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1 Zusammenfassung

Extrazellulare Vesikel spielen nach aktuellem Kenntnisstand eine wichtige Rolle in der
Zellkommunikation und beinhalten zellspezifische Bestandteile in Form von Proteinen, Lipiden
und Nukleinsauren. Diagnostisch kénnen sie somit eine wertvolle Quelle fir neue und gezielte
Biomarker in der Nierenfunktionsdiagnostik sein. Die Untersuchung von small urinary
extracellular vesicles (suEVs) und dem darin enthaltenen Proteom wurde bisher
weitestgehend auf wissenschaftlicher Basis und hierbei vor allem bei erwachsenen
Proband*innen untersucht. Es gibt bislang nur wenige Daten Uber das Proteom aus
extrazellularen Vesikeln nierentransplantierter Kinder und Jugendlicher.

In Rahmen dieser Pilotstudie wurde untersucht, ob sich im Proteom von suEVs aus
padiatrischen Urinproben signifikant veranderte Proteinexpressionen identifizieren lassen, die
in Zukunft eine Rolle als nicht-invasive Biomarker in der Nierenfunktionsdiagnostik
transplantierter padiatrischer Patient*innen einnehmen kdnnten. Langfristig soll unsere Arbeit
eine Grundlage fur die Entwicklung neuer diagnostischer Verfahren schaffen, die den Einsatz
invasiver Methoden wie Nierenbiopsien moglicherweise ersetzen kdnnten.

Eingeschlossen in unsere Studie wurden fur diese Fragestellung 14 nierentransplantierte,
padiatrische Proband*innen. Als Kontrollen dienten uns Daten von 8 nierentransplantierten
Erwachsenen. Wir wendeten ein (Ultra-)Zentrifugationsprotokoll zur Isolation von suEVs aus
padiatrischen Urinproben an, um diese im Anschluss massenspektrometrisch zu messen. Im
Zuge unserer Analysen konnten wir nach Filterung unserer massenspektrometrisch
erhobenen Daten 2291 Proteine identifizieren; davon wurden 1869 Proteine in mindestens
50% aller padiatrischen Proben nachgewiesen. Um die Daten Uber das Proteom der suEVs
angemessen interpretieren sowie Unterschiede in der Proteinexpression zwischen den
Proband*innen und Kontrollen identifizieren zu konnen, wurden diese anschlieRend
bioinformatisch analysiert und ausgewertet.

Zwischen péadiatrischen (KNTx) und adulten Nierentransplantatempfangern (NTXx)
konnten deutliche Unterschiede in der Proteinexpression festgestellt werden. Dartber hinaus
zeigten sich in den padiatrischen Proben verschiedene Proteine, deren Expression signifikant
mit dem Alter, dem zeitlichen Abstand zur Transplantation sowie der geschatzten glomerularen
Filtrationsrate (eGFR) korrelierte. Zur funktionellen Interpretation der Proteomdaten erfolgten
aulRerdem Gene Set Enrichment Analysen (GSEA) mittels Gene Ontology (GO) und der Kyoto
Encyclopedia of Genes and Genomes (KEGG).

Um besser beurteilen zu kdnnen, ob die in der differentiellen Analyse zwischen KNTx
vs. NTx identifizierten signifikant exprimierten Proteine auch eine klinische Relevanz haben
konnten, wurden diese mit den Proteinen verglichen, die in den Korrelationsanalysen
signifikant mit den klinischen Variablen der Proband*innen aus der KNTx-Gruppe assoziiert

waren. Bezogen auf das Alter sowie die eGFR konnte jeweils ein tUbereinstimmendes Protein

13



identifiziert werden: Coatomer subunit alpha als Teil des Coatomer-Komplexes, der an der
Bildung von vesikularen Transportvesikeln beteiligt ist, sowie Beta-galactoside alpha-
2,6sialyltransferase, ein Enzym mit zentraler Rolle bei der Proteinglykolysierung. Dartber
hinaus zeigten sich auch Protein-Matches in der Gesamtanalyse (KNTx vs. NTx) im Vergleich
zur Subgruppenanalyse (KNTx vs. NTx <1 Monat), wobei acht Proteine in beiden Analysen
eine signifikante, gleichgerichtete Expression aufweisen.

Die identifizierten Proteine konnten wertvolle Hinweise auf biologische Prozesse
liefern, die mit renalen Veranderungen nach einer Nierentransplantation assoziiert sind. Die in
dieser Arbeit gewonnenen Daten koénnen zudem als Grundlage fur weiterfihrende
Forschungsprojekte zu small urinary extracellular vesicles im Urin nierentransplantierter

Kinder dienen.
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2 Einleitung

Eine chronische Nierenerkrankung im Kindesalter liegt im Unterschied zum
Erwachsenenalter eher selten vor. Der Behandlung einer chronischen Nierenerkrankung
kommt aber aufgrund der moglicherweise schwerwiegenden Einflisse auf die gesundheitliche,
physische und geistige Entwicklung der betroffenen Kinder eine gro3e Bedeutung zu. Im
Unterschied zu den haufigsten Ursachen fur chronische Nierenerkrankungen im
Erwachsenenalter, welche zumeist assoziiert sind mit kardiovaskularen Volkskrankheiten wie
Diabetes mellitus oder Bluthochdruck, ist eine chronische Nierenerkrankung im Kindesalter
meist kongenital oder genetisch bedingt." Nierenerkrankungen im Kindesalter prasentieren
sich haufig im Rahmen von seltenen Erkrankungen und mit unspezifischen Symptomen,?
wodurch es zu einer verzdgerten Diagnosestellung kommen kann, was aufgrund der
moglichen Komplikationen der Nierenerkrankung zu einer verschlechterten Prognose bzw.
Mortalitat fiihren kann.® Hier spielen insbesondere auch kardiovaskulare Begleiterkrankungen
und Auswirkungen auf das kindliche Wachstum, welche mit chronischen Nierenerkrankungen
im Kindesalter assoziiert sind, eine Rolle. Therapieansatze einer chronischen
Nierenerkrankung im Kindesalter sind meist symptomatisch. Als Nierenersatzverfahren
kommen die Hamo- oder Peritonealdialyse oder die Nierentransplantation als Lebend- oder
Verstorbenenspende zum Einsatz. Insgesamt muss hierbei beachtet werden, dass mittels
Dialyseverfahren zwar eine zeitliche Uberbriickung erreicht werden kann, diese aber in ihrer
Funktion niemals als gleichwertig zu der normalen Nierenfunktion angesehen werden kann.
Zudem ist das kardiovaskulare Mortalitatsrisiko bei Patient*innen, die eine Dialysetherapie
erhalten, deutlich erhéht.® Darliber hinaus stellt die Dialysetherapie einen schwerwiegenden
Einschnitt in das Leben der betroffenen Patient*innen dar, welcher mit zum Teil grof3en
Veranderungen und Herausforderungen im Alltag einhergehen kann. Dies kann insbesondere
bei padiatrischen Patient*innen ein Problem darstellen und mit Einschrankungen zum Beispiel
im Schulalltag und Sozialleben einhergehen. Aus diesen vielfaltigen Grinden wird
insbesondere bei padiatrischen Patient*innen mit chronischer Nierenerkrankung eine zeitnahe
Behandlung mit einer Nierentransplantation angestrebt, sofern dies auch hinsichtlich Alter,
Kdrpergewicht und weiteren Faktoren mdglich und sinnvoll erscheint. Die Transplantation ist
nicht nur mit einer besseren Lebensqualitat so wie Lebenserwartung assoziiert, sondern fuhrt
zudem zu einer deutlich verbesserten geistigen und kdrperlichen Entwicklung fiir die Kinder.*
Daher wird teilweise eine sogenannte prdemptive Nierentransplantation noch vor der
Einleitung einer Dialysepflichtigkeit angestrebt. Dies ist vor allem durch die vermehrte
Etablierung der Lebendspende, welche vornehmlich durch nahe Verwandte der Patient*innen
erfolgt, méglich geworden.®

Somit zeigt sich, dass die Nierentransplantation in der Behandlung von

kindernephrologischen Patient*innen eine wichtige Rolle fir die Langzeitprognose, die
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Entwicklung auf geistiger und korperlicher Ebene, die Lebensqualitdt und das
Gesamtiberleben spielt. Dies bedeutet, dass ein sicherer Umgang mit nierentransplantierten
Patient*innen im klinischen Alltag von grof3er Wichtigkeit zeugt.

Hierbei stellt die Mdoglichkeit einer AbstoRungsreaktion als eine der wichtigsten
Komplikationen nach erfolgter Nierentransplantation einen haufigen Grund zur arztlichen
Konsultation auch noch Jahre nach erfolgter Transplantation dar. Neben der
Gesamtbeurteilung verschiedener klinischer und laborchemischer Befunde, um die
Wahrscheinlichkeit auf das Vorliegen einer TransplantatabstofRung abschatzen zu kénnen,
stellt die bioptische Sicherung und die anschlieRende histologische Begutachtung zum
aktuellen Zeitpunkt die einzige Untersuchung dar, um eine Absto3ung sicher nachzuweisen
bzw. auszuschlieRen.®” Die Durchfilhrung der Nierenbiopsie selbst geht aufgrund ihrer
Invasivitat mit Risiken und méglichen Komplikationen einher,® zudem muss bei padiatrischen
Patient*innen mit einer erschwerten und aufwandigeren Durchfiihrbarkeit gerechnet werden.

Zusammengefasst stellt die Nierenbiopsie somit eine aufwandige und invasive
Prozedur dar, welche jedoch bei bestehendem Verdacht auf eine TransplantatabstoRung
unabdingbar ist. Es stellt sich somit die Frage, ob nicht weitere, nicht-invasive Moglichkeiten
bestehen, um eine Transplantatabstollung sicher auszuschlieRen, oder zumindest, um die
Wahrscheinlichkeit einer solchen etwas naher zu bestimmen. Hierfir scheint die Erforschung
von Urinexosomen, oder in dieser Arbeit synonym verwendet auch small urinary extracellular
vesicles (suEV), einer Form von extrazellularen Vesikeln, als diagnostisches Mittel bei
nierentransplantierten Patient*innen interessant. Extrazellulare Vesikel spielen nach aktuellem
Kenntnisstand eine wichtige Rolle in der Kommunikation zwischen Zellen und beinhalten
verschiedene zellspezifische Bestandteile in Form von Proteinen, Lipiden und Nukleinsauren,
die Hinweise bezlglich biologischer Prozesse und der Pathophysiologie von Nierenzellen
geben koénnen. Diagnostisch kénnen sie somit eine wertvolle Quelle fir neue und gezieltere

Biomarker in der Nierenfunktionsdiagnostik sein.®'°

2.1 Chronische Nierenerkrankung im Kindesalter

Das Nierenversagen im Kindesalter ist mit nur rund 100-200 betroffenen Kindern in
Deutschland pro Jahr eine seltene klinische Herausforderung.? Eine friihe Diagnosestellung,
der Umgang mit der Erkrankung sowie das weitere therapeutische Prozedere sind bei einer
chronischen Nierenerkrankung von grofer Wichtigkeit, da sie einen gro3en Einfluss auf die
weitere kindliche Entwicklung auf kérperlicher und geistiger Ebene* sowie auf die
kardiovaskulare Mortalitat® bzw. auf das Gesamtiberleben haben.

Durch die vielfaltigen Funktionen der Niere fir den menschlichen Metabolismus

kénnen die Auswirkungen der renalen Minderfunktion jedoch gravierende Folgen fir den

16



kindlichen Kérper haben. Zu den dringend zu vermeidenden Sekundarmorbiditaten gehéren
an dieser Stelle vor allem die renale Osteopathie sowie der renale Kleinwuchs. Weiterhin kann
es zur Entwicklung einer renalen Anamie oder auch einer metabolischen Azidose kommen,
die ebenfalls langfristig zu einer Wachstumsverzégerung der Kinder beitragen kénnen.?

Die kardiovaskulare Mortalitat niereninsuffizienter Kinder zeigt sich im Langzeitverlauf
insgesamt deutlich erhdht. Durch eine eventuelle prolongierte Dialysetherapie der betroffenen
Kinder im Falle einer terminalen Nierenerkrankung steigt das Risiko fur kardiale und vaskulare

Ereignisse im Kindesalter zusétzlich erheblich an.?

2.1.1 Atiologie der chronischen Nierenerkrankung im Kindesalter

Die Ursachen einer chronischen Nierenerkrankung im Kindesalter unterscheiden sich
mafigeblich von denen der Erwachsenen. Wahrend eine chronische Nierenerkrankung
Erwachsener in Industriestaaten in den meisten Fallen durch Diabetes Mellitus, arterielle
Hypertonie und die autosomal-dominante polyzystische Nierenerkrankung (ADPKD)
versursacht wird, liegen den kindlichen Nierenerkrankungen zumeist kongenitale und
genetische Ursachen zugrunde."

Die wichtigsten Ursachen fir eine kindliche chronische bzw. terminale
Nierenerkrankung sind hierbei vorangehend Erkrankungen des CAKUT-Formenkreises (engl.
congenital anomalies of the kindneys and the urinary tract), dem vor allem renale Aplasien,
Hypoplasien und Dysplasien, sowie obstruktive Uropathien und Refluxnephropathien
zugehorig sind. Weiterhin sind erworbene glomeruléare Erkrankungen wie die primare fokal-
segmentale Glomerulosklerose (FSGS) und die Lupus-Nephritis," sowie genetische
Nierenerkrankungen wie die autosomal-rezessive polyzystische Nierenerkrankung (ARPKD)
von grofer Relevanz. Eine neuere Gruppe von Patient*innen mit einer terminalen
Nierenerkrankung und der Indikation zur Nierentransplantation bilden dariber hinaus Kinder,
die bereits in der Vergangenheit eine oder mehrere Nierentransplantation erhalten haben und
nun eine Re-Transplantation bendtigen.™

Die klinischen Verlaufe unterscheiden sich teilweise abhangig von der Ursache der
Nierenerkrankung, es zeigen sich allerdings auch Gemeinsamkeiten als Folge einer

eingeschrankten glomerularen Filtrationsrate.

2.1.2 Stadieneinteilung der chronischen Nierenerkrankung nach KDIGO 2012
Die chronische Nierenerkrankung kann gemafR der KDIGO 2012-Kriterien (Kidney
Disease: Improving Global Outcomes) in funf Stadien eingeteilt werden, wobei das
Nierenversagen (G5) hierbei den Endpunkt darstellt. Eine Tabelle zur genauen Einteilung der
chronic kidney disease (CKD)-Stadien nach den KDIGO 2012-Kriterien ist in Abbildung 1

dargestellt."?
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Ein Stadium der

permanenten Nierenersatzverfahrens erreicht man in der Regel im Stadium G5, in dem die

Nierenfunktionseinschrankung mit der Notwendigkeit eines
Kapazitaten der Niere zur Filtration und Ruickresorption weitestgehend ausgeschopft sind.
Erhebliche Probleme kdénnen zu diesem Zeitpunkt eine Akkumulation des Kaliums mit einem
stark erhohten Risiko flr Herz-Rhythmus-Stérungen, sowie der massive Anstieg des
Harnstoffs, der unter anderem zu einer uramischen Enzephalopathie mit Erbrechen und

Somnolenz, sowie einer uramischen Perikarditis filhren kann, bereiten.'

Prognosis of CKD by GFR and albuminuria category

Persistent albuminuria categories
Description and range

A1l A2 A3
Prognosis of CKD by GFR
and Albuminuria Categories: N?n"i'lgn:yo Moderately Severely
KDIGO 2012 T increased increased
<30 mg/g 30-300 mg/g >300 mg/g
<3 mg/mmol 3-30 mg/mmol >30 mg/mmol

G1 Normal or high

G2 Mildly decreased 60-89

Mildly to moderately

G3a decreased

45-59

Moderately to

G3b severely decreased

30-44

G4 Severely decreased 15-29

Description and range

GFR categories (ml/min/ 1.73 m?)

G5 Kidney failure <15

Green: low risk (if no other markers of kidney disease, no CKD); Yellow: moderately increased risk;
Orange: high risk; Red, very high risk.

Abbildung 1: CKD-Stadien nach den KDIGO 2012-Kriterien'?
Eine schriftliche Erlaubnis zur Verwendung der Abbildung wurde von KDIGO eingeholt. Die Verwendung

erfolgt fur rein wissenschaftliche Zwecke im Rahmen dieser Dissertation.

2.2 Nierenersatztherapien im Kindesalter

Die Indikation zur Einleitung einer Dialysetherapie ist nicht punktgenau definiert, laut
aktuellem Dialysestandard der Deutschen Gesellschaft fur Nephrologie (DGfN) wird eine
Dialyseeinleitung bei einer GFR von unter 15 ml/min/1,73 m? und Symptomen einer Urdmie
beflirwortet. Auch wird eine Dialyseeinleitung empfohlen, wenn Komplikationen vorliegen,
welche nicht bzw. nicht mehr medikament6s kontrollierbar sind, wie z.B. die Hyperkaliamie,
die Hypervolamie, die Hypertension so wie die Azidose.' Zur adédquaten Vorbereitung sollte
allerdings bereits ab einer GFR von weniger als 30 ml/min/1,73 m? eine Aufklarung der

Patient*innen bzw. ihrer Eltern (iber die Mdglichkeiten von Nierenersatztherapien erfolgen.®
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Die gangigen Nierenersatzverfahren bei einer Dialysepflichtigkeit sind hierbei die Hamodialyse
und die Peritonealdialyse. Zudem besteht die Mdglichkeit einer Nierentransplantation.

Die Hamodialyse wird in der Regel in speziellen Dialysezentren durchgefuhrt und folgt
meist einem Schema, bei dem bei Erwachsenen i.d.R. drei Mal pro Woche fir jeweils ca. funf
Stunden mithilfe einer externen Hamodialysemaschine'” tiber einen arteriovenésen Shunt am
Arm oder einen zentralen Dialysekatheter (Shaldonkatheter oder Demerskatheter) dialysiert
wird." Unter anderem aufgrund der guten Planbarkeit wird dieses Verfahren im Kindes- und
Jugendalter vor allem bei alteren Kindern und Jugendlichen bevorzugt.

Im Rahmen der Peritonealdialyse hingegen wird eine sterile Ldsung als
Dialysierfliissigkeit in die Bauchhohle' mithilfe eines abdominellen Dialysekatheters, des
Tenckhoff-Katheters, zugefiihrt.' Die Peritonealdialyse ist insgesamt ein zeitlich flexibleres
Nierenersatzverfahren. Aufgrund des kardiovaskular schonenderen Verfahrens und der
Flexibilitat fur die Eltern wird die Peritonealdialyse vor allem bei Sauglingen und Kleinkindern
angewendet.

Einen malgeblich limitierenden Faktor fur die langfristige Dialysetherapie im
Kindesalter stellt eine erhéhte Mortalitat der Patient*innen durch kardiovaskulare Ereignisse
dar, die insgesamt um 30-fach héher ist als die von gleichaltrigen Kindern ohne eine terminale
Nierenerkrankung bzw. ohne eine Dialysepflichtigkeit.”® Darliber hinaus bedeutet ein
chronisches Nierenersatzverfahren einen Einschnitt im kindlichen Leben, da es eine
uneingeschrankte Teilnahme am Alltag der Patient*innen erschwert und mit psychischen
Belastungen einhergehen kann.?'

Obwohl die Peritonealdialyse und die Hamodialyse eine gute uberbrickende
Therapieoption darstellen, ist dennoch zu beachten, dass sie in keinem Falle mit der Funktion
einer gesunden Niere gleichzustellen sind. Als favorisierte Nierenersatztherapie im Kindesalter
gilt daher die frihzeitige Nierentransplantation, die mit der besten Lebenserwartung und -
qualitat einhergeht, sowie mit einer deutlich verbesserten geistigen und korperlichen
Entwicklung fir die Kinder verbunden ist.*?" Vorzugsweise wird die Nierentransplantation im
Kindesalter deshalb bei Moglichkeit bereits vor Erreichen einer terminalen Nierenerkrankung
durchgefuhrt, um moglichen Komplikationen der langfristigen Nierenersatztherapie
entgegenzuwirken.®

Die Hauptvoraussetzung fur die Durchfihrung einer Nierentransplantation selbst ist bei
den Kindern in der Regel ein Mindestgewicht von 8-10 Kilogramm;® aus diesem Grund ist die
Dialyse das einzige Nierenersatzverfahren im Neugeborenen- und Sauglingsalter und
Nierenerkrankungen, die in dieser Patient*innengruppe auftreten, sind insgesamt mit einer

stark erhdhten Mortalitat vergesellschaftet.”
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2.3 Nierentransplantationen im Kindesalter

Aktuell werden in den Kinder-Transplantationszentren in Deutschland pro Jahr rund
100-120 Nierentransplantationen bei Kindern- und Jugendlichen mit Nierenerkrankungen
durchgefiihrt, was ungefahr 5% der jahrlichen Nierentransplantationen in ganz Deutschland
entspricht. Dabei handelt es sich bei ungefahr einem Drittel der Nierentransplantationen um
Nieren-Lebendspenden durch nahe Angehdrige der Kinder, in den meisten Fallen der Eltern,
und bei rund 16% der Transplantationen erfolgt die Nierentransplantation praemptiv, das heif3t
die Transplantation des Organs wird noch vor dem Einsatz eines Dialyseverfahrens als

Nierenersatztherapie durchgefiinrt.®

2.3.1 Lebendnierenspende vs. Verstorbenenspende

Bezuglich der Nierentransplantation besteht generell die Moéglichkeit einer Lebend- so
wie einer Verstorbenenspende.

Lebendspenden (living donor, LD) werden durch nahe, volljahrige Angehdrige oder
Lebenspartner durchgefuhrt. Bei den kindernephrologischen Patient*innen erfolgt die
Lebendspende in den meisten Fallen durch die Eltern oder die Grof3eltern. Lebendspenden
bieten fur die Patient*innen vor allem den Vorteil, dass Transplantationen planbarer werden.
Einerseits kann somit die Durchflihrbarkeit einer praemptiven Nierentransplantation
vereinfacht werden, was mit einem besseren Uberleben fiir die Kinder vergesellschaftet ist,
andererseits kann somit auch die kalte Ischamiezeit des Nierentransplantats kirzer gehalten
werden und es liegen haufig aufgrund des Verwandschaftsverhdltnisses gunstige
Kombinationen der Gewebemerkmale vor."" Nachteile der Lebendspende kénnen fiir die
Spender*innen durch die durchzufiihrende Operation und mdégliche Komplikationen entstehen,
wobei aber die perioperative Mortalitdt mit 0,03% sehr gering ist. Auch das Gesamtrisiko,
irgendeine Komplikation nach der Operation zu erleiden, ist mit 9% niedrig. Insgesamt besteht
fur Spender*innen nach erfolgter Entnahme der Niere ein geringes Risiko, selbst im Verlauf
seines Lebens eine dialysepflichtige Nierenerkrankung zu entwickeln.??

Bei der Verstorbenenspende (deceased donor, DD) wird die Niere eines Menschen,
welcher als irreversibel hirntot deklariert wurde, bei entsprechend vorliegender
Einverstandniserklarung entnommen und anschlieRend transplantiert. Die Vermittlung der
Organe im Rahmen der Verstorbenenspende erfolgt in Deutschland Uber Eurotransplant. Die
Organe werden anhand eines Punktesystems vermittelt, welches die Ubereinstimmung der
Gewebemerkmale zwischen Spender*innenorgan und Empfanger*innen, die Wartezeit auf ein
Organ, und die mutmaRliche Transportdauer bis zu den Empfanger*innen beriicksichtigt.?2

Insgesamt kann man bei einer Lebendnierenspende von einem verbesserten 5-Jahres-
Transplantatiberleben um ca. 10% ausgehen, nicht unerheblich beeinflusst durch eine

bessere immunologische Kompatibilitit der humanen Leukozytenantigene (HLA-
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Kompatibilitdt) von Spender*innen und Empfanger*innen,® und der Eventualitat einer
geringeren Dosis von immunsupprimierenden Medikamenten, was wiederum mit weniger

Medikamenten-assoziierten Nebenwirkungen" fiir die Kinder verbunden ist.

2.3.2 Immunologische Voraussetzungen fur eine Nierentransplantation

Da es bei einer Nierentransplantation zu einer Ubertragung von Gewebe eines
Menschen zu einem anderen kommt, wird das transplantierte Organ durch das Immunsystem
des Empfangers als fremd wahrgenommen.?® Ausschlaggebend fiir diese immunologische
Reaktion ist vor allem der major histocompatibility complex (MHC), eine genetische Gruppe,
die sich auf dem kurzen Arm des Chromosoms 6 befindet und fir Molekile codiert, die sich
auf den humanen Koérperzellen befinden. Diese sogenannten HLA-Antigene zeichnen die
immunologischen Gewebeeigenschaften menschlicher Zellen aus und werden in zwei
Hauptklassen eingeteilt: HLA-Klasse | Antigene, die sich auf allen kernhaltigen Zellen und
Thrombozyten, aber nicht auf Erythrozyten befinden®* und in HLA-A, HLA-B und HLA-C
eingeteilt werden und HLA-Klasse Il Antigene, die sich primar auf antigenprasentierenden
Zellen befinden, beispielsweise B-Lymphozyten, Makrophagen oder dendritischen Zellen.
HLA-Klasse |l Molekule werden ebenfalls unterteilt in HLA-DP, HLA-DQ und HLA-DR. Alle
diese Antigene spielen eine entscheidende Rolle bei der Erkennung von Fremdgewebe durch

das Immunsystem sowie einer AbstoRungsreaktion.?

2.3.3 Nachsorge und Immunsuppression nach einer Nierentransplantation

Im Anschluss an eine Nierentransplantation ist eine intensive Nachsorge in erfahrenen
Zentren vonndten, die zum einen die regelmaRige Durchfihrung routinemaRiger
Untersuchungen sicherstellt, und andererseits die frihestmdgliche Detektion etwaiger
Komplikationen gewahrleistet.

Die Patient*innen werden nach einer Transplantation dauerhaft immunsuppressiv
behandelt, um eine AbstoRungsreaktion des Korpers auf das transplantierte Organ zu
vermeiden. Hierbei sind das Therapiekonzept und die Dosierung stark abhangig vom
Risikoprofil der Kinder, u.a. von der HLA-Kompatibilitat, und von weiteren klinischen
Begleitumstanden.®

In der Regel erfolgt die Immunsuppression an verschiedenen Angriffspunkten des
Immunsystems; nennenswerte Medikamente sind hier vor allem Glucocorticoide (Prednisolon
und Methylprednisolon), Calcineurininhibitoren (Tacrolimus und Ciclosporin  A),
Mycofenolatmofetil, Azathioprin und mTOR-Inhibitoren (mammalian target of rapamycin-
Inhibitoren), zu denen Sirolimus und Everolimus gehoéren. Die Kombinationstherapie
verschiedener Praparate ermdglicht eine niedrigere Dosierung der einzelnen Medikamente

und somit eine insgesamt geringere Auspragung der unerwiinschten Arzneimittelwirkungen.®
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2.3.4 Outcome nach einer Nierentransplantation

In den vergangenen Jahren konnte das Outcome nach kindlichen
Nierentransplantationen insbesondere durch vermehrte Erfahrungen im Bereich der
Immunsuppression und Infektionsbehandlung, sowie durch eine verbesserte Nachbetreuung
kardiovaskularer Folgeerkrankungen verbessert werden.®

Unabhangig von der Form der Nierenspende kann man mittlerweile von einem 5-
Jahres-Uberleben von mehr als 90% ausgehen; das 5-Jahres-Transplantatiiberleben von
Lebendnierenspenden hingegen liegt mit 96% etwas tber dem der Verstorbenenspenden mit
einem Transplantatiiberleben von rund 90% nach 5 Jahren bei padiatrischen Patient*innen.?
Insgesamt zeigen sich nach Nierentransplantationen aktuell auch seltener Komplikationen wie
die akute zelluldre AbstoRung, sowie die Entwicklung transplantationsassoziierter maligner
Erkrankungen."

