifische 

Ätiologie 

6. Andere nicht rejektionsbedingte Veränderungen 

 

Banff-Klassifikation von 2013 für die antikörpervermittelte Abstoßung (Punkt 2 

von 2009) (Weidemann A, 2015): 

• Akute/aktive Antikörpervermittelte Abstoßung; alle 3 Merkmale müssen für 

die Diagnose vorliegen  

• Histologie, Antikörperinteraktion mit Gefäßendothel, DSA-Nachweis 

• Chronisch aktive Antikörpervermittelte Abstoßung; alle 3 Merkmale 

müssen für die Diagnose vorliegen  

• Chronische Gewebeläsion, Antikörperinteraktion mit Gefäß-

endothel, DSA-Nachweis 

• C4d-Färbung ohne Nachweis einer Abstoßung; alle 3 Merkmale müssen 

für die Diagnose vorliegen  

• Lineare C4d-Färbung, chronische Glomerulopathie=0, 

Glomerulitis=0, peritubuläre Kapillaritis=0, Arteriitis=0, keine akute 

zellvermittelte Abstoßung oder Borderlineveränderung  
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1.2.2.1. Hyperakute Abstoßungsreaktion 
 

Die hyperakute Abstoßungsreaktion wird meistens innerhalb von Minuten durch 

präformierte Donorspezifische Antikörper bedingt, die bereits vor der 

Transplantation im Blut zirkulieren (Tittelbach-Helmrich et al., 2014, Puttarajappa 

et al., 2012, Patel and Terasaki, 1969). Die Antikörper und Komplementfaktoren 

führen zu Blutungen und Thrombosen im Transplantat (McGregor et al., 2012). 

Histologisch zeigen sich Endothelschädigungen, eine transmurale Arteriitis, ein 

interstitielles Ödem sowie Nekrosen, was in der Gesamtheit meistens eine 

Nephrektomie notwendig macht (Patel and Terasaki, 1969).  

 

Heute wird vor jeder Nierentransplantation ein Crossmatch durchgeführt, dadurch 

ist das Auftreten von hyperakuten Abstoßungsreaktionen sehr selten geworden 

(Tittelbach-Helmrich et al., 2014, Patel and Terasaki, 1969). Die Complement-

dependent-cytotoxicity-Technik (CDC) identifiziert signifikante Mengen an 

Donorspezifischen HLA-Antikörpern im Empfängerorganismus (Mulley and 

Kanellis, 2011). Das Serum des Organempfängers wird hierbei zusammen mit 

Spenderlymphozyten (als Quelle für die HLA-Moleküle des Spenders) inkubiert 

und falls der Empfänger Donorspezifische Antikörper besitzt kommt es zu einer 

Komplement-vermittelten Lyse der Spenderlymphozyten (Mulley and Kanellis, 

2011). Beim Flow-Crossmatch erfolgt das Sichtbarmachen von mit HLA-

Antikörpern besetzten Donorlymphozyten durch Floureszein-gebundene Anti-

HLA-Antikörper (Mulley and Kanellis, 2011). 
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 Abb. 3: Prinzip des CDC-Crossmatch: Empfängerserum und Spender-

lymphozyten werden zusammen mit Komplementfaktoren inkubiert, beim 

Vorhandensein von Donorspezifischen Antikörpern kommt es zu einer Lyse der 

Spenderlymphozyten und der Crossmatch wird als positiv gewertet (Mulley and 

Kanellis, 2011) 

 

1.2.2.2. Akute Abstoßungsreaktion 
 

Risikofaktoren für eine akute Abstoßungsreaktion sind auf Seiten des 

Empfängers ein junges Alter und eine afroamerikanische Herkunft, während bei 

den Organspendern ein hohes Alter ein negativer Prediktor ist (Lebranchu et al., 

2013). Während der Transplantation ist eine verspätete Funktionsaufnahme des 

Transplantats sowie eine Ischämiezeit über 24 Stunden ein Risikofaktor für die 

Entwicklung einer akuten Abstoßungsreaktion (Lebranchu et al., 2013).  
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Die Häufigkeit von klinisch relevanten akuten Abstoßungsreaktionen liegt derzeit 

bei ungefähr 10-15% im ersten Jahr nach der Transplantation und hängt von der 

immunsuppressiven Therapie ab (USRDS, 2015, Ekberg et al., 2007). Eine 

adäquate immunsuppressive Therapie vermindert das Risiko, eine akute 

Abstoßungsreaktion zu entwickeln (Lebranchu et al., 2013). 

 
1.2.2.2.1. Akute zelluläre Abstoßungsreaktion 
 
Hierunter werden die akuten zellulär-interstitiellen und die akuten zellulär-

vaskulären Abstoßungsreaktion zusammengefasst. Eine akute zelluläre 

Abstoßungsreaktion tritt meistens in den ersten Wochen oder Monaten nach 

einer Transplantation auf (Cotts and Johnson, 2001). Dabei finden sich 

histologisch Infiltrationen von CD4+- und CD8+-T-Lymphozyten, die mit einer 

Tubulitis einhergehen (Ursus-Nikolaus Riede, 2004, Ganji and Broumand, 2007). 

Die Häufigkeit von akuten zellulären Abstoßungsreaktionen beträgt derzeit 

weltweit ungefähr 15% pro Jahr (Djamali et al., 2006). 

 
1.2.2.2.2 Akute vaskulär-humorale Abstoßungsreaktion 
 
Die akute vaskulär-humorale Abstoßungsreaktion tritt relativ früh (wenige 

Stunden bis einige Tage) nach der Transplantation auf und wird durch 

Donorspezifische Antikörper hervorgerufen, die entweder bereits vor der 

Transplantation im Empfängerorganismus vorhanden waren oder sich nach der 

Transplantation neu entwickelt haben (Puttarajappa et al., 2012, Terasaki and 

Mizutani, 2006, Le Moine et al., 2002). Histologisch zeigen sich 

Endothelschäden, eine Schwellung der Endothelzellen, eine Infiltration mit 

neutrophilen Granulozyten in den Glomeruli, Fibrinthrombosen und Blutungen 

(Trpkov et al., 1996). Die Häufigkeit von akuten vaskulär-humoralen 

Abstoßungsreaktionen liegt im Durchschnitt bei 5-7% aller Nieren-

transplantationen (Puttarajappa et al., 2012). 

 
1.2.2.3. Chronische Transplantatnephropathie 
 
Die chronische Transplantatdysfunktion ist die häufigste Ursache für einen 

Funktionsverlust einer Transplantatniere (Briganti et al., 2002, Hariharan et al., 

2000). In der Regel dauert es einige Monate bis Jahre bis zur terminalen 

Niereninsuffizienz der Transplantatniere (Stallone et al., 2005). Histopathologisch 
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besteht eine Trias aus Tubulusatrophie, Fibrose und Intimafibrose (Halloran et 

al., 1999, Hertig et al., 2008). Das Auftreten einer vorigen akuten 

Abstoßungsreaktion stellt ein Risikofaktor für die Entwicklung einer chronischen 

Abstoßungsreaktion dar (Matas et al., 1994, Humar et al., 1999, Almond et al., 

1993, Pelletier et al., 1998). Die Häufigkeit von chronischen 

Abstoßungsreaktionen liegt über einen Zeitraum von 10 Jahren bei ungefähr 

40% (Hertig et al., 2008). 

 
1.2.2.4. Immunsuppressive Therapie 
 
Die verschiedenen Abstoßungsreaktionen sind sehr schwere Formen der 

möglichen Komplikationen. Nach einer Nierentransplantation ist deshalb in der 

Regel eine lebenslange Immunsuppression erforderlich (Gonzalez-Molina et al., 

2014, Lebranchu et al., 2013, Ganji and Broumand, 2007, Ahmad et al., 2009, 

Halloran, 2004). In den meisten Fällen schreiben Leitlinien eine standardisierte 

Form vor, die zwar durch das individuelle Risiko des Patienten teilweise 

modifizierbar ist, ansonsten aber weitere Eigenschaften einer Person nicht 

berücksichtigt. An diesem Punkt wäre es sinnvoll, durch Erforschung der 

relevanten Risikofaktoren eines Menschen, die dazu beitragen in bestimmter Art 

und Weise auf ein Transplantat zu reagieren, die immunsuppressive Therapie 

noch besser zu individualisieren. Diese könnte bereits bei der präoperativen 

Vorbereitung ansetzen und auch während und nach einem Eingriff weitergeführt 

werden. Gleichzeitig würden so die vielfältigen gravierenden Nebenwirkungen 

der Medikamente vermindert werden. Entsprechende Biomarker, die das Risiko 

der Komplikationen vor Behandlungsbeginn voraussagen können, existieren 

derzeit noch nicht.  

 

Typische Nebenwirkungen von Immunsuppressiva sind unter anderem eine 

Knochenmarksuppression bis hin zur Panzytopenie, opportunistische Infektionen 

mit Pilzen, Bakterien oder Viren und die oft schwer verlaufende Sepsis (Halloran, 

2004, Orlicka et al., 2013, Srinivas and Meier-Kriesche, 2008). Nebenwirkungen 

von Mycophenolatmofetil sind beispielsweise Diarrhö, Erbrechen, 

opportunistische Infektionen und Leukopenie (Gummert et al., 1999). 

Calcineurininhibitoren gehören zur Basismedikation nach Nieren-

transplantationen und besitzen eine hohe Wirksamkeit, gleichzeitig schädigen sie 
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allerdings die Niere nach längerer Einnahme, sodass es zu einer chronischen 

Transplantatnephropathie kommen kann (siehe Punkt 1.2.2.3.) (Snanoudj et al., 

2009).  

1.3. Biomarker 
 
Ein Biomarker ist ein objektiv messbares Produkt eines Organismus, welches als 

Indikator für das Auftreten einer Krankheit herangezogen werden kann (Schlitt et 

al., 2011, Fuentes-Arderiu, 2013). Biomarker können beispielsweise Blutwerte, 

Zellen oder auch Gene und deren Produkte sein (Gudenus R, 2010, Fuentes-

Arderiu, 2013). Man kann zwischen krankheitsbezogenen und 

arzneimittelbezogenen Biomarkern unterscheiden. Ein krankheitsbezogener 

Biomarker gibt Aufschlüsse über das Auftreten und die Entwicklung einer 

Erkrankung (Schlitt et al., 2011). Anhand eines arzneimittelbezogenen 

Biomarkers kann man Vorhersagen über die Wirkung von Medikamenten in 

einem Organismus treffen (Bayer, 29.07.2013, 13:49). Auch Genpoly-

morphismen können aufgrund ihrer Eigenschaften (Rahimi et al., 2013) als 

Biomarker dienen und stehen möglicherweise im Zusammenhang mit der 

Prädisposition zu bestimmten Erkrankungen (Neil A. Campbell, 2003, Zervou et 

al., 2011, Lee et al., 2014a). Die in dieser Arbeit untersuchten 

Genpolymorphismen befinden sich in Genen, die in der Pathophysiologie von 

akuten Abstoßungsreaktionen eine Schlüsselrolle einnehmen.  

1.3.1. CD40-Protein 
 
Das CD40 Antigen ist ein transmembranöses Glykoprotein vom Typ 1 mit einem 

Molekulargewicht von 47-48 kDa, welches aus 277 Aminosäuren besteht und auf 

der Zelloberfläche als Monomer, Dimer oder Trimer vorliegen kann 

(Chatzigeorgiou et al., 2009). Das Gen für das CD40 Molekül liegt auf 

Chromosom 20q12-q13.2 (Ramesh et al., 1993). CD40 existiert in einer 

transmembranösen und einer löslichen Form, wobei die lösliche Form über einen 

negativen Rückkopplungsmechanismus die Blockade des CD40/CD40L-

Signalwegs bewirkt (Chatzigeorgiou et al., 2009). Diese durch alternatives 

Spleißen hervorgerufene Produktion ist die wirkungsvollste Methode der Zelle, 

ihre CD40-Konzentration zu modulieren (Chatzigeorgiou et al., 2009).  
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Das CD40 Antigen befindet sich auf einer Vielzahl an Zellen, darunter Antigen-

präsentierende Zellen (APC) wie Monozyten und B-Zellen, aber auch auf 

Endothelzellen, glatten Muskelzellen, Kupfferzellen, Thymusepithelzellen, 

aktivierten T-Zellen, Keratinozyten und Fibroblasten (Schonbeck and Libby, 

2001, Maemura et al., 2005, Hollenbaugh et al., 1995). Der CD40-Ligand 

(CD154) ist ein transmembranöses Protein vom Typ 2 und besteht aus 261 

Aminosäuren (Chatzigeorgiou et al., 2009). Er befindet sich auf der Oberfläche 

von CD4+-T-Lymphozyten, NK-Zellen, Eosinophilen und Thrombozyten (Grewal 

and Flavell, 1998). Die Bindung von CD40 an seinen Liganden CD40L(CD154) 

führt über die Aktivierung des Transkriptionsfaktors NFκB zur Produktion von 

Zytokinen, Chemokinen, Matrixmetalloproteinasen, Wachstumsfaktoren und 

Adhäsionsmolekülen (Chatzigeorgiou et al., 2009). Außerdem ist diese Bindung 

essentiell für die Aktivierung von B-Zellen und den „class switch“ während der 

Antikörperproduktion (O'Connor et al., 2003, Clark et al., 1996). Ein weiterer 

Aspekt ist die Generierung eines immunologischen Gedächtnisses in Form von 

CD8+-T-Gedächtniszellen, dazu trägt das CD40 Protein durch seine 

kostimulatorische Wirkung bei (Bourgeois et al., 2002). Alle diese genannten 

Faktoren sind von zentraler Bedeutung für den Entzündungsprozess. 

Abstoßungsreaktionen im Rahmen von Organtransplantationen gehen oft mit 

Entzündungen einher und zeigen diverse Parallelen in der Pathogenese. Dies 

erklärt, weshalb die Bedeutung von CD40 für die Transplantationsimmunologie 

so immens ist (Nathan et al., 2002).  

1.3.2. NFκκκκB und IκκκκBαααα 
 
Das Molekül NFκB (nuclear factor ′kappa light chain enhancer′ of activated B-

cells) ist ein pleiotroper spezifischer Transkriptionsfaktor, der ubiquitär in den 

Zellkernen von Säugetieren vorkommt (Molinero and Alegre, 2011). NFκB 

reguliert Gene, deren Produkte vorwiegend Aufgaben bei immunologischen 

Prozessen erfüllen (Molinero and Alegre, 2011, Thakur et al., 1994, Romzova et 

al., 2006). Dazu gehört die Bildung von Faktoren für die Immunantwort und die 

Produktion von Apoptosefaktoren, Entzündungsmediatoren und die Produktion 

von Genprodukten, die den Zellzyklus regulieren (Romzova et al., 2006, Molinero 

and Alegre, 2011). NFκB ist außerdem beteiligt an der Entwicklung von Organen, 
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an der Zellproliferation und an der Differenzierung von Gewebe (Molinero and 

Alegre, 2011). Des Weiteren ist NFκB an der Entstehung von 

Autoimmunkrankheiten beteiligt (Romzova et al., 2006). Zur Familie der NFκB-

Transkriptionsfaktoren gehören fünf Komplexe: RelA, RelB, c-Rel, p105/p50 

(=NFκB1) und p100/p52 (=NFκB2) (Hayden and Ghosh, 2008, Molinero and 

Alegre, 2011, Ghosh and Karin, 2002). Die Einheiten p50 und p52 müssen sich 

mit anderen Faktoren aus der NFκB-Familie zusammenlagern, um an die DNA 

binden und dort die Transkription aktivieren zu können (Molinero and Alegre, 

2011). Die beiden bekanntesten Dimere sind RelA/p50 und RelB/p52 

(Vallabhapurapu and Karin, 2009).  

 

In Ruhenden Zellen liegt NFκB im Zytoplasma an ein Inhibitorprotein gebunden 

vor (Mozzato-Chamay et al., 2001). Somit wird sichergestellt, dass NFκB nur 

dann aktiv wird, wenn der richtige Stimulus auf die Zelle trifft. Diese 

Inhibitormoleküle heißen IκB. Zur Familie der IκB-Moleküle gehören IκBα, IκBβ, 

IκBγ, IκBδ, IκBε, IκBι, IκB-R, Bcl-3, p100 und p105 (May and Ghosh, 1997). IκBα 

ist das klassische Produkt aus dieser Vielzahl an Molekülen, enthält sechs 

Ankyrinwiederholungen und wird durch das Gen NFKBIA codiert (Chia-Hui Lin, 

2008). IκBα ist für das Beenden der NFκB-Antwort notwendig und somit in einer 

normal funktionierenden Zelle essentiell (Abdallah et al., 2003). Kommt es zu 

einer Aktivierung der Zelle folgt die Phosphorylierung von IκBα, was zu einer 

Dissoziation des IκBα/NFκB-Komplexes führt (Demchenko and Kuehl, 2010). 

