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Die vorliegende Erfindung betrifft ein Verfahren zur Diagnostizierung einer Lungentransplantat-
Abstofiung.

Seit ihren Anfdngen (1) wurden gewaltige Fortschritte bei der Lungentransplantation (2-4)
gemacht. Derzeit sind chronische obstruktive Lungenerkrankungen (chronic obstructive pulmonary
disease, COPD), einschlieflich Emphysem und a-1-Antitrypsin-Mangel-Syndrom, gefolgt von
zystischer Fibrose, idiopathischer pulmonaler Fibrose und primérer pulmonaler Hypertonie, die
héufigsten Indikationen fir eine Lungentransplantation (3-5). Die wichtigsten Ursachen fiir die
Morbiditat und Mortalitét bei einer Lungentransplantation ist das primare Transplantat-Versagen,
Infektion und akute und chronische AbstoRung (4). Uberwachungsprotokolle mit transbronchialer
Lungenbiopsie (TBB) zeigten, dass die meisten Transplantat-Empfanger mindestens eine Episode
einer akuten Abstoung erfahren, deren Auftreten in den ersten 100 Tagen nach der Transplanta-
tion am haufigsten ist (4, 6, 7).

Klinische Kriterien alleine sind zur Diagnostizierung einer AbstoBung ungenau. TBB kann eine
Transplantat-Abstoung diagnostizieren, ist jedoch invasiv und fiir eine wiederholte Durchfiihrung
unbrauchbar (7). Ein Ubersehen einer frithen AbstoRung erhdht die Morbidit4t und Mortalitat und
hat zur Suche nach Markern fir die AbstoRung gefiihrt. Ein idealer Marker sollte a) nicht-invasiv
erhalten werden, b) wiederholt verwendbar sein, c) empfindlich sein, d) leicht und rasch durchge-
fihrt werden und e) kostengtinstig sein. Ein serologischer Marker wiirde diesen Kriterien am bes-
ten entsprechen und kénnte kiinische Parameter (7) erganzen, um eine Transplantat-AbstoRung
genauer und rascher zu erkennen. Serum-Adhésions-Molekiile und broncho-alveoldre Lava-
ge(BAL)-Marker erwiesen sich als enttduschende Marker (8, 9, 10), und keines davon wurde zu
einem Standard-Test.

Offensichtlich besteht ein Bedarf an einem solchen Marker fir eine einfache und verlissliche
Diagnose einer Lungentransplantat-AbstoRung. Es ist daher ein Ziel der vorliegenden Erfindung,
einen solchen geeigneten Marker vorzusehen. Das Test-System sollte auch einen frilhen Nach-
weis einer Transplantat-AbstoRung erméglichen.

Daher sieht die vorliegende Erfindung ein Verfahren zur Diagnostizierung einer Abstoung
eines Lungentransplantats vor, umfassend die Bestimmung der Menge eines Hepatozyten-
Wachstums-Faktors (HGF) in einer Kérperfliissigkeit oder Gewebeprobe von Patienten, die einer
Lungentransplantation unterzogen wurden. Es zeigte sich mit der vorliegenden Erfindung, dass ein
betréchtlich erhéhter HGF-Spiegel bei solchen Patienten ein Indikator fir eine Lungentransplantat-
AbstoRung ist. Die vorliegende Erfindung sieht ein rasches und verlassliches Werkzeug fir die
Diagnostizierung einer Lungentransplantat-Abstoung selbst in einer sehr friihen post-operativen
Phase vor (z.B. schon am Tag 2 oder 3), was eine rasche Verabreichung einer addquaten Thera-
pie (z.B. einer Steroid-Therapie) ermdglicht, um ein Transplantat-Versagen, welches zu einer er-
neuten Transplantation oder zum Tod des Patienten fiihren kann, zu verhindern. Es ist besonders
die Méglichkeit eines frithen Beginns beispielsweise einer Steroid-Therapie, die einen Hauptvorteil
der vorliegenden Erfindung darstellt, da die Erfolgsrate einer solchen Steroid-Therapie wesentlich
vom (friihen) Zeitpunkt der Therapie abhéngt. AuBerdem kann mit der vorliegenden Erfindung eine
Diagnostizierung unter Verwendung weiterer invasiver oder chirurgischer Schritte (wie TBB) ver-
mieden werden. AulBerdem kann die vorliegende Erfindung zur einfachen Uberwachung von Lun-
gentransplantations-Patienten dienen, wenn man bedenkt, dass Routine-Serum-Tests wiederholt
an diesen Patienten wahrend ihres post-operativen Spitalsaufenthalts sowie zu Kontroll-
Zeitpunkten (zur Messung von Parametern wie Blut-Gasen, Nieren- und Leber-Enzymen, usw.)
durchgefiihrt werden. Daher sind die HGF-Mengen in diesen Serum-Proben leicht detektierbar.

