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Einfuhrung

Die meisten aktuellen immunsuppressiven Behandlungsprotokolle basieren nach
wie vor auf einem der beiden Calcineurin Inhibitoren FK 506 oder Cyclosporin.
Beide Substanzen verhindern zwar suffizient eine AbstoBung, haben aber auch
nephrotoxische Eigenschaften, welche insbesondere im Langzeitverlauf Gber eine 200
persistierende Vasokonstriktion und Endothelzellschédigung zu einer interstitiellen
Fibrose und Tubulusatrophie mit Funktionsverlust filhren konnen. Heutige
Screening Methoden (Serumkreatinin, Biopsie) zur Erkennung einer solchen
Nephrotoxizitat, sind h&aufig weder praktikabel noch sensitiv genug, um eine
Schadigung frih genug zu erkennen oder deren genaue Ursache (immunologisch
versus medikamenteninduziert) zu unterscheiden. Sog. toxikodynamische
Strategien, bei denen man Veranderungen molekularer Signaturen in Gewebe,
Blut oder Urin nachweist, wéren daher attraktive Optionen, um z.B. eine 0
Calcineurin Inhibitor vermittelte Toxizitét rechtzeitig zu erkennen. Im Folgenden

stellen wir verschiedene auf sog. ,Metabonomics* basierte Marker im Urin dar, X
welche ein pradiktives diagnostisches Potential bei der Nachbehandlung oo s rapat Contiapal - Cuzmapal cetamupat
transplantierter Patienten haben kénnten. Abbildung 2. 15-F2t-Isoprostane im Urin nach 6 und 28 Behandlungstagen. Alle Konzentrationen in

Relation zur Kreatininkonzentration, Mittelwert + Standardabweichung (n=6/Gruppe). (One-way ANOVA p<
Methoden 0.054)

Behandlungsgruppen (n=6/Gruppe): (I) Kontrollen (Vehikel: fettarme Milch fiir 6/28
Tage), (1) CsA 10, (Ill) CsA 25 (IV), Rapa 1, (V) CsA 10+Rapa 1, (VI) CsA 25+Rapa 1 -
jeweils fur 6 Tage, (VII) CsA 10, (VIIl) Rapa 1, (IX) CsA 10+Rapa 1 jeweils fiir 28 Tage
[alle Dosierungen in mg/kg/Tag].
Glomeruléare Filtrationsrate (GFR): Fluorescein Isothiocyanat (FITC)-Inulin (Sigma, St.
Louis, MO) Clearance. Inulingabe (0.75mg/ 100ml NaCl) i.v. Giber 2 Stunden (2ml/h). .

Urinsammlung Gber einen 10-0 Silikonkatheter (linker Ureter). Fluoreszenz- ool ... oo P ey
spektroskopische Bestimmung der Inulinkonzentration. GFR-Berechnung (pl/min)

anhand der Formel (U x V)/P (U: Inulin Urin-Konzentration, V: Urin Volumen/Zeit, P:

Inulin Plasma-Konzentration)
Medikamentenspiegel: Cyclosporin und Sirolimus wurden mit etablierten, komplett
validierten Verfahren, mit jeweils hoher Sensitivitat und Spezifitat bestimmt (HPLC-MS).
15-F2t-Isoprostane. Bestimmung anhand einer validierten automatisierten LC/LC- N
MS/MS Methode. Das HPLC System bestand aus Komponenten der Agilent 1100 Serie e
(Waldbronn, Deutschland), welches mit einem , Triple Quadrupole* Massenspektrometer
(API 4000, Applied Biosystems, Foster City, CA) verschaltet war. Die Methode zeigte im w0
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Bereich 0.04 bis 80ng/mL lineare MeRBwerte. Tagesschwankungen lagen bei max. 91.1
bis 106.2%, Die “Recovery’-Rate der 15-F2t-Isoprostane lag nach Proteinprazipitation AN e et oo e B
im Urine bei 96.7+8.1%. Abbildung 3. Blut- und Gewebespiegel von Sirolimus und Cyclosporin (4 Stunden nach letzter Einnahme).

A) Cyclosporin-Blutspiegel, p<0.031; B) Sirolimus-Blutspiegel, p<0.001 C) Cyclosporin-Nierengewebespiegel

I . - - .
H -NMR Die Urin Analyse erfmgte mit einem Varian INOVA NMR 600MHz p<0.001; D) Sirolimus-Nierengewebespiegel, p<0.001. Alle Werte als Mittelwert + Standardabweichung

Spektrometer, welches mit einem 5-mm HCN PFG Messkopf ausgestattet war. Vor der (n=6/Gruppe), Statistischer Gruppenvergleich anhand multivariater Analyse (one-way ANOVA)
Messung, wurde der Urin mit 0.2M Kaliumphosphat in D,O gepuffert. Alle *H-NMR
Spektren wurden manuell hinsichtlich méglicher Phasenverschiebungen und 140 B ol
Grundlinienschwankungen korrigiert, und derart Normalisiert, dass das jeweilige A 120 * | s
Gesamtintegral eines jeden Spektrums den gleichen Wert ergab. T 2 Contieaa
100 u CsosRaa Abbildung 4. *H-NMR