NFκB wird frei und kann dann im Zellkern die Transkription der entsprechenden 

Gene aktivieren (Spink et al., 2007, Romzova et al., 2006, Demchenko and 

Kuehl, 2010). Dazu wird eine IκB-Kinase (IKK) aktiviert, welche IκBα 

phosphoryliert und es so für den Abbau im Proteasom kennzeichnet (Molinero 

and Alegre, 2011, Demchenko and Kuehl, 2010). Eine solche Aktivierung kann 

beispielsweise durch Zytokine, Lipopolysaccharide, reaktive Sauerstoffradikale, 

Viren, Antigenrezeptoren, Ischämie oder Reperfusion erfolgen (Chia-Hui Lin, 

2008, Molinero and Alegre, 2011, Ghosh and Karin, 2002).  

 

Abbildung 4 gibt einen Überblick über die wichtigsten Stimuli und Effekte bei 

einer NFκB-Aktivierung.  
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Abb. 4: Transplantationsabhängige Stimuli und Funktionen von NFκB (Molinero 

and Alegre, 2011) 

 

Innerhalb einiger Stunden nach der Transplantation von Organen wird NFκB 

durch die zellulären Vorgänge während ischämischer Phasen und der 

Reperfusion im Transplantat aktiviert (Molinero and Alegre, 2011). Ferner führen 

auch, wie bereits zuvor erwähnt, bestimmte bakterielle oder virale Strukturen und 

die Zytokinausschüttung bei entzündlichen Prozessen zur Aktivierung von NFκB 

(Molinero and Alegre, 2011, Ghosh and Karin, 2002).  

 

Trifft ein äußerer Stimulus auf eine T-Zelle, kann über den T-Zell-Rezeptor (TCR) 

eine intrazelluläre Kaskade in Gang gesetzt werden, welche zur Sekretion von IL-

2 führt (Molinero and Alegre, 2011). Dadurch kommt es zur Differenzierung von 

zytotoxischen CD8+-T-Zellen, welche eine Schlüsselrolle im Prozess der akuten 

Abstoßungsreaktion einnehmen (siehe Punkt 1.2.1.). Außerdem führt die 

Aktivierung über den T-Zell-Rezeptor zu einem längeren Zellüberleben, zur 

Differenzierung von Th1/Th2-Zellen und zur Ausbildung eines T-Gedächtniszell-

Pools (Molinero and Alegre, 2011). Des weiteren wird bei diesem Vorgang die 

Ausdifferenzierung von natürlichen Killerzellen (NK) und T-Regulator-Zellen 

(TREG) initiiert (Molinero and Alegre, 2011). 
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1.4. Einzelnukleotid-Polymorphismus (Single Nucleotide Polymorphism) 
 
Vergleicht man die Genome von zwei menschlichen Individuen, so sind ca. 

99,9% davon identisch (Cooper et al., 1985). Die Unterschiede zwischen zwei 

Genomen werden vor allem durch Einzelnukleotid-Polymorphismen, die in der 

internationalen Nomenklatur als Single Nucleotide Polymorphisms (SNPs) 

bezeichnet werden, bedingt und liegen überwiegend in nicht-kodierenden 

Genabschnitten auf der DNA (Kwok and Chen, 2003, Barreiro et al., 2008, 

Collins et al., 1997). SNPs haben zwei unterschiedliche Ausprägungen auf der 

DNA (Allele) und kommen mit einer Häufigkeit von >1% in einer Population vor; 

liegt die Häufigkeit darunter so spricht man von einer Mutation (Thomas et al., 

2011). Oftmals besitzen sie keine biologische Funktion oder Konsequenz für den 

Organismus (Collins et al., 1997, Kwok and Chen, 2003). Es wurden jedoch eine 

Reihe an SNPs detektiert, die eine Assoziation zu verschiedenen Erkrankungen 

aufweisen (Risch, 2000, Lin et al., 2007, Thomas et al., 2011, Wang et al., 2010, 

Zervou et al., 2011, Kurylowicz et al., 2009, Chia-Hui Lin, 2008, Johnson and 

Todd, 2000). 

1.5. Bedeutung der untersuchten Genpolymorphismen 
 
Im Gen von CD40 liegen 341 SNPs (NCBI, 03.08.2014, 13:52), während das 

NFKBIA Gen 209 SNPs (NCBI, 03.08.2014, 13:53) enthält. Aus dieser großen 

Anzahl von SNPs wurden für die Arbeit solche ausgewählt, die nachweislich die 

Expressionsrate beeinflussen. Dies ist im Folgenden für jeden SNP dargestellt.  

 

Für das CD40 Gen wurden die SNPs rs1883832 und rs4810485 ausgewählt.  

 

Der SNP rs1883832 (C/T-1) liegt in der Promotorregion des CD40 Gens und 

betrifft damit die Kozak-Sequenz (5′-UTR) der entsprechenden mRNA (Buck et 

al., 2006). Im eukaryotischen Genom ist die Kozak-Sequenz A/GCCACCAUGG 

für den Start der Translation wichtig (Lifetechnologies, 06.07.2014) . Die Kozak-

Sequenz wird durch die umgebende TIS (translation initiation site) zwischen den 

Basenpositionen -3 bis +4 identifiziert, wobei +1 der Position der ersten Base des 

Startcodons AUG entspricht (Ferreira et al., 2013). Die Variabilität der das 
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Startcodon umgebenden Basen modifiziert die Expressionsrate des Gens 

(Ferreira et al., 2013).  

 

a) 5’-ACCAUGG-3’ = Wildtyp (C) 

b) 5’-ACTAUGG-3’ = mutiertes Allel (T)  

 

Abb. 5: Kozak-Sequenz bei Eukaryonten: AUG=Startcodon 

 

Beim Auftreten des T-Allels im Polymorphismus kommt es zu einer verminderten 

CD40 Expression (Buck et al., 2006). 

 

Der SNP rs4810485 liegt im zweiten Intron des CD40 Gens. Er nimmt Einfluss 

auf die Expression des CD40-Moleküls in CD14+ Monozyten und CD19+ B-Zellen 

(Vazgiourakis et al., 2011). Beim Auftreten von den Genotypen GT und TT 

kommt es zu einer verminderten Proteinexpression gegenüber dem Genotyp GG 

(Vazgiourakis et al., 2011). 

 

Für das NFKBIA Gen wurden die SNPs rs3138053, rs2233406, rs2233408, 

rs2233409 und rs696 ausgewählt.  

 

An der Position -881 im Promotor des NFKBIA Gens liegt der SNP rs3138053. 

Er beeinflusst die Affinität des Proteins ROR-α2 (RAR-Related Orphan Receptor) 

und modifiziert die Transkriptionsrate (Spink et al., 2007).  

 

Der SNP rs2233406 liegt an der Position -826 im Promotor des NFKBIA Gens 

und modifiziert möglicherweise die Transkriptionsrate des Gens (Ali et al., 2013, 

Romzova et al., 2006, Gao et al., 2007). 

 

Der SNP rs2233408 des NFKBIA Gens befindet sich an Position -519 im 

Promotor und verändert die Affinität des Moleküls C/EBP (CCAAT/Enhancer-

Binding-Proteine) und die Transkriptionsrate des Gens (Lin et al., 2007). 
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Der SNP rs2233409  liegt an Position -297 im Promotor des NFKBIA Gens und 

modifiziert die Transkriptionsrate des Gens (Ali et al., 2013, Romzova et al., 

2006, Gao et al., 2007). Die Genotypen GA und AA gehen mit einer erhöhten 

Sekretion von inflammatorischen Zytokinen einher und beeinflussen somit die 

Aktivität des Immunsystems (Grunau et al., 2013) 

 

Der SNP rs696 befindet sich an der Position +2756 in der 3′-UTR des Gens 

(Romzova et al., 2006). Diese 3′-UTR ist eine regulatorische Region, die für die 

korrekte Genexpression und die Stabilität und Lebensdauer der entsprechenden 

mRNA verantwortlich ist (Conne et al., 2000). 

1.6. Fragestellung 
 
In dieser Arbeit sollte geprüft werden, ob die unter Punkt 1.5. genannten SNPs 

im CD40 Gen und NFKBIA Gen mit akuten Nierenabstoßungsreaktionen und der 

Anzahl von wiederholten Transplantationen assoziiert sind. Eine solche 

Assoziation könnte ein Hinweis dafür sein, dass diese SNPs geeignete 

genetische Biomarker sind, um eine Nierenabstoßungsreaktion zu 

prognostizieren. Außerdem könnte eine Assoziation zur Retransplantations-

häufigkeit anzeigen, dass die SNPs weitere immunologische Reaktionen 

begünstigen, die dem Nierentransplantat schaden. Derartige Assoziationen sind 

Voraussetzung für die Etablierung eines Biomarkers als Instrument in der 

medizinischen Praxis. Bei erfolgreicher Biomarkersuche wäre das Fundament zu 

einer individualisierten immunsuppressiven Therapie gelegt. Dadurch könnten 

die zum Teil schwerwiegende Nebenwirkungen der verwendeten Medikamente 

auf ein Minimum reduziert und die Medikation an das individuelle 

immunologische Risiko angepasst werden.  
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2. MATERIAL UND METHODEN 

2.1. Verwendete Materialien 

2.1.1. Chemikalien 
 
Diethylpyrocarbonate D5758    Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim, 

(DEPC-Wasser: 0,1%-ig) Deutschland  

Gel Loading Buffer Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim, 

Deutschland 

Tango Buffer  Thermo Fisher Scientific, Schwerte, 

Deutschland 

NEBuffer 3 New England Biolabs, Ipswich, MA, USA 

NEBuffer 4  New England Biolabs, Ipswich, MA, USA 

FastDigest Green Buffer Thermo Fisher Scientific, Schwerte, 

Deutschland  

Rotiphorese 10x TBE-Puffer  Carl Roth GmbH, Karlsruhe, Deutschland 

UltraPure Agarose  Life Technologies, Carlsbad, CA, USA 

Ethidiumbromid, 1%-Lösung in  Carl Roth GmbH, Karlsruhe, Deutsch- 

Wasser, 10 mg/ml     land       

2.1.2. Verbrauchsmaterial 
 
Reaktionsgefäße (Tubes) 0,5 ml Eppendorf, Hamburg, Deutschland 

Reaktionsgefäße (Tubes) 1,0 ml  Eppendorf, Hamburg, Deutschland 

Spitzen 0,1-10 µl Biosphere  Sarstedt, Nümbrecht, Deutschland 

Filter Tips  

Spitzen 2 -100 µl Biosphere  Sarstedt, Nümbrecht, Deutschland 

Filter Tips  

Spitzen 2 -200 µl Biosphere  Sarstedt, Nümbrecht, Deutschland 

Filter Tips  

Spitzen 1000 µl  Nerbe plus, Winsen/Luhe, Deutschland 

PCR-Tubes (0,2 ml Tubes) Corning Incorporated, Corning, NY, USA 

Examination Gloves Nitra-Tex Ansell, Richmond, VIC, Australien 
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Autoklavierband Comply Steam  3M, St. Paul, MN, USA 

Indicator Tape     

2.1.3. Geräte 
  
Waage Adventurer Ohaus, Parsippany, NJ, USA 

T3-Thermocycler Biometra, Göttingen, Deutschland 

Mastercycler gradient Eppendorf, Hamburg, Deutschland 

Centrifuge 5417R Eppendorf, Hamburg, Deutschland 

Centrifuge 5424R Eppendorf, Hamburg, Deutschland 

Concentrator 5301 Eppendorf, Hamburg, Deutschland 

Thermomixer comfort  Eppendorf, Hamburg, Deutschland 

Power Supply (Power Pac 1000) Bio-Rad, Hercules, CA, USA 

Gelkammer Sub-Cell GT Bio-Rad, Hercules, CA, USA 

Geldokumentationsgerät Cell Biosciences, Santa Clara, CA, USA 

Mikrowelle  Robert Bosch GmbH, Stuttgart, Deutsch-

land 

Kühlschrank (4°), Liebherr profiline  Liebherr International AG, Bulle, Schweiz 

Gefrierschrank (-20°), Liebherr  Liebherr International AG, Bulle, Schweiz 

Premium                       

Magnetrührer IKAMAG REO IKA, Staufen, Deutschland  

Pipette 0,5-10 µl Eppendorf, Hamburg, Deutschland   

Pipette 10-100 µl Eppendorf, Hamburg, Deutschland 

Pipette 100-1000 µl Eppendorf, Hamburg, Deutschland 

Digital Graphic Printer UP D887 Sony, Minato, TKY, Japan 

 

2.1.4. Primer 
Eurofins MWG, Ebersberg, Deutschland 
      
rs1883832 Vorwärts-Primer                     5´-CCTCTTCCCCGAAGTCTTCC-3´ 

  Rückwärts-Primer          5´-GAAACTCCTGCGCGGTGAAT-3´ 

 

rs4810485  Vorwärts-Primer                5´-CCTGGCTCCTTCATCCCAGC-3´ 

  Rückwärts-Primer      5´-CCTCCCTGTTCCCTAAGAGC-3 
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rs2233409  Vorwärts-Primer               5´-GAGAAACTCCCTGCGATGAG-3´ 

  Rückwärts-Primer        5´-CCAGCCATCATTTCCACTCT-3´ 

 

rs696   Vorwärts-Primer      5´-GTACACCATTTACAGGAGGG-3´ 

  Rückwärts-Primer    5´-GGCTGAAAGAACATGGACTTG-3´ 

 

rs2233408 Vorwärts-Primer      5´-TGGGGTTTGCCAACCTGCCG-3´ 

  Rückwärts-Primer  5´-AGTTCCTTTGCTGCAAAGAGCC-3´ 

 

rs2233406 Vorwärts-Primer        5´-GGTGGTGTGGATACCTTGCAATG-3´ 

  Rückwärts-Primer        5´-AGGTCCAATCGCGGTTAAG-3´ 

 

rs3138053 Vorwärts-Primer            5´-GTTGTGGATACCTTGCACTA-3´ 

  Rückwärts-Primer                     5´-GGTCCTTAAGGTCCAATCG-3´ 

 

2.1.5. Restriktionsenzyme 
 
NcoI New England Biolabs, Ipswich, MA, USA 

HpaII (Fastdigest)  Thermo Fisher Scientific, Schwerte, 

Deutschland 

Hpy8I=Hpy166II=MjaIV Thermo Fisher Scientific, Schwerte, 

Deutschland 

HaeIII=BsuRI (Fastdigest)  Thermo Fisher Scientific, Schwerte, 

Deutschland 

MnlI (Fastdigest) Thermo Fisher Scientific, Schwerte, 

Deutschland 

BslI (Fastdigest) Thermo Fisher Scientific, Schwerte, 

Deutschland 

HpyCH4III New England Biolabs, Ipswich, MA, USA 

Fast Ruler Low Range DNA-Ladder     Thermo Fisher Scientific, Schwerte, 

Deutschland  
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Herstellung von Gebrauchslösungen: 

Die Primer wurden in einer Stammlösung von 100 pmol/µl geliefert. Zur 

Herstellung der Gebrauchslösung wurde die Primerstammlösung im Verhältnis 

1:10 mit PCR-Wasser verdünnt. Die Gebrauchslösung hatte eine Konzentration 

von 10 pmol/µl. 

Zur Herstellung der 1x TBE Pufferlösung (Gebrauchslösung) wurde die 

Stammlösung (1,0 M Tris-Borat, 20 mM EDTA) im Verhältnis 1:10 mit DEPC-

Wasser verdünnt.  

2.1.6. Computersoftware 
 
Soarian Clinicals Siemens Healthcare, Erlangen,  

Deutschland 

AlphaImager Mini BioExpress, Kaysville, UT, USA 

MS Excel mac 2008 Microsoft, Redmond, WA, USA 

Hardy-Weinberg 2-Allele Calculator Had2Know 

IBM SPSS 20 Statistics IBM, New York, NY, USA 

R 2.13.0.  R Foundation for Statistical Computing, 

Technische Universität Wien, Österreich 

2.2. Patientendaten und Patientenkollektive 
 
In dem Zeitraum vom 01.01.2008 bis zum 31.12.2011 wurden im Universitäts-

klinikum Hamburg Eppendorf 246 Patienten nierentransplantiert. Von diesen 

Patienten gaben 220 ihre schriftliche Einverständniserklärung zur Verwendung 

von Blutproben zu Forschungszwecken. Ein positives Ethikvotum von der 

Ethikkommission der Ärztekammer Hamburg (PV-Nummer 3248) lag vor. Von 

dem Gesamtkollektiv der 220 Patienten wurde nachträglich ein Kollektiv von 57 

Patienten ausgeschlossen, welches sich folgendermaßen zusammensetzt: für 19 

Patienten war die histologische Einteilung der Abstoßungsreaktion lückenhaft 

dokumentiert, für 18 Patienten wurden die Einschlusskriterien aufgrund unzu-

reichender Informationen aus der Patientenakte nicht erfüllt (fehlende 

Medikamenten- und HLA-Dokumentation), 7 Patienten erhielten eine Medikation 

die nicht den von uns ausgewählten Kriterien der Medikamenteneinteilung 

entsprach, 6 Patienten zeigten eine fehlende Funktionsaufnahme des 
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Transplantats (um die transplantierten Patienten nach dem Eingriff ausreichend 

lange beobachten und Abstoßungsreaktionen festhalten zu können, wurden nur 

diejenigen Patienten in die Arbeit eingeschlossen, die noch während der 

Operation eine Funktionsaufnahme des Transplantats zeigten), bei 5 Patienten 

lag das Datum der Operation außerhalb des von uns gewählten Zeitraums und 

bei 2 Patienten existierten keine Angaben zur 1-Jahres-Kontrolle nach der 

Operation.  