Das Uberleben der Patient*innen zeigt sich somit deutlich besser als bei einer
langfristigen Dialysetherapie. Infektionen stellen aktuell mit einem Anteil von 40% die weitaus
haufigste Todesursache nach Transplantation dar, gefolgt von kardiopulmonalen

Komplikationen mit 13%.°

2.3.5 Ursachen fiir eine verschlechterte Nierentransplantatfunktion und fiir ein

Transplantatversagen

Die Ursachen fir die Verschlechterung eines Nierentransplantats sind vielfaltig und
kdnnen akuter oder chronischer Genese sein. Wahrend akute TransplantatabstoRungen in
den meisten Fallen immunologischer Genese sind,” kdnnen Ursachen fiir ein chronisches
Transplantatversagen immunologischen oder nicht-immunologischen Ursprungs sein. In
vielen Fallen handelt es sich um eine multifaktorielle Genese der Transplantatschadigung, die
aus einem Zusammenspiel immunologischer und nicht-immunologischer Mechanismen
entsteht, und die Hauptursache fir den Langzeitverlust von Nierentransplantaten ist.?®

Zur diagnostischen Klassifikation und Systematisierung der AbstoRungsreaktionen
eines Nierentransplantats wird seit 1991 die Banff-Klassifikation eingesetzt. Zur Anwendung
der Banff-Klassifikation muss eine Nierenbiospie durchgefihrt werden, die im Nachhinein
nephropathologisch begutachtet wird.?” Je nach Genese der AbstoRungsreaktion kann folglich
ein therapeutisches Konzept ausgearbeitet werden, das unter anderem die Anpassung der
immunsuppressiven Therapie und ggf. die Verwendung von monoklonalen Antikdrpern

beinhaltet.>®

2.3.5.1 Akute TransplantatabstoRungen
Akute Transplantatabstolungen treten bei den aktuellen Therapie- und

Nachsorgekonzepten im Verlauf des ersten Jahres bei ca. 15-20% aller Patient*innen auf und
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verlaufen in den meisten Fallen eher milde. Meist machen sich akute AbstoRungsreaktionen
durch eine unscheinbare Klinik bemerkbar. In den meisten Fallen zeigt sich ein erhdhtes
Kreatinin, das sich insbesondere durch die engen laborchemischen Kontrollen im Verlauf an
die Organtransplantation bemerkbar macht. Bei fehlenden Hinweisen auf eine andere Genese
der Kreatininerhdhung, wie beispielsweise ein  Harnwegsinfekt oder eine
Harntransportstérung, sollte zeitnah eine diagnostische Biopsie der Spenderniere angestrebt
werden.® Ursachen fiir akute AbstoBungen kénnen eine akute Antikdrper-vermittelte Rejektion
oder eine akute T-Zell-vermittelte Rejektion sein.®

In den vergangenen Jahrzehnten wurden grof3e Fortschritte in der Immunsuppression
nach erfolgter Transplantation erreicht, was zu einer deutlichen Verbesserung des
kurzfristigen Transplantatiberlebens und einer Reduktion akuter AbstolRungsreaktionen
fuhrte. Dies erbrachte eine erhebliche Verbesserung des 1-Jahres-Transplantatiberlebens bei

Organen von verstorbenen Spendern von 50% auf 94%, bei Lebendspenden sogar auf 97%.2

2.3.5.2 Chronische Transplantatschadigung

Einen weitaus wichtigeren Stellenwert nimmt die chronische Transplantatschadigung
ein.?® Das Risiko einer Transplantatschadigung ist dabei i.d.R. von mehreren Faktoren
abhangig, unter anderem den immunologischen Voraussetzungen und der Kompatibilitat von
Spender und Empfanger, der Art und Dosis der Immunsuppression, sowie der Compliance der
Patient*innen bei der Medikamenteneinnahme.® Generell kann die chronische
Transplantatschadigung entweder immunologischer oder nicht-immunologischer Genese
sein. Bei nichtimmunologischen Schadigungsmechanismen spielen v.a. die arterielle
Hypertonie oder die glomeruldre Hyperfiltration eine Rolle. Bei den immunologischen
Mechanismen der Transplantatschadigung kann wiederum zwischen Antikorper- und T-Zell-
vermittelten Rejektionen unterschieden werden. Fur die weitere Abklarung bei bestehendem
Verdacht auf eine chronische Abstof3ung ist die histologische Untersuchung des Transplantats
essentiell, wobei die histopathologische Charakterisierung gemafl® der Banff-Klassifikation
erfolgt.>®

Die Entwicklung eines chronischen, fortschreitenden Transplantatversagens ist in
vielen Fallen der limitierende Faktor fiir die Lebensdauer eines Nierentransplantats 22 und kann
eine erneute Dialyse bzw. eine erneute Nierentransplantation erforderlich machen.?®

Zusammenfassend hat die chronische Transplantatschadigung aufgrund von der
multifaktoriellen Genese und dem komplexen Zusammenspiel verschiedener
Schadigungsmechanismen erhebliche Auswirkungen auf die Prognose und Lebensqualitat der
Patient*innen. Diagnostisch zeigt sich die fortschreitende Vernarbung des Nierenparenchyms

haufig durch ansteigende Nierenretentionsparameter sowie eine zunehmende Proteinurie.
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Eine frihzeitige Erkennung zeigt sich oft schwierig und erfordert ein engmaschiges Monitoring
der Nierenfunktion. Protokollbiopsien im Rahmen von klinischen Studien zeigten bereits drei
Monate nach der Nierentransplantation bei rund 50% der untersuchten Transplantate frihe
Anzeichen von interstitieller Fibrose und Tubulusatrophie (IF/TA) auf.?®

Dies unterstreicht auch die Notwendigkeit, Strategien zur frihzeitigen Erkennung und
Pravention dieser Schadigungsprozesse zu entwickeln, um das Langzeitliberleben von

Nierentransplantaten zu verbessern.

2.4 Proteomics

Proteomics bezeichnet eine Methode zur Untersuchung und Erforschung des
Proteoms, also aller exprimierten Proteine eines Organismus bzw. einer Zelle oder einer
Flussigkeit. Insbesondere in den letzten Jahren spielen Proteomicsmethoden eine immer
gréker werdende Rolle in der medizinischen Forschung und auch Diagnostik.?

Clinical Proteomics bezeichnet hierbei den Bereich im Rahmen von Proteomics, der
sich auf die mdgliche Anwendung im klinischen Alltag fokussiert. Ziel ist es unter anderem,
mittels Proteinidentifikation, -quantifikation und -charakterisierung einen Einblick in die
Pathogenese, sowie die potenziellen Assoziationen von Veranderungen des Proteoms mit
Verlaufen im Rahmen verschiedenster Erkrankungen zu erhalten. Hierbei ist ein primares
Vorhaben auch, mégliche Proteine zu identifizieren, die als Biomarker dienen kénnen und
dazu beitragen kdnnen, Krankheiten oder pathologische Zustande Uberhaupt zu
diagnostizieren oder den Verlauf einer Erkrankung zu monitoren. Hierbei haben sich aufgrund
von der hohen Sensitivitat und Spezifitat vor allem die Massenspektrometrie-basierten (MS-
basierten) Proteomanalysen durchgesetzt. Genauer gesagt ist die am weitesten verbreitete
Technologie die Liquid chromatography (LC) gekoppelt mit Tandem-MS (LC-MS/MS) zur
vollstandigen Identifikation und Quantifikation von Proteinen aus biologischen Proben.*

Die Einsatzmoglichkeiten sind insgesamt sehr breit und es konnen alle Arten von
biologischen Proben analysiert werden, sodass MS-basierte Proteomanalysen im Rahmen
von onkologischen Erkrankungen, Diabetes mellitus, erworbenen Immundefekten,

Medikamentenanalysen oder im Rahmen von Nierenerkrankungen Anwendung finden.?®

2.5 Extrazellulare Vesikel

Extrazellulare Vesikel sind lipidgebundene Vesikel, die von Zellen in den
Extrazellularraum sezerniert werden. Sie sind in den vergangenen Jahren immer mehr in das
Interesse der Wissenschaft gerlickt und insbesondere ihr Stellenwert als Trager von

potenziellen Biomarkern im Extrazellularraum ist aktuell ein grol’er Bestandteil der
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medizinischen Forschung. Vereinfacht unterscheidet man bei den extrazelluldren Vesikeln
zwischen Exosomen, Mikrovesikeln und apoptotischen Kdrpern, die sich hinsichtlich ihrer
Grole, ihrer Freisetzung sowie ihres Inhalts und der biologischen Funktionen differenzieren.
Inhalte der Vesikel sind vor allem verschiedene Lipide, Nukleinsduren und Proteine, und
hierbei insbesondere Proteine, die im Zusammenhang mit dem Lipidmetabolismus und der
Plasmamebran stehen.®'

Exosomen entstehen durch eine Fusion von intrazelluldren, multivesikularen Kérpern
mit der Zellmembran, und werden hierbei in den Extrazellularraum freigegeben. Sie haben
einen Durchmesser von 30-150 Nanometern.®'

Mikrovesikel entstehen durch ein direktes Ausschniren der Zellmembran. Sie sind in
ihrem Durchmesser zwischen 100 Nanometern und 1 Mikrometer gro3. Sie beinhalten i.d.R.
Proteine, welche mit der Plasmamembran oder mit dem Zytoplasma assoziiert sind.*'

Apoptotische Korper entstehen wahrend der Apoptose einer Zelle durch die Teilung
der Zellmembran und werden hierbei in den Extrazellularraum abgegeben. Sie sind in ihrem
Durchmesser zwischen 50-5000 Nanometern grof3 und somit durchschnittlich groRer als
Exosomen und Mikrovesikel. Sie beinhalten z.B. Zellorganellen und Chromatin.®'

Die unterschiedlichen Formen der lipidgebundenen Vesikel kbnnen prinzipiell von allen
Kdrperzellen sezerniert werden und lange galt der Irrglaube, dass sie primar eine Funktion in
den zellularen Entsorgungsmechanismen des Korpers haben. Nach aktuellem Kenntnisstand
haben extrazellulare Vesikel jedoch insbesondere einen Einfluss auf die Zell-Zell-
Kommunikation. Darlber hinaus wird ihnen eine Funktion in der Tumor-Progression,
Zellerhaltung und der Forderung der Immunantwort zugeschrieben, indem sie als
antigenprasentierende Vesikel fungieren. Der Einsatz von extrazellularen Vesikeln als
diagnostisches Mittel bietet vor allem den Vorteil, dass eine grof3e Fille an Informationen Gber
die biochemischen Vorgange verschiedener Organsystemen mithilfe eines vergleichsweisen
geringen invasiven Aufwands durch die Untersuchung von Serum, Urin oder Liquor erlangt

werden kann.?!

2.5.1 MISEV2018-Guidelines der International Society of Extracellular Vesicles

Aufgrund der immer grofer werdenden Fille an Informationen Uber extrazellulare
Vesikel, sowie der Zunahme der wissenschaftlichen Publikationen zu der Thematik in den
letzten Jahren, hat die International Society for Extracellular Vesicles (ISEV) in ihrem
aktualisierten Positionspaper ,Minimal information for studies of extracellular vesicles 2018
(MISEV2018)*? eine alternative Nomenklatur fir die Differenzierung extrazellularer Vesikel
vorgeschlagen. Dieser lag insbesondere auch eine weitestgehend defizitare Unterscheidung
von Exosomen, Mikrovesikel und apoptotischen Koérper in Bezug auf die Grolde, die Dichte

und der enthaltenen Menge an Proteinen und Nukleinsduren zugrunde.
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Im Rahmen des Positionspapiers hat man einerseits die Bezeichnung ,extrazellullare
Vesikel“ als Uberbegriff fir Partikel, die aus Zellen freigesetzt werden, dabei eine
Lipiddoppelschicht als Begrenzung haben und nicht die Fahigkeit zur Replikation haben, also
ohne einen Zellkern bzw. einen Nucleus sind, unterstitzt. Die Zuordnung von extrazelluldren
Vesikeln zu einem bestimmten Biosyntheseweg sei laut der ISEV jedoch nur schwer mdglich.

Aus diesem Grund schlagt die ISEV eine operationale Nomenklatur vor, die sich
beispielsweise nach duf3erlichen Charakteristika, der biochemischen Zusammensetzung oder

Beschreibungen uber die Verhaltnisse oder den Zellursprung richtet und wie folgt aussieht:

a) AuRerliche Charakteristika:
- GroBe: “small EVS” (sEVs) fur EVs mit einer Grée von < 100nm bzw. < 200nm
und “medium/large EVs” (m/IEVs) mit einer GréRe von > 200nm>?
- Dichte: niedrig, mittel, hoch; dabei sollte der Umfang der Dichte am besten genau
definiert sein?
b) Biochemische Zusammensetzung: z.B. CD63+/CD81+-EVs*
c) Beschreibung der Verhaltnisse oder des Zellursprungs: z.B. Podozyten-EVs,

hypoxische EVs, apoptotische Kérper®

Sollte eine Vermeidung der Begriffe Exosomen oder Mikrovesikel dennoch nicht
maoglich sein und Verwendung finden, so sollen die Begrifflichkeiten aufgrund der historisch

vielfaltigen und widersprichlichen Verwendung genauestens definiert werden.*?

2.5.2 Small urinary extracellular Vesicles (suEVs)

Bei small urinary extracellular vesicles handelt es sich um kleine Vesikel, die von den
glomerularen und tubularen Epithelzellen des Nephrons aktiv sezerniert werden und eine
wichtige Rolle in der Regulation zahlreicher biologischer Mechanismen zu spielen scheinen.
Veranderungen der Zusammensetzung von suEVs hinsichtlich ihres Protein- und RNA-
Gehaltes kénnen insbesondere Hinweise auf eine akute Pathologie der Niere liefern und auch
physiologisch sezernierte suEVs weisen spezifische Profile auf, die eine Auskunft Gber den
Zustand des Organs geben.®3?

Die Ausschittung der Urinexosomen oder suEVs unterliegt hierbei den
physiologischen Bedingungen der Zellen und wird insbesondere wahrend des Zellwachstums
und der Zellaktivierung oder nach Zellschaden beschleunigt.®? Die Proteine der suEVs kénnen
daher unter anderem als potenzielle Biomarker fir die Niere fungieren und sogleich bereits
frihzeitig auf Funktionsveranderungen des Organs hinweisen. Hinzu kommt, dass die
Isolation der extrazellularen Vesikel aus dem Urin vollstdndig non-invasiv mdglich ist und

lediglich mithilfe einer Urinprobe durchgefiihrt werden kann.™
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2.6 Ziel der Arbeit

Indem wir uns einen Uberblick iber das Proteom von suEVs verschaffen, hoffen wir
mithilfe dieser neuen Daten ein breiteres Bild Uber die Biologie von Nierentransplantaten bei
Kindern zu erhalten und frihzeitig Kenntnisse Uber mdgliche Funktionseinschrankungen durch
Einblicke in intrazellulare Signalprozesse zu gewinnen.

Ziel unserer Pilotstudie ist es daher, zu untersuchen, inwiefern Proteomanalysen aus
SuEVs nierentransplantierter Kinder als diagnostisches Mittel einsetzbar sind und ob sich im
Rahmen dieser Analysen signifikante Verédnderungen in den Proteommustern bzw. der
Proteinexpression identifizieren lassen, die als potentielle Biomarker flir den Zustand von
Nierentransplantaten dienen kénnen. Damit mdchten wir einen Beitrag zur Erforschung von
neuen, nicht-invasiven Methoden zur Diagnostik von Nierenfunktionsveranderungen und
AbstoRungsreaktionen leisten, die in Zukunft mdglicherweise die Nierenbiopsie als invasives

diagnostisches Verfahren ablésen kdnnen.
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3 Material und Methoden

Das Pilotprojekt wurde im Rahmen der ,Studie zur Aufklarung seltener Nierenerkrankungen
(RKD) und der ihnen zugrunde liegenden Pathomechanismen® durchgefiihrt. Die Studie ist
dem Deutschen Register Klinischer Studien mit der ID: DRKS00008910 registriert. Dem
Ethikantrag (Zeichen 15-215) zu dieser klinisch-experimentellen Studie wurde durch die
Ethikkommission der Medizinischen Fakultat der Universitat zu Koln zugestimmt.

Die angewandten Methoden in dieser Arbeit, einschlieRlich des Arbeitsprogramms im
Labor, der massenspektrometrischen Untersuchungen sowie der bioinformatischen Analysen,
basieren groRtenteils auf den Arbeiten von Braun et al., welche 2019 in bioRxiv** und 2020 im
Journal of Extracellular Vesicles® publiziert wurden. Die Vorgehensweise wurde jedoch
verandert, z.B. im Hinblick auf das Urinvolumen sowie die Zeitpunkte der Urinsammlung und

Weiterverarbeitung, um sie an die Anforderungen dieser Pilotstudie anzupassen.

3.1 Zusammenfassung des Studienablaufs

In dieser Studie haben wir im Rahmen einer prospektiven, monozentrischen, klinisch-
experimentellen Querschnittsstudie als Pilotprojekt erste Daten Uber die Proteomdiagnostik
von small urinary extracellular vesicles (SuEVs) aus dem Urin nierentransplantierter
Patient*innen im Kindesalter gesammelt. Aufgrund der geringen Anzahl von
Nierentransplantationen im Kindesalter und des insgesamt sehr kleinen Patient*innenklientels,
wurde die Studie primar als Querschnittsstudie angelegt.

Von allen Proband*innen wurde eine einmalige Urinprobe zu einem undefinierten
Zeitpunkt nach der Nierentransplantation abgenommen, die im Nachhinein im Labor
ultrazentrifugatorisch aufgearbeitet, anschlieRend in der Proteomics Facillity des CECAD Kéln
massenspektrometrisch gemessen und hinsichtlich ihres Proteoms in den suEVs analysiert
wurde. Die identifizierten Proteinintensitaten konnten im Verlauf statistisch transformiert,
ausgewertet und unter anderem mit der eGFR korreliert werden.

Als Vergleichsgruppe fir die padiatrischen nierentransplantierten Patient*innen wurden
zudem die Daten von adulten Transplantationspatient*innen verwendet, die nach dem
gleichen (Ultra-)zentrifugationsprotokoll bearbeitet und in der gleichen Probenserie
massenspektrometrisch gemessen wurden.

Diese Daten dienten dazu, mittels differentieller Proteomanalysen Ubereinstimmungen
bzw. Unterschiede in der Proteinexpression padiatrischer und adulter Patient*innen
aufzuzeigen sowie signifikant exprimierte Proteine zu identifizieren.

Die identifizierten Proteine wurden im Anschluss biologisch interpretiert. Um eine
Zuordnung der Proteine zu biologischen Signalwegen und Prozessen zu ermoglichen, wurden

unter anderem die Datenbanken der Gene Ontology (GO) und der Kyoto Encyclopedia of
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Genes and Genomes (KEGG) hinzugezogen.

3.2 Auswahl der padiatrischen Patient*innen

Fir die Beantwortung der Fragestellung wurden 14 Patient*innen der Klinik und
Poliklinik fur Kinder- und Jugendmedizin des Universitatsklinikums Kdln eingeschlossen. Die
Rekrutierung der padiatrischen Patient*innen erfolgte in Zusammenarbeit mit der
kindernephrologischen Ambulanz, bei der die Patient*innen zu dem Zeitpunkt der
Patient*innenrekrutierung in regelmafiger ambulanter Anbindung standen. Die Urinproben der
Patient*innen konnten bei vorliegender entsprechender Einverstandniserklarung wahrend der
normalen Routinekontrolltermine gesammelt werden, sodass gleichzeitig auch eine
vollstandige laborchemische Diagnostik einschliellich des aktuellen Kreatininwerts und der
daraus resultierenden eGFR durchgefihrt wurde. Weiterhin lagen klinische Daten Uber das
Geschlecht, die GroRRe, und das Gewicht zum Tag der Probenentnahme, die Art des
Nierentransplantats (deceased donor = DD vs. living donor = LD) sowie der Medikationsplan
inklusive des Immunsuppressionsschemas und der antihypertensiven Medikation vor.

Die Sammlung der Urinproben erfolgte in den Jahren 2018 und 2019; fur die
Weiterverarbeitung im Rahmen der Studie wurden die Daten der Patient*innen
pseudonymisiert. Die Zeitpunkte und Art der Probensammlung sind aufgrund der fur die
Proband*innen zum Teil sehr groBe Fullmenge und aufgrund der anatomischen
Begebenheiten sehr heterogen. Es handelte sich entweder um Morgenurin, oder frihen
Abendurin. Bei den meisten der Proben handelte es sich um Mittelstrahlurin, der in Standard-
Urinprobengeféalen gesammelt wurde. Einige Proben wurden mithilfe der clean-catch
Methode aufgefangen, oder uUber ein Urostoma entnommen und in einem frischen Urinbeutel
gesammelt.

Als Hauptkriterien fur den Einschluss in die Studie galten eine regelmafige Anbindung
in der nephrologischen Ambulanz, eine bereits erfolgte Nierentransplantation in
Vergangenheit, sowie eine ausreichende Menge des Urinvolumens bei der Probenabgabe.

Hierbei konnte die Nierentransplantation praemptiv oder nach bereits begonnener
Dialysetherapie erfolgt sein. Die Grunderkrankung, die zur Transplantation der Kinder fihrte,
und die Art des Nierentransplantats, ob Lebendspende oder Verstorbenenspende, waren fir
den Einschluss in die Studie unerheblich, wurden in der Auswertung der Daten jedoch
berucksichtigt.

Fur die |Isolierung der extrazellularen Vesikel wurde bei den aktuellen
Isolationsverfahren eine Menge von ca. 50 — 100 ml verwendet; das Urinvolumen selbst war

mitunter abhangig vom Blasenvolumen und vom Alter der Patient*innen.
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3.2.1 Vereinfachte Gruppierung der kindlichen Grunderkrankungen

Aufgrund der meist sehr heterogenen Genese des padiatrischen Nierenversagens
wurde zur vereinfachten Darstellung in dieser Arbeit eine Gruppierung der Erkrankungen in
zwei Kategorien vorgenommen. Abhangig vom Ursprung der Nierenerkrankung erfolgte eine
Unterteilung in CAKUT (alle Erkrankungen, die dem CAKUT-Formenkreis angehéren) und
andere (dazu gehdren Erkrankungen glomerularer oder zystischer Genese, u.a. nephrotisches
Syndrom, ARPKD und Nephronophthise).

3.2.2 Pseudonymisierung der padiatrischen Proben

Im Rahmen der Probensammlung und -verarbeitung wurden die padiatrischen Proben
pseudonymisiert. Die Proben wurden chronologisch benannt und von allen Patient*innen
wurden einmalig Proben zu einem undefinierten Zeitpunkt nach Transplantation gesammelt.
Nach Pseudonymisierung der Patient*innendaten lagen die Proben KNTx1 — KNTx16

(Kinderklinik-Nierentransplantation-Zahl) vor.

3.3 Auswahl der erwachsenen Kontrollproband*innen

Als Kontrollproband*innen wurden uns freundlicherweise Daten Gber das Proteom von
acht erwachsenen, nierentransplantierten Patient*innen aus dem klinischen Studienzentrum
der Klinik Il fur Innere Medizin des Universitatsklinikums Koéln zur Verfigung gestellt. Die
Voraussetzung flr die Verwendung der Daten dieser Proband*innen als Kontrollen in dieser
Studie waren neben einer entsprechenden Einverstandniserklarung eine bereits erfolgte
Nierentransplantation vor mindestens zehn Tagen, sowie die Durchfihrung der
massenspektrometrischen Messung in der gleichen Probenserie. Zusatzlich lagen klinische
Daten Uber das Alter und das Geschlecht, die Form der Nierenspende (ob DD oder LD), sowie
den Kreatininwert und der eGFR vor.

Die Probenbearbeitung erfolgte gemafl des gleichen (Ultra-)zentrifugationsprotokolls
und die massenspektrometrische Messung wurde im gleichen Proben-Batch mit den
Messungen der kindlichen Proben durchgefiihrt, sodass eine gute Vergleichbarkeit des
gemessenen Proteoms vorlag. Die vorliegenden Daten konnten in der Analyse als
Vergleichspunkt hinsichtlich des Alters und des Abstands zur Transplantation angewendet

werden.

3.3.1 Pseudonymisierung der adulten Kontrollproben

Ebenso erfolgte eine Pseudonymisierung der adulten Kontrollproben im Zuge der
Datensammlung. Auch hier wurden die Proben entsprechend des Zeitpunkts der
Probenabnahme chronologisch benannt. Nach Pseudonymisierung der Patient*innendaten
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lag insgesamt jeweils eine Probe pro Patient*in (Proben NTx1 — NTx14) vor.

3.3.2 Subgruppeneinteilung der Kontrollproband*innen

Weiterhin wurden die Kontrollen zusatzlich in zwei Subgruppen eingeteilt. Als
Erganzung zu der Gesamtgruppe von 8 erwachsenen Patient*innen erfolgte eine Einteilung
der Patient*innen hinsichtlich des Abstands zwischen dem Zeitpunkt der Probenabgabe und
der Nierentransplantation. Dadurch ergaben sich eine Subgruppe von Patient*innen (n = 5),
die ihre Transplantatniere weniger als einen Monat vor der Probensammlung erhalten hat (NTx
<1 month post OP), sowie eine Subgruppe bestehend aus Patient*innen (n = 3), bei denen die
Nierentransplantation vor mindestens einem Jahr durchgefuhrt wurde (NTx >1 year post OP).

Diese konnten dann jeweils mit den kindlichen Probenanalysen verglichen werden.

3.3.3 Vereinfachte Gruppierung der adulten Grunderkrankungen

Auch bei den erwachsenen Proband*innen erfolgte flr eine Ubersichtliche Darstellung
der Grunderkrankungen eine Gruppierung in zwei Kategorien. Je nach Genese der terminalen
Nierenerkrankung wird in dieser Arbeit zwischen glomerular (beinhaltet FSGS, Immunglobulin
A-Nephropathie bzw. IgA-Nephropathie und membranése Gomerulonephritis) und anderen

(neurogen, interstitiell oder zystischer Genese) unterschieden.

3.4 Ausschlusskriterien fiir bereits gemessene Proben

Im Zuge der Datenauswertung mussten sowohl padiatrische Proben, als auch adulte
Kontrollproben ausgeschlossen werden. Griinde fur einen Ausschluss waren i.d.R. zu geringe
Urinmengen, da diese im Rahmen des Ultrazentrifugationsprotokolls im Labor aufgrund einer
eigeschrankten Vergleichbarkeit mit den ubrigen Proben nicht weiterverarbeitet werden
konnten. Einmalig wurde die Messung aufgrund von einer Makrohamaturie wiederholt, um eine
bessere Vergleichbarkeit mit den anderen Proben zu erhalten. Zuletzt wurden auch Proben
als Outlier bzw. als Ausreifer aufgrund einer zu geringen Proteinanzahl im Rahmen der

bioinformatischen Auswertung von der weiteren Analyse ausgeschlossen.

3.5 Nierentransplantatfunktion anhand der laborchemischen Parameter

3.5.1 eGFR nach CKD-EPI

Zur Schatzung der GFR Erwachsener Patient*innen wurde in der
Laboratoriumsmedizin der Universitatsklinik Koéln die Formel nach CKD-EPI 2009 (Chronic
Kidney Disease Epidemiology Collaboration) verwendet, die neben dem Plasmakreatininwert

auch das Alter und das Geschlecht des Patient*innen berilcksichtigt. Da der ethnische
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Hintergrund der Patient*innen bei dieser Formel nur eingeschrankt Beachtung findet, sollte im
Falle von Patient*innen mit schwarzem Hautkolorit zusatzlich ein Korrekturfaktor zur
Multiplikation angewendet werden. Weiterhin ist die Formel nur bedingt bei Patient*innen tber
70 Jahren validiert, was in der Beurteilung der eGFR berlcksichtig werden sollte. Die
Schatzformel nach CKD-EPI 2009 lautet wie folgt:®®

Manner:
Kreatinin < 0,9 mg/dl: Kreatinin-Clearance = 141 x (P-Kreatinin/0,9)%*'" x 0,993’
Kreatinin > 0,9 mg/dl: Kreatinin-Clearance = 141 x (P-Kreatinin/0,9)"2% x 0,993/
Frauen:
Kreatinin < 0,7 mg/dl: Kreatinin-Clearance = 144 x (P-Kreatinin/0,7)%3%2° x 0,993’
Kreatinin > 0,7 mg/dl: Kreatinin-Clearance = 141 x (P-Kreatinin/0,7)"2% x 0,993/

3.5.2 eGFR nach FAS

Far die Bestimmung der GFR im Kindesalter wird im Institut fur Klinische Chemie des
Universitatsklinikums Koéln unter anderem die eGFR nach FAS (full age spectrum) verwendet,
da unter anderem die Kreatinin-basierten Formel, wie sie bei Erwachsenen angewendet
werden (z.B. eGFR nach CKD-EPI), nicht adaquat bei padiatrischen Patient*innen sind.
Diese Formel basiert auf einem altersstandardisierten Serumkreatininwert (Scr/Q), bei dem Q
den medianen Serumkreatininwert fur die gesunde Referenzpopulation bezogen auf das Alter
und das Geschlecht, widerspiegelt. Zur Berechnung der eGFR werden demnach das
Geschlecht, das Alter, sowie der Serumkreatininwert bendtgt. Die FAS-Formel tragt
insbesondere zu einer hoheren Validitat bei der geschatzten glomerularen Filtration im

Kindesalter bei.*®

3.6 Arbeitsprogramm im Labor

Wie bereits oben beschrieben, basieren die angewandten Methoden grofitenteils auf
den Arbeiten von Braun et al., welche 2019 in bioRxiv** und 2020 im Journal of Extracellular
Vesicles* publiziert wurden.