Das Verfahren gemaR der vorliegenden Erfindung umfasst im Allgemeinen bei einer Standard-
Vorgangsweise die Schritte:

* Vorsehen einer Korperflissigkeit oder Gewebeprobe, die von einem Patienten nach einer

Lungentransplantation erhalten wurde,

Bestimmen der HGF-Menge in diesen Proben,

Vergleichen der ermittelten Menge des Post-Transplantations-HGF mit einer Standard-
HGF-Menge und

Diagnostizieren einer Lungentransplantat-AbstoBung, wenn die ermittelte Menge des Post-
Transplantations-HGF wesentlich erhéht ist und daher ein Indikator fiir ein solches Ereignis
ist.
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HGF wurde erstmals im Plasma von teilweise hepatektomierten Ratten (11) nachgewiesen,;
und spater aus Humanplasma und Lungen-Fibroblasten (12, 13) gereinigt. Zusatzlich zu seiner
Rolle bei der Regenerierung einer verletzten Lunge (14) wirkt HGF auch in anderen Organen, und
jungste Studien an Tieren zeigen, dass er ein empfindliches MaR fir eine NierenabstoBung sein
kénnte (15, 16). Klinische Daten, die im Laufe der vorliegenden Erfindung geliefert wurden (siehe
,Vergleichsbeispiel” im Beispiel-Teil), zeigen, dass HGF-Mengen nicht zur Vorhersage und Analyse
einer Nierentransplantat-AbstoBung beim Menschen verwendet werden kénnen. Die Rolle von
HGF als Marker bei Menschen fiir Nieren oder fur andere Organe, wie die Lunge, war daher véllig
unvorhersehbar. Uberraschenderweise erwies sich HGF als ein geeigneter und verldsslicher
Marker fiir eine (frithe und spéate) Lungentransplantat-Abstofiung.

Die Kérperfliissigkeit oder Gewebeprobe, in welcher die HGF-Menge gemaR der vorliegenden
Erfindung ermittelt wird, kann aus jeder Quelle stammen, in welcher der erhthte HGF-Spiegel ein
Indikator fur eine Lungentransplantat-AbstoRung ist, z.B. Quellen, die ausgewahlt sind aus der
Gruppe umfassend Serum, Plasma, Blut, Transsudate, Lungen- oder Bronchien-Drénagen oder
Lavagen, Sputum, Harn, an die Lunge angrenzendes Gewebe und Lungengewebe. Da das Erhal-
ten von Gewebeproben mit den Nachteilen verbunden sein kann, die fir die derzeit verwendeten
Methoden (TBB) bekannt sind, sind nicht-invasive Methoden zur Entnahme von Proben vom Pati-
enten, die die invasive (operative) Belastung firr die Lungen umgehen, bevorzugt: Serum, Plasma,
Blut, Transsudate in intra-operativ implantierten Drains, Lunge- oder Bronchial-Lavagen und Spu-
tum.

Vorzugsweise umfasst das Verfahren gemaR der vorliegenden Erfindung die folgenden Schrit-
te:

«  Vorsehen einer Korperflilssigkeit oder Gewebeprobe von einem Patienten, der einer Lun-

gentransplantation unterzogen wurde,

. Bestimmen der HGF-Menge in dieser Korperfliissigkeit oder Gewebeprobe,

« Vergleichen, ob die ermittelte HGF-Menge im Vergleich zur HGF-Menge bei Patienten
ohne Lungentransplantat-Abstoung erhoht ist, und

« a) Diagnostizieren einer Lungentransplantat-AbstoRung, wenn die ermittelte HGF-Menge
im Vergleich zur HGF-Menge bei Patienten ohne Lungentransplantat-AbstoRung erhoht ist,
oder

« b) Nicht-Diagnostizieren einer Lungentransplantat-AbstoRung, wenn die ermittelte HGF-
Menge nicht erhéht ist im Vergleich zur HGF-Menge bei Patienten ohne Lungentransplan-
tat-Absto3ung.

Die Art, auf welche die HGF-Menge in der Probe ermittelt wird, ist nicht von kritischer Bedeu-
tung; aus medizinischen Griinden muss eine solche Bestimmung standardisiert sein. Bevorzugte
Methoden oder Mittel sind ausgewdhlt aus der Gruppe ELISA, RIA, Massenspektroskopie, Affini-
tats-Chromatographie, Stromungs-Zytometrie, Protein-Mikroarrays, fluoreszierende Antikorper,
HGF-bindende Substanzen, insbesondere monoklonale und polyklonale HGF-Antikorper oder
HGF-Rezeptoren, immunohistochemische Methoden, immunfillung, Western Blot, Fluoreszenz-
Resonanz-Energie-Transfer (FRET), cDNA-Array und Nukleinsdure-Amplifikationsmethoden (die
letztere natiirlich nur fiir Gewebeproben, wobei erhéhte HGF-mRNA ein Indikator fur Lungentrans-
plantat-Reaktionen sein kann).