In der vorliegenden Arbeit wurden folglich insgesamt 163 nierentransplantierte 

Patienten retrospektiv genotypisiert. 

 

 

 

Abb. 6: Zusammensetzung des Patientenkollektivs: Darstellung der 

ausgeschlossenen Patienten aus dem Gesamtkollektiv aller nieren-

transplantierten Patienten und Bildung des Kollektivs der vorliegenden Arbeit von 

163 Patienten 
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Zusätzlich wurden folgende Merkmale bei der Patientenauswahl berücksichtigt:  

 

� Geschlecht 

� Geburtsdatum 

� Transplantationsdatum 

� Datum der Abstoßungsreaktion und histologische Sicherung 

� Retransplantationen (nur Nierentransplantationen) 

� Alter zum Zeitpunkt der letzten Nierentransplantation 

� Grunderkrankung 

� Immunsuppression  

� HLA-Differenz 

 

Da nicht für alle Patienten mit einer akuten Abstoßungsreaktion eine Biopsie mit 

der zugehörigen Klassifikation nach den Banff-Kriterien vorlag, wurde die Art der 

Abstoßungsreaktion nicht weiter eingeteilt.  

 

Der Zeitraum der Nachbeobachtung für die Kriterien „keine Abstoßung“ und 

„akute Abstoßung“ und die daraus folgende Einteilung der Patienten in 

bestimmte Kollektive wurde mit einem Jahr nach dem Datum der letzten 

Nierentransplantation festgelegt.  

 

Bei den HLA-Differenzen wurden die drei HLA-Loci A, B und DR berücksichtigt.  

 

Die Daten zur Immunsuppression stammten aus dem jeweils letzten 

Entlassungsbrief des Patienten nach dem stationären Aufenthalt im Rahmen der 

Transplantation.  

 

 

 

Tabelle 1 gibt eine Übersicht über die Einteilung der Patienten in insgesamt fünf 

Kollektive.  
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Tabelle 1: Patientenkollektive 
 

 

1. Im ersten Kollektiv befinden sich Patienten, die innerhalb eines Jahres nach 

der letzten Nierentransplantation keine akute Abstoßung und keinen 

Transplantatverlust erlitten (n=106).  

2. Das Kollektiv Nummer 2 enthält Patienten, die unabhängig von der Anzahl der 

Häufigkeit innerhalb eines Jahres nach der letzten Nierentransplantation eine 

akute Abstoßungsreaktion (zelluläre Abstoßung und/oder vaskulär-humorale 

Abstoßung) zeigten (n=57).  

3. Das Kollektiv Nummer 3 umfasst Patienten, die einen Transplantatverlust 

durch Abstoßung erlitten (histologisch gesichert) und/oder Patienten mit 

mindestens zwei histologisch gesicherten Abstoßungen im ersten Jahr nach  

Transplantation (n=78). 

4. Im Kollektiv Nummer 4 sind Patienten eingeschlossen, die bisher nur einmal 

nierentransplantiert wurden (n=124).  

5. Das Kollektiv Nummer 5 umfasst alle Patienten, die bereits mehrfach 

nierentransplantiert wurden (n=39).  

2.3. Patienten-DNA 
 
Die Patienten-DNA lag isoliert und anonymisiert vor. Um eine erneute Isolierung 

von DNA im Falle von Retypisierungen zu ermöglichen, wurden die 

dazugehörigen Blutproben bei -20° gelagert. Die Intaktheit der isolierten DNA 

wurde durch die Lagerung bei -20° gewährleistet. Von allen eingefrorenen DNA-

Originalproben wurden einige Mikroliter abgefüllt und für die Zeit der Versuche 

bei 4° im Kühlschrank aufbewahrt. Das ergab den Vorteil, dass die DNA nicht vor 

Kollektiv-

nummer 

Beschreibung des Kollektivs Anzahl 

(n) 

männlich 

(m) 

weiblich 

(w) 

1 Keine Abstoßungsreaktion 106 62 44 

2 Akute Transplantatabstoßung  57 39 18 

3 Multiple akute 

Transplantatabstoßung 

78 50 28 

4 Einmalig nierentransplantiert 124 78 46 

5 Mehrmalig nierentransplantiert 39 23 16 
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jeder PCR aufgetaut und wieder weggefroren werden musste, wodurch die DNA 

nicht degradiert wurde.  

Anhand der DNA-Konzentration in der Probe ergab sich eine Einteilung in sechs 

Gruppen, die in der Tabelle 2 gezeigt sind. Ziel bei der Berechnung der 

erforderlichen DNA-Menge für den praktischen Versuch war, in jedem PCR-

Ansatz ein DNA-Gehalt von 120 ng zu erhalten.  

Tabelle 2: Gruppen der DNA-Proben nach Konzentration 
 

 
2.4. Genotypisierung 
 
Die Strategie der Genotypisierung nach dem PCR-ASRA-Prinzip umfasste vier 

Schritte. Zuerst wurde eine PCR durchgeführt und das entstandene Amplifikat 

gefällt, um es danach mithilfe eines passenden Restriktionsenzyms zu verdauen. 

Im letzten Schritt wurden die DNA-Fragmente nach Anfärbung unter dem UV-

Licht sichtbar gemacht und fotografiert.  

 

Die Tabelle 3 gibt eine Übersicht über die in dieser Arbeit untersuchten 

Genpolymorphismen, die als Single Nucleotide Polymorphisms (SNPs) 

bezeichnet werden: 

 

 

Gruppe DNA-Konzentration 

in der Originalprobe 

Probenanzahl 

1 <10ng/µl 12 

2 <20ng/µl 69 

3 <30ng/µl 51 

4 <40ng/µl   26 

5 40-60/µl 15 

6 >60/µl 11 
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Tabelle 3: Genpolymorphismen 
 

 

2.4.1. Polymerasekettenreaktion (PCR) 
 
Die PCR ist eine Methode zur Vervielfältigung von DNA-Sequenzen basierend 

auf dem Prinzip der enzymatischen DNA-Replikation aus den Bestandteilen der 

DNA (Stanek, 2013, Schorderet, 1994).  

Jeder Reaktionszyklus besteht aus den drei Schritten Denaturierung, Annealing 

und Kettenverlängerung (Elongation) (Schorderet, 1994). Der zu amplifizierende 

Genabschnitt muss von zwei bekannten Sequenzen eingerahmt werden die als 

Bindungssequenzen für die Primer dienen (Schorderet, 1994). Die Synthese der 

neuen DNA erfolgt durch die hitzestabile Taq-Polymerase, wobei diese am 3´-

Ende die Primer mithilfe von dNTPS entlang der vorhandenen einzelsträngigen 

Ausgangs-DNA verlängert (Dang and Jayasena, 1996).  

Das Gemisch eines PCR-Ansatzes setzte sich wie folgt zusammen:  

 

4 µl Hin-Primer (10pmol/µl) 

4 µl Rück-Primer (10pmol/µl) 

25 µl PCR-Master-Mix (Taq-Polymerase) 

x µl H2O (x = abhängig von der verwendeten DNA-Menge) 

y µl DNA (120 ng DNA) 

 

50 µl Gesamtansatz 

Gen Polymorphismus (SNP) 

CD40 rs1883832 

CD40 rs4810485 

NFKBIA rs2233409 

NFKBIA rs696 

NFKBIA rs2233408 

NFKBIA rs2233406 

NFKBIA rs3138053 
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Nachdem die einzelnen Bestandteile nach obigem Schema auf Eis pipettiert und 

gut gemischt wurden, konnte die PCR gestartet werden. Die Abläufe der 

einzelnen PCR-Programme zeigt die nachstehende Tabelle 4.  

Tabelle 4: PCR-Programme 

Polymorphismus PCR-Programm 

rs1883832 Init. Denaturierung 

Denaturierung 

Annealing 

Elongation 

Zyklen 

94° 7min 

94° 30sec 

56° 30sec 

72° 30sec 

29 

rs4810485 Init. Denaturierung 

Denaturierung 

Annealing 

Elongation 

Zyklen 

Fin. Elongation 

94° 5 min 

94° 20sec 

60° 30sec 

72° 45sec 

40 

72° 7min 

rs2233409 Init. Denaturierung 

Denaturierung 

Annealing 

Elongation 

Zyklen 

Fin. Elongation 

94° 5min 

94° 1min 

59° 1min 

72° 1min 

34 

72° 5min 

rs696 Init. Denaturierung 

Denaturierung 

Annealing 

Elongation 

Zyklen 

Fin. Elongation 

94° 5min 

94° 30sec 

61° 30sec 

72° 30sec 

34 

72° 5min 

rs2233408 Init. Denaturierung 

Denaturierung 

Annealing 

Elongation 

Zyklen 

Fin. Elongation 

95° 3min 

95° 1min 

58° 1min 

72° 1min 

35 

72° 5min 
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rs2233406 Init. Denaturierung 

Denaturierung 

Annealing 

Elongation 

Zyklen 

Fin. Elongation 

94° 5min 

94° 1min 

53° 1min 

72° 1min 

34 

72° 5min 

rs3138053 Init. Denaturierung 

Denaturierung 

Annealing 

Elongation 

 

 

 

Fin. Elongation 

95° 3min (1) 

95° 1min (2)*           

56° 1min (3) 

72° 1min (4) 

95° 1min (5)** 

54° 1min (6) 

72° 1min (7) 

72° 7min (8) 

*Schritt 2-4: 5 Zyklen 

**Schritt 5-7: 35 Zyklen 

2.4.2. Präzipitation der PCR-Amplifikate 
 
Bei diesem Verfahren wurden die PCR-Amplifikate von unverbrauchten 

störenden Substanzen aus dem PCR-Ansatz getrennt, um sie anschließend mit 

einem Restriktionsenzym optimal zu verdauen.   

 

Im ersten Schritt wurden jeweils zu 30 µl Amplifikat folgende Substanzen 

hinzugegeben:   

 

3 µl 3-molares Natriumacetat 

75 µl 96%-iger Ethanol 

 

Das Gemisch wurde gevortext und über Nacht bei -20° im Tiefkühlschrank 

gelagert. Im nächsten Schritt wurde das gefällte Amplifikat gewaschen. Das 

Gemisch wurde dafür zunächst für 15 Minuten bei 13000 rpm zentrifugiert und 

der Überstand anschließend abpipettiert. Danach wurden 200 µl 80%-iger 

Ethanol hinzugegeben. Nach erneutem Zentrifugieren für 15 Minuten bei 13000 

rpm wurde der Überstand wieder abpipettiert, sodass am Ende des Vorgangs 
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das präzipitierte und gewaschene DNA-Pellet am Boden des Eppendorf-Tubes 

verblieb. Im letzten Schritt wurden die Proben geöffnet und für 30 Minuten in den 

Concentrator gestellt. In diesem Gerät wurde der restliche Alkohol durch die 

Erzeugung eines Vakuums bei 45° verdampft. Das gefällte und gereinigte 

Amplifikat wurde in 8 µl molekularbiologischem H2O aufgenommen.   

2.4.3. Restriktionsenzymverdau 
 
Restriktionsendonukleasen können die zuvor in der PCR vervielfältigte DNA-

Menge zerschneiden, wenn in dem Amplifikat eine für die entsprechende 

Restriktionsendonuklease spezifische Erkennungssequenz präsent ist. 

Anschließend können die DNA-Fragmente nach gelelektrophoretischer 

Auftrennung die Präsenz eines SNPs anzeigen (Ota et al., 2007).  

 

Die verwendeten Restriktionsenzyme wurden bei -20° gelagert. Die Tabelle 5 

gibt einen Überblick über die verwendeten Enzyme und deren Charakteristika. 

Die angegebenen Mengen an Enzym, Puffer und Wasser wurden für jede Probe 

in ein Tube pipettiert und anschließend wurde die Probe nach den Zeitangaben 

in der Tabelle 5 im Thermomixer inkubiert. Nach der Inkubation wurde der Ansatz 

für 1 Minute bei 13000 rpm zentrifugiert und die Ansätze für die SNPs 

rs1883832, rs2233409 und rs3138053 mit Gel Loading Buffer versehen.  Danach 

wurden die Proben auf das Gel aufgetragen. 
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2.5. Gelelektrophorese 
 
Das Gel für die Gelelektrophorese wurde aus in TBE-Puffer (=Tris-Bor-EDTA-

Puffer) gelöster Agarose hergestellt. Um die Agarose aufzulösen, musste das 

Gemisch in der Mikrowelle erwärmt werden, bis keine Flocken mehr zu sehen 

waren. Für die kleinen Gelvorrichtungen wurden 100 ml, für die großen 200 ml 

Gesamtansatz verwendet. Um die Banden nachher in dem Gel sichtbar zu 

machen und detektieren zu können mussten 8 bzw. 16 µl Ethidiumbromid nach 

Abkühlen zu der Flüssigkeit hinzugefügt werden. Die verwendete Gelkammer 

wurde mit Autoklavierband abgeklebt, um ein Herauslaufen der Flüssigkeit zu 

vermeiden. Beim Gießen der Mischung in den Gelträger mit den bereits 

gesteckten Kämmen war darauf zu achten, dass das Gel blasenfrei abkühlte und 

nicht herauslief. Nach 25-minütiger Aushärtung des Gels wurden die Gelkämme 

entfernt, der Gelträger mit dem Gel in die Elektrophoresekammer gelegt und die 

Proben aufgetragen. In die letzte Geltasche jeder Gelreihe wurden 5 µl des Fast 

Ruler Low Range DNA-Ladder gegeben, um die Bandenlänge der DNA-

Fragmente ablesen und zuordnen zu können. Das Sichtbarmachen der DNA-

Banden gelang mit UV-Licht (Wellenlänge: 302 nm) in einem 

Geldokumentationsgerät (Blende ∅ ƒ/3, Belichtungszeit ∅ 154 ms). Das 

Bandenmuster der Fragmente zeigte die Präsenz des jeweiligen SNPs an.  

Die Geleigenschaften unterschieden sich bei den einzelnen Polymorphismen. 

Die Agarosekonzentration richtete sich nach den Bandenlängen der DNA-

Fragmente, die beim Restriktionsenzymverdau entstanden. Je ähnlicher die 

Längen der DNA-Fragmente waren, desto besser musste ihre Auftrennung im 

Gel erfolgen. Dies konnte mit einer höheren Agarosekonzentration erreicht 

werden. Beispielsweise wurden bei einer geforderten Agarosekonzentration von 

2% 2 Gramm Agarose in 100ml Puffer bzw. 4 Gramm Agarose in 200ml Puffer 

aufgelöst.  Entsprechendes galt für andere Agarosekonzentrationen. Bei ähnlich 

langen DNA-Fragmenten konnte eine bessere Auftrennung zusätzlich durch eine 

längere Laufzeit des Gels ermöglicht werden. An dem Gelelektrophoresegerät 

wurden die Stromstärke und die Zeitdauer eingegeben. Die Tabelle 6 zeigt die 

gewählten Einstellungen für jeden einzelnen Genpolymorphismus. 
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Tabelle 6: Geleigenschaften für die Polymorphismen 

 

2.6. Statistische Methoden 
 
Für die Auswertung und Interpretation der Genotypisierungsergebnisse wurden 

mehrere statistische Tests ausgewählt, die im Folgenden kurz erläutert sind. Das 

Signifikanzniveau wurde bei sämtlichen statistischen Verfahren in dieser Arbeit 

mit p<0,05 festgelegt.  

2.6.1. T-Test  
 
Die Durchführung eines T-Tests beruht auf der Annahme, dass die vorliegenden 

Daten einer t-Verteilung folgen. Diese Verteilung zeigt für kleine Werte des 

Parameters n eine größere Breite und Flankenbetonung als die 

Normalverteilung. Durch eine t-Verteilung gelingt die Berechnung der Verteilung 

der Differenz vom Mittelwert der Stichprobe zum wahren Mittelwert der 

Grundgesamtheit (McDonald, 2009). 

 

Die Berechnungen mit dem T-Test erfolgten für die Variable „Alter zum Zeitpunkt 

der letzten Transplantation“. 

 

 

 

 

Polymorphismus Agarosekonzentration 

(%) 

∅ Stromstärke 

(Volt) 

∅ Dauer 

(min) 

rs1883832 2,0 180 35 

rs4810485 2,5 165 35 

rs2233409 2,0 180 40 

rs696 2,0 170 40 

rs2233408 2,0 160 45 

rs2233406 3,0 170 40 

rs3138053 2,0 165 40 
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2.6.2. Exakter Fisher Test 
 
Mit dem exakten Fisher Test wurden die Parameter „Geschlecht“, 

„Grunderkrankung“, „HLA-Mismatche“ und „Immunsuppression“ zwischen den 

Kollektiven verglichen.  