Zur Isolation  der  Urinexosomen wurde ein  differentielles  (Ultra-
)Zentrifugationsprotokoll angewendet, welches eine Isolation der suEVs aus dem Urin
ermoglichen soll. Der Begriff differentiell bezieht sich hierbei auf die unterschiedlichen
Zentrifugationsgeschwindigkeiten im Rahmen des Arbeitsprogrammes im Labor und
ermoglicht eine Isolation verschiedener Partikelfraktionen. Zuallererst wird mittels eines

sequenziellen Ansatzes mit geringer Zentrifugationskraft (17.000 g) gearbeitet, um
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Zelluberstande und Zelltrimmer zu entfernen und im Anschluss mittels hoherer
Zentrifugationskraft (200.000 g) die suEVs von den Uberstanden zu trennen.®*” Durch den
differentiellen Ansatz kann ein initial gré3eres Probenvolumen verwendet werden, um eine

Isolation von insgesamt mehr suEVs zur anschlieRenden Proteomanalyse zu gewahrleisten.

3.6.1 Urinsammlung und Vorbehandlung des Urins

Fir die Verarbeitung der Proben wurde eine Menge von mindestens 50 ml Urin
bendtigt, der idealerweise innerhalb von maximal drei Stunden nach der Probenabgabe
bearbeitet werden sollte. War eine sofortige Weiterverarbeitung im Labor nicht méglich, so
musste die Urinprobe in Eiswasser kaltgestellt werden. Proben, die nicht im Zeitraum von drei
Stunden weiterverarbeitet werden konnten, wurden verworfen, da es ansonsten zu einer
eingeschrankten Probenqualitat kommen kann.

Innerhalb der ersten drei Stunden nach der Probensammlung wurden die
Proteaseinhibitoren und Konservierungsstoffe der Konzentrationen 6,6mM Natriumazid
(NaN3), 2,0mM Ethylenglycolbis(aminoethylether)-N,N,N’,N'-tetraessigsdure (EGTA) und
1,0mM Phenylmethylsulfonylfluorid (PMSF) den Urinproben hinzugefligt. Im Anschluss daran
erfolgte im Rahmen einer Hochgeschwindigkeits-Zentrifugation durch den Einsatz einer
Beckman Avanti Zentrifuge mit TLA 16,250 Rotor und festem Winkel sowie Zentrifugations-
Gefalte mit 50ml Fassungsvermogen (Greiner Bio-One, Deutschland) die Trennung von Zellen
bzw. Zelltrimmern sowie und mittelgro3en bis groRen extrazellularen Vesikeln. Die Proben
wurden bei 17.000g und 4°C fur 20 Minuten zentrifugiert. Der Uberstehende Urin wurde
anschlieRend in frische 50-ml-Zentrifugationsgefale abgefillt, und die Proben wurden bis zur

weiteren Bearbeitung in einem Gefrierschrank bei -80 °C aufbewahrt.®

3.6.2 Trennung der small urinary extracellular vesicles (suEVs)

Um die suEVs vom Urin trennen zu kénnen, wurden die eingefrorenen Proben
schonend aufgetaut. Anschlieend erfolgte eine erneute Zentrifugation bei 17.000g und 4°C
fir 20 Minuten. Somit konnten Proteinablagerungen, die durch das Einfrieren und Auftauen
der Proben entstanden sind, entfernt werden. Die Uberstehende Flussigkeit wurde im
Nachhinein in Ultrazentrifugations-GefalRe aus Polykarbonat (Beckman Coulter, USA)
abgefullt. Nachfolgend erfolgte eine Ultrazentrifugation bei 200.000g und 4°C fur 60 Minuten
mit einer Beckman Coulter Optima Ultrazentrifuge und einem 70Ti Rotor mit festem Winkel,
um die suEVs zu trennen. Die Uberstehende Flussigkeit konnte verworfen werden und die
suEV-Pellets wurden resuspendiert und in einem 4°C 20mM
Tris(hydroxymethyl)aminomethan-Puffer (TRIS-Puffer) pH 8,6 konzentriert. Daraufhin wurde
die Ultrazentrifugation wiederholt. Nachdem der Uberstand nach diesem Schritt verworfen

wurde, konnte das gewonnenen suEV-Pellets aus dem Vollurin in 40ul 8M Urea-Puffer und
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Protease Inhibitor Mix (Sigma-Aldrich, USA) resuspendiert und bei -80°C fir die weiteren

Messungen gelagert werden.*®

3.6.3 Proteomanalysen

Nach Aufbereitung des Urins und Isolation der suEV-Pellets konnte das darin
enthaltene Proteom unvoreingenommen massenspektrometrisch analysiert und quantifiziert
werden. Hierzu wurde eine FlUssigkeitschromatographie mit Massenspektrometrie-Kopplung
bzw. eine Liquid Chromatography Mass Spectometry (LC-MS) verwendet, bei der
Substanzgemische mittels Flussigkeitschromatographie getrennt und anschlief3end
massenspektrometrisch detektiert und quantifiziert werden konnen.*

AnschlieRend konnten die gemessenen Protein-Intensitaten mittels linearer
Regressionsmodelle mit der eGFR nach FAS bei den padiatrischen Proband*innen bzw. nach
CKD-EPI 2009 bei den adulten Proband*innen, sowie dem Abstand zwischen
Nierentransplantation und Probenentnahme, sowie dem Alter der Patient*innen korreliert

werden.

3.6.3.1 Unbiased proteomic analysis
Die Massenspektrometrie flr die wunbiased proteomic analysis bzw. die
unvoreingenommene Proteomanalyse wurde analog zu den in Braun et al. (2019)

beschriebenen Methoden durchgefiihrt.>

Die Messung der Proben erfolgte durch die Core Facility des Kdlner Exzellenzclusters
CECAD. Fur die Messung kam ein Q Exactive Plus Orbitrap Tandem-Massenspektrometer
(Thermo Scientific) zum Einsatz. Die Trennung der Peptide erfolgte mittels nano-
Flussigkeitschromatographie auf einer 50cm Saule, die hierflr mit 1.7 ym C18 (Octadecyisilyl)
Partikeln (Dr Maisch GmbH) befullt und in einem Saulenofen eingesetzt wurde. Damit die
Peptide fraktioniert werden konnten, wurde ein binares Puffersystem mit Puffer A, bestehend
aus 0,1% Ameisensaure, sowie Puffer B, bestehend aus 80% Acetonitrii und 0.1%
Ameisensaure, verwendet. Die Trennung erfolgte Uber 150min-Gradienten gemaf
nachfolgendem Programm: 7-38% B, anschliefend 5 Minuten bei 80% B, gefolgt von einer
Re-Equilibrierung bei 5% B. Die lonisierung der Peptide erfolgte mittels Elektronenspray-
lonisation (ESI) in einen Q Exactive Plus Tandem Massenspektrometer. Fur die Messungen
der ersten Stufe der Massenspektrometrie (MS1-Scans) kamen eine Injektionszeit von 20 ms,
eine Auflésung von 70.000, ein Massebereich von 200-1200 m/z sowie ein AGC-Zielwert
(automatic gain control bzw. automatische Verstarkungsregelung) von 1E6 zum Einsatz. Die
Messungen der zweiten Stufe der Massenspektrometrie (MS2-Scans) wurden im Top-10-

Modus generiert, um die Peptide mittels Higher-energy collisional dissociation (HCD), also
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héherenergetischer kollisionsinduzierter Dissoziation, weiter fragmentieren zu kdnnen. Hierfur
wurden eine Auflésung von 35.000 bei 200 m/z, ein AGC-Zielwert von 5E5 und eine maximale
Injektionszeit von 120 ms eingestellt.>*

Die von den Messungen erzeugten Rohdaten (.raw) wurden mit der Software
MaxQuant (Version 1.5.0.1) ausgewertet. Die Datenbanksuche nach der Target-Decoy-
Strategie erfolgte auf Basis der humanen Uniprot-Referenzdatenbank aus dem Jahre 2017.
Hierfur wurden die Standardeinstellungen, sowie zusétzliche die Einstellungen “MQLFQ”
(MaxQuant label-free quantification) und ,Match between runs“ verwendet. Fur Proteine,
Peptide und peptide-spectrum matches (PSM) wurde jeweils eine false discovery rate (FDR)
von 0,01 festgelegt. Fir die bioinformatische bzw. statistische Analyse und Blindelung der
mittels Massenspektrometrie gewonnenen Proteomdaten wurde die Software Perseus (v
1.4.0.1. und v. 1.5.2.4) verwendet. Zur Anpassung an multiples Testen kam die SAM-Methode
(significance analysis of microarray) zur Anwendung, der Cutoff-Wert hierfur lag bei sO = 01
und FDR <0,001.%334

3.7 Bioinformatische Analyse und Interpretation der Daten

Um das Proteom der suEVs adaquat interpretieren zu kénnen und Unterschiede in der
Proteinexpression zwischen verschiedenen Gruppen bzw. Proben identifizieren zu kénnen,
wurden die massenspektrometrisch gemessenen Proteomdaten statistisch analysiert und
gebundelt. Hierfir wurde die biomedizinische Software Perseus (v 1.4.0.1. und v. 1.5.2.4),
verwendet.

Die Proteomanalysen wurden mit der Human UniProt-Datenbank verglichen, um die
Proteine bzw. Proteinintensitaten zu identifizieren und entsprechend zuzuordnen. Die UniProt-
Datenbank beinhaltet unter anderem Informationen Uber zellulare Lokalisation, funktionelle
Informationen und Interaktionspartner, und erleichtert somit den Vergleich der verschiedenen
Proteinexpressionen der ermittelten Daten.® Den einzelnen Proteinen dieser Arbeit wurde
eine Uniprot-ID aus der Datenbank zugeordnet, um eine eindeutige Identifikation
gewahrleisten zu kdnnen.

Zur vereinfachten Interpretation der massenspektrometrisch identifizierten
Proteomdaten unserer Proben wurde bei den Proteinen, die in mindestens 50% aller
padiatrischen Proben detektiert wurden, eine logarithmische Transformation durchgefiihrt.
Diese Transformation stabilisiert die Varianz und erleichtert dadurch sowohl die Darstellung
der Proteinintensitaten als auch den Vergleich der Variationen zwischen den Proben.*

Im Anschluss erfolgte eine differentielle Analyse der exprimierten Proteine aus unseren

padiatrischen Urinproben im Bezug zu den adulten Kontrollproben.
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3.7.1 Differentielle Proteomanalysen

Die differentielle Proteomanalyse dient unter anderem zum Vergleich der Proteine
verschiedener Gruppen, in diesem Falle Proben von padiatrischen Patient*innen und adulten
Kontrollproband*innen. Im Rahmen dieser Arbeit wurde eine differentielle Analyse der
Proteomdaten unserer padiatrischen Proben sowie der erwachsenen Kontrollproband*innen
durchgefuihrt, um potenzielle Proteine zu identifizieren, die signifikant unterschiedlich zwischen
den Gruppen exprimiert wurden. Diese Analysen sind mitunter entscheidend, um Einblicke in
die verschiedenen biologischen bzw. pathophysiologischen Prozesse zu erhalten und
potenzielle Biomarker im Rahmen dieser Arbeit zu identifizieren.*’

Zur ldentifizierung signifikant unterschiedlich exprimierter Proteine  bzw.
Proteinexpressionen zwischen den Gruppen wurden verschiedene statistische Verfahren
angewendet.

Der Fold Change (Faltungsraten) im Rahmen der Analysen gibt das Verhaltnis der
unterschiedlichen Mittelwerte zwischen den padiatrischen Proben und den adulten
Kontrollproben an. Hierbei reprasentiert der Fold Change die relative Veranderung der
Proteinkonzentration,** wobei ein Fold Change von 1 keine Veranderung anzeigt, ein Wert >1
auf eine vermehrte Expression hindeutet und ein Wert <1 auf eine verminderte Expression
deutet.

Weiterhin wurde ein Mittelwert der Protein-Intensitaten ermittelt, um diese hinsichtlich
der unterschiedlichen Proteinenexpressionen der Proband*innen und der Kontrollen zu
vergleichen. Mittels t-Statistik konnte unterschieden werden, wie stark die Mittelwerte
zwischen den beiden Gruppen sich in Relation zu der Variabilitdt innerhalb der jeweiligen
Gruppen unterschieden. Je hoher die t-Statistik, desto signifikanter ist der Unterschied.

Um signifikante Proteine im Rahmen der differentiellen Analysen zu identifizieren,
wurde als Signifikanzniveau fir die statistischen Analysen ein Wert von 5% festgelegt. Das
bedeutet, dass Werte p <0,05 als statistisch signifikant gelten. Zur Minimierung des Risikos
falsch positiver Entdeckungen bei multipler Testung wurde zudem ein adjustierter bzw.
korrigierter p-Wert angewendet.

AbschlieRend wurde eine B-Statistik durchgefiihrt, die angibt, wie hoch die
Wahrscheinlichkeit fir ein tatsachlich differentiell exprimiertes Protein ist. Diese wird in
Zusammenhang mit dem adjustierten p-Wert angewendet.

Die Ergebnisse der differentiellen Analysen wurden zur besseren Datenauswertung

und Interpretation visuell mithilfe von Volcano-Plots und Heatmaps dargestellt.

3.7.1.1 Heatmaps
Heatmaps im Rahmen von Proteomanalysen werden verwendet, um komplexe Daten

zu visualisieren und magliche Muster in den unterschiedlichen Proteinexpressionen zwischen
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verschiedenen Proben zu erkennen. Insbesondere dienen sie dazu, Unterschiede oder
Ahnlichkeiten zwischen den einzelnen Proben, sowie den Proben im Vergleich zu den
Kontrollen aufzuzeigen. Mittels Clusteranalyse lassen sich anhand von Heatmaps Proteine
gruppieren, um potenzielle Gruppen mit ahnlichen Expressionsmustern zu identifizieren.
Proben mit dhnlichen Proteinexpressionsmustern kdnnen bei der Interpretation von Heatmaps
geclustert werden.** Hierbei reprasentiert die Farbskala innerhalb der Heatmap die
Intensitaten der Proteinexpression, wobei blau eine niedrige Intensitat und rot eine hohe
Intensitat bedeutet. Bei der Erstellung unserer Heatmaps wurden die Intensitatswerte der
Proteinexpression als Rohdaten dargestellt, um eventuelle absolute Unterschiede in der
Proteinexpression verschiedener Proben darzustellen. Darlber hinaus erfolgte die Darstellung
von transformierten Z-Scores der Proteinintensitdten, um die relativen Werte der
Proteinexpression besser vergleichen zu kénnen. Mittels Z-Score kann die Proteinexpression

bezogen auf Mittelwert und Standardabweichung (SD) interpretiert werden.**

3.7.1.2 Volcano-Plot

Volcano-Plots sind eine der Mdoglichkeiten zur grafischen Darstellung einer
differentiellen Proteinexpressionsanalyse, und tragen dazu bei, signifikant unterschiedlich
exprimierte Proteine zwischen zwei Gruppen, also unseren padiatrischen Proben und den
adulten Kontrollen, zu identifizieren.*® Dabei handelt es sich um ein Art Scatterplot bzw. ein
Streudiagramm, das auf der x-Achse die logarithmischen Faltungsraten (Fold Changes,
logoFC) zwischen den zwei Gruppen und auf der y-Achse die negativ dekadischen,
logarithmischen p-Werte (-log10p) fur die einzelnen Proteinexpressionen darstellt. Die
einzelnen Punkte innerhalb des Volcano-Plots reprasentieren jeweils ein Protein.*

Punkte, die weit rechts oder links liegen, weisen einen hohen Fold Change auf und
gelichzeitig zeichnen sich Punkte, die weiter oben innerhalb des Plots liegen, durch einen
niedrigeren p-Wert aus. Demnach reprasentieren ebendiese Punkte im Volcano-Plot Proteine,
die besonders relevant sind, da sie signifikant unterschiedlich exprimiert werden. Befinden sich
die Punkte nahe der x-Achse, weisen also einen hohen p-Wert auf und liegt der Fold Change

nahe bei 0, gelten die beobachteten Veranderungen als statistisch nicht signifikant.

3.7.1.3 Principle Component Analysis

Im Rahmen von Proteomanalysen werden Hauptkomponentenanalysen oder Principal
Component Analysis (PCA) eingesetzt, um die Vielzahl der gemessenen Daten sinnvoll zu
visualisieren und die komplexen Daten besser interpretieren zu kdnnen. Hierbei dient die PCA
der Reduktion der Dimensionalitat eines Datensatzes. Das Prinzip der PCA besteht darin, die
Variabilitat innerhalb eines Datensatzes so zu transformieren, dass diese auf zwei linear

unabhangige Variablen, die Hauptkomponenten (principal components), reduziert wird.
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Dadurch wird die Darstellung des Datensatzes vereinfacht und das Erkennen von Mustern
oder Trends kann erleichtert werden. Die Richtung der Achsen in der PCA wird durch die
Hauptkomponenten festgelegt. Die erste Hauptkomponente (PC1) gibt die Richtung der
Grofiten Varianz im Datensatz an und beschreibt somit die Dimension mit der hdchsten
Datenstreuung. Die zweite Hauptkomponente (PC2) zeigt die zweitgréRte Varianz an und steht
senkrecht zu PC1. Somit entsprechen die Hauptkomponenten innerhalb der PCA den
Eigenvektoren mit den gréRten Eigenwerten.***” Zur besseren Darstellung der einzelnen
Proben in Bezug auf klinische Variablen erfolgte in dieser Arbeit zudem eine Einfarbung fur

die eGFR der Proband*innen bzw. Kontrollproband*innen.

3.7.1.4 Gene Set Enrichment Analysis

Die Gen-Set-Anreicherungsanalyse (Gene Set Enrichment Analysis, GSEA) ist eine
wichtige bioinformatische Methode der Gen-Set-basierten Datenanalyse. Sie ermoglicht die
Ableitung von Ergebnissen aus Genexpressionsdaten auf der Ebene von Gen-Sets. Durch
den Fokus auf Gen-Sets, also Gruppen von Genen, die gemeinsame biologische Funktionen,
chromosomale Lokalisierungen oder Regulationsmechanismen teilen, ist diese Methode
aulerst effektiv, um biologische Zusammenhange im Rahmen der Datenanalyse besser
interpretieren zu kénnen. Die Definition von Gen-Sets erfolgt anhand vorheriger biologischer
Erkenntnisse, wie beispielsweise veroffentlichter biochemischer Signalwegdaten oder anderer
koexpressiver experimenteller Daten.*® Der Sinn der GSEA besteht darin, libergeordnete
Trends in den umfangreichen Listen von Genen oder Proteinen zu identifizieren, die durch
bioinformatische Analysen generiert werden.*®

Gene Ontology (GO) und die Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes (KEGG) sind
hierbei zwei der mdglichen Ressourcen, die zur funktionellen Interpretation von Proteinen oder
Genen dienen kdnnen. Bei der GSEA kénnen sowohl GO-Terms als auch KEGG-Enrichments
verwendet werden, um den biologischen Kontext und eventuelle funktionelle Aspekte von Gen-

bzw. Proteinexpressionsdaten zu interpretieren.

3.7.1.41 GO-Enrichment

Bei der Gene Ontology (GO)-Datenbank handelt es sich um eine standardisierte
Nomenklatur, die im Jahr 2000 von der GO-Organisation entwickelt wurde. Sie umfasst hierbei
drei hauptsachliche Kategorien: zelluldare Komponenten (cellular component, CC), molekulare
Funktionen (molecular function, MF) und biologische Prozesse (biological process, BP). Die
GO-Datenbank gilt als eine der am weitesten verbreiteten Ressourcen fur die funktionelle
Annotation von Genen und ermdglicht daher eine sehr detaillierte Beschreibung von
Genprodukten, einschlieRlich Proteinen.*® Das Vokabular der GO besteht aus >38.000

prazisen Begriffen, die als GO-Terme bzw. -Terms bezeichnet werden und die molekularen
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Aktionen von Genprodukten, die biologischen Prozesse dieser, sowie die zellularen

Lokalisationen, in denen sie sich befinden, beschreiben.®’

3.7.1.4.2 KEGG-Enrichment

Die Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes, oder KEGG, ist eine umfassende
Datenbank, die sich auf die systematische Analyse von Genfunktionen und genomischen
Informationen spezialisiert hat. In ihr integriert sind genomische, biochemische und
phylogenetische Daten, die zum umfassenden Verstdndnis von Funktionen und
verschiedenen Eigenschaften biologischer Systeme beitragen sollen. Forscher nutzen diese
Datenbank, um die Gesamtheit der Gen- und Expressionsinformationen zu analysieren. Die
KEGG-Enrichments im Rahmen von Enrichment-Analysen basieren auf den KEGG-
Signalwege, welche umfassende Informationen Uber molekulare Interaktionen, Reaktionen
und Beziehungen beinhalten und einen Aufschluss dartber geben, wie Gene und Proteine in

den verschiedensten zellularen Prozessen miteinander interagieren.*
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4 Ergebnisse

4.1 Kilinische Merkmale der untersuchten Kohorte

In dieser Pilotstudie konnten Urinproben von 14 padiatrischen nierentransplantierten
Proband*innen gesammelt werden, die uns im Rahmen unserer Analysen einen ersten
Einblick Uber das Proteom aus suEVs im Kindesalter verschaffen konnten.

Als Kontrollproben im Zuge dieser Arbeit dienten Daten Uber das Proteom von suEVs
aus dem Urin acht nierentransplantierter Erwachsener, die uns freundlicherweise durch die

Klinik Il fir Innere Medizin zur Verfligung gestellt wurden.

4.1.1 Klinische Charakteristika der padiatrischen Proband*innen (KNTx)

Von den insgesamt 14 padiatrischen Proband*innen (KNTx), die in der
kindernephrologischen Ambulanz rekrutiert wurden, war der Abstand zwischen der
Nierentransplantation und dem Zeitpunkt der Urinprobe insgesamt sehr heterogen mit einem
Median von 42,33 Monaten (Interquartilsabstand IQR = 69,83 Monate) und einem Minimum
von 6 Monaten bzw. einem Maximum von 191 Monaten.

Die Proband*innen waren im Median 13 Jahre alt (IQR = 9 Jahre), wobei der jlingste
Patient zum Zeitpunkt der Probenabgabe drei Jahre alt war und der alteste Patient 27 Jahre
alt. Mehr als die Halfte der Patient*innen waren mit ca. 57 % mannlichen Geschlechts und ca.
43 % der Patient*innen waren weiblichen Geschlechts. Im Median waren die Proband*innen
142 cm grol3 (IQR = 45,75 cm) und die Grofl3e erstreckte sich zwischen 90 cm und 175 cm.
Das Gewicht lag bei einem Median von 37,45 kg (IQR = 33,35 kg); hier variierte der Bereich
zwischen 33,4 kg und 77,6 kg.

Bei rund zwei Drittel (=64%) der Patient*innen handelte es sich bei dem
Nierentransplantat um eine Verstorbenenspende; die restlichen Patient*innen (=36%)
erhielten eine Lebendnierenspende.

Bei ca. 57% (n = 8) der padiatrischen Patient*innen lag eine Erkrankung vor, die dem
CAKUT-Formenkreis zugeordnet werden konnte. Die anderen 43% der Proband*innen (n = 6)
hatten andere Grunderkrankungen (zystisch oder glomerular).

Der Median des Kreatininwerts der Proband*innen lag bei 1,12 mg/dl (IQR = 0,524
mg/dl). Die eGFR nach der FAS-Formel lag im Median bei 62,5 ml/min/1,73 m? (IQR = 27,75
ml/min/1,73 m?).

Die Halfte der Patient*innen verwendete als immunsuppressive Medikation eine
Kombination aus Tacrolimus / Mycophenolat-Mofetil (MMF). Die restlichen 50% der

Proband*innen nahmen unterschiedliche Medikamente bestehend aus Kombinations- oder
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Monotherapien ein. Zu den verschiedenen Praparaten gehdrten hierbei Tacrolimus,
Ciclosporin A, Everolimus, MMF und Azathioprin. 50% der Patient*innen nahmen bei
Probenabgabe auflerdem ein Prednisolonpraparat ein. Auflerdem nahmen von den
Proband*innen 71% (n = 10) zum Zeitpunkt der Urinabgabe einen ACE-Hemmer (Angiotensin
Converting Enzyme-Hemmer) oder einen AT 1-Blocker (Angiotensin 1-Blocker) ein.

Die klinischen Charakteristika der padiatrischen Proband*innen sind nachfolgend

dargestellt in Tabelle 1.

Tabelle 1: Klinische Charakteristika der padiatrischen Proband*innen (KNTXx)

Kategorie: Proband*innen (KNTx)  Subkategorie Wert +SD IQR
Anzahl der Probanden (n) 14
Geschlecht mannlich =57% (n=8)
weiblich =43% (n=6)
Alter (in Jahren) Median 13 9
Mittelwert 12,36 6,39
GroBe in cm Median 142 45,75
Mittelwert 139,07 +25,71
Gewicht in kg Median 37,45 33,35
Mittelwert 40,55 +20,06
Kreatinin in mg/dl Median 1,12 0,525
Mittelwert 1,11 10,44
GFR nach FAS (ml/min/1,73 m2) Median 62,5 27,75
Mittelwert 61,57 +20,02
CKD-Stadium nach eGFR G2 50% (n=7)
G3a =21% (n=3)
andere =29% (n=4)
Form der Transplantation Postmortalspende (%) =64% (n=9)
Lebendspende (%) =36% (n=5)
Grunderkrankung CAKUT =57% (n=8)
andere =43% (n=6)
Abstand zwischen Probe und Median 1291 2130
Transplantation (in Tagen)
Mittelwert 1851,5 +1702,75
Abstand zwischen Probe und Median 42,33 69,83
Transplantation (in Monaten)
Mittelwert 60,7 455,83
ACE-Hemmer / AT1-Blocker Ja (%) 71%
Immunsuppression Tacrolimus / MMF 50% (n=7)
andere 50% (n=7)
Prednisolon ja (%) 50%
nein (%) 50%

4.1.2 Klinische Charakteristika der adulten Kontrollproband*innen (NTx)

Die 8 Kontrollproben aus der Klinik Il fir Innere Medizin (NTx) zeigen insgesamt einen
kirzeren Abstand zwischen Probenentnahme und Zeitpunkt der Transplantation. Im Median
lag der Abstand bei 20,5 Tagen (IQR = 340,5 Tage) wobei der kirzeste Abstand bei 11 Tagen
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lag und der langste Abstand bei 460 Tagen. Die Proband*innen waren zum Zeitpunkt der

Probenabgabe im Median 38,5 Jahre alt (IQR = 14,5 Jahre), mit einer Spannweite von 35

Jahren bis 66 Jahren, und auch hier waren rund zwei Drittel (62,5%) aller Patient*innen

mannlichen Geschlechts; 37,5% aller Proband*innen waren weiblich.

Bei 75% der Nierentransplantate handelte es sich um Lebendnierenspenden; 25% der

Nieren stammten aus Verstorbenenspenden. 62,5% der Grunderkrankungen waren bei den

adulten Proband*innen glomeruldrer Genese (n = 5), die restlichen Patient* innen hatten

Nierenerkrankungen anderer Genese (= 37,5%).

Der Kreatininwert zeigte sich zum Zeitpunkt der Probenabgabe im Median bei 1,85
mg/dl (IQR = 0,52 mg/dl). Die eGFR auf Basis der Formel nach CKD-EPI 2009 befand sich im
Median bei 43 ml/min/1,73 m? (IQR = 0,52 ml/min/1,73 m?).