Die erhohte HGF-Menge, die geméR der vorliegenden Erfindung ein Indikator fiir eine Lungen-
transplantat-AbstoBung sein kann, kann vorzugsweise mit mindestens einem der Folgenden besté-
tigt werden:

« die ermittelte HGF-Menge betragt mindestens 400%, vorzugsweise mindestens 500%, ins-
besondere mindestens 600%, des mittleren Grundlinien-Niveaus von HGF bei gesunden
Kontrollen,

. die ermittelte HGF-Menge betragt mindestens 200%, vorzugsweise mindestens 300%, ins-
besondere mindestens 350%, des mittleren Grundlinien-Niveaus von HGF bei Patienten
vor einer Lungentransplantation,

. die ermittelte HGF-Menge betragt mindestens 200%, vorzugsweise mindestens 300%, ins-
besondere mindestens 350%, des mittleren Grundlinien-Niveaus von HGF bei Patienten
am Tag 3 oder spéter nach einer Lungentransplantation ohne Vorkommnisse, insbesonde-
re ohne Transplantat-Abstoung und/oder ohne Infektion.
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Je nach der Art der Messung der HGF-Menge, der Patienten- oder Gruppen-Probe oder der
Quelle der Probe, kénnen bei solchen Vergleichs-Mengen an HGF, die ,keine Transplantat-
Abstoflung” bedeuten, die absoluten und relativen Werte jedoch unterschiedlich sein; HGF erwies
sich jedoch als ein ausgezeichneter und signifikanter Marker, so dass der Fachspezialist auf dem
Gebiet die Lehre der vorliegenden Beschreibung leicht anwenden kann, um festzustellen, ob eine
HGF-Menge beim Transplantations-Patienten erhéht ist oder nicht.

Beispielsweise kdénnen die oben erwshnten mittleren Grundlinien-Spiegel in den folgenden
Bereichen (im Serum) vorliegen: mittlerer HGF-Grundlinien-Spiegel bei gesunden Kontrollen:
zwischen 300 und 900 pg/ml Serum;
mittlerer HGF-Grundlinien-Spiegel bei Patienten vor Lungentransplantation: zwischen 900 und
1600 pg/ml Serum;
mittlerer HGF-Grundlinien-Spiegel bei Patienten am Tag 3 nach einer Lungentransplantation ohne
Vorkommnisse, insbesondere ohne Transplantat-AbstoBung und/oder ohne Infektion: zwischen
800 und 1500 pg/ml Serum.

in absoluten Werten (die auch stark von der HGF-Bestimmungsmethode abhéngen), kann eine
erhéhte HGF-Menge, die ein Indikator fur eine Lungentransplantat-AbstoRung ist, vorzugsweise
durch einen Serum-Spiegel, vorzugsweise am Tag 3 (oder spater) nach der Lungentransplantation
von héher als 2000 pg/ml, vorzugsweise héher als 2300 pg/ml, insbesondere héher als 2500 pg/ml,
bestétigt werden. Die Serum-HGF-Spiegel bei Patienten mit Lungentransplantat-AbstoBung kon-
nen auf zwischen 3000 pg/ml bis 5000 pg/ml oder mehr steigen.

Ein bevorzugtes Verfahren zur Messung von HGF-Mengen ist, die Mengen im selben Patienten
vor der Transplantation und danach zu iberwachen. Dabei wird eine (geringfiigig oder sogar stark)
erhéhte Menge an HGF kurz nach der Operation (einige Stunden oder etwa ein bis zwei Tage)
beobachtet, die jedoch wieder auf das vor der Operation bestehende Niveau oder sogar darunter
geht und dort bleibt, wenn keine AbstoRungsreaktionen vorkommen. Ein signifikanter post-
operativer Anstieg der HGF-Mengen oder ein Fehlen der post-operativen Verringerung ist ein
Indikator fir eine AbstoBungsreaktion; ein geringfiigiger Anstieg am Tag 3 oder danach kann eine
Infektion anzeigen.

GemaR einem weiteren Aspekt sieht die vorliegende Erfindung die Verwendung von HGF bin-
denden Substanzen vor, um die Menge an HGF in einer Kérperflissigkeit oder in einer Gewebe-
probe, die von einem einer Lungentransplantation unterzogenen Patienten stammt, zu messen.
Eine HGF bindende Substanz kann jede Substanz sein, die eine spezifische Affinitat zu HGF zeigt,
durch welche eine HGF-Bestimmung erméglicht wird, wie HGF-Antikérper (natiirlich einschlieBlich
aller Fragmente und Derivate davon, die dieselbe Spezifitit aufweisen) oder HGF-Rezeptoren.

GemaR einem anderen Aspekt betrifft die vorliegende Erfindung weiters ein Set zur Diagnosti-
zierung einer Lungentransplantat-AbstoRung, umfassend

* einen Probenbehalter mit einer Kérperfiissigkeit oder einer Gewebeprobe eines einer Lun-

gentransplantation unterzogenen Patienten, und

* Mittel zum Bestimmen der HGF-Menge in der Probe,

*+ oder die Verwendung eines Sets zur Bestimmung der HGF-Menge zur Diagnostizierung

einer Lungentransplantat-AbstoRung.

Das Set gemaR der vorliegenden Erfindung umfasst weiters HGF-Vergieichs-Praparate, die
eine bestimmte Menge an HGF enthalten, z.B. Plasma-Proben, HGF-Konzentrations-Reihen, HGF-
Eichkurven usw.

Vorzugsweise ist das Set geméaR der vorliegenden Erfindung in Form einer (Mikro-)Platte,
eines Biochips, einer Membran vorgesehen, d.h. wo das Mittel zum Bestimmen der HGF-Menge
eine (Mikro-)Platte, einen Biochip oder eine Membran umfasst, wobei beispielsweise HGF-
einfangende Molekiile und/oder HGF (Standards) an einer festen Oberflache immobilisiert sind.