2.6.3. Hardy-Weinberg-Gesetz 
 
Das Hardy-Weinberg-Gesetz beschreibt den Genpool in einer Idealpopulation, 

die nicht der natürlichen Evolution unterliegt (Spektrum, 2015). Solche 

Populationen gibt es in der Realität nicht (Spektrum, 2015). Anhand der Hardy-

Weinberg-Gleichung p2+2pq+q2 = 1 können Allelfrequenzen und Genotypen-

häufigkeiten berechnet werden, vorausgesetzt eine der beiden Größen ist 

bekannt (Neil A. Campbell, 2003, Lee, 2015, Mayo, 2008, Stern, 1943, Spektrum, 

2015). Geprüft wurde, ob die in der Arbeit experimentell ermittelten Allel- und 

Genotypenfrequenzen der einzelnen Polymorphismen mit den tatsächlich in der 

Bevölkerung vorkommenden Häufigkeiten übereinstimmten.  

2.6.4. Dominante und Rezessive Vererbungsgänge der Polymorphismen 
 
Bei den sieben untersuchten Polymorphismen wurde definitionsgemäß das 

häufiger vorkommende Allel als dominant gewertet. Allgemein ergeben sich dann 

folgende Modelle, wenn A das häufigere Allel und B das seltenere Allel ist:  

 

AA+AB vs. BB: Dominantes Modell  

AA vs. AB+BB: Rezessives Modell. 

 

Konkret ist dies nachfolgend für den Polymorphismus rs696 im NFKBIA Gen 

erklärt. Bei dem Polymorphismus rs696 kommt das Allel C mit 61% in der 

europäischen Bevölkerung mit einer höheren Frequenz vor als das Allel T mit 

39% (Ensembl, 20.08.2013; 15:40). Die dazugehörigen Modelle stellen sich 

demnach folgendermaßen dar:  

 

CC+CT vs. TT: Dominantes Modell  

TT+CT vs. CC: Rezessives Modell. 
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Kodominante Modelle der Polymorphismen wurden in dieser Arbeit nicht 

berücksichtigt.  
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3. ERGEBNISSE  

3.1. Charakterisierung der Patientenkollektive 
 
Zunächst wurden die klinischen und demographischen Charakteristika für die 

einzelnen Kollektive von nierentransplantierten Patienten ermittelt und 

verglichen. Die Ergebnisse dazu sind im Folgenden dargestellt. Tabelle 7 zeigt 

den Vergleich der beiden Patientenkollektive „keine Abstoßung“ und „akute 

Abstoßung“. 

Tabelle 7: Klinische und demographische Parameter für die Kollektive 

„keine Abstoßung“ und „akute Abstoßung“ 

 
Parameter Keine Abstoßung 

(n=106) 
Akute Abstoßung 
(n=57) 

p-Wert 

Geschlecht (m/w) 62 (58,0%)/ 
44 (42,0%) 

39 (68,0%)/ 
18 (32,0%) 

0,239 
 

Alter bei der letzten 
Transplantation 
(Durchschnittsalter 
±SD) 

52,72±16,61 48,72±16,29 0,142 

 
Grunderkrankung 
Glomerulonephritis 13 (12,3%) 9 (15,8%) 0,632 

Diabetische 
Nephropathie 

14 (13,2%) 
 

5 (8,8%) 0,455 

ADPKD 16 (15,1%) 5 (8,8%) 0,330 
 

IgA-Nephritis 9 (8,5%) 8 (14,0%) 0,291 

Schrumpfniere 4 (3,8%) 5 (8,8%) 0,279 

Sonstige* 36 (34,0%) 25 (43,9%) 0,237 

HLA-Mismatche** 

HLA-A/B/DR 
 

2,98±1,66 3,42±1,38 1,000 

 
Immunsuppression 
Gruppe 1*** 70 (66,0%) 30 (52,6%) 0,127 
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Gruppe 2**** 36 (34,0%) 27 (47,4%) 0,127 

* Sonstige = Zusammengefasste Gruppe von Grunderkrankungen, die bei 

weniger als 4 Patienten im jeweiligen Kollektiv vorkamen (für „akute 

Abstoßung“ n=15, für „keine Abstoßung“ n=26). Zusätzlich zählen hierzu alle 

Patienten, die aufgrund der Dokumentationen in  der Patientenakte keiner 

Erkrankung eindeutig zugeordnet werden konnten und deren 

Krankheitsgenese als „unklar“ bewertet wurde (für „akute Abstoßung“ n=10, 

für „keine Abstoßung“ n=10).  

** Beim Vergleich der HLA-Mismatche sind die Durchschnittswerte für die 

Summe aus den drei Mittelwerten der Differenzen der Loci HLA-A, HLA-B und 

HLA-DR mit der zugehörigen Standardabweichung angegeben.  

** Gruppe 1 = Calcineurininhibitoren, Steroide, Mycophenolatmofetil und/oder     

mTOR-Inhibitoren, Basiliximab 

***Gruppe 2 = Calcineurininhibitoren, Steroide, Mycophenolatmofetil und/oder     

mTOR-Inhibitoren, Antithymozytenglobulin und/oder Rituximab, mit/ohne 

Basiliximab 

 

Für den Vergleich der Grunderkrankungen gilt, dass nur für Erkrankungen ein p-

Wert berechnet wurde, die in beiden Kollektiven mehr als vier mal vorkamen, da 

ein Vergleich mit zu kleinen Mengen (unter 4 Patienten pro Erkrankung) 

statistisch nicht aussagekräftig ist. Addiert man die Anzahl der 

Grunderkrankungen im Kollektiv „keine Abstoßung“ ergibt sich n=96. 5 Patienten 

mit der Grunderkrankung „Medikamenten/-Therapieassoziierte 

Nierenerkrankung“ und 5 Patienten mit der Grunderkrankung „SLE“ wurden in 

den Vergleich nicht miteinbezogen, da diese Erkrankungen in dem Kollektiv 

„akute Abstoßung“ zu selten (weniger als 4 Patienten) auftraten.  

 

Bei der Gegenüberstellung der beiden Kollektive „keine Abstoßung“ und „akute 

Abstoßung“ zeigte sich kein signifikanter p-Wert.  

 

In Tabelle 8 sind die Patientenkollektive „keine Abstoßung“ und „multiple akute 

Abstoßung“ einander gegenübergestellt.  
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Tabelle 8: Klinische und demographische Parameter für die Kollektive 

„keine Abstoßung“ und „multiple akute Abstoßung“ 

 
Parameter Keine Abstoßung 

(n=106) 
Multiple akute Ab-
stoßung (n=78) 

p-Wert 

Geschlecht (m/w) 62 (58,0%)/ 
44 (42,0%) 

50 (64,0%)/ 
28 (36,0%) 

0,450 

Alter bei der letzten 
Transplantation 
(Durchschnittsalter 
±SD) 

52,72±16,61 48,96±14,76 0,114 

 
Grunderkrankung 
Glomerulonephritis 13 (12,3%) 11 (14,1%) 

 
0,825 

Diabetische 
Nephropathie 

14 (13,2%) 
 

8 (10,3%) 0,648 

ADPKD 16 (15,1%) 8 (10,3%) 0,382 

IgA-Nephritis 9 (8,5%) 8 (10,3%) 0,798 

Vesikourethraler 
Reflux 

4 (3,8%) 4 (5,1%) 0,724 

Schrumpfniere 4 (3,8%) 4 (5,1%) 0,724 

Sonstige* 36 (34,0%) 35 (44,9%) 0,168 

HLA-Mismatche**  

HLA-A/B/DR 
 

2,98±1,66 3,31±1,56 1,000 
 

 
Immunsuppression 
Gruppe 1*** 70 (66,0%) 25 (32,1%) 6,487*

e-6 

Gruppe 2**** 36 (34,0%) 53 (67,9%) 6,487*
e-6 

* Sonstige = Zusammengefasste Gruppe von Grunderkrankungen, die bei 

weniger als 4 Patienten vorkamen (für „keine Abstoßung n=26, für „multiple 

Abstoßung“ n=31). Zusätzlich zählen hierzu alle Patienten, die aufgrund der 

Dokumentationen in der Patientenakte keiner Erkrankung eindeutig 

zugeordnet werden konnten und deren Krankheitsgenese als „unklar“ bewertet 

wurde (für „keine Abstoßung n=10, für „multiple Abstoßung“ n=12). 
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** Beim Vergleich der HLA-Mismatche sind die Durchschnittswerte für die 

Summe aus den drei Mittelwerten der Differenzen der Loci HLA-A, HLA-B und 

HLA-DR mit der zugehörigen Standardabweichung angegeben.  

*** Gruppe 1 = Calcineurininhibitoren, Steroide, Mycophenolatmofetil und/oder     

mTOR-Inhibitoren, Basiliximab 

****Gruppe 2 = Calcineurininhibitoren, Steroide, Mycophenolatmofetil und/oder     

mTOR-Inhibitoren, Antithymozytenglobulin und/oder Rituximab, mit/ohne 

Basiliximab 

 

Für den Vergleich der Grunderkrankungen gilt, dass nur für Erkrankungen ein p-

Wert berechnet wurde, die in beiden Kollektiven mehr als vier mal vorkamen, da 

ein Vergleich mit zu kleinen Mengen (unter 4 Patienten pro Erkrankung) 

statistisch nicht aussagekräftig ist. 

 

Beim Vergleich der Kollektive „keine Abstoßung“ und „multiple akute Abstoßung“ 

zeigten sich signifikante p-Werte in beiden Gruppen der Immunsuppression 

(p=6,487*e-6). In der Gruppe 1 wurden dabei 70 (66,0%) Patienten ohne 

Abstoßung 25 (32,1%) Patienten, die eine akute Abstoßung erlitten haben, 

gegenübergestellt. Die Gruppe 2 verglich 36 (34,0%) Patienten ohne Abstoßung 

mit 53 (67,9%) Patienten, die eine akute Abstoßung aufwiesen. Alle übrigen p-

Werte waren bei diesem Vergleich statistisch nicht signifikant.  

 

 

Tabelle 9 zeigt die Gegenüberstellung der Kollektive „einmalig Transplantierte“ 

und „mehrmalig Transplantierte“. 

 

 

Tabelle 9: Klinische und demographische Parameter für die Kollektive 

„einmalig Transplantierte“ und „mehrmalig Transplantierte“ 

 
Parameter Einmalig Transplan-

tierte (n=124) 
Mehrmalig Transplan-
tierte (n=39) 

p-Wert 

Geschlecht (m/w) 78 (63,0%)/ 
46 (37,0%) 

23 (59,0%)/ 
16 (41,0%) 

0,707 
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Alter bei der letzten 
Transplantation 
(Durchschnittsalter 
±SD) 

52,19±17,17 48,54±14,13 0,230 

 
Grunderkrankung 
Glomerulonephritis 18 (14,5%) 

 
4 (10,3%) 0,600 

 
Diabetische 
Nephropathie 

14 (11,3%) 5 (12,8%) 0,780 

ADPKD 17 (13,7%) 4 (10,3%) 0,785 

Sonstige* 33 (26,6%) 26 (66,7%) 1,506*
e-5 

HLA-Mismatche** 

HLA-A/B/DR 
 

3,11±1,62 3,21±1,47 1,000 
 

 
Immunsuppression 
Gruppe 1*** 92 (74,2%) 8 (20,5%) 2,993*

e-9 

Gruppe 2**** 32 (25,8%) 31 (79,5%) 2,993*
e-9 

* Sonstige = Zusammengefasste Gruppe von Grunderkrankungen, die bei 

weniger als 4 Patienten vorkamen (für „einmalig Transplantierte“ n=18, für 

„mehrmalig Transplantierte“ n=21). Zusätzlich zählen hierzu alle Patienten, die 

aufgrund der Dokumentationen in  der Patientenakte keiner Erkrankung 

eindeutig zugeordnet werden konnten und deren Krankheitsgenese als 

„unklar“ bewertet wurde (für „einmalig Transplantierte“ n=15, für „mehrmalig 

Transplantierte“ n=5).  

** Beim Vergleich der HLA-Mismatche sind die Durchschnittswerte für die 

Summe aus den drei Mittelwerten der Differenzen der Loci HLA-A, HLA-B und 

HLA-DR mit der zugehörigen Standardabweichung angegeben.  

*** Gruppe 1 = Calcineurininhibitoren, Steroide, Mycophenolatmofetil und/oder     

mTOR-Inhibitoren, Basiliximab 

****Gruppe 2 = Calcineurininhibitoren, Steroide, Mycophenolatmofetil und/oder     

mTOR-Inhibitoren, Antithymozytenglobulin und/oder Rituximab, mit/ohne 

Basiliximab 
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Für den Vergleich der Grunderkrankungen gilt, dass nur für Erkrankungen ein p-

Wert berechnet wurde, die in beiden Kollektiven mehr als vier mal vorkamen, da 

ein Vergleich mit zu kleinen Mengen (unter 4 Patienten pro Erkrankung) 

statistisch nicht aussagekräftig ist. Addiert man die Anzahl der 

Grunderkrankungen im Kollektiv „einmalig Transplantierte “ ergibt sich n=82. 14 

Patienten mit der Grunderkrankung „IgA-Nephritis“, jeweils 6 Patienten mit der 

Grunderkrankung „vesikourethraler Reflux“, „benigne Nephrosklerose“ und 

„Schrumpfniere“ sowie jeweils 5 Patienten mit der Grunderkrankung 

„Medikamenten/-Therapieassoziierte Nierenerkrankung“ und „SLE“ wurden in 

den Vergleich nicht miteinbezogen, da diese Erkrankungen in dem Kollektiv 

„mehrmalig Transplantierte“ zu selten (weniger als 4 Patienten) auftraten.  

 

Bei der Gegenüberstellung der beiden Kollektive zeigte sich bei den 

Grunderkrankungen ein signifikanter p-Wert in der Gruppe „Sonstige“ 

(p=1,506*e-5). Hier wurden 33 (26,6%) einmalig transplantierte Patienten mit 26 

(66,7%) mehrmalig Transplantierten verglichen.  

 

Beim Vergleich der Kollektive „einmalig Transplantierte“ und „mehrmalig 

Transplantierte“ zeigten sich signifikante p-Werte in beiden Gruppen der 

Immunsuppression (p=2,993*e-9). In der Gruppe 1 wurden dabei 92 (74,2%) 

einmalig nierentransplantierte Patienten 8 (20,5%) Patienten, die mehrmalig 

transplantiert wurden, gegenübergestellt. Die Gruppe 2 verglich 32 (25,8%) 

einmalig Transplantierte mit 31 (79,5%) mehrmalig Transplantierten.  

Alle übrigen p-Werte waren bei diesem Vergleich statistisch nicht signifikant.  