Die Darstellung der klinischen Charakteristika der adulten Kontrollen (NTx) erfolgt

nachfolgend in Tabelle 2.

Tabelle 2: Klinische Charakteristika der adulten Kontrollproband*innen (NTx)

Kategorie: Kontrollen NTx (alle)

Anzahl der Kontrollen (n)
Geschlecht

Alter (in Jahren)
Kreatinin in mg/dl
GFR nach CKD-EPI (ml/min/1,73 m2)

CKD-Stadium nach eGFR

Form der Transplantation
Grunderkrankung

Abstand zwischen Proben und
Transplantation (in Monaten)

Abstand zwischen Proben und
Transplantation (in Tagen)

Subkategorie

Gesamt
mannlich
weiblich
Median
Mittelwert
Median
Mittelwert
Median
Mittelwert
G3a

G3b

andere
Postmortalspende
Lebendspende
glomerular
andere
Median

Mittelwert
Median

Mittelwert

Wert

8

62,50% (n=5)
37,50% (n=3)
38,5

43,25

1,85

1,78

43

44,88

37,5% (n=3)
50% (n=4)
12,5% (n=1)
25% (n=2)
75% (n=6)
62,50% (n=5)
37,5% (n=3)
0,67

5,2
20,5

158,75

4.1.2.1 Subgruppe 1: Kontrollen <1 Monat post-OP

+SD

+11,78

10,48

112,52

16,13

+186,92

IQR

14,5

0,52

17,25

11,16

340,5

Finf der Kontrollproben stammten von Messungen, die weniger als einen Monat nach

der Nierentransplantation durchgefihrt wurden, dabei erstreckte sich der Zeitraum von

minimal 11 Tagen bis maximal 21 Tagen, mit einem Mittelwert von 15,8 Tagen. Die

Proband*innen dieser Subgruppe zeigten sich im Durchschnitt 41 Jahre alt. 60% der
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Patient*innen erhielten ihr Nierentransplantat durch eine Lebendspende (n = 3). 80% der
Grunderkrankungen waren glomerularen Ursprungs (n = 4), ein Proband hatte eine

Grunderkrankung anderen Ursprungs.

4.1.2.2 Subgruppe 2: Kontrollen >1 Jahr post-OP

Drei der Kontrollproben stammten von Messungen, die ein Jahr oder ldnger nach
Transplantation durchgefiihrt wurden, hierbei erstreckte sich der Zeitraum von minimal 344
Tagen bis maximal 460 Tagen, im Mittel lag der Abstand bei 397 Tagen bzw. bei 56,7 Monaten.
Die Proband*innen dieser Subgruppe waren im Durchschnitt 47 Jahre alt und alle

Patient*innen haben eine Lebendnierenspende erhalten.

4.2 Divergente Proteinexpressionsprofile in Urinproben nierentransplantierter

Kinder gegeniiber nierentransplantierten Erwachsenen

4.2.1 Vergleich der Urinproteinprofile nierentransplantierter Kinder mit denen

nierentransplantierter Erwachsener

Durch Verwendung massenspektrometrischer Verfahren, war es uns im Rahmen von
dieser Arbeit mdglich, nach der Entfernung der Outlier bzw. nach Filterung der Proteomdaten
insgesamt 2291 Proteine in allen Proben (KNTx und NTXx) zu identifizieren.

Weiterhin konnten insgesamt 1869 Proteine in mindestens 50% aller padiatrischen
Proben (KNTXx) identifiziert werden. Mit dieser Proteinliste wurden jeweils ein GO- und ein
KEGG-Enrichment durchgefuhrt, wobei das gesamte Genom den Hintergrund flur die

Enrichment-Analysen darstellte.

4.2.2 Differentielle Proteinexpressionsmuster in Urinproben

nierentransplantierter Kinder versus nierentransplantierter Erwachsener

Im Rahmen der differentiellen Analysen zwischen KNTx und NTx konnten insgesamt
30 Proteine identifiziert werden, die sich bei einem adjustierten p-Wert von <0,05 signifikant
unterschiedlich exprimiert zeigten. Dartber hinaus fluhrten wir mit den Proben und den
einzelnen Subgruppen der Kontrollen (NTx <1 Monat bzw. NTx >1 Jahr) zuséatzlich
differentielle Analysen durch.

Es zeigten sich fur den Vergleich KNTx vs. NTx <1 Monat 168 Proteine mit einem
adjustierten p-Wert von <0,05 signifikant unterschiedlich exprimiert. Die Analyse von KNTXx vs.
NTx >1 Jahr ergab keinen Nachweis von signifikant unterschiedlich exprimierten Proteinen.

Im Anschluss an die differentiellen Analysen zwischen den Proben (KNTx) sowie den
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Kontrollen bzw. Subgruppen, konnten ebenso Enrichment-Analysen durchgeflihrt werden.

4.3 Funktionelle und prozessbezogene Zusammenhange von Proteinen mit
unterschiedlichen Expressionsmustern in Urinproben
nierentransplantierter Kinder versus nierentransplantierter Erwachsener
Wie zuvor bereits erwdhnt, konnten im Rahmen der Proteinanalysen 2291 Proteine

identifiziert werden. Von diesen gemessenen Proteinen konnten 1869 in mindesten 50% aller

Kinderproben, also in 7 von 14 der KNTx-Proben, nachgewiesen werden. Mit ebendiesen

Proteinen wurde im Verlauf ein GO- sowie ein KEGG-Enrichment durchgefihrt.

Hierbei zeigten sich im Rahmen des GO-Enrichments insgesamt 3111 Signalwege, von
denen 2278 bei einem adjustierten p-Wert von <0,05 statistisch signifikant angereichert sind.
Es ist davon auszugehen, dass viele biologische Prozesse, molekulare Funktionen oder
zellulare Komponenten mit den hier untersuchten Proteinen assoziiert sind und von
biologischer Relevanz sein kénnten.

Daruber hinaus fuhrten wir ein KEGG-Enrichment durch, in dem sich 68 der 319
Signalwege mit einem adjustierten p-Wert von <0,05 statistisch signifikant angereichert

zeigten.

4.4 Vergleich der Proteinexpressionsprofile von KNTx versus NTx mittels

hierarchischer Clusteranalyse

Hierarchisches Clustering im Rahmen der differentiellen Analyse aller gemessenen
Proteine in KNTx und NTx mittels Heatmaps zeigte eine Tendenz, dass padiatrische Proben
vs. adulte Kontrollen dazu neigten, zu clustern (Abbildungen 2a und 2b). Proben in einer
Heatmap clustern typischerweise, wenn ahnliche Muster oder Trends in den Daten auftreten,
die eine Gruppierung oder Zusammenfassung der Proben nahelegen. Dies konnte bedeuten,
dass Proben mit ahnlichen Eigenschaften oder Reaktionen auf bestimmte Bedingungen
existieren. Clustering in einer Heatmap zeigt sich durch zusammenhangende Gruppen von
Proben, die ahnliche Farbmuster als Reprasentation von relativen Expressionsunterschieden
aufweisen

Die Z-Score transformierte Heatmap wurde unter anderem verwendet, um die relative
Proteinexpression zwischen den Proben zu vergleichen. So kénnen Unterschiede in der
Baseline-Expression zwischen den Proben bericksichtigt werden (Abbildung 2b). Die
padiatrischen Proben zeigen vor allem in der Heatmap mit den rohen Proteinintensitaten ein

Clustering und weisen ein ahnliches Profil auf (Abbildung 2a).
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Abbildung 2a: Heatmap mit den rohen Proteinintensitidten in KNTx vs. NTx
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Abbildung 2b: Heatmap mit den Z-Scores der Proteinintensitdten in KNTx vs. NTx

Abbildungen 2a und 2b: Hierarchisches Clustering der Proteinintensitaten von KNTx vs. NTx auf
Basis roher (Abbildung 2a) und Z-Score-transformierter (Abbildung 2b) Werte. Das Clustering gruppiert
Proben mit ahnlichen Proteinexpressionsmustern, wobei die padiatrischen Proben insbesondere in den
Rohdaten deutlich zusammenliegen. In Abbildung 2a reprasentieren die Farben die absoluten
Proteinintensitaten, sodass rot hdohere und blau niedrigere Messwerte anzeigt. In Abbildung 2b zeigt die
Farbgebung relative Veranderungen in der Proteinexpression. Werte oberhalb des Durchschnitts
werden rot dargestellt, Werte unterhalb stellen sich blau dar. Die Farbgebung zeigt relative

Veranderungen in der Proteinexpression.
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4.5 PCA aller padiatrischen versus adulten Urinproben (KNTx vs. NTx)

Die Durchfihrung der PCA erfolgte zur Reduktion der Dimensionalitat unserer Daten,
indem die Transformation in ein neues Koordinatensystem dabei Aufschluss Uber die
groRtmogliche Variation geben soll. Die erste Hauptkomponente gibt die grofite Variation
innerhalb der Daten an, gefolgt von der zweiten Hauptkomponente.

Die dicken Punkte innerhalb der PCA markieren die Schwere der Punktwolke, wobei
diese sich auf die Streuung oder Verteilung der Datenpunkte in dem Koordinatensystem
bezieht. Dicht gepackte Punkte, wie in unserer nachfolgenden Abbildung, bezeichnen eine
,Schwere* Punktwolke, welche entlang einer Hauptkomponente auf eine hohe Varianz in diese
Richtung hinweist. Schwere Punktwolken bedeuten somit eine starke Streuung und weisen
also auf relevante Informationen in die entsprechende Richtung hin. Die Hauptkomponente 2
in unseren Analysen bildet gute Kinder- vs. Erwachsenenproben ab (Abbildung 3a).

Daruber hinaus erfolgte die Einfarbung der Punkte unserer PCA mit der eGFR der
Proband*innen zum Zeitpunkt der Probenabnahme. Es lasst sich vermuten, dass unter
anderem die eGFR der péadiatrischen Patient*innen eher im Bereich 60 — 80 ml/min liegt. Die
Erwachsenen Proband*innen zeigen eher niedrigere eGFR-Werte mit <40 — 60 ml/min
(Abbildung 3b).
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Abbildung 3a: PCA ohne Einfarbung der eGFR (KNTx vs. NTx)

Hier zeigt sich eine gute Trennung der padiatrischen versus adulten Urinproben. Die dicken Punkte

markieren jeweils den Schwerpunkt der jeweiligen Punktwolke.
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Abbildung 3b: PCA mit Einfarbung der eGFR (KNTx vs. NTx)
Es zeigt sich eine gute Abgrenzung zwischen den péadiatrischen Proben und den adulten

Kontrollproben.

4.5.1 Pearson-Korrelationsanalyse der eGFR mit den ersten beiden

Hauptkomponenten PC1 und PC2

Um besser erkennen zu kénnen, ob die eGFR mit einer der Hauptkomponenten
korreliert, wurden Hauptkomponente 1 und Hauptkomponente 2 jeweils mit der eGFR
geplottet. Die Korrelationsanalysen erfolgten nach Pearson. Es stellte sich hierbei heraus,
dass beide Korrelationen mit vordefinierten p-Wert von <0,05 nicht signifikant sind. Die
Pearson-Korrelationsanalyse zeigte einen Trend zwischen der ersten Hauptkomponente
(PC1) und der eGFR, wobei der Zusammenhang bei einem p-Wert von 0,0786 statistisch nicht
signifikant war (Abbildung 4a). Bei PC2 ist bei einem p-Wert von 0,5513 auch kein Trend
erkennbar (Abbildung 4b).
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Abbildung 4b: Pearson-Korrelationsanalyse von PC2 mit der eGFR

Abbildungen 4a und 4b: Um Korrelationen zwischen den Hauptkomponenten mit der eGFR zu
erkennen, erfolgte eine Korrelationsanalyse nach Pearson mit PC1 und PC2. Es konnte keine
Korrelation zwischen den erste beiden Hauptkomponenten (PC1 und PC2) und der eGFR gezeigt

werden.
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4.6 Analyse der differentiell exprimierten Proteine in den padiatrischen
versus adulten Urinproben (KNTx vs. NTx)

Wie oben bereits beschrieben, konnten wir im Rahmen der differentiellen Analysen
zwischen den Proben KNTx und den Kontrollen NTx insgesamt 30 signifikant unterschiedlich
exprimierte Proteine bei einem adjustierten p-Wert von <0,05 identifizieren. Die Liste dieser
Proteine befindet sich nachfolgend abgebildet. Hierbei sind zur vereinfachten Darstellung die
UniProt-ID zur Identifikation des Proteins, der logarithmische Fold-Change fir jedes einzelne
Protein, der adjustierte p-Wert (adj.P.Val), der Genname flir das Protein (ext_gene) und der
Name des Proteins aufgelistet (Tabelle 3).

Zur besseren Darstellung der im Zuge der differentiellen Analysen ermittelten Proteine
und zur besseren Visualisierung der signifikanten Unterschiede in der Proteinexpression
erstellten wir Volcano Plots. Es wird hier die Beziehung zwischen der statistischen Signifikanz
(adjustierter p-Wert) und der biologischen Relevanz (Fold-Change) fir jedes einzelne Protein
abgebildet. Der negative dekadische Logarithmus des p-Werts (-logop) ist auf der y-Achse
aufgetragen. Der logarithmische Fold Change (logz2FC) stellt sich auf der x-Achse dar
(Abbildung 5).
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Abbildung 5: Volcano Plot der differentiell exprimierten Proteine in KNTx vs. NTx
Die rot markierten Proteine sind signifikant unterschiedlich exprimiert (adjustierter P-Wert < 0.05). Das
sind insgesamt 30 Proteine. Der negative dekadische Logarithmus des p-Werts (-log1op) ist auf der y-

Achse aufgetragen. Der logarithmische Fold Change (log2FC) stellt sich auf der x-Achse dar
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Tabelle 3: Signifikant unterschiedlich exprimierte Proteine in der differentiellen
Analyse von KNTx vs. NTx

UniProtID logFC adj.P.val ext_gene  Protein

P21333 -2.05710345402801 0.00427064277074959 | FLNA Filamin-A

Q15149 -3.31412293142581 0.00568134154701504 | PLEC Plectin

P05388 -1.73738274823518 0.0179509349336695 RPLPO Large ribosomal subunit protein uL10

Q72406 -1.70079226687974 0.0179509349336695  MYH14 Myosin-14

P35998 -1.62546843702149 0.0198537600858546 PSMC2 26S proteasome regulatory subunit 7

P31146 -1.74822791118826 0.0335174200328772 | CORO1A  Coronin-1A

Q9HDC9 -1.16509874049373 0.0362533068617775 APMAP Adipocyte plasma membrane-associated protein

P04843 -2.12529084265106 0.0389923110466533 RPN1 Dolichyl-diphosphooligosaccharide-—-protein
glycosyltransferase subunit 1

P05107 -2.38539650571688 0.0389923110466533 ITGB2 Integrin beta-2

P05783 -1.58091600864383 0.0389923110466533 KRT18 Keratin, type | cytoskeletal 18

P08729 -1.77242852428826 0.0389923110466533 KRT7 Keratin, type Il cytoskeletal 7

P18124 -1.74109511048979 0.0389923110466533 RPL7 Large ribosomal subunit protein uL30

P23396 -1.71006850409344 0.0389923110466533 RPS3 Small ribosomal subunit protein uS3

P26640 -1.36196022793745 0.0389923110466533 VARS1 Valine--tRNA ligase

P32189 1.26849507099797 0.0389923110466533 GK Glycerol kinase

P32969 -1.19790525419583 0.0389923110466533 RPL9 Large ribosomal subunit protein uL6

P46779 -1.50801685100673 0.0389923110466533 RPL28 Large ribosomal subunit protein eL28

P51659 -1.86334908324161 0.0389923110466533 HSD17B4 | Peroxisomal multifunctional enzyme type 2

P62753 -1.27704921052903 0.0389923110466533 RPS6 Small ribosomal subunit protein eS6

P62913 -1.46645004080967 0.0389923110466533 RPL11 Large ribosomal subunit protein uL5

Q09666 -2.4564827265225 0.0389923110466533 AHNAK Neuroblast differentiation-associated protein AHNAK

Q12923 1.49379441421693 0.0389923110466533 PTPN13 Tyrosine-protein phosphatase non-receptor type 13

Q13268 -1.70722822553654 0.0389923110466533 DHRS2 Dehydrogenase/reductase SDR family member 2,
mitochondrial

Q9Y2Q3 -1.17221801518052 0.0389923110466533 GSTK1 Glutathione S-transferase kappa 1

P53621 -1.81759347857877 0.0413763238564415 COPA Coatomer subunit alpha

Q07020 -1.29192165669679 0.0413763238564415 RPL18 Large ribosomal subunit protein eL18

Q86YZ3 1.57713055870047 0.0436507315160726 HRNR Hornerin

Q99571 1.13070685959621 0.0436507315160726 P2RX4 P2X purinoceptor 4

P39023 -1.29107252020121 0.0468867299999875 RPL3 Large ribosomal subunit protein uL3

P15907 1.32314701886475 0.0490200012806313 ST6GAL1 | Beta-galactoside alpha-2,6-sialyltransferase 1

4.6.1 Enrichment-Analysen auf Basis von KEGG und GO fiir KNTx vs. NTx

Far den Vergleich der Proteinexpressionen zwischen KNTx und NTx erfolgte eine Gene
Set Enrichment Analyse mittels KEGG und GO. Der Enrichment-Score gibt hierbei an, wie
stark ein bestimmtes Gen-Set mit den experimentellen Daten assoziiert ist. Ein positiver
Enrichment-Score zeigt an, dass die Gene des betreffenden Gen-Sets in den experimentellen
Daten Uberreprasentiert sind, wahrend ein negativer Enrichment-Score darauf hinweist, dass
die Gene des Gen-Sets unterreprasentiert sind.

Insgesamt erfolgte der Nachweis von 1226 signifikanten GO-Terms bei einem
adjustierten p-Wert von <0,05. In Abbildung 6a ist das Balkendiagramm der Enrichment-
Analyse mittels GO dargestellt. Die dargestellten Terms oben bzw. unten in der Grafik

zeichnen sich jeweils als Top 20 mit den positivsten bzw. negativsten Enrichment Score
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innerhalb der Analysen aus. In Abbildung 6b ist das Punktdiagramm der Enrichment-Analysen
mit GO dargestellt. Die Gene Ratio im Punktdiagramm gibt hierbei das Verhaltnis der Anzahl
der differentiell exprimierten Proteine innerhalb eines bestimmten Gen-Sets zur Gesamtanzahl
der Gene in diesem Gen-Set an. Je hoher die Gene Ratio ist, desto mehr sind die Proteine
innerhalb eines Gene Sets differentiell exprimiert. Bei den aktivierten Genen liegt die Gene
Ratio bei mindestens 0,4 und reicht bis annahernd 1,0 (viral budding). Die supprimierten Gene
hingegen zeigen eher geringere Gene Ratios von 0,2 bis maximal 0,4.

Im Rahmen der KEGG-Enrichment Analysen wurde nach signifikanten Signalwege mit
einem adjustierten p-Wert von <0,05 gesucht. Hier zeigten sich 40 signifikante Signalwege,
wobei 31 einen negativen Enrichment-Score und 9 einen positiven Enrichment-Score
aufweisen. Das Balkendiagramm der signifikanten KEGG-Signalwege befindet sich

nachfolgend in Abbildung 6c¢.
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Abbildung 6a: Balkendiagramm der Enrichment Analyse mittels GO (KNTx vs. NTx):
cellular component (CC), molecular function (MF) und biological process (BP)
Es zeigen sich hier jeweils die Top 20 Proteine mit dem positivsten bzw. negativsten Enrichment Score.
Die GO-Terms sind also im Vergleich beider Gruppen in den padiatrischen Daten Uber- bzw.
unterreprasentiert und kénnen den unterschiedlichen Kategorien cellular component, molecular function
und biological process zugeordnet werden.
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Abbildung 6b: Punktdiagramm der Enrichment Analyse mittels GO (KNTx vs. NTx)

Es zeigen sich jeweils die Top 15 GO-Terms mit der hochsten Gene Ratio der aktivierten bzw.

supprimierten Gene Sets. Eine hohere Gene Ratio bedeutet, dass mehr Proteine innerhalb eines Gene

Sets differentiell exprimiert sind. Die Terms gehoéren zu den unterschiedlichen Kategorien cellular

component, molecular function und biological process.
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Abbildung 6¢: Balkendiagramm der Enrichment Analyse mittels KEGG (KNTx vs. NTx)
Es zeigen sich 40 signifikante Signalwege, von denen 31 einen negativen und 9 einen positiven
Enrichment-Score aufweisen. Die signifikanten Signalwege sind also im Vergleich beider Gruppen in
den padiatrischen Daten Uber- bzw. unterreprasentiert.

4.6.2 GO-Enrichment aller vermindert bzw. vermehrt exprimierten Proteine in

KNTx versus NTx

Der Fisher-Test ist eine statistische Methode, die verwendet wird, um festzustellen, ob
es eine signifikante Assoziation zwischen zwei kategorialen Variablen gibt.>> In der GO-
Enrichment-Analyse wird der Fisher-Test verwendet, um festzustellen, ob die beobachteten
differentiell exprimierten Gene in einem bestimmten GO-Term Uberreprasentiert sind,
verglichen mit der erwarteten Verteilung von Genen im gesamten Datensatz. Es wurde ein
Fisher-Test separat fur vermindert und vermehrt exprimierte Gene durchfihrt. In den
nachfolgenden Abbildungen 7a und 7b sind die Balkendiagramme fur das GO-Enrichment aller
Proteine mit Nachweis vermehrter (positiv) und verminderter Expression (negativ) dargestellt.
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Abbildung 7a: Balkendiagramm des GO-Enrichments aller Proteine mit Nachweis
vermehrter Expression (KNTx vs. NTx)
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Abbildung 7b: Balkendiagramm des GO-Enrichments aller Proteine mit Nachweis
verminderter Expression (KNTx vs. NTx)

Abbildungen 7a und 7b: GO-Enrichment (Fisher-Test) aller Proteine mit Nachweis vermehrter
Expression (positive) bzw. verminderter Expression (negative) sowie die dazugehdrigen
Balkendiagramme fiir den Vergleich von KNTx vs. NTx.
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4.7 Sub-PCAs der Kinder- versus Erwachsenenproben

Wenn ein Datensatz aus mehreren Subgruppen oder Kategorien besteht, wie es bei
unseren Kontrollproben der Fall ist, kann die Durchfihrung separater PCAs flr jede
Subgruppe dabei helfen, Unterschiede zwischen den einzelnen Untergruppen zu
identifizieren. Dadurch kdénnen Einblicke in die Muster innerhalb der Gruppe gewonnen
werden, die im Rahmen der kollektiven Analyse mdglicherweise verborgen geblieben waren.

Wir fuhrten eine Subgruppenanalyse mittels PCA fiur die Kinderproben vs.
Erwachsenenproben <1 Monat (KNTx vs. NTx <1 month post-OP), sowie fir die Kinderproben
vs. Erwachsenenproben >1 Jahr (KNTx vs. NTx >1 year post-OP) durch.

Es zeigte sich, weiterhin dass die Hauptkomponente 2 in der Subgruppenanalyse KNTx
vs. NTX <1 month post-OP gute Kinder- vs. Erwachsenenproben abbildet (Abbildung 8a).

In der Subgruppenanalyse KNTx vs. NTX >1 year post-OP zeigt sich insgesamt keine
gute Trennung der Kinder- vs. Erwachsenenproben. Dies kann unter anderem an der geringen
Anzahl der Proben innerhalb der Subgruppe liegen, weshalb die Daten nicht ausreichend

reprasentativ sind (Abbildung 8b).
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Abbildung 8a: PCA von KNTx vs. NTX <1 Monat post-OP
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KNTx vs NTx (min. 1 year post OP)
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Abbildung 8b: PCA von KNTx vs. NTX >1 Jahr post-OP

Abbildungen 8a und 8b: Es zeigen sich die sub-PCAs fir die Subgruppenanalyse KNTx vs. NTx <1
Monat (Abbildung 8a) und KNTx vs. NTx >1 Jahr post-OP (Abbildung 8b). In Abbildung 8a zeigt sich
eine gute Trennung der Kinder- vs. Erwachsenenproben; in Abbildung 8b zeigt sich keine gute

Trennung. Die dicken Punkte markieren wieder die Schwerpunkte der jeweiligen Punktwolken.

4.8 Analyse der differentiell exprimierten Proteine in KNTx vs. NTx <1 Monat

post-OP

Wie oben bereits erwahnt, konnten wir im Zuge der differentiellen Analysen zwischen
den Proben KNTx und der Subgruppe der Kontrollen NTx <1 Monat insgesamt 168 signifikant
unterschiedlich exprimierte Proteine bei einem adjustierten p-Wert von <0,05 identifizieren.

Die Liste der signifikanten Proteine ist in der nachfolgenden Tabelle 4 abgebildet. Hier
sind zur vereinfachten Darstellung die UniProt-ID zur Identifikation des Proteins, der
logarithmische Fold Change (logFC) fir jedes einzelne Protein, der adjustierte p-Wert
(adj.P.Val), der Name des Proteins und der Genname flir das Protein (Gen) aufgelistet.
Aufgrund der groRen Anzahl signifikant exprimierter Proteine in dieser Subgruppenanalyse

erfolgt hier lediglich die tabellarische Darstellung aller signifikant exprimierten Proteine mit
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einem angepassten Signifikanzniveau von <0,01 (adjustierter p-Wert).

Zur besseren Visualisierung der im Rahmen der Analysen identifizierten Proteine und

der signifikanten Unterschiede in ihrer Expression erstellten wir auch hier Volcano Plots. Diese

zeigen die signifikant unterschiedlich exprimierten Proteine (-logiop) im Vergleich zur
biologischen Relevanz (Fold Change, log2FC) (Abbildung 9).