Die vorliegende Erfindung wird durch die folgenden Beispiele und die Zeichnungsfiguren weiter
veranschaulicht, ohne jedoch auf diese eingeschrankt zu sein.

Beschreibung der Figuren:

Fig. 1: Mittlere HGF-Serum-Spiegel bei Kontrollen, und bei Patienten mit COPD, cystischer
Fibrose (CF) und idiopathischer Lungenfibrose (LF) vor der Transplantation (pra-OP). Die HGF-
Spiegel sind bei allen Patientengruppen erhéht, jedoch nicht signifikant verschieden im Vergleich
zu Kontrollen.
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Fig. 2: Mittlere HGF-Serum-Spiegel bei Kontrollen, Patienten vor der Transplantation (pra-OP)
und bei Patienten ohne Vorkommnisse bis zu 24 Wochen nach der Transplantation. Die mittieren
Serum-HGF-Spiegel bei Patienten ohne Vorkommnisse stiegen am ersten und zweiten post-
operativen Tag gegentiber den Kontrollen signifikant an, nahmen ab und blieben stabil auf einem
Niveau, das sich von den Kontrollen nicht signifikant unterschied. (d) Tage und (w) Wochen nach
einer Transplantation. * signifikant unterschiedlich gegeniiber den Spiegeln der Kontrollen
(p < 0,01); 1 signifikant unterschiedlich gegeniiber pra-Transplantations-Spiegeln (p < 0,05).

Fig. 3: Mittlere HGF-Serum-Spiegel bei Kontrollen, bei Patienten vor einer Transplantation
(pra-OP), bei Patienten nach einer Transplantation ohne Vorkommnisse (kein Vorkommnis), bei
Patienten mit einer AbstoRung vor einer Behandlung (AbstoBung), bei Patienten mit einer Absto-
Rung am Ende der Steroid-Behandlung (AbstoBung CTRL), bei Patienten mit einer infektion vor
der Behandlung (Infektion) und bei Patienten mit einer Infektion am Ende der Behandlung (Infekti-
on CTRL). Die HGF-Spiegel stiegen bei der AbstoRung im Vergleich zu allen Gruppen signifikant
an (1 p < 0,01 im Vergleich zu allen Gruppen). * p < 0,05 im Vergleich zu Kontrollen.

Fig. 4: Die Graphik zeigt die HGF-Serum-Spiegel bei einem Patienten 4 Tage vor und nachdem
eine Transplantat-Abstoung (m) klinisch diagnostiziert wurde (|, Tag 0). Die Serum-Spiegel bei
einem Patienten ohne Vorkommnisse (o) und bei einem Patienten mit einer bakteriellen Infektion
(D) sind aufgetragen, um die Empfindlichkeit der HGF-Serum-Spiegel zur Voraussage einer Trans-
plantat-Abstoflung zu zeigen. Die Serum-HGF-Spiegel steigen signifikant auf 5000 pg/mi nur beim
Patienten mit der Transplantat-AbstoBung einen Tag, bevor die Diagnose klinisch erstellt und
durch TBB verifiziert wurde, an.

Fig. 5: Mittlere HGF-Serum-Spiegel bei Kontrollen, bei Patienten nach Nierentransplantations-
Operation ohne Vorkommnisse, und bei Patienten mit diagnostizierter Nierentransplantat-
AbstoRung. HGF andert sich nicht bei Patienten mit AbstoBung im Vergleich zu Patienten ohne
Vorkommnisse nach einer Transplantation (* p < 0,05 im Vergleich zu Kontrollen).

BEISPIELE:

Patienten und Methoden:

Patienten: 86 Patienten, die einer Lungentransplantation unterzogen wurden und die eine in-
formierte Zustimmung zur Teilnahme gaben, wurden in dieser Studie inkludiert. 12 gesunde Frei-
willige, die nach Aiter und Geschlecht dazu passten, dienten als Kontrolle. In Tabelle 1 sind die
demographischen Daten der in der Studie inkludierten Individuen zusammengefasst. Vor und die
erste Woche nach der Lungentransplantation wurden téglich Serum-Proben entnommen und
codiert, danach alle zwei Tage ab der zweiten bis zur funften Woche, nachfolgend wochentlich bis
2u 24 Wochen nach der Transplantation. AbstoRungs- und Infektions-Episoden, einschlieRlich der
Behandlungs-Protokolle und einer Zeittafel dieser Vorkommnisse wurden bestimmt (Tabelle 2) und
analysiert und mit codierten HGF-Serum-Spiegeln am Ende der Studie korreliert.