3.2. Genotypisierung  der  SNPs  rs1883832  und  rs4810485  im  CD40 Gen  

       und der SNPs rs2233409, rs2233408, rs3138053, rs696  und  rs2233406  

       im NFKBIA Gen 
 
Die Genotypisierung aller 163 nierentransplantierten Patienten erfolgte nach dem 

PCR-ASRA-Prinzip (siehe Punkt 2.4.). Die Gelelektrophoresebilder für die 

Genotypisierung sind mit den Abbildungen 7 bis 13 exemplarisch für jeden 

Polymorphismus dargestellt. Unter den Gelbildern sind die Gelspuren markiert, 

jede Bildunterschrift benennt das bei dem entsprechenden Genpolymorphismus 
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     302bp → 
      
     169bp → 
     133bp → 

verwendete Restriktionsenzym und die Pfeile am linken Bildrand zeigen die 

Bandenlängen der Restriktionsfragmente an. Auf jedes Gel wurde zusätzlich zu 

der DNA ein DNA-Marker (MA) aufgetragen, um eine korrekte Zuordnung der 

Banden zu gewährleisten. Die nebenstehenden Basenpaarlängen am rechten 

Bildrand zeigen die Bandenlängen des Markers an und wurden zur Orientierung 

der Bandenlängen des Restriktionsverdaus verwendet.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

   a      b        c      d      e      f       g       h      i        j       k       l      m     n    MA 

Abb. 7: Nachweis des SNPs rs1883832 im CD40 Gen durch den Verdau der 

PCR-Amplifikate mit dem Restriktionsenzym NcoI, Spur MA = Marker, Spuren a-

n = Patientenproben 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 a      b     c    d    e     f      g    h     i      j     k     l     m    n    o    p      q    r    MA            

Abb. 8: Nachweis des SNPs rs4810485 im CD40 Gen durch den Verdau der 

PCR-Amplifikate mit dem Restriktionsenzym HpaI, Spur MA = Marker, Spuren a-r 

= Patientenproben  
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         300bp → 
 
 
         168bp → 
         131bp → 
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  186bp → 
  121bp → 
 

 

 

   a      b     c      d     e       f      g     h      i       j      k        l       m     n     o     MA 

Abb. 9: Nachweis des SNPs rs2233409 im NFKBIA Gen durch den Verdau der 

PCR-Amplifikate mit dem Restriktionsenzym Hpy8I, Spur MA = Marker, Spuren 

a-o = Patientenproben  

 

 

 

 

 

 

  

    a       b       c        d        e        f        g       h         i         j        k         l        MA 

Abb. 10: Nachweis des SNPs rs2233408 im NFKBIA Gen durch den Verdau der 

PCR-Amplifikate mit dem Restriktionsenzym MnlI, Spur MA = Marker, Spuren a-l 

= Patientenproben  
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          424bp → 

          306bp → 

 
 
          
          118bp → 

 
1500bp 
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        112bp → 
          
          95bp → 
         84bp → 

 

 

    a         b        c        d         e         f         g         h         i         j          k        MA    

Abb. 11: Nachweis des SNPs rs696 im NFKBIA Gen durch den Verdau der PCR-

Amplifikate mit dem Restriktionsenzym HaeIII, Spur MA = Marker, Spuren a-k = 

Patientenproben  

 

 

 

 

   a       b        c        d        e        f         g       h        i        j         k        l        MA 

Abb. 12: Nachweis des SNPs rs2233406 im NFKBIA Gen durch den Verdau der 

PCR-Amplifikate mit dem Restriktionsenzym BslI, Spur MA = Marker, Spuren a-l 

= Patientenproben  
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1500bp 
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50bp 

 
 
 
 

     200bp → 

     123bp → 
       77bp → 

 

  a     b    c    d    e     f     g   h      i     j     k    l    m    n    o    p    q     r    s    MA 

Abb. 13: Nachweis des SNPs rs3138053 im NFKBIA Gen durch den Verdau der 

PCR-Amplifikate mit dem Restriktionsenzym HpyCH4III, Spur MA = Marker, 

Spuren a-s = Patientenproben  

 

Im Folgenden ist anhand des SNPs rs1883832 (siehe Abbildung 7) beispielhaft 

erklärt wie sich die Genotypisierungsergebnisse aus den Gelbildern ableiten 

ließen:   

 

Nach dem Verdau der PCR-Amplifikate mit dem spezifischen Restriktionsenzym 

lag die DNA in Form von geschnittenen Fragmenten vor.  Die zu erwartenden 

Fragmentlängen wurden durch die Auswahl des Enzyms festgelegt. Das 

Restriktionsenzym NcoI schnitt die DNA so, dass beim Vorliegen des 

homozygoten Genotyps CC Fragmente mit den Längen 133bp+169bp 

entstanden. Lag der homozygote Genotyp TT vor, findet das Enzym keine 

Schnittstelle und die DNA blieb mit einer Länge von 302bp ungeschnitten. Beim 

Auftreten des heterozygoten Genotyps CT entstanden alle drei Fragmente mit 

den Längen 133bp+169bp+302bp. Durch die Lage der Banden in den Gelbildern 

gelang unter Berücksichtigung des Markers eine eindeutige Zuordnung der 

Fragmentlängen. Somit ließ das Vorliegen der beiden Fragmente 133bp+169bp 

in den Gelspuren a, b, e, f, j, k, l und m in Abbildung 6 auf den homozygoten 

Genotyp CC schließen, während das Vorhandensein einer einzigen Bande mit 

der Länge 302bp in der Gelspur i auf den homozygoten Genotyp TT hinwies. In 

den Gelspuren c, d, g, h, und n waren alle drei Bandenlängen zu identifizieren, 
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sodass es sich bei diesen Proben um den heterozygoten Genotypen CT handeln 

musste.  

 

Analog wurden nach diesem Prinzip die anderen SNPs ausgewertet. In einzelnen 

Fällen kam es durch Versagen der PCR-ASRA-Methode zu Ausfällen und in der 

entsprechenden Gelspur waren keine Banden sichtbar (siehe Tabelle 10). Diese 

Ausfälle wurden dann so oft retypisiert bis brauchbare Ergebnisse vorlagen. Der 

SNP rs2233406 wies eine Besonderheit beim Restriktionsenzymverdau auf. 

Sowohl beim Auftreten des Allels G als auch beim Vorkommen des Allels A 

existierte für das verwendete Restriktionsenzym eine obligate Schnittstelle in der 

DNA. Dadurch entstand bei einem erfolgreichen Verdau in beiden Fällen ein 

Fragment mit der Länge von 84bp. Tabelle 10 auf der nachfolgenden Seite zeigt 

die erzielten Genotypisierungsergebnisse anhand der Gelelektrophoresebilder. 

Durch die PCR-ASRA-Methode entstanden für jeden Genpolymorphismus 

spezifische DNA-Fragmente, welche mit den dazugehörigen erwarteten 

Basenpaarlängen angegeben sind.  
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Tabelle 10: Genotypisierungsergebnisse  

bp*=Basenpaare 

3.3. Hardy-Weinberg-Gleichgewicht 
 
Um zu kontrollieren, ob die experimentell ermittelten Genotypisierungs-

ergebnisse aus der Arbeit im Hardy-Weinberg-Gleichgewicht lagen, wurden die 

Ergebnisse aller 163 Patienten berücksichtigt. Tabelle 11 zeigt die beobachteten 

Genotypen, die erwarteten Genotypen, die ermittelten Frequenzen und die 

dazugehörigen p-Werte. Es gab keine signifikanten p-Werte. Dies lässt die 

Schlussfolgerung zu, dass die Genotypisierungsdaten korrekt sind, da die 

beobachteten Genotypen mit den erwarteten Genotypen übereinstimmen. 

SNP Fragmente 
(bp*) 

Ausfälle Spuren in den Gelbildern 

Homozygot 
(Wildtyp) 

Heterozygot Homozygot 
(Mutation) 

rs1883832 
(CD40) 

C Allel: 
133+169  
T Allel: 302 

keine CC:  
a, b, e, f, j, k, l, 
m 

CT:  
c, d, g, h, n 

TT:  
i 

rs4810485 
(CD40) 

G Allel: 
48+142 
T Allel: 200 

h, p, r GG:  
b, c, e, l, m, o, q 

GT:  
d, f, g, k, n 

TT:  
a, i, j 

rs2233409 
(NFKBIA) 

G Allel: 
300  
A Allel: 
131+168 

d, k, m GG:  
b, c, e, i, j, n, o 

GA:  
f, g, h, l 

AA:  
a 

rs2233408 
(NFKBIA) 

G Allel: 
186  
A Allel: 
65+121 

k, l GG:  
a, b, c, d, e, f, g, 
h, j 

GA:  
i 

AA:  
- 

rs3138053 
(NFKBIA) 

T Allel:  
200  
C Allel: 
77+123 

keine TT:  
c, d, f, g, h, i, k, 
m, n, q, r 

TC:  
b, e, j, l, o, p, 
s 

CC:  
a 

rs696 
(NFKBIA) 

C Allel: 
118+306  
T Allel: 424 

keine CC:  
a, b, d, h, i 

CT:  
c, f, g, j, k 

TT:  
e 

rs2233406 
(NFKBIA) 

G Allel: 
17+84+95 
A Allel: 
84+112 

k GG:  
c, d, f, g, h 

GA:  
a, b, e, i 

AA:  
j, l 
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Tabelle 11: Hardy-Weinberg-Berechnungen 
 

 

 

 

 

 

SNP Beobachtete 

Genotypen 

Erwartete 

Genotypen 

Hardy-Weinberg-

Frequenz 

p-Wert 

 

rs4810485 GG=92 

GT=62 

TT=9 

GG=92,8 

GT=60,4 

TT=9,8 

57,0% 

37,0% 

6,0% 

0,730 

rs1883832 CC=79 

CT=75 

TT=9 

CC=83,2 

CT=66,5 

TT=13,3 

51,1% 

40,8% 

8,1% 

0,101 

rs2233409 GG=103 

GA=54 

AA=6 

GG=103,7 

GA=52,6 

AA=6,7 

63,6% 

32,3% 

4,1% 

0,741 

rs2233408 GG=162 

GA=1 

AA=0 

GG=162,0 

GA=1,0 

AA=0,0 

99,4% 

0,6% 

0,0% 

0,969 

rs696 CC=59 

CT=70 

TT=34 

CC=54,2 

CT=79,6 

TT=29,2 

33,3% 

48,8% 

17,9% 

0,124 

rs2233406 GG=89 

GA=58 

AA=16 

GG=85,4 

GA=65,2 

AA=12,4 

52,4% 

40,0% 

7,6% 

0,161 

rs3138053 TT=98 

TC=53 

CC=12 

TT=95,1 

TC=58,8 

CC=9,1 

58,3% 

36,1% 

5,6% 

0,207 
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3.4. Vergleich  der  Genotyp-  und  Allelfrequenzen  in  den  verschiedenen 

       Kollektiven für die ausgewählten SNPs im CD40 Gen 
 
Die Tabellen 12, 13 und 14 zeigen die Genotyp- und Allelfrequenzen für die 

beiden SNPs rs1883832 und rs4810485 im CD40 Gen für die einzelnen 

Patientenkollektive.  

 

Dabei wurden die Kollektive „keine Abstoßung“ – „akute Abstoßung“, die 

Kollektive „keine Abstoßung“ – „multiple akute Abstoßung“ sowie „einmalig 

Transplantierte“ – „mehrmalig Transplantierte“ verglichen und die ange-

nommenen rezessiven und dominanten Vererbungsgänge (siehe Punkt 2.6.4.) 

dargestellt.  
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Tabelle 12: Genotyp- und Allel-Frequenzen der CD40 Genpolymorphismen 

in den Kollektiven „keine Abstoßung“ und „akute Abstoßung“ 

 

 

 

OR (95% KI) p-Wert 

0,981 (0,488-1,982) 
0,825 (0,397-1,687) 
2,437 (0,501-12,830) 
 
0,865 (0,497-1,519) 

1,000 
0,615 
0,279 
 
0,592 

1,41 (0,520-2,085) 
0,785 (0,388-1,576) 
2,437 (0,501-12,830) 
 

0,908 (0,535-1,553) 

1,000 
0,512 
0,279 

0,702 

 

 

Bei dem Vergleich der Kollektive „keine Abstoßung“ – „akute Abstoßung“ mithilfe 

des exakten Fisher Tests zeigte sich im rezessiven und dominanten 

Vererbungsgang sowie bei den Allelhäufigkeiten kein signifikanter p-Wert.  

 

 

 

SNP Genotyp/Allel Keine  
Abstoßung 
(n=106) 

Akute  
Abstoßung 
(n=57) 

Vererbung 

rs4810485 GG 
GT 
TT 
 
G 
T 

60 
42 
4 
 
162 
50 

32 
20 
5 
 
84 
30 

dominant 
 
rezessiv 

 

rs1883832 CC 
CT 
TT 
 
C 
T 

51 
51 
4 
 
153 
59 

28 
24 
5 
 
80 
34 

dominant 
 
rezessiv 
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Tabelle 13: Genotyp- und Allel-Frequenzen der CD40 Genpolymorphismen 

in den Kollektiven „keine Abstoßung“ und „multiple akute Abstoßung“ 

 
SNP Genotyp/Allel Keine 

Abstoßung 
(n=106) 

Multiple akute 
Abstoßung 
(n=78) 

Vererbung 

rs4810485 GG 
GT 
TT 
 
G 
T 

60 
42 
4 
 
162 
50 

50 
23 
5 
 
123 
33 

dominant 
 
rezessiv 

 

rs1883832 CC 
CT 
TT 
 
C 
T 

51 
51 
4 
 
153 
59 

41 
32 
5 
 
114 
42 

dominant 
 
rezessiv 

 

 

 

OR (95% KI) p-Wert 

0,732 (0,382-1,389) 
1,565 (0,807-3,086) 
0,574 (0,110-2,769) 
 
0,870 (0,510-1,470) 

0,362 
0,164 
0,498 
 
0,615 

0,838 (0,447-1,566) 
1,331 (0,709-2,514) 
0,574 (0,110-2,769) 
 
0,956 (0,583-1,557) 

0,655 
0,371 
0,498 
 
0,906 

 

 

Bei dem Vergleich der Kollektive „keine Abstoßung“ und „multiple akute 

Abstoßung“ mithilfe des exakten Fisher Tests zeigte sich im rezessiven und 

dominanten Vererbungsgang sowie bei den Allelhäufigkeiten kein signifikanter p-

Wert.  
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Tabelle 14: Genotyp- und Allel-Frequenzen der CD40 Genpolymorphismen 

in den Kollektiven „einmalig Transplantierte“ und „mehrmalig Trans-

plantierte“ 

 
SNP Genotyp/Allel Einmalig 

Transplantierte 
(n=124) 

Mehrmalig 
Transplantierte  
(n=39) 

Vererbung 

rs4810485 GG 
GT 
TT 
 
G 
T 

65 
51 
8 
 
181 
67 

27 
11 
1 
 
65 
13 

dominant 
 
rezessiv 

 

rs1883832 CC 
CT 
TT 
 
C 
T 

57 
59 
8 
 
173 
75 

22 
16 
1 
 
60 
18 

dominant 
 
rezessiv 

 

 

 

OR (95% KI) p-Wert 

2,034 (0,899-4,828) 
0,564 (0,231-1,298) 
0,383 (0,008-3,018) 
 
1,848 (0,933-3,897) 

0,095 
0,186 
0,688 
 
0,071 

1,517 (0,693-3,368) 
0,768 (0,343-1,684) 
0,383 (0,008-3,018) 
 
1,444 (0,777-2,781) 

0,275 
0,581 
0,688 
 
0,252 

 

 

Bei dem Vergleich der Kollektive „einmalig Transplantierte“ und „mehrmalig 

Transplantierte“ mithilfe des exakten Fisher Tests zeigte sich im rezessiven und 

dominanten Vererbungsgang sowie bei den Allelhäufigkeiten kein signifikanter p-

Wert. Bei dem SNP rs4010485 zeigten sich zwei p-Werte Nahe des 

Signifikanzniveaus, sodass hier von einem Trend gesprochen werden kann 

(p=0,095, p=0,071). 
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3.5. Vergleich  der  Genotyp-  und  Allelfrequenzen  in  den  verschiedenen 

       Kollektiven für die ausgewählten SNPs im NFKBIA Gen 
 
Die Tabellen 15, 16 und 17 zeigen die Kollektivvergleiche für die untersuchten 

SNPs des NFKBIA Gens. Dabei wurden die Kollektive „keine Abstoßung“ – 

„akute Abstoßung“, die Kollektive „keine Abstoßung“ – „multiple akute 

Abstoßung“ sowie „einmalig Transplantierte“ – „mehrmalig Transplantierte“ 

verglichen und die angenommenen rezessiven und dominanten 

Vererbungsgänge (siehe Punkt 2.6.4.) dargestellt.  
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Tabelle 15: Genotyp- und Allel-Frequenzen der NFKBIA Genpoly-

morphismen in den Kollektiven „keine Abstoßung“ und „akute Abstoßung“ 

 
SNP Genotyp/ 

Allel 
Keine 
Abstoßung 
(n=106) 

Akute 
Abstoßung 
(n=57) 

Vererbung 

rs2233409 
 

GG 
GA 
AA 
 
G 
A 

70 
33 
3 
 
173 
39 

33 
21 
3 
 
87 
27 

dominant 
 
rezessiv 
 

rs2233408 
 

GG 
GA 
AA 
 
G 
A 

105 
1 
0 
 
211 
1 

57 
0 
0 
 
114 
0 

dominant 
 
rezessiv 
 

rs2233406 GG 
GA 
AA 
 
G 
A 

61 
37 
8 
 
159 
53 

28 
21 
8 
 
77 
37 

dominant 
 
rezessiv 
 

rs696 CC 
CT 
TT 
 
C 
T 

35 
47 
24 
 
117 
95 

24 
23 
10 
 
71 
43 

dominant 
 
rezessiv 
 

rs3138053 TT 
TC 
CC 
 
T 
C 

67 
34 
5 
 
168 
44 

31 
19 
7 
 
81 
33 

dominant 
 
rezessiv 
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OR (95% KI) p-Wert 

0,709 (0,347-1,451) 
1,288 (0,616-2,671) 
1,899 (0,246-14,675) 
 
0,727 (0,404-1,322) 

0,313 
0,489 
0,423 
 
0,312 

Inf (0,0138-Inf) 
0 (0,000-72,445) 
0 (0-Inf) 
 
Inf (0,0138-Inf) 

1,000 
1,000 
1,000 
 
1,000 

0,714 (0,355-1,431) 
1,087 (0,524-2,233) 
1,991 (0,611-6,495) 
 
0,695 (0,409-1,185) 

0,326 
0,864 
0,269 
 
0,156 

1,472 (0,717-3,012) 
0,850 (0,417-1,713) 
0,728 (0,285-1,747) 
 
1,340 (0,821-2,199) 