Tabelle 4: Signifikant unterschiedlich exprimierte Proteine in der Analyse von KNTx
vs. NTx <1 Monat (mit adjustiertem p-Wert <0,01)

UniProt ID logFC adj.P.Val Protein Gen
Q6P1NO 2.19312480149053 0.0028699516828865 Coiled-coil and C2 d ining protein 1A CC2D1A
015244 1.75774346960298 0.0028699516828865 Solute carrier family 22 member 2 SLC22A2
P09210 1.47917890937486 0.00341291848641744 | Glutathione S-transferase A2 GSTA2
Q86XT2 1.65078324766649 0.00341291848641744 Vi lar protein sorting iated protein 37D VPS37D
P21333 -2.1768250969717 0.00411615402401112 | Filamin-A FLNA
Q8wWz75 1.98383966905883 0.00411615402401112 | Roundabout homolog 4 ROBO4
QONP79 1.15044611035929 0.00411615402401112 | Vi lar protein sorting iated protein VTA1 homolog VTA1
Q99835 1.92158333379412 0.00411615402401112 | Protein smoothened SMO
P02549 -3.02637857731184 0.00518755753481881 | Spectrin alpha chain, erythrocytic 1 SPTA1
Q8WW52 1.31752755337273 0.00518755753481881 | Protein FAM151A FAM151A
Q96FNS 1.30165346038148 0.00518755753481881 | Kinesin-like protein KIF12 KIF12
P00749 2.14757590506047 0.00518755753481881 | Urokii type plasminogen actival PLAU
Q9H3R2 2.19437023576861 0.00518755753481881 | Mucin-13 MUC13
P05388 -1.97750143011959 0.00568303461946685 | Large ribosomal subunit protein uL10 RPLPO
Q86YZ3 2.11814534069064 0.00568303461946685 | Hornerin HRNR
P07998 1.81591508686359 0.00568303461946685 | Ribonuclease pancreatic RNASE1
Q99571 1.52137100348476 0.00568303461946685 | P2X purinoceptor 4 P2RX4
P22732 1.92990757279548 0.00584541137059386 | Solute carrier family 2, facilitated gl transporter ber 5 SLC2A5
Q14344 1.57221108130479 0.00645448440686236 | Guanine leotide-binding protein subunit alpha-13 GNA13
Q05513 1.51938281276874 0.00645448440686236 | Protein kinase C zeta type PRKCZ
Q8TF65 1.73802986633689 0.00667951495273031 | PDZ domain-containing protein GIPC2 GIPC2
075348 1.41984194503608 0.00698901487635289 | V-type proton ATPase subunit G 1 ATP6V1G1
QS5Y7A7 1.92515859992905 0.00698901487635289 | HLA class Il hist patibility antigen, DRB1 beta chain HLA-DRB1
Q15149 -3.20232930180226 0.00698901487635289 | Plectin PLEC
Q13268 -2.03438724112923 0.00698901487635289 | Dehydrogenase/reductase SDR family member 2, mitochondrial DHRS2
Q9UBPO 1.83185857069102 0.00698901487635289 | Spastin SPAST
Q9UNFO 1.6879892343987 0.00698901487635289 | Protein kinase C and casein kinase substrate in neurons protein 2 PACSIN2
P33121 -1.76068872803437 0.00698901487635289 | Long-chain-fatty-acid--CoA ligase 1 ACSL1
060658 2.41486220505532 0.00698901487635289 | High affinity cAMP-specific and IBMX-insensitive 3',5'-cyclic PDESA
phosphodiesterase 8A
P51570 1.30117922888686 0.00698901487635289 | Galactokinase GALK1
Q14117 1.65330842084924 0.00698901487635289 | Dihydropyrimidinase DPYS
Q12923 1.90024125712582 0.00698901487635289 | Tyrosine-protein phosph non-receptor type 13 PTPN13
Q8N3R9 1.93920818588378 0.00698901487635289 | Protein PALS1 PALS1
QoY2Q3 -1.45253165749689 0.0073881693215185 Glutathione S-transferase kappa 1 GSTK1
Q9BXP8 2.6027829210642 0.0076791274454947 Pappalysin-2 PAPPA2
P11597 1.36842937819147 0.0076791274454947 Cholesteryl ester transfer protein CETP
Q96A22 1.70155995904294 0.0086569321478893 Uncharacterized protein C11orf52 C1ilorf52
Q4KMQ2 1.17648794725722 0.0086569321478893 Anoctamin-6 ANO6
P17252 1.58048046070277 0.00921886792083636 | Protein kinase C alpha type PRKCA
Q4U2R8 1.84053929024806 0.0093552705713325 Solute carrier family 22 member 6 SLC22A6
P35998 -1.74249501319404 0.0093552705713325 26S proteasome regulatory subunit 7 PSMC2
P20711 1.1535250851574 0.00992893281739321 | Aromatic-L-amino-acid decarboxylase DDC
P32969 -1.46952924591706 0.00993173707296554 | Large ribosomal subunit protein uL6é RPL9; RPLYP7;

RPL9P8; RPL9P9

58



KNTx vs NTx 1 month post OP

*
® o .
o o ~
L ] L ]
. :. . .
. e e .. . L4
- L [ ] = L ]
« . e, 3
Y L ] . e *
L)
$ T e s ‘ adj.P.Val < 0.05
i == > - e FALSE
g oS e TRUE
® e “

logFC

Abbildung 9: Volcano Plot von KNTx vs. NTX <1 Monat post-OP
Die roten Punkte stellen die signifikant unterschiedlich exprimierten Proteine dar (insgesamt 168). Der
negative dekadische Logarithmus des p-Werts (-logiop) ist auf der y-Achse aufgetragen. Der

logarithmische Fold Change (log2FC) stellt sich auf der x-Achse dar

4.8.1 Enrichment-Analysen auf Basis von KEGG und GO fiir KNTx vs. NTx <1

Monat post-OP

Wir fuhrten im Rahmen unserer Subgruppenanalysen jeweils ein GO- sowie ein KEGG-
Enrichment der Proben KNTx vs. NTx <1 Monat durch.

Zusammenfassend zeigten sich im GO-Enrichment 7 Terms bzw. Signalwege
signifikant angereichert bei einem adjustiertem p-Wert von <0,05. Diese sind nachfolgend
aufgelistet (siehe Tabelle 5). Hierbei sind jeweils die GO-ID der identifizierten Terms, der
Count, also wie viele der identifizierten Proteine einem bestimmten GO-Term zugeordnet sind,
die background ratio (BgRatio), also wie haufig ein GO-Term im Vergleich zur
Hintergrundpopulation vorkommt und die Gene Ratio, ein Mal} fir das Vorhandensein der
identifizierten Proteine in Bezug auf die Gesamtzahl der Proteine innerhalb einer Kategorie,

aufgelistet.
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Im KEGG-Enrichment zeigten sich 16 signifikant angereicherte Signalwege mit einem
adjustierten p-Wert <0.05. Auch hier wurden neben der KEGG-ID die Gene Ratio und die
Background Ratio dargestellt (siehe Tabelle 6).

Tabelle 5: Signifikant angereicherte Signalwege/Terms im GO-Enrichment KNTx vs.
NTx <1 Monat post-OP

ONTOLOGY ID Description GeneRatio BgRatio p.adjust Count
GO0:0014731 | CC GO0:0014731 | spectrin-associated cytoskeleton 4/166 6/2177 | 0.000433638999666018 4
GO0:0005452 | MF GO0:0005452 | inorganic anion exchanger activity 4/163 5/2138 | 0.000153502979115465 4
GO0:0015171 | MF GO0:0015171 | amino acid transmembrane transporter activity 4/163 6/2138 | 0.000433121609820999 4
GO0:0030506 | MF GO0:0030506 | ankyrin binding 4/163 6/2138 | 0.000433121609820999 4
GO0:0008509 | MF GO0:0008509 | anion transmembrane transporter activity 11/163 52/2138 | 0.00139152067119835 11
GO0:0015179 | MF G0:0015179 | L-amino acid transmembrane transporter activity | 3/163 4/2138 | 0.00164456932735273 3
GO0:0008514 | MF G0:0008514 | organic anion transmembrane transporter activity  8/163 32/2138 | 0.00207358467099892 8

Tabelle 6: Signifikant angereicherte Signalwege im KEGG-Enrichment KNTx vs. NTx <1
Monat post-OP

ID Description GeneRatio BgRatio p.adjust genelD Count
hsa04974 Protein digestion and absorption 7/105 103/8101 | 0.000359278028298477 A 80781/340024/1278/23428/6519/6510/7512 7
hsa04610 Complement and coagulation cascades | 6/105 85/8101 | 0.000784583476529803  3689/5328/2162/725/7450/1604 6
hsa05205 Proteoglycans in cancer 8/105 205/8101 | 0.00501341308129193 | 6194/1278/5328/2316/5578/286/6608/3339 8
hsa04512 ECM-receptor interaction 5/105 88/8101 | 0.00556109804371098 | 7148/1278/255743/7450/3339 5
hsa00760 Nicotinate and nicotinamide metabolism | 3/105 35/8101 | 0.0102504299719245 5169/554235/30833 3
hsa04145 Phagosome 6/105 152/8101 | 0.0138860163858624 1536/3689/11151/51606/9550/9146 6
hsa04150 mTOR signaling pathway 6/105 155/8101 | 0.0151685700241416 6794/6194/5578/51606/9550/51719 6
hsa04216 Ferroptosis 3/105 41/8101 | 0.0157885003647686 1536/2879/2180 3
hsa00360 Phenylalanine metabolism 2/105 17/8101 | 0.0199367845865254 1644/3242 2
hsa00510 N-Glycan biosynthesis 3/105 50/8101 | 0.0267075710388788 4121/6184/6480 3
hsa05110 Vibrio cholerae infection 3/105 50/8101 | 0.0267075710388788 5578/51606/9550 3
hsa00770 Pantothenate and CoA biosynthesis 2/105 21/8101 | 0.0297706169579619 5169/1807 2
hsa00240 Pyrimidine metabolism 3/105 57/8101 | 0.0373796260645046 5169/1807/30833 3
hsa00480 Glutathione metabolism 3/105 57/8101 | 0.0373796260645046 2879/2939/373156 3
hsa04933 AGE-RAGE signaling pathway in diabetic | 4/105 100/8101 | 0.0405663011880169 1536/5590/1278/5578 4
complications
hsa04966 Collecting duct acid secretion 2/105 27/8101 | 0.0473333844618926 9550/6521 2

4.9 Analyse der differentiell exprimierten Proteine in KNTx vs. NTx >1 Jahr

post-OP

Im Rahmen der differentiellen Analysen zwischen den Proben KNTx und der Subgruppe
der Kontrollen NTx >1 Jahr post-OP konnten wir keine signifikant unterschiedlich exprimierten
Proteine bei einem adjustierten p-Wert von <0,05 identifizieren. Die beste false discovery rate
(FDR) lag in dieser Subgruppenanalyse bei 0,21. Dies kénnte unter anderem an der geringen

Probenanzahl liegen (3 Proben fir NTx >1 Jahr). Der Volcano Plot fur die differentielle Analyse
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befindet sich nachfolgend in Abbildung 10.
Aufgrund des fehlenden Nachweises von signifikant unterschiedlich exprimierten

Proteinen, erfolgte fir diese Subgruppe kein klassisches GO- oder KEGG-Enrichment.

KNTx vs NTx 1 year post OP
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Abbildung 10: Volcano Plot von KNTx vs. NTX >1 Jahr post-OP

Hier zeigen sich in der Analyse keine signifikant unterschiedlich exprimierten Proteine. Der negative
dekadische Logarithmus des p-Werts (-log1op) ist auf der y-Achse aufgetragen. Der logarithmische Fold
Change (logzFC) stellt sich auf der x-Achse dar

4.10 Korrelationsanalysen aller gemessenen Proteine der padiatrischen
Urinproben (KNTx) mit dem Abstand zur Tx, dem Alter und der eGFR

Wir flhrten Korrelationsanalysen und Plots flr Abstand zur Transplantation, Alter und
eGFR versus der gemessenen Proteinintensitaten in den KNTx- Proben durch. Hierbei wurden
die Korrelationskoeffizienten zwischen den jeweiligen Variablen im Streudiagramm bzw.
Scatterplot dargestellt, wobei die Werte zweier Variablen entlang der x- und y-Achsen
aufgetragen werden und jeder Punkt eine KNTx-Proben reprasentiert.

Der Korrelationskoeffizient wurde hier nach Pearson ermittelt und ist ein Mal fur die

Starke und Richtung der linearen Beziehung zwischen zwei kontinuierlichen Variablen. Er wird
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verwendet, um zu quantifizieren, wie gut die beiden Variablen zusammen variieren und liegt
zwischen -1 und +1. Ein positiver Wert zeigt somit eine positive lineare Beziehung an und ein
negativer Wert eine negative lineare Beziehung.*®

Wenn die Datenpunkte im Scatterplot tendenziell von links unten nach rechts oben
verlaufen, deutet dies auf eine positive Korrelation hin. Das bedeutet, dass hohere Werte einer
Variablen dazu tendieren, mit hoheren Werten der anderen Variablen einherzugehen.
Umgekehrt deutet ein Verlauf von links oben nach rechts auf eine negative Korrelation hin,
was bedeutet hohere Werte einer Variablen neigen dazu, mit eher niedrigeren Werten der
anderen Variablen einherzugehen.

Die nachfolgenden Tabellen zeigen die Proteine, die in den jeweiligen
Korrelationsanalysen signifikant mit den untersuchten klinischen Parametern der
Proband*innen korrelierten. Hierbei ist jeweils die UniProt-ID, der Korrelationskoeffizient nach
Pearson (pearson), die Signifikanz der Korrelation mittels adjustiertem p-Wert (significance),
sowie der Proteinname (Name) und das dazugehérige Gen aufgelistet. Als Signifikanzniveau

wurde ein adjustierter p-Wert von <0,05 festgelegt.

4.10.1 Korrelationsanalysen der Proteinintensitaten von KNTx vs. Abstand zur

Transplantation

Bei einem festgelegten Signifikanzniveau von p <0,05 zeigten sich zwei der
Korrelationen signifikant mit dem Abstand zur Transplantation assoziiert. Die signifikant
korrelierten Proteine Histamine-N-methyltransferase (HNMT) und Septin-7 (SEPTIN7) sind
nachfolgend aufgelistet (Tabelle 7). Die Scatterplots zu den jeweiligen Korrelationen der
Proteine sind in der Abbildung 11a und 11b dargestellt. Beide Korrelationen zeigen sich positiv.
Das heil’t, dass ein groer Abstand zur Transplantation eher mit einer hdoheren

Proteinintensitat assoziiert ist.

Tabelle 7: Korrelationen der Proteinintensititen von KNTx vs. Abstand zur Tx

UniProt ID pearson significance Name Gen
P50135 0.621708468407327 0.0176136354702556 Histamine N-methyltransferase HNMT
Q16181 0.561292403233556 0.0367551949659695 Septin-7 SEPTIN7
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Abbildung 11a: Scatterplot fiir Histamin-N-Methyltransferase

Die Korrelation ist positiv.
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Abbildung 11b: Scatterplot fiir Septin-7

Die Korrelation ist positiv.
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4.10.2 Korrelationsanalysen der Proteinintensitaten von KNTx vs. Alter der

Proband*innen

Bei einem adjustierten p-Wert von <0,05 zeigten sich im Rahmen der Analysen 53 der
korrelierten Proteine signifikant mit dem Alter assoziiert. Die Auflistung dieser Proteine findet
sich nachfolgend in Tabelle 8.

Von den insgesamt 53 Proteinen weisen 52 eine positive Korrelation auf, wahrend ein
Protein, die Thymidine phosphorylase (TYMP), einen negativen Korrelationskoeffizienten
zeigt. Somit nimmt die Proteinintensitat bei nahezu allen Proteinen mit zunehmendem Alter
zu, wahrend bei der Thymidine phosphorylase eine hdhere Proteinintensitat eher mit einem
jungeren Alter assoziiert ist.

Zur einfacheren Veranschaulichung bei einem Nachweis von mehreren Dutzend
Proteinen werden im folgenden die Scatterplots fur die ersten 12 Proteine mit einem
Signifikanzniveau von p <0,01 dargestellt (Abbildung 12a). Der Scatterplot fur TYMP befindet
sich nachfolgend ebenfalls abgebildet (12b).
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Tabelle 8: Korrelationen der Proteinintensitaten von KNTx vs. Alter

UniProt ID pearson significance Name Gen
Q06210 0.801536997560846 0.000566680016708985 Gl i fi 6-phosph i f [isomerizing] 1 GFPT1
Q15631 0.763819615303874 0.00147364257329645 Translin TSN
P50991 0.730299460120195 0.00301746525173886 T- plex protein 1 it delta CCT4
P17858 0.723072482610694 0.00347559195959228 ATP-dependent 6-phosphofructoki liver type PFKL
000214 0.706219502615222 0.00475713614280841 Galectin-8 LGALSS
P63151 0.692408437472615 0.00606061581615663 Serine/threonine-protein phosph 2A 55 kDa regulatory subunit  PPP2R2A
B alpha isoform
Q04760 0.682270261592899 0.00718275996221635 Lactoylglutathione lyase GLO1
P49588 0.681844011210678 0.00723323859038868 Alanine~tRNA ligase, cytoplasmic AARS1
QOHCE6 0.674713580486009 0.00811922507717139 Rho guanine nucleotide exchange factor 10-like protein ARHGEF10L
Q02790 0.673429319991283 0.0082873497532902 Peptidyl-prolyl cis-trans isomerase FKBP4 FKBP4
P17987 0.668869774590576 0.00890610892798954 T- plex pi in 1 subunit alpha TCP1
QoY5S2 0.663860266865401 0.00962645456219555 Serine/threonine-protein kinase MRCK beta CDC42BPB
P49327 0.661343867391029 0.0100048424883203 Fatty acid synthase FASN
Q01518 0.655466261179923 0.0109332966404912 Adenylyl cyclase-associated protein 1 CAP1
043175 0.648253975152499 0.0121615326172231 D-3-phosphogly dehydrog PHGDH
P17655 0.642377601241893 0.0132382673413564 Calpain-2 lytic it CAPN2
094973 0.642370124572722 0.013239682182944 AP-2 complex subunit alpha-2 AP2A2
P41250 0.641391436446181 0.01342588454615 Glycine—tRNA ligase GARS1
095433 0.640236205292356 0.0136482455625361 Activator of 90 kDa heat shock protein ATPase homolog 1 AHSA1
P50570 0.638135144377318 0.0140598666684398 Dynamin-2 DNM2
P11216 0.63121675859983 0.0154825605870464 Glycogen phosphorylase, brain form PYGB
P30153 0.624022472974408 0.0170756655286862 Serine/threonine-protein phosph 2A 65 kDa regulatory subunit PPP2R1A
A alpha isoform
Q16555 0.620703320372283 0.0178512819734864 Dihydropyr lated protein 2 DPYSL2
Q14204 0.616737455553793 0.0188127316227888 Cytoplasmic dynein 1 heavy chain 1 DYNC1H1
QONY33 0.616665486854904 0.0188305337481772 Dipeptidyl peptidase 3 DPP3
P49189 0.600123244066764 0.0232726088004932 4-trimethylaminobutyraldehyde dehydrog ALDH9A1
Q961J6 0.595937078180276 0.0245120300929847 Mannose-1-phosphate guanyltransferase alpha GMPPA
P14324 0.592750093762124 0.0254883319497917 Farnesyl pyrophosphate synthase FDPS
Q96HD9 0.592572664849487 0.0255435286196478 N-acyl-aromatic-L-amino acid amidohydrolase (carboxylate-forming)  ACY3
P08238 0.588259101004869 0.0269131972692703 Heat shock protein HSP 90-beta HSP90AB1
QoP2T1 0.584311885673648 0.0282139906049317 GMP reductase 2 GMPR2
Q7Z2w4 0.575771962183954 0.0311882631953417 Zinc finger CCCH-type antiviral protein 1 ZC3HAV1
P53621 0.570439634388935 0.0331598838697455 Coatomer subunit alpha COPA
Q5R314 0.570393152006705 0.0331774669212938 Tetratricopeptide repeat protein 38 TTC38
P22314 0.569328433069288 0.0335821173277707 Ubiquitin-like modifier-activating enzyme 1 UBA1
Q96GA7 0.569105591379647 0.0336672698485314 Serine dehydratase-like SDSL
PA47756 0.566168279260868 0.0348046881001475 F-actin-capping protel it beta CAPZB
P19971 -0.565143301649268 0.0352082034355255 Thymidine phosphorylase TYMP
P12277 0.564747516210308 0.0353649391392831 Creatine kinase B-type CKB
P48637 0.557997786992576 0.0381180472528213 Glutathione synthetase GSS
P40227 0.557126852792756 0.0384844568391803 T- plex p in 1 subunit zeta CCT6A
P53396 0.553598129945507 0.0399956075238032 ATP-citrate synthase ACLY
075369 0.550191751621638 0.0414953080121634 Filamin-B FLNB
Q16181 0.547994171102569 0.0424844613288987 Septin-7 SEPTIN?
P36871 0.547271883348118 0.0428133116292083 Phosphoglucomutase-1 PGM1
QoUL46 0.542331187201549 0.0451129722536939 Pr tivat: pl bunit 2 PSME2
Q16851 0.540140235720121 0.0461611192857799 UTP-gl 1-phosph uridylyl fi UGP2
QouLv4 0.536707096467331 0.0478391075642099 Coronin-1C CORO1C
P50990 0.536270804035251 0.0480554883646968 T- plex pi in1 theta CCT8
Q14914 0.534793257666012 0.0487935775872657 Prostaglandin reductase 1 PTGR1
P10768 0.534215444532046 0.0490844480455474 S-formylglutathione hydrolase ESD
AB6ND91 0.534088319276052 0.0491486116320562 Aspartate dehydrog d i ining protein ASPDH
Q14847 0.533304925319022 0.0495453588938213 LIM and SH3 domain protein 1 LASP1
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Abbildungen 12a: Scatterplots fiir positive Korrelationen von KNTx vs. Alter
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Es zeigen sich zwolf signifikante positive Korrelationen mit einem adjustierten p-Wert <0,01.
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Abbildung 12b: Scatterplot fiir Thymidine phosphorylase (TYMP)

Hier zeigt sich eine negative Korrelation zum Alter der Proband*innen.

4.10.3 Korrelationsanalysen der Proteinintensitaten von KNTx vs. eGFR

Bei einem festgelegten Signifikanzniveau von p <0,05 zeigten sich 12 der

Korrelationen signifikant mit der eGFR assoziiert. Die signifikant korrelierten Proteine sind

allesamt nachfolgend aufgelistet (Tabelle 9). Es ist ersichtlich, dass 7 der 12 Korrelationen

negativ sind, wahrend die Ubrigen einen positiven Korrelationskoeffizienten aufweisen.

Demnach sind etwa zwei Drittel der Proteine mit einer insgesamt hoheren Proteinintensitat bei

einer niedrigeren eGFR assoziiert.

Die Scatterplots zu den jeweiligen Korrelationen der Proteine sind in Abbildung 13a

(positive Korrelation) und Abbildung 13b (negative Korrelation) abgebildet.

Tabelle 9: Korrelationen der Proteinintensitaten von KNTx vs. eGFR

UniProt ID pearson significance Name Gen
P55017 0.62996425064821 0.015751429502736 Solute carrier family 12 member 3 SLC12A3
075264 -0.625738310387283 0.016684888678159 Small integral membrane protein 24 SMIM24
P11684 -0.586143028630381 0.0276048376310668 Uteroglobin SCGB1A1
000764 -0.585763769990946 0.027730188429919 Pyridoxal kinase PDXK
P15907 -0.581554523939771 0.0291501170873562 Beta-galactoside alpha-2,6-sialyltransferase 1 ST6GALA1
Q14697 0.575213084020114 0.0313907138161968 Neutral alpha-glucosidase AB GANAB
P61769 -0.566743668256326 0.0345796727919554 Beta-2-microglobulin B2M
P60953 -0.56631865114889 0.0347457784487957 Cell division control protein 42 homolog CDC42
043175 0.558483150039825 0.0379149695794803 D-3-phosphoglycerate dehydrogenase PHGDH
Q8IWAS 0.552991676595063 0.0402596446735417 Choline transporter-like protein 2 SLC44A2
P60983 -0.548468629795933 0.0422694549300734 Glia maturation factor beta GMFB
075309 0.546558695646122 0.0431398446657809 Cadherin-16 CDH16
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Abbildung 13a: Scatterplots fiir positive Korrelationen von KNTx vs. eGFR
Es zeigen sich fiinf Scatterplots mit einem positiven Korrelationskoeffizienten. Eine hohere
Proteinexpression zeigt sich mit einer hdheren eGFR assoziiert.
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Abbildung 13b: Scatterplots fiir negative Korrelationen von KNTx vs. eGFR
Hier zeigen sich sieben Scatterplots mit einem negativen Korrelationskoeffizienten. Eine hdhere

Proteinexpression ist assoziiert mit einer niedrigeren eGFR.

4.11 Untersuchung von Protein-Matches im Vergleich differentiell exprimierter
Proteine (KNTx vs. NTx) und Korrelationen der Proteinexpression
padiatrischer Urinproben mit klinischen Variablen

Zum besseren Verstandnis, ob die im Rahmen der differentiellen Analyse von KNTx
vs. NTx identifizierten signifikant unterschiedlich exprimierten Proteine auch im klinischen

Kontext moglicherweise relevant sein kdnnten, haben wir diese mit den Proteinen verglichen,

die in unseren Korrelationsanalysen signifikant mit den klinischen Variablen der

Proband*innen (KNTx) assoziiert waren. Im Vergleich der signifikanten Proteine von KNTx vs.

NTx und Alter bzw. eGFR konnte jeweils ein Ubereinstimmendes Protein nachgewiesen

werden. Im Vergleich zum Abstand zur Transplantation zeigten sich keine Ubereinstimmenden

signifikanten Proteine.

4.11.1 Identifikation von Protein-Matches zwischen dem
Gesamtgruppenvergleich (KNTx vs. NTx) und altersabhangigen
Korrelationen in der padiatrischen Kohorte (KNT vs. Alter)

Im Vergleich der signifikanten Proteine im Rahmen der differentiellen Analyse von
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KNTx vs. NTx und den signifikanten Korrelationen der Proteine im Bezug zum Alter der
Patient*innen zeigt sich das Protein Coatomer subunit alpha (COPA) Ubereinstimmend
(Tabelle 10). Abbildung 14 stellt den Protein-Match als Venn-Diagramm dar.

Tabelle 10: Protein-Match signifikanter Proteine (KNTx vs. NTx) verglichen mit
signifikanten Korrelationen der Proteinintensitiaten von KNTx vs. Alter

Gen Match 1 Match 2 UniProt ID Protein
COPA Top Table KNTx/NTx alle Alter P53621 Coatomer subunit alpha

Top Table
KNTx/NTx
(N =30)

Abbildung 14: Venn-Diagramm von Coatomer subunit alpha (COPA) als Protein-Match
Es zeigen sich die Protein-Matches zwischen dem Gesamtgruppenvergleich (KNTx vs. NTx) und
altersabhangigen Korrelationen in der padiatrischen Kohorte (KNT vs. Alter). Hier stellt sich COPA als

Ubereinstimmendes Protein dar.

4.11.2 Identifikation von Protein-Matches zwischen dem
Gesamtgruppenvergleich (KNTx vs. NTx) und eGFR-abhangigen
Korrelationen in der padiatrischen Kohorte (KNTx vs. eGFR)

Im Anschluss erfolgte ein Vergleich der signifikant unterschiedlich exprimierten
Proteine aus der differentiellen Analyse von KNTx vs. NTx mit den Proteinen, die eine
signifikante Korrelation zur eGFR der Patient*innen aufweisen. Auch hier konnte mit Beta-
galactoside alpha-2,6-sialyltransferase (ST6GAL1) ein Protein-Match nachgewiesen werden
(Tabelle 11). In Abbildung 15 wird der Protein-Match als Venn-Diagramm dargestellit.
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Tabelle 11: Protein-Match signifikanter Proteine (KNTx vs. NTx) verglichen mit

signifikanten Korrelationen der Proteinintensitaten von KNTx vs. eGFR

Gen Match 1 Match 2 UniProt ID Protein
ST6GAL1 Top Table KNTx/NTx alle  eGFR P15907 Beta-galactoside alpha-2,6-sialyltransferase 1
Signifikante
Korrelationen
Top Table der Protein-
KNTx/NTx intensitaten von
_ KNTx vs. eGFR
(N=30) (N=12)

Abbildung 15: Venn-Diagramm von Beta-galactoside alpha-2,6-sialyltransferase
(ST6GALA1) als Protein-Match

Es zeigen sich die Protein-Matches zwischen dem Gesamtgruppenvergleich (KNTx vs. NTx) und eGFR-
abhangigen Korrelationen in der padiatrischen Kohorte (KNT vs. eGFR). Hier stellt sich ST6GAL1 als

Ubereinstimmendes Protein dar.