Spektroskopie des Urins.
Alle Urinemetabolite wurden

Kreatinin im Serum Harnstoff im Serum Korpergewicht semiquantitativ bestimmt, und auf
[mg/dL] [% Veranderung/Zeit] © . das Gesamtintegral normalisiert.
Kontrolle 0.4£0.1 1743 741 (Tag 6) 27+3 (Tag 28) ! Daten-Darstellung als Mittelwert +
6 Tage CsA10 0.8£0.0 172 814 20 . Standardabweichung. (n=6/
CsA25 1.0£0.1% 255 113 o Yi ﬁ Gruppe), p-Werte (one-way
Rapal 0.4:0.1 1644 945 ANOVAY; *p<0.05,
CsA10/Rapal 0805 48431 753* succinate  citrate 2-0G creatine taurine Signifikanzniveaus wurden anhand
© apa e . . ’?ﬁﬁ.vuﬁ p<0.00L  p<0.001 p<0.001  p<0.001 p=0.002 eines posthoc pairwise Vergleichs
CsA25/Rapal 1.8£0.9° 86126 1115 ermittelt (Holm-Sidak) method.
28 Tage CsA10 0.7+0.1 3446 3615* 250 : Deon [2-OG: a-ketoglutarate]
Rap1 0.6£0.1 191 23£12 B o1mgRapa
CsA10/Rapat 0.8+0.2 42£13* 427" jgy;";cfilfmﬁapa A. Metabolitenmuster im Urin nach

6 Behandlungstagen.
Veréanderungen, die
typischerweise auf ein
Vorliegen freier Radikale
hinweisen.

Tabelle 1. Veranderungen von Harnstoff, Kreatinin und Kérpergewicht in den einzelnen
Behandlungsgruppen. Alle Werte als Mittelwert + Standardabweichung. One-way ANOVA p<0.001 fir
ieden Parameter. *p<0.05 im Vergleich zu unbehandelten Kontrollen [Holm-Sidak post-hoc testl.
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Abhlld_ung 1. yeranderu"ngen der_glome!'ularen Filtratiosnraten in den verschiedenen Behandlungsgruppen. Alle oun ™A lactate TMAO formate
Werte in Relation zum Korpergewicht (Mittelwert + Standarabweichung, (n=6). One-way ANOVA: p<0.001, pvalue p <0001 p <0001 p <0001 p<0.001

*p<0.05 im Vergleich zu unbehandelten Kontrollen (Holm-Sidak post-hoc test)

SchiuBfolgerungen

In dem dargestellten Toxizitdtsmodell konnte eine Calcineurin Inhibitor vermittelte Nierenschadigung anhand Zusammenfassend haben wir

konventioneller Parameter (GFR, Kreatinin) bestatigt werden. (A) ein Modell zur Untersuchung einer Immunsuppressiva-

Es zeigte sich dabei der bekannte Effekt einer Verstérkung der Nephrotoxizitat durch simultane Gabe von Sirolimus. induzierten Nephrotoxizitat etablieren kdnnen, welches
an normal (nicht salzarm) ernahrten Ratten und mit

Als neuer Aspekt, konnten wir zeigen, dass Veranderungen der von uns gemessenen Metabolite mit dem Ausmaf Blutspiegeln ahnlich derer von Patienten umgesetzt

einer renalen Funktionsstorung einhergehen. Ein Vergleich dieser NMR Spektren mit den sog. Isoprostanen weist auf wurde,

eine zeitabhangige Verschiebung von zunéchst reinem oxidativen Stress (Tag 6) zu einer strukturellen Schadigung der  (B) zeigen kénnen, dass die biochemische Signatur von

proximalen Tubuluszellen (Tag 28) hin. Cyclosporin/Sirolimus eine Zeitabhéngigkeit aufweist, bei
der oxidativer Stress in der Frilhphase und tubularer

Unter Cyclosporin (verstérkt unter zusatzlicher Sirolimusgabe) kommt es nach 28 Tagen zu einer Zunahme von Laktat Schaden in der Spatphase dominieren,

und Glukose im Urin sowie zu einer Abnahme sog. Krebszyklusmetabolite (Abb. 4). Ein méglicher Mechanismus C) zeigen konnen, dass sowohl toxikodynamische als auch

hierfur wére, dass die Tubuluszellen nicht mehr Glukose/Laktat als Energiesubstrat verwerten kdnnen, und dies durch -kinetische Mechanismen als Ursache einer Verstarkung

eine vermehrte Aufnahme der Krebszyklusmetabolite kompensieren. Dieser Vorgang wird wahrscheinlich in erster der Toxizitat von Cyclosporin durch Sirolimus eine Rolle

Linie durch (Natrium-Dicarboxylat Symporter NaDC-3) Transporter in den proximalen Tubuluszellen vermittelt. Trafe spielen und

unsere Hypothese zu, dann waren die Veranderungen von Urinmetaboliten unter Cyclosporin (und Sirolimus) in erster (D) als wichtigster Aspekt mit unseren Daten die Hypothese

Linie Folge von aktiven Kompensationsmechanismen der geschadigten Tubuluszellen. unterstitzen kénnen , dass sich eine Calcineurin

Diese Hypothese wiirde auch erklaren, warum die heute angewendeten klinischen Parameter, die in erster Linie Inhibitor/Immunsuppressiva induzierte Nephrotoxizitat

die Funktion der Glomeruli widerspiegeln, sich erst zu einem spéten Zeitpunkt verandern, da diese in der Frihphase anhand von Verénderungen von Metaboliten im Urin

einer Schadigung noch intakt sind. friihzeitig nachvollziehen lasst.
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