0,306 
0,740 
0,546 
 
0,241 

0,696 (0,343-1,409) 
1,058 (0,500-2,209) 
2,808 (0,726-11,817) 
 
0,644 (0,369-1,127) 

0,315 
0,863 
0,114 
 
0,103 

 

 

Bei dem Vergleich der Kollektive „keine Abstoßung“ – „akute Abstoßung“ mithilfe 

des exakten Fisher Tests zeigte sich im rezessiven und dominanten 

Vererbungsgang sowie bei den Allelhäufigkeiten kein signifikanter p-Wert. Bei 

der Durchführung des exakten Fisher Tests für den SNP rs2233408 ergaben sich 

aufgrund der Genotypen- und Allelverteilung irreguläre Werte (=Inf.), sodass hier 

keine adäquate Auswertung möglich war. 
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Tabelle 16: Genotyp- und Allel-Frequenzen der NFKBIA Genpoly-

morphismen in den Kollektiven „keine Abstoßung“ und „multiple akute 

Abstoßung“ 

 
SNP Genotyp/ 

Allel 
Keine 
Abstoßung 
(n=106) 

Multiple 
akute 
Abstoßung 
(n=78) 

Vererbung 

rs2233409 
 

GG 
GA 
AA 
 
G 
A 

70 
33 
3 
 
173 
39 

46 
30 
2 
 
122 
34 

dominant 
 
rezessiv 
 
 

rs2233408 
 

GG 
GA 
AA 
 
G 
A 

105 
1 
0 
 
211 
1 

77 
1 
0 
 
155 
1 

dominant 
 
rezessiv 
 

rs2233406 GG 
GA 
AA 
 
G 
A 

61 
37 
8 
 
159 
53 

39 
30 
9 
 
108 
48 

dominant 
 
rezessiv 
 

rs696 CC 
CT 
TT 
 
C 
T 

35 
47 
24 
 
117 
95 

28 
40 
10 
 
96 
60 

dominant 
 
rezessiv 
 

rs3138053 TT 
TC 
CC 
 
T 
C 

67 
34 
5 
 
168 
44 

42 
30 
6 
 
114 
42 

dominant 
 
rezessiv 
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OR (95% KI) p-Wert 

1,350 (0,706-2,585) 
0,725 (0,374-1,402) 
1,106 (0,124-13,552) 
 
1,236 (0,713-2,135) 

0,356 
0,347 
1,000 
 
0,430 

1,361 (0,017-107,956) 
0,735 (0,009-58,279) 
0 (0-Inf) 
 
1,360 (0,017-107,269) 

1,000 
1,000 
1,000 
 
1,000 

1,353 (0,722-2,544) 
0,859 (0,448-1,649) 
0,627 (0,200-1,934) 
 
1,332 (0,818-2,168) 

0,369 
0,644 
0,442 
 
0,238 

0,881 (0,456-1,709) 
0,758 (0,404-1,418) 
1,983 (0,843-4,987) 
 
0,770 (0,494-1,198) 

0,754 
0,373 
0,124 
 
0,241 

1,469 (0,777-2,785) 
0,757 (0,392-1,461) 
0,596 (0,138-2,443) 
 
1,405 (0,840-2,351) 

0,226 
0,434 
0,532 
 
0,173 

 

 

Bei dem Vergleich der Kollektive „keine Abstoßung“ und „multiple akute 

Abstoßung“ mithilfe des exakten Fisher Tests zeigte sich im rezessiven und 

dominanten Vererbungsgang sowie bei den Allelhäufigkeiten kein signifikanter p-

Wert. Bei der Durchführung des exakten Fisher Tests für den SNP rs2233408 

ergaben sich aufgrund der Genotypen- und Allelverteilung irreguläre Werte 

(=Inf.), sodass hier keine adäquate Auswertung möglich war. 

 

 

 

 

 

 



 

 57 

Tabelle 17: Genotyp- und Allel-Frequenzen der NFKBIA Genpoly-

morphismen in den Kollektiven „einmalig Transplantierte“ und „mehrmalig 

Transplantierte“ 

 
SNP Genotyp/ 

Allel 
Einmalig 
Transplantierte 
(n=124) 

Mehrmalig 
Transplantierte 
(n=39) 

Vererbung 

rs2233409 
 

GG 
GA 
AA 
 
G 
A 

81 
38 
5 
 
200 
48 

22 
16 
1 
 
60 
18 

dominant 
 
rezessiv 
 

rs2233408 
 

GG 
GA 
AA 
 
G 
A 

124 
0 
0 
 
248 
0 

38 
1 
0 
 
77 
1 

dominant 
 
rezessiv 
 

rs2233406 GG 
GA 
AA 
 
G 
A 

70 
43 
11 
 
183 
65 

19 
15 
5 
 
53 
25 

dominant 
 
rezessiv 
 

rs696 CC 
CT 
TT 
 
C 
T 

45 
49 
30 
 
139 
109 

14 
21 
4 
 
49 
29 

dominant 
 
rezessiv 
 

rs3138053 TT 
TC 
CC 
 
T 
C 

78 
37 
9 
 
193 
55 

20 
16 
3 
 
56 
22 

dominant 
 
rezessiv 
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OR (95% KI) p-Wert 

0,689 (0,311-1,540) 
1,570 (0,692-3,512) 
0,628 (0,013-5,867) 
 
0,801 (0,491-1,576) 

0,345 
0,246 
1,000 
 
0,519 

0 (0,000-12,266) 
Inf (0,110-Inf) 
0 (0-Inf) 
 
0 (0,000-12,266) 

0,239 
0,190 
1,000 
 
0,239 

0,734 (0,334-1,608) 
1,176 (0,516-2,622) 
1,507 (0,383-5,117) 
 
0,754 (0,420-1,374) 

0,462 
0,704 
0,538 
 
0,314 

0,983 (0,427-2,200) 
1,780 (0,811-3,942) 
0,360 (0,086-1,130) 
 
1,324 (0,763-2,327) 

1,000 
0,139 
0,072 
 
0,358 

0,623 (0,282-1,374) 
1,631 (0,718-3,655) 
1,064 (0,176-4,571) 
 
0,726 (0,395-1,363) 

0,261 
0,240 
1,000 
 
0,287 

 

 

Bei dem Vergleich der Kollektive „einmalig Transplantierte“ und „mehrmalig 

Transplantierte“ mithilfe des exakten Fisher Tests zeigte sich im rezessiven und 

dominanten Vererbungsgang sowie bei den Allelhäufigkeiten kein signifikanter p-

Wert. Bei dem SNPs rs696 zeigte sich ein p-Werte Nahe des Signifikanzniveaus, 

sodass hier von einem Trend gesprochen werden kann (p=0,072). Bei der 

Durchführung des exakten Fisher Tests für den SNP rs2233408 ergaben sich 

aufgrund der Genotypen- und Allelverteilung irreguläre Werte (=Inf.), sodass hier 

keine adäquate Auswertung möglich war.  

 

Zusammenfassend lässt sich festhalten, dass es beim Vergleich der 

Patientenkollektive im CD40 und NFKBIA Gen keine statistisch signifikanten p-

Werte gab.  
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4. DISKUSSION 

 
Genpolymorphismen als Biomarker für akute Nierenabstoßungsreaktionen haben 

sich in der heutigen Transplantationsmedizin noch nicht etabliert. Eben so wenig 

wird die immunsuppressive Therapie an individuelle genetische Merkmale eines 

Patienten angepasst, sondern meistens nach allgemein gebräuchlichen 

Protokollen ausgewählt. In dieser Arbeit wurde die Assoziation zwischen sieben 

Genpolymorphismen in zwei Genen (CD40 und NFKBIA) und der Ausprägung 

von akuten Abstoßungsreaktionen nach Nierentransplantation sowie die 

Assoziation zu Retransplantationen untersucht. Eine solche Assoziation wäre die 

Voraussetzung für die Etablierung eines Biomarkers als Instrument in der 

medizinischen Praxis. Die erfolgreiche Biomarkersuche könnte dann die 

Grundlage einer individualisierten immunsuppressiven Therapie mit Reduzierung 

der Nebenwirkungen und Anpassung an unterschiedliche immunologische 

Risiken bieten.  

4.1. CD40 
 
Das CD40-Molekül spielt eine entscheidende Rolle im Immunsystem 

(Chatzigeorgiou et al., 2009, Zervou et al., 2011). Damit verbunden sind viele 

Mechanismen wie die Entstehung von Entzündungen, das Auftreten von 

Abstoßungsreaktionen sowie die Ausbildung von diversen Erkrankungen 

(Chatzigeorgiou et al., 2009, Zervou et al., 2011, Suttles and Stout, 2009, Burdon 

et al., 2006, Onouchi et al., 2004). Die Aktivierung von CD40-tragenden Zellen 

erfolgt über den Kontakt mit Zellen, die den CD40-Liganden (CD154) auf ihrer 

Oberfläche tragen (Chatzigeorgiou et al., 2009). Über eine intrazelluläre 

Signalkaskade, bei der u.a. die Moleküle TRAF6, TRAF2 und NFκB eine Rolle 

spielen, werden verschiedene Signaltransduktionskaskaden aktiviert (ERK1/2-

Signalweg, NFκB-Signalweg) die zur Ausbildung einer proinflammatorischen 

Immunantwort führen (Suttles and Stout, 2009). Dazu gehört die Produktion von 

Zytokinen, Chemokinen, Matrixmetalloproteinasen, Wachstumsfaktoren und 

Adhäsionsmolekülen (Chatzigeorgiou et al., 2009). Außerdem trägt CD40 zur 

Aktivierung von B-Zellen (O'Connor et al., 2003, Clark et al., 1996) und zur 

Produktion von CD8+-T-Gedächtniszellen bei (Bourgeois et al., 2002) – zwei 
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Mechanismen, die während eines Abstoßungsprozesses eine entscheidende 

Rolle spielen.  

 

Die beiden in dieser Arbeit untersuchten SNPs aus dem CD40 Gen haben 

Einfluss auf die Expressionsrate des Gens. Der SNP rs1883832 betrifft die 

Kozak-Sequenz (5′-UTR) und beeinflusst somit die Translationsintensität (Buck 

et al., 2006). Der SNP rs4810485 nimmt Einfluss auf die Expression des CD40-

Moleküls bei CD14+ Monozyten und CD19+ B-Zellen (Vazgiourakis et al., 2011). 

 

In dieser Arbeit wurde keine Assoziation zwischen den ausgewählten SNPs und 

dem Auftreten von akuten Abstoßungsreaktionen nach Nierentransplantationen 

oder der Retransplantationshäufigkeit gefunden. Diese Resultate lassen die 

Interpretation zu, dass die untersuchten SNPs des CD40 Gens offenbar keine 

Bedeutung für die Neigung zur Ausprägung von akuten Abstoßungsreaktionen 

und Retransplantationen haben. Aufgrund der fehlenden Assoziation können die 

SNPs nicht als Biomarker im Zusammenhang mit einer individualisierten 

Immuntherapie verwendet werden.  

 

Im Folgenden werden verschiedene Aspekte dargestellt, welche diese fehlende 

Assoziation zu erklären versuchen. 

1. Aktuell bietet die Forschung zu der Fragestellung wie sie in dieser Arbeit 

dargestellt wurde keine vergleichbaren Ergebnisse. Da keine 

Vergleichsdaten existieren, ergibt sich kein eindeutiger Bezugspunkt für 

die Resultate dieser Studie. Eine Abschätzung der Wahrscheinlichkeit für 

das Erlangen signifikanter Ergebnisse im Vorfeld war somit kaum möglich 

und die Bewertung der Ergebnisse ist unter diesem Aspekt  

eingeschränkt. Möglicherweise wäre zur Abklärung einer Signifikanz für 

einen der untersuchten SNPs im Zusammenhang mit akuten 

Abstoßungsreaktionen und Retransplantationshäufigkeiten die 

(nachträgliche) Berechnung der Power und die damit im Zusammenhang 

stehende Veränderung des Studiendesigns, beispielsweise im Sinne der 

Verwendung eines größeren Patientenkollektivs, ein Ansatz für eine 

zukünftige Studie.  
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2. Da alle Hardy-Weinberg-Berechnungen im Gleichgewicht lagen, können 

methodische Fehler in der Genotypisierung mit großer Sicherheit 

ausgeschlossen werden.  

3. Die ethnische Herkunft der Patienten spielt eine wichtige Rolle. Andere 

Populationen, darunter Afrikanische Stämme, Asiaten und US-Amerikaner 

zeigen ein anderes Verteilungsmuster von SNPs als die in dieser Arbeit 

untersuchte kaukasische Bevölkerung. Für die SNPs rs1883832 und 

rs4810485 gilt beispielsweise, dass durchschnittlich ca. 55% der Europäer 

den Genotyp CC (rs1883832) bzw. GG (rs4810485), 42% den Genotyp 

CT (rs1883832) bzw. GT (rs4810485) und nur 3% den Genotyp TT 

(rs1883832, rs4810485) aufweisen. Es gibt jedoch Bevölkerungsgruppen 

aus Afrika, die Häufigkeiten von um die 85%-100% für den Genotyp CC 

bzw. GG zeigen. In der japanischen Bevölkerungsgruppe tragen nur ca. 

24% den Genotyp CC des SNPs rs1883832 und ca. 29% den Genotyp 

GG des SNPs rs4810485. Die unterschiedlichen Verteilungsmuster der 

SNPs deuten darauf hin, dass Assoziationen möglicherweise von der 

ethnischen Herkunft des Organempfängers abhängen (NCBI, 03.08.2014, 

13:52, NCBI, 03.08.2014, 13:53).  

4. Im CD40 Gen liegen 341 SNPs, davon 53 im Promotor (NCBI, 03.08.2014, 

13:52). Der Einfluss dieser SNPs auf die Genexpression ist unbekannt. 

Denkbar ist, dass sich hierunter weitere SNPs befinden, die die 

Expression von CD40 funktionell beeinflussen. Möglicherweise zeigt einer 

dieser SNPs eine Assoziation. Außerdem können auch außerhalb der 

CD40 Genregion SNPs lokalisiert sein, die die Expression von CD40 

modifizieren. Diese SNPs sind allerdings bisher noch nicht identifiziert 

worden, sodass eine Assoziationsanalyse im Augenblick noch nicht 

möglich ist.  

5. Nicht nur die in dieser Arbeit untersuchten Transplantatempfänger, 

sondern auch die dazugehörigen Organspender tragen das CD40 Molekül 

auf der Oberfläche von antigenpräsentierenden Zellen. Ein 

Zusammenhang mit dem Auftreten von akuten Abstoßungsreaktionen im 

entsprechenden Empfängerorganismus ist somit wahrscheinlich und sollte 

in weiteren Studien analysiert werden, da für diese Arbeit leider kein 

Material von Organspendern zur Verfügung stand.  
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Das CD40-Molekül ist an der Ausprägung von Entzündungsprozessen beteiligt 

und kann durch übermäßige Bildung von Zytokinen und weiteren Immunfaktoren 

zu einer immunologischen Hyperaktivität führen (Chatzigeorgiou et al., 2009). 

Dies kann neben der Gefahr von Transplantationskomplikationen auch die 

Entstehung von Autoimmunerkrankungen begünstigen (Suttles and Stout, 2009, 

Steinman, 2001, Zervou et al., 2011). Die Entwicklung von 

Autoimmunerkrankungen ist in einem hohen Maße auf die genetisch festgelegten 

HLA-Moleküle zurückzuführen, die den T-Lymphozyten Peptide präsentieren 

(siehe Punkt 1.2.1.) (D'Elios et al., 1997, Guo et al., 2001, Denton et al., 1999, 

Ganji and Broumand, 2007). Wenn dabei körpereigene Peptide präsentiert 

werden, die als fremd erkannt werden, kommt es zu einer Autoimmunreaktion 

(Steinman, 2001). Bei der zellulär vermittelten akuten Abstoßungsreaktion 

spielen CD8+-T-Lymphozyten eine Rolle indem sie fremde HLA-Merkmale auf 

den Oberflächen der Zellen des Spenderorgans erkennen und daraufhin ihr 

zytotoxisches Potential gegen die Transplantatzellen richten (siehe Punkt 

1.2.2.2.1.) (Ganji and Broumand, 2007, Guo et al., 2001, D'Elios et al., 1997, 

Denton et al., 1999). Da eine Assoziation zwischen den hier untersuchten SNPs 

und der Ausbildung von Autoimmunerkrankungen besteht (siehe unten), würde 

man auch einen Zusammenhang zum Auftreten von akuten 

Abstoßungsreaktionen erwarten. Die akute vaskulär-humorale Abstoßungs-

reaktion und die chronische Transplantatdysfunktion unterscheiden sich in ihren 

Mechanismen von der zellulären Abstoßung, wobei die chronische 

Transplantatdysfunktion pathophysiologisch weniger Ähnlichkeit zu der 

Entstehung von Autoimmunerkrankungen zeigt (Halloran et al., 1999, Hertig et 

al., 2008). 