4.12 Untersuchung von Protein-Matches zwischen den signifikant
unterschiedlich exprimierten Proteinen der Gesamtgruppenanalyse (KNTx
vs. NTx) und der Subgruppenanalyse (KNTx vs. NTx <1 Monat)

Wir haben zusétzlich geschaut, ob bestimmte Proteine sowohl in der Gesamtanalyse
von KNTx vs. NTx als auch in der Subgruppenanalyse von KNTx vs. NTx <1 Monat signifikant
exprimiert sind. Es konnten 8 Proteine nachgewiesen werden, die sich in beiden Analysen
signifikant unterschiedlich exprimiert zeigten. Die Auflistung dieser Proteine befindet sich
nachfolgend in Tabelle 12. Weiterhin sind die Protein-Matches in Abbildung 16 als Venn-
Diagramm dargestellt. Alle 8 der Protein-Matches zeigten hierbei sowohl in der Gesamt-, als
auch in der Subgruppenanalyse eine gleichgerichtete Proteinexpression. Wahrend Hornerin
(HRNR) und Tyrosine-protein phosphatase non-receptor type 13 (PTPN13) in beiden Fallen
eine vermehrte Expression aufweisen, stellen sich die restlichen 6 Proteinen in beiden Fallen

jeweils mit einer verminderten Expression dar.
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Tabelle 12: Protein-Match signifikant unterschiedlich exprimierter Proteine in der
Gesamt- (KNTx vs. NTx) versus Subgruppenanalyse (KNTx vs. NTx <1 Monat)

Gen Match 1 logFC  Match 2 LogFC  UniProtID Protein
HRNR Top Table KNTx/NTx alle  positiv.  Top Table KNTX/NTx <1 Monat | positiv Q86YZ3 Hornerin
PTPN13 Top Table KNTx/NTx alle | positiv Top Table KNTX/NTx <1 Monat | positiv Q12923 Tyrosine-protein phosphatase non-
receptor type 13
FLNA Top Table KNTx/NTx alle  negativ | Top Table KNTx/NTx <1 Monat | negativ P21333 Filamin-A

RPLO; RPLOP7; | Top Table KNTX/NTx alle | negativ | Top Table KNTX/NTx <1 Monat | negativ Large ribosomal subunit protein uL6
RPLOPS; RPLOPG | 9 P 0 Ps2969 9 P

PLEC Top Table KNTx/NTx alle  negativ. | Top Table KNTx/NTx <1 Monat | negativ Q15149 Plectin
Top Table KNTx/NTx alle | negativ | Top Table KNTX/NTx <1 Monat | negativ Q13268 Dehydrogenase/reductase SDR

DHRS2 family member 2, mitochondrial
GSTK1 Top Table KNTx/NTx alle  negativ | Top Table KNTx/NTx <1 Monat | negativ Q9Y2Q3  Glutathione S-transferase kappa 1
PSMC2 Top Table KNTx/NTx alle  negativ | Top Table KNTx/NTx <1 Monat | negativ P35998 26S proteasome regulatory subunit 7

Top Table
KNTx/NTx
(N =30)

Abbildung 16: Venn-Diagramm der Protein-Matches zwischen Gesamt- (KNTx vs. NTx)
und Subgruppenanalyse (KNTx vs. NTx <1 Monat)

Es zeigen sich die Protein-Matches zwischen dem Gesamtgruppenvergleich (KNTx vs. NTx) und dem
Subgruppenvergleich (KNT vs. NTx <1 Monat). Hier zeigen sich acht Proteine Gbereinstimmend. HRNR
und PTPN13 zeigen in beiden Gruppen eine vermehrte Expression.
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5 Diskussion

Die Nierentransplantation gilt insbesondere bei Kindern als préaferiertes
Nierenersatzverfahren, da sie im Vergleich zur chronischen Dialysetherapie zu einem
verbesserten Uberleben, einer héheren Lebensqualitit sowie einer besseren
neuropsychologischen  Entwicklung beitrdgt und gleichzeitig das Risiko fur
Langzeitkomplikationen vermindert.>* Im Rahmen dieser Arbeit untersuchten wir das Proteom
von Urinexosomen bzw. small urinary extracelular vesicles im Urin nierentransplantierter
Kinder und Jugendlicher und verglichen es mit dem von adulten nierentransplantierten
Kontrollpersonen, um erste Biomarkerkandidaten zu identifizieren und Einblicke in die
zugrundeliegenden biologischen Prozesse nach einer padiatrischen Nierentransplantation zu
gewinnen. Langfristiges Ziel dieser Pilotstudie ist es, bereits frihzeitig Einblicke in
intrazellulare Signalprozesse zu erhalten und mdgliche Funktionseinschrankungen besser zu
erkennen und zu erforschen. Somit mdchten wir herausfinden, inwieweit das Proteom von
suEVs nierentransplantierter padiatrischer Patient*innen zuklnftig als diagnostisches
Werkzeug abseits der Forschung etabliert werden kann. Hierbei untersuchten wir, ob sich
Veranderungen in den Proteommustern der suEVs identifizieren lassen, die als potenzielle
Biomarker fur den Transplantatzustand dienen konnten, mit dem Ziel, nicht-invasive
diagnostische Verfahren fur Nierenfunktionsstérungen und AbstoRungsreaktionen zu

entwickeln und invasive diagnostische Methoden wie die Nierenbiopsie in Zukunft zu ersetzen.

5.1 Stellenwert von urinary extracellular vesicles in der Forschung

Studien haben bei erwachsenen nierentransplantierten Patient*innen bereits gezeigt,
dass urinary extracellular vesicles das Potenzial besitzen, als mogliches Werkzeug zur
Uberwachung der Transplantatfunktion nach einer Nierentransplantation zu fungieren. Unter
anderem konnte in vorangehenden Arbeiten gezeigt werden, dass nierenspezifische Proteine
wie Aquaporin-1 (AQP1) und Aquaporin-2 (AQP2) bei gesunden Nieren vermehrt
ausgeschieden werden. Bei abnehmender Nierenfunktion und in den Stadien CKD G4-G5
zeigte sich unter anderem eine deutlich verminderte Ausscheidung von insbesondere AQP1
und AQP2. Nach erfolgter Nierentransplantation konnten beide Proteine wieder in erhohter
Menge nachgewiesen werden und werden somit am ehesten bei adaquater Nierenfunktion

ausgeschieden.>®

5.1.1 PCK2 als potenzieller Biomarker im adulten Patientenkollektiv

Bereits publizierte Arbeiten von Braun et al. untersuchten suEVs von 22 lebenden
Spendern und deren Empfangern zu funf definierten Zeitpunkten vor und nach der
Transplantation. In den Proteomanalysen wurden zeitliche Muster der suEV-Proteine und die
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damit verbundenen zellularen Prozesse detektiert. Hier zeigte sich mitunter die Aktivierung der
komplementassoziierten Proteine aus den suEVs als eine der am starksten regulierten
Komponenten, was unter anderem auf eine zentrale Rolle in der frihen Immunantwort und
TransplantatabstoBung hinweist. Weiterhin konnte gezeigt werden, dass eine hohe
Anreicherung von Phosphoenolpyruvate carboxykinase (PCK2) im suEV-Proteom am
Folgetag nach der Nierentransplantation pradiktiv fur eine bessere Nierenfunktion ein Jahr
nach dem Eingriff ist. Insgesamt zeigte sich hier in den ersten vier Wochen nach
Transplantation eine vermehrte PCK2-Expression, die ein Jahr nach Transplantation deutlich
abnahm. Die Bestatigung von PCK2 als friher pradiktiver Marker fur die Transplantatfunktion
erfolgte mittels targeted Massenspektrometrie in einer unabhéngigen Validierungskohorte. 3334
PCK2 ist ein mitochondriales Enzym, das eine zentrale Rolle im Glukosestoffwechsel spielt,
indem es an der Gluconeogenese beteiligt ist.®® Es zeigt eine vermehrte Expression im
proximalen Tubulus, der bevorzugt von akuten Schadigungen betroffen ist. Erganzend wurden
in der Studie auch immunhistochemische Untersuchungen von Nierenbiopsaten vor
Explantation (pra-Tx) und nach Reperfusion (post-Tx) durchgefuhrt, welche eine vermehrte
Expression im proximalen Tubulus bestatigten. Eine Korrelation zu der PCK2-Expression in
den suEVs konnte hier aber nicht festgestellt werden.*® Ein Anstieg von PCK2 kurz nach
Transplantation kénnte hierbei darauf hindeuten, dass es eine Rolle bei der Regeneration und

Anpassung des transplantierten Organs spielt.

5.1.1.1 PCK2 zeigt im Vergleich zwischen péadiatrischen und adulten Proben ein
ahnliches Proteinexpressionsmuster

Im Rahmen unserer Studie konnte PCK2 in 13 der 14 padiatrischen Proben in den
massenspektrometrischen Messungen detektiert werden. Bezogen auf die differentiellen
Analysen zwischen KNTx und NTx konnten im Zuge dieser Arbeit insgesamt 30 Proteine
identifiziert werden, die sich bei einem adjustierten p-Wert von <0,05 signifikant
unterschiedlich exprimiert zeigten, zu denen PCK2 jedoch nicht gehorte. Somit zeigt sich
bezogen auf den Vergleich zwischen den padiatrischen und adulten Proben insgesamt ein
ahnliches Proteinexpressionsmuster bezogen auf PCK2 und deutet in beiden Gruppen auf
eine ahnliche Exkretion nach Transplantation hin. Daten zu der Expression von PCK2 bei
padiatrischen Proband*innen vor Durchfiihrung der Nierentransplantation im CKD Stadium 4
bzw. Stadium 5 liegen uns nicht vor. Zur besseren Beurteilung, ob PCK2 seine Relevanz als
potenzieller Biomarker im padiatrischen Kontext ebenfalls bestatigen kann, missten im
Verlauf weitere Untersuchungen zu den Proteinexpressionsmustern zu definierten Zeitpunkten
vor und nach Nierentransplantation erfolgen, ahnlich wie es auch in den Arbeiten von Braun

| 33,34

et. a umgesetzt wurde.
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5.2 Identifizierte Proteine
Im Rahmen unserer Arbeit konnten in allen vorliegenden Proben (KNTx und NTx)
insgesamt 2291 Proteine identifiziert werden. Davon waren 1869 Proteine in mindestens 50%

aller padiatrischen Proben (KNTx) nachweisbar.

5.2.1 Es zeigen sich Unterschiede in der Proteinexpressionen padiatrischer
und adulter Urinproben

Ein zentraler Aspekt der Studie war der Vergleich der Proteinexpression zwischen den
Urinproben von Kindern und Jugendlichen gegeniber Proben von Erwachsenen, um mdgliche
Unterschiede bzw. Gemeinsamkeiten des Proteoms aufzuzeigen. Die Ergebnisse zeigten eine
Reihe von Proteinen, die signifikant unterschiedlich zwischen den beiden Gruppen exprimiert
waren. Diese Unterschiede wurden mittels verschiedener statistischer Methoden,
einschlieBlich Heatmaps und PCAs, visualisiert.

Hier zeigte sich insbesondere, dass die padiatrischen Proben in der Heatmap mit den
rohen Proteinintensitaten zusammen clustern und insgesamt ein ahnliches Profil aufweisen,
was unter anderem auf eine homogene Proteinexpression innerhalb dieser Gruppe hinweist.
Im Gegensatz dazu bildeten die erwachsenen Proben ein separates Cluster. Dies wurde unter
anderem auch durch die PCA bestéatigt, welche eine gute Trennung zwischen den Kinder- und
Erwachsenenproben zeigte. Auch das weist darauf hin, dass die Proteinprofile der beiden
Gruppen sich zum Teil deutlich unterscheiden. Hier ist jedoch unter anderem zu beachten,
dass die Probensammlung der adulten Kontrollproben zu einem insgesamt friiheren Zeitpunkt
erfolgte, als bei den padiatrischen Proben. Wohingegen bei den Kontrollen ein Abstand zur
Nierentransplantation von einem Median von 20,5 Tagen (IQR = 340,5 Tage) vorlag, waren
es bei den padiatrischen Proben im Median 1291 Tage (IQR = 2130 Tage). Relevant ist in
diesem Zusammenhang zu erwahnen, dass die transplantierten Nieren der padiatrischen
Proband*innen, wie auch die der erwachsenen Kontrollproband*innen von adulten

Spender*innen stammen.

5.2.2 Assoziation der Proteinexpression mit der eGFR

In unseren weiteren Untersuchungen zeigte sich eine Assoziation der
Proteinexpression mit der eGFR der Proband*innen. Die Daten zeigten zu Beginn, dass die
Kinder im Durchschnitt eine hohere eGFR aufwiesen als die Erwachsenen, was sich
moglicherweise auch in den unterschiedlichen Proteinprofilen widerspiegelt. Es zeigte sich
unter anderem, dass die eGFR der padiatrischen Patient*innen eher etwas hoher im Bereich
60 — 80 ml/min liegt. Die adulten Kontrollen zeigen eher niedrigere eGFR-Werte mit <40 — 60
ml/min. Es ist in diesem Zusammenhang jedoch zu beachten, dass bei den eGFR-Werten der

Kinder und der Erwachsenen unterschiedliche Schatzformeln angewendet wurden (FAS vs.
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CKD-EPI). Weiterhin ist auch hier nochmals zu unterstreichen, dass die Probensammlung der
Proband*innen und Kontrollen zu unterschiedlichen Zeitpunkten nach Transplantation
stattfand, mit einem insgesamt kurzeren Abstand nach Transplantation bei den adulten
Kontrollen.

Weidmann et al. (2024) beschreiben unter anderem, dass Faktoren wie die Art der
Immunsuppression und der Zeitpunkt nach Nierentransplantation die eGFR auf Basis von
Cystatin C- und Kreatinin-basierten Formeln erheblich beeinflussen kénnen. Hier kam man zu
dem Schluss, dass sowohl Kreatinin als auch Cystatin C nitzliche Marker zur Beurteilung der
Nierenfunktion nach einer Transplantation einsetzbar sind, aber dass ihre Diskrepanz unter
bestimmten klinischen Bedingungen bertcksichtigt werden muss. Insbesondere in den ersten

Wochen nach der Transplantation kann Cystatin C eine genauere Schatzung der
Nierenfunktion liefern.>” Um eine bessere Vergleichbarkeit der beiden Gruppen zu erreichen,
kdnnte in zukunftigen Analysen ggfs. auch bei der Beurteilung der Nierenfunktion der
Erwachsenen Kontrollprobanden auf eine Cysatin C-basierte Formel (FAS-Formel)
zuruckgegriffen werden.

Zur besseren Vergleichbarkeit der padiatrischen Proben mit den Kontrollen erfolgte
auflerdem eine Subgruppenunterteilung in Kontrollen, die ihre Transplantation vor weniger als
einem Monat erhalten haben und die ihre Transplantation vor mehr als einem Jahr erhalten
haben. Auch hier ist unter anderem zu beachten, dass sich die Patient*innen mit kurzem
Abstand nach Nierentransplantation ggfs. noch nicht in einem steady state, also einem
Gleichgewichtszustand, befinden und aktuell noch eine instabile Nierenfunktion vorliegt. Im
steady state bleiben Serumkreatininwerte konstant, da sich Bildung und Elimination gleichen.'?
Aus diesem Grund ist die Vergleichbarkeit mit den padiatrischen Proben, die ihre
Nierentransplantationen bereits vor einem deutlich langeren Zeitraum erhalten haben und
daher eher in einem steady state sind, zum Teil eingeschrankt.

Eine Korrelation der eGFR mit einer der Hauptkomponenten in der PCA konnten wir
nicht nachweisen, da sowohl bei PC1 als auch bei PC2 die Werte nicht signifikant waren. Bei
PC1 deutet jedoch der p-Wert von 0,0786 auf einen mdglichen Trend hin (siehe Abbildung
4a).

5.3 Unterschiede der Proteinexpressionsmuster zwischen KNTx und NTx

Im Rahmen der differentiellen Analysen zwischen den Proben KNTx und den
Kontrollen NTx konnten insgesamt 30 signifikant unterschiedlich exprimierte Proteine bei
einem adjustierten p-Wert von <0,05 identifiziert werden, welche in Tabelle 3 dargestellt sind
und im Verlauf fir weitere Analysen verwendet wurden. Zusammenfassend zeigten sich hier

unter anderem verschiedene Zytoskelett- und Zelladhasionsproteine (z.B. Filamin-A%® und
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Plectin®®), ribosomale Proteine (u.a. Large ribosomal subunit protein uL3%°) und Proteine, die
unter anderem am Proteintransport und an der Proteinmodifikation beteiligt sind (z.B.

Betagalactoside alpha-2,6-sialyltransferase 1" und Hornerin®?).

5.3.1 Im Rahmen der Subgruppenanalyse zeigen sich groe Unterschiede
bezogen auf die Proteinexpressionsmuster

In der Subgruppenanalyse KNTx vs. NTx <1 Monat konnten insgesamt 168 signifikant
unterschiedlich exprimierte Proteine identifiziert werden. Somit zeigt sich bezogen auf diese
beiden Gruppen, dass diese sich hinsichtlich ihrer Proteinexpressionsmuster deutlich
unterscheiden. Bei der Untersuchung von KNTx vs. NTx >1 Jahr hingegen konnten keine
signifikant unterschiedlich exprimierten Proteine identifiziert werden. Insgesamt zeigt sich also,
dass hier die Proteinexpression insgesamt deutlich ahnlicher ist.

Dass in der Subgruppe KNTx vs. NTx >1 Jahr keine signifikant unterscheidlich
exprimierten Proteine nachgewiesen werden konnten, liegt womaoglich auch an der geringen
Probenanzahl (n = 3), weshalb die Daten nicht ausreichend reprasentativ sein kénnten. Zur
besseren Vergleichbarkeit der Kinder- und Erwachsenenproben waren wir unter anderem
auch auf Proben angewiesen, die im gleichen Proben-Batch gemessen wurden. Hierbei
handelt es sich um Proben, die in der gleichen massenspektrometrischen Messung untersucht
wurden, um Messunterschiede diesbeziglich moglichst zu vermeiden. Zur besseren
Vergleichbarkeit sind unter anderem mehr Proben, insbesondere in der Kontrollgruppe,
erforderlich. Zudem waren beispielsweise ahnliche Abstande zur Transplantation zwischen

Proband*innen und Kontrollen sinnvoll, um eine bessere Vergleichbarkeit zu gewahrleisten.

5.4 Enrichment-Analysen zeigen vielfiltige biologische Funktionen in den

signifikant angereicherten Gene-Sets auf
Zur weiteren Charakterisierung der Unterschiede in der Proteinexpression der
padiatrischen Proben und adulten Kontrollen wurden Gene Set Enrichment Analysen unter
Verwendung der Gene Ontology und der Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes
Datenbanken durchgefiihrt. Diese Analysen identifizierten mehrere biologische Prozesse und

Signalwege, die zwischen den beiden Gruppen unterschiedlich reguliert sind.

5.4.1 GO-Enrichment
Es zeigten sich insgesamt 1226 signifikant angereicherte GO-Terms bei einem
adjustierten p-Wert von <0,05. Diese kdnnen hierbei grob unterteilt werden in Terms, die in
immunologische Prozesse involviert sind (u.a. Immunantwort, Immunregulation und
Entziindungsreaktionen), mit dem Zytoskelett und der Zellstruktur zusammenhangen, an
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DNA-Reparatur, Zellzyklus, SignalUbertragung und Apoptose beteiligt sind, metabolische
Funktionen haben (insbesondere Fettsduremetabolismus) an der Proteinbiosynthese und an
der Proteinmodifikation beteiligt sind. Es zeigt sich hier insbesondere, dass die signifikant
angereichert GO-Terms zwischen nierentransplantierten Kindern und Erwachsenen (KNTx vs.

NTXx) ein breites Spektrum an biologischen Prozessen abdecken (siehe Abbildung 6a und 6b).

Pédiatrische Proband*innen zeigen eine vermehrte Expression von Proteinen

der adaptiven Immunantwort im Vergleich zu den adulten Kontrollen

Die Unterschiede in diesen Funktionen kénnten unter anderem auf altersbedingte
Unterschiede in der Immunantwort und im Stoffwechsel nach einer Nierentransplantation
hinweisen. So zeigte unter anderem eine Arbeit von Schaenman et al. (2019), die eine
Genexpressionsanalyse peripherer mononuklearer Blutzellen nierentransplantierter
Patient*innen, darunter 23 altere (= 60 Jahre) und 37 jingere (30-59 Jahre), durchfihrte, eine
verringerte Expression von Genen, die unter anderem mit T-Zell-Funktionen assoziiert sind.
Die Ergebnisse deuten darauf hin, dass jlungere Nierentransplantierte eine gesteigerte
adaptive Immunantwort aufweisen.®®

Im Rahmen unserer Arbeit zeigten sich bei den padiatrischen Proband*innen im
Gesamtgruppenvergleich KNTx vs. NTx (siehe Abbildung 6a) unter anderem verschiedene,
zur adaptiven Immunantwort zugehdrige GO-Terms vermehrt exprimiert (negative regulation
of dendritic cell apoptotic process, T-helper 2 cell cytokine production und regulation of Thelper

),%® was unterstiitzt, dass das Alter signifikant die Immunantwort nach

2 cell cytokine production
Nierentransplantation beeinflussen kdnnte. Unabhangig vom Alter ist hier jedoch auch der
Zeitpunkt nach Nierentransplantation sowie die Art der Imnmunsuppression zu bertcksichtigen.
Auflerdem unterstreicht dieser Befund erneut die Notwendigkeit, altersspezifische Faktoren
bei der Nachsorge und Behandlung von Patient*innen nach Nierentransplantation zu

beachten.

Eine vermehrte Proteinexpression im Lipidmetabolismus nierentransplantierter

Kinder deutet auf mégliche pathophysiologische Verdanderungen nach erfolgter

Nierentransplantation hin

Bezogen auf den Metabolismus zeigte sich in unseren Daten, dass GO-Terms, die den
Fett- und Fettsduremetabolismus betreffen, wie beispielsweise long-chain fatty acid
transporter activity, bei Kindern vermehrt exprimiert sind (KNTx vs. NTx). Die renalen

f.64 Ein Nachweis

proximalen Tubuluszellen nehmen langkettige Fettsauren aus dem Urin au
vermehrter Expression dieser GO-Terms deutet insbesondere auf eine gesteigerte Aktivitat
entsprechender Transportmechanismen hin.

Erkan et al. (2015) zeigten unter anderem im Rahmen von Analysen der
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Lipidzusammensetzung im Urin von Kindern mit fokal-segmentaler Glomerulosklerose im
Vergleich zu Kindern mit minimal change disease (MCD), dass sich bei Kindern mit FSGS eine
erhdhte Konzentration von Fettsduren (fatty acids, FA) im Urin zeigte. Ein gestorter
Lipidstoffwechsel sowie eine Akkumulation von Lipiden spielen unter anderem eine Rolle in
der Pathophysiologie der FSGS, sodass die identifizierten Lipidstoffwechselveranderungen als
Biomarker in der Diagnose von FSGS verwendet werden koénnten.®® Bezogen auf unsere
Daten koénnte dies hinweisend fir relevante Veranderungen des Lipidstoffwechsels nach

erfolgter Nierentransplantation bei Kindern sein.

Die verminderte Expression von GO-Terms der viralen Latenz im Kontext der

vermehrten Expression viraler Replikationswege in der pédiatrischen Gruppe

fiihrt zu einer erhéhten Vulnerabilitat

Weiterhin zeigen sich im Vergleich zwischen KNTx und NTx auch GO-Terms im
Kontext von viraler Latenz bei Kindern vermindert exprimiert (siehe: establishment of
integrated proviral latency, establishment of viral latency und viral latency), was vor allem im
Anschluss an eine erfolgte Nierentransplantation von klinischer Relevanz ist. Bei
Immunsuppression nach Transplantation sind vor allem Reaktivierungen latenter Viren wie
dem Cytomegalievirus (CMV), dem Epstein-Barr Virus (EBV) oder dem BK-Polyomavirus
(BKV) eine klinische Herausforderung. Unter anderem konnen entsprechende
Virusreaktivierungen die Morbiditdt und Mortalitdt nach einer erfolgten Transplantation
beeinflussen, insbesondere auch aufgrund des erhéhten Risikos einer akuten
AbstoRungsreaktion oder einer Transplantatschadigung.®®

Geht man in diesem Kontext von einer verminderten Expression von GO-Terms wie
,viral latency” bei padiatrischen nierentransplantierten Patient*innen aus, deutet dies auf eine
erhdhte Vulnerabilitat fur Virusreaktivierungen hin. Betrachtet man in diesem Zusammenhang
zusatzlich die Dotplots der GSEA mit Gene Ontology (Abbildung 6b), so erkennt man unter
den aktivierten Signalwegen insbesondere auch Terms, die mit viraler Replikation und
intrazellularem Transport assoziiert sind (siehe: viral budding, viral budding via host ESCRT
complex und virion assembly). Im Zusammenhang mit der verminderten Expression der
Terms, die eine geringere virale Latenz widerspiegeln, zeigt sich somit auf eine zusatzliche

Vulnerabilitat durch eine vermutliche Aktivierung viraler Replikationswege.

Im Gesamtgruppenvergleich (KNTx vs. NTx) zeigen multivesikulédrer Transport
und renale Epithelzelldifferenzierung bei péadiatrischen Proband*innen eine
signifikant hbhere Expression

Im Dotplot der Enrichment Analyse mittels GO (Abbildung 6b) zeigten sich aktivierte

Terms im Bereich des multivesikularen Transports (multivesicular body assembly,
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multivesicular body organization) sowie bei verschiedenen lonen- und Metabolitentransportern
(z. B. sodium ion transport, metal ion transmembrane transporter activity).

Carreras-Planella et al. (2020) untersuchten in ihrer Arbeit das Proteom von urinary
extracellular vesicles (UEVs) bei nierentransplantierten Patient*innen unter Behandlung mit
Calcineurin-Inhibitoren (CNI) wie Tacrolimus oder Cyclosporin A. Ziel war es, molekulare
Veranderungen im Zusammenhang mit CNI-induzierter Toxizitdt (CNIT) zu identifizieren.
Unter anderem wurde auch hier eine Uberexpression von Vesikel-assoziierten Gene Sets wie
.multivesicular body organization® gezeigt, welche sich auch im Zuge unserer Arbeit
bestatigte.%” Intraluminale Vesikel werden als Exosomen in den extrazelluldren Raum
freigesetzt, wenn Endosomen bzw. multivesikulare Koérper mit der Zellmembran
verschmelzen.®® Somit haben multivesikulare Koérper durch ihren direkten Zusammenhang mit
der Freisetzung von Exosomen unter anderem einen Einfluss auf die Zell-Zell-Kommunikation,
an der Regulation von Entziindungsprozessen und Immunreaktion sowie an der Entstehung
von Fibrose und Gewebeschadigung.®® Eine vermehrte Expression entsprechender Terms
kdnnte somit ein Hinweis fur die Anpassung an zellularen Stress sowie und metabolische
Veranderungen sein.

Die ebenfalls bei den padiatrischen Proband*innen signifikant vermehrt exprimierten
Terms ,cilium“ und ,ciliary basal body* betreffen ziliare Strukturen, welche beide essenziell fir
die Funktion renaler Epithelzelldifferenzierung und -proliferation sind. Unter anderem sind

primére Zilien auch an den Hedgehog- und Wnt-Signalwegen beteiligt.”

Verschiedene metabolische Prozesse zeigen im Vergleich von KNTx vs. NTx in

der péddiatrischen Gruppe eine verminderte Expression

Im Gegensatz dazu fanden sich unter den supprimierten Signalwegen im Dotplot der
Enrichment Analyse vorwiegend metabolische Prozesse. Hierzu gehorten unter anderem
(zellulare) Stoffwechselwege (cellular aromatic compound metabolic process, cellular nitrogen
compound metabolic process und heterocycle metabolic process), welche unter Umstanden
mit der Transplantatfunktion assoziiert sein kénnten. Zuvor publizierte Daten suggerierten
bereits, dass die Nierentransplantatfunktion einen Einfluss auf verschiedene Metaboliten im
Plasma haben kénnte.”’

Die gleichzeitige Aktivierung viraler Replikationspfade und Veranderung
immunologischer und metabolischer Prozesse konnte hiermit zur Entwicklung und zum
Fortschreiten transplantatassoziierter Schaden beitragen, insbesondere auch vor dem

Hintergrund einer veranderten epithelialen Aktivitat und Zellkommunikation.
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5.4.1.1 Fisher-Test der vermindert (negative) bzw. vermehrt exprimierten
(positive) Proteine fiir den Vergleich von KNTx vs. NTx

Zur detaillierteren Beobachtung der biologischen Prozesse erfolgte die Durchflihrung

eines Fisher-Tests fur Proteine mit Nachweis einer verminderten bzw. einer vermehrten

Expression in der GO-Enrichment-Analyse.

Die Proteinbiosynthese und -verarbeitung zeigt in der pddiatrischen Gruppe eine

verminderte Expression

Untersucht man die GO-Terms mit einem negativen Fold Change genauer (Abbildung
7b), zeigt sich, dass diese hauptsachlich mit Prozessen der Proteinbiosynthese,
Proteinlokalisierung und Proteinverarbeitung verknupft sind. Auch Terms zur viralen
Genexpression und Transkription sind vertreten. Insgesamt deutet dies auf eine reduzierte
bzw. herabgesetzte Proteinbiosynthese und -verarbeitung hin und konnte verschiedene
klinische Zusammenhange haben. Eine verringerte Proteinbiosynthese bzw. ribosomale
Aktivitdat konnte insgesamt auf eine reduzierte Zellproliferation hindeuten. Bei
nierentransplantierten Kindern konnte es eine Reaktion auf die Immunsuppression durch
entsprechende Medikation darstellen. Unter anderem ist bei nierentransplantierten

Patient*innen eine Suppression der T-Zell-Proliferation unter Immunsuppression bekannt.”