Tabelle 1. Anzahl, Alter, Geschlecht und die Diagnose der Patienten und Kontrollen

Diagnose Patienten (n) Alter ' Geschlecht
Mittel + SA Bereich

COPD 53 543+89a 16-68 a 30M/23W

Zystische Fibrose 17 253+x11,1a 12-45a 6M/11W

Idiopathische Lungenfibrose 16 52,4+10,5a 36-67 a 8M/8W

Kontrollen 12 29,1+89 14-42 a TM/I5W

Tabelle 2. Zeitverlauf der AbstoBungs- und Infektions-Episoden
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Diagnose Reaktionen

Infektion POD* Geschlecht |AbstoRung' Geschlecht
COPD bakteriell, |7, 9, 10, 11M/5W 15 11M/4W
mykotisch |12, 16, 19,
21, 27, 29,
33, 33, 34,
34, 38, 40,
41, 44, 54,
54, 56, 71,
77, 85, 102
Zystische bakteriell, {7,7, 12,
Fibrose mykotisch |16, 18, 21,
28, 31, 37,
40, 51, 52,
69, 76
Idiopathische |bakteriell 8, 13, 19,
Lungenfibrose |mykotisch |24, 25, 34,
41

* Post-operativer Tag; ' Anzahl der Abstofungen

Diagnose und Behandlung der Vorkommnisse: AbstoRung und Infektion wurden auf Basis
von TBB, BAL, Brustkorb-Radiographien, Blut-Gasanalyse, Pulmonal-Funktionstests und Leukozy-
tenzéhlung diagnostiziert. Uberwachungs-TBB wurden zum Zeitpunkt 3, 6, 12 und 24 Wochen
nach der Transplantation oder bei kiinischer Indikation vorgenommen. Eine Abstoflung wurde
klinisch diagnostiziert, wenn die Patienten neue radiographische pulmonale Schatten und eine
Verschlechterung von Blutgas und Lungenfunktion ohne Anzeichen einer Infektion hatten, und
histologisch, wenn TBB einen AbstoRungsgrad 2 oder héher gemaR der Bewertung der Internatio-
nalen Gesellschaft fir Herz- und Lungen-Transplantation aufwiesen.

Immunsuppressive Behandlung: Wihrend der Operation wurden 500 mg Methylprednisolon
vor der Revaskularisierung des Transplantats gegeben und alle 8 h zu 125 mg einen Tag lang
zyklisch verabreicht. Prednisolon wurde zu 1 mg/kg/Tag gegeben, beginnend am Tag 2, und im
Lauf der ersten Woche auf 0,5 mg/kg/Tag reduziert. Diese Dosis wurde auf 0,15-0,3 mg/kg/Tag im
Laufe der folgenden 6 Monate verringert. Antithymozyt-Globulin (Thymoglobulin, Sero-Meriux,
Frankreich) wurde als Induktions-Therapie zu 2,5 mg/kg/Tag die ersten 4 Tage lang nach der
Transplantation verabreicht. Cyclosporin A (Sandimmun, Novartis, Basel, Schweiz) wurde i.v.
begonnen, als der Empfénger nach der Transplantation h@modynamisch stabil war. Die Cyclospo-
rin A-Verabreichung wurde dann auf oral umgestellt und progressiv auf einen Serum-Ziel-Spiegel
von 250-350 ng/ml fiir den ersten Monat eingestellt, und danach auf 200-250 ng/ml. Mycophenolat-
Mofetil (Cellcept, Hofmann-La Roche, Basel, Schweiz) wurde zweimal zu 1 g innerhalb von 24 h
nach der Transplantation verabreicht.

HGF-Test: Enzyme-Linked Immunosorbent Assay (ELISA) fir HGF (QuantikineTM, R&D Sys-
tems, Minneapolis, MN) wurde gemaR dem Protokoll des Herstellers durchgefiihrt. Ein HGF-
monokionaler Antikérper wurde auf eine Mikroplatte vorbeschichtet, und 100 ml Test-
Verdiinnungsmittel (gepufferte Protein-Base) wurden in jede Vertiefung zugegeben, gefolgt von
100 ml Standard und der Serum-Probe. Die Vertiefungen wurden 2 h lang bei Raumtemperatur
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inkubiert, dann aspiriert und gewaschen. HGF-Antikorper, der mit Meerrettich-Peroxidase (200 ml)
konjugiert war, wurde zugegeben und 2 h lang bei Raumtemperatur inkubiert, gefolgt von drei
Waschungen. Danach wurden 200 ml Substrat-Losung (stabilisiertes Wasserstoffperoxid; stabilier-
tes Chromogen und Tetramethylbenzidin) in jede Vertiefung zugegeben und 25 min lang bei
Raumtemperatur zur Farbentwicklung inkubiert. Die Umsetzung wurde durch Zugabe von 50 ml 2N
Schwefelsdure gestoppt. Die optische Dichte wurde bei 450 nm detektiert.

Statistische Analyse: Am Ende der Studie wurde der Schliissel gebrochen, die klinischen
Parameter sowie HGF-Serum-Spiegel wurden iber die Zeit aufgetragen und unter Verwendung
von ANOVA mit Bonferoni t-Test analysiert. P-Werte < 0,05 wurden als signifikant angesehen.