  

Wie bereits erwähnt, findet sich eine Assoziation zwischen einigen 

Autoimmunerkrankungen und den ausgewählten SNPs. Die SNPs scheinen 

daher eine größere Bedeutung für die Ausprägung von Autoimmunerkrankungen 

als für akute Abstoßungsreaktionen und Retransplantationshäufigkeiten zu 

haben.  

Zervou et al. zeigten 2011 in einer Studie beispielsweise den Zusammenhang 

zwischen dem Polymorphismus rs4810485 und der Anfälligkeit, an Psoriasis zu 

erkranken. Psoriasis ist eine chronisch-entzündliche dermatologische 



 

 63 

Erkrankung, bei deren Genese die Expression von proinflammatorischen 

Zytokinen und die Aktivierung von T-Zellen und Keratinozyten eine Rolle spielt 

(Wang et al., 2014). Das Allel G dieses SNPs war im Vergleich zu der 

Kontrollgruppe bei erkrankten Personen überrepräsentiert (Zervou et al., 2011). 

Die Polymorphismen rs1883832 und rs6074022 sind zudem mit der Ausprägung 

der Multiplen Sklerose assoziiert (Sokolova et al., 2013). Mikrogliazellen und 

Makrophagen spielen bei der Demyelinisierung der Nerven bei Multipler Sklerose 

eine wichtige Rolle, die Faktoren für deren Aktivierung sind jedoch bisher nur 

unzureichend erfasst (Bsibsi et al., 2014). 

 

Zusammenfassend lässt sich sagen, dass keine Assoziation für die von uns 

untersuchten CD40 SNPs mit dem Auftreten von akuten Abstoßungsreaktionen 

nach Nierentransplantationen oder der Retransplantationshäufigkeit gefunden 

werden konnte.  

 

Im Gegensatz zu den von uns untersuchten SNPs im CD40 Gen zeigen aber 

eine Reihe von SNPs in anderen Genen eine Assoziation zu akuten 

Abstoßungsreaktionen nach Nierentransplantation. Dazu zählt z.B. der SNP 

rs5498 im ICAM1 Gen. Die Genpolymorphismen rs5498 im ICAM1 Gen und die 

SNPs rs1041163 und rs3170794 im VCAM1 Gen wurden bezüglich des 

Auftretens von akuten Abstoßungsreaktionen sowie einer verspäteten 

Funktionsaufnahme des Transplantats untersucht. Diese Adhäsionsmoleküle 

spielen eine Rolle bei der Entstehung der chronischen Transplantat-

nephropathie. Die Ergebnisse der Arbeit führen zu der Annahme, dass der SNP 

rs5498 ICAM1 GG mit einem langen Transplantatüberleben assoziiert ist (Kloda 

et al., 2013). In einer koreanischen Studie von 2013 wurden 347 

Nierentransplantatempfänger auf den Zusammenhang zwischen zwei 

Genpolymorphismen im TGFBR2 Gen und der Ausbildung einer akuten 

Abstoßungsreaktion untersucht. Das TGFBR2 Gen ist ein Tumorsuppressorgen 

und kodiert den „transforming growth factor beta receptor 2“.  

 

Der SNP rs2228048 des TGFBR2 Gens spielt bei der Entstehung von akuten 

Transplantatabstoßungen eine wichtige Rolle. Er ist signifikant mit akuten 

Abstoßungsreaktionen assoziiert (Kim et al., 2013b). Eine weitere Arbeit aus dem 
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Jahr 2013 untersuchte zwei Genpolymorphismen im TLR9 Gen und deren Rolle 

bei der Entstehung von akuten Abstoßungsreaktionen nach 

Nierentransplantationen. Die Polymorphismen rs187084 und rs352140 des TLR9 

Gens zeigen eine Assoziation zu dem Risiko der Entwicklung von  akuten 

Abstoßungsreaktionen (Kim et al., 2013a). Grinyó et al. belegten 2008 einen 

Zusammenhang zwischen den vier Genpolymorphismen ABCB1 2677T 

(rs2032582=ABCB1 2677T/A), IMPDH2 3757C (rs11706052=IMPDH2 3757T/C), 

IL-10 -592A (rs1800872=IL-10 -592A/C), TNF-α G-308A (rs1800629=TNF-α -

308A/G) und dem Auftreten von akuten Abstoßungsreaktionen nach 

Nierentransplantation (Grinyo et al., 2008). 

4.2. NFKBIA 
 
NFκB reguliert Gene, deren Produkte im Immunsystem eine Rolle spielen 

(Molinero and Alegre, 2011, Romzova et al., 2006, Thakur et al., 1994). Dazu 

gehört neben der Bildung von Apoptosefaktoren und Entzündungsmediatoren die 

Sekretion von IL-2 durch T-Lymphozyten (Molinero and Alegre, 2011, Romzova 

et al., 2006). Letztgenanntes reguliert die Differenzierung von zytotoxischen 

CD8+-T-Zellen, die eine Schlüsselrolle im Prozess der akuten 

Abstoßungsreaktion einnehmen (siehe Punkt 1.2.1) (Denton et al., 1999, D'Elios 

et al., 1997, Ganji and Broumand, 2007, Guo et al., 2001).  

 

Die in dieser Arbeit untersuchten SNPs aus dem NFKBIA Gen haben Einfluss auf 

die Expressionsrate des Gens. Der SNP rs3138053 beeinflusst die Affinität des 

Proteins ROR (RAR-Related Orphan Receptor) und modifiziert, genauso wie der 

SNP rs2233406 (Ali et al., 2013, Romzova et al., 2006, Gao et al., 2007), die 

Transkriptionsrate des Gens (Spink et al., 2007). Der SNP rs2233408 verändert 

die Affinität des Transkriptionsfaktors C/EBP (CCAAT/Enhancer-Binding-

Proteine) und die Transkriptionsrate des Gens (Lin et al., 2007). Der SNP 

rs2233409 modifiziert ebenfalls die Transkriptionsrate des Gens (Ali et al., 2013, 

Romzova et al., 2006, Gao et al., 2007). Der SNP rs696 befindet sich an der 

Position +2756 in der 3′-UTR des Gens (Romzova et al., 2006). Diese 3′-UTR ist 

eine regulatorische Region, die für die Stabilität und Lebensdauer der 

entsprechenden mRNA verantwortlich ist (Conne et al., 2000). 
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In der vorliegenden Arbeit wurde keine Assoziation zwischen den ausgewählten 

SNPs und dem Auftreten von akuten Abstoßungsreaktionen nach 

Nierentransplantationen oder der Retransplantationshäufigkeit gefunden. Diese 

Resultate lassen die Interpretation zu, dass die untersuchten SNPs des NFKBIA 

Gens keine Bedeutung für die Neigung zur Ausprägung von akuten 

Abstoßungsreaktionen und Retransplantationen haben. Aufgrund der fehlenden 

Assoziation können die SNPs nicht als Biomarker im Zusammenhang mit einer 

individualisierten Immuntherapie verwendet werden.  

 

Im Gegensatz zu den hier gefundenen Ergebnissen gibt es Arbeiten, in denen 

die Bedeutung der untersuchten SNPs aus dem NFKBIA Gen zu anderen 

Erkrankungen dargestellt wurde und in denen signifikante Werte gefunden 

werden konnten. Kurylowicz et al. untersuchten beispielsweise den 

Zusammenhang zwischen sechs SNPs in zwei Genen und dem Auftreten von 

Morbus Basedow. Dabei zeigten die drei untersuchten SNPs aus dem NFKBIA 

Gen (rs2233409, rs2233406, rs696) zwar keinen signifikanten Zusammenhang 

zur Anfälligkeit an M. Basedow zu erkranken, die Allele rs2233409T und 

rs2233406T waren jedoch signifikant häufiger mit der Entwicklung von 

endokrinen Ophthalmopathien assoziiert (Kurylowicz et al., 2009). Wang et al. 

untersuchten den Zusammenhang zwischen dem SNP rs2233408 und der 

Inzidenz von Magenkrebs. Menschen aus Südchina mit dem homozygoten 

rs2233408 TT Genotyp und dem heterozygoten rs2233408 TC Genotyp haben 

im Vergleich zu Homozygoten CC-Trägern ein signifikant niedrigeres Risiko, an 

Magenkrebs zu erkranken (Wang et al., 2010).  Die rheumatoide Arthritis ist eine 

„chronisch-entzündliche Systemerkrankung, die durch Synovialitis zu Arthritis, 

Bursitis und Tendovaginitis führt“ (Herold, 2012). Lin et al. zeigten, dass bei 

Patienten mit rheumatoider Arthritis der Genotyp -826C/T im Vergleich zu -

826C/C-Trägern signifikant öfter vorkommt ist (p=0,009). Das gilt auch für die 

Allelfrequenz des -826T-SNPs. Das Allel -550A kommt ebenfalls signifikant öfter 

bei Patienten mit einer rheumatoiden Arthritis vor. Zusammenfassend lässt sich 

sagen, dass die Allele -826T und -550A mit einem erhöhten Risiko, an 

rheumatoider Arthitis zu erkranken, einhergehen (Lin et al., 2007). 2007 

untersuchten Gao et al. die Assoziation zwischen dem SNP rs696 und dem 

Auftreten von kolorektalen Tumoren in der schwedischen und chinesischen 
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Bevölkerung. Der Genotyp GG führte zu einer verminderten Überlebenszeit bei 

den schwedischen Patienten (Gao et al., 2007). Der Genotyp AG kam bei 

chinesischen Patienten häufiger vor als bei der chinesischen Kontrollgruppe 

(Gao et al., 2007). Der Systemische Lupus Erythematodes (SLE) ist eine 

„immunologische Systemerkrankung mit Beteiligung der Haut und des 

Gefäßbindegewebes zahlreicher Organe mit Vaskulitis der kleinen Arterien und 

Arteriolen, verbunden mit der Ablagerung von Immunkomplexen, die aus DNA, 

Anti-DNA, Komplement und Fibrin bestehen“ (Herold, 2012). Lin et al. zeigten 

2008 den Zusammenhang zwischen bestimmten Genotypen und der Ausprägung 

eines Systemischen Lupus Erythematodes. Es wurden fünf 

Promotorpolymorphismen im NFKBIA Gen (-881A/G, -826C/T, -550A/T, -519C/T, 

-297C/T) untersucht, wobei die Häufigkeit des Genotyps NFKBIA 826C/T bei 

SLE-Patienten im Vergleich zur Kontrollgruppe signifikant erhöht war (Chia-Hui 

Lin, 2008). 

 

Die ausgewählten SNPs spielen folglich beim Auftreten von bestimmten 

Erkrankungen eine Rolle, ein Zusammenhang zu akuten Abstoßungsreaktionen 

oder Retransplantationen konnte jedoch (auch in anderen Studien) nicht 

nachgewiesen werden. 

4.3. Unterschiede von akuten zellulären und vaskulär-humoralen 

Abstoßungsreaktionen 

 
Die verschiedenen Arten von akuten Abstoßungsreaktionen unterscheiden sich 

in ihrer Pathophysiologie (siehe Punkt 1.2.2.). Möglicherweise könnte dies für 

den Zusammenhang zu den ausgewählten SNPs wichtig sein, da diese 

wiederum selbst verschieden im Organismus agieren (siehe Punkt 1.5.). Die 

akute zelluläre Abstoßungsreaktion wird vor allem durch CD4+- und CD8+-T-

Lymphozyten hervorgerufen (Ursus-Nikolaus Riede, 2004, Ganji and Broumand, 

2007), während die akute vaskulär-humorale Abstoßungsreaktion durch 

Donorspezifische Antikörper entsteht, die entweder bereits vor der 

Transplantation im Empfängerorganismus vorhanden waren oder sich nach der 

Transplantation neu entwickelt haben (Puttarajappa et al., 2012, Terasaki and 

Mizutani, 2006). Diese beiden Formen der akuten Abstoßung können auch 
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gleichzeitig auftreten (Agarwal et al., 2011). Weiterhin wird bei der akuten 

zellulären Abstoßungsreaktion zwischen einer frühen (≤6 Monate) und einer 

späten Form (> 6 Monate) unterschieden (Wu et al., 2014).  

 

Eine Berücksichtigung dieser Unterschiede in Form einer weiteren Aufgliederung 

des Kollektivs „akute Abstoßung“ in die verschiedenen Unterformen der akuten 

Abstoßungsreaktionen mit ausreichend großen Patientenzahlen wäre für eine 

zukünftige Arbeit denkbar.  

4.4. Ursachen des Transplantatverlustes  
 
Ein Verlust des Transplantats, der im weiteren Verlauf zu der Notwendigkeit einer 

erneuten Transplantation führt, kann verschiedene Ursachen haben. Ein Verlust 

aufgrund operativer Komplikationen wurde im Vorfeld anhand der klinischen 

Dokumentation ausgeschlossen. Darunter fallen z.B. thrombotische oder 

hämorrhagische Ereignisse, Stenosen, Leckagen und Infektionen, die den 

Transplantationserfolg beeinträchtigen (Hernandez et al., 2006).  

Somit ergeben sich immunologische und einige nicht-immunologische Ursachen, 

die nach einer erfolgreichen Operation für ein Transplantatversagen infrage 

kommen. Immunologische Gründe für eine Nephrektomie können eine 

hyperakute Abstoßungsreaktion aufgrund von präformierten zytotoxischen 

Antikörpern oder eine akute Abstoßungsreaktion durch T-Lymphozyten sein 

(Terasaki and Mizutani, 2006, Ganji and Broumand, 2007, Puttarajappa et al., 

2012, Le Moine et al., 2002). Die chronische Transplantatnephropathie, welche 

häufig durch die Einnahme von Calcineurininhibitoren bedingt ist (Morozumi et 

al., 2004, Issa et al., 2013) und die BK-Nephropathie, eine virale Infektion die 

durch die immunsupprimierte Lage des Organismus von nierentransplantierten 

Patienten begünstigt wird (Hirsch et al., 2002, Masutani, 2014), sind 

beispielsweise nicht-immunologisch bedingt und führen ebenfalls zu einem Ver- 

lust des transplantierten Organs und damit unter Umständen zu mehrmaligen 

Transplantationen (Issa et al., 2013, Hirsch et al., 2002, Morozumi et al., 2004, 

Masutani, 2014). Auch das Auftreten einer CMV-Infektion kann durch eine 

Abstoßungsreaktion zu einem Transplantatverlust führen (Reinke et al., 1994, 

Stern et al., 2014, Lee et al., 2014b).  
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Dass die verschiedenen immunologischen und nicht-immunologischen Gründe 

für einen Transplantatverlust in der vorliegenden Arbeit nicht weiter unterteilt 

wurden, könnte eine Erklärung für die fehlende Signifikanz bei dem 

Kollektivvergleich „keine Abstoßung“ – „multiple akute Abstoßung“ darstellen.  

4.5. Weitere immunologische Ursachen für akute Abstoßungsreaktionen   

          oder  Retransplantationen 
 
SNPs sind nur zu einem gewissen Teil als kausaler Grund für akute 

Abstoßungsreaktionen und das Transplantatüberleben verantwortlich. Im 

Folgenden sind weitere – in der Arbeit berücksichtigte – Ursachen aufgeführt, die 

ebenfalls als Ursache für die Entstehung von akuten Abstoßungsreaktionen eine 

Rolle spielen.  

4.5.1. Alter zum Zeitpunkt der letzten Transplantation 
 
Ältere Transplantatempfänger haben eine reduzierte immunologische Aktivität 

und damit ein geringeres Risiko für Abstoßungsreaktionen nach 

Nierentransplantationen (Tullius et al., 2010, Friedman et al., 2004, de Fijter, 

2005, Palomar et al., 2002).  

 

Das Durchschnittsalter der Patienten im Gesamtkollektiv zum Zeitpunkt der 

letzten Transplantation lag bei etwa 51 Jahren. Es waren keine signifikanten 

Unterschiede zwischen den einzelnen Kollektiven zu verzeichnen, sodass unsere 

Studie diese publizierte Abhängigkeit vom Alter nicht findet. Möglicherweise 

kristallisiert sich dieser Zusammenhang bei einem deutlich größeren 

Patientenkollektiv heraus. Zusätzlich könnte auch die Beziehung zwischen dem 

Alter der Organspender und dem Auftreten von akuten Abstoßungsreaktionen 

untersucht werden. Auf Seiten der Organspender gilt ein Spendealter von >50 

Jahren als Risikofaktor für das Auftreten von akuten zellulären 

Abstoßungsreaktionen im Empfängerorganismus und die Wahrscheinlichkeit, das 

Transplantat im Falle einer solchen Abstoßung erhalten zu können, ist gering (de 

Fijter, 2005, Hricik et al., 2013, Palomar et al., 2002). 
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4.5.2. HLA-Mismatche 
 
Für die Nierentransplantation sind die drei HLA-Loci A, B und DR von zentraler 

Bedeutung (Kosmoliaptsis et al., 2014). Eine HLA-Differenz führt eher zum 

Auftreten von akuten Abstoßungsreaktionen nach der Transplantation (Opelz and 

Dohler, 2007, Kosmoliaptsis et al., 2014, Opelz et al., 1999). Patienten, die ein 

Transplantat mit einer niedrigen Anzahl an HLA-Mismatchen erhalten, 

produzieren weniger HLA-Antikörper als Diejenigen, bei denen das 

transplantierte Organ eine größere HLA-Differenz zum eigenen Genom aufweist 

(Dankers et al., 2004, Kosmoliaptsis et al., 2014, Opelz et al., 1999). In solch 

günstigen Fällen ist der Erfolg einer Retransplantation zu einem späteren 

Zeitpunkt aufgrund eines Transplantatverlustes als hoch einzuschätzen 

(Sanfilippo et al., 1987, Hourmant et al., 2005), denn bei einer Retransplantation 

können HLA-Antikörper die Ausprägung von akuten Abstoßungsreaktionen 

begünstigen und das Transplantatüberleben begrenzen, insbesondere wenn sie 

donorspezifisch sind (Akalin and Pascual, 2006, Dankers et al., 2004, Dinis et al., 

2014). HLA-Antikörper können vor einer Transplantation durch die 

Sensibilisierungsereignisse Schwangerschaft, Transfusion und vorangegangene 

Transplantationen gebildet werden (Lucas et al., 2014, Iyer et al., 2013, Gralla et 

al., 2013). 