Bei pddiatrischen Proband*innen zeigt sich eine vermehrte Expression im

Glycerolipidstoffwechsel sowie in der Inmunantwort

Im Unterschied dazu sind die GO-Terms mit positiven Fold Change (Abbildung 7a) vor
allem mit Stoffwechselprozessen assoziiert (u.a. glycerolipid metabolic process und glycerol3-
phosphate metabolic process), was auf eine erhdhte Glycerolipidverarbeitung und produktion
hindeutet. Zudem zeigen sich Assoziationen zu verschiedenen Signalkaskaden (u.a.
purinergic receptor signaling pathway, cellular response to ATP, prostaglandin transport und
prostaglandin secretion), was auf verstarkte Entziindungs- und Signalprozesse schlief3en
lasst. Auch GO-Terms aus den Bereichen der Zellmigration und Immunantwort, etwa positive
regulation of endothelial cell chemotaxis und positive regulation of macrophage migration, sind
unter den GO-Terms mit positivem Fold Change vertreten.
Die GO-Terms mit Nachweis einer vermehrten Expression sind vor allem in Lipidstoffwechsel,
Signalgebung und Immunprozesse involviert und scheinen somit adaptive
Funktionen zu erflllen. Unter anderem ist bereits bekannt, dass Lipide in der Regulation von
Immunzelldifferenzierung, -Aktivierung und Expansion eine direkte Rolle spielen; diese
kénnen hierbei exogenen oder endogenen Ursprungs sein.”> Nisken et. al. (2024)
untersuchten unter anderem die zentrale Rolle des Lipidstoffwechsels in der Niere bei Kindern

und dessen Einfluss auf die Entstehung und den Verlauf von padiatrischen
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Nierenerkrankungen, insbesondere der minimal change Glomerulonephritis, der FSGS und
der membrandsen Glomerulonephritis. Hier zeigte sich u.a., dass Glycerophospholipide
wichtige strukturelle Bestandteile der Zellmembran sind und eine entscheidende Rolle bei der
Signalubertragung und der Membranfluiditat spielen. Somit kann eine Dysregulation dieser zur

Entstehung und Progression von Nierenerkrankungen beitragen.”

5.4.2 KEGG-Enrichment

Im Rahmen des KEGG-Enrichments von KNTx vs. NTx (siehe Abbildung 6c) zeigten
sich insgesamt 40 signifikant angereicherte Signalwege, von denen 31 einen negativen
Enrichment-Score und 9 einen positiven Enrichment-Score vorweisen konnten. Die signifikant
angereicherten Signalwege sind im Vergleich beider Gruppen in den p&adiatrischen Daten

jeweils Uber- (positiv) bzw. unterreprasentiert (negativ).

KEGG-Signalwege mit negativem Enrichment Score reprédsentieren vielféltige

Prozesse der Proteinbiosynthese und des Stoffwechsels

Die KEGG-Signalwege mit negativem Enrichment-Score sind hierbei vor allem mit
grundlegenden zellularen Prozessen wie der Proteinbiosynthese und RNA-Verarbeitung (u.a.
Ribosome, Spliceosome, RNA transport und Protein processing in endoplasmic reticulum)
assoziiert. AulRerdem zeigen sich reichlich Stoffwechselwege mit einem negativen
Enrichment-Score, insbesondere in Bezug auf den Abbau von Aminosauren (Valine, leucine
and isoleucine degradation) und den Fettsaurestoffwechsel (z.B. Fatty acid degradation und
Fatty acid metabolism). Weiterhin zeigt sich der Insulin signaling pathway unter den KEGG-

Signalwege mit einem negativen Enrichment-Score.

Signalwege bezogen auf verschiedene Krankheitsmechanismen und

Erkrankungen sind in den pédiatrischen Daten unterreprasentiert

Daruber hinaus zeigen sich negative Enrichments bei mehreren Infektionskrankheiten
(z.B. COVID-19, Leishmaniasis, Legionellosis) und immunologischen Prozessen (z.B.
Complement and coagulation cascades, Neutrophil extracellular trap formation). Zusatzlich
zeigen sich auch neurodegenerative Erkrankungen wie Morbus Alzheimer, Morbus Parkinson,
Morbus Huntington und die amyotrophe Lateralsklerose (ALS) in den Signalwege vertreten.
Zusammenfassend konnte dies hinweisend sein flr eine verminderte Aktivitat von
Stoffwechsel und immunologischen Prozessen, sowie eine reduzierte Aktivitat der

Proteinbiosynthese.
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Signalwege mit positivem Enrichment Score deuten auf vermehrte

Signaltransduktion und Zellkommunikation in der pddiatrischen Gruppe hin

Im Gegensatz dazu sind die Signalwege mit positivem Enrichment-Score vor allem mit
zellularen Abbau- und Transportmechanismen wie Endocytosis, Lysosome und Mitophagy
verbunden. Auch Signalwege, die unter anderem mit dem Zellwachstum assoziiert sind, wie
der mTOR signaling pathway und der Phospholipase D signaling pathway’® zeigen eine
erhdhte Aktivitdt. AuRerdem zeigen sich weitere metabolische Funktionen (u.a. Protein
digestion and absorption und Pyrimidine metabolism) verstarkt aktiviert. Zusammenfassend
kdnnten diese Veranderungen auf eine vermehrte Zellkommunikation, Signaltransduktion
sowie einen zunehmenden zellularen Abbau hinweisen. Unter anderem spielt der mTOR-
Signalweg eine wichtige Rolle im Zellmetabolismus, -Wachstum und in der -Proliferation,”
wohingegen der Phospholipase-D-Signalweg an der interzelluldren Signalweiterleitung,

insbesondere im Rahmen von zelluldrem Stress, beteiligt ist.””

5.4.3 Enrichment-Analysen von KNTx vs. NTx <1 Monat post-OP

Im Zuge der Enrichment-Analysen mittels KEGG und GO fur KNTx vs. NTx <1 Monat
post-OP zeigten sich im GO-Enrichment 7 Terms bzw. Signalwege signifikant angereichert
(Tabelle 5), im KEGG-Enrichment zeigten sich 16 Signalwege signifikant angereichert (Tabelle
6).

GO-Terms fiir Membranstruktur und molekularen Transport zeigen sich

signifikant angereichert im Subgruppenvergleich KNTx vs. NTx <1 Monat post-

OoP

Die signifikant angereichert GO-Terms gehoren Uberwiegend zur Kategorie der
molekularen Funktionen. In der Analyse signifikant angereicherter GO-Terms im
Subgruppenvergleich KNTx vs. NTx <1 Monat post-OP zeigen sich vor allem Veranderungen
in der Membranstruktur sowie im molekularen Transport. Insbesondere die Terms spectrin-
associated cytoskeleton und ankyrin binding sind assoziiert mit Zellmembran und Zytoskelett,
was unter anderem auf eine Veranderung der Zellorganisation hindeuten kénnte. Auflerdem
sind Spektrin und Ankyrin auch mit der Zell-Zell-Interaktion assoziiert.”® Die tibrigen GO-Terms
beziehen sich auf Transmembrantransporter flir organische und anorganische Anionen sowie
(L-)Aminosauren.

Diese Transportmechanismen sind unter anderem wichtig fir die Zell-Homdostase
sowie die Versorgung der Zellen mit Nahrstoffen’® und kénnten fiir funktionelle Anpassungen

nach der Transplantation hinweisend sein.
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Signifikant angereicherte KEGG-Signalwege sind hinweisend fiir Verdnderungen

in immunologischen, metabolischen und strukturellen Prozessen

Erganzend stellen sich im Rahmen der Subgruppenanalyse fir KNTx vs. NTx <1 Monat
post-OP mehrere KEGG-Signalwege signifikant unterschiedlich angereichert dar. Hier zeigen
sich unter anderem Hinweise fir Veranderungen in immunologischen, metabolischen und
strukturellen Prozessen. Immunologisch assoziierte Signalwege wie Complement and
coagulation cascades, Phagosome und der AGE-RAGE (advanced glycation
endproductsreceptor for AGE) signaling pathway in diabetic complications sprechen fir eine
aktivierte Immunantwort® und méglicherweise fir Entziindungsmechanismen. Hierbei ist vor
allem das Komplemetsystem essenziell fiir die Immuniiberwachung und Immunhomdostase.®'
AulBerdem ist bekannt, dass das AGE-RAGE signaling bei Diabetes mitunter in der
Verursachung vaskuldrer Komplikationen durch die Aktivierung von Immunzellen,
Inflammation und endothelialer Zelldysfunktion involviert ist.2? Signalwege wie Glutathione
metabolism, Pyrimidine metabolism und Phenylalanine metabolism sind erneut hinweisend fur
eine Anpassung metabolischer Prozesse. Zudem ist auch der mTOR signaling pathway
signifikant exprimiert, welcher, wie oben bereits erwahnt, mit dem Zellwachstum assoziiert
ist.”*®® mTOR-Inhibitoren wie Everolimus oder Sirolimus werden auch im Rahmen von
immunsuppressiven Konzepten nach Nierentransplantation zur Hemmung der Zellproliferation
eingesetzt, haufig auch in Kombination mit Tacrolimus.® Ein Pathway betraf auferdem direkt
die renalen Sammelrohre (Collecting duct acid secretion) und kénnte somit auch direkt die

Funktion des Nierentransplantats betreffen.

Verdnderungen kénnten auf klinische Unterschiede zwischen den péadiatrischen

Probanden*innen und der Kontrollgruppe NTx <1 Monat post-OP hinweisen

Zusammenfassend zeigen sich Veranderungen in Zellstruktur, Transportfunktionen,
Zellimmunitdt und Regulation des Stoffwechsels. Unter anderem koénnten diese
Veranderungen direkte Auswirkungen durch die Transplantation, mogliche Komplikationen
nach erfolgter Transplantation oder Veranderungen durch Dbeispielsweise die
immunsuppressive Therapie widerspiegeln.

Mdogliche Unterschiede in dieser Subgruppenanalyse kdnnten auch auf den zeitlichen
Unterschied zwischen der kurztlich transplantierten adulten Kontrollgruppe und den
padiatrischen Proband*innen mit insgesamt langerem Abstand zur Nierentransplantation
zurtckzuflihren sein, insbesondere im Hinblick auf die Immunantwort. Unter anderem konnte
hier auch ein Unterschied in der Anpassung des Transplantatorgans an die neue Umgebung
eine Rolle spielen. Auch kann eine hohere Immunsuppressionsdosis bei den

Kontrollproband*innen kurz nach der Nierentransplantation im Vergleich zur niedrigeren

86



Dosierung bei den padiatrischen Proband*innen fir Veranderungen in der Proteinexpression

bzw. in der Signifikanz der Signalwege ausschlaggebend sein.

5.5 Korrelationsanalysen der Proteinintensitaten von KNTx

5.5.1 KNTx vs. Abstand zur Transplantation

Im Rahmen unserer Korrelationsanalysen der Proteinintensitaten von KNTx vs. dem
Abstand zur Transplantation zeigten sich zwei der Korrelationen signifikant. Zu den
signifikanten Korrelationen zahlen hierbei Septin 7 und Histamin-N-Methyltransferase (HNMT)

und zeigen sich beide mit einem positiven Korrelationskoeffizienten.

5.5.1.1 Septin 7 spielt eine Rolle bei der Pathogenese renaler Erkrankungen

Septin 7 gehort zu der Familie der Septine, und ist ein GTP-bindendes Protein, das
eine wichtige Rolle in der Zellteilung, der Organisation des Zytoskeletts und dem
intrazellularen Vesikeltransport spielt. Es ist fur die normale Funktion verschiedener Gewebe,
insbesondere in Nierenzellen, notwendig und wird mit verschiedenen Krankheitsprozessen in
Verbindung gebracht.®

In Analysen der messenger RNA (mRNA)-Expression humaner Gewebe zeigte sich,
dass mehrere Septin-Isoformen, darunter auch SEPT2 und SEPT7, in der Niere exprimiert
werden. In Tiermodellen von Maus und Zebrafisch konnte Septin 7 sowohl in glomerularen als
auch tubularen Kompartimenten nachgewiesen werden. Auch in humanem Nierengewebe
wurde eine glomerulére Lokalisation von Septin 2 beschrieben.?®

In kultivierten Podozyten zeigt Septin 7 eine konstante Expression sowohl in
proliferierenden als auch differenzierten Zellen. In Podozyten bildet Septin 7 gemeinsam mit
Septin 9 und Septin 11 sowie mit CD2-associated protein (CD2AP) und Nephrin funktionelle
Komplexe. Somit ist von einer Rolle von Septin 7 bei der Aufrechterhaltung der glomeruléaren
Filtrationsbarriere auszugehen, was auf eine potenzielle Relevanz fir glomerulare
Erkrankungen hinweist.>:8¢

Septine, insbesondere SEPT2, SEPT7 und SEPT11, spielen eine zunehmend
anerkannte Rolle in der Pathogenese renaler Erkrankungen. In Nierenzellkarzinomen (Renal
cell carcinoma, RCC) sind SEPT2 und SEPT11 Uberexprimiert. Die verstarkte Expression von
SEPT2 ist dabei abhangig vom Tumorsuppressorgen von Hippel-Lindau (VHL), einem
zentralen Regulator in der Entstehung von RCCs.%°

Daruber hinaus zeigen Untersuchungen an Zebrafischmodellen, dass ein Knockdown
von sept7b (Septin 7b) zu zystischen Veranderungen in der Niere fihrt, ahnlich wie bei
Ziliopathien. SEPT2 interagiert zudem mit DAZ-interacting zinc finger protein 1-like (DZIP1L),

einem Protein, das auch bei ARPKD mutiert ist. Obwohl bisher keine septinbezogenen
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Mutationen bei menschlichen Zystennierenerkrankungen identifiziert wurden, deuten Daten
auf eine Beteiligung von Septinen an ziliaren Signalwegen hin. Auch in Modellen von
Ziliopathien wie dem Meckel-Gruber- und dem Bardet-Biedl-Syndrom wurde eine gestorte
Lokalisation von SEPT2 und SEPT7 beobachtet.®

Insgesamt legen diese Befunde nahe, dass Septine nicht nur bei malignen, sondern
auch bei zilidr bedingten, strukturellen Nierenerkrankungen funktionell relevant sind. Hierbei
kann auch eine direkte genetische Veranderungen vorliegen.®® Daten zu Septin 7 oder
Septinen speziell im Zusammenhang mit padiatrischer Nierentransplantation gibt es zum
aktuellen Zeitpunkt nicht. Eine positive Korrelation zwischen der Zeit nach der Transplantation
und der Proteinintensitat von Septin-7 kdnnte unter anderem auf verstarkte Zellteilungs- und
Migrationsprozesse hinweisen, aber auch auf auf pathologische Veranderungen wie Fibrose®”

hindeuten.

5.5.1.2 HNMT ist an der Pathogenese salzinduzierter und hypertensiver
Nierenschaden beteiligt

In den Korrelationsanalysen der Proteinintensitaten von KNTx vs. dem Abstand zur
Transplantation zeigte sich ebenso die Histamin-N-Methyltransferase unter den signifikanten
Korrelationen. HNMT st ein zytoplasmatisch lokalisiertes Enzym, das Histamin durch N-
Methylierung inaktiviert und somit eine zentrale Rolle im intrazelluldren Histaminabbau spielt.
Es ist ein wichtiger Bestandteil beim Abbau von Histamin und bei der Atemwegsregulation als
Reaktion auf Histamin. Zudem ist HNMT besonders stark in der Niere exprimiert.®®

Daten von Spires et al. (2023) zeigen, dass das histaminerge System in der Niere aktiv
an der Pathogenese salzinduzierter Nierenschaden beteiligt ist. In einem
Dahlsalzempfindlichen Rattenmodell fiihrte die Blockade des Histamin-H,-Rezeptors zu einer
signifikanten Reduktion von Proteinurie, glomerularen und tubuldren Schaden sowie renaler
Entzindungen. Gleichzeitig wurde eine veranderte Expression von HNMT beobachtet. Diese
Befunde sind hinweisend fur eine pathophysiologisch relevante Rolle von Histamin-H,-

Signaling und HNMT im Rahmen hypertensiver und mdglicherweise

transplantationsassoziierter Nierenschaden.®

Zum aktuellen Zeitpunkt gibt es keine spezifischen Daten, die die Rolle von HNMT bei
nierentransplantierten Kindern oder Erwachsenen direkt untersuchen. Angesichts der
Bedeutung von Histamin bei Immunreaktionen und Entziindungsprozessen kdonnte HNMT
jedoch potenziell Einfluss auf TransplantatabstolRungen oder andere Komplikationen haben.

Die zunehmende HNMT-Expression mit groRerem Abstand zur Nierentransplantation
kdnnte somit eine verstarkte Regulierung der Histaminaktivitdt und damit eine Modulation

immunologischer Reaktionen im Transplantat signalisieren.*
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5.5.2 KNTx vs. Alter
Durch weitere Korrelationsanalysen der Proteinintensitaten von KNTx vs. Alter zeigten
sich insgesamt 53 Proteine signifikant mit dem Alter assoziiert. Davon zeigten sich 52 mit

einem positiven und ein Protein mit einem negativen Korrelationskoeffizienten.

5.5.2.1 Positive Korrelationen mit dem Alter
Es erfolgte eine funktionelle Gruppierung der Proteine mit einem positivem
Korrelationskoeffizienten. Dieser beinhaltet alle Proteine, bei denen eine vermehrte

Expression mit einem héheren Alter der Proband*innen assoziiert ist.

Es zeigt sich eine erh6hte Proteinfaltungsaktivitéit sowie ein erhéhter zelluldrer

Metabolismus

Auffallig ist hier eine starke Prasenz von Proteinen bzw. Enzymen, die an der
Proteinfaltung beteiligt sind, insbesondere Mitglieder des Chaperonin-containing
TCP1Komplexes (CCT), darunter vier T-complex protein 1 Subunits (a = alpha, & = delta, 6 =
theta, ¢ = zeta), sowie weitere Chaperone wie Hsp903 und FKBP4. Diese Proteine deuten auf
einen erhdhten Bedarf an korrekter Proteinfaltung und Qualitatskontrolle hin, mdglicherweise
im Rahmen von zellularem Stress oder vermehrter Synthese von Proteinen.®"*2 Inre Zunahme
kdnnte somit auch auf einen erhéhten Bedarf der Proteinhomdostase mit dem Alter hindeuten.

Ein weiterer Schwerpunkt liegt im zellularen Metabolismus. Es zeigen sich mehrere
Enzyme des Kohlenhydratmetabolismus, die im Glycogenstoffwechsel und der Glycolyse
involviert sind (u.a. ATP-dependent 6-phosphofruktokinase®®, Glycogen phosphorylase®,
Glutamin--fructose-6-phosphate aminotransferase®® und Phosphoglucomutase-1°°), sowie
Enzyme des Lipid- bzw. Fettsduremetabolismus (z.B. darunter ATP-citrate synthase®” und

Fatty acid synthase®®) unter den signifikanten Korrelationen.

Zytoskelettassoziierte Proteine wie Filamin B, Coronin-1C und Septin 7 zeigen

sich im Alter vermehrt exprimiert

Darlber hinaus wurden mehrere zytoskelettassoziierte Proteine wie Filamin B,
Coronin-1C und auch Septin 7 detektiert, die im direkten Zusammenhang mit dem
AktinZytoskelett sowie Zellmigration und -adhasion stehen.®*'%° Zhou et. al. (2007) zeigten
bereits, dass ein Mangel an Filamin B in einem Mausmodell zu Skelettfehlbildungen und einer
beeintrachtigten mikrovaskularen Entwicklung fiihrte.'! Die Bedeutung von Septin 7 in renalen
Zellen wurde oben bereits ausfiihrlich eruiert.2>® Wang et al. (2019) untersuchten in einer
Arbeit die Expression und Funktion von Coronin-1C in Nierenzellkarzinomen. Die Ergebnisse
zeigten, dass miR-26 die Expression von Coronin-3 direkt hemmt, was eine verminderte

Proliferation, Migration und Invasion von RCC-Zellen zur Folge hat. Die Uberexpression von
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Coronin-3 konnte diese hemmenden Effekte von miR-26 umkehren, was letztlich darauf
hinweist, dass Coronin-3 eine wichtige Rolle bei der Progression von RCCs spielt.'*

Diese Ergebnisse kdnnten auch hinweisend sein, dass Coronin-3 eine wichtige Rolle
in der Nierenphysiologie und -pathologie einnimmt. Die vermehrte Expression dieser
zytoskelettassoziierten Proteine mit steigendem Alter konnte adaptive Veranderungen in der

Zellstruktur widerspiegeln, insbesondere auch im Kontext von Nierentransplantationen.

COPA zeigt sich als Protein des Vesikeltransports mit einer positiven Korrelation

Proteine des Coatomerkomplexes wie Coatomer subunit alpha (COPA) unterstreichen
zusatzlich die Bedeutung von Veranderungen vesikularer Transportmechanismen. COPA ist
unter anderem am retrograden Vesikeltransport vom Golgi-Apparat zum endoplasmatischen
Retikulum (ER) beteiligt. Eine Arbeit von Lepelley et. al. (2020) zeigte, dass Mutationen im
COPA-Gen, das flr eine Untereinheit des COPI-Komplexes (Coatomer protein complex 1)
kodiert, zu einer fehlgeleiteten Immunantwort fihren kénnen. In diesem Zusammenhang
entsteht eine autoinflammatorische Erkrankung, das COPA-Syndrom, welches u.a. mit
interstitieller Lungenerkrankung und Nierenbeteiligung assoziiert ist."®

Weitere identifizierte Proteine sind unter anderem dem Proteinabbau (z.B. wie
Dipeptidyl peptidase 3'%%) sowie der zelluldren Signalweiterleitung (darunter Rho guanine

10%) zuzuordnen.

nucleotide exchange factor 10-like protein

Eine vermehrte Expression der Glutathionsynthetase deutet auf eine Anpassung

an oxidativen Stress im Alter hin

Weiterhin zeigen sich in unseren Daten Proteine des Glutathionmetabolismus wie die
Glutathione synthetase (GSS) eher vermehrt mit zunehmendem Alter exprimiert. Glutathion
dient als wichtiges intrazelluléares Antioxidans,'® wahrend erhéhte Homocysteinspiegel mit
oxidativem Stress und kardiovaskularen Erkrankungen und in diesem Zusammenhang auch
mit chronischen Nierenerkrankungen assoziiert sind.'®’

Huang et al. (2019) zeigte unter anderem den Zusammenhang zwischen
Plasmaspiegeln von Homocystein und Glutathion mit der Nierenfunktion bei
nierentransplantierten Patient*innen. In einer Kohorte von 66 Transplantatempfangerinnen
waren sowohl erhéhte Homocystein- als auch reduzierte Glutathionspiegel unabhangig mit
einer niedrigeren eGFR assoziiert."” In unseren Daten zeigte sich kein expliziter
Zusammenhang zwischen Glutathion und der Nierenfunktion bzw. der eGFR, jedoch kénnte
eine Zunahme der Glutathion-Synthetase auf einen erhéhten Bedarf an antioxidativen
Mechanismen mit dem Alter hinweisen. Ein Glutathionmangel ist unter anderem mit
vermehrtem oxidativem Schaden assoziiert und spielt eine Rolle bei der Entstehung von

neurodegenerativen Erkrankungen wie Parkinson sowie bei der Entstehung von
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Nierenzellkarzinomen.'® Eine vermehrte Expression der GSS kdnnte somit ein Hinweis auf
eine Anpassung an vermehrten zellularen und oxidativen Stress sein.

Eine Studie untersuchte bereits die Glutathionspiegel alterer Probanden*innen (60-75
Jahre) und jingeren Kontrollpersonen (30-40 Jahre) und zeigte, dass die alteren
Proband*innen signifikant niedrigere intrazellulare GSH-Spiegel sowie reduzierte
Syntheseraten vorweisen."'® Obwohl sich in unseren Daten eine positive Korrelation mit dem
Alter der Proband*innen und der GSS-Expression zeigte, zeigen sich die Erkenntnisse aus der
oben genannten Studie auch mit unseren Ergebnissen Ubereinstimmend. Dies ist vor allem
darauf zurtickzuflihren, dass das Alter unserer Proband*innen im Median 13 Jahre betrug, und
der alteste zum Zeitpunkt der Probenabnahme 27 Jahre alt war. Die Zunahme der
GSSExpression konnte somit auf einen erhéhten Bedarf an antioxidativen Mechanismen mit

zunehmendem Alter der padiatrischen Proband*innen hinweisen.

Schlussendlich ergibt sich aus dem positiv korrelierten Proteinspektrum ein
funktionelles Bild, dass sich aus verschiedenen Proteinen mit Beteiligung an Proteinfaltung,
metabolischer Aktivitdt, zytoskelettdrer Organisation und zelluldrer Stressantwort
zusammensetzt. Diese Prozesse kdnnten insbesondere im Kontext von Immunreaktionen und
chronischer Nierenerkrankung, vor allem nach erfolgter Nierentransplantation, eine zentrale
Rolle spielen. Zusammenfassend deuten diese altersabhangigen Veranderungen auf

Anpassungen im Metabolismus sowie in verschiedenen biosynthetischen Prozessen hin.

5.5.2.2 Negative Korrelation von TYMP mit dem Alter

Im Gegensatz dazu zeigt die Thymidine phosphorylase (TYMP) als einziges Protein
eine negative Korrelation mit dem Alter. Somit ist ein geringeres Alter in unseren Daten mit
einer hoheren TYMP-Expression verbunden.

Thymidinphosphorylase (TYMP), auch bekannt unter dem Namen platelet-derived
endothelial cell growth factor, ist ein Enzym, das eine zentrale Rolle im Nukleotidstoffwechsel
spielt. Es katalysiert die reversible Phosphorolyse von Thymidin zu Thymidin und
2Desoxyribose-1-phosphat und ist somit essenziell fir den Salvage Pathway der
Pyrimidinbasen. Dartber hinaus fordert TYMP die Angiogenese, indem es das Wachstum von
Endothelzellen stimuliert.""" Der Einfluss des Alters auf die Expression von TYMP ist bislang
nicht umfassend untersucht worden. Lindskog et al. (2012) untersuchte die TYMP-Expression
in der Mukosa von Patienten mit kolorektalem Karzinom und zeigte ebenfalls eine negative
Korrelation der Expression in der Rektalmukosa bezogen auf das Alter, interessanterweise

jedoch nicht in den Tumorproben. Es zeigte sich hier, dass die TYMP-Genexpression in der
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Mukosa mit zunehmendem Alter der Patienten abnahm.''? Diese Ergebnisse deuten darauf
hin, dass das Alter einen Einfluss auf die TYMP-Expression in bestimmten Geweben haben
kénnte.

Bezogen auf Nierenerkrankungen wurde bereits herausgefunden, dass TYMP in
klarzelligen RCCs uberexprimiert ist und mit einer schlechten Prognose korreliert. Die hohe
Expression von TYMP ist auch mit einer veréanderten Immunzellinfiltration assoziiert.'"® Daten
von Napoleon et al. (2025) zeigten, dass TYMP in Hautlasionen von Patient*innen mit
Calciphylaxie, einer seltenen Erkrankung, die vor allem bei terminaler Niereninsuffizienz
auftritt und dermale MikrogefalRthrombosen mit schweren kutanen Nekrosen verursacht,
ebenfalls Gberexprimiert ist. Diese Uberexpression ging mit erhéhten Interleukin-6-Spiegeln
und einer Aktivierung des Gewebefaktors einher,"* was auf eine Beteiligung von TYMP an
entzindlichen und thrombotischen Prozessen hindeutet. Daten zu TYMP bei padiatrischen
Nierenerkrankungen oder speziell bei Nierentransplantierten Patient*innen liegen aktuell nicht

vor.

5.5.3 KNTx vs. eGFR
Es erfolgte weiterhin eine Korrelationsanalyse der Proteinintensitaten von KNTx vs.
eGFR, in der sich 12 signifikante Korrelationen zeigten, von denen 7 einen positiven und 5

einen negativen Korrelationskoeffizienten vorweisen.

5.5.3.1 Positive Korrelationen zur eGFR
Die Proteine mit positiver Korrelation zur eGFR spielen vor allem unterschiedliche Rollen
im tubularen Epithel und sind beteiligt an unterschiedlichen metabolischen Prozessen. Hier ist

eine vermehrte Proteinexpression mit einer héheren eGFR assoziiert.