Ergebnisse:

Der mittlere Serum-HGF-Spiegel war 645 + 259 pg/mi bei den Kontrollen, und 1425 t
676 pg/ml, 1376 + 540 pg/ml und 1239 + 489 pg/ml bei pra-Transplantations-Patienten mit COPD,
zystischer Fibrose bzw. idiopathischer Lungenfibrose (nicht signifikant; Fig. 1). Um zu verstehen,
wie HGF-Serum-Spiegel sich nach einer Lungentransplantation verandern, wurden Serum-HGF-
Spiegel bei allen Patienten, die nach der Operation keine Vorkommnisse hatten, gegen die Zeit
aufgetragen. Der mittlere Serum-HGF-Spiegel stieg bei diesen Patienten auf 2584 + 548 am ersten
Tag nach der Operation (p < 0,01 im Vergleich zu Kontrollen; p < 0,05 im Vergleich zu pra-
Transplantation), verringerte sich kontinuierlich auf 930 £ 537 am Tag 7 (Fig. 2). Aufer nicht signi-
fikanten Verinderungen beim Vergleich mit Tag 7 blieben die HGF-Serum-Spiegel stabil und
erreichten 1034 ¢ 267 in der 24. post-operativen Woche (nicht signifikant im Vergleich zu pré-
Transplantations-Serum-HGF-Spiegel; Fig. 2). Danach wurden die mittleren Serum-HGF-Spiegel
bei transplantierten Patienten mit Abstoflung oder Infektion sowohl vor als auch nach Behandlung
mit jenen in allen Gruppen verglichen. Die Serum-HGF-Spiegel stiegen bei Patienten mit Absto-
Bung signifikant an (3978 + 1435) im Vergleich zu dessen Spiegel bei Kontrollen, bei pra-
Transplantations-Patienten und bei Patienten ohne Vorkommnisse (p < 0,01). Nach einer Steroid-
Behandlung nahmen die Serum-HGF-Spiegel von Patienten mit einer Transplantat-AbstoRung fast
auf die pra-operativen Spiegel ab und blieben stabil (Fig. 3). Eine Infektion erhohte die HGF-
Serum-Spiegel der Patienten geringfiigig, jedoch nicht signifikant (1543 + 303) im Vergleich zu
Patienten, bei welichen keine Vorkommnisse auftraten sowie im Vergleich zu Kontrollen. HGF-
Werte bei Patienten, bei welchen eine Transplantatabstoung diagnostiziert worden war, stiegen
einen Tag vor der klinischen Erstellung der AbstoRungs-Diagnose und deren Verifizierung durch
TBB signifikant an, wogegen ein mit Infektionen verbundener Anstieg der Serum-HGF-Spiegel
nicht signifikant war (Fig. 4).

Diskussion:

Viele Untersuchungen konzentrierten sich auf die Rolle von Zytokinen und Wachstumsfaktoren
bei der Entwicklung entziindlicher Reaktionen (17), der Transplantat-Dysfunktion (18) und der
TransplantatabstoBung (19) nach einer Lungentransplantation. Es ist erwiesen, dass der Serum-
Spiege! bestimmter Mitglieder der Interleukin-Familie wihrend eines friihen hamodynamischen
Versagens nach einer Lungentransplantation erhoht ist (17). Der transformierende Wachstumsfak-
tor beta kénnte bei chronischer Lungentransplantat-Abstoung mit Bronchiolitis obliterans wichtig
sein, weil seine mMRNA-Spiege! bei Patienten mit Bronchiolitis obliterans erhéht sind (19). Ander-
seits ist die gamma-Interferon-Gen-Expression, die mit ICAM-1 verbunden ist, im BAL-Fluid von
Patienten mit einer Allotransplantat-Dysfunktion nach einer Lungentransplantation erhéht. Die
Serum-Adhasionsmolekiile erwiesen sich jedoch als enttéuschende serologische Marker (8), und
die BAL-Marker konnten niitzlicher sein (9, 10), jedoch wurde keines ein Standard-Test.

Diese erste Untersuchung betreffend Serum-Spiegel von HGF bei Patienten mit einer Lungen-
transplantation zeigt, dass die HGF-Serum-Spiegel kurz bevor die Transplantatabstoung erfolgt,
signifikant ansteigen. Die Serum-HGF-Spiegel steigen bei fulminater Hepatitis (20) an, und es gibt
Beweise dafiir, dass die HGF-Spiegel bei Patienten mit entztindlichen Lungenerkrankungen
ansteigen (21). Warum HGF bei einer akuten AbstoBung stérker ansteigen sollte als bei einer
Infektion ist ungewiss. Obwohl sowohl eine akute AbstoBung als auch eine Infektion mit einer
Entziindung verbunden ist, konnte die Abstofung ein breiteres Spektrum von Mediatoren umfas-
sen und mit groRerer Wahrscheinlichkeit Wachstums- und Umformungsprozesse, die mit der
chronischen AbstoRung eng verbunden sind, involvieren. Eine weitere Erkldrung fiir dieses Pha-
nomen kénnte sein, dass die Stimuli, die eine Steigerung des HGF bewirken, wahrscheinlich
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wichtiger sind als die vielen anderen Faktoren, die mit dem AbstoRungsprozess verbunden sind
und die vielen Parameter, die zu seiner Messung gehéren (1, 3, 6). Die vorliegende Erfindung
zeigt, dass HGF ein pulmotrophes Molekiil ist und seine Serum-Spiegel mit dem Grad der Lungen-
verletzung und deren Reparatur verbunden sind. In allen Filien einer Transplantatabstoung bei
dieser Studie kehrten die HGF-Serum-Spiegel nach einer Steroid-Therapie auf beinahe die vor-
operativen Spiegel zuriick, was mit den Erkenntnissen anderer (20, 21) Ubereinstimmt und fir
einen mechanistischen Zusammenhang mit Steroiden spricht.