 

Bei der Gegenüberstellung der durchschnittlichen HLA-Mismatche der Patienten 

zeigten sich in keinem Kollektivvergleich signifikante p-Werte. Eine Überprüfung 

mit größeren Patientenkollektiven wäre ratsam, um die Ergebnisse zuverlässig 

mit der aktuellen Literatur vergleichen zu können.  

4.5.3. Geschlechterverteilung 
 
In dem Gesamtkollektiv der vorliegenden Arbeit befanden sich 101 männliche 

(62%) und 62 (38%) weibliche Patienten. Weltweit durchgeführte Studien 

bestätigen die Tatsache, dass eine Ungleichheit zwischen Männern und Frauen  

besteht was den Empfang von Nierentransplantaten angeht (Jindal et al., 2005, 

Kayler et al., 2002, Kayler et al., 2003, Bal and Saikia, 2007). Frauen habe eine 

geringere Chance auf Hämodialyse und Transplantation als Männer, die Gründe 

dafür liegen in ökonomischen und sozialen Unterschieden zwischen den beiden 



 

 70 

Geschlechtern (Jindal et al., 2005). Zudem spenden Frauen häufiger eine Niere 

an Männer als umgekehrt (Jindal et al., 2005, Bal and Saikia, 2007). Des 

weiteren stehen Frauen mit einer terminalen Niereninsuffizienz einer 

Transplantation nicht so positiv gegenüberstehen wie Männer, da sie Bedenken 

haben was die Immunsuppression und ihre Nebenwirkungen angeht (Sabatini, 

1997). Im Falle der Inanspruchnahme von Angeboten des Gesundheitssystems 

zeigen Frauen jedoch ein größeres Interesse und eine bessere Compliance 

gegenüber Therapieregimen als Männer (Baines et al., 2005).  

 

Dass das Geschlecht möglicherweise ein entscheidender Faktor bei der 

Ausprägung von akuten Abstoßungsreaktionen sein könnte, wird durch diverse 

Arbeiten nahegelegt. Einer der wichtigsten Punkte in diesem Zusammenhang ist, 

dass das Geschlecht die Aktivität des Immunsystems beeinflusst (Bhatia et al., 

2014, Bouman et al., 2005, Bouman et al., 2004, Marriott and Huet-Hudson, 

2006). Auf einigen Immunzellen befinden sich Hormonrezeptoren, welche 

teilweise die geschlechterspezifischen Unterschiede erklären (Wira and Sandoe, 

1980). Dabei spielen Östrogen und Testosteron eine wichtige Rolle (Bhatia et al., 

2014). Frauen zeigen eine höhere Rate an zellvermittelter und humoraler 

Immunantwort als Männer, wobei letztere eine aggressivere und schädlichere 

Abwehr aufweisen (Marriott and Huet-Hudson, 2006, Bouman et al., 2005, Ansar 

Ahmed et al., 1985). Frauen haben ein erhöhtes Risiko an 

Autoimmunerkrankungen zu leiden (Marriott and Huet-Hudson, 2006, Bouman et 

al., 2005, Ansar Ahmed et al., 1985), andererseits leiden sie seltener an viralen, 

bakteriellen oder parasitären Infektionen (Bhatia et al., 2014).  

 

Inwieweit diese komplexen Zusammenhänge zwischen der Rolle des 

Geschlechts und der möglichen Ausbildung von (akuten) Abstoßungsreaktionen 

von Bedeutung sind, werden zukünftige Arbeiten zeigen müssen.  

4.5.4. Immunsuppression 
 
Die immunsuppressive Therapie ist der entscheidende Faktor für ein langes 

Transplantatüberleben und eine Reduzierung der immunologischen 

Komplikationen (Hall et al., 2015, Yabu and Vincenti, 2009, Bakr et al., 2014). 
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Dazu gehören auch (akute) Abstoßungsreaktionen (Hall et al., 2015, Yabu and 

Vincenti, 2009, Bakr et al., 2014).  

 

Alle in dieser Arbeit untersuchten Patienten wurden in zwei Gruppen mit 

immunsuppressiver Medikation eingeteilt. Dabei bildete das immunologische 

Risiko die Grundlage.  

Beide Gruppen erhielten standardmäßig Steroide. Patienten, die keine 

Vorerkrankungen aufwiesen, keine anderen Medikamente einnahmen und die 

sich erstmalig in ihrem Leben einer Transplantation unterzogen, wiesen ein 

geringes immunologisches Risiko auf. Sie wurden deshalb in die Gruppe 1 

eingeteilt und erhielten zusätzlich Calcineurininhibitoren, Mycophenolatmofetil 

und/oder mTOR-Inhibitoren und Basiliximab. Patienten mit einem hohem 

immunologischen Risiko aufgrund von bereits durchgemachten 

Transplantationen und Komorbiditäten hatten ein größeres Risiko das 

Transplantat abzustoßen und erhielten deshalb eine stärkere Medikation (Humar 

et al., 2000). Sie wurden durch die Gruppe 2 charakterisiert und erhielten 

außerdem Calcineurininhibitoren, Mycophenolatmofetil und/oder mTOR-

Inhibitoren, Antithymozytenglobulin und/oder Rituximab mit oder ohne 

Basiliximab.   

 

Beim klinischen Vergleich der Kollektive „keine Abstoßung“ gegen „akute 

Abstoßung“ zeigte sich bezüglich der Immunsuppression kein signifikanter 

Unterschied (p=0,127).  

 

Bei den Kollektiven „keine Abstoßung“ und „multiple akute Abstoßung“ führte der 

Vergleich der beiden Gruppen der Immunsuppression zu einem signifikanten 

Wert (p=6,487*e-6). Patienten, die mit der Immunsuppression aus der Gruppe 1 

behandelt wurden, zeigten mit einer Häufigkeit von 66% keine 

Abstoßungsreaktion. Diejenigen, die eine immunsuppressive Therapie der 

Gruppe 2 erhielten und damit von Vornherein ein größeres immunologisches 

Risiko hatten, wiesen mit einer Häufigkeit von 67,9% eine multiple akute 

Abstoßungsreaktion auf. Diese Beobachtung führt zu der Annahme, dass die 

Chance, eine (multiple) akute Abstoßungsreaktion zu erleiden bei Patienten, die 

aufgrund ihres sowieso schon vorhandenen hohen immunologischen 
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Grundrisikos eine stärkere Immunsuppression bekommen, so hoch ist, dass die 

immunsuppressive Therapie dieses Risiko nicht ausreichend minimieren kann. 

Dies lässt vermuten, dass multiple akute Abstoßungsreaktionen eine große 

Herausforderung für eine adäquate immunsuppressive Therapie darstellen. 

Nachgewiesenermaßen haben Organempfänger mit multiplen akuten (>1) 

Rejektionen tatsächlich signifikant niedrigere Überlebensraten des Transplantats 

als Patienten mit nur einer oder gar keiner Abstoßungsreaktion (Humar et al., 

2000, Tejani et al., 1996, Flechner et al., 1996). 

 

Für den Kollektivvergleich „einmalig Transplantierte“ gegen „mehrmalig 

Transplantierte“ ergab sich bei den beiden Gruppen der Immunsuppression 

ebenfalls ein signifikanter Wert (p=2,993*e-9). Patienten, die mit der 

Immunsuppression aus der Gruppe 1 behandelt wurden, zeigten mit einer 

Häufigkeit von 74,2% ein einmaliges Transplantationsereignis, während 20,5% 

aus dieser Gruppe mehrmals transplantiert wurden. Die Annahme, dass 

Patienten mit einem niedrigeren immunologischen Risiko (Gruppe 1) häufiger nur 

einmalig transplantiert werden, ist damit bestätigt. Von den Patienten, die mit den 

Medikamenten aus der Gruppe 2 behandelt wurden, mussten 79,5% mehrfach 

transplantiert werden, wohingegen 25,8% mit ihrem ersten Transplantat 

auskamen. Ein hohes immunologisches Risiko geht mit einer höheren 

Komplikationsrate einher, die mehrfache Transplantationen erfordert (Tejani et 

al., 1996, Humar et al., 2000, Matas et al., 1994, Flechner et al., 1996). Das 

immunologische Risiko ist somit ein Kriterium für die Transplantationshäufigkeit. 

4.5.5. Grunderkrankung 
 
Die verschiedenen Grunderkrankungen, die bei den untersuchten Patienten zur 

Ausbildung  einer  terminalen  Niereninsuffizienz  geführt  und sie damit dialyse-  

beziehungsweise transplantationspflichtig gemacht haben, wurden nach der 

Häufigkeit eingeteilt und anschließend verglichen. Hier zeigte sich bei dem 

Vergleich der Kollektive „einmalig Transplantierte“ gegen „mehrmalig 

Transplantierte“ ein signifikanter Wert bei der Gruppe „Sonstige“ (p=1,506*e-5). 

Diese Gruppe enthält Patienten, deren Erkrankungen als „unklar“ definiert 

wurden und die insgesamt seltener als vier mal pro Kollektiv vorkamen. Diese 
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Konstellation der Gruppe hat damit keine ausreichende Aussagekraft im Bezug 

auf die Unterschiede der Grunderkrankungen der Patienten.  

 

Alternativ wäre eine Einteilung der Erkrankungen nach der Genese 

erwägenswert. Der pathophysiologische Aspekt ließe eine Klassifikation in 

Erkrankungen mit immunologischer Genese (z.B. Glomerulonephritiden, IgA-

Nephritis, SLE) und in Erkrankungen ohne immunologisches Geschehen (z.B. 

HUS, ADPKD, Alport-Syndrom) zu. Bei Patienten, die aufgrund von immuno-

logisch bedingten Glomerulonephritiden transplantiert werden, besteht ein 

Zusammenhang zwischen dem erneuten Auftreten der Grunderkrankung und 

einem Transplantatverlust nach der Operation (Sprangers and Kuypers, 2013, 

Lorenz et al., 2010, Angelo et al., 2011, Jeon et al., 2012). Auch das wiederholte 

Erkranken an einer IgA-Nephritis und die Ausbildung einer (chronischen) 

Abstoßungsreaktion nach erfolgreicher Nierentransplantation scheinen in einem 

Zusammenhang zu stehen (Yaginuma et al., 2011, Sumethkul et al., 2001). 

Prinzipiell ist die Rekurrenz der Grunderkrankung, die ursprünglich zu einer 

Nierentransplantation geführt hat, ein häufiges Phänomen und Problem 

(Ponticelli et al., 2014, Hariharan et al., 1999). Somit müsste eine Signifikanz bei 

einer derartigen Einteilung wiederum kritisch beurteilt und mit geeigneten 

statistischen Methoden überprüft werden, um letztendlich den tatsächlichen 

Einfluss der SNPs zu detektieren.  

4.6. Ausblick 
 
In der vorliegenden Dissertation wurde die Bedeutung von der Suche nach 

Biomarkern für die Entwicklung einer spezifischen Transplantationsmedizin im 

Sinne einer individuellen Immuntherapie herausgearbeitet und die Rolle von 

sieben Genpolymorphismen aus zwei Genen in diesem Zusammenhang 

untersucht.  

 

Die Arbeit ist ein erster Schritt zur Identifizierung von solchen Biomarkern. Es 

müssen aber zukünftig weitere Studien zu diesem Thema durchgeführt werden, 

um den Einfluss der CD40 und NFKBIA SNPs noch detaillierter zu verstehen. 

Dabei sollte die Bedeutung der SNPs für die Entwicklung von chronischen 

Abstoßungsreaktionen geprüft werden, wozu sich der Beobachtungszeitraum der 
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Patienten jedoch deutlich verlängern würde. Interessant wäre es außerdem, 

Vergleichsstudien mit einem größeren Probenumfang durchzuführen, andere 

ethnische Gruppen hinzuzuziehen, die Organspender für diese SNPs zu 

typisieren und eine Auswahl an weiteren SNPs aus dem CD40 und NFKBIA Gen 

zu untersuchen, um die hier erhobenen Ergebnisse zu reproduzieren (siehe 

hierzu auch Punkt 4.1.). Weiterhin könnte der Fokus der Analysen auf 

Nierenfunktionsparameter im Blut und Urin (Kreatinin, Cystatin C, Harnstoff, 

Albumin, Transferrin, IgG, α-1-Mikroglobulin, Retinolbindendes Protein, γ-

Glutamyl-transferase, α-2-Makroglobulin, Lipocalin-2, Tamm-Horsfall-Protein, 

Thrombozyten) gelegt werden, um zu kontrollieren, ob die ausgewählten SNPs 

mit der Funktion der transplantierten Niere assoziiert sind (Fu et al., 2014, 

Shlipak et al., 2013, Dharnidharka et al., 2002, Xia et al., 2012, Wu et al., 2012, 

Bang et al., 1996, Stubendorff et al., 2014, Cain et al., 2012, Viau et al., 2010, 

Chakraborty et al., 2004). Die Glomeruläre Filtrationsrate ist ein weiterer 

wichtiger Aspekt für die Beurteilung der Transplantatfunktion und sollte in 

weiteren Arbeiten zu verschiedenen Zeitpunkten nach der Nierentransplantation 

dokumentiert werden (Andersen et al., 2013, Soares et al., 2009). 
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5. ZUSAMMENFASSUNG 

 
In dieser Arbeit sollte geprüft werden, ob die SNPs rs1883832 und rs4810485 im 

CD40 Gen sowie die SNPs rs2233409, rs696, rs2233408, rs2233406 und 

rs3138053 im NFKBIA Gen mit akuten Nierenabstoßungsreaktionen oder Re-

transplantationen assoziiert sind. Diese SNPs wurden ausgewählt, weil sie die 

Expression von CD40 und NFKBIA modifizieren, welche eine Schlüsselrolle in 

der Pathophysiologie von akuten Abstoßungsreaktionen einnehmen. Bei einer 

Assoziation könnten die SNPs als Biomarker dienen und zur Etablierung einer 

individualisierten Immuntherapie für Patienten nach einer Nierentransplantation 

beitragen.  

 

Es wurden retrospektiv DNA-Proben von 163 nierentransplantierten Patienten 

untersucht. Dazu erfolgte die Einteilung der Patienten in insgesamt fünf 

Kollektive: Keine Abstoßung (n=106), akute Abstoßung (n=57), multiple akute 

Abstoßung (n=78), einmalige Nierentransplantation (n=124) und mehrmalige 

Nierentransplantation (n=39).  

Die SNPs wurden mit dem PCR-ASRA Verfahren nachgewiesen. Für die 

Auswertung und Interpretation der Genotypisierungen wurden die statistischen 

Verfahren T-Test und exakter Fisher Test durchgeführt. Beim Vergleich der 

Genotyp- und Allelfrequenzen in den einzelnen Patientenkollektiven ergaben sich 

für die SNPs im CD40- und NFKBIA Gen keine Signifikanzen.  

 

Diese Resultate lassen die Interpretation zu, dass die untersuchten SNPs des 

CD40- und NFKBIA Gens von geringer Bedeutung für die Ausprägung von 

akuten Abstoßungsreaktionen und Retransplantationen auf Seiten der 

Organempfänger sind. Daher sind diese SNPs als Biomarker für eine 

individualisierte immunsuppressive Therapie ungeeignet.  

Um den Einfluss der untersuchten SNPs weiter zu charakterisieren sollten in 

Zukunft auch Organspender typisiert, andere ethnische Gruppen miteinbezogen 

und weitere SNPs aus dem CD40- und NFKBIA Gen auf den Zusammenhang zu 

akuten Abstoßungen und Retransplantationen geprüft werden. Ergänzend 

müsste auch die Bedeutung der SNPs für die Entwicklung von chronischen 

Abstoßungsreaktionen untersucht werden.  
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