Es zeigt sich eine positive Korrelation verschiedener Proteine der Zelladhésion, des

lonentransports und Biosynthese zur eGFR

Cadherin-16, auch nierenspezifisches Cadherin (ksp-Cadherin) genannt, ist ein
kalziumabhangiges, membrangebundenes  Zelladhasionsprotein, das fur die
Embryonalentwicklung der Nieren sowie die Formation tubularer Epithelzellen essenziell ist
und in adulten Nieren hochgradig exprimiert wird.'"® Bezogen auf unsere Daten kénnte eine
hohe Expression fir intakte tubulare Strukturen bei guter Nierenfunktion sprechen.

Ebenso deutet die erhdhte Expression des Natrium-Chlorid-Kotransporters SLC12A3
(Solute carrier family 12 member 3) auf eine funktionelle Rickresorption im distalen Tubulus
hin, die eng mit einer erhdhten eGFR verknupft ist. SLC12A3 spielt eine zentrale Rolle im

distalen Tubulus der Niere, wo es Natrium und Chlorid riickresorbiert."'® Das SLC12A3-Gen
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fur Solute carrier family 12 member 3 codiert fir den Na-Cl Co-transporter (NCCT) und ist
ebenso assoziiert mit der Entstehung des Gitelman-Syndroms, einem seltenen renal-tubularen
Syndrom mit Salzverlust. Charakteristisch sind hierbei unter anderem eine Hypokalidmie,
metabolische Alkalose sowie Hypokalzurie in Zusammenhang mit einer Aktivierung des
ReninAngiotensin-Aldosteron Systems (RAAS).""” Weiterhin zeigte sich bereits, dass
Polymorphismen in SLC12A3 mit dem Risiko und dem Verlauf einer diabetischen
Nephropathie assoziiert sein kénnen.'"®

SLC44A2 codiert fur das choline transporter-like protein (CTL2), welches wiederum eine
wichtige Rolle bei der Thrombozytenaggregation und Aktivierung von neutrophilen
Granulozyten spielt. Es ist unter anderem in der Niere, in der Lunge und auf Erythrozyten
exprimiert."® Dariiber hinaus zeigen sich auerdem die Proteine Neutral Alpha-Glucosidase
AB (GANAB), ein Enzym der Glykoproteinbiosynthese,'"® und D-3-Phosphoglycerat-
Dehydrogenase (PHGDH), welches an der Serinbiosynthese beteiligt ist,'® signifikant
korreliert. Letzteres kdnnte auf eine metabolische Anpassung hinweisen, wie sie bei gut

erhaltener Nierenfunktion erforderlich ist.

5.5.3.2 Negative Korrelationen zur eGFR
In der Gruppe der Proteine mit einer inversen Korrelation zur eGFR waren vor allem
verschiedene Proteine signifikant korreliert, die mit inflammatorischen Prozessen,
Zelldifferenzierung oder strukturellen Umbauprozessen assoziiert sind. Hier ist eine vermehrte

Expression mit einer eher verminderten eGFR assoziiert.

Erhohte B.-Mikroglobulin-Spiegel im Urin sind mit interstitieller Fibrose und

tubulérer Atrophie (IFTA) assoziiert

Beta-2-Mikroglobulin ist ein klassischer Marker fir eine eingeschrankte Nierenfunktion
und akkumuliert bei eingeschrankter glomerularer Filtration im Plasma. Es ist ein
niedermolekulares Protein, das unter normalen Bedingungen glomerular filtriert und fast
vollstandig im proximalen Tubulus resorbiert wird. Bei eingeschrankter Nierenfunktion,
insbesondere bei Schadigungen der Tubuli, kann die Reabsorption beeintrachtigt sein, was zu
erhdhten B2M-Konzentrationen im Urin fiihrt.”>" Gleichzeitig fihrt eine verminderte
glomerulare Filtration zu erhéhten B2Microglobulin-Spiegeln im Plasma, da die Ausscheidung
des Proteins vermindert ist.'*? Diese Eigenschaften unterstreichen die Bedeutung von
B2Mikroglobulin als sensitiven Marker fur tubuldre Schadigungen und progrediente
Nierenfunktionseinschrankungen. Somit hat sich B2-Microglobulin bereits als Indikator fur die
tubulare Funktion etabliert und bestatigt seine Relevanz auch in unseren Daten.

In einem Scoping-Review untersuchten Rainey et. al. (2023) den aktuellen Stand der

proteomischen Forschung im Kontext von Nierentransplantationen. Insgesamt wurden 101
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Studien analysiert, wobei der Grofteil retrospektive Einzelzentrenstudien mit begrenzter
Stichprobengréflie waren. Die am haufigsten eingesetzte Methode zur Proteinanalyse war die
Massenspektrometrie. Die untersuchten Proben umfassten verschiedene biologische
Materialien wie Serum, Urin und FlUssigkeiten, die zur Perfusion von Spendernieren
verwendet wurden. Hier wurde in unterschiedlichen Studien erhdhte (,-Mikroglobulin
(B2M)Spiegel im Urin mit interstitieller Fibrose und tubularer Atrophie (IFTA) sowie mit akuten

AbstoRungen bei Nierentransplantierten in Verbindung gebracht.'®

Auch Kanzelmeyer et al.
(2019) bestatigten diese Befunde in einer Studie mit padiatrischen nierentransplantierten
Patient*innen, in der mittels Kapillarelektrophorese und MS eine Assoziation von

B.Mikroglobulin mit IFTA festgestellt wurde.?*

Proteine der Zellreifung (GMFB) und des Zytoskeletts (CDC42) zeigen eine inverse

Korrelation mit der eGFR

Glia Maturation Factor Beta (GMFB) ist ein gehirnspezifisches Protein und an der
Neuronen- und Gliazelldifferenzierung beteiligt. Eine Studie zeigte, dass GMFB im
Tumorgewebe von klarzelligen Nierenzellkarzinomen signifikant niedriger exprimiert ist als in
gesundem Nierengewebe. Gleichzeitig war eine niedrige GMFB-Expression mit einer
unglinstigen Prognose, einschlieRlich einem kiirzerem Gesamtiiberleben, assoziiert.'*> Ob ein
Zusammenhang der GMFB-Expression und der der Nieren- bzw. Nierentransplantatfunktion
besteht, wurde bislang nicht untersucht.

Cell division cycle 42 (CDC42) gehort zur Familie der Rho-GTPasen und spielt durch die
Regulation der Zellpolaritat und der Organisation des Aktin-Zytoskeletts eine wichtige Rolle in
der Entwicklung und Funktion renaler Tubulusepithelzellen. Unter anderem zeigten Elias et.
al. (2015), dass eine Deletion von CDC42 in murinen Zellen in einer abnormen Tubulogenese
resultiert.'”® Choi et al. (2013) zeigten, dass eine CDC42-Defizienz in renalen
Tubulusepithelzellen bei Mausen zu zystischen Nierenveranderungen fuhrt, die durch eine
gestorte Ziliogenese, erhdhte Zellproliferation und Fibrose charakterisiert sind und der

Nephronophthise, einer Form der zystischen Nierenerkrankung im Kindesalter, ahneln."?’

ST6GAL1 kann bei IgA-Nephropathie mit einer schlechteren eGFR assoziiert sein

ST6GAL1 ist eine Sialyltransferase, die fur die a2,6-Sialylierung von Glykoproteinen
verantwortlich ist.°" Bei Patienten mit IgA-Nephropathie zeigten sich erhéhte Plasma-
ST6GAL1-Spiegel mit einer geringeren eGFR, einer ausgepragteren Proteinurie und einem
fortgeschritteneren Krankheitsverlauf assoziiert.'?® Dies zeigt sich auch passend zu unseren
Ergebnissen. Weiterhin zeigte sich, dass bestimmtie genetische Polymorphismen im
ST6GAL1-Gen mit einer erhdhten Anfalligkeit fir IgA-Nephropathie und einem ungtinstigeren

Verlauf der Erkrankung korrelieren,'”® was zuséatzlich die Rolle von ST6GAL1 bei der
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Entstehung von renalen Pathologien unterstreicht. Dieser Zusammenhang ist zum aktuellen

Zeitpunkt jedoch nicht weiterreichend erforscht.

Pyridoxal kinase (PDXK) ist ein Enzym des Vitamin-B6-Stoffwechsels,”® und kénnte
durch seine erhdhte Expression bei eingeschrankter Nierenfunktion eine Kompensation
oxidativen Stresses darstellen.

Uber die Funktion von Uteroglobin (SCGB1A1), einem antiinflammatorischen

1

Sekretoprotein,”™! und von Small integral membrane protein 24 (SMIM24) im Rahmen von

Nierenerkrankungen ist noch wenig bis kaum bekannt.

5.6 Protein-Matches zeigen mogliche Relevanz der identifizierten Proteine auf

Um die mogliche klinische Relevanz der in Rahmen der differentiellen Analyse zwischen
kindlichen (KNTx) und erwachsenen Nierentransplantatempfanger*innen (NTx) identifizierten,
signifikant unterschiedlich exprimierten Proteine zu untersuchen, erfolgte ein Vergleich mit den
Proteinen, die in unseren Korrelationsanalysen signifikante Zusammenhange mit klinischen

Parametern der padiatrischen Proband*innen (KNTx) aufzeigten.

5.6.1 COPA als Protein-Match im Vergleich zwischen signifikant
unterschiedlich exprimierten Proteinen (KNTx vs. NTx) und den
signifikanten Korrelationen mit dem Alter
Beim Vergleich der Protein-Matches signifikant differentiell exprimierter Proteine (KNTx

vs. NTx) versus signifikanter Korrelationen der Proteinintensitaten von KNTx vs. Alter stellte

sich das vesikulare Transportprotein Coatomer subunit alpha (COPA) als Gbereinstimmendes,
differentiell exprimiertes Protein dar und zeigt in beiden Gruppen eine gleichgerichtete

Expression. Wie oben bereits beschrieben, ist der Coatomer-Komplex, einschlieRlich COPA,

am retrograden vesikularen Transport beteiligt. Es ist auflerdem beschrieben, dass

Mutationen im COPA-Gen eine autoinflammatorische Erkrankung, das sogenannte COPA-

Syndrom, auslésen kénnen.'® Die Ubereinstimmung sowohl in der differentiellen Analyse als

auch in der Alterskorrelation konnte hinweisend daflir sein, dass der intrazellulare

Vesikeltransport altersabhangig relevante Veranderungen bei nierentransplantierten Kindern

vorweist und die Funktion von COPA im Rahmen von weiteren Studien, insbesondere im

Hinblick auf eine mogliche Funktion als Biomarker in suEVs von Kindern, weitreichender

untersucht werden sollte. Unter anderem konnten Veranderungen im vesikularen Transport

Auswirkungen auf die Zellphysiologie und somit moglicherweise auf die langfristige

Transplantatfunktion haben. Ein direkter Zusammenhang von COPA mit der primaren Bildung

von suEVs wurde bislang in der Literatur nicht beschrieben.
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5.6.2 ST6GALA1 als Protein-Match im Vergleich zwischen differentiell
exprimierten Proteinen (KNTx vs. NTx) und den signifikanten
Korrelationen mit der eGFR

Im Vergleich der Protein-Matches signifikant differentiell exprimierter Proteine (KNTXx vs.

NTx) vs. signifikanter Korrelationen der Proteinintensitadten von KNTx vs. eGFR zeigte sich

Beta-galactoside alphaZ2,6-sialyltransferase (ST6GAL1) Ubereinstimmend. Wie oben bereits

beschrieben, wurde ST6GAL1 bislang vor allem bei der Progression der IgA-Nephropathie

sowie der Funktion als Marker der Nierenfunktionseinschrankung in diesem Kontext bereits
untersucht. Konkrete Daten zu nierentransplantierten Patient*innen oder Kindern gibt es
bislang nicht. Laut Liu et. al. (2021) ist ST6GAL1 im Plasma ist bei Patient*innen mit einem
erstmaligen Auftreten einer IgA-Nephropathie signifikant erhéht, wobei erhdhte ST6GAL1-

Spiegel mit einer schwereren Krankheitsauspragung assoziiert sind. Funktionell vermittelt

ST6GAL1 die terminale Sialylierung von Immunglobulin G (IgG), was zur Hemmung der

proinflammatorischen Zytokinproduktion in peripheren mononuklearen Blutzellen fihrt und

damit zur Verzdgerung der Krankheitsprogression beitragt.'?®

Die Identifizierung dieses Enzyms sowohl in der differentiellen Analyse als auch in der
Korrelation mit der eGFR in unseren Daten ist besonders interessant. Ob ST6GAL1
unabhangig von IgA-assoziierten Nierenerkrankungen im Kontext der Nierentransplantation,
insbesondere bei padiatrischen Patient*innen, einen Stellenwert als Biomarker in der
Diagnostik haben konnte, ist weiterhin unklar. Hier sind vor allem weiterreichende

Untersuchungen mit gréReren Stichproben notwendig.

5.6.3 Im Gesamt- vs. Subgruppenvergleich (KNTx vs. NTx <1 Monat) zeigen
sich Protein-Matches bezogen auf Zellstruktur, Proteinbiosynthese,
Zytoskelett und oxidativen Stress
Letztlich erfolgte ein abschlieRender Vergleich der Protein-Matches im Vergleich

differentiell gemessener signifikanter Proteine in der Gesamtgruppenanalyse (KNTx vs. NTx)

sowie differentiell gemessener signifikanter Proteine in der Subgruppenanalyse (KNTx vs. NTx
<1 Monat). Die Ergebnisse zeigen, dass einige signifikant exprimierte Proteine sowohl in der

Gesamtanalyse (KNTx vs. NTx) als auch in der Subgruppenanalyse (KNTx vs. NTx <1 Monat)

ubereinstimmen. Jedoch muss auch davon ausgegangen werden, dass die Subgruppe der

adulten Kontrollproband*innen mit einem Abstand zur Transplantation von <1 Monat die

Gesamtergebnisse deutlich beeinflusst haben kdénnte. Hier ist unter anderem zu

berlcksichtigen, dass die Kontrollen mit einem Abstand von <1 Monat funf der acht Kontrollen

und somit fast Zweidrittel der Vergleichsgruppe ausmachen. Folglich ist daher auch ein Match
signifikant unterschiedlich exprimierter Proteine in beiden Gruppen nicht notwendigerweise
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hinweisend fur eine grofRere Relevanz.
Insgesamt konnten hier acht Proteine identifiziert werden, die in beiden Analysen
signifikant differentiell exprimiert waren. Diese Proteine sind in Tabelle 12 aufgefihrt und in

Abbildung 16 als Venn-Diagramm dargestellit.

Verschiedene identifizierte Proteine dienen als prognostischer Marker beim

Nierenzellkarzinom — Funktionen bei anderen Nierenerkrankungen sind bislang

unbekannt

Hornerin wurde unter anderem als Regulator der Tumorangiogenese, vor allem bei
Pankreaskarzinomen, identifiziert. Es wurde in diesem Kontext auch festgestellt, dass
Hornerin auf RCCs exprimiert wird.%? Protein tyrosine phosphatase nonreceptor type 13
(PTPN13) zeigt sich bei Uberexpression als prognostisch giinstiger Faktor bei klarzelligen
RCCs."™ Auch die Expression von 26S proteasome regulatory subunit 7 (PSMC2) auf
klarzelligen RCCs als unglnstiger prognostischer Faktor wurde beschreiben.’® Letztlich
wurde auch Dehydrogenase/Reductase 2 (DHRS2) bei Uberexpression auf klarzelligen RCCs
als prognostisch ungiinstig beschrieben.”™ Die Funktion dieser Proteine bei
Nierenerkrankungen abseits von RCCs oder im Rahmen von Nierentransplantationen ist nicht

erforscht.

Bei Large Ribosomal Subunit Protein uL6 handelt es sich um ein Protein, das eine

Rolle bei der Proteinbiosynthese spielt.®

Plectin spielt eine wichtige Rolle in der Formation
des Zytoskeletts.*® Ein Zusammenhang dieser Proteine speziell mit renalen Pathologien ist

nicht beschrieben.

Filamin A ist ein Marker fiir die Anpassung der Niere an mechanischen Stress

Filamin A (FLNA) ist ein Aktin-bindendes Protein, welches eine wichtige Rolle bei der
Organisation des Zytoskeletts sowie der Zelladhasion spielt. Es ist beteiligt an zahlreichen
Prozessen wie Zelladhasion, -Migration und auch Signaltransduktion. Primar ist die Bedeutung
von FLNA im Kontext der neuronalen Entwicklung bekannt.>®

Greiten etal. (2021) untersuchten die Rolle von Filamin A (FLNA) in Podozyten unter
mechanischem Stress, insbesondere bei diabetischer Nephropathie. In Nierenbiopsien von
Patienten zeigte sich eine deutliche Uberexpression von FLNA gegenlber Kontrollen,
vermutlich als adaptive Reaktion der Podozyten auf den durch Hyperglykdmie und glomerulare
Hypertonie induzierten mechanischen Stress. Im murinen Modell fihrte ein
podozytenspezifischer FLNA-Knockout unter diabetischen Bedingungen zu verstarkter
Proteinurie, Podozytenverlust und glomerularer Sklerose, was auf eine protektive Funktion von

FLNA bei der Anpassung von Podozyten an mechanischen Stress hinweist. FLNA erwies sich
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zudem als zentrale Komponente von Signalwegen zur Regulation von Zytoskelett und
Zelladhasion, also Mechanismen, die bei der Progression der diabetischen Nephropathie von
entscheidender Bedeutung sind. Filamin B, welches im Rahmen unserer Untersuchungen
ebenfalls als signifikant unterschiedlich exprimiertes Protein identifiziert und im Rahmen der
Diskussion dieser Arbeit bereits besprochen wurde, war insgesamt schwacher exprimiert, aber
unter mechanischem Stress moderat Uberexprimiert, was auf unterstiitzende Funktionen
schlieRen lasst."®

Die Ergebnisse legen nahe, dass Filamin A als Vermittler von podozytaren
Signalwegen fungiert und somit eine wichtige Rolle bei der Anpassung von Zellen an
verschiedene Belastungen spielt. Diese Erkenntnisse sind besonders relevant fir
Erkrankungen mit erhéhtem mechanischen Stress in der Niere, wie Hypertonie, diabetische
Nephropathie und mdglicherweise auch im Anschluss an eine erfolgte Nierentransplantation,
bei denen Podozyten starken Belastungen ausgesetzt sind."*® Daher kénnte FLNA vor allem
im Kontext unserer Ergebnisse besonders interessant sein und sollte im Zuge zukunftiger

Studien im Hinblick auf seine Funktion als potenzieller Biomarker naher untersucht werden.

GSTK1 kénnte Anpassungen des Nierentransplantats an oxidativen Stress

aufzeigen

Daruber hinaus zeigte sich das Protein Glutathione S-Transferase Kappa 1 (GSTK1)
ubereinstimmend in beiden Gruppen. Hierbei handelt es sich um ein mitochondriales Enzym,
das eine zentrale Rolle in der Aufrechterhaltung der Redox-Homoostase in Peroxisomen spielt
und somit zum Schutz des zelluldren oxidativen Gleichgewichts beitragt. Ein Verlust von
GSTK1 fuhrt zu erhéhtem oxidativem Stress und veranderter Expression antioxidativer
Gene.'®

Blackburn et al. (2011) untersuchten die Rolle von GSTK1 im Kontext der
Nierenfunktion. Dazu wurden Gstk17/~-Mause generiert, um die Auswirkungen eines Gstk1-
1Mangels zu analysieren. Elektronenmikroskopische Untersuchungen der Nieren zeigten
bereits im Alter von 3 Monaten Veranderungen der glomerularen Basalmembran bei
mannlichen Gstk17/~-Mausen, begleitet von einer nachweisbaren Mikroalbuminurie. Die
Ergebnisse deuten darauf hin, dass ein Mangel an Gstk1 zu glomerularen Schadigungen fuhrt,
die mit dem nephrotischen Syndrom vergleichbar sind, ohne dass ein offensichtlicher
oxidativer Stress vorliegt."’

Bezogen auf unsere Studie zeigt sich, dass GSTK1 im Kontext renaler
Pathomechanismen einen Stellenwert einnimmt, und daher im Zuge zukunftiger
Untersuchungen des Urinproteoms vor allem im Hinblick auf eine friihe Detektion mdglicher

renaler Schaden weiter untersucht werden sollte.
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5.7 Limitationen unserer Arbeit
Im Rahmen unserer Pilotstudie konnten wir mehrere Proteine identifizieren, die sich
differentiell exprimiert zeigten und daher in Zukunft eine potenzielle Rolle als nicht-invasive

Biomarker aus dem Urin nierentransplantierter Patient*innen einnehmen konnten.

Obwohl diese Ergebnisse womdoglich auf wichtige biologische Zusammenhange und
pathophysiologische Veranderungen hinweisen, ist es wichtig zu betonen, dass solche
Assoziationen im Kontext von Studien stark durch Confounder beeinflusst sein kénnen.
Faktoren wie Alter, Geschlecht,® Immunsuppressionsregime, Abstand zur Transplantation,
Komorbiditaten (z. B. Diabetes mellitus oder Bluthochdruck), vor allem bei den erwachsenen
Kontrollproband*innen, Unterschiede in der Nierenfunktion (z. B. eGFR, Proteinurie) sowie
maogliche subklinische akute Erkrankungen zum Zeitpunkt der Probenentnahme (z.B. virale
Infekte) stellen potentielle StérgroRen dar, die die beobachteten Proteomveranderungen
unabhéngig von der untersuchten Hauptvariable beeinflussen'® kénnen.

Um dieser Problematik zu begegnen, sollten zukinftige Studien in diesem Gebiet daher
methodisch robuster gestaltet werden. Dazu kdnnte insbesondere der Einsatz von gematchten
bzw. angepassten Kohorten, bei denen Patienten anhand relevanter Confounder wie Alter,
Geschlecht, Nierenfunktion oder immunsuppressiver Therapie paarweise zugeordnet werden,
gehoren. Diese Anpassungen kdnnen einerseits dabei helfen, strukturelle Unterschiede
zwischen den Gruppen zu minimieren und die Aussagekraft der beobachteten
Proteinexpressionsmuster unserer Pilotstudie zu erhohen. Andererseits ist jedoch zu
beachten, dass angepasste Kohorten in Fall-Kontroll-Studien auch zu einer selection bias bzw.
einer Stichprobenverzerrung fuhren kénnen. In Kombination mit dem Confounding kann
daraus resultierend ein net bias bzw. Gesamtbias entstehen, das ebenso zur Verstarkung des
Confoundings beitragen kann."*

Dartuber hinaus ist der Einsatz multivariabler statistischer Modelle entscheidend,
insbesondere Regressionsanalysen mit Adjustierung fir mogliche Confounder. Hierdurch
kann die unabhangige Assoziation einer Variablen mit der untersuchten Zielvariable unter
Kontrolle anderer Einflussfaktoren ermittelt werden.'*

Insbesondere ist auch eine ausreichende Stichprobengrdfe notwendig, um eine hohe
statistische Power, also eine gute statistische Aussagekraft, zu gewahrleisten.*' Bei
padiatrischen nierentransplantierten Patient*innen stellt dies jedoch aufgrund des sehr kleinen
und aufgrund des Alters sehr inhomogenen Patient*innenklientels eine sehr grofle
Herausforderung dar.

Essentiell zur Beurteilung maglicher Veranderungen in der Proteinexpression ist dartuber
hinaus auch ein longitudinales Studiendesign, bei dem Urinproben zu verschiedenen

Zeitpunkten ggfs. vor und nach Transplantation untersucht werden. In den Arbeiten von Braun
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et al. (2019 und 2020) zeigten sich einerseits Veranderungen in der Expression bestimmter
Proteine, einschlieRlich PCK2, zu unterschiedlichen Zeitpunkten nach Transplantation.
Andererseits zeigten sich auch Subcluster der Proteinexpressionen bezogen auf
unterschiedliche Zeitpunkte der Probenabnahme. Somit kdnnen die Proteinexpressionsmuster
unter anderem auf biologische Zustande, Anpassungsvorgange oder auch
AbstoRungsreaktionen hinweisen. Wie bereits oben erlautert, fihrte man auch
ergdnzende immunhistochemische Untersuchungen fir PCK2 an bioptisch gewonnenem
Nierengewebe durch, um Korrelationen mit der Anreicherung von PCK2 in den suEVs

nachzuweisen. Diese zeigten sich jedoch nicht signifikant. 333

Zur besseren Interpretierbarkeit von Veranderungen in Proteinexpressionsmustern im
klinischen Kontext und zur Validierung differentiell exprimierter Proteine kénnten proteomische
Untersuchungen von suEVs in Kombination mit zeitgleich entnommenen Nierenbiopsien
dennoch malfigeblich beitragen. Turco et al. (2016) konnten zuvor bereits signifikante
Korrelationen zwischen EV-Markern und Gewebeeigenschaften von Nierenbiopsien

nachweisen. Hier zeigten sich auch Veranderungen, die mit dem Alter assoziiert sind."’

Folglich unterstreichen diese Uberlegungen die Notwendigkeit, die differenzielle
Proteinexpression sowie Veranderungen in Expressionsmustern stets im Kontext mdglicher
Storfaktoren und klinischer Einflisse zu interpretieren und in zukinftigen Studien gezielt auf
methodische Strategien zur Kontrolle von solchen zurtickzugreifen, um robuste und klinisch

relevante Aussagen treffen zu kénnen.

Obwohl die begrenzte StichprobengréRe die Generalisierbarkeit unserer Ergebnisse
einschrankt, liefert diese Pilotstudie dennoch wichtige Hinweise auf verschiedene Proteine,
die in zukUnftigen, umfangreicheren Studien weiter untersucht werden sollten.

Unsere Ergebnisse kdnnen hier mdglicherweise als Grundlage fur die Entwicklung
spezifischerer und sensitiverer Nachweismethoden dienen, die langfristig dazu beitragen
konnten, invasive diagnostische Methoden wie die Nierenbiopsie in bestimmten
Fragestellungen zu ersetzen und die Nachsorge fur nierentransplantierte Kinder zu
verbessern.

Um small urinary extracellular vesicles in Zukunft als potenzielle, nicht-invasive Quelle fur
Biomarker im Rahmen der Nachsorge nach Nierentransplantation anwenden zu koénnen,
sollten weitere Studien mit einem homogenen Patient*innenkollektiv, ggfs. auch im Rahmen
von multizentrischen Studien gemeinsam mit anderen groRen Transplantationszentren,
erfolgen. So kann gewahrleistet werden, dass ausreichend padiatrische Proband*innen

eingeschlossen werden.
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5.8 Zusammenfassung und Ausblick

Nierentransplantationen bei padiatrischen Patient*innen sind noch immer eine Seltenheit
und Studien zur Anwendbarkeit von Biomarkern aus small urinary extracellular vesicles als
diagnostisches Mittel bei Kindern und Jugendlichen existieren bisher nicht. Ergebnisse von
Studien mit erwachsenen Proband*innen sind nicht immer ohne Weiteres auf Kinder
ubertragbar. Aus diesem Grund ist es essenziell, Studien zur Untersuchung mdglicher
diagnostischer Methoden bei Kindern und Jugendlichen durchzufiihren, um deren
Anwendbarkeit im klinischen Kontext zu validieren.

In Rahmen unserer Pilotstudie prasentieren wir erste Daten zum Urinproteom von Kindern
und Jugendlichen nach erfolgter Nierentransplantation und méchten somit einen Beitrag zur
Erforschung nicht-invasiver diagnostischer Methoden bei padiatrischen Patient*innen leisten.
Unsere Arbeit soll einen Ausgangspunkt fur weiterfihrende Forschung darstellen, um
potenzielle Biomarker zu identifizieren, die flir das Monitoring des Transplantatzustands und
gegebenenfalls auch zur frihen Detektion von Abstof3ungsreaktionen geeignet sind.

Die im Rahmen unserer Pilotstudie identifizierten Proteine kdnnten in diesem Sinne eine
wichtige Rolle spielen und zur Uberwachung der Transplantatfunktion bzw. zur Vorhersage
potenzieller Komplikationen beitragen. Unsere Ergebnisse unterstreichen zudem die
Bedeutung alters- und funktionsspezifischer Unterschiede im Proteom nach
Nierentransplantationen, was relevant fir die Therapie und Nachsorge von Kindern und
Jugendlichen im Vergleich zu Erwachsenen nach Nierentransplantation sein kénnte.

Weitere Studien sind notwendig, um den Stellenwert der im Rahmen unserer Studie
identifizierten Proteine zu untersuchen und ihre mégliche Relevanz im klinischen Kontext zu

bestatigen.
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