Die anféngliche Steigerung des HGF nach einer Transplantation kénnte auf die Reparatur, das
Wachstum und die Umformung zuriickzufihren sein, die sich aus der Transplantation ergeben
kénnen. Das Fehlen einer Korrelation mit Serum-Markern der Entziindung, wie frither berichtet
(21), Iasst darauf schlieBen, dass die Veranderung im HGF nicht direkt mit entziindlichen oder
Akutphasen-Reaktionen verbunden ist; und die vorliegende Erkenntnis, dass die HGF-Serum-
Spiegel nach, jedoch nicht vor einer Infektion einen moderaten Peak erreichen, stimmt mit dieser
Erfindung Uberein.

Defrances und Mitarbeiter fanden, dass HGF im Bronchienepithel von Ratten im Entwicklungs-
stadium lokalisiert war, wobei sie die immunhistochemische Féarbung verwendeten (22). Sie zeig-
ten, dass HGF durch Mesenchym-Zellen in jedem Organ erzeugt wurde, was das Epithelzellen-
wachstum und die Organ-Morphogenese auf parakrine oder endokrine Weise regulieren kénnte
(23). In der Lunge sind die Hauptquellen fir HGF die Mesenchymzellen (Makrophagen, Fibro-
blasten und Endothelzellen) (24). Die erhéhten HGF-Spiegel bei transplantierten Patienten kénnten
auch mit einer Reperfusionsverletzung und Endothelzellen-Produktion von HGF verbunden sein.
Alternativ werden Fibroblasten wahrend der frithen Reparatur-Stadien bronchialer und vaskularer
Anastomosen aktiviert (25). Der HGF stimuliert die Proliferation der Lungenepithelzellen (22), und
der HGF kénnte eine wichtige Rolle bei der Replikation des Bronchienepithels spielen (21). Insge-
samt zeigt diese Untersuchung, dass eine TransplantatabstoBung, nicht jedoch eine Infektion, zu
frihen, signifikant erhhten HGF-Spiegeln fihrt und diese Spiegel nach Steroidbehandlung absin-
ken. Wie die vorliegenden Ergebnisse zeigen, reagiert HGF empfindlich fiir die Voraussage einer
Lungentransplantatabstoung.

Vergleichsbeispiel: HGF bei NierentransplantatabstoRung

Patienten, die eine Nierentransplantation erfahren hatten, wurden im Hinblick auf ihre HGF-
Spiegel einer Analyse unterzogen. 19 Patienten wurden mit 12 gesunden Kontrollen verglichen.
Bei 12 Patienten gab es keine Vorkommnisse; bei 7 Patienten kam es zu einer AbstoRung. Die
mittleren HGF-Serum-Spiegel bei Kontrollen, bei Patienten nach Operation ohne Vorkommnisse,
und bei Patienten mit AbstoRung wurden ermittelt und sind in Fig. 5 veranschaulicht. Die vorlie-
genden klinischen Vergleichsdaten zeigen deutlich, dass HGF sich bei Abstoflung im Vergleich zu
Patienten ohne Vorkommnisse nach einer Nierentransplantation nicht verdndert (* p < 0,05 im
Vergleich zu Kontrollen).

Bei der vorliegenden Erfindung zeigen der Vergleich der HGF-Serum-Spiegel bei Patienten mit
Lungentransplantation gegentiiber Patienten mit Nierentransplantation einerseits, und die Ergeb-
nisse fir Ratten-Nieren anderseits Folgendes: Erstens ist HGF ein pulmotrophes Protein, und
Zellen, die dieses Protein erzeugen, unterstreichen diese Tatsache noch weiter, d.h. Bronchien-
Epithelzellen, Fibroblasten und Makrophagen. Die beiden letzteren Zelltypen, insbesondere die
Makrophagen, sind an lokalen und entfernt gelegenen Immunreaktionen beteiligt und finden sich
haufig im Lungengewebe. Daher kénnen sie leicht stimuliert werden, um HGF infolge einer Lun-
gentransplantatabstoRung zu erzeugen. Zweitens kann HGF nicht als allgemeiner Marker fir eine
Festtransplantat-AbstoRung angesehen werden, was durch die HGF-Spiegel bei Nierentransplan-
tatabstoRung in dieser Studie angezeigt ist. AuBerdem konnte die diskutierte Rolle der Zellen, die
an der HGF-Produktion beteiligt sind, und ihre signifikant héhere Dichte in der Lunge im Gegensatz
zur Niere, der wohlbekannte ,hepato-pulmonale” Reaktionsweg, der sowohl unter physiologischen
als auch unter pathologischen Bedingungen (26) zur Wirkung kommt, die vorliegenden Erkenntnis-
se weiters erkldren. SchlieBlich kénnten Tierversuche, insbesondere jene mit Nagern, kein perfek-
tes Mal komplexer pathophysiologischer Prozesse sein, die bei humanen TransplantatabstoRun-
gen aktiviert werden.
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PATENTANSPRUCHE:

Verfahren zur Diagnostizierung einer Lungentransplantat-AbstoRung, welches das Bestim-
men der Menge des Hepatozyten-Wachstums-Faktors (HGF) in einer Kérperflussigkeit
oder Gewebeprobe eines Patienten, der einer Lungentransplantation unterzogen wurde,
umfasst.

Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dass die Korperflissigkeit oder

Gewebeprobe ausgewahlt ist aus der Gruppe umfassend Serum, Plasma, Blut, Transsu-

date, Lungen- oder Bronchien-Drainagen oder -Lavagen, Sputum, Harn, der Lunge be-

nachbartes Gewebe und Lungengewebe.

Verfahren nach Anspruch 1 oder 2, gekennzeichnet durch die folgenden Schritte:

*+ Vorsehen einer Korperfliissigkeit oder Gewebeprobe von einem Patienten, der einer
Lungentransplantation unterzogen wurde,

Bestimmen der HGF-Menge in dieser Kérperfliissigkeit oder Gewebeprobe,
Vergleichen, ob die ermittelte HGF-Menge im Vergleich zur HGF-Menge bei Patienten
ohne Lungentransplantat-AbstoRung erhéht ist, und

a) Diagnostizieren einer Lungentransplantat-Abstoung, wenn die ermittelte HGF-
Menge erhéht ist im Vergleich zur HGF-Menge bei Patienten ohne Lungentransplan-
tat-AbstoRung, oder

b) Nicht-Diagnostizieren einer Lungentransplantat-AbstoBung, wenn die ermittelte
HGF-Menge nicht erhdht ist im Vergleich zur HGF-Menge bei Patienten ohne Lungen-
transplantat-Abstofung.

Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 3, dadurch gekennzeichnet, dass die Menge

an HGF durch die Verwendung eines Verfahrens oder Mittels ausgewdhlt aus der Gruppe

ELISA, RIA, Massenspektroskopie, Affinitéts-Chromatographie, Stréomungs-Zytometrie,

Protein-Mikroarrays, fluoreszierende Antikérper, HGF-bindende Substanzen, insbesondere

monoklonale und polyklonale HGF-Antikérper oder HGF-Rezeptoren, immunohistochemi-

sche Methoden, Immunfillung, Western Blot, Fluoreszenz-Resonanz-Energie-Transfer

(FRET), cDNA-Array und Nukleinsgure-Amplifikationsmethoden, bestimmt wird.

Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 4, dadurch gekennzeichnet, dass eine erhéh-

te HGF-Menge, die ein Indikator fiir eine Lungentransplantat-Abstoung ist, mit mindes-

tens einem der Folgenden bestitigt wird:

* die ermittelte HGF-Menge betrégt mindestens 400%, vorzugsweise mindestens 500%,
insbesondere mindestens 600%, des mittleren Grundlinien-Niveaus von HGF bei
gesunden Kontrollen,

* die ermittelte HGF-Menge betrigt mindestens 200%, vorzugsweise mindestens 300%,
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insbesondere mindestens 350%, des mittleren Grundlinien-Niveaus von HGF bei Pati-
enten vor einer Lungentransplantation,

. die ermittelte HGF-Menge betragt mindestens 200%, vorzugsweise mindestens 300%,
insbesondere mindestens 350%, des mittleren Grundlinien-Niveaus von HGF bei Pati-
enten am Tag 3 oder spéter nach einer Lungentransplantation ohne Vorkommnisse,
insbesondere ohne Transplantat-AbstoRung und/oder ohne Infektion.

Verfahren nach Anspruch 5, dadurch gekennzeichnet, dass

«  der mittlere HGF-Grund-Spiege! bei gesunden Kontrollen zwischen 300 und 900 pg/mi
Serum liegt; oder

« der mittlere HGF-Grund-Spiegel bei Patienten vor Lungentransplantation zwischen
900 und 1600 pg/ml Serum liegt; oder

« der mittlere HGF-Grund-Spiegel bei Patienten am Tag 3 nach einer Lungentransplan-
tation ohne Vorkommnisse, insbesondere ohne Transplantat-AbstoBungs-Vorkomm-
nisse und/oder ohne Infektion, zwischen 800 und 1500 pg/mi Serum liegt.

Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 6, dadurch gekennzeichnet, dass eine erhdh-

te HGF-Menge, die ein Indikator fir eine Lungentransplantat-Abstoung ist, durch einen

Serum-Spiegel am Tag 3 oder spéter nach der Lungentransplantation von hoher als

2000 pg/ml, vorzugsweise héher als 2300 pg/ml, insbesondere héher als 2500 pg/ml, bes-

tatigt wird.

Verwendung von HGF-bindenden Substanzen zum Messen der Menge an HGF in einer

Korperfliissigkeit oder einer Gewebeprobe von einem Patienten, der einer Lungentrans-

plantation unterzogen wurde, zur Uberprifung, ob eine Lungentransplantat-AbstoRung

erfolgt.

Set zur Diagnostizierung einer Lungentransplantat-AbstoRung, umfassend

« einen Probenbehalter mit einer Korperflissigkeit oder einer Gewebeprobe eines einer
Lungentransplantation unterzogenen Patienten, und

«  Mittel zum Bestimmen der HGF-Menge in der Probe.

Set nach Anspruch 9, dadurch gekennzeichnet, dass es weiters Vergleichs-HGF-

Praparate enthélt, die eine bestimmte Menge an HGF enthalten.

Set nach Anspruch 9 oder 10, dadurch gekennzeichnet, dass das Mittel zum Bestimmen

der Menge an HGF eine (Mikro-)Platte, einen Biochip oder eine Membran umfasst.
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